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ABSTRACT 

Bilgin, V. A. (2022) Investigation of the Effects of Systemic Apelin Administration 

on Appetite Regulation in Diabetic AgRP Transgenic Mice, Yeditepe University, 

Institute of Health Sciences, Department of Physiology, PhD thesis, İstanbul. 

Diabetes has become an increasingly common public health problem in recent years. The 

causes of type 2 diabetes (T2D) include insulin resistance developing as a result of 

overweight and obesity caused by mainly due to sedentary life and overeating, and less 

frequently aging and genetic factors, while T1D is mainly caused by the autoimmune 

destruction of insulin-producing beta cells. Energy homeostasis is maintained by 

orexigenic agouti-related peptide/neuropeptide Y (AgRP/NPY) and anorexigenic 

proopiomelanocortin/cocaine-amphetamine-associated transcript (POMC/CART) 

neurons in the hypothalamic arcuate nucleus (ARC), and peripheral inputs. Apelin is an 

adipokine having different physiological roles including blood glucose regulation. In our 

study, we aimed to examine the effects of systemic apelin administration on food intake, 

hyperglycemia and AgRP neuronal activity in streptozotocin (STZ)-induced diabetes in 

transgenic mice. Following the stereotaxic AAV-CAG-Flex-GFP injection by targeting 

ARC in young adult AgRP-Ires-Cre animals, they were administered STZ and/or apelin, 

and their food intake, body weight and blood glucose were monitored. On the sacrification 

day, serum was collected for ELISA measurements and brain slices were obtained to 

examine the electrophysiological activities of AgRP neurons. While food intake 

decreased significantly during STZ administration, it started to increase in the post-STZ 

period. Administration of 50 mg/kg apelin reduced food intake and body weight in 

animals independent of STZ. Food intake continued to increase significantly after 

discontinuation of STZ at 100 mg/kg apelin administration and long-term follow-up after 

apelin. Apelin did not affect STZ-induced increase in blood glucose and decreased serum 

insulin levels. Serum triglyceride levels elevated after STZ administration significantly 

decreased after 100 mg/kg apelin administration. While apelin did not change AgRP 

neuronal activity, STZ increased it significantly. Apelin, on the other hand, tended to 

decrease STZ-induced AgRP neuronal activity. These results suggest that apelin does not 

affect the increase in AgRP neuron activity caused by diabetes. 

Key words: AgRP, Apelin, Diabetes, Electrophysiology, Streptozotocin. 
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ÖZET  

Bilgin, V. A. (2022). Diyabet Modeli Oluşturulmuş AgRP Transgenik Farelerde 

Sistemik Apelin Uygulamasının İştah Düzenlenmesi Üzerine Etkilerinin 

Araştırılması, Yeditepe Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji Anabilim 

Dalı, Doktora Tezi, İstanbul. 

Diyabet, son yıllarda giderek yaygınlaşan bir halk sağlığı problemidir. Tip 2 diyabetin 

sebepleri arasında ağırlıklı olarak sedenter yaşama ve aşırı yemeye bağlı gelişen aşırı kilo 

ve obezite sonucu gelişen insülin direnci ve daha az sıklıkla yaşlanma ve genetik faktörler 

gelirken, tip 1 diyabet asıl olarak, insülin üreten beta hücrelerinin otoimmün yıkımından 

kaynaklanmaktadır. Besin alımı, hipotalamik arkuat çekirdekte (ARC) bulunan 

oreksijenik agouti-ilişkili peptit/nöropeptit Y (AgRP/NPY), anoreksijenik 

proopiomelanokortin/kokain-amfetamin ile düzenlenen transkript (POMC/CART) 

nöronları ve periferik sinyallerle sağlanmaktadır. Apelin bir adipokin olup kan glukozu 

düzenlenmesi gibi fizyolojik rolleri bulunmaktadır. Çalışmamızda, streptozotosin (STZ) 

ile indüklenmiş diyabet modeli oluşturulan transgenik farelerde sistemik apelin 

uygulamasının besin alımına, hiperglisemiye ve AgRP nöronlarıın aktivitesine olası 

etkilerini incelemeyi amaçladık. Bu amaçla, genç erişkin AgRP-Ires-Cre hayvanları 

kullandık. ARC hedeflenerek stereotaktik olarak AAV-CAG-Flex-GFP enjeksiyonunu 

takiben STZ ve/veya apelin uygulanarak hayvanların besin alımı, vücut ağırlığı ve kan 

şekerleri takip edildi. Dekaptiasyon gününde ELISA ölçümleri için serum toplandı ve 

beyin kesitleri alınarak AgRP nöronlarının elektrofizyolojik aktiviteleri incelendi. STZ 

uygulaması süresince besin alımı anlamlı şekilde azalırken STZ sonrası dönemde artmaya 

başladı. 50 mg/kg apelin uygulaması hayvanlarda besin alımını ve vücut ağırlığını 

STZ’den bağımsız olarak düşürdü. 100 mg/kg apelin uygulaması ve uzun dönem apelin 

sonrası takipte STZ’nin kesilmesinden sonra besin alımı anlamlı şekilde yükselmeye 

devam etti. Apelinin STZ kaynaklı kan şekeri yükselişine ve serum insülin düşüşüne bir 

etkisi gözlemlenmedi. STZ sonrası yükselen serum trigliserit seviyeleri 100 mg/kg apelin 

sonrasında anlamlı derecede düşmüştür. Apelin AgRP nöron aktivitesini değiştirmemekte 

olup STZ AgRP nöron aktivitesi anlamlı şekilde arttırmıştır. Apelin ise STZ kaynaklı 

AgRP nöronal aktivitesindeki artışı düşürme eğilimindedir. Bu sonuçlara göre, apelinin 

diyabet sebepli AgRP nöron aktivitesindeki artışa etki etmediği düşünülebilir.  

Anahtar kelimeler: AgRP, Apelin, Diyabet, Elektrofizyoloji, Streptozotosin. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 Diyabet, son yıllarda giderek artan bir ivme ile dünya nüfusunun büyük bir 

kısmını etkileyen ve ciddi sağlık sorunlarına sebep olabilen kronik bir hastalık haline 

gelmiştir 1. Kan şekeri homeostazında en önemli yere sahip olan pankreas beta (β) 

hücrelerinde oluşan bir harabiyete bağlı olarak (tip 1) ve bu hücrelerden salınan insülin 

hormonuna ait direnç gelişmesinden kaynaklanan (tip 2) diyabet hastalığı kontrol altına 

alınmaz ise hastalık daha ağır sonuçlar doğurabilmektedir 2,3. Pankreasta bulunan ve 

enerji metabolizması için de çok önemli bir role sahip olan β hücrelerinden salınan insülin 

hormonu, bu hücrelerde kalıtsal ya da çevresel faktörler sonucu oluşabilecek hasarlardan 

etkilenerek normal fizyolojik işleyişinden çıkar 4,5. Bu durumda kan glukoz düzenleme 

metabolizması bozulur ve doğru tedavi uygulanmadığı takdirde kronik dönemde vasküler 

hastalıklar, körlük, böbrek yetmezliği gibi istenmeyen sonuçlar ortaya çıkarabilir 1.  

Obezite, günümüzde çocukluk çağında da artış göstermesine rağmen büyük 

çoğunlukla erişkinlerde görülen tip 2 diyabetin başlıca sorumlusu olarak gösterilmektedir 

6,7. Diyabet hastalığı, β hücrelerinin total harabiyetinde sıklıkla çocukluk çağında ortaya 

çıkan tip 1 diyabet 8, çoğunlukla obez kişilerde gelişen insülin direncine bağlı olarak ve 

erişkinlerde ortaya çıkan tip 2 diyabet 9 ve gebelik öncesinde normal olarak seyreden 

fakat ilerleyen dönemde insulin salınımının bozulması ile ortaya çıkan gestasyonel 

diyabet olarak sınıflandırılmaktadır 10. Her üç tip için de günümüzde tedavi yöntemleri 

vardır fakat sağlık ekonomisine çok ciddi yükler bindirmesinden ötürü diyabet için yeni 

tedavi yöntemleri arayışı ciddi şekilde devam etmektedir 11. Bu arayış, farklı etkideki 

ilaçların geliştirilmesi ya da endojen olarak metabolizmada var olan bazı moleküllerin 

enerji metabolizması üzerine olası etkilerinin araştırılması ile olmaktadır 12,13. Bu 

moleküllerden birisi de yağ dokusundan salınan ve dolaşım sistemi üzerindeki etkileri 

netleştirilmiş olup son yıllarda iştah metabolizmasında olası bir rolünün varlığı araştırılan 

apelin hormonudur 14. İnsülin direnci dolaşımdaki serbest yağ asitlerinin artmasına sebep 

olur 15. Apelin hormonunun obezitede arttığı gösterilmiştir 16. Bunun yanında, çeşitli 

çalışmalar obezite ve insülin direnci varlığında, serum ve yağ doku apelin düzeylerinde 

artış olduğunu göstermiştir 15,17.  

Bu çalışmamızda, AgRP-Ires-Cre transgenik fareler kullanarak streptozotosin ile 

indüklenmiş diyabet modeli hayvanlara apelin uygulamasının hipotalamik arkuat 

çekirdekte bulunan ve açlık durumunda aktifleşerek homeostatik besin alımını yukarı 



2 

 

yönde düzenleyen AgRP nöronları üzerine olası etkisini, beslenme davranışını ve kafes 

içi aktiviteyi araştırmayı amaçladık.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Diyabet 

Diabetes mellitus ilk olarak 3000 yıl önce bir Mısır el yazmasında rapor edilmiştir 

18. Ancak, tip 1 ve tip 2 olarak sınıflandırılması 1936 yılında gerçekleşmiştir 19.  Diyabet, 

yüksek kan şekeri seviyesine bağlı olarak, uzun vadede dolaşım sistemi, sinir sistemi, 

böbrekler ve gözlerde kalıcı hasar bırakabilen kronik metabolik bir hastalıktır. Diyabet, 

görme kaybı, kalp krizleri, inmeler, nefropati, nöropati ve alt ekstremite 

ampütasyonlarının ana sebeplerinden biridir 1. Diyabet hastalığı, tip 1 diyabet, tip 2 

diyabet (%95 ile en yaygın tip) ve gestasyonel diyabet olarak üç tipe ayrılmaktadır. 

Uluslararası Diyabet Federasyonu (UDF)’na göre tüm dünyada 20-79 yaş aralığındaki 

diyabet hastası sayısı 2021 yılında 530 milyon kişi civarında iken bu sayının 2045 yılında 

700 milyon kişiye ulaşması öngörülemktedir. 1980 yılında bu sayının 100 milyon 

civarında olduğunu düşünürsek toplumlarda diyabetin ne hızla yayıldığını anlamamız 

kolaylaşır. Diyabet, tüm yaş gruplarını ve ırkları etkilemektedir. Her yıl 4 milyon kişi 

diyabete bağlı komplikasyonlar geliştirerek hayatlarını kaybetmektedir. 2021 yılını örnek 

alırsak, dünya üzerinde diyabete bağlı ölüm sayısı 7 milyon civarındaydı ve bu, her beş 

saniyede bir kişinin bu hastalığa bağlı olarak hayatını kaybettiği anlamına gelmekteydi. 

Bu yüzden diyabeti önlemede ve ondan korunmada etkili olabilecek yeni teşhis ve tedavi 

yöntemlerini bulmada ve diyabetten uzak tutacak hayat standardı değişikliklerini 

sağlamada ortak akıl yürütülmesi gerekmektedir. Tip 2 diyabet hastalığına yakalanma 

riski, sağlıklı beslenme, düzenli fiziksel aktivite ve tütün ürünlerinden uzak durma ile 

ciddi oranda düşmektedir ve hatta hastalığın varlığında dahi uygun medikal tedaviye ek 

olarak düzenli beslenme ve egzersiz programları ile diyabet ve sebep olduğu ilgili 

hastalıkların gerileyebildiği gerçeği bilinmektedir. Bunların yanında sağlık sistemi 

açısından da diyabet hastalığı çok ciddi bir maddi yük olmaktadır. Günümüzde tüm 

dünyada diyabet hastalığına yapılan sağlık harcamalarının neredeyse 1 triyon dolara 

yaklaşarak son 15 yılda %300 artmış olması yakın gelecekte çok daha fazlasına 

ulaşacağının sinyallerini vermektedir 1. 

Obezite diyabet gelişimindeki önemli unsurlardan biridir. Obezitenin tanımı, aşırı 

enerji alımı ve depolanması sonrasında bu enerjinin yetersiz harcanmasına bağlı olarak 

gelişen kilo alımıdır. Günümüzde, özellikle gelişmiş ülkelerde büyük bir sağlık sorunu 

haline gelmiştir. Bununla birlikte, bazı obez bireylerde aşırı besin alımının leptin eksikliği 
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gibi genetik bir etiyolojiden kaynaklı olduğu söylenebilir 20-22.  Obez bireylerin vücut 

kütle indeksi (VKİ) ≥30 kg/m2 ve aşırılı kilolu bireylerin VKİ’si ≥25 ve <30 olarak 

sınıflandırılmaktadır 20. Obezite ve fazla kilolu birey insidansının, 1980’den günümüze 

kadar iki kattan fazla arttğı ve dünya genelinde VKİ’si > 25 olan 2,1 milyardan fazla 

kişinin olduğu Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından gösterilmiştir. DSÖ tarafından, 

2014 yılında ~600 milyon obez birey olduğu ve bu sayının her geçen sene ciddi oranda 

artığı raporlamıştır 23. Obezite, tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), hipertansiyon, 

dislipidemi, kardiyovasküler hastalıklar, kas-iskelet sistemi bozuklukları, belirli kanser 

türleri ile ilişkilindirilmiştir 23,24. VKİ ile hem açlık hem de tokluk insülin seviyeleri 

arasında genel olarak doğrudan orantılı bir ilişki olduğu iyi bilinmektedir 25-27. Benzer bir 

ilişki VKİ ile insülin direncinin düzeyi arasında da vardır 27. Yükselen VKİ’ye bağlı 

olarak gelişen hiperinsülinemi, normoglisemiyi ve gelişen insülin rezistansının 

üstesinden gelmeyi sağlamak için gereklidir 27. Tüm obez bireylerde insülin direnci 

gelişmediği; yapılan çalışmalarda, VKİ’si <30, ≥30-35 ve >35 olan bireylerin sırasıyla 

%19, 34 ve %60’ının insüline dirençli olduğunu gösterilmiştir 27-29. VKİ’nin artmasıyla 

insülinin salınımın da arttığı, VKİ <30, >30-35 ve >35 olan kişileri içeren bir çalışmada 

sırasıyla %28, 49 ve %80 insülin salgı artışı gösterilmiştir 27. Obez veya fazla kilolu 2,1 

milyar kişiden <%25’ine T2DM teşhisi konulmuştur. Son yıllarda T2DM’deki artışın, 

genel olarak, küresel nüfustaki aşırı kilolu bireylerin yüzdesindeki bir artışa bağlı olduğu 

düşünülmektedir 30 

2.1.1. Diyabet İçin Tanı Kriterleri 

Diabetes mellitus tanısı, aşağıdaki dört anormal glukoz metabolizması 

belirtisinden birine dayanarak konulur 31-33. Bunlar: (1) Farklı anlarda birden fazla 

ölçümde açlık plazma glukozunun ≥126 mg/dL (7 mmol/L) olması. (2) Klasik 

hiperglisemi semptomları olan bir hastada rastgele venöz plazma glukozunun ≥200 

mg/dL (11,1 mmol/L) olması. (3) Oral glukoz tolerans testinde 1.75 g/kg’lık (maksimum 

doz 75 g) glukoz yüklemesinden iki saat sonra plazma glukozunun ≥200 mg/dL (11.1 

mmol/L) olarak ölçülmesi. (4) Glike hemoglobin (HbA1c)’nin ≥6,5 (Ulusal 

Glikohemoglobin Standardizasyon Programı tarafından onaylanmış bir test kullanılarak) 

olması. Bu kriter yetişkinlerde tip 2 diabetes mellitus (T2DM) teşhisinde daha faydalıdır 

ve hiperglisemi ile doğrulanmalıdır. 

 



5 

 

2.1.2. Diyabet Tipleri 

2.1.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus 

Günümüzde tip 1 diabetes mellitus (T1DM) çocukluk çağının en sık rastlanılan 

diyabet tipidir ve elde olan verilere göre her yıl yaklaşık 100 bin yeni çocuğa tip 1 diyabet 

teşhisi konulmaktadır 34. Gelişmiş eksojen insülin teknolojilerine rağmen tip 1 diyabet 

teşhisi alan bireyler kardiyovasküler mortalite riski de dahil olmak üzere bir çok 

komplikasyon açısından risk altındadırlar 35. T1DM patofizyolojisindeki genel özellik, 

pankreasta bulunan Langerhans adacıklarındaki insülin salınımından sorumlu β 

hücrelerinin yokluğu veya fonksiyonsuz oluşu sonucunda kan şekeri düzenleme 

mekanizmasının glukagon ile birlikte iki ana faktörden biri olan insülinin salınamaması 

sebebi ile kan şekeri seviyesinin olması gereken aralıktan saparak oldukça yüksek 

seyretmesidir 36. Var olan bazı hipotezler, işlevsel beta hücre kütlesi kaybının bağışıklık 

sisteminden kaynaklı olduğunu söyleyerek bunu da bağışıklık sisteminin fonksiyonsuz β 

hücrelerini belirleyerek onlara aşırı reaksiyon verip yok etmesine dayandırmaktadır 37,38. 

Çocukluk çağı T1DM insidansı coğrafya, yaş, cinsiyet, aile öyküsü ve etnik kökene göre 

değişmektedir. Aynı zamanda T1DM insidansı da dünyanın farklı bölgelerinde değişiklik 

göstermektedir 32. Bildirilen en yüksek T1DM insidansı Finlandiya ve Sardunya’da 

görülmektedir (15 yaşından küçük 100.000 çocuk için 37 ila 65) 32,39. Amerika Birleşik 

Devletleri’nde ise, çocuklarda ve ergenlerde yıllık T1DM insidansı, ırk/etnik gruplar 

arasında önemli farklılıklarla birlikte, genel olarak 100.000’de 22,3'tür (İspanyol kökenli 

olmayan beyaz gençlerde 100.000’de 27.3, siyah gençlerde 100.000’de 20,8 ve hispanik 

popülasyonda 100.000’de 16,3) 40. Çocuklukta başlayan T1DM’nin ortaya çıkışı iki ayrı 

yaş diliminde pik yapmaktadır: birincisi dört ila altı yaşlarında diğeri erken ergenlikte (10 

ila 14 yaş) 41-43. Genel olarak, çocukların yaklaşık %45’i 10 yaşından küçüktür 44. 

Otoimmün hastalıkların çoğunun kadınlarda daha yaygın olmasına karşın, çocukluk çağı 

T1DM’nin genel insidansında cinsiyet farkı yok gibi görünmektedir 45,46. Hatta bazı 

çalışmalar küresel olarak T1DM’nin erkeklerde daha sık görüldüğünü işaret etmektedir 

ve bu oran yaklaşık 1.5:1’dir 47. T1DM’li bir hastanın yakın akrabalarında yaşam boyu 

T1DM gelişme riski önemli ölçüde artmaktadır 32,48,49. Bazı raporlar, aşağıdaki faktörlerin 

her birini artan T1DM riskiyle ilişkilendirmiştir ancak bu ilişkilerin hiçbiri tam olarak 

doğrulanmamıştır 50,51.  Bunlar aşılar, diyet, daha yüksek sosyoekonomik durum, obezite, 

D vitamini eksikliği, anne yaşı, preeklampsi öyküsü ve yenidoğan sarılığı gibi 
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faktörlerdir. Düşük doğum ağırlığı T1DM gelişme riskini azaltırken, gebelik yaşına göre 

yüksek doğum ağırlığı ve doğumdaki gebelik yaşının düşük olması T1DM riskini 

artırabilir 52. 

Çoklu genlerin polimorfizmlerinin tip 1A diyabet riskini etkilediği yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (HLA-DQalpha, HLA-DQbeta, HLA-DR, preproinsülin, 

PTPN22 geni, CTLA-4, interferon ile indüklenen helikaz, IL2 reseptörü (CD25), lektin 

benzeri bir gen (KIAA0035), ERBB3e ve 12q’da tanımlanmamış bir gen gibi 51,53-58. 

Genom çapında ilişkilendirme çalışmalarından elde edilen verilere bağlı olarak yapılan 

bir meta-analiz, bu ilişkileri doğrulamış ve artan tip 1 diyabet riski ile ilişkili dört ek risk 

lokusunu (BACH2, PRKCQ, CTSH, C1QTNF6) tanımlamıştır 59. Tip 1 diyabet için 

majör duyarlılık genleri (ana histo-uyumluluk kompleksi (MHC) lokusu için IDDM1 

olarak adlandırılır) kromozom 6p üzerindeki HLA bölgesindedir. Bu bölge, makrofajlar 

gibi antijen sunan hücrelerin hücre yüzeyinde ifade edilen MHC sınıf II moleküllerini 

kodlayan genleri içerir. Bu MHC molekülleri, tip 1 diyabetin patogenezinde yer alan 

antijenlerin bağlandığı peptit bağlayıcı bir oluk oluşturan alfa ve beta zincirlerinden 

oluşur. Antijenin MHC’ye bağlanması, yıkıcı otoimmün sürecin ana efektör hücreleri 

olan T hücreleri üzerindeki antijen reseptörlerine sunulmasına izin verir 60,61. 

2.1.2.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus 

T2DM, diyabetin açık ara en yaygın görülen şeklidir ve diyabet vakalarının 

neredyse %90’ını oluşturmaktdır 62,63. T2DM, son yıllarda küresel bir pandemi haline 

gelen ve birçok organı tutan kronik metabolik multifaktöriyel bir hastalıktır. T2DM, 

pankreas β hücre disfonksiyonu, artmış pankreas alfa hücre fonksiyonu ve periferik doku 

insülin direnci ile karakterizedir 64,65. Oluşan bu değişiklikler sonucunda şu durumlar 

ortaya çıkabilir: (1) hasarlanmış periferik glukoz alımına bağlı gelişen hiperglisemi, (2) 

hasarlanmış periferik yağ alımına bağlı gelişen dislipidemi (artmış trigliseritler, düşük 

yoğunluklu lipoprotein (LDL) ve total kolesterol miktarı), (3) hasarlanmış besin alımına 

bağlı gelişen iskelet kası gibi periferik dokulara amino asit alımının ve enerji üretiminin 

bozulması ve son olarak (4) hiperglisemi ve hiperlipidemiyi daha da arttıran yükselmiş 

glukagon üretimi 66-69. Batılı ülkelerdeki hastaların ~%90’ının obez veya aşırı kilolu 

olması, T2DM’nin aşırı besin tüketimini içeren diyetler tarafından büyük ölçüde 

tetiklendiğini düşündürmektedir 70. Batı ülkelerinde gözlenenin aksine, Çin’de yapılan bir 

araştırma, T2DM hastalarının %50,3’ünün aşırı kilolu olmadığı ve diğer Asya ülkelerinde 
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de VKİ’si <25 olan birçok T2DM’li hastaların varlığını göstermiştir 71,72. Henüz önemli 

bir risk geni tanımlanmamış olmasına rağmen, genetik faktörlerin de duyarlılık 

kazandırmada rol oynadığı netlik kazanmıştır 73,74. T2DM, insülin eksikliğinin şiddeti, 

tedavi gereksinimleri ve prognozunun hastalar arasında farklılık göstermesinden ötürü 

heterojen bir hastalık olarak kabul edilmektedir 75,76. Tedaviler mevcut olmasına rağmen 

diyabet körlük, son dönem böbrek hastalığı, alt ekstremite amputasyonu ve 

kardiyovasküler hastalığın önde gelen nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir 77. 

Birleşik Krallık’ta yapılan bir araştırmada, 2007’den 2010'a kadar gerçekleştirilen 

ampütasyonların %48,9’unun diyabetli kişilere yapıldığını ve diyabetlilerin ampütasyon 

riskinin 23,3 kat fazla olduğu bulundu 78. Ek olarak, diyabetik hastalar genellikle 

bozulmuş yara iyileşmesi, enfeksiyonlara yatkınlık, nöropati ve iktidarsızlık sorunlarına 

daha açıktırlar 78. T2DM ayrıca Alzheimer ve Parkinson hastalıkları için bir risk faktörü 

olarak tanımlanmıştır 79,80. Kardiyovasküler hastalıklar, diyabetik hastalarda gerçekleşen 

tüm ölümlerin %75’inden sorumludur ve T2DM’li bireylerde ortalama yaşam beklentisi 

normale göre daha düşüktür 81,82. İnsülin sekresyonu ile periferik doku insülin direncini 

iyileştirmeye ve hiperglisemiyi düzenlemeye yönelik bir dizi tedavi mevcuttur 83,84. 

Bununla birlikte, hastalarda glisemik kontrolün sürdürülmesi çok kolay olmamaktadır 

çünkü günümüzde kullanılan mevcut tedavilerin uygulanmasından kaynaklanarak 

hipoglisemi veya hiperglisemi gelişmesi riski olduğu gibi, fazla ya da yetersiz bir anti-

hiperglisemik bir sonuç ile karşılaşmak gayet beklenen bir durumdur 85,86. Tedavi 

rejiminden bağımsız olarak, insanlarda yapılan uzun vadeli çalışmalar, β hücre 

fonksiyonunun genellikle zaman ilerledikçe bozulduğunu göstermiştir 87,88. 

2.1.2.3. Tip 1 ve Tip 2 Diyabet Farklılıkları 

T1DM, esas olarak insülin eksikliği ile karakterize edilirken, T2DM, göreceli 

insülin eksikliği ile birlikte esas olarak bir insülin direnci ile ifade edilir. T2DM’nin 

çocuklar ve adolesanlarda insidansı arttıkça, uzun dönem tedavi yönetimleri farklılık 

gösterdiğinden dolayı, tip 1 tip 2 diyabeti birbirinden ayırt etmek daha önemli hale 

gelmektedir. Bununla birlikte hiçbir kriter seti veya tanı testi, T1DM ve T2DM arasında 

tutarlı bir şekilde ayrım yapamaz. Bu nedenle, iki tip arasındaki ayrım, genellikle 

laboratuvar çalışmalarıyla desteklenen klinik sunum ve öykünün bir kombinasyonuna 

dayanır. T2DM’li hastalar genellikle obezdir (yaşa ve cinsiyete göre VKİ ≥ 95. persentil). 

Buna karşın, T1DM’li çocuklar genellikle obez değildir ve %25 kadarı fazla kilolu 
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olmasına rağmen (VKİ ≥85 ila 95 persentil) sıklıkla yakın zamanda kilo kaybı öyküsü 

vardır 89. T2DM’li hastalar kliniğe genellikle ergenliğin başlangıcı ile birlikte gelirken, 

T1DM’li hastalar daha erken yaşta belirti gösterir. T1DM’li çocukların yaklaşık yüzde 

45’i 10 yaşından önce başvururken, neredeyse tüm T2DM vakaları 10 yaşından sonra 

ortaya çıkar 44. T2DM’li hastalarda sıklıkla akantozis nigrikans (deride sertleşme-insülin 

direncinin bir işareti), hipertansiyon, dislipidemi ve polikistik over sendromu (kızlarda) 

bulunurken bu bulguların T1DM’li çocuklarda görülmesi daha az olasıdır. Örnek olarak, 

Amerika Birleşik Devletleri’ndeki çalışmalarda, T2DM tanısı konan gençlerin yüzde 50 

ila 90’ında akantozis nigrikans varken 90,91 klinik olarak T1DM tanısı konanların %25’i 

kadarında insülin direncinin biyokimyasal kanıtı vardır ve yaklaşık % 12'sinde akantozis 

nigrikans vardır 90. T1DM’li hastaların %10 kadarında etkilenmiş bir yakın akraba 

bulunurken, T2DM’li hastaların %75 ila 90'ında etkilenmiş bir yakın akraba vardır 91,92. 

Tüm bu farklılıklar Tablo 1’de özetlenmiştir. 

Tablo 1. Çocuklarda ve ergenlerde tip 1 ve tip 2 diabetes mellitusun özellikleri 93. 

 Tip 1 diyabet Tip 2 diyabet 

Prevalans Yaygın, artışta Yaygın 

Görülme yaşı Çocukluk çağında Ergenlikten itibaren 

Başlangıçta Tipik olarak akut, şiddetli Sinsice ilerleyen, şiddetli 

Başlangıç ketozu Yaygın %5-10 

Etkilenen aile bireyi %5-10 %75-90 

Kadın:erkek 1:1 Neredeyse 2:1 

Kalıtım Poligenik Poligenik 

HLA-DR3/4 Güçlü ilişki İlişki yok 

Irk Hispanik olmayan beyazlarda Tüm ırklar 

İnsülin salınımı Azalmış/yok Değişken 

İnsülin duyarlılığı Kontrol altındayken normal Azalmış 

İnsüline bağımlılık Her zaman Değişken 

Obezite veya fazla kiloluluk %20-25 fazla kilolu >%80 obez 

Pankreatik antikor Evet Hayır 
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2.1.2.4. Gestasyonel Diyabetes Mellitus  

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM), geleneksel olarak ilk kez gebelik 

sırasında saptanan başlangıç seviyesi değişken olan bir karbonhidrat intoleransı olarak 

tanımlanır 94. Bu tanım, doğumdan sonra normale dönen anormal glukoz toleransını ve 

gebelik öncesinde tanı konulmamış veya gebelik sırasında başlamış olan DM’yi kapsar. 

GDM’nin daha güncel bir tanımı, “gebeliğin ikinci veya üçüncü trimesterinde teşhis 

edilen ve gebelik öncesinde belirgin olmayan diyabet” şeklinde açıklanmıştır 95. GDM 

prevalansı, popülasyon özelliklerine ve kullanılan tanı kriterlerine bağlı olarak büyük 

ölçüde değişmektedir. 2010 yılından önce Birleşik Krallık ve İrlanda’da yapılan kohort 

çalışmaları, gebeliklerin %1-3’ünün GDM ile komplike olduğunu göstermiştir 96. Buna 

karşılık, daha sıkı tanı kriterleri uygulandığında, Hiperglisemi ve Olumsuz Gebelik 

Sonuçları (HAPO) çalışmasına dahil olan 15 merkezde GDM prevalansı %9 ile %26 

(ortalama %18) arasında değişiyordu 97. 2017 yılında dünya genelinde her yedi canlı 

doğumdan birinin GDM’den etkilendiği tahmin edilmekteydi 98. GDM prevalansındaki 

artışın temel nedenleri arasında obezite salgını, fiziksel hareketsizlik (sedanter yaşam) ve 

artan anne yaşı yer almaktadır 99. GDM, şu risklerin artmasıyla ilişkilendirilmiştir: 

Gebeliğin hipertansif bozuklukları (örn. preeklampsi, gestasyonel hipertansiyon), anne 

veya yenidoğanda doğum travması, operatif doğum (sezaryen, yardımlı vajinal doğum), 

perinatal mortalite, fetal/neonatal hipertrofik kardiyomiyopati, yenidoğan solunum 

problemleri ve metabolik komplikasyonlar (örn. hipoglisemi, hiperbilirubinemi, 

hipokalsemi, polisitemi) ve polihidramnios 100-104. Daha da önemlisi, maternal açlık 

plazma glukoz seviyeleri 75 mg/dL’nin (4,2 mmol/L) üzerine çıktıkça ve bir ve iki saatlik 

oral glukoz tolerans testi (OGTT) değerleri en düşük septilden en yüksek seviyeye 

çıktıkça belirtilen sonuçların riskleri artmaktadır. Bu sürekli bir etkidir; artmış olumsuz 

obstetrik sonuç riski altındaki hastaları tanımlayan net bir eşik yoktur 103,105,106. GDM 

ayrıca uzun vadede bazı risklerin artmasıyla ilişkilendirilmiştir. Annelerde tip 2 diyabet 

ve kardiyovasküler hastalığın gelecekteki gelişimi ve GDM varlığı ile doğan bireylerde 

adolesan ve yetişkin döneme ulaştıklarında obezite, anormal glukoz toleransı, 

hipertansiyon ve metabolik sendrom gelişebilme ihtimali yüksektir 107-109. 

2.2. Streptozotosin  

Streptozotosin (STZ), 1950’lerin sonlarında Streptomyces achromogenes 

tarafından üretilen bir antibiyotik olarak tanımlanan bir bileşiktir 110. Üç farklı prosedür 
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kullanılarak sentezlenmektedir 111: (1) tetra-O-asetil glukozamin hidroklorürden 112; (2) 

d-glukozamin + N-nitrozometil karbamil-azidden 113 ve (3) d-glukozamin N-metilüreden 

113. STZ’nin pankreatik β hücreleri üzerindeki genotoksik etkileri, deney hayvanlarında 

diabetes mellitus hastalığını indüklediği bilgisine çalışmacıların ulaşmasını sağlamıştır 

114. DM hayvan modellerini üretmeye yönelik bu yaklaşımın güvenilir olduğu 

gösterildikten sonra bilimsel araştırmalarda yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. 

2.2.1. STZ’nin Diyabetojenik Etkileri 

STZ hem insüline bağımlı hem de insüline bağımlı olmayan diabetes mellitusu 

indüklemek için kullanılabilir. STZ bir N-asetilglukozamin analoğu olduğundan, bir 

hücre zarı glukoz transporter 2 (GLUT2) yoluyla β hücrelerine girebilmektedir. STZ’nin 

üç ana diyabetojenik etkisi vardır: (1) DNA’nın alkilasyonu 115, (2) süperoksit 

radikallerinin oluşumu 116 ve (3) süperoksit dismutazın inhibisyonu 116. 

2.2.1.1. DM’nin Deneysel Olarak STZ ile İndüklenmiş Modelleri 

STZ ile indüklenen diyabet üzerine primatlar, domuzlar, köpekler, kediler, 

tavşanlar, sıçanlar ve fareler dahil olmak üzere çok çeşitli memeli modelleri 

geliştirilmiştir 117. Hayvan modellerini karşılaştırırken, hayvanların STZ uygulamasından 

önce aç olup olmadığı, hayvanların yaşı, suşu, uygulanan STZ dozu, uygulama yolu, ilaç 

etkileşimleri ve yan etkiler dahil olmak üzere dikkate alınması gereken birçok değişken 

vardır. Kemirgen modelleri genellikle daha küçük vücut boyutları, omnivor doğası ve 

sakin davranışları, düşük diyet ve barınma maliyetleri ve araştırmacılar tarafından 

kullanımı kolaylaştıran özellikleri nedeniyle tercih edilmektedir 117. Ancak, STZ 

uygulanan kemirgen modellerinde DM’nin indüklenmesine yönelik protokoller oldukça 

değişkendir. Literatürde tanımlanan üç yaklaşım vardır: (1) ardışık günlerde küçük 

dozlarda STZ enjeksiyonu, (2) tek bir yüksek doz STZ enjeksiyonu ve (3) yüksek yağlı 

bir diyetle birlikte küçük dozlarda veya tek doz STZ uygulanması. 

Albino Wistar ve Sprague-Dawley sıçan türleri, STZ ile indüklenen DM modelleri 

arasında en yaygın kullanılan kemirgenlerdir. Her ikisi de yaygın olarak kullanılmaktadır 

ve bilimsel araştırmalara büyük katkı sağlamışlardır 118-120. İnsanlarda DM prevalansı 

erkeklerde kadınlardan daha yüksektir 121. Bunun nedeni, kadın cinsiyet steroidlerinin β 

hücrelerini yaralanmadan korumasıdır 122. Bu durum kemirgen modellerinde de 

geçerlidir, çünkü farelerin her iki cinsiyetinin de östradiol üretimi baskılandığında STZ 
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ile indüklenen insülin eksikliğine karşı bir hassasiyet geliştirdiği gösterilmiştir 122. Bu 

nedenle çoğu çalışmada erkek hayvanlar kullanılmaktadır 123. Rodentlerin deney boyunca 

ad libitum olarak beslendiği 124,125 ve STZ enjeksiyonundan önce 4-6 saat aç bırakıldığı 

126 iki tip STZ ile indüklenmiş DM protokolü vardır. 

Bununla birlikte, aç hayvanlara tek bir STZ dozunun uygulanması avantajlı 

olabilir. Çünkü uzun süreli açlıkta β hücreleri üzerindeki düşük afiniteli GLUT2 

taşıyıcıları için STZ ve glukoz arasındaki rekabet en aza inmektedir 127. Bu nedenle, 

birkaç araştırmacı, STZ uygulamasından önce gece boyunca hayvanları aç bırakmayı 

önermektedir 118.  

2.2.2. Uygulama Öncesi STZ’nin Hazırlanması 

DM’yi indüklemek için kullanılmadan önce STZ’nin tampon solüsyonda 

seyreltilmesi gerekmektedir. Filtrelenmiş 0.1 M sitrat tamponunun (pH 4,5) kullanılması 

gerektiği konusunda bir fikir birliği vardır 128. Ayrıca genel olarak STZ’nin ışığa maruz 

kalmasını önlemek ve çözeltideki kararsızlığı nedeniyle hazırlanan solüsyonun10 dakika 

içinde uygulanması şeklindedir 129-131. 

STZ, kullanılan doza bağlı olarak hafif ya da şiddetli diyabet türleri üretebilir. 

T1DM’yi indüklemek için yaygın olarak tek bir STZ dozu kullanılır, ancak bu aynı 

zamanda T2DM’yi indüklemek için de kullanılmıştır 132,133. Yüksek kan şekeri ve STZ 

toksisitesi nedeniyle deney hayvanlarının yaklaşık %10-20’sinde ani ölüm görülmesi sık 

karşılaşılan bir durumdur 134. Önerilen doz, farklı kemirgen türleri arasında değişir. Genel 

doz Wistar veya Sprague-Dawley sıçanlarında 50 ila 85 mg/kg arasındadır 135-137. Farklı 

fare suşlarını içeren bir çalışma, yaklaşık 100 mg/kg’nin T2DM’nin indüklenmesi için 

ideal olduğunu, 200 mg/kg’nin ise T1DM’yi indüklediğini göstermiştir 132. STZ’nin çoklu 

dozları, özellikle T2DM modellerinde 133 yaygın olarak kullanılmıştır, ancak bu yaklaşım 

aynı zamanda T1DM oluşturmak için de kullanılabilir 138. Bu yöntemin ana avantajları, 

tek doz STZ ile karşılaştırıldığında pankreatik β hücrelerinin ilerleyici yıkımı ve hayvan 

morbidite ve mortalitesinin azalmasıdır 138. Araştırmacının önerilen araştırma türü ve 

mevcut kaynaklar için en uygun protokolü seçmesi gerektiği açıktır. Ancak, STZ ile 

indüklenen DM’nin tüm deneysel kemirgen modelleri için bazı önemli hususlar vardır: 

(1) STZ ile indüklenen DM modelleri için en iyi hayvan suşu üzerinde genel bir fikir 

birliği yoktur 139. (2) STZ'ye daha yoğun tepki verdikleri için ideal olarak daha genç 

hayvanlar seçilmelidir 140. (3) Çalışma dişi cinsiyet hormonlarıyla ilgili değilse, 
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çalışmaların çoğunda erkek hayvanlar kullanılmalıdır. (4) Önerilen STZ seyreltme 

tamponu, steril filtreli 0,1 M sitrat tamponudur (pH = 4,5). Ayrıca, bu çözelti karanlıkta 

tutulmalı ve 10 dakika içinde uygulanmalıdır 128. 

2.3. Adipokinler 

Endokrin bir organ olarak kabul edilen adipoz doku, sadece yağ depolama 

görevine sahip değildir, aynı zamanda topluca “adipokinler” olarak adlandırılan bazı 

biyoaktif polipeptidlerinin salınmasında yer alan karmaşık bir yapıdır 141. Adipokinler 

metabolizmada vücut ağırlığının düzenlenmesi, iştahın regülasyonu, glukoz 

homeostazının sağlanması, inflamasyonun sağlanması ve kan basıncının düzenlemesi 

gibi çeşitli şekillerde görev alırlar 142-146. Öte yandan, bağırsak ve kardiyovasküler sistem 

gibi farklı organlarda üretilen hormonlar yağ dokusu merkezli karmaşık bir ağ içinde 

bütünleşmektedirler 141. Adipokinler adipositlerden (en genel örnek leptin ve 

adiponektindir), preadipositlerden, yağ dokusuna sızmış bağışıklık hücrelerinden ya da 

yağ dokusu içindeki diğer hücre tipleri tarafından salınırlar. Adipositler ayrıca 

proinflamatuar (özellikle kronik subinflamatuar obezite durumunda) ve antiinflamatuar 

sitokinler üretebilirler 147. Ek olarak yağ dokusu içindeki çeşitli bağışıklık hücre tipleri de 

bu salınmaya katkıda bulunmaktadır. Sağlıklı bireylerde tip 2 doğuştan gelen lenfoid 

hücreler ve diğer Th2 bağışıklık hücreleri, adipositlerde insülin duyarlılığını ve 

kahverengi yağ dokusu (BAT) aktivasyonunu artırarak adipoz glukoz homeostazını 

desteklerler. Öte yandan, obezite sonrası beyaz yağ dokusunun (WAT) patojenik 

inflamasyonu, adipositlerde ve yerleşik bağışıklık hücrelerinde proinflamatuar yolakların 

aktivasyonuna yol açarak, proinflamatuar üretimini arttırır ve antiinflamatuar sitokin ve 

adipokinlerin salınımını inhibe eder. Bununla birlikte kahverengi yağ dokusundaki lokal 

proinflamatuar sinyalizasyonun termojenik fonksiyonu baskılayabildiği ve böylece diyete 

bağlı termojenezi bozabileceği de gösterilmiştir 147. Adipoz doku kaynaklı bu faktörlerin, 

insülin direnci, T2DM ve obeziteye bağlı kardiyovasküler hastalık gelişiminde kritik bir 

öneme sahip olabileceği çeşitli yazarlar tarafından gösterilmiştir 148,149. Çok yakın 

tarihlerde, chemerin, lipokalin-2, vaspin ve omentin-1 gibi yeni adipokinler 

nöroendokrin-bağışıklık etkileşimlerinde yer alan sinyal molekülleri olarak 

tanımlanmıştır. Bu adipokinler yağ dokusunun yanı sıra eklemlere yakın lokalize olmuş 

sinoviyositler, osteoklastlar, osteoblastlar, kondrositler ve inflamatuar hücreler tarafından 

da üretilebilir ve osteoartrit ve romatoid artrit gibi romatizmal hastalıklarda güçlü 
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immünomodülatör aktiviteler gösterebilirler 150,151. Tüm bunlara ek olarak, FSTL1, 

SPARC, SFRP5, CTRP, FAM195A, WISP1, PGRN, nesfatin-1, visfatin/PBEF/NAMPT, 

apelin, RPB4 ve PAI-1 yağ dokusunda yakın zamanda ortaya çıkarılan yeni adipokinler 

olarak tanımlanmışlardır 152. Ayrıca bu adipokinlerin moleküler ve fizyolojik etkilerinin 

altında yatan mekanizmalar tamamen açık değildir ve bu hedeflere yönelik yeni terapötik 

ajanlar geliştirmek için daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. 

2.4. Apelin ve Reseptörü APJ 

1993 yılında O’Dowd ve arkadaşları insana ait G protein-bağlı özel bir reseptörü 

izole etti ve “APJ” adını verdi. Bu reseptör, 380 amino asitten oluşur ve 

transmembrandaki insan anjiyotensin II reseptörü tip 1 ile %54 özdeşlik paylaşır 153. APJ 

reseptörü daha sonra amfibiler ve kemirgenlerde de izole edilmiştir 154,155. APJ geni, 

kodlama bölgesinde herhangi bir intron olmaksızın, kromozom 11 (11q12) üzerinde 

bulunur. Bununla birlikte, anjiyotensin II, APJ reseptörü ile etkileşime girmez ve bir APJ 

endojen ligandı olan apelin Tatemoto ve arkadaşları tarafından sığır midesinden izole 

edildiği 1998 yılına kadar hiçbir APJ ligandı tanımlanmamıştır 156.  

Apelin geni Xq25-q26.3 kromozomu üzerinde bulunur ve bir salgı sinyali dizisi 

içeren ve apelin-36, apelin-17, apelin-13 ve apelin-12 gibi farklı aktif formlara 

bölünebilen 77 amino asitlik bir prepropeptit kodlar 156. Apelin-36 en çok ifade edilen 

form iken apelin-13 daha güçlü ve dolaşımda daha fazla olarak bulunur 157. İnsan, sığır 

ve kemirgen preproapelin arasında, özellikle son 22 C-terminal amino asitleri arasında 

yüksek bir dizi homolojisi olduğu gösterilmiştir 156,158. Apelinin tüm izoformları APJ’ye 

bağlanabilir, ancak farklı biyolojik güçlere sahiptirler. Farklı organların farklı apelin 

izoformları vardır. Apelin ve APJ beyin, kalp, akciğer, karaciğer, böbrek, gastrointestinal 

sistem, endotel ve yağ dokuları dahil olmak üzere birçok doku ve organda yaygın olarak 

eksprese edilmektedir 159. Apelin-12, miyokardiyal kontraktiliteyi arttırma ve ortalama 

arter basıncını düşürme gibi kardiyoprotektif özellikleri ile APJ reseptörüne yüksek 

afiniteye sahiptir 160. Apelin-13, plazmada en yüksek bolluğa sahip ana nöroprotektif 

peptittir 161,162. Önceki araştırmalar, apelin-13’ün vaskülopati, enerji metabolizması ve 

hümoral homeostazda yer aldığını bildirmiştir 161,163,164. Yaşlanma üzerine apelin-13’ün 

aşağı yönde düzenlenmesinin gösterildiği bir çalışma da bulunmakta olup Apelin-13 ve 

APJ geninin nakavt edilmesi, bir fare modelinde yaşlanmayı hızlandırabilirken, apelin-

13’ün yukarı regülasyonu, uyaranlara ve sirkadiyen ritme bir yanıt olan canlılığı geri 
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kazandırmıştır 165. Glutamin siklaz, piroglutamidasyonu modifiye etmek ve apelin-13’ün 

[pyr1]-apelin-13 olarak adlandırılan piroglutamid formunu üretmek için apelin-13’ün 

çevrilmiş N terminali glutamin kalıntılarını katalize edebilir. Apelin-13’ün ekzopeptidaz 

tarafından bozulmasını önleyebilir ve uzun vadeli biyolojik etkiler gösterebilir 166. Bu 

nedenle [pyr1]-apelin-13, yüksek anti-degradasyon özelliklerinden dolayı APJ için 

fizyolojik bir ligand olarak kabul edilir 167. Apelin-17’nin APJ internalizasyonunun en 

güçlü indükleyicisi olduğu ve C-terminalinde tek bir amino asidin çıkarılmasının bu 

süreci ortadan kaldırabileceği gösterilmiştir 168. Apelin-36 başlıca akciğer, testis ve 

uterusta eksprese edilmektedir 169. Apelin-13 ve apelin-36, kardiyovasküler sistem 

üzerinde en büyük etkiye sahip en aktif izoformlar olarak kabul edilmiştir 170. Apelin-13 

ve apelin-36, farklı reseptör bağlanma afiniteleri nedeniyle diğerlerinden farklı hücre içi 

APJ trafiğine sahiptir. Daha kısa apelin izoformu olan apelin-13, apelin-36’dan daha 

güçlü APJ aktivatörü gibi görünmektedir 171. APJ silinmiş farelerde gelişmemiş bir kalp 

sebebine bağlı olarak  doğum öncesi ölümle sonuçlandığını  gösteren bir çalışma 

bulunurken 172 bunun aksine apelin silinmiş farelerin kalp gelişiminin normal olduğunu 

gösteren başka bir çalışma bulunmaktadır 173. Tüm bunlar bize APJ için başka ligandlar 

da olabileceğini göstermektedir. 

2.4.1. Yeni APJ Ligandı (Elabela/Toddler) 

Apelin, 2013 yılında Chang ve arkadaşları ile Pauli ve arkadaşları embriyonik 

gelişim sırasında zebra balıklarında (Danio rerio) apelin reseptörü için ‘‘Elabela’’ adı 

verilen ikinci bir endojen ligandı keşfedene kadar tek APJ ligandı olarak kabul edilmiştir 

174,175. Daha sonra, Elabela’yı kodlayan cDNA, omurgalılarda ve memelilerde de 

keşfedilmiştir 176. Elabela, 32 amino asit içeren bir salgı sinyaline sahip 54 amino asitlik 

bir peptittir 174. Bu öncü peptit 32, 21 ve 11 aminoasitlik daha kısa dizilere bölünür ve 

tüm bu kısa diziler APJ’yi aktive edebilir ve ayrıca apelin reseptör antagonistleri 

tarafından bloke edilebilir 177. Kanıtlar, Elabela’nın homeostaz, hücre sinyalizasyonu, 

enerji metabolizması ve hücre yaşlanmasındaki rolünü ortaya koymuştur. Serumdan elde 

edilen Elabela, diyabet 178, miyokard enfarktüsü 179, hipertansiyon 180 ve böbrek 

hastalıkları 181 gibi çeşitli hastalıklarla ilişkilendirilmiştir. Özellikle Elabela düzeyinin bu 

hastalıkların prognozu ile doğrudan ilişkili olduğu bu çalışmalarda gösterilmiştir. 

Elabela’nın mitokondriyal fonksiyonu düzenleyerek apoptozu iyileştirebildiği 

bildirilmiştir 182. Son zamanlarda, Elabela’nın böbrek hasarını azalttığı 183 ve tip 2 diyabet 
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hastalarında serum Elabela seviyesinin böbrek hasarının şiddeti ile yakından ilişkili 

olduğu gösterilmiştir 184.  

2.4.2. Merkezi Sinir Sisteminde Apelin 

Apelin ve reseptörü APJ insan merkezi sinir sisteminde, daha yoğun olarak 

oligodendrositlerde ve nöronlarda ve daha az yoğunlukta ise astrositlerde eksprese 

edilmektedir 185. Apelin-APJ sistemi hipofiz bezinde de gözlenmekte olup, bu durum 

hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni regülasyonunda da bir rolünün olabileceğini 

düşündürmektedir. Bir çalışma, APJ’nin akut stres uyaranlarından sonra HPA ekseni 

aktivitesini modifiye etmede bir nöromodülatör olarak hareket ettiğini göstermektedir 186. 

APJ eksikliği olan farelerin hipoglisemik stres altında adrenokortikotropik hormon 

salınımını azalttığı ve santral apelinin nöroendokrin fonksiyonlardaki rolünü doğruladığı 

bildirildi. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, santral apelinin normal sağlıklı bireyden 

diyabetik duruma geçişte rol oynadığını ileri sürmektedir 187. Bu bulgular santral apelinin 

glukoz salınımını ve glukoz metabolizmasını kontrol edebileceğini göstermiştir. Aynı 

çalışmada intraserebroventriküler (ICV) apelin enjeksiyonunun sempatik sinir sisteminin 

aşırı aktivasyonu sonucu açlık kan şekerini arttırdığı 187, bir başka çalışmada ise bunu 

takiben karaciğerde glikojenolizin ve glukoneogenezin devreye girdiği gösterilmiştir 188. 

Ayrıca obezite ve diyabette hipotalamik apelinin aşırı ekspresyonu gösterilmiştir 189. Bu 

sonuçlar merkezi sinir sistemindeki apelin-APJ sisteminin glukoz metabolizmasını 

kontrol etmek için yeni bir hedef olabileceğini düşündürmektedir. 

2.4.3. Apelin, İnsülin Direnci ve Obezite 

Obezitede, adipositler daha fazla serbest yağ asidi salgılarlar ve bu da insülin 

direncinin gelişmesine katkıda bulunur ve insüline dirençli bireylerin dolaşımındaki 

serbest yağ asitlerinin daha yüksek düzeyde olduğu gösterilmiştir 15. Apelin bir adipokin 

olarak obezitede yukarı yönde düzenlenir. Klinik ve deneysel çalışmalarda, obezite ve 

insülin direnci varlığında, serum apelin düzeyi veya yağ dokusundaki apelin ekspresyonu 

artmaktadır 15,17. Patrick Yue ve arkadaşları apelin silinmiş hayvanların gliserol, leptin ve 

serbest yağ asitlerinin serum konsantrasyonlarının önemli ölçüde arttığını, ekzojen apelin 

uygulanmasının ise bu düzeyleri azalttığını bildirmiştir 190. Apelin takviyesinin obez 

farelerde in vitro insülinotropik aktiviteyi, adipositler tarafından glukoz alımını, glukoz 

eliminasyonunu ve insülin salınımını iyileştirdiği bildirilmiştir 191. Bolus intravenöz 

apelin uygulanmasının, obez ve insüline dirençli farelerde hiperinsülinemik-öglisemik 
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klemp sırasında glukoz toleransını ve insülin duyarlılığını iyileştirdiği, yüksek plazma 

apelin düzeyine rağmen ekzojen apelinin etkili olduğunu göstermiştir 192. Obez ve 

insüline dirençli farelere 28 gün apelin uygulanması sonrasında, insülin duyarlılığında 

belirgin bir iyileşme ve vücut yağlarında bir azalma gözlenmiştir 193. Ancak, obez 

farelerde 4 haftalık Fc-apelin-13 (IgG Fc fragmanı ile kaynaşmış apelin-13) uygulaması, 

kardiyak ve hepatik fibrozu azaltıp, glukoz toleransı, atım hacmini ve kalp debisini 

önemli ölçüde iyileştirirken gıda alımını ve vücut ağırlığını değiştirmediği gösterilmiştir 

194. Sekiz haftalık apelin-/- fareler normal diyetlebeslendiğinde, insülin seviyesinin önemli 

ölçüde arttığı ve plazma adiponektin konsantrasyonu ile glukoz intoleransınin azaldığı 

görüldü. Ek olarak, bu fareler artan karın ve epididim yağı oluştururken, vücut 

ağırlıklarında bir fark görülmedi 190. Başka bir çalışmada, apelin-/- fareler, yüksek yağlı 

bir diyet ve yüksek sükrozlu içme suyu ile beslendiklerinde kontrole göre daha fazla 

glukoz ve insülin intoleransı geliştirdiler 195. Stabil apelin-13 peptit analogları, diyete 

bağlı gelişen obezite ve diyabetli farelerde kısa vadede umut verici antidiyabetik etkiler 

göstermiştir 196. Bazı insan çalışmaları, obez hastalarda Pyr1-apelin-13 enjeksiyonunun 

insülin duyarlılığını iyileştirdiğini ortaya koymuştur 197. Ancak aşırı kilolu veya obez 

çocuklarda 6,5yıl süren bir çalışmada apelin düzeyinin pubertal gelişim sırasında önemli 

ölçüde düştüğü gözlenmiştir 198. Ayrıca Cavallo ve arkadaşları, T2DM’li obez hastaların 

diyabetik olmayan obez hastalara göre anlamlı düzeyde daha yüksek apelin düzeyine 

sahip olduklarını bildirmişlerdir 199. Dayem ve arkadaşları, diyabetik hastalarda apelin 

düzeyinin vücut kitle indeksi üzerine etkisinin olmadığını bulmuşlardır 200. Bu sonuçlar, 

artan apelin düzeyinin obezitenin kendisinden çok eşlik eden diyabetle doğrudan ilişkili 

olduğunu düşündürmektedir. 

2.5. İştah ve Enerji Homeostazını Düzenleyen Hipotalamik Devreler 

Hipotalamus, canlının beslenmesinde ve enerji harcamasında rol alan merkezi 

sinir sistemine ait önemli beyin bölgelerinden oldukça detaylı çalışılmış bir tanesidir. 

Özellikle hipotalamik arkuat çekirdek (ARC), beslenme ve metabolizmanın 

düzenlenmesi için kritik bir öneme sahiptir 201. ARC çekirdek, geçirgen bir kan-beyin 

bariyerine (KBB) sahip, fenestreli kılcal damarlardan zengin olan medyan eminens 

komşuluğunda bulunmaktadır. Medyan eminens, periferik hormonal ve besin 

sinyallerinin taşınmasını ve bunların ARC nöronları tarafından algılanmasını 

kolaylaştırmaktadır 202. Bu sayede ARC, periferik dolaşım yoluyla gelen hormonal ve 
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besinsel metabolik sinyallerin işlenmesinin yanısıra periferik ve merkezi nöronal girdileri 

de bunlarla birlikte işleyip geribildirim için en doğru cevabı oluşturmaya çalışır. ARC’de 

işlevsel olarak antagonist etki eden iki nöron türü vardır: Oreksijenik (iştahı uyaran) 

nöropeptid Y (NPY) ve aguti ile ilişkili peptit (AgRP) eksprese eden AgRP/NPY 

nöronları ile anoreksijenik (iştah bastırıcı) proopiomelanokortin (POMC)/kokain-

amfetamin ile düzenlenen transkript (CART) eksprese eden POMC nöronları 203,204. 

POMC nöronları genel olarak paraventriküler hipotalamik çekirdek (PVN), lateral 

hipotalamus (LH), dorsomedial hipotalamus (DMH) ve ventromedial hipotalamustaki 

(VMH) ikincil nöronlara projeksiyon yapmaktadırlar 205,206. Bu ikincil nöronlar, alınan 

bilgiyi daha güçlü işlemek adına hipotalamusun dışındaki diğer beyin bölgelerine 

projeksiyon yaparak enerji alımı ve harcaması üzerinde daha entegre bir cevabın 

oluşmasını sağlarlar 207. PVN nöronları, periferik organlara ait sempatik aktiviteyi kontrol 

ederken 208, bunun yanında pek çok düzenleyici nöropeptit salgılanmasından 

sorumludurlar 207. PVN’nin hasarlanması aşırı yeme ve obeziteye yol açmaktadır ve bu 

da PVN nöronlarının gıda alımının inhibe edici rolünün önemli bir göstergesidir 209. 

Ayrıca, VMH’nin hasarlanması hiperfaji ve obezite ile sonuçlanırken 210, DMH’nin 211 ve 

LH’nin hasarlanması 212 hipofajik ve zayıf bir vücut tipiyle sonuçlanmaktadır. Besin alımı 

sonrası POMC nöronları PVN’deki nöronlarda eksprese edilen melanokortin 3 ve 4 

reseptörlerini (MC3/4R) aktive etmek için POMC aksonlarından salınan α melanosit 

uyarıcı hormona (α-MSH) bağlanırlar ve gıda alımı ve enerji harcanmasında bir azalmaya 

neden olurlar 213. MC4R farklı birçok beyin bölgesinde yüksek oranda eksprese olmasına 

214,215 rağmen, en yüksek ekspresyonunu hipotalamus PVN’de gösterir ve merkezi sinir 

sistemi (MSS) içindeki en baskın enerji alımı düzenleyici popülasyonunun PVN’deki 

MC4R olduğu kabul edilir 216,217. Buna uyumlu olarak, yapılan fare çalışmalarında, PVN 

MC4R reseptörlerinin bozulması sonrası hiperfaji ve enerji metabolizmasının 

yavaşlaması sonucunda obezitenin geliştiği gösterilmiştir 204,218. Gıda alımının 

hipotalamik melanokortinerjik nöronlar tarafından sabit bir şekilde inhibe edildiğine 

inanılırken 219, BAT aktivasyonuna yol açan sempatik sinir sisteminin artan aktivitesinin, 

MC4R aktivasyonunu artırarak enerji harcamasını arttırdığı gösterilmiştir 220,221. Bunların 

dışında, ARC AgRP/NPY nöronlarının PVN ve LH’ye yaptığı sinaptik bağlantılar açlık 

durumunda bu bölgelerde lokalize olan nöronların aktivasyonunu indüklemektedir 222. 

AgRP/NPY nöronları hem NPY hem de AgRP peptitini sentezlemektedir. NPY peptidi, 

Y1 223 ve Y5 224-226 reseptörleri aktivasyonu üzerinden doğrudan etki ederek besin alımını 
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uyarır 227,228. Ayrıca NPY, Y1 reseptörleri üzerinden PVN ve beyin sapında tirozin 

hidroksilaz ekspresyonunu değiştirerek enerji tüketimi azaltır, bu da BAT’nin sempatik 

çıktısının azalmasına ve buna bağlı olarak BAT aktivitesinin azalmasına yol açar 229. 

AgRP, MC3/4R’nin ters agonisti olarak etki gösterir, böylece α-MSH’nin ikincil nöronlar 

üzerinde anoreksijenik etkisini önler 230. Ayrıca AgRP/NPY nöronları, inhibitör γ-

aminobütirik asit (GABA) sentezi de gerçekleştirerek hipotalamus ARC’de lokalize olan 

POMC nöronlarını doğrudan inhibe eder 231. İlginç olarak, AgRP→POMC sinaptik 

bağlantılarının optogenetik aktivasyonu, POMC nöron aktivitesini güçlü bir şekilde 

inhibe ederken, AgRP nöronları tarafından POMC nöron aktivitesinin baskılanmasının, 

akut beslenme indüksiyonu için gerekli olmadığı gösterilmiştir 232.  Ancak aynı çalışma 

ARC→PVN bağlantı aktivasyonunun, besin alımını güçlü bir şekilde indüklediğini de 

göstermiştir 232. AgRP/NPY→parabrakiyal çekirdek (PBN) bağlantısının aktivasyonunun 

besin alımını başlatmak için yeterli olmasa da 232, AgRP/NPY projeksiyonlarından 

PBN’de ekstrahipotalamik nöronlara GABA salınımı gıda alımının uyarılmasında rol 

oynar 233,234. Son yıllarda yapılan bir çalışmada, AgRP nöronlarının somatik aktivasyonu 

sonrası farklı AgRP nöron alt popülasyonlarının farklı beyin bölgelerine projeksiyonunun 

besin alımını indükleyebildiği gösterilmiştir 222. POMC ve AgRP/NPY nöronları ayrıca 

VMH ve PVN gibi diğer hipotalamik çekirdeklerden aktive edici glutamaterjik input 

girdisi alırken, PVN nöronları besin alımını düzenlenmesinde rolü olan LH nöronlarından 

inhibe edici inputlar alır ve bu da gıda alımı ile sonuçlanır 206. Çarpıcı bir şekilde son 

zamanlarda yapılan bir çalışmada, herhangi bir besin maddesi alınmadan sadece gıdanın 

görselinin veya kokusunun, açlık durumunda POMC ve AgRP/NPY nöronlarının 

elektriksel aktivitelerini tersine çevirmek için yeterli olduğu gösterilmiştir 235. ARC 

nöronlarından PVN’ye yapılan intrahipotalamik projeksiyonlar sadece gıda alımının 

düzenlenmesinde değil, aynı zamanda enerji harcanmasında da rol oynar: enerji 

metabolizmasında POMC nöronları kahverengi yağ dokusunun elektriksel aktivitesi 

arttırırken 236, AgRP/NPY nöronları bu aktiviteyi azaltır 229. Böylece açlık durumunda 

enerji harcaması azalır ve gıda alımını takiben enerji harcaması artar 206,237. 

2.6. Apelin ile Besin Alımı Arasındaki İlişki 

Apelin’in besin alımının kontrolünde rolü tam olarak bilinmemektedir, bu nedenle 

çok daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. Yapılan bir çalışmada apelin-13’ün intravenöz 

(IV) ve ICV enjeksiyonunun Wistar sıçanlarında besin alımı üzerine etkileri 



19 

 

araştırıldığında, 1 ve 3 nmol apelin-13’ün ICV enjeksiyonunun, hem tok hem de aç 

sıçanlarda besin alımını azalttığı, fakat 10 nmol IV olarak uygulanan apelin-13’ 

enjeksiyonunun tok ve aç bırakılmış sıçanlarda besin alımında herhangi bir değişiklik 

yapmadığı gösterilmiştir 238. Ayrıca Lin ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada balıklarda 

intraperitoneal (IP) olarak uygulanan apelin-13’ün besin alımını arttırdığı ve apelin-13’ün 

balıklarda oreksijenik bir faktör olarak etki ettiği gösterilmiştir 239. Bu sonuçlarla uyumlu 

olarak, C57BL/6 farelerinde üçüncü ventriküle apelin-13’ün kronik 10 günlük ICV 

infüzyonunun besin alımı üzerindeki etkilerini araştırılmıştır 240.  Elde edilen sonuçlar 

apelin-13 (1 μg/gün) infüzyonunun 3-7. günlerinde gıda alımını önemli ölçüde arttırdığı 

ve infüzyon sonrası tedavi edilen bu farelerin kontrol grubu farelerle benzer oranlarda 

besin alımı gösterdiği bildirilmiştir. Apelin-13’ün besin alımı üzerine göstermiş olduğu 

bu farklılıkların, enjekte edilen apelin-13’ün miktarı, enjeksiyon yolu ve hayvan türleri 

ile doğrudan ilişkili olduğu savunulabilir 241. Apelin’in besin alımı üzerindeki etkilerinin 

daha fazla araştırılmasının, obezite tedavisi için yeni fikirler sağlayabileceği 

düşünülmektedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tüm deneyler, Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı Beyin 

Araştırmaları Laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. Deney protokolü Yeditepe 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (YÜDHEK) 20.01.2021 

tarihinde 2021/01-3 no’lu kararla onaylanmıştır. 

3.1. Kullanılan Deney Hayvanı 

Bu tez çalışmasında, yirmi adet erkek ve on adet dişi toplamda 30 adet (6-8 

haftalık) transgenik AgRP-Ires-Cre (Jax. Lab. #012899) fare kullanıldı. Bu fareler 

Jackson Laboratuvarı’ndan (ABD) ithal edildi ve Yeditepe Üniversitesi 

Laboratuvarları’nda üretimlerine devam edildi. Deney hayvanları 21±1ºC oda ısısı ve 12 

saat aydınlık-karanlık ortamda tutuldu. Farelere yeme davranışı takibi başlayana kadar 

standart fare yemi ile normal musluk suyu ad libitum verildi.  Deney grupları şu şekilde 

belirlenmiştir: Grup 1: Streptozotosin (STZ) (n=7 erkek fare), Grup 2: Apelin (n=8 erkek 

fare), Grup 3: STZ+Apelin (50 mg/kg) (n=10; 5erkek, 5 dişi fare) ve Grup 4: STZ+Apelin 

(100 mg/kg) (n=5 dişi fare). 

3.2. Farelerin Üretim Stratejisi  

Bu tez çalışmasında kullanılan Agrp-Ires-Cre (Jax. Lab. #012899) transgenik fare 

hattı Jackson Laboratuvarı`ndan (Amerika Birlesik Devletleri) ilk olarak 1 erkek ve 1 dişi 

fare olacak şekilde ithal edilmiştir. Bu laboratuvarın araştırmacılara önermiş olduğu 

şekilde homozigot x homozigot çiftleşme stratejisi uygulandı. Buna uygun olan bir erkek 

ve iki dişiden oluşan çiftleşme kafesleri oluşturuldu. Farelerin siklus takibi yapılarak gebe 

kalanlar bireysel kafeslere alındı. Tüm bu hattın üretimi ve bakımı Yeditepe Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Deneysel Araştırmalar Merkezi’nde (YÜDETAM) ilgili profesyoneller 

tarafından yapıldı. 

3.2.1. Genotipleme  

 Yeni doğan yavruların laktasyon döneminin sonlanması beklendi ve 22. günde 

hayvanlar cinsiyetlerine göre ayrıldı. Yavrular kulaklarına küpe takılarak kimliklendirildi 

ve her birinden genotipleme amacıyla dokular alındı. Kulaklarından alınan dokular 

+4°C’de DNAse’den arındırılmış deney tüplerine konuldu. Her bir örneğe 100 µL 25 mM 

NaOH/0,2 mM EDTA solüsyonu eklendi. Bu örnekler 98°C’de 60 dakika boyunca inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda 19°C’ye alınan dokular 100 µL 40 mM Tris-HCl solüsyonu 
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ile 4000 rpm’de 3 dakika santrifüj (Mikrosantrifüj, Sigma 1-14) edildi. Hazırlanan 

solüsyon genotipleme için yeni tüplere aktarıldı. Elde edilen yeni solüsyondaki DNA 

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) karışımına (1X tampon çözeltisi, iç pozitif kontrol geri 

primer (0,5 µM) / transgenik geri primer (0,5 µM), ortak primer (0,5 µM) dNTP solüsyon 

karışımı (200 µM), Taq Polimeraz (1,25 U/50 PCR)) eklendi. Kullanılan primer dizileri 

Tablo 2‘de belirtilmiştir. Her bir PZR deneyi için kontrol ve transgenik PZR karışımı 

oluşturuldu. Reaksiyonların son hacimleri 12 µL olacak şekilde tüplere ddH2O eklendi ve 

PZR reaksiyonu Multigene Optimax (TC9610) cihazında gerçekleştirildi. 

Tablo 2.  Kullanılan Primer Dizileri. 

Primer  Dizi (5´→3´) 

Ortak GAAAAGATAAGGCCTTCAAGTGCT 

Iç pozitif kontrol geri GATCTTTCTGCACTATCTTCCTTC 

Transgenik ATCGACCGGTAATGCAGGCAA 

Tablo 3.  Kullanılan PZR protokolü. 

Döngü sayısı  Sıcaklık (ºC) Süre (sn) 

1 95 30 

38 95 30 

38 60 30 

38 68 60 

1 68 300 

PZR reaksiyonu sonrası örnekler %2’lik agaroz jele (1 X Tris-Borik asit- EDTA 

(TBE) (40 mM Tris-Cl, 45 mM borik asit, 1 mM EDTA)) yüklendi ve elektroforez işlemi 

(120 volt, 300 mA, 25 dakika) gerçekleştirildi. Deney sonrası görüntüleme ultraviole 

transillüminatör (ChemiDoc XRS+, BioRad) kullanılarak gerçekleştirildi Alınan görüntü 

Şekil 5’te gösterilmiştir. 
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Şekil 1. AgRP-Cre farelerin PZR ile genotipleme sonucu temsili jel görüntüsü. 

3.3. Cre Rekombinaz Bağımlı AAV Virüslerin İntrakraniyal Enjeksiyonu  

 ABD’de bulunan AddGene firmasından (www.addgene.org) intrakraniyal virüs 

enjeksiyonu için AAV-CAG-Flex-GFP virüsü satın alındı. Bu virüsün tercih edilme 

sebebi genetik haritasında yeşil floresan protein (GFP) geni ile Cre enziminin bağlandığı 

LoxP genlerini de bulundurmasıdır. Cre bağımlı transgenik fare hatlarında cre rekombinat 

enzimini içeren spesifik nöronları işaretleyerek, bu nöronların GFP sentezlemesine 

olanak sağlaması bir avantajdır. Genotiplemeden pozitif alınan AgRP-Cre farelere AAV-

CAG-Flex-GFP virüsü enjekte edilerek AgRP nöronlarının GFP ile işaretlenmesi 

gerçekleştirildi.  Enjeksiyonlar stereotaksi (David Kopf) cihazı ve operasyon suresince 

farelerin anestezi altında kalmalarını sağlayacak ona bağlı anestezi cihazı kullanılarak 

yapıldı (Şekil 2). Enjeksiyon yapılacak deney fareleri düşük doz izofluran ile bayıltılıp 

stereotaksi cihazına yerleştirildi. Altlarında operasyon süresince yerleşik olacak olan 37 

derece vücut sıcaklığında çalışan taban ısıtması açıldı. Fareler stereotaksi cihazına kulak 

barları ile sabitlenerek yerleştirildikten sonra, %1,5-2 izofluran ve solunabilir oksijen 

uygulanarak operasyon süresince derin anesteziye alındı. Farelerin derin anesteziye 

girdiklerinden refleks kontrolü ile emin olundu. Farelerin gözlerine ortam ışıklarından 

etkilenmemeleri adına tobramisin etken maddeli ajanlar uygulandı. Operasyonu 

başlatmak adına farelerin kafa derisine önden arkaya doğru insizyon yapıldı. İntrakranyal 

enjeksiyon yapılacak deney hayvanlarının enjeksiyon koordinatlarının daha kolay 

belirlenmesi için Bregma–Lambda noktalarının görünürlüğü H2O2 uygulanarak arttırıldı. 

Bregma-Lambda noktaları cerrahi kalem ile işaretlenerek, elektrot tutucu ile iki mesafe 

arası ölçüldü. ARC bölgesinin koordinat noktaları fare beyin atlasında belirtildiği gibi 

1,35 mm posterior, ±0,35 mm lateral ve 5,85 mm vertikal olarak belirlendi. Bu 

koordinatlar farelerin büyüklüklerine göre küçük farklılıklar göstermektedir. Her deney 
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faresinin Bregma-Lambda noktaları arasındaki mesafe ölçümü yapılarak, standart fare 

beyin atlasındaki koordinatlara göre oranlaması yapıldı. Beyin içi enjeksiyonlarda 

kullanılan mikro pipetlerin (Drummond Scientific, Wiretrol, Broomall-PA) uçları beyin 

dokusuna daha az zarar vermesi için pipet çekme cihazı (Narishige, Japonya) ile uçları 

daha ince (50 µm) olacak şekilde ayarlandı. Pipetlerin içleri mineral yağ ile dolduruldu 

ve mikro manipülatör cihazına yerleştirildi. Daha sonra, belirlenen koordinatlarda bir diş 

hekimi drill’i kullanılarak (1,4 mm cap) kafatasına çift taraflı kranyotomi yapıldı. Pipet 

içerindeki mineral yağın bir kısmı dışarı çıkartılarak, yerine küçük bir parafilm parçası 

üzerine alınan 1,2 µL virüs çekildi. Hipotalamik ARC bölgesine intrakranyal olarak 600 

nL virüs çift taraflı olarak enjekte edildi.  Her iki bölgeye de enjeksiyon yapıldıktan sonra 

10 dakika beklendi. Daha sonra yavaş bir şekilde pipet beyinden çıkartılarak beyin 

dokusu rehidratasyon ve rahat sütürleme sağlamak adına Ringer solüsyonu ile yıkandı. 

Tüm işlemler bittikten sonra kafa derisine 5.0 cerrahi iplikle dikiş atıldı. Dikiş sonrası 

manipülasyona uğrayan bölge tekrar antiseptik kullanılarak temizlendi. Enjeksiyon 

sonrasında AgRP nöronlarının GFP üretmeleri için yaklaşık iki hafta beklendi. 

Sonrasında fareler deney protokolüne göre kafeslere ayrıldı.  

 

Şekil 2. Stereotaktik intrakraniyal AAV enjeksiyonu. 
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3.4. Beyin Kesiti Hazırlanması 

GFP virüsü ile enjeksiyonları yapılan AgRP-Cre fareler etik kurul başvurusunda 

belirtildiği gibi uygun şekilde anestezi altına alınıp dekapite edildi. Vibratom cihazı 

(Campden Instruments 5100 mz) yardımı ile hızlı bir şekilde kesme (cutting) solüsyonuna 

alınan beyinlerden 250 µM kalınlığında arkuat çekirdeği içeren kesitler alındı. Kullanılan 

kesme (cutting) solüsyon içeriği: 92 mM NMDG, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaHPO4, 30 

mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 25 mM Glukoz, 2 mM Tiyoüre, 5mM Na-askorbat, 3 mM 

Na-piruvat, 0,5 mM CaCI2.·2H2O ve 10 mM MgS04.7H2O. Alınan kesitler, pastör pipet 

kullanılarak HEPES içeren yapay beyin omurilik sıvısı (aCSF) solüsyonuna aktarıldı. Bu 

solüsyonun içeriği: 92 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaH2PO4, 30 mM NaHCO3, 20 

mM HEPES, 25 mM Glukoz, 2 mM Tiyoüre, 5mM Na-askorbat, 3 mM Na-piruvat, 2 

mM CaCl2·2H2O ve 2 mM MgSO4·7H2O. Beyin dokuları vibratom cihazında henüz 

kesilirken ve sonrasında kullanılmayı beklerken daima %95 O2 / %5 CO2 gazı ile 

havalandırılmıştır. Kesitler aCSF içerisinde minimum 1 saat inkübe edildi. Sonrasında 

elektrofizyoloji banyosunda perfüze edilen kayıt solüsyonu içerisine alınan kesitlerden, 

ilgili bölgedeki işaretlenmiş nöronlardan elektrofizyoloji patch clamp tekniği 

kullanılarak, gevşek kayıt (cell-attach) kayıtları alındı. (Kayıt solüsyonu (recording 

aSCF) içeriğ): 124 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCO3, 12,5 

mM Glukoz, 5 mM HEPES, 2 mM CaCl2·2H2O ve 2 mM MgSO4.7H2O) 

3.5. Elektrofizyolojik Kayıtların Alınması  

Deney protokolüne uyarak dekapite edilen farelerden alınan beyin dokularından 

elde edilen kesitler patch clamp (MultiClamp 700B Axon CNS) banyosuna alındı. Şekil 

3’te deneylerde elde edilen elektrofizyolojik kayıtların alındığı sistem görülmektedir. 

Sistemde kullanılan aCSF solüsyonu kesitlerin sürekli olarak perfüze olmasını ve 

gazlanmasını sağlamaktadır. Virüs enjeksiyonu ile işaretlenmiş olan arkuat çekirdekteki 

AgRP nöronlarından elektrofizyoloji gevşek kayıt (cell-attach) tekniği kullanılarak 

kayıtlar alındı. Elektrofizyoloji grubunda bulunan farelerden elde edilen beyin 

kesitlerinden yaklaşık 15-20 farklı nörondan kayıtlar alındı. Alınan kayıtlar sırasında 

kullanılan elektrofizyoloji pipeti içerisinde aCSF solüsyonu kullanıldı ve pipet dirençleri 

7-9 MΩ olacak şekilde ayarlandı. Bu teknik ile alınan kayıtlar STZ ve Apelin 

hormonunun AgRP nöronları üzerinde oluşturduğu ateşleme frekansına olan etkilerini 
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göstermektedir. AgRP nöronlarından alınan tüm kayıtların frekans değerlerini analiz 

etmek için Clampfit 10.7 programı kullanıldı. 

 

Şekil 3. Elektrofizyoloji düzeneği. 

3.6. Beslenme Davranışı  

Enjeksiyon yapılan fareler (n=30) farklı zamanlarda dört ayrı deney grubu 

oluşturacak şekilde tekli davranış kafeslerine alındı. Deney grupları, Grup 1: 

Streptozotosin (STZ) (n=7 erkek fare), Grup 2: Apelin (n=8 erkek fare), Grup 3: 

STZ+Apelin (50 mg/kg) (n=10; 5erkek, 5 dişi fare) ve Grup 4: STZ+Apelin (100 mg/kg) 

(n=5 dişi fare) olarak belirlendi. Tüm gruplarda 7 gün habitüasyon (yeni ortama alisma 

süreci) sonrasında ise deney protokolüne göre diyabeti indüklemek adına ilgili gruplarda 

hayvanlara beş gün STZ uygulandı. Modelin doğrulanması adına farelerden son 

uygulamadan üç gün sonra alınan kan numunesinden 250 mg/dL kan şekeri glukometrede 

gösterilerek (diyabet +) o farenin deneye devamı sağlandı. Ardından apelin uygulaması 

yapılacak gruplarda hayvanlara on gün boyunca apelin enjeksiyonu yapıldı. Farelerden 

24 saatlik periyotlarda beslenme davranışı alındı. Kafeslere ayrılan farelerin her gün aynı 

saatte kalan besinleri tartılarak not alındı ve tekrardan tartılarak yeni yem verildi. Tüm 

deneyler süresince tüketilen yem miktarları bu şekilde belirlendi. İlk gruptaki hayvanlara 

beş gün boyunca streptozotosin 50 mg/kg IP olarak yapıldı İkinci grupta sadece Apelin 
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IP olarak 50 mg/kg olarak verildi. Üçüncü gruptaki hayvanlara STZ erkeklere 50 mg/kg 

dişilere ve 75 mg/kg dozlarında IP olarak verildi ve sonrasında apelin 50 mg/kg on gün 

boyunca uygulandı. Dördüncü gruptaki hayvanlara ise önce 75 mg/kg STZ uygulaması 

sonrası 100 mg/kg apelin IP olarak uygulandı. Bu grupta bir önceki gruptan farklı olarak 

apelin dozu iki katına çıkartılırken pst-apelin dönem önceki gruba göre daha uzun süre 

takip edildi. Her dört grupta da tüm deneyler boyunca uygulamaların etkilerinin 

araştırılması adına fareler tekli kafeslerde barındırılarak hem yem tüketimleri hem de 

farelerin ağırlıkları düzenli olarak kayıt altına alındı (Şekil 4).  

3.7. Lokomotor Aktivite (Home Cage Activity) 

AAV-GFP enjeksiyonu yapılmış AgRP-Cre fareler (n=30) 15 günlük virüs 

enfeksiyon süresi sonrasında her dört grup için de davranış kafeslerine yerleştirildi (Şekil 

4). Bu tekli kafesler sayesinde farelerin bireysel yem ve su tüketimleri, ağırlıkları ve kan 

şekerleri farklı zamanlarda ölçülerek kayıt altına alındı. Ayrıca kafeslerin üstten kamera 

takılabilen yapıda olmaları, davranış deneylerinde özellikle lokomotor aktivite takibinde 

oldukça kolaylık sağladı (Şekil 4). STZ ve/veya apelin uygulamalarından önce bir hafta 

boyunca farelerin normal davranışları kaydedildi. Sonrasında enjeksiyonların lokomotor 

aktiviteye etkisi deney boyunca kayıt altına alındı. Alınan tüm görüntü kayıtları Noldus 

EthoVision XT 15.0 davranış programında analiz edilerek hayvanların habitüasyon, 

uygulamalar sırasında ve sonrasında kafes içindeki hızları ve kat ettikleri mesafeler 

belirlendi. 
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Şekil 4. Hayvanların yeme davranışı ve lokomotor aktivite takibi. 

3.8. Kan Şekeri, Serum İnsülin, Trigliserit ve Kolestrol Seviyelerinin 

Belirlenmesi 

Farelerde diyabet modelinin başarılı bir şekilde oluşturulduğunu doğrulamak için 

STZ uygulaması öncesi ve sonrasında kan şekerleri Vivacheck Eco glukometre 

kullanılarak tespit edildi. Serum insülin seviyeleri Mercodia Ultrasensitive Mouse Insulin 

ELISA kiti (Mercodia, 10-1249-01) kullanılarak üreticinin yönlendirmelerine uygun 

olarak belirlendi. Temel olarak, “enzim konjugatı, yıkama tamponu ve numuneler 

hazırlandı. Kalibratörler, kontroller ve numuneler duplike olarak mikroplak 

kuyucuklarına 25 μL/kuyucuk olacak şekilde yerleştirildi. Her kuyucuğa 100 μL enzim 

konjugat eklendi ve plaka, 700 rpm’de çalkalanarak 2 saat boyunca oda sıcaklığında 
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inkübe edildi. Sonrasında 350 µL yıkama tamponu ile her kuyucuk altı defa yıkandı. 

Ardından her kuyucuğa 200 μL TMB substrat eklendi. Oda sıcaklığında 15 dakika 

inkübasyon sonrasında kuyucuklara 50 μL durdurma solüsyonu eklendi. Plaka 5 saniye 

çalkalandıktan sonra spektrofotometre (Synergy HT) kullanılarak optik yoğunluk 450 

nm’de okunarak sonuçlar hesaplandı.  

Deney sırasında hayvanlardan farklı zamanlarda (habitüasyon sırasında, STZ veya 

Apelin uygulandığı günler içerisinde ve uygulamalar sonrasında) toplanan kanlardan elde 

edilen serumlardan trigliserit (6801905; IDEXX laboratories) ve kolesterol (6801906; 

IDEXX laboratories) analizleri IDEXX VetTest 8008 biyokimya analiz cihazı 

kullanılarak gerçekleştirildi.  

3.9. İstatistiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software, ABD). 

Veriler ortalama ± standart sapma olarak ifade edildi. Grup içi uygulama öncesi ve sonrası 

karşılaştırmalarda tekrarlı tek yönlü varyans analizini takiben Tukey’in çoklu 

karşılaştırma testi kullanılırken elektrofizyloji verilerinin karşılaştırılmasında tek yönlü 

varyans analizini takiben Tukey’in çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. P < 0,05 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. STZ ile Diyabet Modeli Oluşturulmuş Farelerde Vücut Ağırlığı, Besin Alımı ve 

Kan Şekeri Ölçümleri 

STZ, pankreas β hücre harabiyetine sebep olarak diyabet oluşturmaktadır. 

Çalışmamızda STZ uygulanmış farelerde vücut ağırlığı, besin alımı ve kan şekeri 

seviyeleri ölçümleri yapılmıştır. STZ uygulanmış hayvanların vücut ağırlıklarında 

kontrole göre anlamlı derecede düşüş görülmüştür (p<0,01; Şekil 5A ve B). STZ öncesi 

(pre-STZ) ve STZ uygulaması süresince besin alımı anlamlı olarak değişmezken, post-

STZ (diyabetik) dönemde besin alımı hem pre-STZ (kontrol) hem de STZ uygulama 

dönemine göre anlamlı olarak yükselmiştir (sırasıyla p<0,05 ve p<0,01; Şekil 5A ve C). 

Ayrıca kan glukoz seviyelerinin STZ uygulaması sonrasında kontrole oranla anlamlı 

derecede arttığı da gösterilmiştir (p<0,01; Şekil 5A ve D). 

 

 

Şekil 5. (A) Set 1 deney planlaması, STZ uygulaması öncesi ve sonrası (B) vücut ağırlığı, 

(C) besin alımı ve (D) kan şekeri değerleri (*p<0.05 and **p<0.01). 
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4.2. Apelin Uygulamasının Farelerde Vücut Ağırlığı, Besin Alımı ve Kan Şekeri 

Üzerindeki Etkileri 

Son yıllarda ağırlık verilen apelinin besin alımı üzerine olan etkileri farklı 

sonuçlar ortaya çıkarmıştır. Çalışmamızda intraperitoneal olarak uygulanan apelinin 

farelerde vücut ağırlığı, besin alımı ve kan şekeri seviyeleri üzerinde olası değişiklikleri 

incelenmiştir. Öncelikle hipotalamus arkuat çekirdekte lokalize olan AgRP nöronları 

intrakranyal olarak GFP virüsü ile işaretlenmiştir. Beyin içi enjeksiyon yapılan farelerin 

iyileşmesi beklenilerek sağlıklı olan fareler tekli kafeslere ayrılmıştır. Altı gün 

habitüasyon süresi sonrasında farelere günlük 50 mg/kg apelin intraperitoneal olarak on 

gün boyunca uygulanmıştır. Bu süre zarfında farelerden vücut ağırlığı, besin alımı ve kan 

şekeri ölçümleri alınmıştır. Bu deney süreci detaylı olarak Şekil 6A’da gösterilmiştir. 

Deney sonucu elde edilen verilere göre, eksojen apelin uygulanmasının vücut 

ağırlıklarında ve besin alımında uygulama sonrası kontrole göre anlamlı derecede düşüşe 

sebep olduğu görülürken (sırasıyla p<0,05 ve p<0,01; Şekil 6B ve C), kan glukoz 

seviyelerinde kontrole göre uygulama sonrasında anlamlı bir değişikliğe sebep olmadığı 

gözlenmiştir (Şekil 6D).  

 

Şekil 6. (A) Set 2 deney planlaması, apelin uygulaması öncesi ve sonrası (B) vücut 

ağırlığı, (C) besin alımı ve (D) kan şekeri değerleri (*p<0.05 and **p<0.01). 
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4.2. Apelinin Farelerde Kafes İçi Aktiviteye Olan Etkileri 

Kronik (10 gün) olarak apelin uygulanmasının fareler üzerindeki lokomotor 

aktivite değişikliklerine olası etkilerini belirlemek için fareler tekli kafeslere alınmıştır. 

Dekapitasyona kadar geçen süre boyunca kafes içi aktivitelerinin değerlendirilebilmesi 

adına tüm deney hayvanları gece görüş özelliği de olan kamera sistemleri ile takip 

edilmiştir. Uygulanan apelinin farelerin kafes içi aktiviteleri olarak kabul edilen, kat 

edilen mesafe ve hız parametrelerinde kontrole göre herhangi bir değişikliğe neden 

olmadığı gösterilmiştir (Şekil 7A-C). 

 

Şekil 7. Hayvanların Apelin öncesi ve sonrası kafes aktiviteleri (A) tüm kat edilen mesafe, 

(B) hızları ve (C) ısı haritaları. 

4.3. Apelinin STZ ile Diyabet Modeli Oluşturulmuş Fareler Üzerindeki Vücut 

Ağırlığı, Besin Alımı ve Kan Şekeri Seviyelerine Olası Etkileri 

Yukarıda ayrı ayrı sonuçları açıklanan STZ ve apelin grubu farelerden elde edilen 

sonuçlara ek olarak STZ uygulanarak diyabet modeli oluşturulmuş farelere sonrasında 
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kronik IP Apelin uygulanmasının etkilerini araştırılmıştır. Aşağıda şekil 8’de detaylı 

olarak gösterilen protokol bu grup farelerde uygulanmıştır. Kısaca, AgRP-Cre fareler ilk 

olarak tekli kafeslere ayrılarak dokuz gün habituasyon süreci sonrasında beş gün boyunca 

aynı saatte erkeklere 50 mg/kg, dişilere ise 75 mg/kg STZ uygulanarak diyabet modeli 

oluşturulmuştur (Şekil 8A). İki gün beklenerek kan şekerleri 250 mg/dL ve üzeri olduğu 

glukometre ile doğrulanan farelere on gün boyunca 50 mg/kg apelin uygulanmıştır (Şekil 

8A). Tüm deney boyunca vücut ağırlıkları, besin alımı ve kan şekeri seviyeleri kayıt altına 

alınarak apelinin olası etkileri araştırılmıştır (Şekil 8A). STZ ile indüklenerek diyabet 

oluşturulmuş hayvanlarda vücut ağırlığı kontrole göre neredeyse anlamlı derecede 

düşmüş, bu düşüş apelin uygulandıktan sonra da devam etmiştir (p<0,05; Şekil 8B). STZ 

ile indüklenerek diyabet oluşturulmuş hayvanlarda besin alımı kontrole göre anlamlı 

derecede azalırken (p<0,05; Şekil 8C), bu hayvanlarda apelin uygulanması sonrasınsda 

besin alımı STZ uygulaması sonrsı döneme kıyasla anlamlı derecede artarken (p<0,05; 

Şekil 8C), diyabet öncesi (kontrol) seviyelere dönmüştür (Şekil 8C). Kan glukoz 

seviyeleri STZ uygulaması sonrasında kontrole göre anlamlı derecede yükselmiştir 

(p<0,01; Şekil 8D). Bu değişim apelin uygulandıktan sonra da STZ sebepli diyabet 

varlığına bağlı olarak kontrole göre yükselmeye devam etmiştir (Şekil 8D). 

 



33 

 

Şekil 8. (A) Set 3 deney planlaması Diyabet indüksiyonu öncesi,sonrası ve apelin sonrası 

(B) vücut ağırlığı, (C) besin alımı ve (D) kan şekeri değerleri. (*p<0.05, **p<0.01 and 

***p<0.001) 

4.4. Apelinin STZ ile Diyabet Modeli Oluşturulmuş Farelerde Kafes İçi Aktivite 

Üzerine Olası Etkileri 

STZ ile indüklenmiş diyabetik farelere kronik (10 gün) apelin uygulanması 

sırasında kafeslere yerleştirilen gece görüş özelliği olan kameralar ile farelerin 

davranışları 24 saat boyunca kayıt altına alınmıştır. Bu sayede elde edilen görüntülerle 

farelerin kafes içi hareketleri aldıkları mesafe ve hızları yönünden analiz edilmiştir. Bu 

sonuçlara göre, STZ ile diyabet modeli oluşturulmuş farelere IP olarak uygulanan 

apelinin oluşan lokomotor aktivite parametrelerinden mesafe ve hız anlamında 

uygulamalar öncesinde, sırasında ve sonrasında herhangi bir değişikliğe neden olmadığı 

gözlemlenmiştir (Şekil 9A-C).  

 

Şekil 9. Hayvanların kafes aktiviteleri. Hayvanların diyabet indüksiyonu öncesi ve Apelin 

sonrası (A) tüm kat edilen mesafe, (B) hızları ve (C) ısı haritaları. 
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4.5. STZ ile Diyabet Modeli Oluşturulmuş Farelere IP Olarak Uygulanan Apelinin 

Arkuat AgRP Nöronları Üzerindeki Elektrofizyolojik Etkileri 

4-6 haftalık AgRP-Cre farelere Cre bağımlı GFP virüsü intrakranyal olarak 

uygulanmıştır. Bu uygulama ile arkuat çekirdekte lokalize olan AgRP nöronlarında STZ 

ile oluşturulmuş diyabet modelinde ve apelin uygulanması sonrasında oluşabilecek 

elektrofizyolojik özelliklerin belirlenmesi hedeflenmiştir. Enjeksiyonu tamamlanan 

fareler aynı şekilde tekli kafeslere aktarılmıştır. Yukarıdaki protokole uygun şekilde ilk 

olarak 5 ardışık gün STZ (50 mg/kg/gün) uygulanarak diyabet modeli oluşturulmuştur. 

STZ sonrası alınan kan örneklerinin diyabet lehine (>250 mg/dL) sonuçlanan farelere 

sonrasında kronik (10 gün) apelin (50 mg/kg/gün) IP olarak uygulanmıştır. Deney sonrası 

fareler dekapite edildikten sonra beyinleri çıkartılarak elektrofizyolojik kayıtlar için 250 

µm’lik kesitler alınmıştır. Alınan kesitler elektrofizyoloji banyosuna aktarılarak 

hipotalamus arkuat çekirdeğinde lokalize olan ve GFP ile işaretlenmiş nöronlardan yama 

kıskacı (patch clamp) tekniği ile elektrofizyoloji kayıtları alınmıştır (Şekil 10A). STZ 

uygulaması yapılmamış hayvanlara apelin uygulaması yapılmasının AgRP nöron 

aktivitesini değiştirmediği gözlenmiştir (Şekil 10B ve C). STZ uygulaması ise kontrol 

hayvanlarına ve apelin uygulanan hayvanlara kıyasla AgRP nöron aktivitesini anlamlı 

şekilde arttırmıştır (p<0,05; Şekil 10B ve C). Apelin uygulamasının ise STZ kaynaklı 

AgRP nöronal aktivitesinde düşürme eğiliminde olmasına rağmen, bu düşüş anlamlı 

değildir (Şekil 10B ve C).  
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Şekil 10. (A) Hipotalamus arkuat çekirdek GFP ile işaretlenmiş AgRP nöron görüntüsü 

(B) AgRP nöronlarından alınan elektrofizyoloji kayıt örnekleri (C) gruplardan alınan 

aksiyon potansiyel akım grafiği (*p<0,05, ***p<0.001 ve p<0.0001). 

4.6. STZ ile Diyabet Modeli Oluşturulmuş Farelere Farklı Doz Apelin 

Uygulnamsının Vücut Ağırlığı, Besin Alımı ve Kan Şekeri Seviyelerine Olan Etkileri 

Apelinin farklı bir dozda olası etkisinin araştırılması üzerine yeni bir deney grubu 

oluşturulmuştur. Bu gruptaki farelere protokole göre STZ ile diyabet modeli 

oluşturulduktan sonra apelin uygulanmış ve vücut ağırlıkları, besin alımı ve kan şekerleri 

yönünden takip edilmiştir (Şekil 11A). Burada farklı olarak, apelin IP olarak 10 gün 

boyunca 50 mg/kg yerine doz iki katına çıkartılarak 100 mg/kg olarak uygulanmıştır. 

Ayrıca son apelin dozu uygulandıktan sonra diğer gruplardan farklı olarak fareler apelinin 

olası uzun dönem etkilerinin araştırılması amacı ile tedavi sonrasında 3 hafta tekli 

kafeslerde takip edilmeye devam edilmiştir (Şekil 11A).  

STZ ile indüklenerek diyabet oluşturulmuş hayvanlarda besin alımı apelin 

uygulaması sonrasında hem kontrole hem de STZ uygulaması sonrası döneme göre 

anlamlı derecede artmıştır (p<0,0001; Şekil 11C). STZ ile indüklenerek diyabet 

oluşturulmuş hayvanların vücut ağırlıkları kontrole göre değişmemiştir (Şekil 11D). Kan 

glukoz seviyeleri ise STZ uygulaması sonrasında kontrole göre anlamlı derecede 
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yükselmiştir (p<0,05; Şekil 11E). Bu değişim apelin uygulandıktan sonra da diyabet 

varlığına bağlı olarak kontrole göre yükselmeye devam etmiştir (Şekil 11E). Serum 

insülin seviyeleri STZ sonrası kontrole göre anlamlı derecede düşmüştür (p<0.01; Şekil 

11F) ve bu düşüşe STZ sonrası uygulanan apelinin bir etkisi olmadığı, düşüşün STZ 

uygulamasına bağlı olarak gelişen hücre harabiyetinden ötürü insülin salınamamasına 

bağlı olduğu bilinmektedir. Serum trigliserit seviyeleri STZ uygulaması sonrası yükselme 

eğiliminde olsa bile apelin uygulaması sonrası STZ uygulaması sonrasına kıyasla anlamlı 

derecede azalmıştır (p<0.05; Şekil 11G). Hayvanların lokomotor aktivitesi 

incelendiğinde STZ öncesi, STZ sonrası ve apelin uygulama döneminde değişmezken, 

apelin sonrası kronik takip döneminde hayvanların kat ettiği mesafe ve hızları (kafes içi 

aktivite) kontrole göre anlamlı şekilde yükselmiştir (p<0.05; Şekil 11H ve I). 
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Şekil 11. (A) Set 4 deney planlaması. Deneklerin (B) günlük ve (C) ortalama besin alımı, 

(D) ortalama vücut ağırlığı, (E) ortalama kan glukoz seviyeleri, serum (F) insülin ve (G) 

trigliserit seviyeleri, (H) toplam kat ettikleri mesafe, (I) ortalama hızları ve (J) ısı 

haritaları.
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Diyabet, insülin direnci ve/veya insülin salgılama bozukluğu ile karakterize bir 

hiperglisemi durumudur. Yağ dokusu, glukoz ve lipid metabolizmasında, nöroendokrin 

süreçlerde, insülin duyarlılığında ve diğer bazı fizyolojik süreçlerde rol alan birçok 

adipokini salgılamaktadır. Bu çalışmamızda normal ve diyabetik hayvanlarda apelinin 

iştah düzenlenme mekanizması üzerine olası etkilerini araştırdık.  

Diyabet araştırmalarında kullanılan çok çeşitli deneysel hayvan modelleri 

bulunmaktadır 242. STZ diyabet araştırmalarında en yaygın kullanılan kimyasal 

indükleme ajanıdır 243-245. STZ, kullanılan doza bağlı olarak hafif ila şiddetli DM türleri 

üretebilir. Yaygın olarak T1DM’yi indüklemede kullanılan tek bir doz STZ, T2DM’yi 

indüklemek için de kullanılmaktadır 246-248. DM’yi indüklemek için önerilen doz, 

kemirgen türleri arasında değişiklik göstermektedir. Bu modeli oluşturmada tek yüksek 

doz ya da ardışık düşük doz STZ kullanımı yaygındır. Örneğin, genellikle Wistar veya 

Sprague-Dawley sıçanlarında kullanılan tek doz 50 ila 85 mg/kg arasındayken 117,137,249, 

farelerde ise bu doz 130 ile 225 mg/kg arasında değişebilmektedir 132,250. STZ’nin çoklu 

dozlarda uygulanımı, özellikle T2DM modellerinde yaygın olarak kullanılmaktadır, 

ancak bu yaklaşım aynı zamanda T1DM oluşturmak için de kullanılabilir 251. Çoklu STZ 

uygulamasının tek doz STZ uygulamasına göre en önemli avantajı, hayvan morbidite ve 

mortalitesinin azalmasıdır 132. Biz de çalışmamızda erkeklerde 50 mg/kg, dişilerde ise 75 

mg/kg doz STZ’yi beş gün boyunca uyguladık. Son STZ uygulamasından iki gün sonra 

diyabet oluşumunu doğrulamak adına farelerden kan örnekleri alındı ve glukometre 

yardımı ile kan şekerleri tayin edilerek 250 mg/dL ve üzeri olanlar diyabet pozitif olarak 

kabul edildi 252. Çalışmamızda uyguladığımız STZ dozlarının başarılı bir şekilde diyabeti 

indüklediğini tespit ettik. 

Uzun süren hiperglisemi ve insülin hiposensitivitesi durumunda, çeşitli doku ve 

organlarda işlev bozukluğu oluşabilir. Obezite, çeşitli metabolik ve yağ dokusu kaynaklı 

faktörlerin normal fizyolojik dengesinin bozularak diyabete sebep olan önemli bir risk 

faktörüdür. Bu sebeple, metabolik hastalıkların neden olduğu insidans, morbidite ve 

mortaliteyi azaltmak için etkili ve yeni bir terapötik öneriye ihtiyaç vardır.  
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Glukoz homeostazının sağlanmasında yağ dokusunun da salgıladığı bazı 

adipokinler yoluyla önemli bir rolü vardır 253. Apelin hormonu, adipositler tarafından 

üretilir ve salgılanır; bu nedenle adipokin olarak adlandırılır. Homeostaz, vücut sıvı 

dengesi, hücre proliferasyonu ve enerji metabolizması gibi çeşitli fizyolojik süreçlerdeki 

potansiyel rolü nedeniyle Apelin-APJ sistemine son yıllarda artan bir ilgi vardır 166,254,255. 

Birçok çalışma plazmada artan apelinin metabolik patolojilerle ilişkili olduğunu 

bildirmiştir 256-258. Kanıtlar, apelin-APJ sisteminin glukoz ve lipid metabolizmasındaki 

düzenleyici rolü lehinedir 192. İnsülin, apelinin sentezini ve salınımını uyaran ana 

düzenleyicilerinden biri olarak kabul edilir 259. Apelin glukoz alımını uyarır, insülin 

duyarlılığını arttırır, lipolizi ve yağ asidi oksidasyonunu düzenler 260. Apelin 

uygulamasının diyabet varlığında gelişen komplikasyonları iyileştirmede faydalı olduğu 

çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir 261,262. Apelin ayrıca hipoksi ve yağlanmadan da 

etkilenmektedir 263,264. Normal ve insüline dirençli farelerde apelinin periferik glukoz 

alımını arttırdığı gösterilmiştir 192. Eksojen apelin uygulamasının glukoz metabolizmasını 

iyileştirdiği tespit edilmiştir 259. Ayrıca izole doku ve biyopsi örnekleri üzerinde yapılan 

ve normal ve tip 2 diyabetiklerden alınan adipositlerde apeline bağlı glukoz alımı 

çalışmalarda tespit edilmiştir 259,260. Bu sonuçlar, apelinin yüksek insülinemi altında 

eksojen bir insülin sensitizörü olarak hareket edebileceğini göstermektedir. Tüm bu 

çalışmalar apelin-APJ sisteminin diyabet ve komplikasyonlarında potansiyel bir terapötik 

hedef olma ihtimalini güçlendirmektedir.  

Apelinin farklı formlarının vücut ağırlığı, besin alımı, kan glukozu ve insülin 

homeostazına olan etkileri farklı modellerde çalışılmıştır 265-267. Sıçanlarda, on gün 

boyunca 30, 100 ve 300 µg/kg apelin-13 uygulanması sonucunda vücut ağırlığı artış 

oranlarında apelinin pozitif yönde anlamlı etkisi bulunmuştur 268. Buna karşın fareler 

üzerinde yapılan bir çalışmada 14 gün boyunca günde 0,1 µmol/kg apelin-13 

uygulanması farelerin vücut ağırlığı değişiminde negatif yönde anlamlı değişikliğe sebep 

olmuştur 267. Çalışmamızda 50 mg/kg apelin uyguladığımız farelerin vücut ağırlıklarında 

anlamlı şekilde bir azalma gözlemledik. Apelin-13’ün besin alımı üzerine etkileri farklı 

çalışmalarda karşıt sonuçlar ortaya çıkarmıştır. Sıçanlarda yapılan bir çalışmada on gün 

boyunca intraperitoneal 30, 100 ve 300 µg/kg apelin-13 uygulaması besin alımını anlamlı 

derecede arttırmıştır 268. Bunun yanında, bazı çalışmalarda santral apelin-13 

uygulamasının besin alımını anlamlı derecede arttırdığı gözlemlenirken 240, apelin-13 ve 
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analoglarının farklı dozlarda uygulanmasının besin alımını farklı şekilde regüle ettiği 

bulunmuştur 269. Biz çalışmamızda intraperitoneal olarak on gün boyunca 50 mg/kg dozda 

uyguladığımız apelin-13’ün besin alımında anlamlı azalmaya sebep olduğunu 

gözlemledik. Bunun yanında çalışmamızda, uyguladığımız apelin-13’ün farelerin kan 

glukoz seviyelerinde herhangi bir değişikliğe sebep olmadığını gözlemledik. Yapılan bir 

çalışmada ise apelin-13 ile apelin-36’nın farklı mutant formlarının kan glukoz seviyesine 

etkileri incelenmiş, apelin-13’ün kan glukoz seviyesini değiştirmediği ancak apelin-

36’nın farklı formlarının kan glukoz seviyesini anlamlı şekilde azalttığı raporlanmıştır 266. 

Farelerde lokomotor aktivitenin on gün boyunca apelin-13 uygulanması sonucunda 

anlamlı olarak arttığı gözlemlenmiş olup 240, sıçanlarda stres kaynaklı oluşan 

immobilitede geri dönüş sağlamıştır 270. Bir diğer çalışmada ise kronik sosyal yenilgi  

stresli sıçanlarda apelin-13 uygulaması sonucunda lokomotor aktivitede değişiklik 

görülmemiştir 271. Daha önceki birkaç çalışma, intraserebroventriküler veya 

intrahipokampal apelin-13 infüzyonun sıçanlarda spontan lokomotor aktiviteyi 

değiştirmediğini göstermiştir 270,272,273. Bizim çalışmamızda da apelin-13 uygulamısının 

lokomotor aktivitede herhangi bir değişikliğe sebep olmadığı gözlenmiştir.  

Ayrıca STZ ile indüklenen diyabet modelinde farklı iki dozda uygulanan apelin-

13’ün hem kısa hem de uzun dönem etkilerini inceledik. Deneylerimizde, ilk STZ 

enjeksiyonundan sonra hayvanlarımızın besin tüketimi azalmaya başlamıştır. Önceki 

çalışmalarda olduğu gibi çalışmamızda STZ uygulaması sonrası tüm grup hayvanlarında 

vücut ağırlıkları düşüş göstermiştir 274-277. Bunun yanında, yapılan çalışmalarda 

bulgularımıza paralel olarak, kemirgenlerde STZ uygulaması sırasında besin alımında 

azalma gözlenmiştir 278,279. STZ uygulamasının kesilmesinden sonra ise besin alımının 

arttığı farklı çalışmalarda raporlanmıştır 280-283. Biz de çalışmamızda aynı şekilde son STZ 

uygulamasından sonra farelerin besin tüketiminin arttığını gözlemledik. Diyabetik 

hayvanlara 50 mg/kg apelin-13 uygulanmasının vücut ağırlığındaki azalmayı 

değiştirmemiş olduğu, besin alımında ise artışa sebep olduğu gözlemlenmiştir. Apelin-13 

verilmeyen diyabetik hayvanlarda da STZ uygulaması kesildiğinde besin alımında 

görülen artış, apelinin diyabetik hayvanlarda besin alımını etkilemediğini 

düşündürmektedir. Bunun yanında intraserebroventriküler apelin-13 uygulamasının besin 

alımını arttırması 240, ancak çaılmamızda gördüğümüz intraperitoneal 50 mg/kg apelin-

13 uygulamasının kısa dönemde sağıklı hayvanlarda besin alımını azaltması ve diyabetik 



41 

 

hayvanlarda anlamlı bir etkisinin olmaması, sağlıklı fizyolojik koşullarda ve diyabet 

patolojisinde santral ve periferik etkilerinin farklı yolaklar üzerinden ilerleyebileceğini 

düşündürmektedir 166,284. Buna karşın artan doz (100 mg/kg) ve apelin-13 uygulamasının 

kesilmesinden sonra uzun dönem takibinde besin alımında, STZ uygulamasının 

kesilmesine kıyasla daha fazla artış gözlendi. Apelin-13’ün KBB’yi rahat bir şekilde 

geçişi ve geçişinin doyuma ulaşmadan gerçekleşebilmesi periferal uygulanan apelinin 

santral etkilerinin görülmesine sebep olabilir 285. Çalışmamızda gözlemlediğimiz 100 

mg/kg apelin-13 uygulanmasının kesilmesinden sonraki dönemde artmakta görünen 

besin alımının sebebi, yüksek doz kronik apelin uygulanmasının etkilerinin apelin 

kesildikten sonra da devam etmesi olabilir 286. Bunun yanında kronik yüksek doz apelin 

uygulamasının diyabet patolojisine katkıda bulunabileceği bildirilmiştir 189,286,287. 

Çalışmamızda gözlemlenen diyabet modeli oluşturulması sonrası artan kan glukozu 

seviyelerinin, apelin-13 uygulamasının kesilmesi sonrası da devam eden kan 

glukozundaki artış trendi, kronik apelin uygulamasının hepatik glukoz salınımını 

tetiklemesi sebebi ile olabilir 188,286.  

Yakın zamanlardaki çalışmalar apelinin insülin üretimini, insülin duyarlılığını 

iyileştirme ve diyabete bağlı gelişen böbrek hipertrofisi gibi komplikasyonları pozitif 

olarak düzenlemesinden dolayı diyabette potansiyel bir terapötik ajan olduğu 

düşünülmektedir 14,255. Ek olarak apelinin tokluğu indüklediği ve vücut ağırlığını 

azalttığını ortaya koyan çalışmalar, onun gelecekte diyabet tedavisi için umut vadeden bir 

hedef olmasını sağlamaktadır 191,288. Kemirgenlerde yapılan çalışmalar, apelinin insüline 

duyarlılığı arttırıcı etkilere sahip olduğunu ve glukoz homeostazı üzerinde faydalı rol 

oynadığını göstermiştir 255. Diyabetik hastalarda apelin konsantrasyonları artmaktadır 289. 

Ayrıca diyabetiklerde nefropati, bozulmuş glukoz toleransı ve dislipidemi durumunda 

apelin seviyelerinin yükseldiği gösterilmiştir 290. Çalışmamızda, serum insülin 

seviyelerinin post-STZ ve post-apelin dönemlerinde giderek azaldığı ve apelinin insülin 

seviyesinde herhangi bir koruyucu etkisi gözlenmemiştir. Çalışmamızda kronik apelin-

13 uygulamasının trigliserit değerlerinde düşüş sağladığı görülmüş olup, bu etki bize 

diyabet kaynaklı hiperlipidemiyi azaltmada apelin-13’ün pozitif rolü olabileceğini 

düşündürmektedir.  

AgRP nöronları enerji homeostazında merkezi bir rol oynamaktadır 291,292. Bunu, 

vücudun anlık enerji durumunu algılayan bir devrenin bir parçası olarak 
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gerçekleştirmektedir 291,292. Açlık durumunda, ARC’de bulunan oreksijenik NPY ve 

AgRP peptitlerini koeksprese eden nöronlar aktif hale gelir, bunun yanında anoreksijenik 

POMC nöronları inaktiftir 293. Kolesistokinin, peptit YY, glukagon benzeri peptit 1 gibi 

bağırsak hormonları NPY/AgRP nöronlarını inhibe ederken, ghrelin NPY/AgRP 

nöronlarını uyarır 294. Pankreas insülin salgılarken, leptin yağ kütlesi hücreleri tarafından 

salgılanır 294. Her iki hormon da NPY/AgRP nöronlarının inhibisyonunu ancak 

POMC/CART nöronlarının uyarılmasını tetikler 294. 

Diyet ve obezitenin enerji dengesini düzenleyen MSS mekanizmalarında işlev 

bozukluğuna neden olur. Bu durum göz önüne alındığında AgRP nöronlarının hormonal 

veya besin alımına karşı hassasiyetindeki değişiklikler besin ihtiyacı algısını bozabilir 

291,292. 

AgRP nöronlarının aktivitesinin leptin eksikliği olan ob/ob farelerde, STZ indüklü 

DM farelerde ve Zucker diyabetik yağlı sıçanlarda arttığı gösterilmiştir 295-297. AgRP 

nöronları diyabetik hiperglisemiye de katkıda bulunabilir. STZ indüklü DM modelinde, 

AgRP nöronlarının inhibisyonu, diyabetik hiperglisemiyi azaltırken 297, santral leptin 

veya fibroblast büyüme faktörü 1 uygulamasının diyabetik hiperglisemiyi iyileştirmedeki 

etkilerinin hipotalamik Agrp mRNA ekspresyonunun azalmasıyla ile ilişkili bulunmuştur 

298,299. Biz de çalışmamızda STZ ile oluşturulan diyabet modelinde AgRP nöronlarının 

elektrofizyolojik aktivitesinde anlamlı artış gözlemledik. Bunun yanında diyabet olmamış 

hayvanlara apelin uygulaması sonrası AgRP nöron aktivitesinde anlamlı bir değişiklik 

gözlemlemedik. STZ uygulanan hayvanlara apelin uygulaması sonrasında ise STZ 

kaynaklı elektrofizyolojik aktivitedeki artış bir miktar azalsa da bu azalma anlamlı 

değildi. APJ’nin POMC nöronlarındaki ekspresyonu daha önce gösterilmiştir 189. Yine 

aynı çalışmada apelinin POMC nöronlarından α-MSH salgısını arttırdığı ve bu yolak 

üzerinden besin alımı ve vücut ağırlığını regüle ettiği gösterilmiştir 189. Bir başka 

çalışmada ise apelin-13’ün POMC nöron aktivitesini arttırdığı raporlanmıştır 300. 

Çalışmamızda gözlemlediğimiz diyabetik hayvanlarda apelin-13 uygulaması sonrası 

AgRP nöron aktivitesindeki kısmi azalma apelin-13’ün POMC nöron aktivitesindeki 

artışın AgRP nöron aktivitesi üzerindeki inhibitör etkisinden kaynaklanıyor olabilir 301. 

Sonuç olarak apelin-13 uygulamasının diyabette vücut ağırlığı, yeme davranışı ve 

AgRP nöronal aktivitesi üzerine olan etkilerini incelediğimiz çalışmamızda, yeme 

davranışının düşük ve yüksek doz (sırasıyla 50 mg/kg ve 100 mg/kg) apelin-13 
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uygulaması sonrası anlamlı derecede yükseldiğini gözlemledik. Bunun yanında AgRP 

nöron aktivitesi STZ uygulaması sonrası kontrole kıyasla anlamlı olarak yükselirken, 

STZ uygulanmış hayvanlara apelin-13 uygulaması sonrasında AgRP nöron aktivitesinde 

kısmi olarak azalma gözlemledik. STZ uygulaması süresinde ise hayvanların vücut 

ağırlığı kontrole kıyasla azalırken, STZ uygulamasının kesilmesinden sonra hayvanların 

vücut ağırlığındaki azalma genel olarak devam etmiştir. Çalışmamızın sonuçları, apelin-

13 uygulamasının diyabet hayvanlarda uygulama yolunun değişmesi (ICV veya 

intravenöz), apelin-13’ün farklı dozlarda uygulanması, cinsiyet bazlı etkilerinin 

araştırılması veya daha uzun süre uygulanacak apelin-13’ün diyabet üzerindeki olası 

etkilerinin netleştirilmesinde yol gösterici olacaktır. 
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