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1. OZET

Diyabetik noropati (DN) bozulmus glukoz metabolizmasi nedeniyle hem
merkezi hem periferik sinirleri etkileyen ve mitokondri disfonksiyonuna neden
olabilen multifaktoriyel bir hastaliktir. Ayrica DN, nosiseptif sinyallerin merkezi
sinir sistemine tasinmasinda baslica rol oynayan dorsal kok gangliyonu (DKG)
noronlarinin  fonksiyonlarinda degisiklik meydana getirmektedir. Noropatide
mitokondri kokenli olarak kesfedilen ilk peptit olan humaninin antiapoptotik
ozellik gosterdigi bilinmektedir. Ancak uzun siireli humanin uygulamasinin
DN’nin in vivo modelinde serum kaspaz 3 ve kaspaz 9 seviyesini, in vitro
modelinde hiicre canliligimi nasil ve hangi yolak {iizerinden etkiledigi
bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci, humaninin DN’nin in vivo ve in vitro
modellerinde apoptoz ve hiicre canliligi tizerine olasi etkilerini ve mekanizmasini
arastirmaktir.

DN’nin in vivo modelinde, diyabet olusumundan 21 giin sonra 15 giin
boyunca humanin (4 mg/kg, i.p.) uygulandi. Sonrasinda farelerin serum kaspaz 3
ve kaspaz 9 seviyeleri 6l¢iildii. DN’nin in vitro modeli, DKG ndronlarinin 24 saat
yiiksek glukoza (YG) (45 mmol/L) maruz birakilmasi ile gerceklestirildi.

DN’nin in vivo modelinde humaninin kaspaz 3 ve kaspaz 9 seviyelerini
anlamli 6lgiide azalttigi bulunmustur (p<0.05). DN’nin in vitro modelinde ise
humaninin (10 nM, 30 nM, 100 nM ve 300 nM) hiicre canliligin1 doz bagimli olarak
anlaml 6l¢iide arttirdig1 ve bu etkinin JAK2/STATS3 yolagi tizerinden oldugu tespit

edildi.



Sonu¢ olarak humaninin, DN’ye bagli gelisen apoptotik siireglerde ve
duyusal sinir hiicrelerinde hiicre canliligini1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve bu
etkiyi JAK2/STATS3 yolag: iizerinden gergeklestirdigi ilk defa bu tez caligmast ile
gosterilmistir. Bu tez galismasinin sonuglari humaninin énemli bir halk sagligi
sorunu olan diyabet sonucu ortaya ¢ikan DN’de terdpatik bir hedef olabilecegini

distindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Humanin, duyusal néronlar, hiicre canliligi, diyabetik

noropati



2. ABSTRACT

Investigation of Effect of Humanin on Cell Viability in The Model of

Experimental Diabetic Neuropathy

Diabetic neuropathy (DN) is a multifactorial disease that affects both central
and peripheral nerves due to impaired glucose metabolism and can cause
mitochondrial dysfunction. In addition, DN causes changes in the functions of
dorsal root ganglia (DRG) neurons, which play a major role in the transport of
nociceptive signals to the central nervous system. It is known that humanin, the first
peptide discovered to originate from mitochondria, has antiapoptotic properties in
neuropathy. However, it is not known how long-term humanin administration
affects serum caspase 3 and caspase 9 levels in the in vivo model of DN. It is also
not known how and through which pathway humanin affects cell viability in vitro
model of DN. The aim of this thesis is to investigate the possible effects and
mechanism of humanin on apoptosis and cell viability in in vivo and in vitro models
of DN.

In in vivo model of DN, humanin (4 mg/kg, i.p.) was administered for 15
days, 21 days after diabetes onset. Afterward, the serum caspase 3 and caspase 9
levels of the mice were measured. The in vitro model of DN was performed by
exposing DKG neurons to high glucose (HG) (45 mmol/L) for 24 hours.

Humanin was found to significantly reduce caspase 3 and caspase 9 levels

in in vivo model of DN (p<0.05). In in vitro model of DN, it was determined that



humanin (10 nM, 30 nM, 100 nM, and 300 nM) significantly increased cell viability
in a dose-dependent manner and this effect was via JAK2/STAT3 pathway.

As a result, it was shown for the first time in this thesis that humanin has a
protective effect on cell viability in DN-dependent apoptotic processes and sensory
nerve cells, and it exerts this effect through the JAK2/STAT3 pathway. The results
of this study suggest that humanin may be a therapeutic target in DN resulting from

diabetes, which is an important public health problem.

Keywords: Humanin, sensory neurons, cell viability, diabetic neuropathy



3. GIRIS

3.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), yiiksek kan glukoz seviyesi ile karakterize insan
yasamini tehdit eden hastaliklardan biridir (1). DM, insiilin hormonunun yeterli
miktarda tiretilmemesi ya da iiretilen insiilinin etkili bir sekilde kullanilamamasi
nedeniyle yiiksek kan glukoz seviyeleri sonucunda ortaya ¢ikan ciddi, kronik bir
hastaliktir (2, 3).

Kandaki glukoz seviyelerinin diizenlenmesi, insiilin ve glukagon salinimi
yoluyla hareket eden negatif bir geri besleme dongilisiine dayanir. Kandaki glukoz
seviyeleri yiiksek oldugunda, pankreastaki langerhans adaciginin B hiicreleri,
insiilini serbest birakmak icin tetiklenir. Insiilin, karacigere depolamas1 amaciyla
glukozu glikojene doniistiirmesi i¢in sinyal gonderir; ayn1 zamanda viicuttaki diger
hiicreleri (yag/iskelet kas1 hiicreleri) glukoz tasiyicisinin (GLUT4) hiicre yiizeyine
yer degistirmesiyle daha fazla glukoz almalar1 i¢in tetikler. Bu, dolasimdaki glukoz
konsantrasyonlarint normal seviyelere getirmeye yardimci olur. Kandaki glukoz
konsantrasyonu diisiik oldugunda, pankreasin o hiicreleri glukagon salgilamak igin
uyarilir. Glukagon, karacigere depolanmis glikojeni, homeostazi saglamak igin
kana salinan glukoza doniistlirmesi i¢in sinyal verir (4-6).

Kandaki glukoz aclik durumunda, beyin tarafindan kullanilmak iizere
insiiline bagimli olmadan karacier tarafindan saglanir. Insiilin, glukozun
depolanmasinin yani sira, glukagonun sekresyonunu da engeller ve karaciger
glukoz tiretiminde diisiise yol agan serum yag asitlerinin konsantrasyonunu disiiriir.

Viicutta yetersiz insiilin veya insiiline direng, hiicre i¢i hipoglisemi ve hiicre dis1



hiperglisemi ile sonuglanan dokularda glukoz aliminin azalmasina neden olur.
Hiicre i¢i hipoglisemi, diyabetik ketoasidoza (DKA), protein sentezini ve gama
globulinleri azaltan glukojenez ve glukoneogeneze neden olurken, hiicre dist
hiperglisemi, hiperglisemik koma ve ozmotik diereze yol acar (7).

DM diinya capinda 6nemli bir 6liim nedenidir. Kiiresel olarak, DM ilk 10
6lim nedeni arasinda yer almaktadir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun (IDF)
2021 yili verilerine gore 2000 yilindan bu yana prevalansi 3 kat artarak diinya
genelinde her 10 kisiden 1’1 (20-79 yas arasinda 537 milyon yetiskin) DM ile
yasamakta ve 2045 yilinda bu rakamin %46 artisgla 783 milyon olacagi
varsayllmaktadir. 2021 yilinda 20-79 yas arasinda 6,7 milyon yetiskinin DM ve
komplikasyonlari nedeniyle 61diigli ve bu da tiim nedenlerden kaynaklanan kiiresel
Olumlerin %12,2’sine denk gelmektedir. DM, son 15 yilda %316 artisla en az 966
milyar dolarlik saglik harcamalarina neden olmustur. DM ile yasayan insanlar, tibbi
bakim ihtiyacinin artmasina, yasam kalitesinin diigmesine, erken 6liime yol agan ve
yasami tehdit eden komplikasyonlar gelistirme riski altindadir. DM, uzun vadede
kontrol edilmezse, viicudun bircok organma zarar vererek kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH), sinir hasar1 (ndropati), bobrek hasar1 (nefropati), alt ekstremite
ampiitasyonu ve gorme kaybi ve hatta korliige neden olan goz rahatsizliklar: (esas
olarak retinay1 etkiler) gibi yasami tehdit eden saglik sorunlarina yol acgabilir.
Bununla birlikte, DM’nin uygun yonetimi saglanirsa, bu ciddi komplikasyonlar

geciktirilebilir veya tamamen Onlenebilir (3).



3.1.1. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi
DM uzun siireli hiperglisemiye yol agan bir grup hastalik i¢in kullanilan
genel bir terimdir. DM’nin siniflandirilmasinin temelini DM’nin farkli tiplerinin
gelisme mekanizmasindaki farkliliklar olusturmaktadir.
DM genel kategorilere etiyolojik ve klinik agidan su sekilde ayrilabilir:
1. Tip 1 DM (T1DM)
—  Immiin Aracil
—  Idiyopatik
2. Tip 2 DM (T2DM)
3. Gestasyonel DM (GDM)
4. Diger Spesifik Tipler
— B Hiicre Fonksiyonlarinin Genetik Defekti
—  Insiilin Etkisindeki Genetik Defektler
—  Pankreasin Ekzokrin Doku Hastaliklar
—  Endokrinopatiler
—  llag veya Kimyasal Ajanlar
—  Immun Aracilikli Nadir Diyabet Formlar1
—  Diyabetle Iliskili Genetik Sendromlar
—  Enfeksiyonlar
T1DM, onceden “insiiline bagimli DM” veya “juvenil baslangich DM”
olarak adlandirilan, tim DM vakalarinin %5-10'unu olusturur ve pankreas f3
hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmiin yikimindan kaynaklanir. Sonug olarak,
viicut ¢ok az insiilin liretir veya hig iiretmez. Bu yikici slirecin nedenleri tam olarak

anlagilamamistir, ancak genetik yatkinlik ve viral enfeksiyon gibi cevresel bir



tetikleyici kombinasyonunun otoimmiin reaksiyonu baglatmasi olarak agiklanabilir.
Durum her yasta gelisebilir, ancak T1DM'nin baslangict en sik ¢ocukluk ve erken
eriskinlik doneminde (<35 yas) ortaya ¢ikar (8—10). TIDM’nin tipik semptomlari
asir1 susama, sik idrara ¢ikma, yorgunluk hissi, siirekli aglik, ani kilo kaybi, bulanik
gorme ve DKA olarak listelenmistir. Bununla birlikte, asir1 susama (polidipsi), sik
idrara ¢ikma (poliiiri) ve kilo kayb1 gibi klasik klinik tablo mevcut olmayabilir ve
tan1 gecikebilir veya hatta tamamen atlanabilir (3).

T2DM, oOnceden “insiiline bagimli olmayan” veya “yetigskin baslangigli”
olarak adlandirilan, diinya ¢apinda en yaygin metabolik bozukluklardan biridir ve
gelisimine iki ana faktoriin bir kombinasyonu olan, pankreas B hiicreleri tarafindan
kusurlu insiilin sekresyonu ve insiiline duyarli dokularin insiiline yanit verememesi
neden olur (11). T2DM, T1DM’ne benzer semptomlara sahip olabilir, ancak genel
olarak semptomlar ¢ok daha hafif ve durum tamamen semptomsuz olabilir. Tani
uzun siire ertelenirse gérme bozuklugu, gec iyilesen alt ekstremite iilserleri, kalp
hastalig1 veya inme gibi komplikasyonlar taniya neden olabilir (12, 13). T2DM
nedenleri tam olarak anlasilamamuistir ancak asir1 kilo ve obezite, artan yas, etnik
koken ve aile Oykiisii ile gliglii bir baglant1 vardir. Obezite ve bozulmus glukoz
regiilasyonu, diyet ve egzersiz miidahaleleri ve daha az 6l¢iide farmakolojik tedavi
ile yonetilerek T2DM’nin 6nlenebilecegi gosterilmektedir (14, 15).

GDM, gebelik esnasinda spontane hipergliseminin gelistigi yaygin bir
gebelik komplikasyonudur (16). IDF tahminlerine gére, GDM diinya g¢apinda
gebeliklerin yaklasik %14'lnii etkiler ve bu da yillik yaklasik 18 milyon dogumu
temsil eder (17). GDM genellikle dogumla birlikte sonlanirken, annede T2DM ve

kardiyovaskiiler hastalik ve ¢cocukta gelecekteki obezite, kardiyovaskiiler hastalik,



T2DM ve/veya GDM i¢in artmis risk dahil olmak iizere uzun stireli saglik sonuglari
olabilir. Ne yazik ki, yasam tarzi1 miidahalesi (diyet ve egzersiz) ve bazen insiilin
tedavisi disinda GDM igin su anda yaygin olarak kabul edilen bir tedavi veya
Onleme stratejisi yoktur ve bu da genellikle mevcut olan insiilin direncinden dolay1

sadece smirl etkilidir (18).

3.1.2. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

DM birtakim komplikasyonlarla iligkili akut veya kronik donemde ciddi
saglik sorunlarina neden olmaktadir. Mortalite ile iligkili akut metabolik
komplikasyonlar arasinda istisnai olarak hiperglisemiden kaynaklanan DKA ve
hipogliseminin bir sonucu olarak koma yer alir (19). DKA, hiperglisemik
hiperosmolar durum (HHD), laktik asidoz (LLA) ve hipoglisemi DM’nin akut ve
potansiyel olarak yasami tehdit eden komplikasyonlaridir. DKA'ya dolasimdaki
cok diisiik insiilin seviyeleri ve buna eslik eden glukagon, katekolaminler, kortizol
ve biiylime hormonu gibi kars1 diizenleyici hormon seviyelerindeki artis neden olur.
Siklikla TIDM’1i kisilerde goriiliir (20). Hem HHD hem de DKA'nin altinda yatan
mekanizma, karst diizenleyici hormonlarin eszamanli yiikselmesiyle birlesen
dolagimdaki insiilinin etkisindeki azalmadir. HHD, glukoziiri ile iliskilidir ve su,
sodyum, potasyum ve diger elektrolitlerin kaybiyla birlikte ozmotik diiireze yol
acar. HHD'de insiilin seviyeleri, insiiline duyarli dokular tarafindan glukoz
kullanim1 i¢in yetersizdir ancak lipoliz ve ketogenezi dnlemek i¢in yeterlidir (21).
LA, asidozlu (pH <7.3) ve ketoasidozsuz 5.0 mEq/L'nin iizerinde laktik asit
yiikselmesinden olusur. Daha ¢ok T2DM’li kisileri etkiler. Hipoglisemi, DM

tedavisinin en sik goriilen, yasami tehdit eden akut komplikasyonudur. Coklu risk



faktorleri ve karmagik patofizyoloji ile karakterizedir. Beyin, keton cisimlerini de
kullanabilmesine ragmen, enerji i¢in siirekli bir glukoz kaynagina baghdir. Kiigiik
cocuklar ve ergenler hipoglisemi agisindan daha yiiksek risk altindadir ve
sonuclarin spektrumu hafif biligsel bozukluktan koma, nébet ve ani 6liime kadar
uzanir (22).

DM, kronik donemde hastalarin morbidite ve mortalitesine neden olan
vaskiiler komplikasyonlar gelistirme riskinin artmasiyla iligkilidir. Kotii glisemik
ve kan basinci kontrolii saglanamamasi, makrovaskiiler ve mikrovaskiiler veya her
ikisini birden etkileyen vaskiiler komplikasyonlara yol agar (19). Hem T1DM hem
de T2DM’de, ¢esitli genetik ve ¢evresel faktorler, klinik olarak hiperglisemi olarak
kendini gosteren [ hiicre fonksiyonunun ilerleyici kaybina neden olabilir.
Hiperglisemi meydana geldiginde, tim DM formlari olan hastalar, ilerleme oranlari
farkli olsa da ayni1 kronik komplikasyonlar1 gelistirme riski altindadir (23).

DM’li hastalarda DM olmayan hastalara kiyasla en az 10-20 kat
mikrovaskiiler ve 2-4 kat makrovaskiiler bozukluklarin goreceli riskinin, daha
yiiksek oldugu tahmin edilmistir (24). Dolasim sisteminin biiyiikk damarlarini
etkileyen makrovaskiiler komplikasyonlar, inme (serebrovaskiiler), koroner kalp
hastalig1 ve tlserasyon, kangren ve alt ekstremite ampiitasyonlarina yol agabilen
periferik damar hastalig1 insidansinin 2 ila 4 kat artmasina neden olabilir (25). Bu
makrovaskiiler komplikasyonlar, l6kositlerin arteriyel hasar bolgesine gociinii
igeren hizlandirilmis ateroskleroz formlaridir (26).

Kandaki yiiksek glukoz (YG) seviyesi ile karakterize bir durum olan
hiperglisemi, hem T1DM hem de T2DM nin karakteristik bir 6zelligidir. Ince ve

kronik dogast nedeniyle, hiperglisemi DM nin komplikasyonlarin gelismesinde
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anahtar bir rol oynar (27). DM’ye bagli komplikasyonlar, kan damarlarinda
herhangi bir hasar oldugunda ortaya c¢ikan mikro damar hastaligi ve genellikle
atardamar hasarina bagli olarak ortaya ¢ikan makro damar hastaligi olmak iizere
ikiye ayrilir. Bu tir DM’ nin komplikasyonunun patogenezinin altinda yatan
mekanizmanin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimiyle olusan oksidatif
stres oldugu bulunmustur (28). Oksidatif stresle birlikte mitokondrial
fonksiyonlarda bozulma meydana gelir (29).

Artan glukoz seviyeleri, oncelikle vaskiiler hiicreler, Schwann hiicreleri ve
periferik ve merkezi sinir sistemlerinin néronlar1 dahil olmak {izere glukoz alimini
diizenleme kapasitesi sinirli olan hiicreleri etkiler. Sonu¢ olarak, hiperglisemi,
retinopati, nefropati, hipertansiyon ve ndropati gibi bliylik oOl¢iide inatgi
komplikasyonlara yol acar. Kronik hipergliseminin neden oldugu baslica
mikrovaskiiler komplikasyonlarin, diyabetik nefropati, noropati, retinopati, ileri
glikasyon son iiriinlerinin (AGE'ler) tretimi, proinflamatuar bir mikro ortamin
yaratilmas1 ve oksidatif stresin indiiklenmesi gibi ¢esitli mekanizmalar oldugu
bilinmektedir. (30, 31). Hiperglisemiye bagli doku hasarinda lipid yapisinda ikinci-
aract diagil gliserol (DAG) sentezine bagli protein kinaz ¢ (PKC) aktivasyonu,
heksozamin yolaginin hizlanmasi, AGE olusumu ve poliol yolaginin hizlanmasi

gibi molekiiler mekanizmalar rol oynar.

3.2. Diyabetik Noropati
DN, DM’nin tiim uzun vadeli komplikasyonlar1 arasinda en yaygin olanidir
ve hastalarin yaklasik %60'inda bir tiir sinir hasar1 vardir (32, 33). DM sinir

hiicrelerinin kan perflizyonunun bozulmasi sonucu sinir hiicrelerinde islevsellikte
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azalmaya yol agip, kalici sinir hasarlariyla birlikte ndropatiye neden olabilir.
DN’nin klinik belirtileri uyusukluk, yanma ve karincalanma hissi ve inat¢1 agriy1
icerir. Karincalanma ve duyu kaybinin nedeni hasarli sinir uglaridir ve refleksler
genellikle 6nce ayaklarda goriiliir ve daha sonra diger bolgeleri etkilemek igin
yukari ¢ikar (34).

Artan glukoz seviyeleri, poliol ve heksozamin yolaklar1 yoluyla glukoz
metabolizmasina yol agar, bu da biiylik Ol¢lide devam eden sinir sistemi islev
bozukluguna neden olan mitokondriyal hasar nedeniyle sirasiyla artan ROS ve
enfeksiyon ile sonuglanir. Artan glukoz seviyeleri, AGE’leri iiretmek i¢in ¢ok
sayida yapisal ve fonksiyonel proteinin glikasyonuna yol agar. AGE'ler protein
fonksiyonunun degismesine veya kaybolmasina neden olur ve gen ekspresyonunu
ve hiicre i¢i sinyali degistirmek ve proinflamatuar molekiillerin ve serbest
radikallerin salimimimi tesvik etmek icin AGE'ye ozgii reseptdor (RAGE) ile
etkilesime girer (35). Paralel olarak, hiperlipidemiye yanit olarak B oksidasyon ile
katabolize edilen agir1 serbest yag asitleri, ROS iiretimi ve ardindan sitokin ve
kemokin tiretimi ile makrofaj aktivasyonu yoluyla sistemik ve lokal inflamasyon
yoluyla periferik sinir sistemine, 6zellikle Schwann hiicrelerine zarar verebilir (36,
37). DN’de diger lipidler periferik sinir sistemini olumsuz etkiler. Noronlarda
kolesteroliin oksisterollere oksidasyonu doku hasarina aracilik ederken, plazma
lipoproteinleri, 6zellikle diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL'ler) ROS tarafindan
oksitlenir ve oksitlenmis LDL reseptorii 1 (LOXT1), Toll benzeri reseptor 4 (TLR4)
ve RAGE'yi baglar (38-41). Oksitlenmis LDL'lerin bu reseptdrlere baglanmasi,

kaspaz 3 aktivasyonu ve niikleer DNA bozunmasi dahil olmak iizere, devam eden

12



ve ilerleyici sinir hasart ile ek inflamasyon ve ROS birikimine aracilik eden bir dizi

sinyallesme kaskad1 aktive eder (39, 41-43)(Sekil 1).
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Sekil 1. Diyabetik Noropatinin Patogenezi (Feldman ve ark.,, 2019°dan
degistirilerek alinmigtir)(44)

DM’li hastalarin yaklasik tigte ikisi klinik veya subklinik DN
komplikasyonuna sahiptir (45). Genellikle kronik hipergliseminin bir sonucu olarak
olusan bir asagi akis metabolik kaskadi, DM’li hastalarda periferik sinir
disfonksiyonuna yol acar. Kaskad, enzimlerin mevcudiyetinde kullanilmayan
glukozu metabolize eden poliol yolunun artan akisi yoluyla olusturulabilir ve bu
nedenle enzimatik olarak yonlendirilen bir yoldur. Sitokinlerin agir1 salinimi,

protein kinaz C’nin aktivasyonu ve hipergliseminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
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asir1 oksidatif stres de periferik sinir disfonksiyonu gelisiminin arkasindaki anahtar

ozelliklerdir (46).

3.2.2. Diyabetik Noropati ve Duyusal Sinir Hiicreleri

DM’nin sonucu olan hiperglisemi, DKG néronlarinda oksidatif stres, pH
dengesizligi gibi durumlara sebep olmaktadir (47—49). Nosisepsiyonla ilgili in vitro
hiicresel modellerde, DKG hiicreleri nosisepsiyonun hiicresel mekanizmasinin
aydinlatilmasi1 calismalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir (50, 51). Normal
kosularda DKG ndronlari spontane aksiyon potansiyeli olusturmazlar. Yapilan bazi
patch kenetleme caligsmalari, periferal sinir hasarini takiben DKG hiicrelerinde
uyarilabilirlikte artis oldugunu ve anormal spontane aktivite gosterdigini ortaya
koymustur (52-55). Primer ndronlarin 45mM diizeyinde YG’ye maruz kalmasi
ROS’nin olusumunu hizlandirarak once mitokondrial membran
hiperpolarizasyonuna sonra  mitokondrial membran depolarizasyonuna,
mitokondrial disfonksiyona, kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu ile noronal apoptoza sebep
olur (56).

Schwann hiicrelerinde, DKG noronlar1 ve aksonlarinda hem glukoz hem de
yag asitleri, glikoliz ve trikarboksilik asit dongiisii (glukoz) ve B oksidasyon (yag
asitleri) yoluyla NADH ve FADH: iiretir. Uzun zincirli yag asitleri, f oksidasyona
ugramak tiizere Schwann hiicrelerine tasindiginda, her B oksidasyon dongiisii,
NADH ve FADH; olusumu i¢in trikarboksilik asit dongiisiine taginan bir asetil KoA
molekiilii olusturur. Bununla birlikte, DM’de oldugu gibi substrat asir1 yliklenmesi
sirasinda, tagima sistemi doymus hale gelir ve asetii KoA molekiilleri

agilkarnitinlere donuistiiriiliir. Agilkarnitinlerin birikmesi hem Schwann hiicreleri
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hem de DKG noronlari i¢in toksiktir ve DN’de devam eden sinir sistemi hasarina
katkida bulunur. Birikmis acilkarnitinler, Schwann hiicrelerinden salmnir ve
Schwann hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyon ve uyumsuz bir entegre stres
tepkisi igerdigi one siiriilen aksonal dejenerasyonu indiikleyebilir (57). NADH ve
FADHa, oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP {iretmek i¢in mitokondride kompleks
I-IV yoluyla tasmir. Oksidatif fosforilasyonun bir yan {iriinii, siiperoksit dismutaz,
glutatyon ve katalaz gibi dogustan gelen hiicresel antioksidanlar tarafindan kolayca
noétralize edilen diisiik seviyelerde ROS iiretimidir (58—63). Bununla birlikte,
DM’de oldugu gibi asir1 substrat yiikii sirasinda, oksidatif fosforilasyon basarisiz
olur, bu da ATP iiretiminin kaybina ve artan ROS seviyelerine yol agar, bu da daha
sonra mitokondriyal yetmezlige ve Schwann hiicrelerinin ve DKG ndéronlarinin
metabolik ve oksidatif hasarma yol acar (64-66). Islevsiz mitokondri, yetersiz
enerji liretir ve aksonlar1 normal olarak agagi tasima yetenegini kaybederek aksonal

bozulmay1 ve yaralanmay1 daha da tesvik eder (67).

3.2.1. Deneysel Diyabetik Noropati Modelleri

DM nin tedavisi ve yonetimi giiniimiizde en ¢ok arastirilan ilgi alanlarindan
biridir. Deneysel modeller, metabolik bozuklugun altinda yatan farmakoloji ve
mekanizmalarin  incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. DM’nin
patogenezini ve retinopati, nefropati, kardiyomiyopati ve ndropati gibi
komplikasyonlarint agiklamak i¢in, bu hastaligin prevalansi ve komplikasyonu
diinya capinda arttigindan diyabetik modeller kilit bir rol oynamaktadir.

Hayvan modelleri DM patogenezini anlamada etkili bir rol oynar ve genel

olarak deneysel DM, hayvanlarda baslatilir (68, 69). Streptozotosin (STZ) ile
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indiiklenen diyabetik siganlar1 (70, 71), STZ ile indiiklenen diyabetik fareleri (72,
73), Cin hamsterlerini ve Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF)
sicanlarint (74, 75) igeren ¢esitli DN hayvan modelleri gelistirilmistir. Bu
modellerin her biri, insanlara kismen patolojik benzerlikleri, genetik
maniplilasyona ve/veya transgenik hayvanlarin liretilmesine yatkinliklari nedeniyle
belirli sorulart ele almak i¢in uygun sekilde kullanilmistir (76, 77). DN’nin
fizyolojik ve hiicresel ayrintilarint in vivo ¢aligmalar saglarken, mevcut sistem
karmagikligi, glukoz stresi altinda hiicre 6liimiine veya hayatta kalmasina karar
verebilecek kisa stireli molekiiler olaylarin ayrintilarini  gizlemektedir. Bu
problemlerin listesinden gelmek igin daha basit in vitro sistemlerin kullanilmasi
zorunludur (78-80). Giiglii etik gerekgelere ragmen, bu tiir ¢ok az in vitro model
gelistirilmistir. En yaygin olarak kullanilan in vitro modeller, DKG néronlarinin

birincil kiiltiirii ve néroblastom hiicre dizisidir (52, 80-85).

3.2.1.1. Diyabetik Noropatinin In Vivo Modeli

DM c¢alismalarin da kullanilan deney hayvani, genetik olarak diyabetik
hayvanlar, ¢esitli modeller ve deneysel DM’i indiikleme yontemlerine dayanan
diger modeller gibi li¢ tipte kategorize edilebilir (86). Deney hayvanlarinda
spontane yontemlerle veya kimyasal ajanlar kullanilarak DM gelistirilebilir (87).
Hayvan modelleri iki ana mekanizma ile gelistirilebilir, hastalik indiiksiyonu
(0rnegin, spesifik ilaglar kullanilarak) veya genetik manipiilasyon. Her ikisi de
hastalikla ilgili belirli mekanizmalarin analizini miimkiin kildiklari, hastaligin
patogenezini, ilerlemesini anlamak ve tahminde bulunmak i¢in 6énemlidir. TIDM

ve T2DM, viicut sistemlerinin karmagik entegrasyonunu yansitan metabolik
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bozukluklar oldugundan, farkli in vivo deneylerde kullanilacak dogru hayvan
modelini secerken dikkatli bir sekilde diisiintilmesi gerekir (88).

Deney hayvani olarak fareler, insan biyolojisini anlamamiza biiyiik
katkilarda bulunmustur (89). Fare modelleri, iki tlir arasindaki genetik homoloji
nedeniyle insan hastaliklarini incelemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir (90).
Deney hayvanlarinda DM olusturmak i¢in bazi kimyasallar kullanilmaktadir. Bu
tiir kimyasallara diyabetojenik ajanlar denir. Streptozotosin ve alloksan, parenteral
olarak uygulandiginda DM’yi indiikleyen yaygin olarak kullanilan kimyasal
ajanlardir (91). Hayvan tiirline ve uygulama yoluna bagli olarak, iki ilacin dozu
degisebilir (92). Alloksan (5,5-dihidroksil pirimi-din-2,4,6-trione) organik bir
bilesiktir ve onerilen iki olast mekanizma ile kimyasal olarak DM’yi indiiklemek
icin kullanilan sitotoksik bir glukoz analogudur. Alloksan, [ hiicresi pankreatik
glukoz sensorii olan genis glukokinaz kisitlamasi ile glukozun tetikledigi insiilin
emisyonunu spesifik olarak inhibe ettigi (93) ve ayrica alloksanin siiperoksit
radikalleri iireten bir redoks donglisti yaratarak, ROS olusumunu indiikledigi
bildirilmistir (94). Alloksan, dialiirik asindiriciya indirgenir ve daha sonra tekrar
alloksana okside edilerek, hidrojen peroksit olusturmak {izere dismutasyon
(stiperoksit dismutaz tarafindan) yasayan siiperoksit radikalleri meydana gelir; yan
tepkiler de benzer sekilde hidroksil radikalleri olusturabilir. Bu olduk¢a reaktif
oksijen tiirleri, apoptoza yol acan B hiicre DNA fragmantasyonuna neden olabilir
(93, 95, 96). Alloksan ayrica karaciger tarafindan alinirken, karacigerin
hiicrelerinden daha iiretken ROS koruma araglarina sahip oldugu (95) ve ayrica
ksenobiyotik biyotransformasyon ve eliminasyon i¢in ¢esitli mekanizmalara sahip

olduklar1 gerekcesiyle alloksan tarafindan yonlendirilen hepatotoksisite 6nemsiz
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veya gecersizdir. Alloksan ayrica bazik oksidasyonu ilerletir; SH siniflari, 6zellikle
glutatyon (GSH) bilesikleri, proteinler ve benzer sekilde hiicre ici kalsiyum
homeostazini diizensizlestirir ve suprafizyolojik kalsiyumun merkezilesmesine ve
sonug olarak hiicre hasarina neden olur (95, 96). Alloksan dozajlari, secilen sus ve
organizasyonun seyrine bagli olarak 50 ila 200 mg/kg (farelerde) ve 40 ila 200
mg/kg (kemirgenlerde) arasinda degisir (96).

Kimyasal olarak N-(metilnitrosokarbamoil)-o-d-glukozamin olarak bilinen
STZ, Streptomycetes achromogenes tarafindan {iretilen ve pankreatik B hiicreleri
tarafindan segici olarak alinarak yikimina neden olan antibakteriyel 6zelliklere
sahip dogal olarak olusan bir bilesiktir (97). Ayn1 zamanda alloksan gibi sitotoksik
bir glukoz analogudur (93). STZ, deney hayvanlarinda DM nin indiiklenmesi i¢in
en yaygin olarak kullanilan kimyasaldir (98). GLUT-2 tasiyici alimi yoluyla
pankreas P hiicrelerinde biriken, toksik bir glukoz ve bir N-asetil glukozamin
analoguna sahip bir nitroziire bilesigidir (99, 100). STZ, doza bagl olarak iki yolla
sicanlarda, farelerde ve tavsan ve kobay gibi diger hayvanlarda DM’yi indiikler
(101). Yiiksek dozda, STZ sitotoksik nitroziire bilesiklerinin normal bir fonksiyonu
olan alkalilestirici 6zelligi ile pankreas B hiicrelerini hedefler (102). Genel olarak,
nitroziire bilesikleri dogalar1 geregi lipofiliktir ve bu nedenle hiicreler tarafindan
kolayca alinir, ancak aksine, bir nitroziire bilesigi olan STZ, heksoz ikamesi
nedeniyle hidrofiliktir ve hiicreler tarafindan kolayca alinmaz. Bu nedenle STZ,
GLUT-2 adi verilen bir Glukoz tastyici proteini tarafindan B hiicrelerine tasinir
¢linkii STZ'nin kimyasal yapis1 glukoz parcasina benzer (103). Pankreasin f hiicresi
genellikle STZ'nin segici Ozelliklerine sahiptir ve bu nedenle kimyasal bilesik

pankreasin o hiicresini ve ekstra pankreas hiicrelerini saglam bir durumda tutar ve
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onu etkilemez (93). STZmin B hiicresi dahil pankreas hiicrelerinin higbirini
etkilemedigi durum insanlarda da aynidir (97). Genellikle ¢coklu maruziyet olarak
verilen diisiik dozlarda, STZ, glutamik asit dekarboksilaz enziminin salinimina
bagli olarak immiin ve inflamatuar yaniti1 indiikler (104). Bu immiin ve inflamatuar
yanit B hiicresinin yok edilmesine yardimcei olur ve 6zellikle pankreasin lenfositleri
ile inflamatuar infiltratlarla iligkili hiperglisemik durumun gelismesine yol agar
(104). Yiiksek dozda STZ uygulanmasinda, STZ'nin soliter bir kismi, intravendz
veya intraperitoneal (i.p.) yollarla farelere (100-200 mg/kg) veya c¢ok az insiilin
tiretimiyle veya hig insiilin iiretimi olmadan biiyiik pankreatik  hiicre yikim tireten
siganlara (35-65 mg/kg) yonlendirilir (105). Cesitli diisiik porsiyonlu STZ teknigi,
insiilini ilerletmek i¢in kiiciik dozlarm (20 ila 40 mg/kg/giin) bazi tanimlanmamis

zaman ¢ergevesine yonlendirilmesi gerektigini 6ne siirer (96, 106).

3.2.1.1. Diyabetik Noropatinin In Vitro Modeli

In vitro modeller, DN’nin patogenezinde ¢esitli molekiillerin karmasik
etkilesimini incelemek i¢in olduk¢a kullanishdir. DKG noéronlari, YG
konsantrasyonlar1 igeren ortamda kiiltlirlendiklerinde apoptoza ugradiklar
gosterilmistir (52). Ayrica bu in vitro model, mekanik sorulara cevap bulunmasina
da olanak saglar. Kiiltiire edilmis DKG noronlarini patolojik ve noéroprotektif
mekanizmalarin incelenmesi olanak saglamakta, canlidaki ndronlarin bu kosullarda
meydana gelen cevap degisikligini ¢ok iyi bir sekilde yansitmaktadir (54).
Inflamatuar faktérler DKG néronlarindaki hasarda 6zellikle agr1 verici ndropatide
onemli rol oynar. In vitro hiperglisemik deneyler i¢in kontrolsiiz DM hastalarinda

yaygin olan glukoz sevilerine uyacak sekilde 45 mM glukoz iceren YG ortami
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kullanilir (56, 83, 107). DKG noéronlarinin 24 saat YG’ye (45 mmol/L) maruz

kalmas1 DN’nin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir (80, 108—110).

3.3. Humanin

24 amino asitli bir peptit olan HN, ilk olarak 2001 y1linda Hashimoto ve ark.
tarafindan Alzheimer hastalig1 olan bir hastanin beyninin saglikli bir kismindan
alman dokularda cDNA kiitiiphanesi kullanilarak beynin etkilenmemis
bolgelerinde hayatta kalma faktorlerinin arastirilmast sirasinda kesfedilmistir.
Kesfedilen ilk mitokondri kaynakli peptit olan HN, Alzheimer hastaligi olan
hastalarin "insanligin1" geri kazanma potansiyeline dayanarak ismini almistir (111—
113). HN in vivo ve in vitro ¢alismalarla, hiicre sagkalimi, metabolizma, stresorlere
yanit ve inflamasyon iizerinde kanitlanmis antiapoptotik ve noroprotektif etkileri
olan kisa bir polipeptittir. Kesfedildiginden beri testis, kolon, hipotalamus, kalp,
karaciger, iskelet kasi, bobrek ve damar duvari gibi c¢ok cesitli dokularda
tanimlanmistir (114—118). HN seviyeleri plazmada, beyin omurilik sivisinda (BOS)
ve seminal sivida Olgiilebilir olup, dolasgimdaki HN seviyesine hangi doku veya
dokularin katkida bulundugu hala belirsizdir (116, 119—121). Yapilan c¢alismalar,
HN'nin dolagim seviyesinin yasa gore degistigini ve birgok patolojik durum i¢in
kritik bir biyobelirteg gorevi gorebilecegini ileri siirmektedir (122).

Rattin adli HN'ye homolog salgilanmis bir peptidi kodlayan bir sigan
cDNA's1 da tanimlanmuistir, bu da diger tiirlerde HN'nin varligin1 gosterir (123). HN
icin agik okuma cergevesi ile ayni veya benzer cDNA'lar bitkilerde, nematodlarda,
sicanlarda, farelerde ve diger tiirlerde bulunur (124). HN'nin mitokondri ile niikleer

genom arasinda hiicresel homeostazi ve biitiinliigii koruyan hayati bir iletisim siireci
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olan “geriye doniik sinyallesmenin” bir pargast oldugu varsayilmaktadir. Ca’*,
ROS, nitrik oksit (NO), karbon monoksit (CO) ve sitokrom c dahil ¢ok az geriye
doniik sinyal molekiilii ve yolu tanimlanmistir ve HN, diger mitokondriyal tiirevli

peptitlerin “habercisi” olarak bildirilmistir (125).

3.3.1. Humaninin Yapisi

HN, 75 bp acik okuma ¢ergevesi tarafindan kodlanan her birinin ayri iglevi
olan 24 veya 21 farkli amino asitten “Met-Ala-Pro- Arg-Gly-Phe-Ser-Cys-Leu-Leu-
Leu-Leu-Thr-Ser-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala” olusur (Sekil 2)
(126). HN, negatif yiiklii C-terminali (Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala), pozitif yliklii N-
terminali (Met-Ala-Pro-Arg) ve merkezi hidrofobik bolge (Gly-Phe-Ser-Cys-Leu-
Leu-Leu-Leu-Thr-Ser-Glu-Ile-Asp-Leu) dahil olmak {izere ii¢ bolge tasir (127).
HN, hiicresel strese yanit olarak {iretilen mitokondriyal tiirevli bir peptittir (128).
Insanda HN, mitokondri genomundaki 16S ribozomal RNA geni (MT-RNR2)
icinde bulunan HN olarak kiiciik gen peptidinden iretilir (129). HN peptidi,
mRNA's1 mitokondri i¢inde ¢evrildiginde 21 amino asit ve peptidi sitoplazmaya
hareket ettiginde 24 amino asit igerir. Bununla birlikte, HN'deki amino asitlerin
sayis1 translasyon bolgesine baghdir (128). Ancak, ¢evirinin tam yeri heniiz tam

olarak anlagilamamustir.
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Artmis Potansiyel Saglar &9 sekresyon O Fonksiyonu Bilinmiyor
‘r IGFBP3 Baglayici 52 Onemsiz
\; Apoptoz Koruma BIM, tBID ve Bax Baglayici

Sekil 2. Humanin peptidinin insandaki her amino asidin fonksiyonu ile temsil

edilen yapisi (Xiao ve ark., 2016’den degistirilerek alinmistir) (126)

HN-polipeptit zincirinin sekiz pozisyonundaki Cys'in antiapoptotik etkide
kritik bir amino asit oldugu, 19. konumda Pro'nun HN salgilanmasin1 etkili bir
sekilde kolaylastirabilecegini ve 3., 13. ve 14. konumlarda sirasiyla Pro-Thr-Ser'in
reseptor baglanmasina yardimci oldugu gosterilmistir (122, 130). HN'nin ikincil
yapisinin da spesifik amino asit dizilerine bagli oldugunu ve 7. konumdaki Ser ve
9. konumdaki Leu, noroprotektif fonksiyon sirasinda HN-polipeptit zincirinin
dimerinde veya oligomerinde kendi kendine kiimelesmeyi basarili bir sekilde
onledigi bildirilmistir (122). HN'nin 3 ila 19 arasindaki Pro kalintilarinin Ala-
tarama analizi, Cys8, Leul2, Pro3, Leu9, Prol9, Serl4 ve Thr13'in HN'nin
noroprotektif etkileri i¢in ¢ok dnemli kalintilar olarak listelendigi gézlemlenmistir.
Bulgular ayrica bu kalintilarin Ala (polar olmayan amino asit) ile ikamesinin HN
konfigiirasyonunu etkilemedigini, bununla birlikte, Serl4'lin Gly ile ikame
edilmesi, HN'nin yapisal esnekliginden kaynaklanabilecek olan HN'nin
noroprotektif aktivitesini dnemli dl¢lide arttirdigini bildirmistir (113, 131).

HN'nin kendisi bir¢ok dokuda hiicre Oliimiinii korumada Onemli
goriinmektedir (129). HN, hiicresel membranlara baglanan hiicrelerden salgilanir

ve ayrica plazmada bulunur (125). HN mekanizmasini ya membran trimerik
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reseptorleri ile ya da insiilin benzeri biiyiime faktorleriyle (IGF)/formil peptit
reseptorii 1 (FPRLI1)/siliyer norotrofik faktor reseptor o (CNTRFR)/sitokin
reseptor WSX-1/heterotrimerik transmembran gp130 dahil olmak {izere hiicre i¢i
reseptorleri ile ¢esitli hastaliklarda antiapoptotik aktiviteleri indiikleyerek, oksidatif
stresi, hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek ve insiilin duyarliligini arttirarak hiicre

hayatta kalabilme kabiliyetini diizenlemek i¢in kullanir (127).

3.3.2. Humaninin Etki Mekanizmasi

HN hem hiicre i¢i molekiillere hem de varsayilan hiicre zar1 reseptorlerine
baglanarak cesitli islevlerini gerceklestirir (Sekil 3) (132). HN, sitokin reseptorii
WSX-1, heterotrimerik transmembran gpl130 ve CNTFR-a’dan olusan trimerik
reseptorlere baglanir. HN, formil peptit reseptorii 2'nin (FPRL-2) bir agonist
peptididir (133—-136). HN ayrica, WSX-1/gp130/CNTFR'ye dahil olan ve WSX-1
ve gp130'un hiicre i¢i alanlarinda heterodimerizasyonu indiikleyen ve sonucta Janus
Kinaz 2 (JAK2), Mitojenle Aktive Olan Protein Kinazlar (MAPK), c-Jun N-
Terminal Kinaz (JNK) ve Sinyal Doéniistiiriicii ve Transkripsiyon 3 Aktivatori
(STAT3) yollar1 araciligiyla HN sinyallerine aracilik eden reseptorlerle etkilesime
girer. Dimerize STATS3, sitoprotektif etki uygulamak i¢in gen ekspresyonunu
diizenledigi cekirdege hareket eder. HN'min sitoprotektif islevini, B-Hiicreli
Lenfoma 2 (BCL-2) protein ailesinin hiicre i¢i lokalizasyonuna aracilik ederek
intrinsik veya mitokondriyal apoptotik yolu diizenleyerek gosterdigi bildirilmistir.
HN, BCL-2 ekspresyonunu yukari regiile eder ve apoptozu inhibe etmek i¢in BCL-

2 ile iliskili X apoptoz diizenleyicisi (BAX) ekspresyonunu baskilar (122, 136).
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Ayrica, HN, BID ve BAX gibi diger BCL-2 protein ailesi iiyeleri ile etkilesime
girebilir ve apoptozom iiretimini baskilamak ve mitokondride kaspaz-3

ekspresyonunu tesvik etmek icin translokasyonlarini diizenler (137).

Sekil 3. Humanin Sinyal Yollar1 (Gong ve ark., 2014) (132)

HN mitokondriyal genomdan tanimlanan yeni bir sinyal molekiilii sinifinin
ilk iiyesidir. Baslangigta, HN noéroprotektif bir molekiil olarak kabul edildi, ancak
daha sonra HN'nin biiylime hormonu, kanser ve beyin ile ilgili hastaliklar gibi
cesitli hastaliklarda apoptoz dahil olmak {izere birgok yolu diizenledigi fark
edilmistir (126). Sicanlar iizerinde yapilan ¢alismada, kesin olarak antiapoptotik

aktiviteler gosteren mitokondride HN translasyonunun gerceklestirildigi ortaya
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koyulmustur (138). HN’nin ndroprotektif islevi i¢in 3 ila 19 arasindaki kalintilarin
temel alan veya cekirdek alan oldugu ve bu bolgenin dogrudan Amiloid B proteini
(AP) ile baglandigin1 ve kendi kendine kiimelesmeyi dnledigini gézlemlenmistir
(139). AP (39-43 amino asit) oligomerinin toplanmasi, Alzheimer hastalig1 gibi
noronla iligkili hastaliklarin patojenik siirecinde, ndronal hiicre oliimiinii ve
ardindan hafiza kaybin1 destekleyen ¢ok 6nemli bir asamadir (140). HN ve Gly14-
HN (HNG) gibi tiirevleri, uzaysal bellek korumasinda énemli 6l¢iide néroprotektif
bir etki goOstermis ve tirozin kinazlar1 aktive ederek STAT3 yolunu AP
bozulmasindan korumustur (141).

Fizyolojik kosullar altinda HN; bobrek, iskelet kaslari, beyin, kalp ve
karaciger dahil olmak iizere bir¢ok organdaki dokular tarafindan tiretilir (142—145).
HN hiicreler tarafindan endojen iiretiminden sonra kan dolasimina salgilanir ve
hedef hiicrelere tasinir (144). Endojen HN viicuttaki birka¢ doku tarafindan dogal
olarak iiretildiginden, bu HN’ nin c¢esitli hiicrelerde diger sentetik ilaglara kiyasla
daha az yan etkiyle hareket etmesine izin verebilir. HN kardiyak hasar,
ndrodejenerasyon ve DM dahil olmak iizere cesitli patolojik durumlarda hiicresel
apoptoza kars1 koruyucu etkiler gostermektedir (111, 113, 146, 147). Apoptoz,
ndronlar, erkek germ hiicreleri ve lenfositler gibi bir¢ok hiicre dizisinde 6liimiin en
onemli nedenidir (148,149).

Apoptozun ic¢sel veya mitokondriyal yolu, esas olarak BCL-2 protein
ailesinin tiyeleri tarafindan diizenlenir (150). Bir BCL-2 protein ailesi hem
proapoptotik hem de antiapoptotik iiyeler icerir. BCL-2 ailesinin {iyeleri genellikle
apoptoza katilimlarina ve farkli BCL-2 homoloji (BH) alanlarinin varligina gore

diizenlenir. BH, BCL-2 aile {iyelerinin etkilesimlerinin antiapoptotik ve
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proapoptotik islevleri kolaylastirmasini saglar (151). Genel olarak, BCL-2 protein
ailesi, proapoptotik (BID, BIM, BAD ve BMF), antiapoptotik (BCL-XL, BCL-W,
BCL-B, MCL-1 ve MCL-1L) ve gozenek olusturan infaz proteinler (BAX, BAK ve
BOK) dahil olmak {izere {i¢ ana alt ailede siiflandirilir. Sadece proapoptotik ve
antiapoptotik alt gruplar genellikle apoptoz diizenlenmesinde yer alir ve infazci
proteinler sadece gozenek olusumunun aktivasyonuna katilir (151, 152). Dikkatli
diizenleme, bir hiicrenin yasamla 6liim arasindaki kaderini belirler (153, 154).
BCL-2 patolojileri, apoptozun yanlis diizenlendigi hastalik durumlari i¢in biiyiik
onem tagimaktadir (153, 155). Hiicre 6liimiiniin i¢sel apoptotik yolunu indiiklemek
i¢in, proapoptotik BCL-2 homoloji alan1 (BHD) proteinleri, apoptoz ile sonuglanan
mitokondriyal dis zar gecirgenligini (MOMP) tetiklemek icin yalnizca BH3 alanmi
(BOD) proteinleri ile etkilesime girer (153, 156). HN, BCL-2 protein ailesinin
ekspresyonunu ve hiicre i¢i translokasyonunu modiile ederek igsel bir
mitokondriyal mekanizma yoluyla antiapoptotik etki uygular. HN analoglari, BCL-
2 ekspresyonunu yukari regiile etmek i¢in proapoptotik protein, yani BAX ile
etkilesime girebilir (137, 157). HN, sitoplazmada BAX ve tBID'ye etkili bir sekilde
baglanabilir ve proapoptotik BCL-2 proteinleri tarafindan kolaylastirilan gdzenek
olusumunu engelleyen mitokondriyal membran boyunca translokasyonu
onleyebilir. HN bu proteinleri zardan disar1 ¢ikaramasa da zara bagli BAX veya
tBID ile HN etkilesimi, sitozolik BAX'in ek alimin1 bozar. BAX, i¢sel apoptoz
yolunu baglatmak i¢in kritik bir faktordiir. Bir ¢alisma, HN'nin apoptozu dnlemek
icin mitokondrinin dig zarinda BAX'!n yer degistirmesini bloke ettigini ortaya
koydu, ancak molekiiler mekanizma hala bilinmiyor (158). Son zamanlarda, bir in

vitro ¢alisma, BAX ve HN'nin ikincil ve {i¢iinciil yapisal yeniden diizenlemelere
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ugradigimi ve lifler olusturdugunu gostermistir. Bir ¢alisma ayrica, fibrilasyon
stirecinin, BAX''n MOMP’1 baslatmasin1 ve hiicreleri apoptoza maruz birakmasini
onleyen HN'nin antiapoptotik Ozelliklerindeki degisikliklere ugradigini ortaya
koymustur (159). HN ayrica, sitokrom ¢ ve diger kaspaz aktive edici faktorlerin
mitokondriyal gecirgenlik gecgis gozenegi (mPTP) tarafindan diizenlenen
sitoplazmaya salinmasini destekleyen tBID tarafindan indiiklenen bir membranda
BAX oligomerizasyonunu onler (158, 160, 161). Sitokrom ¢ ve diger kaspaz
faktorlerinin salinimi, sitoplazmada “apoptozom” olarak adlandirilan bir kompleks
olusturur ve kaspaz 9 gibi yeni bir kaspaz aktive eder. Bu kaspaz 9, apoptoza bagh
efektdr kaspazlar1 daha da aktive eder (162). Intrinsik apoptotik yola benzer sekilde,
HN ayrica hiicre dis1 reseptorler (gp130, WSX-1, CNTFR ve FPLR-1) yoluyla bir
antiapoptotik etki gosterebilir ve bu daha sonra BCL-2 ailesinin proteinlerinin
ekspresyonunu modiile eder. HN sitoprotektif etkisini hiicre yiizeyindeki FPRL1 ve
trimerik kompleks reseptorii gibi baglayici reseptorler aracilifiyla hiicre dist
bosluktan gosterir. HN, ERK1/2 sinyal yolu boyunca asagi akis sinyalizasyon
kaskadin1 aktive eden ve daha sonra hiicre sagkalimini iyilestiren bir antiapoptotik
etkiye yol agan FPRL1 ile baglanir (132). Bir trimerik reseptdr, CNTFR-0, WSX-
1 ve glikoprotein 130 kDa (gp130) alt birimleri (122, 144, 163, 164) i¢in reseptor
dahil olmak iizere farkl alt birimlerden olusur. Reseptorlerin trimerizasyonu, daha
sonra STAT aktivatorlerini aktive eden JAK1 ve JAK2 aktivasyonunu indiikler.
Dimerize STAT'ler, hiicrenin hayatta kalmasi sirasinda transkripsiyonun

diizenlenmesine yardimci olduklari ¢ekirdege yer degistirir (137).
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3.3.2. Humanin ve Diabetes Mellitus

HN, DM’de B hiicresi apoptozunda koruyucu bir rolii temsil eden, in vitro
ve in vivo ¢aligmalarda glukoz toleransini iyilestiren yeni bir sitoprotektif hormon
olarak kabul edilir (143, 165, 166). Pankreas [ hiicreleri disfonksiyonu, DM
patofizyolojisinde kilit rol oynayan en 6nemli faktorlerden biridir. YG seviyesi
hiicre apoptozunu ve insiilin sekresyonu bozukluklarini indiikler (167).
hiicrelerinin apoptozu, T1DM’nin patogenezi ve tedavisi i¢in hayati 6nem tasiyan
birincil hiicre 6liimii tipidir (168). Kwon ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada,
sistemik HN uygulamasinin, obez olmayan diyabetik farelerde B hiicre apoptozunu
ve P hiicre iltihabinm1 inhibe ettiini ve DM nin patolojik ilerlemesini geciktirdigi
gosterilmistir (143). Bir baska calismada, HN'nin glukoz toleransini etkin bir
sekilde kontrol ettigini, obez olmayan diyabetik farelerde DM nin baslamasini 20
hafta boyunca geciktirdigini ve sitokin tarafindan indiiklenen in vitro B hiicrelerinde
apoptozu inhibe ettigini gozlemlenmistir (168). HN'nin, monosit THP-1
hiicrelerinin insan umbilikal endotel hiicrelerine (HUVEC'ler) yiiksek glukoz
kaynakli etkilenmesini etkileyici bir sekilde dnleyerek hiperglisemiyi engelledigini
ve ayrica hiperglisemi ile iligkili endotel disfonksiyonunu tedavi etmek i¢in yiiksek
glukoz kaynakli interlokin-1p (IL-1B) ve tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) salgisin
basartyla bloke ettigi bildirilmistir  (169). Muzumdar ve ark. HN'nin
intraserebroventrikiiler uygulamasinin, karaciger dahil olmak tizere farkli viicut
organlarinda insiilin duyarliligint énemli dlgiide destekledigini ve bunun da yag
asidi metabolizmasini ve Akt sinyal yolunu indiikleyerek hepatik glukoz tiretiminin
azalmasina neden oldugunu bildirmistir (146). Etki mekanizmasinin

degerlendirilmesi, HN'nin insiilin duyarlilagtiric1 etkisi i¢in hipotalamik STAT
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aktivasyonunun gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Hipotalamusta STAT
sinyalizasyonu ve aktivasyonunun DM ve DM’nin komplikasyonlarinin

tedavisinde merkezi rol oynadig: iyi bilinmektedir (128, 146, 168).

3.4. Tez Calismasinin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, “mitokondri kaynakli bir peptit olan ve apoptoz,
hiicre sagkalimi, oksidatif stres gibi birgok biyolojik siire¢te onemli rol oynayan
HN’nin, DM kaynakl1 hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres ve hiicre
Oliimiiniin sebep oldugu DN’nin in vivo modelinde serum kaspaz 3 ve kaspaz 9
seviyeleri ile DN’nin in vitro modelinde hiicre canlilig1 lizerine etkisi nelerdir ve
hangi yolak tizerinden gerceklestirmektedir?” aragtirma sorusuna yanit aramaktir.

Bu tez ¢aligsmasinin hipotezi ise antiapoptotik ve noroprotektif etkileri olan
HN’nin STZ ile DM indiiklenerek olusturulan DN’nin in vivo modelinde apoptozis
ile iligkili olan artmis serum kaspaz 3 ve serum kaspaz 9 seviyelerini diisiirecegi,
DN’nin in vitro modelinde ise DKG hiicrelerinde hiicre canliligin1 koruyacagi ve

bunu JAK2/STATS3 yolag: araciligi ile gergeklestirecegi yoniindedir.
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4. GEREC VE YONTEM

Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 20.03.2019
tarih ve 2019/06 say1l1 69 no’lu karar1 geregince etik yonden uygun bulunarak Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Laboratuvari ve Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapilds.
Calismanin biitgesi 119R084 no’lu Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma

Kurumu (TUBITAK) tarafindan karsilandu.

4.1. Deney Plam

Bu tez ¢alismasinda HN’nin hiicre canliligina etkinligini incelemek icin
DN’nin in vivo ve in vitro modelleri olusturuldu. In vivo model i¢in 40 erkek, 6-8
haftalik, Balb/C fare randomize bir sekilde 4 gruba ayrildi; kontrol, HN (4 mg/kg),
STZ, STZ+HN (4 mg/kg) (n=10). STZ ve STZ+HN gruplarma tek doz STZ (150
mg/kg, i.p.) enjeksiyonu yapildi. STZ enjeksiyonu ile DM indiiklenen fareler 21
giin sonra DN olusup olusmadigini belirlemek i¢in nosiseptif davraniglari testlerine
tabi tutuldu. DN gelisimi gdzlemlendikten sonra 15 giin boyunca giinde 1 kez
STZ+HN grubundaki farelere HN (AnaSpec, Inc., Fremont, CA) (4 mg/kg, 1.p.)
enjeksiyonu ve STZ grubundaki farelere HN’nin c¢oziiciisii olan PBS (i.p.)
enjeksiyonu yapildi. Son enjeksiyondan 1 saat sonra fareler dekapite edildi. HN
grubundaki saglikli farelere tek sefer HN enjeksiyonu yapildiktan 1 saat sonra
fareler dekapite edildi. Dekapite edilen hayvanlarin kanlar1 alinip santrifiij edilerek
deneylerde kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. HN’nin apoptoz

tizerine etkinligi incelemek i¢in Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
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yontemi ile deney sonunda farelerden alinan serum numunelerinde kaspaz 3 ve
kaspaz 9 seviyeleri 6l¢iildii.

HN’nin DN’nin in vitro modelinde hiire canlilifi tizerine etkinligini
incelemek i¢in 1-2 giinliikk Wistar (n=20) cinsi siganlar kullanildi Dekapitasyon
sonrast DKG’lar1 diseke edildi. Enzimatik ve mekanik islemlerle DKG néronlari
izole edilerek tek hiicrelere ayrigtirildi. Izole edilerek ayristirilan bu sinir hiicreleri,
ylizeyi 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 inkiibatorde (Heracell, Heraus, Almanya) hiicre canliliginin
degerlendirilmesinde kullanilincaya kadar inkiibe edildi. Primer hiicre kiiltiirii
yapilarak hazirlanan DKG hiicreleri 24 saat siireyle YG’ye (45 mmol/L) maruz
birakilarak DN’nin in vitro modeli olusturuldu. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
HN’nin farkli dozlarmin hiicre canlili1 tizerine etkisi farkli giinlerde en az 10 kez
tekrarlanarak; kontrol, HN, YG, YG+HN-10 nM, YG+HN-30 nM, YG+HN-100
nM ve YG+HN-300 nM gruplarinda MTT yontemi ile degerlendirildi. Ayrica
HN’nin yolak iizerinden DN’nin in vitro modeli olusturulan DKG hiicrelerinde
farkli glinlerde 10 kez tekrarlanarak; kontrol, HN, YG, YG+HN, YG+HN+WP,
YG+HN+LY, YG+HN+U ve YG+HN+CH gruplarinda MTT analizi ile hiicre

canliligina etkisi de degerlendirildi (Sekil 4).
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Sekil 4. Calisma Akis Diyagrami

4.2. Diyabetik Noropatinin In Vivo Modeli
4.2.1. Deney Hayvanlari
40 yetiskin erkek Balb/C fare, 6-8 haftalik, 25-30 g agirliginda, Firat

Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM) temin edildi. Hayvanlar
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kafeslerde en fazla beserli gruplar halinde, 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde,
sabit sicaklik (23 = 2 °C) ve nemde (60 + %)5), ad libitum su ve standart pellet
halindeki fare yemleri ile beslenerek standart laboratuvar kosullari altinda tutuldu.

Hayvanlar ortam kosullarina alistirildiktan 7 giin sonra randomize sekilde 4

gruba ayrildi; Kontrol, HN (4 mg/kg), STZ ve STZ+HN (4 mg/kg) (n=10, her

grupta).

4.2.2. Streptozotosin-Indiiklii Farelerde Diyabetik Noropati Modeli
Calismaya baslamadan tiim hayvanlarin agirliklari ve kan glukoz seviyeleri
Ol¢iildii. STZ (Sigma, Steinheim, Almanya) 0.4 mL (0.1 M) Na-sitrat tamponu (pH
4.5) icinde ¢oziildii. 8 saat dncesinde onlerinden yemleri alinan hayvanlarin kuyruk
veninden alinan kan ile dl¢iilen aglik kan glukoz seviyesi normoglisemik (kan
glukoz seviyesi 70-110 mg/dL arasinda) oldugu belirlenen hayvanlara tek doz
olacak sekilde 150 mg/kg STZ (i.p.) enjeksiyonu yapildi. Ug giin sonra farelerin
tekrar aclik kan glukoz seviyeleri manuel glukometre (Optima, Tayvan) ile dl¢iildii.
Kan glukozu dl¢limleri sabah saat 08.00°de yapildi. Farelerin kuyruk veninden
alinan kanda glukoz diizeyi 250 mg/dL nin iizerinde olanlar ¢alismaya dahil edildi.
Ayrica, hayvanlarin genel saglik durumlaria dikkat edilerek; viicut agirliginda
%10°dan fazla kayip olan, aktivitesinde belirgin sekilde azalma olan veya
tilylerinde anormal sekilde sertlesme gozlemlenen hayvanlar caligmaya dahil

edilmedi.
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4.2.3. Nosiseptif Davranis Testleri

Tek doz STZ enjeksiyonundan 21 giin sonra farelerde DN’nin gelisimini
termal ve mekanik hipersensitiviteyi test ederek 3 farkli davramis testi
gerceklestirildi. Termal nosiseptif davraniglart incelemek i¢in sicak plaka (Hot
plate) ve soguk plaka (Cold plate) testleri farelerde gerceklestirildi. Mekanik
nosiseptif davranislarin degerlendirilmesinde ise Von Frey testi kullanildi.
Hayvanlarin ortam kosullarina aligmasi ve standardizasyonu saglamak igin testler
farkli giinlerde ayni saatlerde ayni arastirmacilar tarafindan 5 kez tekrarlanmistir.

Hot plate testi; seffaf bir pleksiglas silindir ile hayvanlarin disar1 ¢ikmalar
engellenerek sicak bir zemin iizerine yerlestirilmesiyle yapilmistir (Ugo Basile,
ugobasile.com, Hot/Cold Plate ng, Cat. No. 35150). Fareler 50 £+ 0.5 °C sicakliga
ayarlanmig sicak bir plakanin iizerine birakilarak hayvanlarin 40 sn (kesme siiresi-
Cut-off) icinde pengelerini hizla ¢ekip titretme, yalama veya ziplama davranislari
gozlemlendigi anda deney sonlandirilarak gecen siire kaydedildi. Testler 4 giin
boyunca hayvanlarin ortama alismalarini saglamak igin tekrarlanmistir.
Hayvanlarin doku hasarini 6nlemek i¢in 40 sn i¢inde nosiseptif yanit gostermeyen
hayvanlar sicak tabla iizerinden alindi. STZ enjeksiyonundan 6nce ve 21 giin sonra
nosiseptif davranis yanitlari kaydedildi.

Cold plate testi; seffaf bir pleksiglas silindir ile hayvanlarin disar1 ¢gikmalari
engellenerek soguk bir zemin (Ugo Basile, ugobasile.com, Hot/Cold Plate ng, Cat.
No. 35150) lizerine yerlestirilmesiyle yapilmistir. Fareler 2 + 0.5 °C sicakliga
ayarlanmis soguk bir plakanin iizerine birakilarak hayvanlarin 30 saniye (kesme
stiresi/Cut-off) i¢inde pencelerini hizla ¢ekip titretme, yalama veya ziplama

davraniglar1 gozlemlendigi anda deney sonlandirilarak gegen siire kaydedildi.
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Testler 4 giin boyunca hayvanlarin ortama alismalarini saglamak i¢in
tekrarlanmigtir. Hayvanlarin doku hasarint dnlemek i¢in 30 sn i¢inde nosiseptif
yanit gostermeyen hayvanlar soguk tabla {izerinden alindi. STZ enjeksiyonundan
once ve 21 giin sonra nosiseptif davranig yanitlar1 kaydedildi.

Von Frey Testi; Mekanik nosiseptif davranig yanitlarinit 6lgmek i¢cin Von
Frey filamentleri kullanilarak test gerceklestirilmistir. Fareler yiikseltilmis delikli
diiz paslanmaz gelik bir plaka (100x50 cm, 5 mm daire delikli ve delik sinirlar1 arasi
2.5 mm) tizerinde delikli pleksiglas kutular (7x9x7 cm) icine yerlestirilmistir. 15
dakika boyunca ortama aligmalar1 beklenmistir. Belirli dizi artan kuvvette kalibre
edilmis ¢aplarda plastik olan Von Frey filamentleri (0.04, 0.07, 0.16,0.4, 1, 2, 4, 6,
8 ve 10 g) kullanilmustir. Farelerin sag arka pencelerinin plantar yilizeyine en diisiik
kuvvetten baslayip uygulayarak nosiseptif davranis olan pengeyi geri ¢ekme,
yalama veya ani irkilme davranisini ayni1 filament i¢in 5 kez denemeden en az 3 kez
gosterdiginde yanit olumlu olarak kabul edilmistir. Dérdiincii ve besinci denemeler
yalnizca ilk {i¢ test swrasinda 1 veya 2 olumlu yanit verildigi zaman
gerceklestirilmistir. STZ enjeksiyonu Oncesi ve 21 giin sonrasinda testler yapilmis

ve yanitlar kaydedilmistir.

4.2.4. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Seviyesinin Analizi

STZ ve STZ+HN (4 mg/kg) gruplarina DN’ nin gelisimi test edildikten sonra
15 giin boyunca STZ grubuna HN ¢o6ziicilisii olan PBS ve STZ+HN (4 mg/kg)
grubuna HN (4 mg/kg) uygulamasi yapildi. Son enjeksiyondan 1 saat sonra

dekapite edilerek kanlar1 alinan farelerde HN uygulamasinin apoptotik siirecler
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tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, ELISA yontemiyle serum kaspaz 3 ve
serum kaspaz 9 seviyeleri Ol¢tilmiistiir.

Kaspaz 3 seviyesi Ol¢limii fare kaspaz 3 ELISA kitinin (E-EL-MO0230;
Elabscience, ABD) protokoliine gore ger¢eklestirilmistir. Kit i¢cinde bulunan kaspaz
3 antikoru kapli olan bir mikroplate kullanilarak serumdaki kaspaz 3 miktari
belirlenir. Deney sonunda olusan renk degisimi antijenin varligina isaret eder. Elisa
kitinin hassasiyeti 0.10 ng/mL, 6l¢iim araligi 0.16-10 ng/mL’dir. ELISA kiti ile
birlikte gelen deney protokolii uygulandi. Standartlar ve numuneler, 96 kuyucuklu

ELISA kit plagina Sekil 5’de gosterildigi gibi pipetlendi.
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Sekil 5. Serum Kaspaz 3 seviyesini ELISA yontemi ile degerlendirmek ig¢in

standartlarin hazirlanmasi ve plate yerlesimi

Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen deney
protokolii uygulandi:

e Standartlar, blank ve numuneler i¢in kuyucuklar belirlendi. Standartlar ve

numuneler 100 pL. hacminde plate diizeninde gosterildigi sekilde pipetlendi.

Blank kuyucuguna ise 100 uL hacminde 6rnek diliisyon soliisyonu koyuldu.
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e Standart ve numuneler iki kez ¢aligildi. Pipetlemeden sonra 37 °C’de 90 dakika
inkiibe edildi.

e Kuyulardaki sivilar bosaltildi. Her kuyuya 100 puL Biotinylated Detection Ab
soliisyonu eklendi, hafifce karistirildi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

e Kuyulardaki sivilar bosaltildi. Her kuyucuga 350 pL yikama tamponu eklendi
ve 1 dk beklenip aspire edildi. Sonrasinda temiz emici kagida hafif¢e vurarak
kurutuldu. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

e Her kuyucuga 100 pL. HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklendikten sonra
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Yikama islemi daha dnce anlatildig: gibi 5 kez tekrarlandi.

e Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. Isiktan koruyarak 37 °C'de
yaklagik 15 dakika inkiibe edildi.

e Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.

Deney sonunda standartlar ve serum numunelerinden elde edilen optik
dansiteler otomatik ELISA plate okuyucuda (Thermo Scientific, ABD) 450 nm
dalga boyunda 6l¢tldii.

Kaspaz 9 seviyesinin 6l¢iimii fare kaspaz 9 ELISA kitinin (E-EL-M0241;
Elabscience, ABD) protokoliine gore gergeklestirilmistir. Kit i¢cinde bulunan kaspaz
9 antikoru kapli olan bir mikroplate kullanilarak serumdaki kaspaz 9 miktar
belirlenir. Deney sonunda olusan renk degisimi antijenin varligina isaret eder. Elisa
kitinin hassasiyeti 0.094 ng/mL, 6l¢tim aralig1 0.156-10 ng/mL’dir. ELISA kiti ile
birlikte gelen deney protokolii uygulandi. Standartlar ve numuneler, 96 kuyucuklu

ELISA kit plagina sekil 6’da gosterildigi gibi pipetlendi.
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Sekil 6. Serum Kaspaz 9 seviyesini ELISA yontemi ile degerlendirmek i¢in

standartlarin hazirlanmasi ve plate yerlesimi

Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen deney

protokolii uygulandi:

e Standartlar, blank ve numuneler i¢in kuyucuklar belirlendi. Standartlar ve

numuneler 100 uLL hacminde plak diizeninde gosterildigi sekilde pipetlendi.

Blank kuyucuguna ise 100 pL hacminde 6rnek diliisyon soliisyonu koyuldu.
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Standart ve numuneler iki kez ¢alisildi. Pipetlemeden sonra 37°C’de 90 dakika
inkiibe edildi.

Kuyulardaki sivilar bosaltildi. Her kuyuya 100 puL Biotinylated Detection Ab
soliisyonu eklendi, hafifce karistirildi. 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.

Swvilar kuyulardan aspire edildi. Her kuyucuga 350 pL yikama tamponu eklendi
ve aspire edildi. Sonrasinda temiz emici kagida hafif¢ce vurarak kurutuldu. Bu
yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 100 puL. HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklendikten sonra
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

Yikama iglemi daha once anlatildig1 gibi 5 kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. Isiktan koruyarak 37°C'de
yaklagik 15 dakika inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.

Deney sonunda standartlar ve serum numunelerinden elde edilen optik

dansiteler otomatik ELISA plate okuyucuda (Thermo Scientific, ABD) 450 nm

dalga boyunda 6l¢tldii.

4.3. Diyabetik Noropatinin In Vitro Modeli

4.3.1. Dorsal Kok Gangliyonu Primer Hiicre Kiiltiirii

Forda ve Kelly (1985) adl1 arastirmacilarin gelistirdigi metoda gore DKG

hiicre izolasyon ve kiiltiiri gerceklestirildi (170). Primer hiicre kiiltiiri yapilmasi

esnasinda ve hiicrelerin saklanmasinda kontaminasyonu 6nlemek amaciyla gerekli

Onlemler alindi. Hiicre kiiltiirtine baslamadan tiim cerrahi malzemeler, cam saklama

kaplar1, pastor pipeti, pipet ve pipet uclari otoklav (Niive, Ankara) kullanilarak
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steril hale getirildi. Malzemeler otoklavdan alindiktan hemen sonra hiicre
kiiltiirlinlin yapilacagi laminar hava akimli giivenlik kabini (Thermo Scientific, type
Safe 2020) icine etanole (%70) tabi tutularak yerlestirildi. Hiicre kiiltiirii
yapilmadigi zaman araliklarinda laminar hava akimli giivenlik kabini igerisindeki
ultraviyole 151k kaynagi acgik birakildi. Hazirlanan tiim soliisyonlarin pH’s1 pH
metre (Thermo Orion, Beverly, ABD), osmoloritesi ozmometre (Gonotec, Berlin,
Almanya) kullanilarak ol¢iildii.

Kiiltiir vasati hiicre kiiltiirlinlin yapilacagi giin taze olarak tablo 1°de verilen

bilesimde hazirlandi ve 10 mL PBS ile 1sinmas1 amaciyla inkiibatorde bekletildi.

Tablo 1. Sinir Hiicre Kiiltiir Vasat1 Bilegimi

Kimyasal Miktar
Norobasal-A (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 500 mL
B27 (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 10 mL
Glutamaks (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 5 mL
Penisilin-Streptomisin (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 5 mL

4.3.2. Dorsal Kok Gangliyonunun Primer Hiicre Kiiltiirii Protokolii
FUDAM’dan temin edilen 1-2 giinlik Wistar cinsi sicanlar dekapite
edilerek genis bir petri kutusuna alindi ve alkollenerek kabin i¢ine yerlestirildi.
Kiiciik bir makas kullanilarak vertebral kolon ¢ikarildi. Spinal kolonun i¢i kaudal
uctan baglayarak boyun kismina kadar, yayl kii¢iik bir makasla acildi. Spinal kolon
PBS bulunan petri kutularinda 3 defa yikandi. DKG’ler diseksiyon mikroskobu
(Olympus, Tokyo, Japonya) altinda forsepsle izole edilerek icerisinde kiiltiir vasati

bulunan kiiciik bir petri kutusuna yerlestirildi. Biitiin DKG govdeleri ¢ikarilip petri
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kutusunda toplandiktan sonra, biitiin gangliyonlarin bir araya toplanmasi igin petri
kutusu hassas dairesel hareketlerle sallandi. Bir araya toplanan gangliyonlarin
bulundugu kiiltiir medyumu pastor pipet ile ¢ekildi. 37 °C’de inkiibe edilmis 900
pL kiiltiir vasati ve 100 L kollagenaz (%0.125) ilave edilerek ¢alkalandiktan sonra
13 dakika boyunca inkiibatorde tutuldu. 13 dakikanin sonunda enzimle muamele
edilmis hiicre inkiibatérden alinarak hizlica {i¢ defa PBS ile yikandi. Daha sonra
900 uL. PBS ve 100 pL tripsin (%0.25) ilave edilerek hafifce ¢calkalandi ve 6 dakika
stireyle inkiibe edildikten sonra 15 mL’lik steril plastik tiipe aktarild1 ve yaklasik 4
mL inkiibe edilmis kiiltir vasati ilave edildi. Gangliyonlar tiipiin dibine
coktiiriildiikten sonra kiiltiir vasati pastor pipet ile uzaklastirildi ve bu islem 3 defa
tekrarland1. Gangliyonlarin mekanik olarak hiicrelere ayristirilmasi i¢in 100 pL
DNAZz ve 900 pL kiiltiir medyumu ilave edilip steril bir pastor pipet ile hizla ¢ekilip
bosaltildi. Birka¢ defa kademeli olarak yapilan ¢ekilip bosaltma isleminde her
kademede iistte kalan siispansiyon alinarak diger gangliyonlara uygulanan mekanik
titrasyon islemine devam edildi. Daha sonra hiicre slispansiyonunun igine 240 pL
sinir biiylitme faktorii (NGF) eklendi. Hiicre kiiltliriine baglamadan 2-3 saat 6nce
Poly-D-lizin ve laminin ile kaplanan 96’lik plate’ler inkiibatdrden alind1 ve hiicreler
96’11k plate’lere ekilerek hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilmak iizere

inkiibasyona kaldirild1.

4.3.3. Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi ve MTT Analizi
Hiicre canliliginin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik
test yontemlerinden biri olan MTT yontemi kullanilmistir. Bu yontem, MTT

boyasinin tetrazolium halkasin1 parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir.
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Yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli,
suda c¢oziinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin
bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger
canlt hiicre sayist ile iligkilendirilmektedir.

Primer hiicre kiiltiirii ile hazirlanan DKG hiicrelerinin canlilik oranlart %0.4
tripan mavisi kullanilarak belirlendi. Tripan mavisi canli hiicrelerin membran yapisi
zarar gormedigi i¢in i¢ine giremezken cansiz hiicreler tarafindan absorbe edilir.

Canlilik oranlar1 %90’ iistiinde oldugunda deneylere baslandi.

4.3.4. Hiicre Canhlik Analizi
HN’nin DN’nin in vitro modelinde hiicre canlilifi iizerine etkisini
incelemek i¢cin DKG néronlar1 Sekil 9°da gosterildigi gibi kontrol, YG, YG+HN-
10 nM, YG+HN-30 nM, YG+HN-100 nM ve YG+HN-300 nM gruplar seklinde
her bir kuyucukta en az 5x10* hiicre/kuyucuk iceren 96°lik plate’lere ve her bir
kuyucuk 200 pL’ye tamamlanacak sekilde asagidaki protokole gore ekilmistir:
e Tiim kuyucuklara 100 uL. DKG hiicreleri (5x10*) igeren medyum konuldu.
e Kontrol i¢in belirtilen kuyucuklara 100 pL. hiicre medyumu Norobasal-A
konuldu.
¢ YG ile gosterilen kuyucuklara 20 uL. YG, 80 puL Norobasal-A konuldu.
¢ YG+HN-10 nM ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L), 20 pL.

HN (10 nM), 60 pL Norobasal-A konuldu.
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¢ YG+HN-30 nM ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L), 20 pL.
HN (30 nM), 60 pL Norobasal-A konuldu.

e YG+HN-100 nM ile gosterilen kuyucuklara 20 uLL YG (45 mmol/L), 20 uL
HN (100 nM), 60 pL Noérobasal-A konuldu.

¢ YG+HN-300 nM ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 20 pL.

HN (300 nM), 60 uLL Norobasal-A konuldu.
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Sekil 7. Humaninin farkli dozlarinin (10 nM, 30 nM, 100 nM ve 300 nM) hiicre
canliligina etkisini MTT analizi ile incelemek i¢in gruplarin 96’lik plate iizerindeki

yerlesimi

HN’nin DN’nin in vitro modelinde hiicre canlilig1 {izerine etkisi
JAK2/STAT3 inhibitorii (10 pM, WP1066,), Fosfatidil Inozitol 3-kinaz (PI3K)
inhibitorii (50 uM, LY294002), MAP Kinaz inhibitorii (100 nM, SML0543) ve
PKC inhibitérii (10 pM, Chelerythrine chloride-CHCL) kullanilarak yolak
tizerinden incelemek i¢cin DKG noronlar Sekil 8’de gosterildigi gibi kontrol, HN,

YG, YG+HN, WP, LY ve U gruplar seklinde her bir kuyucukta en az 5x10*
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hiicre/kuyucuk iceren 96’lik plate’lere ve her bir kuyucuk 200 pl’ye tamamlanacak

sekilde asagidaki protokole gore ekilmistir:

Tiim kuyucuklara 100 pL DKG hiicreleri (5x10*) iceren medyum konuldu.
Kontrol ile gosterilen kuyucuklara 100 pL hiicre medyumu Norobasal-A
konuldu.

HN ile gosterilen kuyucuklara 20 pl HN (20 nM), 80 puL Norobasal-A
konuldu.

YG ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L), 80 pL. Norobasal-A
konuldu.

YG+HN ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L), 20 uLL HN (20
nM), 60 uL Norobasal-A konuldu.

WP ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45 mmol/L), 20 pL WP (10 uM)
konulup 2 saat beklendikten sonra 20 pL. HN (20 nM), 40 uLL Nérobasal-A
konuldu.

LY ile gosterilen kuyucuklara 20 pLL YG (45 mmol/L), 20 uL LY (50 uM)
konulup 2 saat bekledikten sonra 20 uLL HN (20 nM), 40 pL. Norobasal-A
konuldu.

U ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L), 20 uL. SML (50 uM)
konulup 2 saat bekledikten sonra 20 pL. HN (20 nM), 40 pL. Norobasal-A
konuldu.

CH ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG (45 mmol/L), 20 pLL. CHCL (50
puM) konulup 2 saat bekledikten sonra 20 uL. HN (20 nM), 40 puL. Norobasal-

A konuldu.
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Sekil 8. Humaninin hiicre canliligina yolak {izerinden etkisini MTT analizi ile

incelemek i¢in gruplarin 96’11k plate lizerindeki yerlesimi

Maddelerin 24 saat inkiibasyonu sonunda inkiibatdrden alinan plate’lerdeki
medium ve maddeler vakum pompasi yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Plate’lere
her kuyucuga 50 pl olacak sekilde tekrarlayici pipet yardimiyla steril PBS igerisinde
hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0.5 mg/mL MTT calisma soliisyonu
eklenerek inkiibasyon i¢in 3 saat siireyle inkiibatore konuldu. 3 saat sonunda
eklenen MTT ortamdan uzaklastirildiktan sonra {izerine her kuyucuga 100 pl olacak
sekilde Norobasal-A eklenerek hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda
(Thermo, ABD) 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Kontrol hiicreleri okutularak
elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinmis ve bu deger %100 canli hiicre
olarak kabul edilmistir. Coziicii ve ajan uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlanmis ve ytizde canlilik olarak
kabul edilmistir. MTT denemeleri farkli giinlerde en az 10 kez tekrarlanmis ve

Olctimler alinmastir.
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4.4. Kullanilan flaclar
HN ¢0ziiciisii olarak in vivo ¢alismalarda PBS, in vitro ¢alismalarda ise Norobasal-
A kullanildi. STZ Na+sitrat tamponun (pH 4.5) iginde ¢ozdiiriildi. Caligmada

kullanilan tiim kimyasallar Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Caligmada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Marka
Humanin AnaSpec, Inc., Fremont, CA
PBS Sigma, Steinheim, Almanya
Streptozotosin Sigma, Steinheim, Almanya
Laminin-poli-L-ornitin Sigma, Steinheim, Almanya
poli-D-lizin Sigma, Steinheim, Almanya
2-Deoxy-D-glucose Sigma, Steinheim, Almanya
Norobasal-A GIBCO, ThermoFhisher Scientific
B27 GIBCO, ThermoFhisher Scientific
Glutamaks GIBCO, ThermoFhisher Scientific
Penisilin-Streptomisin GIBCO, ThermoFhisher Scientific
Kollegenaz Sigma, Steinheim, Almanya
Tripsin Sigma, Steinheim, Almanya
DNAaz Sigma, Steinheim, Almanya
JAK2/STATS3 inhibitori (WP1066) EMD Millipore Corporation, Calbiochem, USA
PI3K inhibitorii (LY294002) EMD Millipore Corporation, Calbiochem, USA
MAPK inhibitorii (SML0543) EMD Millipore Corporation, Calbiochem, USA

PKC inhibitorii (Chelerythrine chloride) Sigma, Steinheim, Almanya

4.5. Istatistiksel Analizler
Biitiin veriler ortalama ve standart sapma (ort £ SS) seklinde sunulmustur.

[statistiksel analizler ve grafikler GraphPad yazilimi (GraphPad Prism version 9.2.0

for macOS, GraphPad Software, San Diego, California USA) kullanilarak
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gergeklestirilmistir. Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8 biorender.com
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Verilerin normal dagilima uygunlugu D'Agostino-Pearson testi, gruplar
aras1 farkliliklar i¢in tek yoOnlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve post-hoc
Tukey testleri kullanilmistir. Iki grup arasindaki karsilastirmalar icin two-tailed
unpaired t testi kullanilmistir. MTT deneyleri en az 10 defa tekrarlanmistir. Tiim

analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Diyabetik Noropatinin In Vivo Modeli
5.1.1. Streptozotosin ile Diyabet Indiiklenmis Farelerin Nosiseptif Davranis
Testlerine Yanitlar:

DN’nin in vivo modeli olan STZ ile DM indiiklenmis farelerde DN geligimi
STZ enjeksiyonu dncesinde ve 21 giin sonrasinda mekanik ve termal nosiseptif
davraniglart yanitlart Hot plate, Cold plate ve Von Frey testleri kullanilarak
incelendi.

STZ enjeksiyonu Oncesi Hot plate testi gerceklestirilen hayvanlarin sicak
termal nosiseptif yanitlar1 16.27 + 1.93 sn olarak kaydedildi. STZ enjeksiyonundan
21 giin sonra Hot plate testi tekrar gerceklestirildiginde fareler STZ enjeksiyonunda
once alinan yanitlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha erken nosiseptif davranmig yaniti (9.63 £ 2.47 sn) gosterdigi bulunmustur
(p<0.05, Sekil 9A).

Farelerin STZ enjeksiyonu 6ncesinde ve enjeksiyondan 21 giin sonrasinda
Cold plate testi ile nosiseptif davranis yanitlar kaydedildi. STZ enjeksiyonu 6ncesi
6.54 + 1.72 sn olarak kaydedilirken STZ enjeksiyonundan 21 giin sonrasinda
nosiseptif davranis yanitlar1 3.38 + 1.68 sn olarak anlamli bir sekilde daha erken
gerceklesmistir (p<0.05, Sekil 9B).

Mekanik nosiseptif davranis yanitlar1 Von Frey testi ile kaydedilen fareler
de STZ enjeksiyonu oncesinde 4 + 0.72 g seklinde yanitlar kaydedilirken STZ

enjeksiyonundan 21 giin sonrasinda Hot plate ve Cold plate testlerinde
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gozlemlendigi gibi anlamli olarak daha erken nosiseptif davranis yanit1 (2.15 £ 0.55

g) gostermistir (p<0.05, Sekil 9C).
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Sekil 9. Diyabetik Noropati olusumunun farelerde termal ve mekanik nosiseptif
davranig yanitlarinin dlgiilmesiyle belirlenmesi. A) Hot Plate Testi ile kaydedilen
nosiseptif davranig yanitlari, B) Cold Plate Testi ile kaydedilen nosiseptif davranig

yanitlar1, C) Von Frey Testi ile kaydedilen nosiseptif davranis yanitlari. Veriler ort

+ SS olarak gosterilmistir. *p<0.05; STZ enjeksiyonu oOncesi verileriyle

karsilastirildiginda.

5.1.2. Humaninin Serum Kaspaz 3 Seviyesi Uzerine Etkisi

Serum kaspaz 3 seviyesi lizerine HN’nin etkisini incelemek i¢in kan
numuneleri alinan farelerin HN enjeksiyonu yapilmadan 6nce termal ve mekanik
nosiseptif davranis yanmitlar1 Hot plate, Cold plate ve Von Frey testleri ile
kaydedilerek STZ ile DM indiiklenmis farelerde DN olusumu gézlemlenmistir
(Sekil 9). STZ ile DM indiiklenerek DN’nin in vivo modeli olusturulan STZ+HN

(4 mg/kg) grubundaki farelere 15 giin boyunca HN (4 mg/kg) uygulamasi
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yapildiktan sonra dekapite edilerek farelerden alinan kanlarda serum kaspaz 3
seviyesi Ol¢lilmiistiir.

Kontrol grubundaki saglikli farelerin serum kaspaz 3 sevileri 5.54 + 4.87
ng/mL olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 10). Tek doz HN uygulanan grup kontrol grubuyla
karsilastirildiginda anlamli olarak bir degisiklik olmadigi ve kontrol grubu ile
benzer sekilde kaspaz 3 seviyesi 6.02 + 4.02 ng/mL olarak bulunmustur. STZ grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum kaspaz 3 seviyesi (17.99 + 5.56 ng/mL)
istatistiksel olarak anlamli sekilde artmisken 15 giin boyunca HN (4 mg/kg)
uygulanan STZ+HN (4 mg/kg) grubunda kaspaz 3 seviyesi STZ grubuyla
kiyaslandiginda HN’nin antiapoptotik bir etki gosterdigi istatistiksel olarak anlamli

sekilde kaspaz 3 seviyesini diisiirdiigii bulunmugtur. (p<0.001, Sekil 10).
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Sekil 10. Humaninin STZ ile DM indiiklenerek DN modeli olusturulan farelerde

serum kaspaz 3 seviyesine etkisi. Veriler ort + SS olarak gdsterilmistir. *p<0.001;

kontrol  grubuyla karsilastinldiginda ve  *p<0.001; YG  grubuyla

karsilastirildiginda.

5.1.3. Humaninin Serum Kaspaz 9 Seviyesi Uzerine Etkisi

STZ ile DM indiiklenmis farelerde DN modeli olusturulduktan sonra
STZ+HN (4 mg/gk) grubundaki farelere 15 giin boyunca HN (4 mg/kg) uygulamasi
yapild1 ve fareler dekapite edilerek alinan kan 6rneklerinde HN’nin serum kaspaz
9 seviyesi lizerine etkisi incelenmistir.

Serum kaspaz 9 seviyesi tek doz HN (4 mg/kg) uygulanan HN grubundaki
saglikl farelerde 0.60 + 0.42 ng/mL olarak dl¢iilmiis ve kontrol grubu (0.59 £ 0.26

ng/mL) ile karsilastirildiginda bir farklilik olmadigi bulunmustur (Sekil 11). STZ
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grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum kaspaz 9 seviyesi (4.28 £+ 1.35
ng/mL) istatistiksel olarak anlaml1 sekilde artmigken 15 giin boyunca HN (4 mg/kg)
uygulanan STZ+HN (4 mg/kg) grubunda kaspaz 9 seviyesi STZ grubuyla
kiyaslandiginda HN’nin antiapoptotik bir etki gosterdigi istatistiksel olarak anlamli

sekilde kaspaz 9 seviyesini diislirdiigli bulunmustur. (p<0.001, Sekil 11).

6= 3
a
£ 47
\
[=)]
c
Nt
m L
1
N
("]
o
F '**
¥ =

0 T T

Kontrol HN (4 mg/kg) STZ STZ
+
HN (4 mg/kg)

Sekil 11. Humaninin STZ ile DM indiiklenerek DN modeli olusturulan farelerde

serum kaspaz 9 seviyesine etkisi. Veriler ort + SS olarak gdsterilmistir. *p<0.001;

kontrol  grubuyla  karsilastirildiginda ve  ¥p<0.001; YG  grubuyla

karsilastirildiginda.
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5.2. Diyabetik Noropatinin In Vitro Modeli
5.2.1. Humaninin Hiicre Canlihgina Etkisi

DKG hiicrelerinin 24 saat YG’ye (45 mmol/L) maruz birakilarak
olusturulan DN’nin in vitro modelinde hiicrelere YG ile birlikte HN’nin (10 nM,
30nM, 100 nM ve 300 nM) farkli dozlarda uygulanmasiyla HN’nin hiicre canlilig
tizerine etkisi incelendi. YG uygulanmis gruptaki hiicre canliligi oran1 (%49.79 +
5.51) higbir uygulama yapilmayan kontrol grubuna (%100 + 6.23) gbre anlamli
Olciide azalmistir (p<0.001, Sekil 12). YG ile birlikte HN’nin farkli dozlarmin (10
nM, 30 nM, 100 nM ve 300 nM) uygulandig1 gruplarda hiicre canlilig1 (sirasiyla,
%76.07 £ 3.69, %74.59 *+ 3.61, %85.74 £ 3.95, %87.93 + 4.62) YG grubu ile
karsilastirildiginda doz bagimli olarak HN’nin koruyucu bir etki gdsterdigi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001, Sekil 12).
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Sekil 12. Diyabetik Noropati’nin in vitro modelinde humaninin farkli dozlarinin

(10 nM, 30 nM, 100 nM ve 300 nM) hiicre canlilig1 iizerine etkisi. Deneyler farkl
giinlerde 10 kez tekrarlanmistir. Veriler ort + SS olarak gosterilmistir. *p<0.001;
kontrol  grubuyla  karsilastirildiginda ve  ¥p<0.001; YG  grubuyla

karsilastirildiginda.

5.2.2. Humaninin EC50 Dozunun Belirlenmesi
HN’nin farkli dozlariin (10 nM, 30 nM, 100 nM ve 300 nM) DKG’lerin
YG ile indiiklenerek DN’nin in vitro modeli olusturulmus gruplarina

uygulanmasinin ardindan canlilik oraninin yiizdesel degisimi dikkate alinarak
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log(doz)-yanit egrisi olusturulmus ve HN i¢in logECsy = 1,301 (EC5y = 20 nM)

olarak bulunmustur (Sekil 13).
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Sekil 13. Humaninin (10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM; log olarak ifade edilmistir)

hiicre canlilig1 tizerine log(doz)-yanit iliskisi.

5.2.3. Humaninin Hiicre Canhligina Yolak Uzerinden Etkisi

DN’nin in vitro modeli olusturulmus DKG hiicrelerinde JAK2/STAT3
inhibit6ri, PI3K inhibitorii, MAPK inhibitorii ve PKC inhibitorii kullanilarak bu
yolaklar {izerinden HN’nin hiicre canliligi iizerine etkisi incelendi. DKG
hiicrelerine tek basina HN (20 nM) uygulamasi yapilan HN grubu (%100 + 3.53)
kontrol grubu (%100 * 4.77) ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda herhangi bir
degisiklige neden olmamistir. YG ile indiiklemis DKG hiicrelerinde hiicre canlilig1
(%51.67 £ 5.18) kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide azalirken YG ile birlikte HN
(20 nM) uygulandiginda (%73.32 £ 3.85) yalnizca YG uygulanmis gruba gére HN

istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre canliligini koruyu bir etki gdstermistir.
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HN’nin yolak {izerinden hiicre canliligi {zerine etkisini incelemek icin
YG+HN+WP grubu (%51.09 £ 3.20) YG+HN grubu ile karsilastirildiginda hiicre
canliliginin anlaml bir sekilde azaldigi ve YG grubu ile benzer bir etki gosterdigi
bulunmustur. HN’nin YG ile indiiklenmis DKG hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine
etkisini JAK2/STAT3 yolag: lizerinden gerceklestirdigini gostermektedir (Sekil

14).
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Sekil 14. Humaninin Diyabetik Noropati’nin in vitro modelinde yolak iizerinden

etkisi. Deneyler farkli giinlerde 10 kez tekrarlanmistir. Veriler ort £ SS olarak

gosterilmistir. *p<0.001; kontol grubuyla karsilastirildiginda, *p<0.001; YG

grubuyla karsilastirildiginda ve #p<0.001; YG+HN grubuyla karsilastirildiginda.
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6. TARTISMA

DN, diinya capinda prevalansi giderek artan 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olan DM’nin uzun siireli en yaygin mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biridir
(171). DN’nin gelisiminde ve ilerlemesinde anahtar rol alan hiperglisemi ROS agir1
tiretimi ile olusan oksidatif strese, mitokondriyal disfonksiyona ve noronlarda
apoptozise neden olmaktadir (79). HN o6zellikle hiicresel stres kosullarina yanit
olarak antiapoptotik ve noroprotektif etki gdsteren 24 amino asitli mitokondriyal
tirevli bir peptittir (111, 112, 127). Bu tez ¢alismasinda HN’nin ndroprotektif ve
antiapoptotik etkisini incelemek i¢in DN’nin in vivo ve in vitro modeli
olusturulmustur. DN’nin in vivo modelinde HN uygulamasi yapilan farelerden
alinan kan 6rneklerinden ELISA yontemi ile serum kaspaz 3 ve kaspaz 9 sevileri,
DN’nin in vitro modelinde farkli dozlarda HN uygulamasinin ve MTT analizi ile
hiicre canlilig1 {izerine etkileri incelenmistir. Ayrica DN’nin in vitro modelinde
HN’nin yolak {izerinden hiicre canliliga etkisi MTT analizi ile incelenmistir.

DN’nin patofizyolojisini anlamak, tedavi stratejilerini aydinlatmak ve
gelisimini Onlemek i¢in in vivo fare modelleri kritik Ooneme sahiptir (172).
Nosiseptif davranis testlerinden elde edilen bu galigmanin bulgularina gore farelerin
verdikleri nosiseptif davranig yanitlart STZ enjeksiyonu yapilan farelerde DN
gelisimi oldugunu gostermektedir. DN patogenezinde Onerilen yollar arasinda YG
tarafindan indiiklenen apoptoz, néronal disfonksiyon ve 6liim i¢in muhtemel olan
cok onemli bir mekanizmadir (56, 173). YG'nin hem in vivo (174) hem de primer
DKG noronlari (56), PC12 hiicreleri (175) ve SH-SYSY (176) insan néroblastoma

hiicreleri gibi in vitro ndronlarda apoptozu indiikledigi bulmustur. Apoptoz,

58



programlanmis hiicre 6liimii siirecidir ve hiicre gelisiminin normal bir bilesenidir,
ancak asirt apoptoz bir¢ok hastalik durumunun nedeni veya gostergesidir (177).
Apoptoz, kaspaz enzimleri ve Bcl-2 ailesi dahil olmak iizere iki 6nemli protein
ailesinin, onu diizenlemede ¢ok ©nemli bir rol oynadigi, yiiksek diizeyde
diizenlenmis ve i¢sel bir hiicre intihar programidir. Kaspaz enzimleri kaskad gorevi
goriir ve bu ailenin en 6nemli liyesi kaspaz 3'tiir (178, 179). Zhao ve ark. tarafindan
yapilan bir c¢alismada kortikal noronlara kalikulin A tedavisinin kaspaz 3
aktivitesini arttirdigini, HN tedavisinin ise kaspaz 3 seviyesini azalttigini ve
Kalikulin A indiiklii apoptozis ve oksidatif stresten korudugunu bildirmislerdir
(180). Sreekumar ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada, HN’nin kismen
JAK?2/STAT3 sinyal aktivasyonu ve kaspaz 3 inhibisyonu yoluyla insan retinal
pigment epitel hiicrelerini oksidatif stres, yaslanma ve mitokondriyal islev
bozuklugundan koruma islevi gordiigiinii gdstermistir (181). Yuan ve ark. HN’nin
AP kaynakli STAT3 bozulmasini ve kaspaz 3 aktivasyonunu bloke ettigini, bdylece
HN’nin noroprotektif eylemlerde yer aldigimi dnermislerdir (141). Guo ve ark.
HN'nin kaspaz-3 aktivitesini baskilayarak PC12 hiicrelerini Af'nin neden oldugu
sitotoksisiteye kars1 korudugunu bildirmistir (182). Calismamizda, 15 giin boyunca
HN uygulanan DN’nin in vivo modeli olusturulmus farelerden alinan serum
ornekleriyle gerceklestirilen ELISA testi bulgularina gére HN uygulamasinin
yapilan ¢aligmalarla tutarli olarak antiapoptotik etki gosterdigi ve serum kaspaz 3
ve serum kaspaz 9 seviyesini anlamli sekilde azalttig1 bulunmustur.

DN’nin  molekiiler  temelinin  altinda  yatan ana  biyolojik
mekanizmalar/yollar heniiz ortaya c¢ikarilmamis ve anlasilmamistir. Bununla

birlikte DN, siiperoksitin asir1 iiretimi, ROS, hiicre i¢i sinyal yollarinin agag1 akis
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ve bunlarin modiilatdrleri gibi belirli patofizyolojilere gore siniflandirilabilir (183).
Hiperglisemi, uzun siire devam eden DM’de ndropati gelisimine neden olan 6nemli
bir rol oynar (19). Hiperglisemik kosullar altinda hiicreler, fazla glukozun ¢ogunu
mitokondriye aktarabilir ve fazla miktarda reaktif oksijen tiirii liretebilir (184).
Calismalar, mitokondriyal oksidatif stresin ndronal hasara yol acan ana nedenlerden
biri oldugunu kanitlamistir (58, 184, 185). DKG hiicrelerinin hiperglisemiye bagli
i¢ veya dis strese duyarliligi, ndrodejeneratif bozukluklarin patogenezine ve
ilerlemesine katkida bulunur (186). DM’nin komplikasyonlar1 i¢in deneysel
modeller genellikle hayvanlarin kullanimini igerir, ancak son gelismeler bu
komplikasyonlarda gesitli hiicre dizilerinin veya in vitro modeller olarak primer
hiicre kiiltiiriiniin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (187). Bdylece in vitro modellerin
dogal basitlikleri ve bir hastaligin patogenezinde yer alan ¢esitli parametreleri
gereksiz  zorluklar olmadan inceleme yetenekleri nedeniyle kullanimlar
artmaktadir. DKG hiicreleri, daha 6nce bilesigin noronal toksisitesini ve ndropatik
etkilerini aragtirmak i¢in kullanilan ndronal sistemi ve ndropatiyi hedef alan
calismalarda mitkemmel 6zellikler gostermistir. YG konsantrasyonlarinin, hiicresel
fonksiyonlar1 bozarak ve hiicre apoptozunu indiikleyerek birgok hiicre tipi lizerinde
zararl etkileri oldugu bilinmektedir (188). Y G’ nin, kemik iligi kaynakli endotelyal
progenitdr hiicrelerin proliferasyonunu, gociinii ve in vitro anjiyojenik kapasitesini
inhibe ettigi ve mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif potansiyelini degistirdigi
gosterilmistir (189). Ayrica YG, farkli ¢alismalarda bildirildigi gibi kalp, ndronal
ve endotelyal hiicrelerde oksidatif stres ve apoptozu indiikler ve siddetlendirir
(190). Yapilan ¢aligmalar, hipergliseminin diyabetik noronlarda oksidatif stresi ve

ROS'u indiikledigini, noronal hasara, islev bozukluguna ve son olarak da
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norotoksisiteye yol actigimi gostermektedir (80). Oksidatif stres ve bunu takiben
ROS olusumu, DN'nin baglangici, patogenezi ve ilerlemesinde rol oynayan iki
kritik unsurdur (191). YG ile inkiibe edilmis DKG ndronu, in vitro DN’yi
incelemek icin en yaygin modeldir. YG, artan ROS mitokondriyal iiretimi ve
ardindan DKG noéronlarinin apoptozisi ile iliskilidir (78, 192, 193). DKG néronal
apoptozunun in vivo olarak diyabetik duyusal ndropatinin patogenezinde yer aldig1
tartigmali olmakla birlikte, YG, nérona zararli ROS olusturarak aksonal atrofiye,
demiyelinizasyona, sinir liflerinin kaybina ve sinir liflerinin yetersiz
rejenerasyonuna neden olur (78, 194-197). Siiperoksitler, hidrojen peroksit ve
nitrik oksit, normal fizyoloji i¢in gerekli olan ii¢ serbest ROS'tur, ancak hiicre igi
mitokondriyal membran potansiyelinin hiperpolarizasyonu ile hiicre i¢inde asiri
ROS birikimi, sitokrom C'nin salinmast ve mitokondriyalden kaspaz-9/3 aktive
edebilen diger diizenleyici proteinler hiicre apoptozisine neden olur (56). Primer
noronlarin  45mM diizeyinde YG’ye maruz kalmast ROS’nin olusumunu
hizlandirarak  6nce  mitokondrial membran hiperpolarizasyonuna  sonra
mitokondrial membran depolarizasyonuna, mitokondrial disfonksiyona, kaspaz 3
ve kaspaz 9 aktivasyonu ile néronal apoptoza sebep olmaktadir (56). Bu ¢alismada
elde ettigimiz verilere gére DKG noronlar1 24 saat YG’ye maruz birakildiginda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlaml sekilde azalma oldugu bulunmustur.
Baslangicta, dolasimdaki HN seviyesi, yasli sican modellerinde artan bir
yasam siiresi ile iligkilendirilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarla, HN'nin 6mrti,
metabolik olaylar1 kontrol etmek i¢in karaciger, bobrek ve kalp dahil olmak tizere
cesitli organlarda apoptozis ve oksidatif strese kadar degisen bir dizi biyolojik

aktiviteye harcandig1 goriilmiistiir(198). Ortaya ¢ikan kanitlar, HN ve analoglarinin
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(HN-S14G) Alzheimer hastaligi, yasa bagl hastalik, kanser, DM ve Creutzfeldt-
Jakob hastaligi dahil olmak {iizere cesitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel
terapotik hedefler olarak arastirilldigini ileri siirdi (165). Sistemik HN
uygulamasinin obez olmayan diyabetik farelerde B hiicre apoptozu ve [ hiicre
enfeksiyonunu inhibe ettigini ve diyabetin patolojik ilerlemesini geciktirdigi
gosterilmistir (143). HN'nin glukoz toleransini etkin bir sekilde kontrol ettigini,
obez olmayan diyabetik farelerde diyabetin baslamasmni 20 hafta boyunca
geciktirdigini ve sitokin tarafindan indiiklenen in vitro B hiicrelerinde apoptozu
inhibe  ettigi  gbézlemlenmistir (168). Muzumdar ve ark., HN'nin
intraserebroventrikiiler uygulamasinin, karaciger dahil olmak {izere farkli viicut
organlarinda insiilin duyarlilifini 6nemli dl¢tide destekledigini ve bunun da yag
asidi metabolizmasini ve Akt sinyal yolunu indiikleyerek hepatik glukoz tiretiminin
azalmasina neden oldugunu bildirmistir (146). Etki mekanizmasinin
degerlendirilmesi, HN'nin insiilin duyarlilagtirict etkisi i¢in hipotalamik STAT
aktivasyonunun gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Hipotalamusta STAT
sinyalizasyonu ve aktivasyonunun DM tedavisinde merkezi rol oynadigi iyi

bilinmektedir (146, 168, 199).

Yapilan ¢aligmalarla tutarl bir sekilde bu ¢calismadan elde ettigimiz bulgular
HN’nin DN’nin in vitro modelinde noroprotektif bir etkisi oldugunu gostermistir.
Bununla birlikte bilindigi kadariyla bu ¢alisma ile ilk defa HN’nin néroprotektif
etkisi 1-2 giinliik si¢anlardan elde edilen DKG ndéronlarinin 24 saat YG’ye maruz
birakilarak olusturulan DN’nin in vifro modelinde gosterilmistir. Farkli
kontrasyonlarda (10 nM, 30 nM, 100 nM ve 300 nM) HN uygulamas1 24 saat

Y G’ye maruz birakilan DKG néronlarina uygulandiginda tiim dozlarda doz bagimli
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olarak hiicre canliligin1 korudugu istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve HN’nin
etkin dozunun belirlenmesi i¢in logDoz-Yanit analizi yapildiginda ECso degeri 20
nM olarak belirlenmistir. Ayrica HN’nin DN’nin in vitro modelinde yolak
tizerinden hiicre canliligina etkisi degerlendirildiginde MTT testinden elde edilen
bulgulara gére HN’nin JAK2/STAT3 yolag1 iizerinden etki ettigi bulunmustur.

Ozetle, bu ¢alismanin sonuglar1 ilk kez HN’nin DN’nin neden oldugu
apoptotik siire¢ler ve hiicre sagkalimi tizerine DN’nin in vivo ve in vitro
modellerinde antiapoptotik ve ndroprotektif bir etki uyguladigini gostermektedir.
DN’nin in vivo modelinde 15 giin boyunca kronik HN uygulamasi serum kaspaz 3
ve serum kaspaz 9 seviyelerini dnemli olgiide azaltarak antiapoptotik bir etki
gostermektedir. DN’nin in vitro modelinde HN’nin hiicre canlilig1 iizerine
noroprotektif bir etkisi oldugu ve bu etkiyi JAK2/STAT3 aracilig1 ile yaptig
bulunmustur. Sonu¢ olarak bu g¢alisma DM’nin uzun siireli ve en yaygin
mikrovaskiiler komplikasyonu olan DN’nin 6nlenmesinde ve tedavisinde HN’nin
teropatik bir aday olabilecegini diislindiiren kritik 6n kanitlar sunmaktadir.

DN, diinya genelinde hastalarin yasam kalitelerini olumsuz yonde etkileyen
kesin bir tedavisi bulunmayan énemli bir halk sagligi sorunudur. Baz1 semptomatik
tedaviler, noropatik agriyr azaltmak i¢in bir sekilde etkilidir ancak DN'nin
ilerlemesini durdurmaz, bu nedenle DN icin terapotik stratejiler gelistirmek
onemlidir. DM’nin 6nemli bir komplikasyonu olan DN’nin 6nlenmesinde ve
tedavisinde terapotik bir aday olarak kullanilabilecek olan HN’nin rollerinin daha

detayli arastirilmasi ve mekanizmalarinin aydinlatiimasi 6nem arz etmektedir.
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