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OZET

Deneysel Diyabet Modelinde Meteorin-Benzeri Proteinin Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Diyabet; insiilin metabolizmasina bagli sekillenen bir hastalik olup uzun
siireli hiperglisemi sonucunda diyabetik ndéropati (DN) olusmaktadir. Yapilan
caligmalarla insiilin direncini regiile ettigi belirlenen Meteorin-benzeri protein
(Metrnl)’in, tip-2 diyabet icin terapotik olabilecegi diisliniilmektedir. Bu c¢alisma
Metrnl’in diyabetik ndropatinin in vivo ve in vitro modelinde etkinliginin arastirilmasi
amaciyla yapildi.

Materyal ve Metod: Calismada 40 adet normoglisemik erkek Balb-C fareleri 4
gruba ayrildi (n=10). Kontrol hari¢ tiim gruplara intraperitoneal (ip) tek doz
streptozotosin (STZ) enjeksiyonu yapildi. 72 saat sonra kan glukoz diizeyi dlgiilerek 250
mg/dL’nin lizerindeki hayvanlar diyabet kabul edildi. Diyabet olusumundan 21 giin sonra
14 giinliik deneylere baglandi. 14 giin boyunca her giin DN grubuna serum fizyolojik,
tedavi gruplarina sirayla 2 ve 4 pg/kg ip Metrnl uygulandi ve ayni siirecte hot plate, tail
flick ve von frey testleri yapildi. 14 giiniin sonunda hayvanlar dekapite edilerek pankreas
dokular1 alindi. 1-2 giinliik Wistar 1rk1 siganlardan izole edilen dorsal kok gangliyonlari
(DKGQG) 24 saat yiiksek glikoza maruz birakildi ve Metrnl’in hiicre canlilifina etkisi ile
kullandig1 hiicresel yolak belirlendi.

Bulgular: Metrnl enjeksiyonunun farelerde DN grubuna kiyasla agri esigini
arttirdig1 (p<0.05), oksidatif stres parametrelerini iyilestirdigi (p<<0.05) ve pankreasin
histolojik biitiinliigiinii korumaya yardimci oldugu belirlendi (p<0.05). Ayrica Metrnl’in
DKG’de MAPK yolagini kullanarak hiicre canliligin1 arttirdig: tespit edildi. (p<0.05)

Sonug¢: Bu bulgular Metrnl’in analjezik etkinlige sahip oldugunu, oksidatif hasar1
ve pankreasin histopatolojik durumunu iyilestirdigi gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Agri, Diyabet, DKG, Metrnl, Noropati.
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ABSTRACT

Investigation of The Effects of Meteorin-Like Protein in Experimental Model Of
Diabetes

Aim: Diabetes; Diabetic neuropathy (DN) is a disease caused by insulin
metabolism and occurs as a result of long-term hyperglycemia. Meteorin-like protein
(Metrnl), which has been determined to regulate insulin resistance through studies, is
thought to be therapeutic for type-2 diabetes. This study was conducted to investigate the
effectiveness of Metrnl in the in-vivo and in-vitro model of diabetic neuropathy.

Material and Method: In study, 40 normoglycemic male Balb-C mice were
divided 4 groups (n=10). Single dose of streptozotocin (STZ) was injected
intraperitoneally (ip) in all groups except control. Animals with blood glucose levels
above 250 mg/dL were considered diabetic after 72-hours. 14-day experiments started
21-days after the onset of diabetes. Physiological saline was applied to DN group every
day for 14-days, and 2, 4 ng/kg ip Metrnl was applied to treatment groups and hot-plate,
tail-flick and von-frey tests were performed during same period. At end of 14-days,
animals were decapitated and pancreatic tissues were removed. Dorsal root ganglia
(DRG) isolated from 1-2 day old Wistar rats were exposed to high glucose for 24-hours,
cellular pathway used by Metrnl with its effect on cell viability was determined.

Results: It was determined that Metrnl injection increased pain threshold in mice
compared to DN group (p<0.05), improved oxidative stress parameters (p<0.05) and
helped preserve the histological integrity of pancreas (p<0.05). Additionally, Metrnl
increased cell viability in DRG by using MAPK pathway. (p<0.05).

Conclusion: Results show that Metrnl has analgesic activity and improves
oxidative damage and histopathological status of pancreas.

Keywords: Pain, Diabetes, DRG, Metrnl, Neuropathy.
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1. GIRIS

Diyabet; pankreastan insiilin sekresyonunun yetersizligi, etkisizligi ya da insiilin
molekiiliindeki bozukluklar sonucu gelisen bir hastaliktir. Hiperglisemi ve glukagon
yiiksekligi ile karakterize olan diyabet metabolik ve kronik bir¢ok komplikasyona neden
olmaktadir. Klinik olarak polidipsi, poliiiri, polifaji, kilo kaybi gibi semptomlar
goriiliirken, karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda bozukluklar da
gelisebilmektedir. Diyabette mikrovaskiiler komplikasyonlar ndropati, nefropati ve
retinopati gibi doku, organ hatta sistem diizeyinde hasarlar1 ve buna bagl olarak meydana
gelen ciddi hastaliklar1 kapsar. Makrovaskiiler komplikasyonlar ise kardiyovaskiiler
hastaliklar1, perifer vaskiiler hastaligi ve inmeyi kapsar (1, 2). Bu komplikasyonlar
arasinda mikrovaskiiler komplikasyonlarin goriilme siklig1 daha fazladir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlar arasindan da néropati yliksek prevalans ile 6ne ¢ikmistir (3). Diyabetik
Noropati (DN), farkli paternler seklinde ortaya cikabilir. Hasar oOncelikle duyu
noronlarinda meydana gelir. Yapilan ¢alismalar tiim birincil duyu néronlarinin diyabet
tarafindan hedef alindigin1 gostermektedir (4). Somatosensoriyel sistemde rol alan
birincil duyu ndéronlarinin hiicre govdeleri, dorsal kok gangliyonlarinda (DKG) bulunur
(5). Uzun siireli hiperglisemi DKG ndron hasarina ve kaybina neden olur (6). Ayrica
hiperglisemi hem schwann hiicre metabolik aktivitesinin bozulmasina hem de miyelin
dejenerasyonuna neden olur (7). Bu defektler sonucunda ise ‘“somatosensoriyel sinir
sisteminin bir lezyonu veya hastaliginin neden oldugu agr1” olarak tanimlanan noropatik
agr1 meydana gelmektedir (7, 8).

2012 yilinda, DKG gangliyonlarinda varligi bilinen meteorinin (Metrn) homologu
olarak kesfedilen Meteorin benzeri protein (Metrnl), yag dokudan sentezlenen 311
aminoasitten olusan bir proteindir (9, 10). Metrnl’in literatiirde Meteorin benzeri,
Meteorin 3, Cometin ve Subfatin gibi adlandirmalart mevcuttur (9). Yapilan ¢calismalarda
Metrnl’in insandaki ve faredeki gen diziliminin %77 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir
(10). Ayrica insanda ve farede subkutan kahverengi yag doku (KYD)’de yiiksek diizeyde
salgilanan Metrnl ayn1 zamanda iskelet kasi, deri, testis, bobrek, pankreas, karaciger,
kalp, stromal hiicreler, makrofajlar, dalak ve beyin de dahil olmak iizere ¢esitli dokularda
da varlig1 tespit edilmistir (11, 12).

Metrnl ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda Metrnl’in enerji metabolizmasi ve

insiilin direnci tizerinde 6nemli fizyolojik roller tistlenebilecegi fikri ileri stiriilmiistiir (12,



13). Metrnl’nin bej yag termojenezini ve antiinflamatuvar sitokinlerin tretildigi gen
ifadesini uyardigi, beyaz yag dokuda (BYD)’da kahverengilesmeyi saglayarak yag
fonksiyonunu iyilestirdigi ve insiilin direncini azalttigi belirlenmistir (9). Metrnl'nin
mitokondriyal biyogenezin asil diizenleyicisi olan peroksizom proliferator-aktive edici
reseptor gama koaktivatori-la (PGC-1a) aracilifiyla gerceklesen fizyolojik siireglere
dahil oldugu diisliniilmektedir. Bu durum da Metrnl’in mitokondriyal baglantili her
stirecte etki edebilecegini akla getirmektedir. Sahip oldugu fizyolojik etkiler ile 6zellikle
Tip2 diyabet ve obezite icin terOpatik olabilecegi diisiiniilen Metrnl’in mitokondriyal
disfonksiyonla alakali olan ve uzun siireli hiperglisemi sonucu sekillenen DN’de nasil
etki ya da etkiler gosterecegi onemli bir soru isaretidir.

Bu calisma Metrnl’in deneysel in vivo ve in vitro diyabetik ndropati modelinde

etkinligini aragtirmak amaciyla yapildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabet

2.1.1. Tanim

Halk arasinda seker hastaligi olarak bilinen diyabet (Diabetes Mellitus; DM) kan
glikoz regiilasyonunda primer rol oynayan insiilinin sekresyon ve/veya aktivitesindeki
bozukluga bagli seyreden ve bircok komorbidite ve komplikasyonlara neden olabilen

metabolik bir hastalik olarak tanimlanabilmektedir (14).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Glin gectikge prevalansinin arttigr bilinen DM i¢in Uluslararast Diyabet
Federasyonu (International Diabetes Federation; IDF)’nun diinya genelinde 20-79 yas
araligindaki bireylerde goriilen DM prevalans1 2017 yilina ait raporunda 425 milyon vaka
ile %8.8 olarak kaydedilmisken (15).2019°da bu oran 463 milyon ile %9.3 e yiikselmistir
(16). 2021 yilinda ise ayn1 yas aralig1 i¢in DM goriilme siklig1 536.6 milyon kisi ile %10.5
oldugunu rapor etmistir ve bu oraninin 2030°da %11.3’lere (yaklasik 642.7 milyon kisi),
2045°te de %12.2’lere (yaklasik 783.2 milyon kisi) ulasabilecegi ongoriilmiistiir (17).
Tiim bu veriler gegmisten giiniimiize yayginligi artig gésteren DM nin giiniimiizde oldugu
kadar gelecek i¢in de 6nemli bir tehdit unsuru oldugunu gostermektedir.

IDF 2017 raporunda DM goriilme sikliginin; ytiksek gelirli tilkelerde 75-79 yas
araliginda %22 oran ile, orta gelirli tilkelerde de 69-75 yas araliginda %19 oram ile ve
diisiik gelirli iilkelerde de 55-64 yas araliginda %8 orani ile iist diizeylere ulastig1 rapor
edilmistir (15). 2019 ve 2021°de ise diinya genelinde DM prevalansinin yasla pozitif
korelasyon gosterdigi ortaya konmustur. Her iki raporda da bu prevalansin 25-69 yas
araliginda erkeklerde 70-79 yas araligindaysa kadinlarda daha yiiksek oldugu
goriilmiistlir (16, 17) 20-24 yas araliginda kadin ve erkeklerde DM goriilme sikli§inin
birbirine ¢ok yakin oldugu gosterilmistir.

Ulkelerin gelir diizeylerine gére DM yayginlig1 incelendiginde hem 2019 hem de
2021 raporunda orta ve diisiik gelir diizeylerine kiyasla yiiksek gelir diizeyine sahip
iilkelerde DM goriilme oran1 daha fazladir (16, 17). Bunun yani sira 2021 raporunda
diinya genelindeki biitiin diyabetli bireylerin 432,7 milyon (yaklasik %80.6) gibi biiyiik

cogunlugunun diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasadig1 vurgulanmistir. (17).



IDF 2017 raporu DM tanili bireylerin yaklasik ti¢te ikisinin (15), 2019 raporu da
%67’sinin kentsel kesimlerde yasadigini gostermistir (16). 2021 yili i¢in DM goriilme
siklig1 bakimindan kentsel ve kirsal bolgeler kiyaslandiginda ise diinya genelinde DM
prevalansi kirsal bolgelerde %8.3 (yaklasik 176.6 milyon kisi) iken kentsel bolgelerde
%12.1 (yaklasik 360 milyon kisi) olarak saptanmistir (17). Bu oranin global kentlesme
de diisiiniildiigiinde 2045 y1l1 i¢in kentsel bolgelerde %13.9’a (yaklasik 596.5 milyon kisi)
ulasabilecegi ongdriilmiistiir (17).

Diinya genelindeki DM prevalans verileri bolgesel olarak da ele alinmigtir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda en yiiksek DM prevalans1 2017°de Kuzey Amerika ve
Karayipler bolgesinde (%10.8) bulunurken (15) 2019°da Orta Dogu ve Kuzey Afrika
bolgesinde (%12.2) goriilmiistiir (16). 2017 ve 2019 raporlarinda en diisiik DM prevalansi
strastyla %4.2 (15) ve %4.7 (16) oranlariyla her iki raporda da Afrika olmustur. En
yliksek hasta sayisinin 2017°de 168.4 milyon ile (15), 2019°da da 162.6 milyon ile (16)
Bat1 Pasifik Bolgesi'nde oldugu goriilmiistiir. 2021 yilina ait raporda en yiiksek prevalans
2019 raporuna benzer sekilde Orta Dogu ve Kuzey Afrika’da (%16.2), en diisiik
prevalansin ise diger iki rapordaki gibi Afrika’da (%4.5) oldugu sonucuna varilmistir (17,
18). En fazla DM tanis1 almis hasta sayisinin ise 206 milyon kisi ile yine diger iki
rapordaki gibi Bat1 Pasifik’te oldugu da dikkat cekmistir (17).

Veriler tlilkeler bazinda incelendiginde de en ok DM vakasinin goriildiigii tilkenin
2017 raporunda 114.4 milyon kisi (15) ile 2019 raporunda da 116.4 milyon kisi (16) ile
Cin oldugu ortaya konmustur. 2021 raporunda iilkeler arasinda karsilastirmali diyabet
prevalansi orani en yiiksek olan iilkenin %30.8 ile Pakistan oldugu ve en ¢ok DM tanili
hasta sayisinin oldugu iilkenin de 140.9 milyon ile diger iki rapora benzer sekilde Cin
oldugu goriilmiistiir (17, 18). Ulkeler arasinda Tiirkiye 2021 i¢in hem karsilastirmals
prevalansta hem de hasta sayisinda diinya genelinde diger iilkeler arasinda ilk 10’a
girmemistir (17). Ancak 2045 yil1 i¢in 6ngdriilen rakamlarda Tiirkiye 13.4 milyon hasta
ile diinya genelinde 10. sirada yer almaktadir (17). Tiirkiye 6zelinde DM verilerine
bakildiginda yaklasik 9 milyon diyabet DM tanist almis hastanin oldugu ve %14.5
oraninda karsilastirmali prevalansa sahip oldugu goriilmiistiir (19).

DM ve komplikasyonlarinin diinya genelinde onde gelen 6liim nedenlerinden
oldugu bilinmektedir. 2021°de diinya genelinde 20-79 yas araliginda yaklasik 6.7 milyon
kisinin diyabet ve komplikasyonlari nedeniyle 6ldiigii IDF tarafindan rapor edilmistir. Bu

deger diinya genelindeki tiim oOliimlerin yaklasik %12.2°sini olusturmaktadir (19).



Yiiksek prevalans ve mortalite oranlarina sahip DM, tiim diinyay1 tehdit eden bir halk

saglig1 sorunu haline gelmistir.

2.1.3. Smmiflandirilmasi

DM, Amerikan Diyabet Dernegi (American Diabetes Association, ADA)
tarafindan “insiilin hormonunun sekresyonundaki ve/veya viicuttaki etkinligindeki
diizensizlik ya da bozukluk nedeniyle ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize metabolik
bir hastalik” olarak tanimlanmaktadir (20). Etiyolojik nedenlerine gore diyabet; Tipl
Diyabet, Tip2 Diyabet, Gestasyonel Diyabet ve Diger Spesifik Diyabet Tipleri olmak
tizere dort baglikta incelenebilir (21). Epidemiyolojik veriler genellikle tiim diyabet
tiplerini birlestirici nitelikte oldugundan diyabet tiplerine 6zgii kesin verilerden
bahsetmek olduk¢a zordur. Bununla beraber tiim DM vakalarinin %90’ indan fazlasini tip
2 diyabet, %1.6’sm1 tip 1 diyabet tanis1 almis hastalarin olusturdugu sdylenebilmektedir
(22).

Tip1 Diyabet: Diyabetin bu tipi, pankreasin beta hiicrelerinin hasari ile kayiplari
nedeniyle ortaya ¢ikar ve viicutta insiilinin sentezi eksikligi/yoksunluguna neden olur.
Pankreas beta hiicre hasar1 immun aracili (otoimmun) gerceklesirse TiplA olarak
adlandirilirken belirlenemeyen bir neden ile (idiyopatik) gerceklesirse TiplB olarak
adlandirilir (23).

Tip2 Diyabet: Bir diger diyabet tipi olan bu tiir tiim diyabet tiirleri arasinda en
yaygin olan tiirlidiir (22). Bu tiiriin temel nedenlerinden biri pankreas beta hiicrelerinden
defektif insiilin salinmasidir. Bir digeri ise salinmis olan insiilinin (defektif olmasa bile)
etkinligini gosterememesi nedeniyle hedef dokularda insiiline bir yanit olusturulamamasi
yani inslilin duyarliliginin azalmasidir. (24)(Sekil 2.1.). Bu tiir diyabette hastaligin
patofizyolojisi oldukca karmasik seyretmektedir.

Gestasyonel Diyabet: Gebeligin 6zellikle iki veya ligiincii trimester donemlerinde
goriilen diyabet tipidir. Genellikle ikinci trimester (14-26. haftalar) sonlarinda ya da
ticlincii trimester (27-40. haftalar) baglarinda gelisen glikoz intoleransidir. Gestasyonel
diyabet ¢cogunlukla dogumdan sonra iyilesmenin goriildiigii bir diyabet tiiriidiir (25).

Diger Spesifik Diyabet Tipleri: Diyabet tiplerinin hepsi daha 6nce bahsedilen bu
ic tanima uymayabilir. Bunlar genellikle, beta hiicre fonksiyonunu etkileyen genetik
bozukluklar, insiilinle iligkili genetik bozukluklar, pankreasta egzokrin bozukluklar,
endokrinopatiler, enfeksiyon veya ilag/kimyasal nedenli bozukluklar seklinde

siralanabilen nedenlerden kaynaklanabilen c¢esitli spesifik diyabet tiirleridir (26).



Saghkh

Sekil 2.1. Diabetus Mellitus siniflandirmasi



2.1.4. Patofizyolojisi

Tip1 Diyabet Patofizyolojisi: Daha dnce de belirtildigi iizere diyabetin bu tipi beta
hiicrelerinin bagisiklik aracili hasar1 veya kaybi ile ortaya g¢ikar. Tipl Diyabet’in
patofizyolojik seyri organizmanin reaktif T hiicrelerini aktive ederek pankreas beta hiicre
antijenlerine karsi immiin yanit olusturmasiyla bagslar. Bunu, proinflamatuar sitokinler
salimimi takip eder. Tiim bu silire¢ otoreaktif (otoimmiin) yanit olarak adlandirilir ve
diizenleyici nitelikte bir kontrol gerektirir. Ancak Tipl Diyabette otoimmiin yaniti
hafifletici nitelikte etkin bir kontrol s6z konusu degildir (27).

Tip2 Diyabet Patofizyolojisi: Tip2 Diyabette belirgin olarak insiilin
sekresyonundaki bozukluklar ve yetersizlikler 1ile periferik dokularda insiilin
duyarliligindaki azalma (insiilin direnci) nedeniyle meydana gelen kronik hiperglisemi
tablosu yaygindir (28). Kronik hipergliseminin 6ne ¢ikan bu iki nedeni birbirinden
bagimsiz olarak degerlendirilemez. Insiilin sekresyonundaki bozulmalara pankreatik beta
hiicre disfonksiyonu ve Oliimii neden olur. Beta hiicrelerindeki bu fonksiyon
bozuklugunun altinda yatan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar olduk¢a karmasik olup
insiilin direnci ile iliskilendirilmistir. Dengesiz ve asir1 beslenme sonucu kan glikoz
diizeylerini arttirmasiyla insiilin iiretmek {izere beta hiicrelerinin siirekli uyarilmasi ve
gerceklesen asirt  insiilin - sekresyonu bu karmagsik siirecin  baslangict olarak
nitelendirilebilir (29, 30). Buna eslik eden obezite ve asir1 beslenme nedenli
hiperlipideminin kronik inflamasyonu desteklemesi de siireci hizlandirarak lipotoksisite,
glikotoksisite, ER stresi, oksidatif stres ile Reaktif Oksijen Tiirleri (reactive oxygen
species; ROS) tiretimi gibi daha kompleks hale getirir (29, 30). Kompleks hale gelmis bu
stiregte en giiclii stres ROS {iretimidir. Nikotinamid Adenin Dintikleotit Fosfat (NADPH)
kararli O2’lerin siiperoksite (O2") dontistiiriilmesine neden olan oksidatif siiregte dikkat
ceker (31). Bu doniisiimii kararli oksijenin (O2) indirgenmesini saglayan hidrit iyonu (H-

) (veya elektron da denilebilir) ile gerceklestirir (32)(Sekil 2.2.).

NADPH NADP*

Sekil 2.2. NADPH tarafindan oksijenin indirgenmesi



Tiim bunlar insiilin direncini indiiklerken Ote yandan bunlara neden olan
obezitenin ve visseral yag dokusunun da insiilin direncine katkis1 goz ardi edilemez.
Insiilin direnci beta hiicrelerinin daha fazla insiilin {iretimine neden olur (33). Insiilin
direncinin bas gosterdigi kosullarda zaten fonksiyonlarini yitirmis olan beta hiicreleri,
insiilin hipersekresyonu ile hiicre 6liimiine varabilen katabolik bir siirece girer. Beta hiicre
kayiplar1 organizmada insiilin sekresyonu yetersizlikleri neden olur. En nihayetinde beta
hiicre disfonksiyonu/kayb1 ve insiilin direnci kronik hiperglisemiye ve tip 2 diyabet
tablosunun olugmasina neden olur. (33). Her inflamatuar siire¢ gibi bu siire¢ de bir takim
inflamatuar yanitlarla sonuglanir. Siire¢ kadar karmasik olan bu yanitta, Siiperoksit
Dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler 6ne ¢ikar. Oksidatif streste
olusturulan primer savunma hatt1 olan SOD, ROS’nin katalize edilmesinden sorumlu bir
antioksidan enzimdir (34, 35). Oksidatif streste iiretilen ROS’ni oksijen ve hidrojen
peroksite (H202) doniistiirmesi ile karakterizedir (34, 35). CAT ise SOD ile olusan bu
H>07’1 su (H20) ve serbest (kararll) O2’e doniistiiren antioksidan enzimdir (36)(Sekil
2.3).

O Oy -23) (0]}
H,O + 20,

O Oz > 20 *
SOD CAT

Sekil 2.3. Radikal oksijenlerin SOD ve CAT tarafindan su ve serbest (kararli) oksijenlere
donistiiriilmesi. (O,e: Radikal oksijen; Ox: serbest (kararl1) oksijen; SOD: Siiperoksit Dismutaz; H,O»:

Hidrojen peroksit; CAT: Katalaz; H,O: Su)

Oksidatif strese olusturulan yanitta antioksidan enzimlerin yaninda indirgenmis
glutatyon (GSH)’un rolii de dikkat c¢ekmektedir. GSH’un antioksidan koruma
mekanizmasindaki 6nemi peroksidazlar gibi antioksidan enzimler i¢in Onemli bir
kofaktor olmasidir (37).

Diyabetteki inflamatuar siire¢ ve yanitta dikkat c¢eken bir molekiill de
malondialdehit (MDA) seviyeleri eslik eder. MDA ROS’nin neden oldugu hiicre zar1 ve
organellere zarar veren lipit peroksidasyonu siirecinin son Uriiniidiir (38). Bu molekiiliin
dikkat c¢ekici yani lipid peroksidasyonu i¢in bir biyomarker niteligi almis olmasidir (39).
DM ile ilgili yapilan giincel ¢aligmalarda ve dnemli bir parametre olarak MDA nin yer

almasi dikkat ¢cekmistir (40, 41)



Gestasyonel Diyabet Patofizyolojisi: Gestasyonel Diyabet diger ii¢ tip DM
seklinde de seyredebilir. Yani Tipl Diyabet gibi otoimmin kaynakli, Tip2 Diyabet gibi
insiilin duyarsizlifina bagli veya diger spesifik tiirler gibi genetik mutasyonlar,
endokrinopatiler veya ila¢ kullanimina bagli gelisebilir. Gestasyonel diyabet vakalarinin
bliyiik ¢ogunlugu insiilin duyarsizligina bagli meydana gelen DM olarak kendini
gosterir.(42)

Diger Spesifik Diyabet Tiplerin Patofizyolojisi: Birbirine benzer veya farkl
bircok kompleks patogeneze sahip olduklarindan bu gruba giren diyabet tiplerinin

patofizyolojisini agiklamak bahsetmek oldukc¢a zordur.

2.1.5. Nedenleri ve Risk Faktorleri

Diyabet kompleks patofizyolojiye sahip metabolik bir hastaliktir. Sadece bu
bilgiyle yola ¢ikildiginda bile bir¢ok nedeni olabilecegi anlasilabilir. Diyabetin en 6nde
gelen nedeni olarak azalan fiziksel aktivite ve artan sedanter yasam tarzi ile bunlara bagh
gelisen obezite 6ne ¢ikmaktadir (43). Oyle ki bu iki parametre diyabet i¢in degistirilebilir
risk faktorii olarak tanimlanmis olup artan fiziksel aktivitenin ve agirlik kaybinin DM
riskini azaltabilecegi gosterilmistir (44). Bununla beraber beslenme durumunun da DM
ile iliskili oldugu gdosterilmistir. Ayrica Tip2 Diyabet tanili bireylerin bes ana besin
grubundan (tahillar, meyveler, sebzeler, et ve siit {irlinleri) tilketmeyerek besin ¢esitliligi
bakimindan fakir bir diyetle beslendigi ortaya konmustur (45). Tiim bunlara ilaveten
ilerleyen yas ve ailede diyabet Oykiisiiniin bulunmasi faktorlerinin de DM igin bir risk
teskil ettigi goriilmiistiir (46). Ryan Ng ve arkadaslar yatiklar1 bir calismada diyabete

neden olabilen risk faktorlerine alkol ve sigara tiiketimi ile stresi de eklemistir (47).

2.1.6. Semptomlar ve Klinik Bulgular

DM bir¢ok semptom ve klinik bulguya sahip bir hastaliktir. Bunlarin basinda sik
sik idrara ¢ikma (poliiiri), agir1 susama/su igme (polidipsi) ve asir1 yemek yeme (polifaji)
gelir (48). Bu semptomlara polifajiye ragmen tanimlanamayan kilo kayiplar1 ve
polidipsiyi tetikleyici agiz kuruluklar eslik eder. ilaveten yorgunluk, halsizlik, gerginlik
ve sinirlilik hali de DM semptomlar1 arasinda yer alir. Ozellikle genital bolgede, idrar
yollarinda, ciltte, a1z boslugunda ve ayaklarda tekrarli seyreden enfeksiyonlar goriiliir.
Hatta ayaklarda bu enfeksiyonlar nedeniyle ge¢ iyilesen veya iyilesmeyen yaralar,
enfeksiyondan bagimsiz yanma, agrilar ve uyusmalar da goriilebilir. Bunun yani sira ciltte

de ozellikle koltuk alti, boyun ve kasik gibi bolgelerde kadifemsi koyu lekeler DM
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gostergesi olabilir. Tim bunlara ek olarak DM goriiste azalma ve c¢esitli gorme
bozukluklar1 ile iktidarsizlik ve erektil disfonksiyon gibi g¢esitli iireme sistemi

bozukluklari ile kendini gdsterebilmektedir (49).

2.1.7. Tam Kriterleri
ADA, DM tant kriterlerini Tablo 2.1°deki gibi tanimlamistir (50).

Tablo 2.1. ADA’ya gore diyabetin tani kriterleri (50)

APG >126 mg/dL (7,0 mmol/L).
(Aglik, en az 8 saat boyunca kalori alinmamasi olarak tanimlanir) *
VEYA

OGTT sirasinda 2 saatlik PG >200 mg/dL (11,1 mmol/L)
(Test, suda ¢ozilmis 75 g susuz glikoz esdegerini igeren bir glikoz yiikii kullanilarak, DSO tarafindan
agiklandig: sekilde yapilmalidir.) *

VEYA

Al1C 2%6.5

(Test, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP) onayli Diyabet Kontroli ve
Komplikasyonlar Calismasi (DCCT) gore standardize edilmis bir yontem kullamilarak bir laboratuvarda
gergeklestirilmelidir.) *

VEYA

Klasik hiperglisemi veya hiperglisemik kriz semptomlan olan bir hastada, rastgele bir PG =200
mg/dL (11,1 mmol/L).

DCCT, Diyabet Kontrolii ve Komplikasyon Calismasi; APG, Aclik Plazma Glukozu OGTT, Oral Glukoz
Tolerans Testi; NGSP, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi; DSO, Diinya Saglik Orgiitii;
PG, Plazma Glukozu; A1C, Hemoglobin A1C (glikozillenmis hemoglobin). (*Kesin hipergliseminin
yoklugunda, teshis i¢in ayni numuneden veya iki ayr1 test numunesinden alinan iki anormal test sonucu

gerekir.)

2.1.8. Mevcut Tedavi Yontemleri

DM i¢in mevcut tedavi yontemlerinin basinda egzersiz ve saglikli beslenmeyi
temel alan yasam tarzi ve davramis degisiklikleri gelmektedir. Egzersiz ve saglikli
beslenme DM komorbiditelerinden olan obezitenin de dnlenmesinde 6nem tasir. Tedavi
hedeflerinden bir digeri de obezite, hipertansiyon ve dislipidemi/hiperlipidemi gibi DM
komorbiditelerinin yonetimidir. Bu da temelde yasam tarzi ve davranis degisiklikleri ile

saglanmaktadir (51, 52). Bunun yani sira basta metformin olmak {izere ¢esitli ajanlar ile

10



farmakolojik miidahaleler de DM i¢in tedavi yaklagimlarindandir (51, 52). Tiim bunlara
ilaveten diizenli olarak glikoz takibinin yapilmasi ile glisemik kontroliin
degerlendirilmesi ve diizenlenmesi de DM yonetimi ve tadavisinde biiyilk onem
tasimaktadir. Glisemik kontrol siirekli glikoz goriintiileme, PG takibi ve A1C takibini

kapsar ve glisemik hedeflerin korunmasini saglar (51, 52).

2.1.9. Komplikasyonlari

DM komplikasyonlar1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar olmak
tizere iki baslikta toplanabilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar ndropati (sinir sisteminde
noronal hasar), nefropati (bobrekte nefron hasari) ve retinopati (gézde retinal hasar) gibi
doku, organ hatta sistem diizeyinde hasarlar1 ve buna bagli olarak meydana gelen ciddi
hastaliklar1 kapsar. Makrovaskiiler komplikasyonlar ise kardiyovaskiiler hastaliklari,
perifer vaskiiler hastaligi ve inmeyi kapsar (1, 2). Bu komplikasyonlar arasinda
mikrovaskiiler komplikasyonlarin goriilme sikligt daha fazladir. Mikrovaskiiler

komplikasyonlar arasindan da noropati yiiksek prevalans ile 6ne ¢ikmistir (3).

2.2. Diyabetik Noropati

2.2.1. Tanim

DN hiperglisemi nedenli noronal hasar olarak tanimlanabilen diyabetin yaygin bir
komplikasyonudur. Heterojen bir hastalik grubu olarak da nitelendirilmesi miimkiin olan
bu komplikasyon duysal, otonomik ve fokal olmak {izere ¢ temel baglikta
incelenebilmektedir. En yaygin tiplerinden olmasi bakimindan Diyabetik Periferik

Noropati (Diabetic Periferic Neuropathy; DPN) 6ne ¢ikmaktadir (53).

2.2.2. Epidemiyolojisi

Diyabetik ndropatiler arasinda en az goriilen Diyabetik Fokal Noropati (Diabetic
Focal Neuropathy; DFN) tiim diyabetik ndropatilerin yaklasik %5.8’in1 olusturmaktadir
(53). Bir diger diyabetik noropati olan Diyabetik Otonomik Noropati (Diabetic
Autonomic Neuropathy; DAN), DFN’ye nispeten daha yaygin goriilmektedir. DAN
gastrointestinal kanal, akcigerler ve genitoliriner gibi bircok organ veya sistemleri
etkileyebilmesi ile beraber en yaygin goriilen DAN kalp ve dolasim sisteminin etkilendigi
Kardiyovaskiiler Otonomik Noropati (Cardiovascular Autonomoic Neuropathy;

CAN)’dir (54). CAN diyabet vakalarinin yaklasik %20'sinde goriilebilmektedir (54).
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Daha once de bahsedildigi iizere diyabette en sik goriilen noropati DPN olup tiim
hastalarin neredeyse yarisinda goriilen bir komplikasyon olmasi dikkat cekmektedir. %50
gibi ciddi bir prevalansa sahip olmak DPN’yi 6ne ¢ikarmaktadir (53). Bu oranin %60-
70’lere varabilecegini sOylemek de miimkiindiir (55). Gilincel caligmalar cesitli
iilkelerdeki genel DPN prevalansinin %26.71 gibi ciddi bir orana ulastigina (56) ve
zamanla artis gosterdigine dikkat ¢ekmistir (57).

2.2.3. Patofizyolojisi

Diyabetik noropati, adi ile anlagilacagi iizere diyabet nedenli néronal hasar olarak
tanimlanabilir. Hipergliseminin tetikledigi bu hasardan o6zellikle duyusal noéronlari
etkiledigi bilinmektedir. Diyabetik ndropati patofizyolojisinin altinda yatan hiicresel
mekanizmalara yakindan bakildiginda “Poliyol Yolu, Protein Kinaz C (PKC) Yolu ve
Gelismis Glikasyon Son Uriinleri (AGE'ler)” dikkat ¢eker.

Poliyol Yolu

Ideal glisemik kosullarda hiicrelere (duyusal ndronlara) iletilen glikoz hekzokinaz
ad1 verilen enzim ile fosforile edilir. Hiperglisemik kosullarda ise hiicrelere (duyusal
ndronlara) asir1 glikoz girisi bu enzimin glikoza doymasina ve birken glikozu hizlica
fosforilize edememesine neden olur. Bu durumda hekzokinaz ile fosforilize edilemeyen
fazla glikoz “Poliyol Yolu” adi verilen alternatif metabolik yola yonlendirilir (58). Bu
yolda glikoz Aldoz Rediiktaz (AR) adli enzimle sorbitole doniistiiriiliir (59). AR bu
aktivitesini NADPH’1 tiiketerek aktivitesini gerceklestirir. NADPH onemli bir
antioksidan enzim olan ve Glutatyon Disiilfit (GSSG)’un GSH déniistimiinii saglayan
Glutatyon Rediiktaz (GR)’in kofaktoriidiir. Dolayisiyla NADPH’in tiikenmesi GR
inhibisyonu ile GSH seviyelerinin azalmasina ve buna bagl olarak serbest radikallerin
birikmesiyle oksidatif strese neden olur (59, 60). Glikozun sorbitole doniisiimii ardindan
Sorbitol Dehidrojenaz (SDH) adli enzim sorbitolii fruktoza doniistiirir. Bu doniisiim
sirasinda ise Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD)’den Nikotinamid Adenin
Dintikleotid Hidrojen (NADH) olusur. NADH, NADH Oksidaz’in substrat1 oldugundan
bu olusum ile siiperoksit anyon iiretimine neden olarak oksidatif strese katki saglar (59,

61). Poliyol yolu Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Poliyol yolunun metabolik aktivitesi

Ayrica Ozmotik Hipotez adli bir hipoteze gore tiim bunlarin yani sira sorbitol
dehidrojenaz bulunmayan doku ve/veya hiicrelerde (Schwann hiicreleri, bobrek ve retina
dokular1 gibi) fruktoza doniistiiriilemeyen sorbitoliin birikiminin meydana gelecegini ve

bu durumun hiicrede ozmotik strese neden olacagini 6ne siirmiistiir (62).

Protein Kinaz C Yolu

Hiperglisemi nedenli asir1 glikoz artis1 glikoz metabolizmasinda glikolitik yolun
yetersiz kalmasina ve alternatif yollarin kullanilmasina neden olmaktadir (62). Bu
alternatiflerden birinde de hiicre igerisine alinan glikoz Fruktoz 6-Fosfat (F-6-P)’a, F-6-
F Gliseraldehit 3-Fosfat (G-3-P)’a ve G-3-P da Diagilgliserol (DAG)’e doniistiiriiliir.
DAG, PKC Yolu’nu aktive eder. PKC Yolu Na'-K" ATPaz pompasinda degisikliklere
neden olur (63). Bu durum néronlarda sinyallesme bozukluklari ile sonuglanir. ilaveten
cesitli enzimatik aktivite degisikliklerine, kan akisinda bozukluklara ve hiicre

biiylimesinde anomalilere neden olur (64).

Gelismis Glikasyon Son Uriinleri

AGE organizmada sekerlerin (6zellikle glikoz ve fruktoz) proteinler, lipidler ve
niikleik asitler ile olusturdugu bir grup olarak tanimlanabilir. Bir bagka deyisle AGE
glikozillenmis protein, lipid ve/veya niikleik asitlerdir (65). Organizmada bu bilesenlerin
glikozillenmesi temelde hiperglisemi varligi ile tetiklenir. Maillard Reaksiyonu olarak

bilinen bu olay non-enzimatik glikasyon siirecidir. Bu siire¢ hiicrede asir1 miktarda glikoz
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artis1 ile baglar. Glikoz, enzimatik olmayan yollarla protein, lipid ve/veya niikleik asitlerle
birleserek Schiff Bazi ad1 verilen kararsiz yapida bir biyomolekiilii olusturur. Bu kararsiz
yapt daha kararli forma doniismek lizere Amadori adi verilen yeniden diizenleme
tirlinlerine doniisiir. Amadori irlinleri de oksidasyon ve dehidrasyon ile AGE’leri

olusturur (66). AGE’lerin olusumu Sekil 2.5’te gdsterilmistir.

Schiff Bazi

AGE

Glukoz I Amadori

Proteinler
Lipidler
Niikleik Asitler

Sekil 2.5. AGE olusumu

AGE’ler AGE reseptorlerine (RAGE) baglanarak inflamasyonla iliskili bir dizi
sinyal yolu aktivitesine yol agar. Bu yollar arasinda Fosfoinositid 3-Kinaz (PI3K)- Protein
Kinaz B (Akt) ve Ras- Hiicre Dis1 Sinyalle Diizenlenen Kinaz (ERK) yolu ile Niikleer
Faktor Kappa B (NF-kB)’nin, Janus Kinaz- Sinyal Doniistiiriicii ve Transkripsiyon
Aktivatorii (JAK-STAT) yoluyla STATI ve STAT3’lin ve c-Jun N-Terminal Kinaz
(JNK) yoluyla Aktivator Protein 1 (AP-1)’in iiretimi 6ne ¢ikar. Bu yollar aracilifiyla
iiretilen biyoiiriinler hedef genlerin genomik bolgelerine baglanarak gen ekspresyonu
seviyesinde degisikliklere ve inflamatuar yanitin olusturulmasina neden olur (67, 68). Bu
yollar arasinda ilk olarak RAGE tarafindan PI3K’nin aktive edilmesi ile Akt
fosforilasyonunun gerceklesmesi ve bu olay sonucunda NF-xB’nin {iretimi 6ne ¢ikar.

AGPE’lerin sinyal yolu aktiviteleri Sekil 2.6° da gdsterilmistir.
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Sekil 2.6. AGE’lerin sinyal yolu aktiviteleri

DN, farkl1 paternler seklinde ortaya ¢ikabilir. Hasar oncelikle duyu néronlarinda
meydana gelir. Bu hasarlar pozitif semptomlar ile negatif semptomlara sebebiyet verir
(69). Yapilan calismalar tiim birincil duyu noéronlarmin diyabet tarafindan hedef
alindigim1 gostermektedir (4). Arastirmalar duyu ndronlarinda programlanmis hiicre
Olimdiiniin, néropatik agrinin tetiklenmesinde ¢ok dnemli bir rol oynadigini gostermistir
(70). Somatosensoriyel sistemde rol alan birincil duyu néronlarinin hiicre govdeleri,
DKG’nda bulunur (5). Diyabet gibi metabolik hastaliklar, DKG néron hasarma ve
kaybina neden olur (6). Deneysel ¢alismalar, DKG noéron apoptozunun, diyabetik

noropati sonucu olustugunu gostermistir (71).

2.2.4. Dorsal Kok Ganliyonlar: ve Diyabetik Noropati

DM sonucu gelisen yiiksek kan sekeri seviyeleri, DKG ndéronlarinda oksidatif
baski, pH dengesizlikleri gibi etkilere yol agar (72, 73). Agn algisiyla ilgili hiicresel
caligmalarda, DKG hiicreleri, agrinin hiicresel mekanizmasinin anlagilmasi i¢in sikca
kullanilan in vitro modellerde 6nemli bir rol oynar (74, 75). Normal kosullarda, DKG
ndronlart kendiliginden aksiyon potansiyeli iiretmezler. Bazi hiicre ¢aligmalari, periferik
sinir hasarindan sonra DKG hiicrelerinin uyarilabilirliklerinin arttigin1 ve anormal
spontan aktivite sergiledigini gostermektedir (76-78). Primer néronlarin 45 mM glukoz

seviyelerine maruz kalmasi, ROS {iretimini hizlandirarak 6nce mitokondriyal membranin
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hiperpolarizasyonuna, ardindan mitokondriyal membranin  depolarizasyonuna,
mitokondriyal islev bozukluguna, kaspaz-3 ve 9 aktivasyonuna ve néronal apoptoza yol
acar.

Schwann hiicreleri, DKG noéronlar1 ve aksonlarinda, glukoz ve yag asitleri
iizerinden NADH ve Indirgenmis Flavin Adenin Diniikleotidi (FADH?2) iireten glikoliz
ve trikarboksilik asit dongiisii (glukoz) ile B oksidasyon (yag asitleri) yoluyla enerji
tiretirler. Uzun zincirli yag asitleri, Schwann hiicrelerine tagiarak her bir B oksidasyon
dongiisiinde, NADH ve FADH?2 olusturmak i¢in trikarboksilik asit dongiisline tasinan bir
asetil KoA molekiilii olusturur. Ancak, diyabet durumlarinda oldugu gibi, fazla substrat
yiiklenmesi durumunda, tasima sistemi doygun hale gelir ve asetil KoA molekiilleri
acilkarnitinlere doniisiir. Bu biriken agilkarnitinler, hem Schwann hiicreleri hem de DKG
noronlar1 i¢in zararlidir ve sinir sistemi hasarmma katkida bulunur. Bu acilkarnitinler,
Schwann hiicrelerinden salinarak mitokondrial disfonksiyon ve buna bagl stres
tepkilerinin aksonal dejenerasyonunu tetikledigi one siiriilen durumlari igerebilir (79).
NADH ve FADH2, mitokondri iginde kompleks I-IV araciligiyla ATP sentezi i¢in
oksidatif fosforilasyon yoluyla tasinir. Oksidatif fosforilasyonun bir yan {iriinii, diistk
diizeyde ROS iiretimidir ve bu ROS, dogal hiicresel antioksidanlar olarak siiperoksit

dismutaz, glutatyon ve katalaz gibi maddeler tarafindan kolayca etkisiz hale getirilir (80-

83).

2.2.5. Noropatik Agrimin Etiyolojisi

Noropatik agri, pek ¢ok farkli norolojik sorunun periferik veya merkezi sinir
sistemini etkiledigi bir durum olabilir (84). Ancak, tiim noral rahatsizliklara veya
lezyonlara sahip hastalarda néropatik agr1 ortaya ¢ikmayabilir. Noropatik agrinin tiirii ve
siddeti, 6zellikle diyabetik polindropati veya sinir lezyonlarina sahip hastalar arasinda
belirgin bir sekilde degisiklik gosterebilir (85). Noropatik agri, lezyonun yeri veya temel
hastaliga bagl olarak merkezi veya periferik sendromlara ayrilabilir. Merkezi ndropatik
agr1 kosullar1 daha az anlasilir ve temel mekanizmalar1 farklilik gosterebilir, bu yiizden
ayr1 bir degerlendirme gerekebilir (86). Ayrica, periferik sinir hasari, somatosensoriyel
sistemde stirekli uyumsuzluk olarak kendini gdsterir, yapisal ve islevsel tepkilerin
olusumunu tetikler. Bu nedenle periferik noropatik agri, hem periferik hem de merkezi
mekanizmalardan kaynaklanir. Klinik belirtiler arasinda duyu kaybi, kendiliginden agri,
allodini (agris1z uyarana kars1 agr1 hissi) ve hiperaljezi (agrili uyaran asir1 duyarlilik) gibi

faktorler bulunur (87). Periferik sinir sistemi hasari, omurilige iletilen sinyal miktarinda
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azalmaya, gen ifade modellerinde ve iyon kanali 6zelliklerinde ektopik aktiviteye neden
olan degisikliklere yol acar. Merkezi sinir sisteminde (MSS) ise spinal, talamik ve
kortikal diizeylerde gelisen sinaptik iletim ve disinhibisyon, merkezi islemeyi artirir.
Insanlar {izerinde yapilan arastirmalarda, noropatik agrili hastalarda bazi bu
mekanizmalarin agiga ¢iktig1 goriilmiistiir (88-90).

Periferik sinir hasar1 sonrasi norodejenerasyon, periferik ve MSS arasindaki
baglantiy1 bozar ve sonug olarak duyu kaybina yol agar (90). Yanici, siirekli agr1 gibi
devam eden agri, noropatik agr1 sendromlarinin en yaygin ve en rahatsiz edici 6zelligi
olarak kabul edilir (91). Devam eden agrinin ortaya ¢ikmasinda, artmis sinaptik iletim
spinal néronlarda, ikincil ndronlarin artmis i¢sel uyarilabilirligi ve nosiseptif yollar iginde

ektopik aksiyon potansiyeli gibi faktorlerin rol oynadig: diistiniilmektedir (92, 93).

2.3. Metrnl

2.3.1. Kesfi ve Lokalizasyonu

Insan genomu, yaklasik 20687 gen iceren bir yapidir, bu genler protein kodlamasi
yapmaktadir (94). Ancak, bu genlerin ¢cogunun ifade kaliplar ve islevleri hakkinda bilgi
yeterli bilgi bulunmamaktadir (9). Islevsel ve yeni proteinleri kesfetmek icin kullanilan
ileri diizey biyoinformatik yontemler ile bulunan Metrnl geni ilk defa 2008 yilinda ortaya
cikarilmigtir. (11, 95-97). Tam olarak tanimlanmasi ise 2012 yilinda Jorgensen ve ekibi
tarafindan norotrofik iglevi acisindan Metrn’e benzedigini ifade edilerek yapilmistir (10).

Meteorin adi, glial hiicreleri meteorlara benzeyen uzun kuyruklu hiicrelere
dontistiirme islevinden dolay1 gelmektedir (98). Metrnl, aminoasit dizi benzerliginden
dolay1 meteorin admi almistir (11). Ciinkii Metrnl, homologu oldugu Metrn'e yaklasik
olarak % 40 oraninda benzerlik gostermektedir (99). Metrnl icin literatiirde ayrica
Subfatin, IL-41, Cometin, Metrnf} gibi alternatif isimler yer almaktadir (10, 11, 100, 101).
Baslangicta Metrnl, IL-39 olarak da adlandirilmistir (102), ancak yapilan c¢aligmalar
sonucunda IL-39'un IL-12 ailesine ait oldugu belirlenmistir (103).

Yapilan calismada Metrnl’in insan ve farede 45 NH2-terminal sinyal peptidi ve
266 on dizisi olmayan toplamda 311 aminoasitten olustugu, insan ve fare genlerinin
karsilastirilmasinda ise 239 aminoasit benzerligi ile yaklasik %77 oraninda 6zdes oldugu
ifade edilmistir (Sekil 2.7.) (10, 11). Ayn1 ¢calismada Metrnl’in yaklasik olarak 30 kDa

molekiil agirligina sahip oldugu bildirilmistir (10). Metrnl’in ifade edilen bu geninin,
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farede 11qE2 kromozomunda iken insanda 17q25.3 kromozomunda oldugu belirtilmistir
(Sekil 2.8.) (10, 104). Bu gen her ne kadar baslangigta Metrn'e benzer bir protein olarak

belirtilse de, Li ve arkadaslart Metrnl’in adipoz dokuyla iligkili oldugunu rapor etmistir

(11).

Chr 17

Q8 N de N « 8 8 8 S |°°|
- -t - - - = - - - o o4 o o o O Oy (] o o
(-8 [~ % 2 o o o o o o (=2 o o =2 o o oo T = o [=2

[ | > = = ]

Sekil 2.7. Metrnl’in insan kromozomundaki lokalizasyonu (10, 104).

Metrnl’in insan serumunda seviyesi yaklasik olarak 300 pg/ml olarak

belirlenmistir, farelerde ise bu seviye 2500 pg/ml olarak dl¢iilmiistiir (105, 106).
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Sekil 2.8. Fare, sican ve insanda Metrnl gen dizilimi 6zdesligi (10, 11).

Metrnl, lokalizasyon olarak deri ve adipoz dokuda yiiksek diizeyde
salgilanmaktadir (102, 107). Ek olarak iskelet kasi, testis, bobrek, karaciger, kalp, stromal
hiicreler, makrofajlar, dalak ve beyin gibi ¢esitli dokularda da varligi ifade edilmistir (11,
12, 107). Yakin zamanda da Metrnl’in kan beyin bariyerini gegen ndrotrofik bir

adipomiyokin oldugu ortaya konmustur (108).

2.3.2. Etki Mekanizmasi

Metrnl’in farkli alanlarda yapilan ¢alismalarinda cesitli yolaklar1 kullanildigi
bildirilmistir. Yapilan bir ¢calismada izole edilen DKG’ma Metrnl ve homologu Metrn
farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 3, 10, 100 ve 300 ng/ml) 24 saat siire ile uygulanmis ve

norit bilyiimesini tegvik ettigi rapor edilmistir (10). Norit bilylimesinin yani sira noroblast
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gociinii de destekledigini ve norotrofik bir faktér oldugu ifade edilmistir (10). Metrnl’in
bu norotrofik islevlerini JAK-STAT3 ve MEK-ERK kinazlar1 araciligiyla
gerceklestirdigi ortaya ¢ikarilmistir (10).

Hiicresel islev i¢in bir hazirlik asamasi olarak sinyal iletimini ve gen ifadesini
iceren gizli bir siirece (LP) ihtiyag vardir. Bu siirece ait genlerin belirlenmesi i¢in yapilan
in vitro bir ¢alismada Metrnl’nin bir LP geni oldugu bildirilmistir (109). Noéronal
farklilagsma davraniginin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan sican feokromositoma
PC12 hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismada (97) LP genleri transfekte edilerek hiicrelerin
ekzojen sinir bilyiitme faktoriiyle inkiibasyonu saglanmis. Inkiibasyon dncesi ve sonrasi
LP genlerinin lokalizasyonu o6lgiilerek bulundugu yerler saptanmis ve dncesinde hiicre
govdesinde olan Metrnl, inkiibasyon sonunda norit terminallerinde goriilmiistiir. Bu
durum bize Metrnl’in LP geni oldugunu ve JAK-STAT3/MEK-ERK yolaklar1 disinda
hiicre boyutunda da etkili oldugunu gostermektedir (109).

Adipoz dokuda fazla miktarda ekspire edilmesinden dolayr Subfatin olarak da
adlandirilan Metrnl’in (11) hiicre kiiltiirii modeli kullanilarak yapilan bir ¢aligmada
adipogenez iizerindeki etkisi arastirilmistir. Metrnl’in  3T3-L1 preadipositlerinde
farklilasma indiiksiyonunu ve lipid birikimini destekledigi gosterilmistir (13). Ayrica
Metrnl'in asir1 ekspresyonu, adipositlere farklilagsmanin indiiklenmesinden sonra birincil
fare embriyonik fibroblastlarinda ve C3H/10T1/2 hiicrelerinde peroksizom-proliferatorle
aktive olan reseptor gamma (PPAR-y) ekspresyonunu artirmistir (13).

Ayni ¢alismanin in vivo basamagi i¢in Metrnl’in adiposit-spesifik ablasyonu ile
transgenik fareler iiretilerek normal yaglhh yem (NYY) ve yiiksek yagl yemle (YYY),
besledikten sonra 2 farkli PPAR-y inhibitdriine maruz birakilmistir. YY'Y yiyen gruptaki
farelerin Metrnl’in insiilin duyarlilastiric1 etkisinin ortadan kalktig1 belirlenmistir. Elde
edilen veriler adiposit Metrnl’in adiposit farklilasmasi, metabolizma aktivasyonu ve
inflamasyon inhibisyonu dahil olmak iizere adipoz fonksiyonunu iyilestirerek obezite
kaynakli insiilin direncini antagonize ettigini ve bunu PPAR-y yolagiyla
gerceklestirdigini ifade etmektedir (13).

Beyaz yagin termojenezine katkida bulunabilecek, peroksizom proliferator ile
aktive edilen reseptdr gama ortak aktiflestirici 1-alfa-4 (PGC-1a4) tarafindan kontrol
edilen yeni salgilanan faktorleri belirlemek i¢in yapilmis bir calismada kasa 6zgii PGC-
lo4 transgenik fareler (Myo-PGC-104) kullanilmistir. Farelerin kuadriseps kasindan
izole edilen ve mRNA seviyelerinin yiiksekligine gore secilen genler arasinda olan

Metrnl’in Myo-PGC-1a04 farelerinde transgenik olmayanlara gére mRNA seviyesinin
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yaklasik 4 kat fazla oldugu bildirilmistir (12). Ayni ¢alismada degerlendirilen egzersiz ve
Metrnl iliskisi i¢in kosu egzersizi yaptirilan farelerin egzersizden sonraki giin dolasimda
Olciilen Metrnl seviyesinin 2 katina ¢iktig1 rapor edilmistir (12).

Metrnl ekspresyonunun soguga maruziyetteki degiskenliginin belirlenmesi i¢in
fareler akut ve kronik olarak 4°C’ye tabi tutularak kahverengi, subkutan ve epididimal
yag dokularinda &lgiimler gergeklestirilmistir (12). Olgiimler sonucunda akut soguk
maruziyetinin ii¢ yag dokusunda da Metrnl gen ifadesini 6nemli dl¢iide artirdig1, yapilan
western blot ve ELISA ile de dolasimdaki Metrnl seviyesinin artti1 tespit edilmistir.
Genel olarak bu sonuglar Metrnl’in egzersiz ve soguga fizyolojik adaptasyonlarda
potansiyel bir rol oynadigin1 gostermektedir (12). Ayni ¢alismada Rao ve arkadaslari
Metrnl enjeksiyonunun kontrol olarak kullanilan Lac Z genine kiyasla enerji
harcanmasini arttirdigini rapor etmislerdir. Ek olarak Metrnl enjeksiyonunun termojenez
ve mitokondriyal gen programlariyla ilgili eslesme bozucu protein 1 (UCP1), PGC-1al
gibi belirteglerin subkutan ve epididimal beyaz yag doku mRNA seviyelerinde artis
goriilmiistiir (12). Ayrica subkutan beyaz yag dokusunda eozinofil sayist akis sitometrisi
ile Olgiilerek anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Bu eozinofil artisinin bej yag
termojenik genlerinin ekspresyonunu uyaran IL-4/IL-13 sitokinlerinin ifadesini
indiikledigi gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak Metrnl’in tiim viicut enerji harcanmasini
UCP1 ve PGC-1al mRNA seviyelerini artirarak, eozinofil sayisindaki artiga bagh sitokin
ekspresyonunu uyararak termojenik yolla sagladigi rapor edilmistir (12).

Bir baska calismada YYY ile beslenen farelerde Metrnl’in iskelet kasindaki
ekspresyonunun ve dolagimdaki seviyesinin azaldigi bildirilmistir. YYY tiiketiminin
NYY ile beslenen hayvanlara gore glukoz toleransini belirgin sekilde arttirdigi ve instilin
duyarhiligimmi azalttig1 ortaya konmustur (110). Tedavi olarak uygulanan Metrnl’in ise
YYY’in neden oldugu glukoz toleransini ve insiilin direncini iyilestirdigi rapor edilmistir
(110). Ayrica, Metrnl uygulamasinin, YYY’in neden oldugu viicut agirlik artigini kalori
alimin1 degistirmeden azalttig1 da gosterilmistir. Palmitat ile muamele edilen ve YYY ile
beslenen farelerin iskelet kasi hiicresi olan C2C12 miyositlerinde ve soleus kaslarinda
Metrnl tedavisinin palmitat kaynakli enflamasyonu ve insiilin direncini iyilestirdigi
ortaya c¢ikarilmistir (110). Bu etkiyi ise Adenosin Monofosfatla Aktiflestirilen Protein
Kinaz (AMPK) ve PPAR-y aracili yolla PGC-1ao mRNA seviyesini artirarak sagladigi
bildirilmigtir (110).

Metrnl’nin etki mekanizmasi Sekil 2.9°da sematize edilmistir (9).
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Metrnl’in B hiicre apoptozu ve proliferasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek

amaciyla yapilan bir ¢alismada fare insiilinomasindan iiretilen ve pankreas [ hiicre

ozelliklerini gosteren MING6 hiicreleri kullanilmistir (112). Akis sitometrisi analizi

kullanilarak degerlendirilen farkli gruplarda Metrnl’in yiiksek glikozun (YG) sebep

oldugu B hiicre apoptozunu ve kaspaz-3 ekspresyonunu iyilestirdigi rapor edilmistir. YG

inkiibasyonu ile azalan [ hiicre proliferasyonunun Metrnl tedavisinden sonra arttigi

bildirilmistir. Ayrica hiicre apoptozu ve proliferasyonu ile iligkili olan WNT/B-katenin

yolaginda YG uygulamasi apoptozu tesvik etmis ve B hiicresinin proliferasyonunu inhibe

etmistir. Metrnl tedavisi ise, WNT/B-katenin yolagi belirtecleri olan B-katenin ve

Transcription Factor 4 (TCF4)’iin artan mRNA ve protein ekspresyonuna katkida

bulunmustur. Bu da, Metrnl’in B hiicre apoptozunu engelleyebilecegini ve WNT/B-

katenin yolu yoluyla B hiicre proliferasyonunu destekleyebilecegini gostermistir (112).

2.3.3. Fizyolojik Rolleri

Diyabet ve Obezite Uzerindeki Etkisi

Adiposit Metrnl’nin insiilin duyarliligina etki mekanizmasinin arastirildigi bir

calismada Metrnl yliksek doz transgenik farelerinde Metrnl’nin PPAR-y aracili yolla
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insiilin duyarliligini sagladig1 ve adiposit farklilagsmasini tegvik ettigi ortaya ¢ikarilmistir
(13).

Dort haftalik obez olmayan diyabetik farelerde yapilan bir calismada kuyruk
damarindan intravendz (iv) olarak 2 pg/fare/giin Metrnl uygulanmistir. Hayvanlar 24
haftalik olduklarinda, glutatyon s-transferaz (GST) ile tedavi edilen obez olmayan
diyabetik kontrol grubunun %65°1 diyabetik hale gelirken, Metrnl uygulanan grupta bu
oran %35 olarak tespit edilmistir. Hayvanlar 40 haftalik oldugunda ise, GST ile tedavi
edilen farelerin %85’1 diyabet olurken, Metrnl ile tedavi edilen farelerin %60’ 1nin
diyabetik hale geldigi ve diyabet gelisimini geciktirdigi rapor edilmistir (113). Ayrica
langerhans adaciklarinda yapilan histolojik incelemede Metrnl tedavisinin lenfosit
infiltrasyonunu anlamli olarak azalttigi goriilmiistiir. Ayni ¢aligmada tiim bunlara ek
olarak Metrnl’in otoreaktif T hiicrelerini baskiladig1 ve sitokin iiretimini de degistirdigi
bildirilmistir (113).

Metrnl’in ~ tim  dokular igin metabolizmay1 diizenleyerek obeziteyi
tyilestirebilecegi hipoteziyle yapilan bir ¢aligmada 16 hafta boyunca YYY ile beslenen
ve obez yapilan C57BL/6 fareleri kullanilmistir. Calisma sonunda hayvanlarin serum, kas
ve adipoz dokulardaki Metrnl seviyesinin obez farelerde diisiik oldugu tespit edilmistir
(114). Obezite sonras1 yaptirilan sekiz haftalik egzersizin ise Metrnl seviyesini YYY ile
beslenen obez farelerde anlamli olarak arttirdigi rapor edilmistir (114). Metrnl ile yapilan
bir baska calismada 12 hafta YYY ile beslenerek obezite modeli olusturulan bir baska
caligmada ise subkutan adipoz dokuda Metrnl mRNA seviyesi kontrole kiyasla yiiksek
bulunmustur (11).

Metrnl’in, beyaz yag dokusunun esmerlesmesini, yag dokusunun termojenezini,
yag dokusunun ayrismasini hizlandirdig1 ve insiilin direncini iyilestirdigi belirtilmistir.
Bu durum da metabolik sendrom olusumunda 6nemli bir rol oynayabilecegini
distindiirmektedir (115).

YYY ile olusturulan obezite modelinde sekiz haftalik farelere sekiz hafta boyunca
2 ug/fare/giin dozunda iv olarak Metrnl uygulamasinin, YYY’in sebep oldugu glukoz
tolerans1 ve insiilin direncini iyilestirdigi rapor edilmistir (110).

Metrnl’in, tip 2 diabetes mellitus (T2DM) da dahil olmak iizere metabolik ve
inflamatuar hastaliklar i¢in terapdtik potansiyele sahip olabilecegi diisiiniilmektedir
(116). Bu baglamda yapilan bir ¢calismada T2DM tanisi almis ve normal glukoz toleransi
(NGT)na sahip bireylerde Metrnl etkisi incelenmistir. Olgiilen serum Metrnl
seviyelerinin T2DM’lularda, NG T’ na sahip bireylere kiyasla yiiksek oldugu belirtilmistir
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(116). Wang ve arkadaslar1 bu durumu insiilin veya leptin direnci gibi metabolik stresle
savasmak icin bir savunma mekanizmasi olabilecegini 6ne siirmektedir. Ayrica bu
yiiksekligin insiilin direnci ile de korele oldugu rapor edilmistir (116).

Metrnl'in glukoz homeostazi iizerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada
C2C12 fare iskelet kasi hiicrelerinde Metrnl uygulamasi, AMPKal/2 fosforilasyonunu
doza ve zamana bagli bir sekilde arttirdigi belirtilmistir. Ayrica Metrnl’in, farklilagtirilmis
C2C12 hiicrelerinde 30 ile 300 ng/ml doz araliklarinda glikoz alimini arttirdig1 da rapor
edilmistir (117). Metrnl’in, AMPKal/2 fosforilasyonunu hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu artirarak sagladigi diistiniilerek kalsiyum/kalmodulin-bagimli protein
kinaz (CaMKK) inhibitorii kullanilmis ve Metrnl’in sagladigt AMPKa1/2 fosforilasyonu
ve glukoz aliminin bloke oldugu tespit edilmistir (117). Oldukca kapsamli olan ayni
calismada Metrnl’in, glukoz alimini p38 mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yolu ile arttirdig1 da bildirilmistir.

AMPK, Histon deasetilaz 5 (HDACS)’1 fosforile eder ve hiicre i¢i glukoz tasiyicisi
GLUT4’un transkripsiyonunu arttirir (118, 119). Bu bilgi 1s18inda yapilan ¢alismada
Metrnl’in GLUT4’{in mRNA ve protein ifadesini ve HDACS5’in fosforilasyonunu zamana
bagl bir sekilde arttirdigi rapor edilmistir (117). Ayni ¢alismanin in vivo basamaginda,
Metrnl’in glukoz toleransi iizerine etkisi arastirmak adina C57BL/6 farelerine
intraperitoneal (ip) olarak rekombinant Metrnl uygulamasi yapilmistir. Saglikli farelere
uygulanan Metrnl’in kan glukoz seviyesini diisiirdiigii ve glukoz toleransini gelistirdigi
bulunmustur (117). Saglikli farelerden sonra T2DM olan hayvanlara uygulanmis ve burda
da bozulmus glukoz toleransimi iyilestirdigi rapor edilmistir. Son olarak ise YYY
indiiklenen obez farelerde de Metrnl’in etkinligini belirlemek amaciyla 8 haftalik ip
tedavi sonucu glukoz toleransinin 6nemli 6l¢iide iyilestigi ayn1 zamanda viicut agirliginin

da azaldigi bildirilmistir (Sekil 2.10.)(117).
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Sekil 2.10. Metrnl’in GLUT4 {izerine etkisi (111, 117).

Metrnl’in T2DM’da etkilerinin arastirildigi calismada hayvanlar kontrol, T2DM
ve T2DM+Metrnl olmak iizere ii¢ gruba ayrilmis ve Metrnl tedavisinin, li¢iincii haftadan
itibaren T2DM grubundaki farelerin artan viicut agirligini ve kan sekerini azalttig1 rapor
edilmistir (112). Hayvanlarin pankreas dokularinda T2DM’un kaspaz-3 ifadesinin,
kontrol farelerine gore 6nemli 6l¢iide arttigi, Metrnl tedavisinin ise bu ifadeyi baskiladigi
ortaya konmustur (112). Ayni ¢alismada Metrnl ile tedavi edilen grubun, T2DM grubuyla
karsilastirildiginda B hiicre proliferasyonunun ve ayn1 zamanda WNT/B-Katenin yolagi
belirtecleri olan B-katenin ve TCF4 ekspresyonunun arttigi belirtilmistir (112). Elde
edilen sonuglara gére Metrnl’in B hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir (112).

Obezite ve alkole bagli olmayan yagh karaciger (NAFLD) hastalarinda yapilan
caligmada adipokin/miyokin olarak nitelendirilen Metrnl’in ve eozinofillerde Metrnl
ekspresyonunun diizenleyicisi olan Kriippel benzeri faktor 3 (KLF3)’iin seviyeleri
incelenmistir. NAFLD aktivite skoru yiiksek olan hastalarda Metrnl ve KLF3
seviyelerinin daha yiliksek oldugu belirlenmistir ve her ikisinin de hepatokin olarak

adlandirilabilecegi vurgulanmistir (120).
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Metrnl’in diyabet ve glukoz metabolizmasi ile iligkisinden yola ¢ikilarak yapilan
bir ¢caligmada gestasyonel diyabetli hastalarda, gebeligin 24 ile 28. haftalar1 arasinda ve
dogum sirasinda Metrnl’in plazma seviyesinin saglikli gebelere gore yiiksek oldugu
bildirilmistir (121). Metrnl yiiksekliginin gestasyonel diyabetin diyetle kontroliinde
azaldigim1 dolayisiyla diyetin, diyabetik hamile kadinlarda Metrnl’in metabolik
kontroliine aracilik ettigi ifade edilmistir (121).

Gestasyonel diyabetli gebelerle yapilan bir baska ¢alismada ise Metrnl’in saglikli
gebelere kiyasla siitte, kanda ve meme dokusundaki diizeyleri incelenmistir. Elde edilen
bulgulara gore Metrnl’in gestasyonel diyabetlilerde kolostrum, ge¢is siitii ve olgun siitteki
miktarinin saglikli gebelere kiyasla dnemli 6l¢iide yiiksek oldugu ifade edilmistir (122).
Bir dnceki calismaya benzer olarak gestasyonel diyabetlilerde kanda da Metrnl diizeyinin
yiksek oldugu belirtilmistir (121, 122). Meme dokusunda yapilan incelemede ise
Metrnl’in meme alveolar dokusunda asprosin, elabela, betatrofin gibi peptidlere kiyasla
yiiksek diizeyde sentezlendigi bildirilmistir (122). Metrnl’in hem anne siitiinde hem de
meme dokusunda varligi bu peptidin yenidogan ve bebeklerde metabolik gelisime katkida
bulunabilecegi seklinde diisiiniilmektedir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada diyabetli ve saghkli farelerde yara
iyilesmesi {lizerine Metrnl etkinligi degerlendirilmistir. Topikal olarak uygulanan
rekombinant Metrnl’in saglikli ve diyabetik farelerde yara epitelizasyonunu ve
anjiyogenezi hizlandirdig1 bildirilmistir (123). Ek olarak fizyolojik yara iyilesmesi
sirasinda Metrnl ifadesinde 6nemli bir artis gézlemlendigi de belirtilmistir. Metrnl’in yara
iyilesme siirecini hizlandirmadaki bu etkisini keratinosit ve M2 makrofajlar tarafindan
salgilanarak tirozin kinaz reseptdr geni (c-KIT) bagimli bir sekilde AKT
fosforilasyonunun aktivasyonu yoluyla gerceklestirdigi ve bu anlamda biyolojik bir

aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (123).

Kemik Metabolizmas1 Uzerindeki Etkisi

Travmatik olmayan femur basi osteonekrozunda (NOFH) ile kalga osteoartriti
arasindaki gen ekspresyonlarinin karsilastirildig: bir ¢calismada sekiz tane ortak gen tespit
edilmis ve bu sekiz genden birinin Metrnl oldugu bildirilmistir (124).

Pluripotent onciillerden kaynaklann adiposit, kondrosit ve kasa farklilagabilen
osteoblastlarin bu siirecine bir¢ok faktor katilir (125, 126). Osteoblast proliferasyonu,
farklilasmas1 ve fonksiyonunda yer alan yeni genleri tanimlamak amaciyla yapilan

caligmada insan osteosarkom hiicreleri olan MG63 hiicre hatt1 kullanilmistir (127).
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Metrnl’in esas olarak biiyiime plakasinin hipertrofik kondrositlerinde ve trabekiiler kemik
ylizeylerini kaplayan osteoblastlarda eksprese edildigi, ayrica Metrnl’in asir1
ekspresyonunun MG63 tarafindan mineralize nodiil olusumunu inhibe ettigi rapor
edilmistir (127).

Metrnl’in osteoartrit (OA) ile iligkisinin incelendigi klinik ¢alismada serum Metrnl
diizeylerinin OA hastalarinda OA olmayanlara gére anlamli olarak diisiik bulunmustur
(128). Daha sonra OA siddeti ile Metrnl iligkisini belirlemek icin OA grubundaki hastalart
3 dereceyi aymrarak serum diizeyi Olciilmiis ve Metrnl’in en yiiksek derecede en az
dereceye gore anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. Ayni calismada insanlardan alinan
sinoviyal sivilarda Metrnl seviyesi analiz edilmistir. OA hastalarinda OA olmayanlara
kiyasla Metrnl’in ciddi bir artis gosterdigi ortaya konmustur. Yapilan analizler ve
sonuglar, Metrnl’in OA i¢in teropatik bir aday olabilecegini diisiindiirmektedir (128).

Cherian ve ekibi, obezite ve hastalarinda, kemik sekillenmesi modelinde irisin ve
Metrnl diizeylerini analiz ederek bu iki adipomiyokinin kemik sekillenmesinde rol alan
faktorler ile pozitif bir iligski oldugu rapor etmislerdir. Bu rapor Metrnl’in, obezite ve tip
2 diyabet ile iligkili kemik ve kas komplikasyonlarinin gelisimini potansiyel olarak
etkileyebilecegini 6ne stirmektedir (129).

Yakin zamanda yapilan bir calismada 6 haftalik farelerde Metrnl’in iskelet
biiyiimesi sirasinda ekspresyonu arastirilarak metafaz hiicrelerinde Metrnl’in varlig1
belirlenmistir (130). Bu da Metrnl’in iskelet i¢cindeki gelisme, biiyiime ve olgunlagsma
sirasindaki ifadesini dogrulamaktadir. Ayrica ayni ¢alismada Metrnl’in kemik gelisimi
sirasinda Ozellikle in vivo osteoblastlar tarafindan eksprese edildigini ve in vitro
osteoblast farklilagsmasini da destekledigi rapor edilmistir (130).

Metrnl, antiinflamatuar etkilerini NF-xB ve 3 pirin igeren NLR ailesi (NLRP3)’{in
inflamatuvar aktivasyonunu inhibe ederek gostermektedir (131). Bu baglamda yapilan bir
calismada Metrnl’in koruma ile ilgili mekanizmalarini arastirmak i¢in kondrositlerdeki
PI3K/Akt/NF-kB ve NLRP3/kaspaz-1/gasdermin D (GSDMD) yolaklar1 sorgulanmuistir.
Elde edilen veriler Metrnl’in in vitro olarak PI3K/Akt/NF-kB sinyal yolaginin
inhibisyonu yoluyla IL-1 ile tedavi edilen kondrosit inflamasyonunu iyilestirdigini ve
NLRP3/kaspaz-1/GSDMD kaskadini1 baskilayarak kondrosit piroptozunu hafiflettigini
gostermistir. Ayrica ¢aligmada in vivo optimum egzersiz yogunlugunun Metrnl’in
maksimum diizeyde ekspresyonunu indiikleyerek dizin eklem kikirdagini korudugu rapor

edilmistir (132).

26



Kardiyovaskiiler Metabolizma Uzerindeki Etkisi

Metrnl’in T2DM ve Koroner arter tanist alan hastalarda serum diizeyini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir calismada Metrnl’in serum seviyesinin iki hastalikta
da saglikl bireylere kiyasla daha diisiik oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak 6l¢iilen IL-
6 ve tiimor nekroz faktor a (TNF-a) serum seviyelerinin ise kontrol grubuna kiyasla
hastalik gruplarinda 6nemli dlgilide yiiksek oldugu tespit edilmistir. Adiponektin seviyesi
ise hastalik gruplarinda kontrole gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. Elde edilen
sonuglar, Metrnl’in koroner arter hastaliginin ve T2DM’un patojenik mekanizmalarinda
olas1 bir rol oynayabilecegini ve bu iki hastalikla da iligkili oldugunu ifade etmektedir
(133).

Yine T2DM’lu ve saglikl1 bireyler iizerinde yapilan ¢aligmada dolagimdaki Metrnl
konsantrasyonunun T2DM durumunda yiikseldigini ve kardiyometabolik risk faktorleri
ile ters iligkili oldugunu gostermektedir (134).

Dislipidemi, kardiyovaskiiler bozukluklar ve tip 2 diyabet acisindan bir risk
faktorii olarak degerlendirilmektedir ve kan lipitlerinin modiilasyonunda 6nemli roller
oynar (105). Metrnl ile iliskisini irdelemek adina yapilmis olan calismada hayvanlar yedi
hafta siireyle YYY’le besleyerek serum Metrnl diizeyleri 6l¢iilmiis ve Metrnl’in NY'Y
yiyenlere gore onemli olgiide arttigi rapor edilmistir (105). Daha sonra total olarak
Metrnlden yoksun transgenik fareler on alt1 hafta YYY’le beslenmis ve kan lipitleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), diistik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ve total kolesterol (TC) olmak iizere baslica klinik lipit
parametreleri Olcililerek LDL seviyesinin kontrole gore degismedigi, HDL ve TC
seviyelerinin kontrole gére anlamli olarak diistiigii, trigliseritin ise kontrole gore attig1
belirtilmistir. Karacigere 6zgii Metrnl’den yoksun transgenik farelerde ise ayni deney
uygulanmis ve HDL, LDL ve TC’nin kontrole kiyasla azaldigi rapor edilmistir. Bu
verilere gore Metrnl’in, farklt dokular yoluyla kan lipitlerine etki edebilecegi
vurgulanmstir (105).

Metrnl ve kardiyovaskiiler sistemle alakali yapilan bir c¢alismada Metrnl’in,
kardiyomiyositler tarafindan tretilip salgilandigr ve kalpte eksprese edildigi rapor
edilmistir (135). Ayni ¢alismada hipertrofik ajan izoproterenol (ISO), transversal aort
daralmasi (TAC) ve anjiyotensin I (Angll) ile indiiklenen hipertansiyon tedavisine dayali
modellerde kardiyak hipertrofinin indiiksiyonu ile hayvanlarin kalp Metrnl
ekspresyonlarinin énemli Olgiide arttigi belirtilmistir (135). Kalpteki Metrnl ifadesinin
PPAR-a ile kontrol edildigi ortaya konmustur. Ek olarak Metrnl’den yoksun fareler ile
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yapilan deneyde bu durumun hayvanlarda sol ventrikiil disfonksiyonu ile karakterize
asimetrik kardiyak hipertrofiyi tesvik ettigi ve interstisyel fibrozu arttirdig1 dolayisiyla
farelerin kardiyak hasarinin arttig1 gosterilmistir (135).

Miyokard infarktiisinden (MI) sonra doku onarimi, henliz tam olarak
tanimlanmamis immiin hiicre-endotelyal hiicre etkilesimlerini iceren giiglii bir
anjiyojenik tepki gerektirmektedir. infarktiis onartmimi yénlendiren daha 6nce karakterize
edilmemis miyeloid hiicre kaynakli biiylime faktorlerini belirlenmesi i¢in yapilan bir
caligmada Metrnl’in sol ventrikiiliin infarktiis bolgesindeki miyeloid hiicreler tarafindan
gliclii bir sekilde eksprese edildigi ve miyokard infarktiisiindan sonra anjiyogenezi
destekledigi ortaya konmustur (136). Ayni ¢alismada Metrnl eksikligi olan farelerde MI
modeli olusturularak kilcal damar olusumu izlenmis ve miyokardiyal kapiller yogunlugun
infarktiis bolgesinden uzakta azalmayip infarktiis sinir bolgesinde ise Metrnl eksikliginde
bozuldugu belirtilmistir. Bu durum Metrnl delesyonunun iskemik yaralanmadan sonra
anjiyogenezi spesifik olarak bozdugunu gdstermektedir (136).

Akut MI ve Metrnl ile alakali yapilmis klinik bir ¢calismada, Akut MI hastalarinda
Metrnl diizeyinin azaldig1 ve Metrnl diizeyi ile gégiis agrisinin baslangicindan acil servise
basvuruya kadar gegen siire ve troponin diizeyi arasinda negatif korelasyon oldugu
belirlenmistir. Ek olarak saglikli kontrol grubuna kiyasla toplam oksidan seviyesi (TOS)
ve oksidatif stres indeksi (OSI) diizeylerinin anlamli diizeyde artti§1, toplam antioksidan
seviyesi (TAS) diizeyinin ise onemli 6l¢lide azaldig1 rapor edilmistir (137).

Tirozin kinaz reseptor geni (KIT) kok hiicre faktorii icin reseptordiir ve
hematopoietik kok, progenitor hiicreler ile germ hiicreleri dahil olmak iizere ¢esitli hiicre
tipleri tarafindan ifade edilir. Metrnl’in hem Kkiiltlirlenmis insan endotel hiicreleri
tizerindeki anjiyojenik etkileri hem de MI fare modelinde infarktiis sinir bolgesindeki KIT
eksprese eden endotel hiicre popiilasyonunu genisleterek infarktiis onarimini destekledigi
bildirilmistir (136). Metrnl eksikligi olan farelerde KIT e bagl anjiyojenik yanitin
olusmadig1 ve ciddi infarktiis sonrasi kalp yetmezligi gelistigi sonucuna varilmigtir. Elde
edilen sonucglar monosit ve makrofaj tiirevli sitokin Metrnl’in KIT i¢in yiiksek afiniteli
ligand olarak tanimlanabilecegini gostermektedir (136).

Metrnl’in diyabetik kardiyomiyopati {izerindeki etkisinin arastirildiglr bir
calismada, streptozotosin (STZ) ile indiiklenen ve leptin reseptoriinden noksan farelerde
kardiyak ve dolasimdaki Metrnl seviyelerinin azaldig1 belirlenmistir (138). Farelerde
Metrnl’in kardiyomiyositlere 6zgii asir1 ekspresyonunun hipergliseminin neden oldugu

kardiyak hipertrofiyi, fibrozisi, apoptozu ve oksidatif stresi tersine cevirdigi rapor
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edilmistir. Ayn1 ¢alismada Metrnl’in diyabetik kardiyomiyopatideki hiicre i¢i sinyal
yolaklar1 sorgulanmis ve fosforile karaciger kinaz B1 (LKB1)/AMPK/Unc-51 benzeri
otofaji aktive edici kinaz 1 (ULK1) sinyal yolunu aktive ettigini ortaya ¢ikarilmistir.
Metrnl’in belirlenen bu sinyal yolagma bagimli olarak siklik GMP-AMP sentazi
(cGAS)/interferon genleri (STING) sinyalini inhibe ettigi bildirilmistir (138). Metrnl’in
indiikledigi ULK1 fosforilasyonunun ise, STING fosforilasyonunu ve mitokondriyal
translokasyonunu kolaylastirdig1 ve burada tiimor nekroz faktorii reseptoriine bagli faktor
2 (TRAF2) ve STING'in her yerde bulunmasindan ve bozulmasindan sorumlu olan E3
ubikuitin ligaz ile etkilesime girerek otofaji aktivasyonunu saglayip kardiyomiyositleri

ve kalp fonksiyonunu iyilestirdigi rapor edilmistir (138).

Bosaltim Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi

Temelde saglikli bireyler ile T2DM’lu hastalar {izerinde yapilan klinik ¢caligmada
kronik bobrek hastaligina sahip bireylerin de degerlendirilmesi yapilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda kronik bobrek hastalarinin  dolagimlarindaki  Metrnl
konsantrasyonlarinin yiiksek diizeyde ¢iktigi bulunmustur. Ek olarak Metrnl diizeyinin
glomertil filtrasyon hiziyla negatif korele oldugu rapor edilmistir (134).

Bir bagka caligmada diyabetik nefropatiyi degerlendirmek i¢in T2DM ve saglikli
insanlar ¢aligmaya dahil edilmistir (139). T2DM tanist almis insanlar alblimin/kreatin
oranina gore 1ii¢ gruba ayrilmis ve serum Metrnl diizeyleri analiz edilmistir.
Normoalbuminiiri ve mikroalbuminiiri grubundaki insanlarin Metrnl diizeyinin kontrole
gore anlamli olarak azaldigi, makroalbuminiiri grubundakilerin ise hem kontrole hem de
diger iki gruba gore anlamli azaldigi rapor edilmistir. Mikroalbuminiiri ve
makroalbuminiiriye sahip olan T2DM’lu hastalarin diyabetik nefropatiye sahip oldugu
diisiiniilmiis ve sonug itibariyle serum Metrnl diizeyinin bobrek fonksiyonu ve diyabetik
nefropati ile negatif korele oldugu ortaya konmustur (139). Ayni zamanda ilerleyen
stireglerde Metrnl’in bu konuda terdpatik aday olabilecegi ifade edilmistir (139).

Diyabetik nefropati ile alakali yapilan kapsamli bir calismada, saglikli hasta ve
farelerde Metrnl’in bobrek tiibiillerinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi, nefropati
sonrasinda ise bu ekspresyonun énemli dl¢lide azaldigi rapor edilmistir (140). Ek olarak
bobrekteki Metrnl konsantrasyonunun, lipit birikimi ve serum kreatinin ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Diyabetik nefropatide olusan bobrek hasarinin, Metrnl’in  asir1
ekspresyonu ya da ekzojen Metrnl uygulamasi ile hafifledigi bildirilmistir. Ayrica
Metrnl’in bu etkilerini  SIRT3-AMPK/UCP1 sinyal ekseni aracili mitokondriyal

29



homeostaz yoluyla bobrek tiibiillerinde lipid metabolizmasin1 diizenleyerek

gerceklestirdigi belirlenmistir (140).

Immiin Sistem Metabolizmas1 Uzerindeki Etkisi

Yapilan bir ¢alismada, kemik iligi makrofajlarinda Metrnl iiretiminin birgok
sitokin tarafindan diizenlendigi bildirilmistir (101). Bu baglamda TNF-o’nin kemik iligi
makrofajlarinda en yiliksek Metrnl ifadesini indiikledigi, IL-17, IL-4, IL-18, IL-5 ve IL-
12°’nin Metrnl seviyesinde onemli artiglar sagladigi ve IFN-y ve TGF-B’nin ise Metrnl
seviyesini azalttifi rapor edilmistir. Elde edilen bu sonuglar Metrnl’in inflamatuar
tepkiler sirasinda tiretildigini ve muhtemelen bu siirece de katildigini diisiindiirmektedir
(101).

Daha sonra sekiz haftalik farelere sepsis modeli i¢in ip olarak lipopolisakkarit
enjekte edilerek Metrnl seviyesinin lipopolisakkarit dozuna goére anlamli olarak
yiikseldigi ortaya konmustur. Bu durum Metrnl’in in vivo inflamasyon ile iliskili
oldugunu gostermektedir (101). Bu bulgular Metrnl’in bagisiklik tepkileri ve
iltihaplanma ile iligkili oldugu diisiincesini vurguladigindan son olarak Metrnl’den
yoksun transgenik fareler tiretilerek immiinoglobulin G (IgG) diizeyleri analiz edilmistir.
Metrnl yoksun hayvanlarin daha diisiik IgG seviyelerine sahip olduklar1 rapor edilmistir.
Ayrica bu hayvanlarda sitokin ve kemokin iiretiminde diizensizlikler gozlenmistir.
Metrnl’den yoksun farelerin endotoksemiye karsi da duyarlilik gosterdikleri belirtilmistir
(101).

Ekzojen Metrnl uygulamasinin kemik iliginden izole makrofajlarda NLRP3
inflamatuar aktivasyonunun nasil etkilendiginin arastirildig1 bir ¢calismada, rekombinant
Metrnl ile 6n tedavinin, makrofajlarda lipopolisakkarit ve ATP tarafindan indiiklenen IL-
1B sekresyonunu tamamen ortadan kaldirdig: rapor edilmistir. Ek olarak, Metrnl’in bu
anti-inflamatuar etkisini ERK ve p38 MAPK’nin yolaklarin1 aktive ederek
gerceklestirdigi bulunmustur (131).

Doku hasar1 sirasinda Metrnl’in indiiklenmesi ve anti-enflamatuar fenotipleri
tesvik etmedeki immiinomodiilatér rolii géz Oniine alinarak alerjik astim sirasinda
Metrnl’in nasil etkiler gosterecegini belirlemek amacl bir ¢alisma yapilmistir. Metrnl’in
ev tozu akarma maruz kaldiktan sonra farelerin, agirlikli olarak makrofajlar ve
eozinofiller dahil olmak tiizere hava yolu epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicreler
tarafindan salgilandig1 ve 6nemli 6l¢iide yiikseldigi rapor edilmistir (141). Artan Metrnl

diizeyinin, hava yolu hiper reaktivitesinin gelisimini bloke ederek dendritik hiicre aracili
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hava yolu infiltrasyonunu ve tip 2 sitokin iiretimini azalttig1 ortaya konmustur. Metrnl’in
ayrica alerjik astimi olan siddetli kombine immiin yetmezlikli farelerde ve in vitro 3D
hava-siv1 arayiiz solunum modelinde anti-enflamatuar 6zellikler sergiledigi bildirilmistir
(141). Elde edilen sonuglar Metrnl’in alerjik astimda da terapotik bir etki
gosterebilecegini diistindliirmektedir.

Kanser ve immun sistemle alakali yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kil
kokiinden koken alan deri tiimdrleri bazal hiicreli karsinom (BCC) ve trikoblastomada
Metrnl ve asprosinin varligi arastirilmistir (142). Metrnl ekspresyonunun, normal deri
numuneleri ile karsilagtirildiginda hem BCC'de hem de trikoblastomada ytiksek oldugu
belirlenmistir. BCC ile trikoblastoma karsilastirildiginda, Asprosin ve Metrnl’in
BCC’deki ekspresyonlarinin hem tiimoral dokularda hem de peritiimoral stromada
trikoblastoma gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular ile BCC
tanisinda asprosin ve Metrnl’in, trikoblastoma tanisinda ise Metrnl’in ayirici tani olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (142).

Bir sitokin olarak da gorev yaptig1 ifade edilen Metrnl’in sepsisi olan hastalarda
dolasimdaki seviyesinin saglikli bireylere gore anlamli olarak arttig1 belirlenmistir (143).
Ayni calismada farelerde in vivo olarak deneysel sepsis modeli olusturularak Metrnl
seviyesi Ol¢lilmiistiir. Metrnl’in deney sirasinda serum, karaciger, akciger, bobrek ve
peritonal lavaj sivisindaki diizeyinin kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla arttigi
goriilmiistiir. Yakin zamanda yapilan bir caligmada, sepsisin temel olarak dengesiz
Th17/Treg hiicrelerinden kaynaklandigi bildirmistir (144). Bu bilgi 1s18inda Metrnl
eksikliginin bu dengeyi nasil etkiledigi aragtirllmistir. Kontrol grubuna kiyasla,
Metrnl’den yoksun farelerin, periferik kan Th17 ve Treg hiicre diizeylerinin dnemli
Olctide artt1g1, bu durumun da Metrnl’in, sepsis agisindan kritik bir faktor olan Treg/Th17
dengesini diizenledigini diisiindiirdiigii ifade edilmistir (143). Son olarak deneysel sepsis
modelinde terdpatik etkinliginin belirlenmesi i¢in farelere rekombinant Metrnl
uygulanmis ve hayvanlarin hayatta kalma oranin1 6nemli 6l¢iide arttirdigi belirlenmistir
(143). Rekombinant Metrnl uygulanmasinin kan ve peritonal lavaj sivisindaki bakteri
titrelerini azalttigi, miyeloperoksidaz (MPO) ve kreatinin seviyelerini ve akciger
dokularindaki alanin aminotransferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitelerini

azalttig1 bildirilmistir (143).
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Kas, Adipoz Doku ve Enerji Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi

Egzersiz lizerine Metrnl etkinliginin sorgulandigi bir ¢alismada farklilagmis
C2C12 miyoblast hiicrelerine egzersizi taklit etmek icin elektriksel darbe uyarimi
uygulanarak Metrnl konsantrasyonu 06l¢iilmiis ve akut/kronik darbe uyarimlarimlarinda
Metrnl’in arttig1 rapor edilmistir (117). Bu durum Metrnl’in kas stimiilasyonu {izerine
salgilandigint gdstermistir. Ayn1 ¢alismada fareler sedanter grup ve egzersiz yaptirilan
grup olmak iizere ikiye ayrilmistir. Dekapitasyon sonrasit Olgiillen Metrnl’in kan
konsantrasyonlarinin egzersiz grubunda anlamli olarak artti§i rapor edilmistir (117).
Ayrica egzersiz yapan farelerde glukoz toleransinin da iyilestigi gorilmiistiir. Metrnl
ekspresyonunun disinda, egzersiz grubundaki farelerin kuadriseps femoris kaslarinda
AMPKa1/2 ve TBC1DI1'in fosforilasyonunun da yiikseldigi orataya konmustur. Tiim bu
sonuglar, egzersizin Metrnl’in kas kasilmasiyla indiiklenen sekresyonunu arttirdigini
gostermektedir (117).

Farelerin ve insanlarin iskelet kasinda egzersiz sonras1 Metrnl ifadesini belirleyen
bir ¢alismada egzersizden 1 saat sonra Metrnl mRNA ifadesinde bir artig goriilmiistiir
(12). Ek olarak, PGC-104 mRNA ekspresyonunda da artislar bulunmustur. PGC-104’iin
artmasimin Metrnl’in subkutan beyaz yag dokudaki kahverengilesmeyi sagladigini
diistindiirmektedir (12). Metrnl’in kas giiciinii ve hipertrofiyi destekleyen bir eksantrik
egzersiz fare modelinde ise egzersizden sonraki giinde dolasimdaki Metrnl’in yaklagik 2
kat arttig1 rapor edilmistir (12).

Metrnl’in  yag dokularinda ¢ok miktarda bulunmasindan yola ¢ikilarak
regiilasyonunun, termojenik uyaranlar ve soguga maruz kalma ile arastirildig: ¢alismada
Metrnl ekspresyonu Olciilmiistiir. Bu calisma kapsaminda hayvanlar 30°C ve 4°C’de
bekletilmistir. Soguga maruziyet sonrasi kahverengi yag doku, subkutan yag doku ve
epididimal yag dokuda Metrnl gen ifadesinin 6nemli dlgiide arttig1 bildirilmistir (12). Bu
veriler Metrnl’in egzersiz ve soguga adaptasyonlarda potansiyel bir rol oynayabilecegini
gostermektedir (12).

Kas dokuda artan Metrnl seviyesinin PGC-104 seviyesine etkisi Sekil 2.11°de

gosterilmistir.
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Egzersiz
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Sekil 2.11. Egzersiz sonrasi kas dokuda Metrnl aktivasyonu.

Metrnl’in insan adipogenezinde fonksiyonel dneminin belirlenmesi ve ¢ocuklarda
obezite, termogenez ve hiperinsiillinemi ile iliskilerinin sistematik olarak
degerlendirilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada Simpson-Golabi-Behmel sendromu (SGBS)
insan adiposit hiicreleri kullamlmistir (145). Insan preadipositlerinin farklilagmasi
sirasinda Metrnl ekspresyonunun mRNA ve protein seviyesinde azalma tespit edilmistir.
Daha sonra beyaz adipoz dokudan elde edilmis stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) ile
Metrnl ekspresyon diizeyi karsilastirilarak Metrnl’in daha diisiik oldugu belirtilmistir
(145). Hiperinsiilinemi agisindan degerlendirildiginde, adipogenez sirasinda Metrnl’in
azalmasi, adiposit farklilasmasinin inhibisyonu ve SVF hiicrelerinde artmis
proliferasyonun hipertrofik yag doku birikimine neden olabilecegi, obez ¢ocuklarda da
yag hiicrelerinde artan Metrnl ekspresyonunun bu durumu agiklayabilecegini gostermistir
(145).

Metrnl diizeyinin yag ve kas dokude egzersizle degismesinin incelendigi
calismada hayvanlar NYY, NYY+Egzersiz, YYY ve YYY+Egzersiz olmak iizere dort
farkli gruba ayrilmistir (114). YYY ile beslenen farelerin kas ve yag dokularinda
Metrnl’in azaldigi, ancak sekiz haftalik egzersiz programindan sonra Metrnl’in arttig1
bulunmustur. Ayrica egzersiz yaptirilan gruplardaki hayvanlarin kendi kontrollerine gore
Metrnl seviyelerinin ¢ok daha yiiksek oldugu ortaya konmustur (114).

Onceki c¢alismalarda bildirildigine gore, egzersizle indiiklenen miyokinler,
antiinflamatuar etkilerini kas-adipoz doku yoluyla gosterirler (146). Metrnl’in kaslardaki

ifadesinin incelendigi bir calismada YY'Y ile indiiklenen obez farelerde Metrnl’in protein
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ve mRNA seviyesinin, soleus, gastroknemius ve kuadriseps kasinda hem egzersiz hem
de egzersiz ve diyetle birlikte yukar: regiile edildigi bildirilmistir (131).

Metrnl’in  hipotalamus-hipofiz-tiroid (HPT) akst ve enerji metabolizmasi
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, siganlara 14 giin
boyunca osmotik mini pompa ile beyin i¢in infiizyon yapilmistir (147). Deney sonunda
merkezi olarak uygulanan Metrnl’in TRH, TSH, T3 ve T4 diizeylerini artirarak HPT
ekseninde rol oynadig1 rapor edilmistir. Ek olarak Metrnl’in periferik enerji kullaniminin
onemli gostergeleri olan beyaz ve kahverengi adipoz dokuda UCP1 ve kas dokusunda

UCP3 ekspresyonunu arttirdig belirlenmistir (147).
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3. MATERYAL VE METOD

Inonii Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 27/05/2022 tarih ve
2022/7-5 sayil karan ile etik acidan uygun bulunan ¢alisma, Indnii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlari, Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlart ile Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.1. Deney Plam

Bu calismada Metrnl’in in vitro diyabet modelinde hiicre canlilig1, in vivo olarak
ise diyabete bagli sekillenen noropatik agri lizerine etkinligi incelendi.

In vitro modelde Metrnl’in hiire canlilig1 lizerine etkinligini incelemek amaciyla
1-2 ginliik Wistar Albino (n=10) irk1 siganlar kullanildi. Dekapite edilen si¢anlarin
DKG’lar1 diseke edildi. Diseke edilen bu noronlar enzimatik ve mekanik islemlerle izole
edilerek hiicrelere ayristirildi. izole edilerek ayristirilan bu sinir hiicreleri, yiizeyi laminin-
poli-L-ornitin (Sigma; Steinheim, Almanya) veya poli-D-lizin (Sigma; Steinheim,
Almanya) kapli 96’lik plate’lere ekilerek 37 °C sicaklikta, %5 CO; nemli inkiibatérde
(Esco, Egaa, Danimarka) hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilincaya kadar
inkiibe edildi. Primer hiicre kiiltiirii yapilarak hazirlanan DKG hiicrelerinin 24 saat
siireyle YG’ye (45 mmol/L) maruz birakilmasi ile DN’nin in vitro modeli olusturuldu.
Bu agamada Metrnl’in farkli dozlarinin hiicre canlilig1 {izerine etkisi test edildi. Kontrol,
YG, YG+Metrnl (1 ng/ml), YG+Metrnl (5 ng/ml), YG+Metrnl (10 ng/ml), YG+Metrnl
(50 ng/ml), YG+Metrnl (100 ng/ml) ve YG+Metrnl (200 ng/ml) gruplar1 olusturularak 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi yapild1 ve etkin doz
ile hiicre canliligi tespit edildi. Ayrica belirlenen etkin doz ile DKG hiicrelerinde
Metrnl’in hiicresel yolagi kontrol, M, YG, YG+M, YG+M+WP, YG+M+LY,
YG+M+SML, YG+M+CH ve YG+M+H89 gruplarinda MTT analizi ile belirlendi. /n

vitro deney akis diyagrami Sekil 3.1°de sunulmustur.
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In Vitro Deney Protokolii
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Sekil 3.1. In vitro deney protokolii

In vivo modelde ortalama 30 gr agirliginda olan 40 adet erkek Balb-c fare
randomize bir sekilde 4 gruba ayrildi; Kontrol, DN, DN + Metrnl (2 pg/kg) ve DN +
Metrnl (4 pg/kg) (n=10). Kontrol hari¢ tim gruplara tek doz STZ (150 mg/kg, ip)
enjeksiyonu yapildi. STZ enjeksiyonu yapilarak DM indiiklenen fareler 21 giin boyunca
gbzlemlendi. 21 giinden sonra DN’nin olusup olusmadigini belirlemek amaciyla
nosiseptif davraniglar testlerine tabi tutuldu (148). DN gelisimi gozlemlendikten sonra
ise 14 giin boyunca giinde 1 kez DN + Metrnl gruplarindaki farelere Metrnl (Biolegend,
San Diego, CA) 2 ng/kg ve 4 pg/kg enjeksiyonu yapildi. Ayni siire¢ icerisinde DN
grubundaki farelere ise Metrnl’in ¢oziiciisii olan serum fizyolojik (SF) ip enjeksiyonu
yapildi. 14 giiniin sonunda tiim hayvanlar dekapite edildi. Dekapite edilen hayvanlarin
pankreas dokular1 alinip histolojik ve oksidatif stres analizleri yapilincaya kadar -80

°C’de muhafaza edildi. In vivo deney akis diyagrami Sekil 3.2” de sunulmustur.
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3.2. In Vivo Calismalar

3.2.1. Deney Hayvanlarimin Belirlenmesi

Tez caligmasi kapsaminda kullanilacak hayvanlarin sayisi1 (6rneklem biiytikliigii),
hayvanlarin deneye baglama agirlik ortalamasi 30 gr, standart sapmasi 5 gr, %8 sapma,
tip 1 hata (a) 0.05 ve tip 2 hata (B) 0.20 (Gii¢=0.80) ile hayvanlarin dort gruba ayrilmasi
durumunda her bir grupta en az 10 hayvanin olmasi gerektigi giic (power) analizi ile

belirlendi.

3.2.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Deneye baslamadan once hayvanlar tartilarak viicut agirliklart ve kan glukoz
diizeyleri ol¢iildii. Belirlenen viicut agirliklarina gore hayvanlarin gruplara atamasi,
bilgisayar algoritmasina dayali basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 11.0
for Windows) ve tek yonlii varyans analizi bulgularina gére gruplar arasinda hayvanlarin

agirliklar agisindan fark olmadigi tespit edildi (Tablo 3.1; p=0.927).

Tablo 3.1. Hayvanlarin bilgisayara dayali algoritma kullanilarak gruplara atamasi.

Agirhk
Gruplar Kontrol DN DN+Metrnl  DN+Metrnl P
@ngkg) (4 pgke)
Hayvan sayisi1 (n) 10 10 10 10
Ortalama 332 334 334 33.3
SD 2.250 1.349 1.505 1.347 0.927
En kiictik 29 31 31 31
En biiyiik 35 35 35 35

Caligmanin biitlin deneysel protokolleri “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” prensipleri dogrultusunda gergeklestirildi. Ayrica Uluslararas1  Agrn
Aragtirmalar1 Dernegi (IASP) Arastirma ve Etik Komitesi ilkeleri de g6z oOniinde
bulunduruldu (149).

Gruplara atama sonrasi fareler tekli kafeslere alindi. Tek barindirma ortami
hayvanlarda stres olusturabileceginden 7 giin tekli yasam kosullarina adapte olmalari

saglandi. Bu siirenin sonunda fareler 4 gruba ayrildi (n=10). Deney siiresi boyunca
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kafeslerin bulundugu ortam, 21+1°C sicaklik araliginda ve 12 saat aydinlik/karanlik
periyodu olacak sekilde ayarlandi. Hayvanlara adlibitum olarak standart fare yemi ve
normal musluk suyu verildi.

Olusturulan deney gruplari asagida belirtilmistir.

1. Kontrol (n=10): Saglikli farelerden olusturulan bu gruptaki hayvanlara
herhangi bir cerrahi ve medikal iglem uygulanmayarak sadece davranis testleri yapildi.
Davranis testleri deneye baglamadan 6nce 1 hafta siireyle uygulanarak hayvanlarin deney
sartlaria aligsmalar1 saglandi.

2. DN (n=10): Tek doz STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulan hayvanlarda 21
giin beklenilerek DN gelisimi takip edildi. STZ, 150 mg/kg olacak sekilde 0.1 M sodyum
sitrat tamponunda (pH 4.5) ¢ozdiiriilerek ip enjeksiyonla verildi. DN gelisen hayvanlara
14 giin boyunca ip olarak Metrnl ¢oziiciisii izotonik sodyum kloriir 0.1 ml hacimde
uygulandi. Enjeksiyonun yapildigi dakika 0. dk olarak kabul edildi ve 0, 30, 60, 120 ve
180. dakikalarda davranis testleri yapildi. Davranis testleri deneye baslamadan dnce 1
hafta slireyle uygulanarak hayvanlarin deney sartlarina alismalar1 saglandi.

3. DN + Metrnl (2 pg/kg) (n=10): Tek doz STZ enjeksiyonu ile diyabet
olusturulan hayvanlarda 21 giin beklenilerek DN gelisimi takip edildi. STZ, 150 mg/kg
olacak sekilde 0.1 M sodyum sitrat tamponunda (pH 4.5) c¢ozdiiriilerek ip enjeksiyonla
verildi. DN gelisen hayvanlara 14 giin boyunca ip olarak 2 pg/kg Metrnl 0.1 ml hacimde
uygulandi. Enjeksiyonun yapildigi dakika 0. dk olarak kabul edildi ve 0, 30, 60, 120 ve
180. dakikalarda davranis testleri yapildi. Davranis testleri deneye baglamadan 6nce 1
hafta slireyle uygulanarak hayvanlarin deney sartlarina alismalar1 saglandi.

4. DN + Metrnl (4 pg/kg) (n=10): Tek doz STZ enjeksiyonu ile diyabet
olusturulan hayvanlarda 21 giin beklenilerek DN gelisimi takip edildi. STZ, 150 mg/kg
olacak sekilde 0.1 M sodyum sitrat tamponunda (pH 4.5) ¢ozdiiriilerek ip enjeksiyonla
verildi. DN gelisen hayvanlara 14 giin boyunca ip olarak 4 pg/kg Metrnl 0.1 ml hacimde
uygulandi. Enjeksiyonun yapildigi dakika 0. dk olarak kabul edildi ve 0, 30, 60, 120 ve
180. dakikalarda davranis testleri yapildi. Davranis testleri deneye baglamadan 6nce 1

hafta siireyle uygulanarak hayvanlarin deney sartlarina aligmalar1 sagland.

3.2.3. Diyabetik Noropati Modeli

Calismaya aglik kan glukoz seviyesinin normoglisemik (70-110 mg/dl araliginda)
oldugu belirlenen hayvanlar dahil edildi. Modelin olusturulmasi i¢in STZ (Sigma,
Steinheim, Almanya), 0.4 ml (0.1 M) sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) i¢inde ¢oziildii.
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Hazirlanan STZ, 10 saat 6ncesinde 6nlerinden yemleri alinan farelere tek doz 150 mg/kg
ip olarak uygulandi (150-152). Ug giin sonra farelerin kuyruk veninden punksiyon ile kan
alind1 ve manuel glukometre ile 6l¢iildii. Hayvanlarin kan glukoz dl¢limleri sabah saat
9.00’da yapildi. Ol¢iim sonucu aghik kan glukoz diizeyi 250 mg/dl’nin iizerinde olanlar
diyabet olarak kabul edildi. Farelerin genel saglik durumlar1 kontrol edildi. Bu baglamda
viicut agirhiginda %10°dan fazla kayip, aktivitesinde belirgin azalma veya tiiylerinde
anormal sertlesme olan fareler ¢aligmadan dislandi. Diyabet olusumundan sonra 21 giin
beklenilerek DN gelisimi takip edildi. DN’nin gelistigi belirlemek amaciyla nosiseptif
davranis testleri uygulandi (148).

3.2.4. Nosiseptif Davranis Testleri

Diyabet olusumundan 21 giin sonra hayvanlar nosiseptif davranis testlerine tabi
tutuldu. DN’nin gelisiminin ve Metrnl etkinliginin belirlenebilmesi amaciyla uygulanan
bu testler i¢gin 3 cihaz kullanildi. Cihazlarda hayvanlarin termal ve mekanik hassasligi test
edildi. Termal nosiseptif davranislar i¢in farelerde sicak plaka (Hot plate) ve Tail flick
testleri yapildi. Mekanik nosiseptif davranislarin degerlendirilmesinde ise Von Frey testi
kullanildi. Davranis testleri tim hayvanlarda deneye baslamadan 6nce 1 hafta siireyle
uygulanarak hayvanlarin deney sartlarina aligmalar1 saglandi. Ayrica fareleri ortam
kosullarina alismasi ve standardizasyonun saglanmasi amaciyla testler farkli giinlerde
ayni saatlerde ayni arastirmacilar tarafindan 5 kez tekrarlandi. Diyabet olusumundan 21
giin sonraki ilk giin 0. Giin kabul edildi. 0., 3., 6., 9., ve 12. giinlerde hot plate testleri
gerceklestirildi. 1., 4., 7, 10., ve 13. giinlerde tail flick testi yapildi. 2., 5., 8., 11. ve 14.

giinlerde ise von frey testi uygulandi.

Hot plate testi

Sicak plaka tizerine seffaf bir pleksiglas silindirin yerlestirilmesi ile hayvanlarin
disar1 ¢ikmalar1 engellenecek sekilde yapildi (Ugo Basile, Hot/Cold Plate, Cat. No.
35150). Hayvanlar 50 £+ 0.5 °C sicakliga ayarlanmis olan sicak plaka iizerine birakildi.
Pencelerini hizla g¢ekip titretme, yalama veya ziplama davraniglar gozlemlendigi anda
deney sonlandirilarak gecen siire kaydedildi. Doku hasarin1 6nlemek adina 60 saniyelik
kesme siiresi (cut-off) uygulandi. Bu siire i¢erisinde nosiseptif yanit géstermeyen fareler
sicak tabla {izerinden alindi. Her bir fare i¢in enjeksiyonun yapildigi dakika 0. dk olarak

kabul edildi ve 0, 30, 60, 120 ve 180. dakikalarda Hot plate testi yapildi. Nosiseptif
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yanitlar STZ enjeksiyonundan 6nce ve DN gelisiminden sonra olmak iizere kaydedildi.

DN gelisiminden sonraki dlgiimler farkli giinlerde 5 kere tekrarlandi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Hot plate testi

Tail flick testi

Temelde hot plate testine benzeyen tail flick testi kuyruga uygulanan radyant 1s1
kaynagina kars1 hayvanin kuyrugunu ¢ekmesiyle sonlandirildi (Ugo Basile, Tail Flick,
Cat. No. 37360). Geri ¢ekme latansi saniye cinsinden kaydedildi. Hayvanin kuyrugu 1s1
kaynaginin distal {igte birlik kismi tizerine gelecek sekilde yerlestirildi. Stabilizasyonu
saglamak icin fareler restrainera konularak test edildi. Farelerin kuyruklarinda doku
hasarini1 6nlemek i¢in 20 saniyelik kesme siiresi (cut-off) uygulandi. Bu siire igerisinde
nosiseptif yanit gostermeyen fareler cihaz tizerinden alindi. Her bir fare i¢in enjeksiyonun
yapildig1 dakika 0. dk olarak kabul edildi ve 0, 30, 60, 120 ve 180. dakikalarda Tail flick
testi yapildi. Nosiseptif yanitlar STZ enjeksiyonundan 6nce ve DN gelisiminden sonra
olmak iizere kaydedildi. DN gelisiminden sonraki Ol¢iimler farkli glinlerde 5 kere

tekrarland1 (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Tail flick testi

Von Frey Testi

Mekanik nosiseptif davranis yanitlarinin belirlenmesi i¢in elektronik Von Frey
cihazi kullanildi (Ugo Basile, Electronic Von Frey, Cat. No. 38450). Testlerin
gerceklestirilmesi icin fareler delikli paslanmaz ¢elik bir plaka (100x50 cm, 5 mm daire
delikli ve delik smirlar1 aras1 2.5 mm) lizerinde 7x9x7 cm 6lgiilerinde pleksiglas kutular
icine yerlestirildi. Hayvanlar, ortama aligmalart i¢in, hicbir islem yapilmadan 15 dakika
stiresince kutular icinde bekletildi. Farelerin sag arka pencelerinin plantar yilizeyine
cihazin flamenti uygulandi. Hayvanin penceyi geri ¢ekme davranisi gostermesiyle
uygulanmis olan kuvvet G cinsinden 0l¢tildii. Test her bir fare i¢in 3 kez tekrarlandi ve
bu 3 denemenin ortalamasi nosiseptif yanit olarak kaydedildi. Her bir fare i¢in
enjeksiyonun yapildigi dakika 0. dk olarak kabul edildi ve 0 ile 60. dakikalarda Von Frey
testi yapildi. Ilacin hesaplanan maksimum olas1 etkisi en yiiksek oldugu siirenin 60.
dakika olmasi sebebiyle enjeksiyondan sonra sadece 60. dakikada oOl¢iim alindi.
Nosiseptif yanitlar STZ enjeksiyonundan dnce ve DN gelisiminden sonra olmak {izere
kaydedildi. DN gelisiminden sonraki dl¢iimler farkli giinlerde 5 kere tekrarlandi (Sekil
3.5).
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Sekil 3.5. Von frey testi

3.2.5. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Deney sonunda hayvanlar dekapite edilerek pankreas dokular1 alindi. Pankreas
doku ornekleri mikroskopik incelemeler i¢in %10’luk tamponlu formalin soliisyonuna
alindi. Ayrica oksidatif stres 6l¢iimii i¢in de alinan pankreas doku drnekleri, analizleri
yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi. Deney sonrasi islemler Sekil 3.6°da illiistre

edilmistir.

43



Homojenat ve siipernatant elde
edilmesi

Pankreas dokusunun alinmas: Pankreasin homojenizasyonu

_ @ Ad

Pankreas dokusunda ROS Sk Pankreasin immunchistokimyasal
atroleri l Spektrofotometrik goriintiileme boyanmasi

* S0D
* LOWRY

S N Ll &0 _
« GSH
« CAT
-
- v

Sekil 3.6. Dekapitasyon ve analizler

3.2.6. Analizlerin Yapilmasi

3.2.6.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi

3.2.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi, Sun ve ekibinin tanimladig1 yontem kullanilarak belirlendi
(153). Bu metot, SOD'un nitro mavi tetrazolium (NBT) indirgenmesi ile siiperoksit
radikallerin etkisini engellemesine dayanmaktadir. Bu yontemde serbest radikal tiretimi
ksantin oksidaz (XO) tarafindan saglanmistir. Kullanilan reaktifler arasinda 150 pmol
NBT, 0.3 mmol/L ksantin, 0.6 mmol/L Na,EDTA, 400 mmol/L Na,COs ve 1 gr/L sigir
serum albiimini (BSA) bulunmaktadir.

Her kuyucuga, numune ve substrat soliisyonundan toplam 2.5 pl eklenmistir. Kor
kuyucuguna ise 2 pl distile su eklenmistir. Tiim kuyucuklara, 0.5 ul XO (167 U/L)
eklenmistir. Daha sonra, 25°C'de 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda, spektrofotometrede (Thermo, ABD) 560 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir. Tiim
sollisyonlarin hazirlanmast ve dl¢limler, karanlik bir ortamda gerceklestirilmistir.

SOD aktivitesi asagidaki hesaplamalarla belirlenmistir:

% Inhibisyon = (AK - AN) / AK x 100
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AN: Numune Absorbans1

AK: Kor Absorbansi

%250 inhibisyon 1 U olarak kabul edildiginde;

Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon / 50) x (1 /0.1)] ml

Spesifik aktivite (U/mg protein) = [U/ml / mg protein] hesaplamasiyla U/mg

biriminde ifade edilmistir.

3.2.6.1.2. Katalaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

CAT, toksik ve oksidatif etkilere kars1 dokuyu koruyan bir oksidorediiktaz sinifi
antioksidan enzimdir. CAT enzim aktivitesi, Aebi yontemi kullanilarak tespit edildi
(154). Bu yontemde H»0., eklenen CAT aktivitesi ile su ve oksijene doniistiiriiliir.
H>0O;'nin suya doniisme hizi, CAT enzim aktivitesini yansitir ve absorbans degeri, UV
spektrumuyla dogru orantili olarak azalir.

Absorbans Ol¢timleri i¢in, pH 7.0 ve 50 mM fosfat tamponuyla hazirlanan H,O»
cozeltisi kullanildi. H2O» ¢ozeltisi i¢in baglangigta 0.5 nm'lik bir absorbans ayar1 yapildi.
Kontrol olarak fosfat tamponu kullanildi. HoO> ¢o6zeltisi 25 ml fosfat tamponu ile
seyreltildi ve bu, substrat olarak kullanildi. 2 pl siipernatant, kuyucuklara eklenmis ve 10
ul H>O; eklenmistir. Her 15 saniyede bir, 5 dakika boyunca absorbans diisiisii kaydedildi.
Spektrofotometre (Thermo, ABD) kullanilarak o6lgiimler, 240 nm dalga boyunda
gergeklestirildi.

CAT aktivitesi asagidaki denklemlerle hesaplandi:

k (reaksiyon hiz1 sabiti) = [2.3 x log (OD1/0D2)] / At (sn)

k/g protein = k / [(g/ml protein) x 1000]

Sonuglar, k/g protein cinsinden ifade edildi.

3.2.6.1.3. Malondialdehit Ol¢iimii

MDA, oksidatif stresin bir sonucu olarak meydana gelen lipit peroksidasyonunun
tirtinlerinden biridir. MDA 6l¢timii i¢in Ohkawa ve arkadaglari tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik bir yontem kullanilmistir (155). Bu yontemin temeli, peroksidize olan
lipidlerin pargalanmasi sonucu olusan MDA'nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyonunun neden oldugu renkli {iriiniin miktarinin belirlenmesine dayanir.

Yontem su sekilde uygulandi: 9%0.675'lik 1,25 gram TBA distile suyla karistirilds,
sonra cam beherin agzi1 parafilm ile kapatildi ve 95°C'de eritildi. Daha 6nceden cam

tiplere alinmis homojenatlarin iizerine %10'luk 10 gram trikloroasetik asit (TCA)
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¢oOzeltisi ve 100 ml distile su karistirilarak 1,25 ml eklenmistir. Ardindan, distile su ve
1,25 ml TCA eklenmigtir. Cam tiipler 10 saniye boyunca vortex yardimiyla karistirildi ve
ardindan 95°C'ye kadar 25 dakika 1sitildi. Daha sonra cam tiipler buzlu suya alinarak
sogumalar1 beklenmis ve 3000 rpm'de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra 6rneklerin siipernatantlar1 ayrildi. 1 ml siipernatant ve 500 ul TBA cam
tiiplere eklenip tiipler 95°C'de 15 dakika boyunca kaynatildi ve renk degisimi izlendi.
Siire sonunda cam tiipler buzlu suyla sogutuldu. Numuneler, 96 delikli bir well plate'e
eklenmis ve 1,25 pl eklenen numunelerin absorbans degerleri, 532 nm dalga boyunda bir

spektrofotometre (Thermo, ABD) kullanilarak 6l¢iildii.

3.2.6.1.4. Glutatyon Ol¢iimii

GSH, hiicresel oksidasyon-rediiksiyon dengesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Toksik metabolitleri hiicrelerden uzaklastirir ve indirgenmis formu sayesinde
hiicrelerdeki  stilthidril gruplarinin = devamliligint  korur (156). GSH dlciimi,
spektrofotometrik bir yontemle gerceklestirildi (157, 158). Bu yontem, reaksiyon
ortamina ilave edilen 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) sayesinde stilthidril
gruplarinin indirgenmesi sonucunda parlak sar1 renkte nitro-merkaptobenzoik asitin
olusumuna dayanmaktadir. Yontemde onceden hazirlanan siipernatantlarin {izerine
%1'lik sodyum sitrat soliisyonunda hazirlanan DTNB soliisyonu eklenmis ve 412 nm
dalga boyundaki spektrofotometrede (Thermo, ABD) 6l¢iilmiistiir. Kalibrasyon grafigi,
GSH rediiktaz ¢ozeltisi kullanilarak olusturulmustur. Elde edilen sonuglar pmol/mg
protein cinsinden ifade edilmistir. Hesaplamalar, bilinen GSH seviyelerinin standart

grafiklere gore yapilmstir.

3.2.6.1.5. Lowry Protein Tayini

Protein tayininde en yaygin kullanilan yontemlerden Folin-Lowry yontemidir
(159). Bu yontemde bitire reaktifi kullanilarak olusan protein kompleksi, fosfomolibdik
fosfotungstik asit ile heteropolimolibden mavisine indirgenir ve sonugta koyu mavi bir
renk olusur. Olduke¢a hassas sonuglar veren bu yontem pH'ya bagimlidir.

Yonteme baslamadan tepkimelerde kullanilacak olan reaktifler hazirlandi. Bu
kapsamda A reaktifi olarak 1 gr Na ve 0.5 gr CuSO4.5H>0 karistirilip 100 ml distile suda,
B reaktifi i¢in ise 20 gr Na,CO3 ve 4 gr NaOH bir litre distile suda ¢oziildii. 1 ml A reaktifi
+ 50 ml B reaktifi ile birlestirilip asil kullanilacak olan C reaktifi hazirlandi. Numune,

distile su ve C reaktifi cam tiipte karistirilarak, oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Hazirlanan
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bu karisima 250 pul Folin-Ciocalteu's Phenol reaktifi eklenerek vortekslendi. Oda 1s1s1 ve
karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilip inkiibasyon sonunda 96’lik well plate’lere alind1.
750 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Thermo, ABD) absorbans degerleri ol¢iildii.
BSA ile standart ¢ozeltiler hazirlanip standart egri grafigi olusturuldu.

3.2.6.2. Histolojik Analizler

Histopatolojik incelemeler ic¢in alinan pankreas doku ornekleri %10’ luk
formaldehit icerisinde tespit edildi. Tespit edilen dokulara rutin doku takip islemleri
uyguland1 ve doku 6rnekleri parafin bloklar i¢ine gomiildii. Hazirlanan bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Histolojik olarak 151k mikroskobik degerlendirme igin
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi, immunohistokimyasal degerlendirme i¢in
ise Kaspaz-3 boyama yontemleri kullanildi (160). Kesitler Leica DFC 280 Isik
mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz sistemi (Leica Micros Imaging Solutions
Ltd., Cambridge, Ingiltere) kullanilarak incelendi ve fotografland.

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin pankreas doku drneklerinden polilisin
kapli lamlar tizerine kesit alindi. Numune kesitler sitrat tamponuna (pH 7.6) alindi ve 20
dakika boyunca mikrodalga firininda 1sitildi. Oda sicakliginda 20 dakika sogutulduktan
sonra, kesitler fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Daha sonra kesitler 7 dakika
stireyle %0,3 H202'de i¢inde tutuldu ve PBS ile yikandi. Kesitler iki saat boyunca
poliklonal Caspase-3 antikoru (Boster, PA1302) ile inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile
yikanip 10 dakika boyunca Sekonder Antikor ile ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda
streptavidin peroksidaz ile inkiibe edildi. 15 dakika boyunca aminoetil karbazol (AEC)
kromojen + substrat asamasi uygulandi ve 1 dakika boyunca Mayer'in hematoksileni ile
boyandi. Musluk suyu ile durulandi ve sudan arindirildi. Kesitler aqueous mount ile
kapatildiktan sonra yine Leica DFC 280 Isik mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz
sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, Ingiltere) kullanilarak
incelendi ve fotograflandi.

Pankreas hasarinin histopatolojik incelemesi, kanama, tiibliler limende
dilatasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, 6dem, tiibiillerde epitelyal atrofi ve hiicre
deskuamasyonu, tiibiiler epitel hiicrelerinde vakuolizasyon ve tiibiiler liimendeki
silindirler gibi her parametreye gore yapildi. Numuneleri yar1 kantitatif olarak puanlamak

icin en az on mikroskobik bolge incelendi.
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3.3. In Vitro Calismalar

3.3.1. Dorsal Kok Gangliyonu

DKG hiicre izolasyon ve kiiltiirii 1985 yilinda Forda ve Kelly’nin gelistirdigi
yonteme gore yapildi (161). Hiicre kiiltiirii islemi laminar hava akimli giivenlik kabini
icerisinde gerceklestirildi. Primer hiicre kiiltliriine baslamadan once kullanilacak tiim
malzemeler otoklav (Niive, Ankara, Tiirkiye) ile steril hale getirildi. Otoklavlanan
malzemeler kontaminasyonu onlemek adina hemen laminar hava akimli giivenlik kabini
(Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) icine etanole (%70) tabi tutularak alindi.
Kabinde calisma yapilmadigi zaman ultraviyole 1sik kaynagi acik birakilarak yine
kontaminasyon olusmasi engellendi. Calismada kullanilmak iizere hazirlanan tim
soliisyonlari pH’s1 ve osmoloritesi, pH metre (Hanna Instruments, Woonscoket, ABD)
ve ozmometre (Gonotec, Berlin, Almanya) araciligiyla 6l¢tildii.

Kiiltiir vasati, hiicre kiiltiiriiniin yapilacagi giin hazirlandi. Taze hazirlanan vasatin

bilesimi Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Sinir hiicre kiiltiir vasat1 bilesimi

Kimyasal

Norobasal-A

500 mL
(GIBCO, ThermoFhisher Scientific)
B27
10 mL
(GIBCO, ThermoFhisher Scientific)
Glutamaks
S mL
(GIBCO, ThermoFhisher Scientific)
Penisilin-Streptomisin
S mL

(GIBCO, ThermoFhisher Scientific)
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3.3.2. Primer Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in Inonii Universitesi Deney Hayvanlar
Uretim Arastirma Merkezinden temin edilen 1-2 giinliik Wistar Albino wki siganlar
kullanildi. Dekapite edilen yavru siganlar petri kabina konarak alkollenip kabin igine
alindi. Makas yardimiyla vertebral kolon ¢ikarildi. Spinal kolonun i¢i kaudal ugtan
baslayarak boyun kismina kadar, yayl kiigiik bir makasla agildi. Alinan spinal kolon
icerisinde PBS bulunan petri kaplarinda 3 defa yikandi. DKG’ler diseksiyon mikroskobu
(Olympus, Tokyo, Japonya) altinda forsepsle izole edildi. Daha sonra igerisinde kiiltiir
vasati olan farkli bir petri kabina alindi. Biitiin DKG goévdeleri ¢ikarilip petri kabinda
toplandiktan sonra, petri kab1 hassas dairesel hareketlerle sallanarak gangliyonlarin bir
araya gelmesi saglandi. Bir araya toplanan gangliyonlarin bulundugu kiiltiir medyumu
pastdr pipet ile ¢ekildi. Oncesinde 37 °C’de inkiibe edilen 900 uL kiiltiir vasati ve 100 uL
kollagenaz (%0.125) gangliyonlara ilave edilerek c¢alkalandi. 13 dakika inkiibatorde
bekletildi. Enzime tabi tutulan hiicre 13 dakikanin sonunda hizli bir sekilde tic defa PBS
ile yikandi. Yikama isleminden sonra 900 pl PBS ile 100 pl tripsin (%0.25) ilave edilerek
hafifce ¢alkalandi. 6 dakika siireyle bu sekilde inkiibe edilip 15 ml’lik steril falkonlara
aktarildi. Falkonlarin {izerine yaklasik 4 ml inkiibe edilmis kiiltiir vasati eklendi.
Gangliyonlar tiipin dibine c¢oktiiriildiikten sonra kiiltiir vasati pastdr pipet ile
uzaklastirildi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Gangliyonlarin mekanik olarak hiicrelere
ayristirilmasi i¢in 100 ul DNAz ve 900 pl kiiltiir medyumu ilave edilip steril bir pastor
pipet ile hizlica cekilip bosaltildi. Birka¢ defa tekrarlanan ¢ek bosalt isleminde her
tekrarda iistte kalan silispansiyon alinarak diger gangliyonlara uygulanan mekanik
titrasyon iglemine devam edildi. Daha sonra hiicre siispansiyonunun i¢ine 240 pl sinir
bliyiitme faktorii (NGF) eklendi. Primer hiicre kiiltiiriinden 2-3 saat 6nce Poly-D-lizin ve
laminin ile kaplanan ve inkiibatérde bekletilen 96’11k well plate’ler inkiibatérden alindi.
Hazirlanmis hiicreler bu plate’lere ekilerek hiicre canliliginin degerlendirilmesinde

kullanilmak tizere inkiibasyona kaldirildu.

3.3.3. Hiicre Canhihiginin Degerlendirilmesi ve MTT Analizi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi, yaygin olarak kullanilan enzimatik test
yontemlerinden biri olan MTT yontemi ile gerceklestirildi (162). Bu yontem, tetrazolium
halkasinin MTT boyasi ile parcalanabilmesi esasina dayanmaktadir (163, 164). Bu
metodda, MTT canli olan hiicrelere absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat

dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana
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indirgenir. Indirgenen formazani goriilmesi, sadece aktif mitokondriye sahip olan canli
hiicrelerde olur. Olii hiicreler tetrazolium bilesiklerini indirgeme yetenegini kaybeder ve
renk degisimi yapamazlar. Bu durum da hiicre canliliginin tespiti anlamin1 tagimaktadir.
Spektrofotometrik olarak dlgiilen oran canli hiicre sayisi ile iliskilendirilir.

Deneylere baslamadan 6nce hazirlanmis olan DKG hiicrelerinin canlilik oranlari
%0.4’liik tripan mavisi kullanilarak belirlendi. Tripan mavisi hiicre sayiminda kullanilan
vital bir boyadir. Tripan mavisi canli hiicrelerin membran yapisi zarar gormedigi i¢in
icine giremezken cansiz hiicreler tarafindan absorbe edilir. Bu durum da 6li ve canl
hiicrelerin oranlariin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Yaptigimiz ¢calismada hiicre

canlilik oranlar1 %90’1n {istiinde oldugunda deneylere baslandi.

3.3.4. Hiicre Canhhk Analizi

Metrnl’nin DN’nin in vitro modelinde hiicre canlilig1 {izerine etkisini incelemek
icin DKG noronlart Sekil 3.7°de gosterildigi gibi kontrol, YG, YG+Metrnl (1 ng/ml),
YG+Metrnl (5 ng/ml), YG+Metrnl (10 ng/ml), YG+Metrnl (50 ng/ml), YG+Metrnl (100
ng/ml) ve YG+Metrnl (200 ng/ml) olmak iizere 8 gruba ayrildi. Gruplar her bir kuyucukta
en az 5x10* hiicre olacak sekilde 96°lik well plate’lere ekildi. Her kuyucuk asagidaki
protokole gore 200 uL’ye tamamlandi:

« Tiim kuyucuklara 100 uL DKG hiicreleri (5x10%) igeren medyum konuldu.

* Kontrol i¢in belirtilen kuyucuklara 100 pL hiicre medyumu Norobasal-A konuldu.

* YG ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG + 80 puLL Norobasal-A konuldu.

* YG + Metrnl (1 ng/ml) ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L) + 20 pL
Metrnl (10 ng/ml) + 60 uL. Norobasal-A konuldu.

* YG + Metrnl (5 ng/ml) ile gosterilen kuyucuklara 20 uL. YG (45 mmol/L) + 20 uL
Metrnl (50 ng/ml) + 60 uLL Norobasal-A konuldu.

* YG + Metrnl (10 ng/ml) ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L) + 20 pL
Metrnl (10 ng/ml) + 60 uL. Norobasal-A konuldu.

* YG + Metrnl (50 ng/ml) ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L) + 20 pL
Metrnl (50 ng/ml) + 60 uLL Norobasal-A konuldu.

* YG + Metrnl (100 ng/ml) ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L) + 20 uL
Metrnl (100 ng/ml) + 60 uL Norobasal-A konuldu.

* YG + Metrnl (200 ng/ml) ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L) + 20 pL
Metrnl (200 ng/ml) + 60 pL. Norobasal-A konuldu.
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Sekil 3.7. MTT analizi i¢in gruplarin 96’lik well plate iizerindeki yerlesimi

Sekil 3.7°deki gibi hazirlanan 96’lik well plate 24 saat 37 °C sicaklikta, %5 CO>
nemli inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivilar vakum
pompasi ile uzaklastirildi. Plate’lere her kuyucuga 50 ul olacak sekilde tekrarlayici pipet
yardimiyla steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0.5 mg/ml MTT
caligma soliisyonu eklenerek inkiibatdrde 3 saat inkiibasyonu saglandi. 3 saatin sonunda
kuyucuklardaki MTT ortamdan uzaklastirildi ve her kuyucuga 100 pl dimetil siilfoksit
(DMSO) eklendi. Kuyucuklardaki hiicrelerin optik dansiteleri spektrofotometre
cihazinda (Thermo, ABD) 540 nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol hiicrelerinin verdigi
absorbans degerlerinin ortalamas1 alinarak bu deger %100 canl1 hiicre olarak kabul edildi.
YG ve YG+Metrnl uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol
absorbans degerine oranlandi ve ¢ikan sonug yiizde canlilik olarak kabul edildi. MTT
deneyi farkli giinlerde en az 10 kez tekrarlandi ve 6l¢iimler alindi. Elde edilen sonuglara
gbre Metrnl’in ECs¢ analizi ile etkin dozu belirlendi ve belirlenen etkin doz kullanilarak
Metrnl’in  hiicre canliligi iizerine etkisi hiicresel yolak iizerinden sorgulandi.
JAK2/STAT3, PI3K, MAPK, PKC ve Protein Kinaz A (PKA) olmak {izere bes farkli
yolak sorgulamasi yapildi. Bu baglamda JAK2/STAT3 inhibit6ri (10 uM, WP1066,),
PI3K inhibitorii (50 uM, LY294002), MAPK inhibitérii (100 nM, SML0543), PKC
inhibitorii (10 pM, Chelerythrine chloride-CHCL) ve PKA inhibitorii (10 pM, H89)
kullanildi. Hiicresel yolak sorgulamasi i¢in 9 grup olusturularak plate diizeni Sekil 3.8°de
gosterildigi gibi hazirlanmistir. Bu kapsamda 96’lik well plate’e Kontrol, Metrnl, YG,
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YG+Metrnl, YG+Metrnl+WP, YG+Metrml+LY, YG+Metrnl+SML, YG+Metrnl+CH ve
YG+Metrnl+H89 gruplari igin her bir kuyucukta en az 5x10* olacak sekilde hiicre

ekilmistir. Ekimden sonraki iglemler asagidaki protokole gore gerceklestirilmistir:

» Kor harig tiim kuyucuklara 100 pL DKG hiicreleri (5x10%) iceren medyum konuldu.

* Kontrol ile gosterilen kuyucuklara 100 pL hiicre medyumu Norobasal-A konuldu.

* Metrnl ile gosterilen kuyucuklara 20 ul Metrnl (5,5 ng/ml), 80 uL Norobasal-A konuldu.
* YG ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 80 uL N6robasal-A konuldu.

* YG+Metrnl ile gosterilen kuyucuklara 20 puL YG (45 mmol/L), 20 uL Metrnl (5,5
ng/ml), 60 uL Norobasal-A konuldu.

* WP ile gosterilen kuyucuklara 20 uL YG (45 mmol/L), 20 uL. WP (10 uM) konulup 2
saat beklendikten sonra 20 uLL Metrnl (5,5 ng/ml), 40 uL. Norobasal-A konuldu.

* LY ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 20 uL LY (50 uM) konulup 2
saat bekledikten sonra 20 uL. Metrnl (5,5 ng/ml), 40 uL. Norobasal-A konuldu.

* SML ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 20 uL. SML (50 uM) konulup
2 saat bekledikten sonra 20 uL. Metrnl (5,5 ng/ml), 40 uL. Norobasal-A konuldu.

* CH ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 20 uLL CHCL (50 uM) konulup
2 saat bekledikten sonra 20 pL Metrnl (5,5 ng/ml), 40 pL Norobasal-A konuldu.

» H89 ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 20 uL H89 (50 uM) konulup 2
saat bekledikten sonra 20 uLL Metrnl (5,5 ng/ml), 40 uL No6robasal-A konuldu.

Kor olarak belirtilen kuyucuklara ise hi¢bir ekim yapilmayarak tamamen bos birakildi.
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Sekil 3.8. Metrnl’in hiicre canlilifina yolak {izerinden etkisini MTT analizi ile incelemek

icin gruplarin 96’lik plate iizerindeki yerlesimi

Sekil 3.8’deki gibi hazirlanan 96’lik well plate 24 saat 37 °C sicaklikta, %5 CO>
nemli inkiibatérde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivilar vakum
pompasi ile uzaklastirildi. Plate’lere her kuyucuga 50 pl olacak sekilde tekrarlayict pipet
yardimiyla steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0.5 mg/ml MTT
caligma soliisyonu eklenerek inkiibatorde 3 saat inkiibasyonu saglandi. 3 saatin sonunda
kuyucuklardaki MTT ortamdan uzaklastirildi ve her kuyucuga 100 ul DMSO eklendi.
Kuyucuklardaki hiicrelerin optik dansiteleri spektrofotometre cihazinda (Thermo, ABD)
540 nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol hiicrelerinin verdigi absorbans degerlerinin
ortalamasi alinarak bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. YG ve YG+Metrnl
uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine
oranland1 ve ¢ikan sonug yiizde canlilik olarak kabul edildi. MTT deneyi farkl giinlerde

en az 10 kez tekrarland1 ve 6l¢iimler alindi.
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3.4. Verilerin Istatistiksel Analizi

Analizlerde IBM SPSS Statistics 26.0 for Windows paket programi ve MedCalc
11.0 (Belgika) programi kullanildi. Agr1 esigi analizlerinde normal dagilima uygunluk
D'Agostino-Pearson testi, gruplar arasi farkliliklar i¢in tek yonlii varyans analizi (One-
Way ANOVA) ve post-hoc Dunnet’s testleri kullanildi. iki grup arasindaki
karsilagtirmalar i¢in ise two-tailed unpaired t testi kullanildi. Oksidatif stres ve histolojik
skorlama Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Grafikler SigmaPlot 12.0 ve GraphPad Prism 8 programlar1 kullanilarak yapildi.
Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.6 biorender.com aracilifiyla hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. In Vivo Calismalar

4.1.1. Metrnl’in Kan Glukoz Diizeyleri Uzerine Etkisi

Calisma boyunca hayvanlardaki kan glukoz diizeylerinin degisimi Sekil 4.1°de
verilmistir. STZ enjeksiyonundan 6nce ve 3 giin sonra kan glukoz diizeyleri Olctilerek
diyabet olusumu gozlendi. Diyabet olusumundan sonra néropati gelismesi i¢in 21 giin
beklenilerek 24. gilinde ip Metrnl uygulamasma baslandi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede, DN gruplarinda kan glukoz diizeyinin kontrole gore anlamli olarak
ylkseldigi belirlendi (p<0.05). 14 giinliik Metrnl enjeksiyonu ile kan glukozunun tedavi
gruplarinda DN grubuna kiyasla anlamli olarak azaldig tespit edildi (p<0.05).
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STZ Enjeksiyonu Diyabet Gelisimi Metrnl Enjeksiyonlarinin Deney Sonu

Baslamasi

Sekil 4.1. Metrnl’in kan glukoz diizeyleri iizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal
Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihig: géstermektedir, *°p<0.05)
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4.1.2. Diyabetik Noropati Modelinde Nosiseptif Davranis Degerleri

STZ ile indiiklenen diyabetin in vivo modelinde hayvanlarda DN gelisimi, STZ
enjeksiyonu oncesinde ve 21 giin sonrasinda mekanik ve termal nosiseptif davraniglar
testleri kullanilarak incelendi.

Kontrol grubundaki hayvanlara higbir islem yapilmamis olup ¢6ziicii ve tedavi
gruplarinda ila¢ enjeksiyonunun yapildig1 dakika 0. dakika kabul edilerek her yarim saatte
bir 180. dakikaya kadar hot plate ve tail flick testi ile termal nosiseptif davranislari
Olctildii. 14 giin boyunca ip olarak uygulanan Metrnl’in hot plate cihazinda nosiseptif
davranis tizerine etkileri Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, DN gelisen gruplarda nosiseptif degerlerin,
enjeksiyon yapilmadan 6nce kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi belirlendi
(p<0.05). Metrnl uygulamasi sonrasinda ise 30., 60. ve 90. dakikalarda Metrnl’in iki
grubunda da nosiseptif degerlerin DN grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseldigi tespit
edildi (p<0.05). Bu anlamliligin 120. dakikada sadece 4 pg/kg Metrnl uygulanan grupta
devam ettigi (p<0.05), 180. dakikada ise DN grubuna kiyasla tedavi gruplarinda énemli
bir farklilik olmadig1 belirendi (p>0.05).
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Sekil 4.2. Farelerde hot plate testi ile nosiseptif davranis Olgiimleri. (Verilerin

degerlendirilmesi tek yonlii varyans analizi ve ardindan post-hoc Dunnet testi ile gergeklestirildi. Degerler

ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. *DN grubuna gore farki gostermektedir. *p<0.05)
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14 giin boyunca ip olarak uygulanan Metrnl’in tail flick cihazinda nosiseptif
davranis iizerine etkileri Sekil 4.3’te gdsterilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, DN gelisen gruplarda nosiseptif degerlerin,
enjeksiyon yapilmadan once kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi belirlendi
(p<0.05). Metrnl uygulamasi sonrasinda ise 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda Metrnl’in
iki grubunda da nosiseptif degerlerin DN grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseldigi tespit
edildi (p<0.05). 180. dakikada ise DN grubuna kiyasla tedavi gruplarinda 6nemli bir
farklilik olmadig belirendi (p>0.05).
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Sekil 4.3. Farelerde tail flick testi ile nosiseptif davranig Olgiimleri. (Verilerin

degerlendirilmesi tek yonlii varyans analizi ve ardindan post-hoc Dunnet testi ile gergeklestirildi. Degerler

ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. *DN grubuna gore farki gostermektedir. *p<0.05)
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STZ ile indiiklenen diyabetin in vivo modelinde DN gelisiminin mekanik
nosiseptif davranis yanitlari ile belirlenmesi i¢in hayvanlar Von Frey testine tabi tutuldu.
Uygulanan Metrnl’in nosiseptif davraniglar iizerine en etkin zamaninin ilag
enjeksiyonundan 60 dakika sonra olarak belirlenmesinden dolay1 von frey testi 0. ve 60.
dakikalarda gerceklestirildi. 14 giin boyunca ip olarak uygulanan Metrnl’in von frey
cihazinda nosiseptif davranis lizerine etkileri Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, DN gelisen gruplarda mekanik olarak
Olciilen nosiseptif degerlerin, enjeksiyon yapilmadan 6nce kontrol grubuna gére anlaml
olarak azaldigi belirlendi (p<0.05). Metrnl enjeksiyonundan 60 dk sonra Metrnl’in iki
grubunda da nosiseptif degerlerin DN grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseldigi tespit

edildi (p<0.05).
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Sekil 4.4. Farelerde von frey testi ile nosiseptif davranig Olgiimleri. (Verilerin

degerlendirilmesi tek yonlii varyans analizi ve ardindan post-hoc Dunnet testi ile gergeklestirildi. Degerler

ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. *DN grubuna gore farki gdstermektedir. *p<0.05).
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4.1.3. Metrnl’in SOD Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Hayvanlarin pankreas dokular {izerinde yapilan analizler sonucu gruplarim SOD
enzim aktiviteleri Sekil 4.5’te gosterilmistir. DN grubunda kontrole kiyasla SOD
aktivitesinin anlamli olarak azaldig1 belirlendi (p<0.05). DN gelisen gruplara ip olarak
uygulanan 2 pg/kg ve 4 png/kg Metrnl’in, azalmis olan SOD aktivitesini anlamli olarak
arttirdig1 tespit edildi (p<0.05). Tespit edilen bu anlamli artisin doz bagimli olarak
gerceklestigi goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.5. Metrnl’in SOD enzim aktivitesi tizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal

Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler birbirinden farkli olup farkl

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihg1 gostermektedir, *%<4p<0.05)
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4.1.4. Metrnl’in CAT Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Hayvanlarin pankreas dokular {izerinde yapilan analizler sonucu gruplarin CAT
enzim aktiviteleri Sekil 4.6’te gosterilmistir. DN grubunda kontrole kiyasla CAT
aktivitesinin anlamli olarak azaldig1 belirlendi (p<0.05). DN gelisen gruplara ip olarak
uygulanan 2 pg/kg ve 4 png/kg Metrnl’in, azalmis olan CAT aktivitesini anlamli olarak
arttirdig1 tespit edildi (p<0.05). Tespit edilen bu anlamli artisin doz bagimli olarak
gerceklestigi goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.6. Metrnl’in CAT enzim aktivitesi lizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal

Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler birbirinden farkli olup farkl

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihg1 gostermektedir, *%<4p<0.05)
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4.1.5. Metrnl’in MDA Seviyesi Uzerine Etkisi

Hayvanlarin pankreas dokular lizerinde yapilan analizler sonucu gruplarin MDA
seviyeleri Sekil 4.7’te gosterilmigtir. DN grubunda kontrole kiyasla MDA seviyesinin
anlaml olarak arttig1 belirlendi (p<0.05). DN gelisen gruplara ip olarak uygulanan 2
ng’kg ve 4 ng/kg Metrnl’in, artmis olan MDA diizeyini anlamli olarak azalttig1 tespit
edildi (p<0.05). Fakat tespit edilen bu anlamli azalmanin doz bagimli olmadigi goriildii

(p>0.05).

(2]

MDA Seviyesi (hmol/mg protein)
(98]

0 ‘
Kontrol

DN+Metrnl (2pg/kg) DN+Metrnl (4pg/kg)

Gruplar

Sekil 4.7. Metrnl’in MDA seviyesi lizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H

testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler birbirinden farkli olup farkl

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihgi gostermektedir, **p<0.05)
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4.1.6. Metrnl’in GSH Seviyesi Uzerine Etkisi

Hayvanlarin pankreas dokular {izerinde yapilan analizler sonucu gruplarin GSH
seviyeleri Sekil 4.8’te gosterilmistir. DN grubunda kontrole kiyasla GSH seviyesinin
anlaml olarak azaldig1 belirlendi (p<0.05). DN gelisen gruplara ip olarak uygulanan 2
ng/kg ve 4 pg/kg Metrnl’in, azalmis olan GSH diizeyini anlamli olarak arttirdigi tespit
edildi (p<0.05). Fakat tespit edilen bu anlaml artisin doz bagimli olmadig1 goriildii
(p>0.05).
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Sekil 4.8. Metrnl’in GSH seviyesi lizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H

testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler birbirinden farkli olup farkl

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihgi gostermektedir, **p<0.05)
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4.1.7. Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda pankreas doku drneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde
normal histolojik goriiniimde oldugu izlendi (Sekil 4.9.). Normal histolojik goriiniime
sahip pankreas lobiillerinin ince bag doku septalarla ayrildigi goézlendi. Asinus
hiicrelerinin normal piramidal yapida oldugu, Langerhans adaciklariin ise ¢esitli hiicre

gruplarindan olustugu tespit edildi.

Sekil 4.9. Kontrol grubunda pankreasin histolojik goriiniimii. (Histopatolojik hasarin olmadig1

gozlendi. Normal histolojik gériiniime sahip pankreas lobiilleri, septalari (A), Normal histolojik goriiniime

sahip asinus hiicreleri ve Langerhans adaciklar1 (B). A: H-E; X20, B: H-E; X40)

DN grubunda pankreas kesitlerinde histopatolojik degisiklikler ve belirgin
yaralanma goriildii. Bu degisiklikler vaskiiler konjesyon (Sekil 4.10A, C, E, F), asinus
yapilarinda ve Langerhans adaciklarinin yapisinda bozulma (Sekil 4.10B), inflamatuar
hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.10C), hemoraji (Sekil 4.10D), vakuolizasyon (Sekil 4.10E,
F), 6dem (Sekil 4.10E, F) oldugu gozlendi.
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Sekil 4.10. DN grubunda pankreasin histolojik goriiniimii. (Histopatolojik hasarin gok yiiksek

oldugu gozlendi. Vaskiiler konjesyon (siyah yildiz) (A, C, E, F). Asinus ve Langerhans adaciklarmin
yapisinda bozulma (siyah oklar) (B). inflamatuar hiicre infiltrasyonu (yesil ok) (C). Hemoraji (mavi y1ldiz)
(D). Vakuolizasyon (mavi oklar) ve Odem (beyaz oklar) (E, F). A, B: H-E; X20, C, D, E, F: H-E; X40.)
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Tedavi gruplarinda (DN+Metrnl 2 ug/kg ve DN+Metrnl 4 pg/kg) pankreas doku
orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde ise histopatolojik hasarin DN’ye kiyasla
azaldig1 ve bu azalmanin 6zellikle DN+Metrnl 4 pg/kg grubunda belirgin derecede
oldugu goriildii. DN+Metrnl 2pg/kg grubunda az miktarda vaskiiler konjesyon (Sekil
4.11A), az miktarda hemoraji (Sekil 4.11A) ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (Sekil
4.11B) oldugu tespit edildi. DN+Metrnl 4pg/kg grubunda ise hemoraji ve vaskiiler
konjesyonun olduk¢a azaldigi (Sekil 4.12A) ve asinus yapilar1 ile langerhans
adaciklarinin diistik doz grubuna gore daha diizenli goriiniime sahip oldugu belirlendi

(Sekil 4.12B).

Sekil 4.11. DN+Metrnl (2 pg/kg) grubunda pankreasin histolojik gériinlimii. (Histopatolojik

hasarin azaldig1 gozlendi. Az miktarda hemoraji (siyah ok) ve vaskiiler konjesyon (siyah yildiz) (A). Az
miktarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu (mavi ok) (B). A, B: H-E; X20.)

Sekil 4.12. DN+Metrnl (4 pg/kg) grubunda pankreasin histolojik gériintiimii. (Histopatolojik
hasarin belirgin derecede azaldig1 gozlendi. Az miktarda hemoraji ve vaskiiler konjesyon (A). Diizenli

goriiniime sahip asinus yapilari ve Langerhans adaciklari (B). A: H-E; X20, B: H-E; X40.)
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Tim gruplarda yapilan Kaspaz-3 immunreaktivite degerlendirilmesinde kontrol
grubunda immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 pozitif boyali hiicrelere rastlanmadi
(Sekil 4.13A). DN grubunda belirgin derecede yogun olarak boyanmis Kaspaz-3 pozitif
hiicreler tespit edildi (Sekil 4.13B). Tedavi gruplarinda ise Kaspaz-3 pozitif boyanmis
hiicrelerin sayisinda ve boyanma yogunlugunda belirgin derecede azalma oldugu
belirlendi (Sekil 4.13C, D). Bu immunreaktivitedeki azalmanin 6zellikle DN+Metrnl
4ng/kg grubunda belirgin derecede oldugu tespit edildi (Sekil 4.13D).

Sekil 4.13. Pankreas kesitlerinde Kaspaz-3'iin immiinohistokimyasal boyanmasi. (Kontrol
grubu (A), DN grubu (B), DN+Metrnl 2 pg/kg grubu (C), DN+Metrnl 4 pg/kg grubu (D). Kontrol grubunda
Kaspaz-3 pozitif boyali hiicreler goriilmedi. Pozitif boyali hiicre sayist DN+Metrnl gruplarinda DN grubuna
kiyasla azaldi. A, B, C, D: Kaspaz-3; X 40.)
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Histolojik inceleme sonucu elde edilen goriintiilerin histopatolojik hasar
skorlamasi Sekil 4.14’te sunulmustur. DN grubunda histopatolojik hasarin (2,55 £ 0,09)
kontrol grubuna (0,70 £ 0,09) gbre anlamli olarak arttig1 (p<0.05), tedavi gruplarinda ise
sirastyla 1,77 = 0,13 ve 1,38 £ 0,12 olan histopatolojik hasarin DN grubuna gore anlaml
olarak azaldigi belirlenmistir (p<0.05). Tedavi gruplarinda hasardaki bu azalmanin doz

bagimli olarak gerceklestigi goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 4.14. Histopatolojik hasar skoru. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi

kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar

arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir, *>%4p<0.05).
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4.2. In Vitro Calismalar

4.2.1. Metrnl’in Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkisi

DKG hiicreleri 24 saat YG’ye (45 mmol/L) maruz birakilarak DN’nin in vitro
modeli olusturuldu. Hiicre canliligin degerlendirilmesi i¢in YG’ye maruz birakilan
hiicrelere ¢esitli dozlarda Metrnl (1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200
ng/ml) uygulamasi yapildi. Metrnl’in hiicre canliligi {izerine etkisi Sekil 4.15°te
gosterilmistir. YG grubunda hiicre canliliginin (%47.01 £+ 4.81) kontrol grubuna kiyasla
(%100 £ 9.1) anlaml olarak azaldig1 belirlendi (p<0.05). Metrnl’in 1 ng/ml dozunda
hiicre canliliginda (%49.87 + 4.94) YG grubuna gore 6nemli bir farklilik olmadigi tespit
edildi (p>0.05). Metrnl’in diger dozlarinin uygulandigi gruplarda ise (5 ng/ml, 10 ng/ml,
50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml) sirastyla %58.97 + 5.02, %68.07 + 5.14, %76.49 + 8.81,
%78.15+9.11 ve %81.58 = 9.18 olan hiicre canliliginin YG’ye kars1 anlamli olarak arttig1
belirlendi (p<0.05). Bu artisin ise 5, 10 ve 50 ng/ml dozlarinda doz bagimli oldugu
goriildi (p<0.05).

120 -

100 —[

== e
2

15 .[
= 804 i
-

©

(§]

g

S 60 - b

I b .....

o L E2

L7 52 e

+ + + +

1 5 10 50 100 200

Metrnl - ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

Sekil 4.15. Metrnl’in DKG hiicrelerinde canlilik {izerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi

Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler birbirinden farkli

olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir, #>¢4°p<0.05)

68



4.2.1. Metrnl’in Hiicre Canhligina Yolak Uzerinden Etkisi

Metrnl’in, DKG’de YG ile indiiklenen DN’nin in vitro modelinde hiicre
canliligina etkisinin belirlenmesi sonucu canlilik oraninin yilizdesel degisimi dikkate
alinarak log(doz)-yanit egrisi olusturuldu. Metrnl’in etkin dozu logECso = 0.7419 (ECso
=5.519 ng/ml) olarak bulundu (Sekil 4.16).

ECso=5.519 ng/ml
logECs, = 0.7419
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Sekil 4.16. Metrnl’in hiicre canlilig1 iizerine log(doz)-yanit iliskisi grafigi. (1 ng/ml, 5 ng/ml,
10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml dozlar1 log olarak ifade edilmistir.)

JAK2/STAT3, PI3K, MAPK, PKA ve PKC inhibitorleri kullanilarak bu yolaklar
tizerinden Metrnl’in hiicre canlilig1 iizerine etkisi incelendi (Sekil 4.17). DKG
hiicrelerinde tek bagina Metrnl uygulamasinin (%104.01 + 8.98) kontrol grubuna kiyasla
(%100 = 9.21) hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige sebep olmadigi belirlendi
(p>0.05). YG uygulamasinin hiicre canliligin1 (%48.41 + 4.34) kontrole gére anlamli
olarak azalttig1 (p<0.05), YG ile birlikte Metrnl uygulandiginda ise canliligin (%61.07 +
4.97) YG grubuna kiyasla anlamli olarak arttig1 tespit edildi (p<0.05). Metrnl’in yolak
tizerinden canliliga etkisi i¢in kullanilan inhibitér gruplarinda, MAPK inhibitoriintin
kullanildig1 grupta hiicre canliliginin (%9.07 £ 4.35), YG+Metrnl grubuna goére anlaml
olarak azaldig1 belirlendi (p<0.05). Bu sonug¢, Metrnl’in YG ile indiiklenmis DKG
hiicrelerinde hiicre canlilif1 tizerine etkisini MAPK yolag iizerinden gerceklestirdigini

ifade etmektedir.
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Sekil 4.17. Metrnl’in DKG hiicrelerinde canliliga yolak iizerinden etkisi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Harfler
birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi gdstermektedir. “p<0.05;
kontrol grubuna kiyasla, °p<0.05; YG grubuna kiyasla, °p<0.05; YG+Metrnl grubuna kiyasla.)
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5. TARTISMA

Diyabet, prevalansi gittikce artan ciddi bir halk sagligir problemidir. Temelde
insiiline bagli olarak nitelendirilen diyabet metabolizmada ciddi komplikasyonlara
sebebiyet vermesi nedeniyle metabolik bir hastalik olarak tanimlanir. Bu
komplikasyonlarin viicut kan glukoz diizeylerindeki artis ile dokularin uzun siireli
hiperglisemiye maruz kalmasindan kaynaklandig1 bilinmektedir.

Endojen ve peptid yapili bir hormon olan Metrnl i¢in (10), sahip oldugu cesitli
fizyolojik etkiler sebebiyle adipomiyokin, hepatosit, miyosit, sitokin ve kardiyosit gibi
tanimlamalar yapilmistir. (11, 13, 135). Metrnl’in giiniimiizde arastirmacilar i¢in popiiler
bir ajan olmas1 temelde viicut agirligini arttirmadan insiilin direncini regiile ettigi i¢in
ozellikle Tip2 diyabet ve obezite icin terapotik bir aday olabilme ihtimali tasimasindan
kaynaklanmaktadir (9, 117). Yaptigimiz bu tez ¢calismasinda Metrnl’in in vivo ve in vitro
diyabet modelinde etkileri arastirildi. /n vivo olarak Metrnl’in, STZ ile indiiklenen
deneysel diyabet modelinde analjezik etkinligi, pankreas hasari, oksidatif stres ve kan
glukoz seviyeleri ile in vitro DKG ndéronlarinda hiicre canliligr ve kullandigi hiicresel
yolak incelendi.

Metrnl’in saglikli ve T2DM olusmus farelerde kan glukoz seviyesini diistirdiigii
ve glukoz toleransinmi diizenledigi ifade edilmistir (117). Biz de bu ¢alisma kapsaminda
STZ ile indiikledigimiz diyabetik farelerde yaptigimiz 14 giinliik ip Metrnl tedavisinin
hayvanlarin kan glukoz seviyesini anlamli olarak azalttig1 belirledik. Elde ettigimiz bu ilk
veri Metrnl’in literatiire paralel bir sekilde kan glukoz regiilasyonunu sagladigini
gostermektedir. Metrnl’in bu etkisini AMPK ve HDACS5 fosforilasyonu iizerinden
GLUT#4’1 etkilemesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Metabolik hastaliklar olarak ifade edilen diyabet, obezite ve ateroskleroz birbirleri
ile yak iliski icerisindedir. Ozellikle obezitede artan beden kitle indeksinin diyabetle
iliskisi rapor edilmistir (165). Bu iligskinin; bircok faktériin yani sira azalmis
mitokondriyal kiitle ve/veya fonksiyonla kendini gésteren mitokondriyal disfonksiyon ile
ilgili oldugu belirtilmistir (166). Mitokondriyal disfonksiyon, hem insiilin duyarliligim
azaltarak hem de B-hiicre fonksiyonunu tehlikeye atarak obeziteyi diyabete baglayan
bircok onemli kusurdan biri olarak karsimiza cikmaktadir. Ayrica mitokondriyal
fonksiyon ve disfonksiyonun, diyabetik néropatik ve inflamatuar agrida énemli roller

oynayabilecegi belirlenmistir. Diyabetik ndropati uzun siireli diyabet ile iliskili en yaygin
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komplikasyonlardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (167). Bunun sebebi diyabette
meydana gelen hiperglisemik durumlarin, hem schwann hiicre metabolik aktivitesinin
bozulmasina hem de miyelin dejenerasyonuna neden olmasidir (7). Bu defektler
sonucunda ise “somatosensoriyel sinir sisteminin bir lezyonu veya hastalifinin neden
oldugu agr1” olarak tanimlanan noropatik agri meydana gelmektedir (7, 8). Allodini ve
hiperaljezi ile seyreden noropatik agri, hastalarin giinliik aktivitelerini ve sosyal
yasamlarint ciddi sekilde sinirlamaktadir (168-170). Noropatik agri i¢in ¢ok sayida
farmakolojik ajan (trisiklik antidepresanlar, serotonin-norepinefrin geri alim inhibitorleri,
gabapentinoidler, opioidler vb.) kullanilmakta, ancak net bir tedavi saglanamamaktadir.
Tiim bu sebeplerden dolay1 diyabete ve sebep oldugu diyabetik noropatik agriya gereken
tibbi Onemin verilmesi ve yapilacak her tiirli ¢aligma ile de korunma ve tedavi
mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiyag¢ duyulmaktadir.

Diyabet kokenli noropatinin patofizyolojisini daha iyi anlayabilmek, tedavi
stratejilerini aydinlatmak ve DN gelisimini dnlemek icin in vivo deney modelleri biiyiik
Ooneme sahiptir (171). Bu nedenle, preklinik ¢alismalarda diyabet olusumunu incelemek
icin baz1 kimyasal ajanlar kullanilmaktadir. Bu kimyasal ajanlar arasinda, literatiirde
diyabet arastirmalarinda en yaygin olarak kullanilan STZ de bulunmaktadir ve bu tez
calismasinda kullanilmistir (172). STZ uygulanan kemirgenlerde termal hiperaljezi ve
mekanik allodini gelistigi bilinmektedir (173, 174). STZ ile indiiklenen diyabetik
periferal noropatinin patofizyolojisinde ©nemli rol oynayan faktorler arasinda
mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres bulunmaktadir (175). Bu bilgi 1s181inda,
mitokondri ile direkt iligskili ve mitokondri fonksiyonlarni diizenleyen bircok
farmakolojik ajan STZ ile olusturulan allodini {izerinde test edilmis ve edilmektedir.
Hiperaljezi ve allodini {izerine yapilan ¢alismalarda spor aktivitelerinin gecici analjeziye
yol acabilecegi ve akut agriy1r azaltabilecegi gosterilmistir (176). Ayrica, fiziksel
aktivitelerle aktive olan sinyal sistemlerinin insanlarda ve hayvanlarda kronik agri
yollarint diizenledigi bilinmektedir (177, 178). Bu baglamda fiziksel aktivite sirasinda
ekspre edilip diger dokularin fonksiyonunu etkileyen maddelerin salgilanmasina yol acan
PGC-1a dikkat ¢cekmektedir.

Yukarida bahsedilen tiim calismalardan anlasilmaktadir ki néropatik agrinin
tyilestirilmesinde, mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesi, ROS miktarinin azalmasi
ve egzersiz iligkili molekiiler diizenlemelerden sorumlu faktorler rol oynamaktadir. Biz
de bu tez calismasinda egzersiz ve soguga maruziyette artarak kas i¢ci PGC-1a ve UCP

ekspresyonlarini arttiran ve termojenezi uyararak mitokondriyal biyogenezde etkin bir rol
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oynadig1 diisiiniilen Metrnl’in diyabetik noropati ve noropatik agridaki etkinligi
sorguladik. Elde ettigimiz sonugclar ile ilk kez Metrnl’in, STZ indiiklii diyabetik néropati
olusturulmus farelerde termal hiperaljeziyi ve mekanik allodiniyi azalttigini belirledik.
Belirledigimiz bu analjezik etkinligin, noropatik agri patogenezinde yer alan ve fazla
glikozun sebep oldugu PKC yolu aktivasyonu ya da AGE’ler ile ¢esitli sinyal yolaklarinin
aktivasyonunun Metrnl tarafindan inhibe edilmesinden kaynaklanabilecegini
diistinmekteyiz. Diger taraftan mitokondriyal biyogenezin diizenleyicisi olan PGC-1a’nin
oksidatif stres Ttizerinden dolayli olarak néropatik agri patogenezini etkiledigi
bilinmektedir. ilging sekilde PGC-lo’min Metrnl tarafindan uyarilabildigi bilgisi,
Metrnl’in  bu analjezik etkinliginde PGC-la’nin rol oynayabilecegini de
distindiirmektedir.

Noropati gibi bazi hastalik veya patofizyolojik siireglerde viicutta reaktif oksijen
tiirlerinde artis goriinmektedir (175). Bu reaktif oksijen tiirleri lipid, DNA ve protein ile
etkilesime girerek oksidatif hasara neden olmaktadir (179). Oksidatif hasarda, iliskili
yollarin aktivasyonunun siirdiiriilmesinde PGC-1a 6nemli bir rol oynar. Olusan ROS’lara
detoksifiye edici enzimlerin aracilik etmesi i¢in gereklidir (180). Azalan PGC-la,
antioksidan enzimlerin ve proteinlerin yetenegini zayiflatir (181). PGC-1a ekspresyonu
ROS'u baskilar ve antioksidan enzim ekspresyonunu arttirir (182, 183). Ayrica PGC-1a
onemli antioksidan gen ekspresyonunu diizenleyerek inflamasyon sirasinda ROS {iretimi
ve bunun detoksifikasyonu arasindaki dengeyi gelistirir (184). PGC-1'in iskelet kasinda
GLUTH4 ekspresyonunda karacigerde ise glukoneogenezin diizenlenmesinde rol oynadigi
bildirilmistir (185, 186). Ayrica insiilin duyarliligimin bir gostergesi olan bazal insiilin
konsantrasyonlarinin, PGC-1 geninin bulundugu kromozom bdlgesine baglandigi rapor
edilmistir (187, 188). Bu sebeplerle obezite ve diyabet ile iligkili oldugu ifade edilmistir
(189). Literatiirde diyabette oksidatif parametrelerin degerlendirildigi ¢alismalara
bakildiginda, STZ indiiklii noropatik agrida lokal olarak hayvanlarin pengesinde MDA
diizeyinde artis oldugu belirlenmistir (190). Farkli bir ¢aligmada yine diyabetik sicanlarin
serum, DKG ve siyatik sinirinde MDA seviyesinde artis oldugu ifade edilmistir (191).
Cheng ve ekibinin yaptigi STZ-nikotinamid indiiksiyonlu diyabet ¢alismasinda SOD,
CAT ve GSH seviyesinin azaldig1 ortaya konmustur (192). Baska bir calismada ise
diyabetik sicanlarin serum, DKG ve siyatik sinirinde SOD ve CAT aktivitesinde azalma
oldugu ifade edilmistir (191). Biz de ¢alismamizda STZ ile indiikledigimiz diyabetik
noropati modelinde, oksidan parametre olarak pankreas dokusunda MDA seviyesinin DN

grubunda kontrole gore arttigini belirledik. Diyabet gelismis hayvanlarda MDA
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seviyelerindeki bu artig literatiir ile paralellik gostermektedir. Caligmamizda ayrica
farelerin pankreas CAT, GSH ve SOD seviyelerine bakilarak antioksidan parametreler
incelenmistir. Yine literatiirle uyumlu sekilde, DN grubunda kontrole gére CAT, SOD ve
GSH seviyelerinde azalma oldugu ortaya konmustur.

Insiilin duyarliliginin diizenlenmesinde oksidatif stresin rol oynadig1 bilinmektedir
(193). Peptid yapil1 bir hormon olan Metrnl’in de insiilin direncini regiile ettigi ve diyabet
ile iligkili oldugu belirtilmistir (9, 117). Bu baglamda STZ ile indiiklenen diyabetik
kardiyomiyopatide Metrnl blokaji ile oksidatif hasarin artti§i rapor edilmistir (138).
Yapilan bir bagka ¢alismada ise doksorubisinin kalpte sebep oldugu oksidatif hasar
sonucu MDA seviyesinin arttig1 iki onemli antioksidan enzim olan SOD ve CAT 1 ise
azaldig1, ancak bu durumun Metrnl asir1 ekspresyonu ile diizeldigi bildirmistir. Metrnl’in
bu etkilerini 6nemli bir kardiyoprotektif molekiil olarak tanimlanan ve oksidatif stres ile
apoptozun diizenlenmesinde hayati roller iistelenen SIRT1 araciligiyla gergeklestirmesi
oksidatif stres siirecinde Onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (194-196).
Calisgmamizdan elde ettigimiz veriler Metrnl’in diyabete bagli pankreas dokularindaki
azalmis olan CAT, SOD ve GSH diizeylerini artirdigi, artmis olan MDA seviyesini de
azalttig1 yoniindedir. Bulgularimiz literatiirle paralel olarak Metrnl’in oksidatif hasari
iyilestirdigi ve pankreas dokularinda antioksidan bir etkiye sahip oldugunu ilk defa
gostermistir. Pankreastaki Metrnl’in bu antioksidan etkisinin, kalpteki gibi SIRTI
araciligi ile ya da ikinci bir segenek olarak PGC-1a fosforilasyonunu arttirarak sagladigini
diisiinmekteyiz.

Hiicresel 6liimiin programlanmis bir tiirli olan apoptoz, normal hiicre geligsiminin
bir parcasidir, ancak asir1 apoptoz bircok hastaligin sebebi veya belirtisi olabilir (197).
Apoptoz, kaspaz enzimleri ve Bcl-2 ailesi gibi iki kritik protein ailesinin diizenlemesinde
onemli bir rol oynar. Bu durum yiiksek derecede diizenlenmis ve hiicresel 6z-intihar
programi olarak kabul edilir. Kaskad gorevi iistlendigi bilinen kaspaz enzimlerinden
kaspaz-3 bu ailenin 6nemli bir iiyesidir. (198, 199). Hipergliseminin dokularda asir1
apoptoza sebep oldugu bilinmektedir. B hiicre apoptozu iizerine Metrnl etkinliginin
incelendigi bir calismada beklenildigi gibi in vitro yiiksek glikozun ve in vivo modelde
hipergliseminin B hiicre apoptozuna sebep oldugu bildirilmistir (112). Metrnl tedavisinin,
yiiksek glukozun neden oldugu apoptozu ve kaspaz-3 ekspresyonunu hem in vivo hem in
vitro olarak iyilestirdigi gosterilmistir (112). Farkli bir ¢alismada ise Metrnl blokajinin
primer neonatal sigan kardiyomiyositlerinde YG’nin sebep oldugu apoptozu

siddetlendirdigi rapor edilmistir (138). Biz de calismamizda literatiirle paralel olarak
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diyabetik fare pankreasinda yaptigimiz histopatolojik kaspaz-3 boyamasinda DN
grubunda apoptozun kontrole gore oldukca fazla oldugunu rapor ettik. 14 giinliik Metrnl
tedavisinin ise bu apoptozu azalttifini tespit ettik. Ayrica pankreas dokusunda, STZ
indiiklii diyabette beklenildigi gibi asiniis ve langerhans biitiinliigiinde bozulma,
hemorajiler ve konjesyonlar goriilmiis olup Metrnl’in bu histopatolojik durumlari
tyilestirerek pankreas biitiinliigiinii korumaya yardimci oldugunu belirledik. Bu sonuglar
Metrnl’in B hiicre proliferasyonunu arttirarak inflamasyon yolaklar1 inhibisyonuyla ya da
kan glukoz miktarin1 azaltip hiicrelere asir1 glukoz girisini 6nlemesiyle apoptozu regiile
ettigini diistindiirmektedir.

DM kaynakli hipergliseminin neden oldugu i¢ veya dis stres karsisindaki DKG
hiicrelerinin hassasiyeti, ndrodejeneratif hastaliklarin gelisimine ve ilerlemesine katkida
bulunur (200). DM komplikasyonlarini incelemek i¢in genellikle hayvan deney modelleri
kullanilir, ancak son ilerlemeler, bu komplikasyonlarda farkli hiicre tipleri veya primer
hiicre kiiltiirii gibi in vitro modellerin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (201). Bu nedenle, in
vitro modellerin kullanimi, yontem pratikligi ve bir hastaligin patogenezinde 6nemli olan
cesitli faktorleri arastirmak ic¢in uygunlugu nedeniyle artmaktadir. DKG hiicreleri,
noronal toksisiteyi ve noropatiyi incelemek i¢in yapilan ¢alismalarda {istiin 6zelliklere
sahip oldugunu gostermistir. YG seviyelerinin bir¢ok hiicre tiiriinde hiicresel
fonksiyonlar1 bozarak ve hiicre apoptozunu tetikleyerek zararli etkilere sahip oldugu
bilinmektedir (202). YG’ye maruz birakilan DKG néronlari, in vitro diyabetik noropatiyi
arastirmak ic¢in en sik kullanilan modeldir. YG, artan ROS iiretimi ile iliskilendirilmis
olup DKG néronlarinin apoptozuna yol agar (203, 204). DKG néronlarinin apoptozunun
diyabetik duyusal néropatinin patogenezinde in vivo olarak yer aldig1 konusu tartismali
olsa da YG’nin noronlarda zararlit ROS olusturarak aksonal atrofi, demiyelinizasyon, sinir
liflerinin kayb1 ve sinir liflerinin yetersiz yenilenmesine neden olabildigi elde edilen
literatiir verileri arasindadir (204-206). Biz de ¢alismamizda YG ile muamele edilen
DKG’de Metrnl’in in vitro DN iizerine etkinligini inceledik. Yapilan bir ¢alismada izole
edilen DKG’ye Metrnl ve homologu Metrn farkli konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmis
ve norit biiylimesini tesvik ettigi rapor edilmistir (10). Biz de 6 farkli (1, 5, 10, 50, 100 ve
200 ng/ml) Metrnl konsantrasyonunu YG ile indiiklenen DKG’de hiicre sagkalimi
tizerinde test ettik. Elde ettigimiz sonuclar Metrnl’in, YG’nin sebep oldugu hiicre
Olimiinii geriye cevirip DKG noéronlarmin hiicre sagkalimii arttirdigini ilk defa
gostermektedir. Bu etki bize hiicre i¢i fazla glukoz aliminin Metrnl tarafindan

engellenmesiyle ortaya ¢iktigini diistindliirmektedir.
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Antiapoptotik, noroprotektif, termojenez, antioksidan ve insiilin direnci
regiilasyonu gibi bir¢ok fizyolojik etkiye sahip oldugu rapor edilen Metrnl’in bu etkilerini
cesitli hiicre i¢in sinyal yolaklari ile gosterdigi bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalar Metrnl’in
Ca*"-CaMKK2-AMPK-HDAC5-GLUT4-MAPK-TBC1D1 sinyal yolagiyla glukoz alimi
ve antidiyabetik etki (117), PPAR-y yoluyla insiilin duyarhiligmi (13, 110), AMPK-
mTOR-p70S6K  ve LKBI/AMPK/ULKI1/STING/TRAF2  yolaklariyla otofaji
reglilasyonu (138, 207), WNT/B-katenin yolagiyla B hiicre proliferasyonu (112),
PI3K/Akt/NF-kB, ERK ve MAPK yolagiyla anti-inflamatuar (131, 132), NLRP3/kaspaz-
1/GSDMD yolagiyla antipiroptotik etki (132), JAK-STAT3/MEK-ERK kinazlari
araciligiyla norotrofik etki (10), AKT/eNOS yolagiyla endotelyal anjiyogenezi (208),
cAMP/PKA/SIRT1 yolagiyla kardiyotoksisiteyi diizenlemeyi (196), STAT3/IGF-1
mekanizmasi yoluyla iskelet kasi onarimini (209), IL-4/IL-13, PGC-1a, PGC-1a04 ve
UCEP ile termojenezi ve enerji metabolizmasini etkiledigi gosterilmistir (12, 110). Biz de
calismamizda Metrnl’in DKG’de hiicre canliligini arttirmasini hangi yolak iizerinden
sagladigin1 sorguladik. Kullandigimiz 6 farkli (1, 5, 10, 50, 100 ve 200 ng/ml) Metrnl
konsantrasyonundan Doz-Yanit analizi yaparak ECso (5.51 ng/ml) degerini belirledik. Bu
etkin doz ile yaptigimiz MTT testleri sonucu Metrnl’in DKG’de hiicre sagkalimini
MAPK yolagini kullanarak gergeklestirdigini tespit ettik.

Ozetle, bu tez calismasinin sonuglart Metrnl’in YG ile indiiklenen diyabetik
noropatide in vitro olarak antiapoptotik ve noroprotektif bir etki gosterdigini ilk defa ifade
etmektedir. Ayrica STZ ile indiiklenen deneysel diyabet modeli olusturulmus farelerde
noropatik agr1 tizerine ilk kez hiperaljezi ve allodini iizerinde Metrnl’in analjezik bir
etkinlige sahip oldugunu gostermektedir. Sonug olarak bu ¢aligma DM nin uzun siireli ve
en yaygin komplikasyonu olan DN’nin ve ndropatik agrinin 6nlenmesinde ve tedavisinde

Metrnl’in terpatik bir aday olabilecegini diislindiiren kritik 6n kanitlar sunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda STZ ile indiiklenen deneysel diyabet modelinde gelisen
diyabetik ndropatinin pankreas dokusunda sebep oldugu oksidatif hasarin Metrnl tedavisi
ile iyilestigi ve bu iyilesmenin doz bagimli olarak gerceklestigini tespit ettik. Ek olarak
yine hipergliseminin neden oldugu pankreas biitiinliigii ile langerhans adaciklarindaki
bozulmanin Metrnl tedavisi ile diizeldigini, ortaya ¢ikan histopatolojik durumlarin
azaldigini belirledik. Bu azalmanin da yine doz bagimli olarak gerceklestigini tespit ettik.
Diyabetik noropatiye bagl sekillenen noropatik agrida Metrnl’in etkinliginin ilk defa
degerlendirildigi calismamizda Metrnl’in STZ’nin sebep oldugu termal hiperaljezi ve
olusturdugumuz diyabetik néropatinin in vitro modelinde de Metrnl’in néronlarda hiicre
sagkalimini arttirdigini ve bu etkiyi MAPK yolagini kullanarak gergeklestirdigini rapor
ettik.

Bulgularimiz Metrnl’in DN iizerinde oldukca etkin fizyolojik roller iistlenebilecek
bir hormon oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu bulgular mevcut literatiirde yer alan
Metrnl’in insiilin direncini ve oksidatif hasari azaltict etkilerinin oldugunu destekleyici
niteliktedir.

Cagimmizin en biiyiikk sorunlarindan olan diyabetin ve komplikasyonlarinin
Onlenebilmesi i¢in yeni ajan ve yontemlerin kesfedilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu
alanda yapilacak her ¢aligmanin olduke¢a kiymetli oldugu acgiktir. Calisma sonuglarimiz
literatiirde 6nemli bir eksikligi giderecek verilere sahip olup yeni ve daha ileri ¢aligmalar

i¢in 6nemli bir basamak teskil edecektir.
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