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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, istanbul.

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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OZET

Bilgin, V. A. (2022). Diyabet Modeli Olusturulmus AgRP Transgenik Farelerde
Sistemik Apelin Uygulamasimin istah Diizenlenmesi Uzerine Etkilerinin
Arastirllmasi, Yeditepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim

Dal, Doktora Tezi, Istanbul.

Diyabet, son yillarda giderek yayginlasan bir halk sagligi problemidir. Tip 2 diyabetin
sebepleri arasinda agirlikli olarak sedenter yasama ve asir1 yemeye bagli gelisen asir1 kilo
Ve obezite sonucu gelisen insiilin direnci ve daha az siklikla yaglanma ve genetik faktorler
gelirken, tip 1 diyabet asil olarak, insiilin iireten beta hiicrelerinin otoimmiin yikimimdan
kaynaklanmaktadir. Besin alimi, hipotalamik arkuat cekirdekte (ARC) bulunan
oreksijenik  agouti-iliskili  peptit/noropeptit 'Y  (AgRP/NPY),  anoreksijenik
proopiomelanokortin/kokain-amfetamin ile duzenlenen transkript (POMC/CART)
noronlar1 ve periferik sinyallerle saglanmaktadir. Apelin bir adipokin olup kan glukozu
diizenlenmesi gibi fizyolojik rolleri bulunmaktadir. Calismamizda, streptozotosin (STZ)
ile indiiklenmis diyabet modeli olusturulan transgenik farelerde sistemik apelin
uygulamasinin besin alimina, hiperglisemiye ve AgRP noéronlarun aktivitesine olasi
etkilerini incelemeyi amacgladik. Bu amagla, gen¢ eriskin AgRP-Ires-Cre hayvanlari
kullandik. ARC hedeflenerek stereotaktik olarak AAV-CAG-Flex-GFP enjeksiyonunu
takiben STZ ve/veya apelin uygulanarak hayvanlarin besin alimi, viicut agirhig ve kan
sekerleri takip edildi. Dekaptiasyon giintinde ELISA 6lglimleri icin serum toplandi ve
beyin kesitleri alinarak AgRP néronlariin elektrofizyolojik aktiviteleri incelendi. STZ
uygulamasi sliresince besin alimi anlamli sekilde azalirken STZ sonras1 donemde artmaya
basladi. 50 mg/kg apelin uygulamasi hayvanlarda besin alimimi ve viicut agirligim
STZ’den bagimsiz olarak diisiirdii. 100 mg/kg apelin uygulamasi ve uzun dénem apelin
sonrasi takipte STZ’nin kesilmesinden sonra besin alimi anlaml sekilde yukselmeye
devam etti. Apelinin STZ kaynakli kan sekeri yiikselisine ve serum insiilin diislisiine bir
etkisi gézlemlenmedi. STZ sonrasi yiikselen serum trigliserit seviyeleri 100 mg/kg apelin
sonrasinda anlamli derecede diigmiistiir. Apelin AgRP noron aktivitesini degistirmemekte
olup STZ AgRP noron aktivitesi anlamli sekilde arttirmistir. Apelin ise STZ kaynakli
AgRP noronal aktivitesindeki artis1 diisiirme egilimindedir. Bu sonuglara gore, apelinin

diyabet sebepli AgRP nodron aktivitesindeki artisa etki etmedigi diisiiniilebilir.

Anahtar kelimeler: AgRP, Apelin, Diyabet, Elektrofizyoloji, Streptozotosin.
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1. GIRIS VE AMAC

Diyabet, son yillarda giderek artan bir ivme ile diinya ndfusunun blydk bir
kismini etkileyen ve ciddi saglik sorunlarina sebep olabilen kronik bir hastalik haline
gelmistir 1. Kan sekeri homeostazinda en onemli yere sahip olan pankreas beta (B)
hiicrelerinde olusan bir harabiyete bagli olarak (tip 1) ve bu hiicrelerden salinan insiilin
hormonuna ait direng gelismesinden kaynaklanan (tip 2) diyabet hastalig1 kontrol altina
alinmaz ise hastalik daha agir sonuglar dogurabilmektedir 3. Pankreasta bulunan ve
enerji metabolizmasi i¢in de ¢ok 6nemli bir role sahip olan B hiicrelerinden salinan insiilin
hormonu, bu hiicrelerde kalitsal ya da gevresel faktdrler sonucu olusabilecek hasarlardan
etkilenerek normal fizyolojik isleyisinden ¢ikar #°. Bu durumda kan glukoz diizenleme
metabolizmasi bozulur ve dogru tedavi uygulanmadigi takdirde kronik donemde vaskiiler

hastaliklar, korliik, bobrek yetmezligi gibi istenmeyen sonuglar ortaya cikarabilir .

Obezite, giinimiizde cocukluk c¢aginda da artis gostermesine ragmen biiyiik
cogunlukla erigkinlerde gorilen tip 2 diyabetin baslica sorumlusu olarak gosterilmektedir
67 Diyabet hastaligi, B hiicrelerinin total harabiyetinde siklikla ¢ocukluk ¢aginda ortaya
cikan tip 1 diyabet 8, cogunlukla obez kisilerde gelisen insiilin direncine bagh olarak ve
eriskinlerde ortaya cikan tip 2 diyabet ° ve gebelik oncesinde normal olarak seyreden
fakat ilerleyen dénemde insulin saliniminin bozulmasi ile ortaya g¢ikan gestasyonel
diyabet olarak simiflandirilmaktadir *°. Her (¢ tip icin de giinimiizde tedavi yontemleri
vardir fakat saglik ekonomisine ¢ok ciddi yikler bindirmesinden 6tir diyabet icin yeni
tedavi yontemleri arayis1 ciddi sekilde devam etmektedir 1. Bu arayis, farkl etkideki
ilaglarin gelistirilmesi ya da endojen olarak metabolizmada var olan bazi molekiillerin
enerji metabolizmas1 iizerine olasi etkilerinin arastirilmasi ile olmaktadir 23, Bu
molekiillerden birisi de yag dokusundan salinan ve dolagim sistemi iizerindeki etkileri
netlestirilmis olup son yillarda istah metabolizmasinda olasi bir roliiniin varlig1 arastirilan
apelin hormonudur **. Insiilin direnci dolasimdaki serbest yag asitlerinin artmasina sebep
olur *°, Apelin hormonunun obezitede arttig1 gosterilmistir . Bunun yaninda, gesitli
calismalar obezite ve insiilin direnci varliginda, serum ve yag doku apelin diizeylerinde

art1s oldugunu gostermistir 1>,

Bu ¢alismamizda, AgRP-Ires-Cre transgenik fareler kullanarak streptozotosin ile
indiiklenmis diyabet modeli hayvanlara apelin uygulamasmin hipotalamik arkuat
cekirdekte bulunan ve aglik durumunda aktifleserek homeostatik besin alimini yukari

1



yonde duzenleyen AgRP noronlart tizerine olasi etkisini, beslenme davranisini ve kafes

ici aktiviteyi arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Diyabet

Diabetes mellitus ilk olarak 3000 y1l 6nce bir Misir el yazmasinda rapor edilmistir
18, Ancak, tip 1 ve tip 2 olarak siniflandirilmasi 1936 yilinda ger¢eklesmistir X°. Diyabet,
yiiksek kan sekeri seviyesine bagli olarak, uzun vadede dolagim sistemi, sinir sistemi,
bobrekler ve gozlerde kalici hasar birakabilen kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabet,
gorme kaybi, Kkalp krizleri, inmeler, nefropati, noropati ve alt ekstremite
ampiitasyonlarinin ana sebeplerinden biridir . Diyabet hastaligi, tip 1 diyabet, tip 2
diyabet (%95 ile en yaygin tip) ve gestasyonel diyabet olarak {i¢ tipe ayrilmaktadir.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (UDF)’na gore tim dunyada 20-79 yas araligindaki
diyabet hastasi sayis1 2021 yilinda 530 milyon kisi civarinda iken bu sayinin 2045 yilinda
700 milyon kisiye ulasmasi ongoriillemktedir. 1980 yilinda bu saymm 100 milyon
civarinda oldugunu disiiniirsek toplumlarda diyabetin ne hizla yayildigini anlamamiz
kolaylasir. Diyabet, tiim yas gruplarint ve irklar etkilemektedir. Her yi1l 4 milyon kisi
diyabete bagli komplikasyonlar gelistirerek hayatlarini kaybetmektedir. 2021 yilin1 6rnek
alirsak, diinya tlizerinde diyabete bagli 6liim sayis1 7 milyon civarindaydi ve bu, her bes
saniyede bir kisinin bu hastaliga bagli olarak hayatini kaybettigi anlamina gelmekteydi.
Bu ylzden diyabeti 6nlemede ve ondan korunmada etkili olabilecek yeni teshis ve tedavi
yontemlerini bulmada ve diyabetten uzak tutacak hayat standardi degisikliklerini
saglamada ortak akil yiriitiilmesi gerekmektedir. Tip 2 diyabet hastaligina yakalanma
riski, saglikli beslenme, diizenli fiziksel aktivite ve tiitiin iirlinlerinden uzak durma ile
ciddi oranda diismektedir ve hatta hastaligin varliginda dahi uygun medikal tedaviye ek
olarak diizenli beslenme ve egzersiz programlar1 ile diyabet ve sebep oldugu ilgili
hastaliklarin gerileyebildigi gercegi bilinmektedir. Bunlarin yaninda saglik sistemi
acisindan da diyabet hastaligi ¢ok ciddi bir maddi yiik olmaktadir. Giiniimiizde tiim
diinyada diyabet hastaligina yapilan saglik harcamalarinin neredeyse 1 triyon dolara
yaklasarak son 15 yilda %300 artmis olmasi yakin gelecekte ¢ok daha fazlasina

ulasacagimin sinyallerini vermektedir .

Obezite diyabet gelisimindeki 6nemli unsurlardan biridir. Obezitenin tanimi, asir
enerji alimi1 ve depolanmasi sonrasinda bu enerjinin yetersiz harcanmasina bagli olarak
gelisen kilo alimidir. Giintimiizde, 6zellikle gelismis iilkelerde biiytlik bir saglik sorunu

haline gelmistir. Bununla birlikte, baz1 obez bireylerde asir1 besin aliminin leptin eksikligi
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gibi genetik bir etiyolojiden kaynakli oldugu sdylenebilir 2°?2, Obez bireylerin vicut
kiitle indeksi (VKI) >30 kg/m? ve asirili kilolu bireylerin VKIi’si >25 ve <30 olarak
siniflandiriimaktadir 2°. Obezite ve fazla kilolu birey insidansmin, 1980°den giinimiize
kadar iki kattan fazla arttg1 ve diinya genelinde VKI’si > 25 olan 2,1 milyardan fazla
kisinin oldugu Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan gosterilmistir. DSO tarafindan,
2014 yilinda ~600 milyon obez birey oldugu ve bu sayinin her gecen sene ciddi oranda
artign raporlamistir 2%, Obezite, tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), hipertansiyon,
dislipidemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, kas-iskelet sistemi bozukluklari, belirli kanser
tiirleri ile iliskilindirilmistir 224, VKI ile hem aclik hem de tokluk insiilin seviyeleri
arasinda genel olarak dogrudan orantil1 bir iliski oldugu iyi bilinmektedir 2. Benzer bir
iliski VK1 ile insiilin direncinin diizeyi arasinda da vardir %’. Yiikselen VKi’ye bagh
olarak gelisen hiperinsiilinemi, normoglisemiyi ve gelisen insiilin rezistansinin
iistesinden gelmeyi saglamak igin gereklidir 2’. Tim obez bireylerde insiilin direnci
gelismedigi; yapilan calismalarda, VKi’si <30, >30-35 ve >35 olan bireylerin sirasiyla
%19, 34 ve %60’ min insiiline direngli oldugunu gésterilmistir 2-2°, VKi’nin artmasiyla
insiilinin salmimin da arttig1, VKIi <30, >30-35 ve >35 olan kisileri iceren bir calismada
sirasiyla %28, 49 ve %80 insiilin salg1 artis1 gosterilmistir 2’. Obez veya fazla kilolu 2,1
milyar kisiden <%25’ine T2DM teshisi konulmustur. Son yillarda T2DM’deki artisin,
genel olarak, kiiresel niifustaki asir1 kilolu bireylerin ylizdesindeki bir artisa bagl oldugu

diistiniilmektedir *°
2.1.1. Diyabet I¢in Tam Kriterleri

Diabetes mellitus tanisi, asagidaki dort anormal glukoz metabolizmasi
belirtisinden birine dayanarak konulur 3123, Bunlar: (1) Farkli anlarda birden fazla
Olglimde aglik plazma glukozunun >126 mg/dL (7 mmol/L) olmasi. (2) Klasik
hiperglisemi semptomlar: olan bir hastada rastgele vendz plazma glukozunun >200
mg/dL (11,1 mmol/L) olmasi. (3) Oral glukoz tolerans testinde 1.75 g/kg’lik (maksimum
doz 75 g) glukoz yiiklemesinden iki saat sonra plazma glukozunun >200 mg/dL (11.1
mmol/L) olarak O&lctlmesi. (4) Glike hemoglobin (HbA1c)’nin >6,5 (Ulusal
Glikohemoglobin Standardizasyon Programi tarafindan onaylanmais bir test kullanilarak)
olmasi. Bu kriter yetiskinlerde tip 2 diabetes mellitus (T2DM) teshisinde daha faydalidir

ve hiperglisemi ile dogrulanmalidir.



2.1.2. Diyabet Tipleri
2.1.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Gunudmizde tip 1 diabetes mellitus (T1DM) ¢ocukluk ¢agmin en sik rastlanilan
diyabet tipidir ve elde olan verilere gore her yil yaklasik 100 bin yeni ¢ocuga tip 1 diyabet
teshisi konulmaktadir 34, Gelismis eksojen insiilin teknolojilerine ragmen tip 1 diyabet
teshisi alan bireyler kardiyovaskiiler mortalite riski de dahil olmak iizere bir gok
komplikasyon agisindan risk altindadirlar *°. TIDM patofizyolojisindeki genel 6zellik,
pankreasta bulunan Langerhans adaciklarindaki insiilin salimimindan sorumlu f
hiicrelerinin yoklugu veya fonksiyonsuz olusu sonucunda kan sekeri diizenleme
mekanizmasinin glukagon ile birlikte iki ana faktérden biri olan insiilinin salinamamasi
sebebi ile kan sekeri seviyesinin olmasi gereken araliktan saparak oldukca yiiksek
seyretmesidir *°. Var olan baz1 hipotezler, islevsel beta hiicre kiitlesi kaybinin bagisiklik
sisteminden kaynakli oldugunu sdyleyerek bunu da bagisiklik sisteminin fonksiyonsuz 3
hiicrelerini belirleyerek onlara asir1 reaksiyon verip yok etmesine dayandirmaktadir 3738,
Cocukluk cag1 TIDM insidansi cografya, yas, cinsiyet, aile oykiisii ve etnik kdkene gore
degismektedir. Ayni1 zamanda T1DM insidansi da diinyanin farkli bolgelerinde degisiklik
gostermektedir 2. Bildirilen en yiiksek T1DM insidans1 Finlandiya ve Sardunya’da
goriilmektedir (15 yasindan kiiciik 100.000 cocuk i¢in 37 ila 65) 3%, Amerika Birlesik
Devletleri’nde ise, ¢ocuklarda ve ergenlerde yillik TIDM insidansi, 1rk/etnik gruplar
arasinda 6nemli farkliliklarla birlikte, genel olarak 100.000°de 22,3'tiir (ispanyol kdkenli
olmayan beyaz genclerde 100.000°de 27.3, siyah genclerde 100.000°de 20,8 ve hispanik
popiilasyonda 100.000°de 16,3) *°. Cocuklukta baslayan T1DM’nin ortaya ¢ikis1 iki ayr1
yas diliminde pik yapmaktadir: birincisi dort ila alt1 yaslarinda digeri erken ergenlikte (10
ila 14 yas) “**3. Genel olarak, gocuklarin yaklasik %45’i 10 yasindan kiigiiktiir *4.
Otoimmiin hastaliklarin ¢ogunun kadinlarda daha yaygin olmasina karsin, ¢ocukluk ¢ag:
T1DM’nin genel insidansinda cinsiyet farki yok gibi goriinmektedir *°4®. Hatta baz1
caligmalar kiiresel olarak TIDM’nin erkeklerde daha sik goriildiigiinii isaret etmektedir
ve bu oran yaklasik 1.5:1°dir 4. TIDM’li bir hastanin yakin akrabalarinda yasam boyu
T1DM gelisme riski 6nemli dlgiide artmaktadir 32434°, Bazi raporlar, asagidaki faktorlerin
her birini artan T1DM riskiyle iliskilendirmistir ancak bu iligkilerin hi¢biri tam olarak
dogrulanmamustir °*°!, Bunlar asilar, diyet, daha yiiksek sosyoekonomik durum, obezite,

D vitamini eksikligi, anne yasi, preeklampsi Oykiisii ve yenidogan sariligr gibi



faktorlerdir. Diisiik dogum agirligi TIDM gelisme riskini azaltirken, gebelik yasina gore
yikksek dogum agirligit ve dogumdaki gebelik yasinin diisiik olmast TIDM riskini

artirabilir %2,

Coklu genlerin polimorfizmlerinin tip 1A diyabet riskini etkiledigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (HLA-DQalpha, HLA-DQbeta, HLA-DR, preproinsiilin,
PTPN22 geni, CTLA-4, interferon ile indiklenen helikaz, IL2 reseptori (CD25), lektin
benzeri bir gen (KIAA0035), ERBB3e ve 12¢’da tanimlanmamus bir gen gibi 3%,
Genom c¢apinda iligkilendirme ¢alismalarindan elde edilen verilere bagl olarak yapilan
bir meta-analiz, bu iligkileri dogrulamis ve artan tip 1 diyabet riski ile iliskili dort ek risk
lokusunu (BACH2, PRKCQ, CTSH, C1QTNF6) tamimlamistir *°. Tip 1 diyabet icin
major duyarlilik genleri (ana histo-uyumluluk kompleksi (MHC) lokusu i¢in IDDM1
olarak adlandirilir) kromozom 6p tizerindeki HLA bdlgesindedir. Bu bolge, makrofajlar
gibi antijen sunan hiicrelerin hiicre ylizeyinde ifade edilen MHC smif II molekiillerini
kodlayan genleri icerir. Bu MHC molekdlleri, tip 1 diyabetin patogenezinde yer alan
antijenlerin baglandig1 peptit baglayict bir oluk olusturan alfa ve beta zincirlerinden
olusur. Antijenin MHC’ye baglanmasi, yikici otoimmiin siirecin ana efektor hiicreleri

olan T hiicreleri iizerindeki antijen reseptdrlerine sunulmasina izin verir %L,

2.1.2.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus

T2DM, diyabetin agik ara en yaygm gorulen seklidir ve diyabet vakalarinin
neredyse %90’m1 olusturmaktdir 263, T2DM, son yillarda kiiresel bir pandemi haline
gelen ve birgok organi tutan kronik metabolik multifaktoriyel bir hastaliktir. T2DM,
pankreas B hiicre disfonksiyonu, artmis pankreas alfa hiicre fonksiyonu ve periferik doku
insuilin direnci ile karakterizedir . Olusan bu degisiklikler sonucunda su durumlar
ortaya ¢ikabilir: (1) hasarlanmig periferik glukoz alimina bagh gelisen hiperglisemi, (2)
hasarlanmig periferik yag alimina bagl gelisen dislipidemi (artmus trigliseritler, diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ve total kolesterol miktar1), (3) hasarlanmis besin alimina
baglh gelisen iskelet kas1 gibi periferik dokulara amino asit aliminin ve enerji Gretiminin
bozulmasi ve son olarak (4) hiperglisemi ve hiperlipidemiyi daha da arttiran yiikselmis
glukagon uretimi 6%°. Batili iilkelerdeki hastalarm ~%90’min obez veya asir1 kilolu
olmasi, T2DM’nin asir1 besin tiikketimini igeren diyetler tarafindan biiyiikk 6lclde
tetiklendigini diisiindiirmektedir °. Bat1 iilkelerinde gdzlenenin aksine, Cin’de yapilan bir

arastirma, T2DM hastalarinin %50,3 {iniin asir1 kilolu olmadig1 ve diger Asya iilkelerinde
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de VKI’si <25 olan birgok T2DM’li hastalarin varligim gdstermistir "2, Hentiz 6nemli
bir risk geni tanimlanmamis olmasina ragmen, genetik faktorlerin de duyarlilik
kazandirmada rol oynadigi netlik kazanmustir 74, T2DM, insiilin eksikliginin siddeti,
tedavi gereksinimleri ve prognozunun hastalar arasinda farklilik géstermesinden 6tir
heterojen bir hastalik olarak kabul edilmektedir ™. Tedaviler mevcut olmasina ragmen
diyabet Kkorlik, son donem bdbrek hastaligi, alt ekstremite amputasyonu ve
kardiyovaskiiler hastaligin 6nde gelen nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir 7.
Birlesik Krallik’ta yapilan bir arastirmada, 2007°den 2010'a kadar gergeklestirilen
ampiitasyonlarin %48,9’unun diyabetli kisilere yapildigini ve diyabetlilerin amputasyon
riskinin 23,3 kat fazla oldugu bulundu 8. Ek olarak, diyabetik hastalar genellikle
bozulmus yara iyilesmesi, enfeksiyonlara yatkinlik, noropati ve iktidarsizlik sorunlarina
daha agiktirlar 8. T2DM ayrica Alzheimer ve Parkinson hastaliklari igin bir risk faktorii
olarak tanimlanmistir "%, Kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetik hastalarda gerceklesen
tim olimlerin %75’inden sorumludur ve T2DM’li bireylerde ortalama yasam beklentisi
normale gore daha diisiiktiir 812 Insiilin sekresyonu ile periferik doku insiilin direncini
iyilestirmeye ve hiperglisemiyi diizenlemeye yonelik bir dizi tedavi mevcuttur 8384,
Bununla birlikte, hastalarda glisemik kontroliin siirdiiriilmesi ¢ok kolay olmamaktadir
cunki gunumizde kullanilan mevcut tedavilerin uygulanmasindan kaynaklanarak
hipoglisemi veya hiperglisemi gelismesi riski oldugu gibi, fazla ya da yetersiz bir anti-
hiperglisemik bir sonug ile karsilasmak gayet beklenen bir durumdur ®®° Tedavi
rejiminden bagimsiz olarak, insanlarda yapilan uzun vadeli ¢alismalar, B hicre

fonksiyonunun genellikle zaman ilerledik¢e bozuldugunu gostermistir 8788,

2.1.2.3. Tip 1 ve Tip 2 Diyabet Farkhliklar

T1DM, esas olarak insiilin eksikligi ile karakterize edilirken, T2DM, goreceli
insiilin eksikligi ile birlikte esas olarak bir insiilin direnci ile ifade edilir. T2DM’nin
cocuklar ve adolesanlarda insidansi arttik¢ca, uzun dénem tedavi yonetimleri farklilik
gosterdiginden dolayi, tip 1 tip 2 diyabeti birbirinden ayirt etmek daha 6nemli hale
gelmektedir. Bununla birlikte higbir kriter seti veya tani testi, TIDM ve T2DM arasinda
tutarli bir sekilde ayrim yapamaz. Bu nedenle, iki tip arasindaki ayrim, genellikle
laboratuvar ¢alismalariyla desteklenen klinik sunum ve Oykiiniin bir kombinasyonuna
dayanir. T2DM’li hastalar genellikle obezdir (yasa ve cinsiyete gore VKI > 95. persentil).
Buna karsin, TIDM’li gocuklar genellikle obez degildir ve %25 kadar1 fazla kilolu



olmasima ragmen (VKI >85 ila 95 persentil) siklikla yakin zamanda kilo kayb1 6ykiisii
vardir 8, T2DM’li hastalar klinige genellikle ergenligin baslangic ile birlikte gelirken,
T1DM’li hastalar daha erken yasta belirti gosterir. TIDM’li ¢ocuklarin yaklasik yiizde
45’1 10 yasindan once basvururken, neredeyse tiim T2DM vakalar1 10 yasindan sonra
ortaya ¢ikar *4. T2DM’li hastalarda siklikla akantozis nigrikans (deride sertlesme-insilin
direncinin bir isareti), hipertansiyon, dislipidemi ve polikistik over sendromu (kizlarda)
bulunurken bu bulgularin T1DM’li ¢ocuklarda gériilmesi daha az olasidir. Ornek olarak,
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ¢alismalarda, T2DM tanisi konan genglerin yiizde 50
ila 90’1nda akantozis nigrikans varken %*°! klinik olarak T1DM tanis1 konanlarin %25’i
kadarinda insiilin direncinin biyokimyasal kanit1 vardir ve yaklasik % 12'sinde akantozis
nigrikans vardir *°. TIDM’li hastalarm %10 kadarinda etkilenmis bir yakin akraba
bulunurken, T2DM’li hastalarin %75 ila 90'inda etkilenmis bir yakin akraba vardir 91,92
Tiim bu farkliliklar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Cocuklarda ve ergenlerde tip 1 ve tip 2 diabetes mellitusun dzellikleri %3,

Tip 1 diyabet Tip 2diyabet
Prevalans Yaygin, artigta Yaygin
Goriilme yast Cocukluk ¢aginda Ergenlikten itibaren
Baslangigta Tipik olarak akut, siddetli Sinsice ilerleyen, siddetli
Baslangig¢ ketozu Yaygin %5-10
Etkilenen aile bireyi %5-10 %75-90
Kadin:erkek 1:1 Neredeyse 2:1
Kalitim Poligenik Poligenik
HLA-DR3/4 Gicli iligki Iliski yok
Irk Hispanik olmayan beyazlarda Tiim irklar
Insiilin salinim1 Azalmis/yok Degisken
Insiilin duyarlilig: Kontrol altindayken normal Azalmis
Insiiline bagimilik Her zaman Degisken
Obezite veya fazla kiloluluk %20-25 fazla kilolu >0%80 obez
Pankreatik antikor Evet Hayir




2.1.2.4. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM), geleneksel olarak ilk kez gebelik
sirasinda saptanan baglangi¢ seviyesi degisken olan bir karbonhidrat intoleransi olarak
tanimlanir *. Bu tanim, dogumdan sonra normale dénen anormal glukoz toleransini ve
gebelik oncesinde tan1 konulmamis veya gebelik sirasinda baglamis olan DM’yi kapsar.
GDM’nin daha giincel bir tanimi, “gebeligin ikinci veya igiincii trimesterinde teshis
edilen ve gebelik éncesinde belirgin olmayan diyabet” seklinde agiklanmustir . GDM
prevalansi, popiilasyon o6zelliklerine ve kullanilan tani kriterlerine baglh olarak biiyiik
ol¢iide degismektedir. 2010 yilindan dnce Birlesik Krallik ve irlanda’da yapilan kohort
calismalar, gebeliklerin %1-3’{iniin GDM ile komplike oldugunu gostermistir . Buna
karsilik, daha siki tani kriterleri uygulandiginda, Hiperglisemi ve Olumsuz Gebelik
Sonuglar1 (HAPO) c¢alismasina dahil olan 15 merkezde GDM prevalansi %9 ile %26
(ortalama %18) arasinda degisiyordu %’. 2017 yilinda diinya genelinde her yedi canli
dogumdan birinin GDM’den etkilendigi tahmin edilmekteydi ®. GDM prevalansindaki
artisin temel nedenleri arasinda obezite salgini, fiziksel hareketsizlik (sedanter yasam) ve
artan anne yasi yer almaktadir ®. GDM, su risklerin artmasiyla iliskilendirilmistir:
Gebeligin hipertansif bozukluklar1 (6rn. preeklampsi, gestasyonel hipertansiyon), anne
veya yenidoganda dogum travmasi, operatif dogum (sezaryen, yardimli vajinal dogum),
perinatal mortalite, fetal/neonatal hipertrofik kardiyomiyopati, yenidogan solunum
problemleri ve metabolik komplikasyonlar (6rn. hipoglisemi, hiperbilirubinemi,
hipokalsemi, polisitemi) ve polihidramnios %1% Daha da 6nemlisi, maternal aglik
plazma glukoz seviyeleri 75 mg/dL’nin (4,2 mmol/L) {izerine ¢iktik¢a ve bir ve iki saatlik
oral glukoz tolerans testi (OGTT) degerleri en diisiik septilden en yiiksek seviyeye
ciktikca belirtilen sonuglarin riskleri artmaktadir. Bu siirekli bir etkidir; artmis olumsuz
obstetrik sonug riski altindaki hastalar1 tanimlayan net bir esik yoktur 13191 GDM
ayrica uzun vadede bazi risklerin artmasiyla iliskilendirilmistir. Annelerde tip 2 diyabet
ve kardiyovaskiiler hastaligin gelecekteki gelisimi ve GDM varlig1 ile dogan bireylerde
adolesan ve yetiskin doneme ulastiklarinda obezite, anormal glukoz toleransi,

hipertansiyon ve metabolik sendrom gelisebilme ihtimali yiiksektir 107-19,

2.2. Streptozotosin

Streptozotosin  (STZ), 1950’lerin sonlarinda Streptomyces achromogenes

tarafindan iiretilen bir antibiyotik olarak tanimlanan bir bilesiktir 1'°. Ug farkl1 prosediir
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kullanilarak sentezlenmektedir *: (1) tetra-O-asetil glukozamin hidrokloriirden 12; (2)
d-glukozamin + N-nitrozometil karbamil-azidden 1*2 ve (3) d-glukozamin N-metiliireden
113 STZ’nin pankreatik B hiicreleri iizerindeki genotoksik etkileri, deney hayvanlarinda
diabetes mellitus hastaligini indiikledigi bilgisine ¢alismacilarin ulasmasini saglamistir
114" DM hayvan modellerini iiretmeye yonelik bu yaklasimin giivenilir oldugu

gosterildikten sonra bilimsel aragtirmalarda yaygin olarak kullanilmaya baglanmstir.
2.2.1. STZ’nin Diyabetojenik Etkileri

STZ hem insiiline bagimli hem de insiiline bagimli olmayan diabetes mellitusu
indiiklemek i¢in kullanilabilir. STZ bir N-asetilglukozamin analogu oldugundan, bir
hiicre zar1 glukoz transporter 2 (GLUT2) yoluyla B hucrelerine girebilmektedir. STZ nin
iic ana diyabetojenik etkisi vardir: (1) DNA’min alkilasyonu ¥, (2) slperoksit
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116 ve (3) siiperoksit dismutazin inhibisyonu 8.

radikallerinin olusumu
2.2.1.1. DM’nin Deneysel Olarak STZ ile indiiklenmis Modelleri

STZ ile induklenen diyabet Uzerine primatlar, domuzlar, kopekler, kediler,
tavsanlar, sicanlar ve fareler dahil olmak Ttzere c¢ok cesitli memeli modelleri
gelistirilmistir 1*. Hayvan modellerini karsilastirirken, hayvanlarin STZ uygulamasindan
once ag olup olmadigi, hayvanlarin yasi, susu, uygulanan STZ dozu, uygulama yolu, ilag
etkilesimleri ve yan etkiler dahil olmak {izere dikkate alinmas1 gereken birgcok degisken
vardir. Kemirgen modelleri genellikle daha kiiciik viicut boyutlari, omnivor dogasi ve
sakin davraniglari, diisiik diyet ve barinma maliyetleri ve arastirmacilar tarafindan
kullanim1 kolaylastiran 6zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir 7. Ancak, STZ
uygulanan kemirgen modellerinde DM’nin indliklenmesine yonelik protokoller oldukca
degiskendir. Literatiirde tanimlanan ii¢ yaklagim vardir: (1) ardisik gilinlerde kiigiik
dozlarda STZ enjeksiyonu, (2) tek bir yliksek doz STZ enjeksiyonu ve (3) yiiksek yagl
bir diyetle birlikte kii¢iik dozlarda veya tek doz STZ uygulanmasi.

Albino Wistar ve Sprague-Dawley sigan tiirleri, STZ ile indiiklenen DM modelleri
arasinda en yaygin kullanilan kemirgenlerdir. Her ikisi de yaygin olarak kullanilmaktadir
ve bilimsel aragtirmalara biiyiik katki saglamislardir 11812 nsanlarda DM prevalansi
erkeklerde kadimlardan daha yiiksektir ***. Bunun nedeni, kadin cinsiyet steroidlerinin f

122

hiicrelerini yaralanmadan korumasidir Bu durum kemirgen modellerinde de

gecerlidir, cunki farelerin her iki cinsiyetinin de Ostradiol Uretimi baskilandiginda STZ
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ile indiiklenen insiilin eksikligine kars1 bir hassasiyet gelistirdigi gosterilmistir 1?2, Bu
nedenle ¢ogu ¢alismada erkek hayvanlar kullanilmaktadir 123, Rodentlerin deney boyunca
ad libitum olarak beslendigi 1?#1%° ve STZ enjeksiyonundan énce 4-6 saat a¢ birakildig
126 jki tip STZ ile indiiklenmis DM protokolii vardir.

Bununla birlikte, a¢ hayvanlara tek bir STZ dozunun uygulanmasi avantajli
olabilir. Ciinkii uzun siireli aglikta B hiicreleri iizerindeki diisiik afiniteli GLUT2
tastyicilar i¢cin STZ ve glukoz arasindaki rekabet en aza inmektedir *2’. Bu nedenle,
birka¢ arastirmaci, STZ uygulamasindan Once gece boyunca hayvanlari a¢ birakmayi

onermektedir 18,
2.2.2. Uygulama Oncesi STZ’nin Hazirlanmasi

DM’yi indiiklemek i¢in kullanilmadan o6nce STZ’nin tampon soliisyonda
seyreltilmesi gerekmektedir. Filtrelenmis 0.1 M sitrat tamponunun (pH 4,5) kullanilmasi
gerektigi konusunda bir fikir birligi vardir 1?8, Ayrica genel olarak STZ’nin 15132 maruz
kalmasini 6nlemek ve ¢ozeltideki kararsizlig1 nedeniyle hazirlanan soliisyonun10 dakika

icinde uygulanmasi seklindedir 12°-132,

STZ, kullanilan doza bagl olarak hafif ya da siddetli diyabet tiirleri liretebilir.
T1DM’yi indiiklemek i¢in yaygin olarak tek bir STZ dozu kullanilir, ancak bu ayni
zamanda T2DM’yi indiiklemek i¢in de kullanilmistir 132133, Yiiksek kan sekeri ve STZ
toksisitesi nedeniyle deney hayvanlarinin yaklasik %10-20’sinde ani 6liim goriilmesi sik
karsilasilan bir durumdur 4. Onerilen doz, farkl1 kemirgen tiirleri arasinda degisir. Genel
doz Wistar veya Sprague-Dawley siganlarinda 50 ila 85 mg/kg arasindadir *5-137, Farkli
fare suglarini iceren bir ¢alisma, yaklasik 100 mg/kg’nin T2DM’nin indiklenmesi igin
ideal oldugunu, 200 mg/kg’nin ise TLDM’yi indiikledigini gdstermistir 132, STZ’nin goklu
dozlari, 6zellikle T2DM modellerinde * yaygin olarak kullamlmistir, ancak bu yaklasim
ayn1 zamanda T1DM olusturmak igin de kullamlabilir 38, Bu yontemin ana avantajlar,
tek doz STZ ile karsilagtirildiginda pankreatik B hiicrelerinin ilerleyici yikimi ve hayvan
morbidite ve mortalitesinin azalmasidir *8. Aragtirmacinin 6nerilen arastirma tiirii ve
mevcut kaynaklar i¢in en uygun protokolii se¢mesi gerektigi agiktir. Ancak, STZ ile
indlklenen DM’nin tiim deneysel kemirgen modelleri i¢in bazi 6nemli hususlar vardir:
(1) STZ ile indiklenen DM modelleri igin en iyi hayvan susu iizerinde genel bir fikir
birligi yoktur *°. (2) STZ'ye daha yogun tepki verdikleri igin ideal olarak daha geng
hayvanlar secilmelidir %°. (3) Calisma disi cinsiyet hormonlariyla ilgili degilse,
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calismalarin ¢ogunda erkek hayvanlar kullanilmalidir. (4) Onerilen STZ seyreltme
tamponu, steril filtreli 0,1 M sitrat tamponudur (pH = 4,5). Ayrica, bu ¢ozelti karanlikta

tutulmal1 ve 10 dakika i¢inde uygulanmalidir 1%,
2.3. Adipokinler

Endokrin bir organ olarak kabul edilen adipoz doku, sadece yag depolama
gorevine sahip degildir, ayn1 zamanda topluca “adipokinler” olarak adlandirilan bazi
biyoaktif polipeptidlerinin salinmasinda yer alan karmasik bir yapidir **!. Adipokinler
metabolizmada viicut agirligimin  diizenlenmesi, istahin regililasyonu, glukoz
homeostazinin saglanmasi, inflamasyonun saglanmasi ve kan basincinin diizenlemesi
gibi gesitli sekillerde gorev alirlar 14214 Ote yandan, bagirsak ve kardiyovaskiiler sistem
gibi farkli organlarda iiretilen hormonlar yag dokusu merkezli karmasik bir ag i¢inde
biitiinlesmektedirler '#*. Adipokinler adipositlerden (en genel 6rnek leptin ve
adiponektindir), preadipositlerden, yag dokusuna sizmig bagisiklik hiicrelerinden ya da
yag dokusu ic¢indeki diger hiicre tipleri tarafindan salinirlar. Adipositler ayrica
proinflamatuar (6zellikle kronik subinflamatuar obezite durumunda) ve antiinflamatuar
sitokinler Gretebilirler 1. Ek olarak yag dokusu i¢indeki gesitli bagisiklik hiicre tipleri de
bu salinmaya katkida bulunmaktadir. Saglikli bireylerde tip 2 dogustan gelen lenfoid
hiicreler ve diger Th2 bagisiklik hiicreleri, adipositlerde insiilin duyarliliginmi ve
kahverengi yag dokusu (BAT) aktivasyonunu artirarak adipoz glukoz homeostazini
desteklerler. Ote yandan, obezite sonrasi beyaz yag dokusunun (WAT) patojenik
inflamasyonu, adipositlerde ve yerlesik bagisiklik hiicrelerinde proinflamatuar yolaklarin
aktivasyonuna yol acarak, proinflamatuar liretimini arttirir ve antiinflamatuar sitokin ve
adipokinlerin salinimini inhibe eder. Bununla birlikte kahverengi yag dokusundaki lokal
proinflamatuar sinyalizasyonun termojenik fonksiyonu baskilayabildigi ve boylece diyete
bagli termojenezi bozabilecegi de gosterilmistir 4. Adipoz doku kaynakli bu faktorlerin,
instilin direnci, T2DM ve obeziteye bagl kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde kritik bir
oneme sahip olabilecegi cesitli yazarlar tarafindan gosterilmistir 1484°. Cok yakin
tarihlerde, chemerin, lipokalin-2, vaspin ve omentin-1 gibi yeni adipokinler
noroendokrin-bagisiklik  etkilesimlerinde yer alan sinyal molekiilleri olarak
tanimlanmistir. Bu adipokinler yag dokusunun yani sira eklemlere yakin lokalize olmus
sinoviyositler, osteoklastlar, osteoblastlar, kondrositler ve inflamatuar hiicreler tarafindan

da tretilebilir ve osteoartrit ve romatoid artrit gibi romatizmal hastaliklarda giiclii
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immiinomodilator aktiviteler gosterebilirler 01 Tiim bunlara ek olarak, FSTLI,
SPARC, SFRP5, CTRP, FAM195A, WISP1, PGRN, nesfatin-1, visfatin/PBEF/NAMPT,
apelin, RPB4 ve PAI-1 yag dokusunda yakin zamanda ortaya ¢ikarilan yeni adipokinler
olarak tanimlanmuslardir 2. Ayrica bu adipokinlerin molekiiler ve fizyolojik etkilerinin
altinda yatan mekanizmalar tamamen agik degildir ve bu hedeflere yonelik yeni terapdtik

ajanlar gelistirmek icin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
2.4. Apelin ve Reseptori APJ

1993 yilinda O’Dowd ve arkadaslar1 insana ait G protein-bagli 6zel bir reseptorii
izole etti ve “APJ” admi verdi. Bu reseptor, 380 amino asitten olusur ve
transmembrandaki insan anjiyotensin II reseptorii tip 1 ile %54 6zdeslik paylasir 1°3, APJ
reseptorii daha sonra amfibiler ve kemirgenlerde de izole edilmistir 4%, APJ geni,
kodlama boélgesinde herhangi bir intron olmaksizin, kromozom 11 (11ql2) iizerinde
bulunur. Bununla birlikte, anjiyotensin II, APJ reseptorti ile etkilesime girmez ve bir APJ
endojen ligand1 olan apelin Tatemoto ve arkadaslari tarafindan sigir midesinden izole

edildigi 1998 yilina kadar higbir APJ ligand1 tanimlanmamustir 1%,

Apelin geni Xg25-g26.3 kromozomu tzerinde bulunur ve bir salgi sinyali dizisi
iceren ve apelin-36, apelin-17, apelin-13 ve apelin-12 gibi farkli aktif formlara
béliinebilen 77 amino asitlik bir prepropeptit kodlar . Apelin-36 en cok ifade edilen
form iken apelin-13 daha giiglii ve dolasimda daha fazla olarak bulunur **’. insan, sigir
ve kemirgen preproapelin arasinda, 6zellikle son 22 C-terminal amino asitleri arasinda
yiiksek bir dizi homolojisi oldugu gosterilmistir °1%, Apelinin tiim izoformlar1 APJ’ye
baglanabilir, ancak farkli biyolojik gii¢lere sahiptirler. Farkli organlarin farkli apelin
izoformlar1 vardir. Apelin ve APJ beyin, kalp, akciger, karaciger, bobrek, gastrointestinal
sistem, endotel ve yag dokular1 dahil olmak iizere birgok doku ve organda yaygin olarak
eksprese edilmektedir . Apelin-12, miyokardiyal kontraktiliteyi arttirma ve ortalama
arter basmncii diistirme gibi kardiyoprotektif 6zellikleri ile APJ reseptoriine yiiksek
afiniteye sahiptir 1%°. Apelin-13, plazmada en yiiksek bolluga sahip ana néroprotektif
peptittir 161162 Onceki arastirmalar, apelin-13’{in vaskiilopati, enerji metabolizmas1 ve
hiimoral homeostazda yer aldigi bildirmistir 161163164 Yaglanma {izerine apelin-13’lin
asag1 yonde diizenlenmesinin gosterildigi bir ¢alisma da bulunmakta olup Apelin-13 ve
APJ geninin nakavt edilmesi, bir fare modelinde yaslanmay1 hizlandirabilirken, apelin-

13’lin yukar1 regiilasyonu, uyaranlara ve sirkadiyen ritme bir yanit olan canlilig1 geri
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kazandirmistir 1%°. Glutamin siklaz, piroglutamidasyonu modifiye etmek ve apelin-13’iin
[pyrl]-apelin-13 olarak adlandirilan piroglutamid formunu tretmek igin apelin-13’tn
¢evrilmis N terminali glutamin kalintilarini katalize edebilir. Apelin-13’0in ekzopeptidaz
tarafindan bozulmasii 6nleyebilir ve uzun vadeli biyolojik etkiler gosterebilir 6. Bu
nedenle [pyrl]-apelin-13, yiksek anti-degradasyon ozelliklerinden dolayr APJ ig¢in
fizyolojik bir ligand olarak kabul edilir . Apelin-17’nin APJ internalizasyonunun en
giiclii indiikleyicisi oldugu ve C-terminalinde tek bir amino asidin ¢ikarilmasinin bu
siireci ortadan kaldirabilecegi gosterilmistir %8, Apelin-36 baslica akciger, testis ve
uterusta eksprese edilmektedir 1. Apelin-13 ve apelin-36, kardiyovaskiiler sistem
lizerinde en bilyiik etkiye sahip en aktif izoformlar olarak kabul edilmistir 1’°. Apelin-13
ve apelin-36, farkli reseptor baglanma afiniteleri nedeniyle digerlerinden farkli hiicre igi
APJ trafigine sahiptir. Daha kisa apelin izoformu olan apelin-13, apelin-36’dan daha
gucli APJ aktivatorii gibi goriinmektedir 1. APJ silinmis farelerde gelismemis bir kalp
sebebine bagli olarak dogum oOncesi dliimle sonuglandigini  gosteren bir ¢alisma
bulunurken 172 bunun aksine apelin silinmis farelerin kalp gelisiminin normal oldugunu
gosteren baska bir ¢alisma bulunmaktadir 1", Tiim bunlar bize APJ i¢in baska ligandlar

da olabilecegini gostermektedir.
2.4.1. Yeni APJ Ligandi (Elabela/Toddler)

Apelin, 2013 yilinda Chang ve arkadaslar ile Pauli ve arkadaslar1 embriyonik
gelisim sirasinda zebra baliklarinda (Danio rerio) apelin reseptori icin ‘‘Elabela’ adi
verilen ikinci bir endojen ligandi kesfedene kadar tek APJ ligandi olarak kabul edilmigtir
174175 Daha sonra, Elabela’yr kodlayan cDNA, omurgalilarda ve memelilerde de
kesfedilmistir 1%, Elabela, 32 amino asit iceren bir salgi sinyaline sahip 54 amino asitlik
bir peptittir 1’4, Bu 6ncii peptit 32, 21 ve 11 aminoasitlik daha kisa dizilere béliiniir ve
tim bu kisa diziler APJ’yi aktive edebilir ve ayrica apelin reseptdr antagonistleri
tarafindan bloke edilebilir 7. Kanitlar, Elabela’nin homeostaz, hiicre sinyalizasyonu,
enerji metabolizmasi ve hiicre yaglanmasindaki roliinii ortaya koymustur. Serumdan elde
edilen Elabela, diyabet 18 miyokard enfarktiisii 1’°, hipertansiyon *° ve bobrek
hastaliklar1 18 gibi gesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir. Ozellikle Elabela diizeyinin bu
hastaliklarin prognozu ile dogrudan iliskili oldugu bu calismalarda gosterilmistir.
Elabela’nin  mitokondriyal fonksiyonu diizenleyerek apoptozu iyilestirebildigi

bildirilmistir 132, Son zamanlarda, Elabela’nin bobrek hasarmi azalttigi & ve tip 2 diyabet
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hastalarinda serum Elabela seviyesinin bobrek hasarinin siddeti ile yakindan iliskili

oldugu gosterilmistir 184,
2.4.2. Merkezi Sinir Sisteminde Apelin

Apelin ve reseptorii APJ insan merkezi sinir sisteminde, daha yogun olarak
oligodendrositlerde ve noéronlarda ve daha az yogunlukta ise astrositlerde eksprese
edilmektedir #°. Apelin-APJ sistemi hipofiz bezinde de gézlenmekte olup, bu durum
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni regilasyonunda da bir roliniin olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bir ¢alisma, APJ’nin akut stres uyaranlarindan sonra HPA ekseni
aktivitesini modifiye etmede bir ndromodiilatér olarak hareket ettigini gostermektedir 1%,
APJ eksikligi olan farelerin hipoglisemik stres altinda adrenokortikotropik hormon
salinimini azalttigi1 ve santral apelinin néroendokrin fonksiyonlardaki roliinii dogruladigi
bildirildi. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, santral apelinin normal saglikli bireyden
diyabetik duruma gegiste rol oynadigim ileri siirmektedir 87, Bu bulgular santral apelinin
glukoz salinimimi ve glukoz metabolizmasini kontrol edebilecegini gostermistir. Ayni
calismada intraserebroventrikiler (ICV) apelin enjeksiyonunun sempatik sinir sisteminin
asir1 aktivasyonu sonucu aclik kan sekerini arttirdigi 7, bir baska calismada ise bunu
takiben karacigerde glikojenolizin ve glukoneogenezin devreye girdigi gdsterilmistir 18,
Ayrica obezite ve diyabette hipotalamik apelinin asir1 ekspresyonu gosterilmistir 8%, Bu
sonuglar merkezi sinir sistemindeki apelin-APJ sisteminin glukoz metabolizmasini

kontrol etmek icin yeni bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.4.3. Apelin, Insiilin Direnci ve Obezite

Obezitede, adipositler daha fazla serbest yag asidi salgilarlar ve bu da insiilin
direncinin gelismesine katkida bulunur ve insiiline direngli bireylerin dolasimindaki
serbest yag asitlerinin daha yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir *°. Apelin bir adipokin
olarak obezitede yukar1 yonde dizenlenir. Klinik ve deneysel galigmalarda, obezite ve
insiilin direnci varliginda, serum apelin diizeyi veya yag dokusundaki apelin ekspresyonu
artmaktadir >/, Patrick Yue ve arkadaslar1 apelin silinmis hayvanlarin gliserol, leptin ve
serbest yag asitlerinin serum konsantrasyonlarinin énemli 6l¢iide arttigini, ekzojen apelin
uygulanmasinin ise bu diizeyleri azalttigin1 bildirmistir °°. Apelin takviyesinin obez
farelerde in vitro insiilinotropik aktiviteyi, adipositler tarafindan glukoz alimini, glukoz
eliminasyonunu ve insiilin salmimm iyilestirdigi bildirilmistir *°X. Bolus intravendz
apelin uygulanmasinin, obez ve insiiline direngli farelerde hiperinsiilinemik-6glisemik
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klemp sirasinda glukoz toleransini ve insiilin duyarliligini iyilestirdigi, yiiksek plazma
apelin diizeyine ragmen ekzojen apelinin etkili oldugunu gdstermistir %2, Obez ve
insiiline direngli farelere 28 giin apelin uygulanmasi sonrasinda, insiilin duyarliliginda
belirgin bir iyilesme ve viicut yaglarinda bir azalma gozlenmistir . Ancak, obez
farelerde 4 haftalik Fc-apelin-13 (IgG Fc fragmani ile kaynasmis apelin-13) uygulamasi,
kardiyak ve hepatik fibrozu azaltip, glukoz toleransi, atim hacmini ve Kkalp debisini
onemli dlgiide iyilestirirken gida alimini ve viicut agirligini degistirmedigi gosterilmistir
194 Sekiz haftalik apelin’ fareler normal diyetlebeslendiginde, insiilin seviyesinin 6nemli
olgiide arttig1 ve plazma adiponektin konsantrasyonu ile glukoz intoleransinin azaldig
goruldi. Ek olarak, bu fareler artan karin ve epididim yagi olustururken, vicut
agirliklarinda bir fark goriilmedi '°°. Baska bir calismada, apelin” fareler, yiiksek yaglh
bir diyet ve yiksek stkrozlu icme suyu ile beslendiklerinde kontrole gore daha fazla
glukoz ve insiilin intoleransi1 gelistirdiler 1. Stabil apelin-13 peptit analoglar, diyete
bagli gelisen obezite ve diyabetli farelerde kisa vadede umut verici antidiyabetik etkiler
gdstermistir 1%, Bazi insan ¢aligmalari, obez hastalarda Pyrl-apelin-13 enjeksiyonunun
insiilin duyarlihgim iyilestirdigini ortaya koymustur . Ancak asir1 kilolu veya obez
cocuklarda 6,5y1l siiren bir ¢aligmada apelin diizeyinin pubertal gelisim sirasinda 6nemli
ol¢iide diistiigii gdzlenmistir 1%. Ayrica Cavallo ve arkadaslari, T2DM’li obez hastalarin
diyabetik olmayan obez hastalara gore anlaml diizeyde daha yiiksek apelin diizeyine
sahip olduklarini bildirmislerdir ***, Dayem ve arkadaslari, diyabetik hastalarda apelin
diizeyinin viicut kitle indeksi {izerine etkisinin olmadigin1 bulmuslardir 2%, Bu sonuclar,
artan apelin diizeyinin obezitenin kendisinden ¢ok eslik eden diyabetle dogrudan iliskili

oldugunu diisiindiirmektedir.
2.5. Istah ve Enerji Homeostazim Diizenleyen Hipotalamik Devreler

Hipotalamus, canlinin beslenmesinde ve enerji harcamasinda rol alan merkezi
sinir sistemine ait onemli beyin bolgelerinden oldukca detayli ¢alisilmis bir tanesidir.
Ozellikle hipotalamik arkuat ¢ekirdek (ARC), beslenme ve metabolizmanin
diizenlenmesi icin kritik bir dneme sahiptir 2*. ARC cekirdek, gecirgen bir kan-beyin
bariyerine (KBB) sahip, fenestreli kilcal damarlardan zengin olan medyan eminens
komsulugunda bulunmaktadir. Medyan eminens, periferik hormonal ve besin
sinyallerinin tasinmasint ve bunlarin ARC noéronlart tarafindan algilanmasini

kolaylastirmaktadir 22, Bu sayede ARC, periferik dolasim yoluyla gelen hormonal ve
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besinsel metabolik sinyallerin islenmesinin yanisira periferik ve merkezi noéronal girdileri
de bunlarla birlikte igleyip geribildirim i¢in en dogru cevabi olusturmaya ¢alisir. ARC’de
islevsel olarak antagonist etki eden iki noron tiirii vardir: Oreksijenik (istahi uyaran)
noropeptid Y (NPY) ve aguti ile iligskili peptit (AgRP) eksprese eden AgRP/NPY
noronlart ile anoreksijenik (istah bastirici) proopiomelanokortin (POMC)/kokain-
amfetamin ile diizenlenen transkript (CART) eksprese eden POMC néronlar 293204,
POMC noronlart genel olarak paraventrikiiler hipotalamik cekirdek (PVN), lateral
hipotalamus (LH), dorsomedial hipotalamus (DMH) ve ventromedial hipotalamustaki
(VMH) ikincil noronlara projeksiyon yapmaktadirlar 2°2% Bu ikincil noronlar, alman
bilgiyi daha giiclii islemek adma hipotalamusun digindaki diger beyin bolgelerine
projeksiyon yaparak enerji alimi ve harcamasi iizerinde daha entegre bir cevabin
olusmasini saglarlar 2°’. PVN néronlar, periferik organlara ait sempatik aktiviteyi kontrol
ederken 2% bunun yaninda pek cok diizenleyici ndropeptit salgilanmasindan
sorumludurlar 2/, PVN’nin hasarlanmas1 asir1 yeme ve obeziteye yol agmaktadir ve bu
da PVN néronlarmin gida almmin inhibe edici roliiniin 6nemli bir gostergesidir 2%,
Ayrica, VMH’nin hasarlanmas hiperfaji ve obezite ile sonuglanirken 2, DMH’nin 2! ve
LH’nin hasarlanmas: 22 hipofajik ve zayif bir viicut tipiyle sonuglanmaktadir. Besin alimi
sonrast POMC noronlart PVN’deki noronlarda eksprese edilen melanokortin 3 ve 4
reseptorlerini (MC3/4R) aktive etmek icin POMC aksonlarindan salinan o melanosit
uyarict hormona (a-MSH) baglanirlar ve gida alim1 ve enerji harcanmasinda bir azalmaya
neden olurlar 213, MC4R farkl1 birgok beyin bélgesinde yiiksek oranda eksprese olmasina
214215 rasmen, en yiiksek ekspresyonunu hipotalamus PVN’de gosterir ve merkezi sinir
sistemi (MSS) igindeki en baskin enerji alimi diizenleyici popiilasyonunun PVN’deki
MC4R oldugu kabul edilir 2!5?}, Buna uyumlu olarak, yapilan fare ¢aligmalarinda, PVN
MC4R reseptorlerinin  bozulmas1 sonrast hiperfaji ve enerji metabolizmasinin

204218 Gida  alimimin

yavaslamasi sonucunda obezitenin gelistigi gosterilmistir
hipotalamik melanokortinerjik noronlar tarafindan sabit bir sekilde inhibe edildigine
inanilirken 21°, BAT aktivasyonuna yol acan sempatik sinir sisteminin artan aktivitesinin,
MC4R aktivasyonunu artirarak enerji harcamasini arttirdig1 gosterilmistir 222!, Bunlarin
disinda, ARC AgRP/NPY noéronlarinin PVN ve LH’ye yaptig1 sinaptik baglantilar aclik
durumunda bu bélgelerde lokalize olan néronlarin aktivasyonunu indiiklemektedir 222,
AgRP/NPY noéronlart hem NPY hem de AgRP peptitini sentezlemektedir. NPY peptidi,

Y1 228 ye Y5 224226 reseptorleri aktivasyonu iizerinden dogrudan etki ederek besin alimini
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uyarir 227228 Ayrica NPY, Y1 reseptorleri iizerinden PVN ve beyin sapinda tirozin
hidroksilaz ekspresyonunu degistirerek enerji tilketimi azaltir, bu da BAT nin sempatik
ciktisinin azalmasima ve buna bagl olarak BAT aktivitesinin azalmasina yol agar 2%°.
AgRP, MC3/4R’nin ters agonisti olarak etki gosterir, boylece a-MSH’nin ikincil néronlar
tizerinde anoreksijenik etkisini onler . Ayrica AgRP/NPY néronlari, inhibitdr y-
aminobiitirik asit (GABA) sentezi de gergeklestirerek hipotalamus ARC’de lokalize olan
POMC néronlarini dogrudan inhibe eder 2. ilging olarak, AgRP—POMC sinaptik
baglantilarinin optogenetik aktivasyonu, POMC noéron aktivitesini giiglii bir sekilde
inhibe ederken, AgRP néronlari tarafindan POMC noron aktivitesinin baskilanmasinin,
akut beslenme indiiksiyonu i¢in gerekli olmadig1 gdsterilmistir 22, Ancak ayn1 calisma
ARC—PVN baglant1 aktivasyonunun, besin alimini giiglii bir sekilde indiikledigini de
gdstermistir 232, AQRP/NPY —parabrakiyal cekirdek (PBN) baglantisinin aktivasyonunun
besin alimini baslatmak igin yeterli olmasa da 2%2, AgRP/NPY projeksiyonlarindan
PBN’de ekstrahipotalamik noronlara GABA salinimi gida alimimin uyarilmasinda rol
oynar 2323 _Son yillarda yapilan bir ¢aligmada, AgRP noronlarmin somatik aktivasyonu
sonrast farkli AgRP noron alt popiilasyonlarinin farkli beyin bélgelerine projeksiyonunun
besin alimimi indiikleyebildigi gosterilmistir 222. POMC ve AgRP/NPY néronlari ayrica
VMH ve PVN gibi diger hipotalamik g¢ekirdeklerden aktive edici glutamaterjik input
girdisi alirken, PVN ndronlari besin alimini diizenlenmesinde rolii olan LH néronlarindan
inhibe edici inputlar alir ve bu da gida alimi ile sonuglamir 2%, Carpici bir sekilde son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada, herhangi bir besin maddesi alinmadan sadece gidanin
gorselinin veya kokusunun, aglik durumunda POMC ve AgRP/NPY néronlarinin
elektriksel aktivitelerini tersine cevirmek igin yeterli oldugu gosterilmistir *°. ARC
noronlarindan PVN’ye yapilan intrahipotalamik projeksiyonlar sadece gida aliminin
diizenlenmesinde degil, ayni zamanda enerji harcanmasinda da rol oynar: enerji
metabolizmasinda POMC néronlari kahverengi yag dokusunun elektriksel aktivitesi
arttirirken 2%, AgRP/NPY néronlar1 bu aktiviteyi azaltir 2%, Boylece aglik durumunda

enerji harcamasi azalir ve gida alimim takiben enerji harcamasi artar 206237,

2.6. Apelin ile Besin Alim Arasindaki Tliski

Apelin’in besin aliminin kontroliinde rolii tam olarak bilinmemektedir, bu nedenle
cok daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Yapilan bir ¢alismada apelin-13’in intravendz

(IV) ve ICV enjeksiyonunun Wistar siganlarinda besin alimi iizerine etkileri

18



arastirildiginda, 1 ve 3 nmol apelin-13’in ICV enjeksiyonunun, hem tok hem de a¢
sicanlarda besin alimini azalttigi, fakat 10 nmol IV olarak uygulanan apelin-13’
enjeksiyonunun tok ve a¢ birakilmis siganlarda besin aliminda herhangi bir degisiklik
yapmadigi gosterilmistir 2. Ayrica Lin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada baliklarda
intraperitoneal (IP) olarak uygulanan apelin-13’iin besin alimini arttirdig1 ve apelin-13’0n
baliklarda oreksijenik bir faktér olarak etki ettigi gosterilmistir 2°. Bu sonuclarla uyumlu
olarak, C57BL/6 farelerinde Uclinct ventrikile apelin-13’n kronik 10 ginlik ICV

inflizyonunun besin alim1 iizerindeki etkilerini arastirilmistir 240,

Elde edilen sonuclar
apelin-13 (1 pg/glin) inflizyonunun 3-7. giinlerinde gida alimin1 6nemli 6l¢iide arttirdigi
ve inflizyon sonrasi tedavi edilen bu farelerin kontrol grubu farelerle benzer oranlarda
besin alimi gosterdigi bildirilmistir. Apelin-13’{in besin alimi {izerine géstermis oldugu
bu farkliliklarin, enjekte edilen apelin-13’iin miktari, enjeksiyon yolu ve hayvan tiirleri
ile dogrudan iliskili oldugu savunulabilir 2**. Apelin’in besin alim1 iizerindeki etkilerinin
daha fazla arastirilmasinin, obezite tedavisi i¢in yeni fikirler saglayabilecegi

diistiniilmektedir.

19



3. GEREC VE YONTEM

Tiim deneyler, Yeditepe Universitesi T1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali1 Beyin
Aragtirmalar1 Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Deney protokolii Yeditepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (YUDHEK) 20.01.2021
tarihinde 2021/01-3 no’lu kararla onaylanmuistir.

3.1. Kullanilan Deney Hayvani

Bu tez calismasinda, yirmi adet erkek ve on adet disi toplamda 30 adet (6-8
haftalik) transgenik AgRP-lres-Cre (Jax. Lab. #012899) fare kullanildi. Bu fareler
Jackson Laboratuvari’ndan (ABD) ithal edildi ve Yeditepe Universitesi
Laboratuvarlari’nda uretimlerine devam edildi. Deney hayvanlari 21£1°C oda 1s1s1 ve 12
saat aydinlik-karanlik ortamda tutuldu. Farelere yeme davranigi takibi baslayana kadar
standart fare yemi ile normal musluk suyu ad libitum verildi. Deney gruplari su sekilde
belirlenmistir: 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 disi fare) ve Grup 4: STZ+Apelin
(100 mg/kg) (n=5 disi fare).

3.2. Farelerin Uretim Stratejisi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Agrp-Ires-Cre (Jax. Lab. #012899) transgenik fare
hatt1 Jackson Laboratuvari' ndan (Amerika Birlesik Devletleri) ilk olarak 1 erkek ve 1 disi
fare olacak sekilde ithal edilmistir. Bu laboratuvarin arastirmacilara énermis oldugu
sekilde homozigot x homozigot ¢iftlesme stratejisi uygulandi. Buna uygun olan bir erkek
ve iki disiden olusan ¢iftlesme kafesleri olusturuldu. Farelerin siklus takibi yapilarak gebe
kalanlar bireysel kafeslere alindi. Tiim bu hattin iiretimi ve bakim1 Yeditepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (YUDETAM) ilgili profesyoneller
tarafindan yapildu.

3.2.1. Genotipleme

Yeni dogan yavrularin laktasyon doneminin sonlanmasi beklendi ve 22. giinde
hayvanlar cinsiyetlerine gore ayrildi. Yavrular kulaklarina kiipe takilarak kimliklendirildi
ve her birinden genotipleme amaciyla dokular alindi. Kulaklarindan alinan dokular
+4°C’de DNAse’den aridirilmis deney tiiplerine konuldu. Her bir 6rnege 100 pL 25 mM
NaOH/0,2 mM EDTA solusyonu eklendi. Bu 6rnekler 98°C’de 60 dakika boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 19°C’ye alman dokular 100 pL 40 mM Tris-HCI sollisyonu
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ile 4000 rpm’de 3 dakika santriflj (Mikrosantrifij, Sigma 1-14) edildi. Hazirlanan
soliisyon genotipleme i¢in yeni tiiplere aktarildi. Elde edilen yeni soliisyondaki DNA
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) karisimina (1X tampon ¢6zeltisi, i¢ pozitif kontrol geri
primer (0,5 uM) / transgenik geri primer (0,5 uM), ortak primer (0,5 uM) dNTP sollisyon
karisimi (200 uM), Taq Polimeraz (1,25 U/50 PCR)) eklendi. Kullanilan primer dizileri
Tablo 2‘de belirtilmistir. Her bir PZR deneyi igin kontrol ve transgenik PZR karisimi
olusturuldu. Reaksiyonlarin son hacimleri 12 pL olacak sekilde tiiplere ddH20 eklendi ve
PZR reaksiyonu Multigene Optimax (TC9610) cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 2. Kullanilan Primer Dizileri.

Primer Dizi (5'—3")

Ortak GAAAAGATAAGGCCTTCAAGTGCT
I¢ pozitif kontrol geri GATCTTTCTGCACTATCTTCCTTC
Transgenik ATCGACCGGTAATGCAGGCAA

Tablo 3. Kullanilan PZR protokolii.

Dongii sayis1 ~ Sicaklik (°C) Sdre (sn)

1 95 30
38 95 30
38 60 30
38 68 60
1 68 300

PZR reaksiyonu sonrasi 6rnekler %2’lik agaroz jele (1 X Tris-Borik asit- EDTA
(TBE) (40 mM Tris-Cl, 45 mM borik asit, | mM EDTA)) yiiklendi ve elektroforez islemi
(120 volt, 300 mA, 25 dakika) gergeklestirildi. Deney sonrasi goriintiilleme ultraviole
transilliiminator (ChemiDoc XRS+, BioRad) kullanilarak gergeklestirildi Alinan goriintii
Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 1. AgRP-Cre farelerin PZR ile genotipleme sonucu temsili jel goruntisu.
3.3. Cre Rekombinaz Bagimh AAV Viriislerin Intrakraniyal Enjeksiyonu

ABD’de bulunan AddGene firmasindan (www.addgene.org) intrakraniyal viriis
enjeksiyonu igin AAV-CAG-Flex-GFP viriisii satin alindi. Bu virlisiin tercih edilme
sebebi genetik haritasinda yesil floresan protein (GFP) geni ile Cre enziminin baglandigi
LoxP genlerini de bulundurmasidir. Cre bagimli transgenik fare hatlarinda cre rekombinat
enzimini iceren spesifik noronlart isaretleyerek, bu ndronlarin GFP sentezlemesine
olanak saglamasi bir avantajdir. Genotiplemeden pozitif alinan AgRP-Cre farelere AAV-
CAG-Flex-GFP virlsu enjekte edilerek AgRP noéronlarinin GFP ile isaretlenmesi
gerceklestirildi. Enjeksiyonlar stereotaksi (David Kopf) cihazi ve operasyon suresince
farelerin anestezi altinda kalmalarini saglayacak ona bagl anestezi cihazi kullanilarak
yapildi (Sekil 2). Enjeksiyon yapilacak deney fareleri diisiik doz izofluran ile bayiltilip
stereotaksi cihazina yerlestirildi. Altlarinda operasyon siiresince yerlesik olacak olan 37
derece viicut sicakliginda calisan taban 1sitmasi agildi. Fareler stereotaksi cihazina kulak
barlari ile sabitlenerek yerlestirildikten sonra, %1,5-2 izofluran ve solunabilir oksijen
uygulanarak operasyon siiresince derin anesteziye alindi. Farelerin derin anesteziye
girdiklerinden refleks kontrolii ile emin olundu. Farelerin gozlerine ortam 1siklarindan
etkilenmemeleri adina tobramisin etken maddeli ajanlar uygulandi. Operasyonu
baslatmak adina farelerin kafa derisine nden arkaya dogru insizyon yapildi. Intrakranyal
enjeksiyon yapilacak deney hayvanlarinin enjeksiyon koordinatlarinin daha kolay
belirlenmesi igin Bregma—Lambda noktalarinin goriiniirliigii H202 uygulanarak arttirildi.
Bregma-Lambda noktalar1 cerrahi kalem ile isaretlenerek, elektrot tutucu ile iki mesafe
aras1 Ol¢iildii. ARC bolgesinin koordinat noktalar1 fare beyin atlasinda belirtildigi gibi
1,35 mm posterior, £0,35 mm lateral ve 5,85 mm vertikal olarak belirlendi. Bu

koordinatlar farelerin blyiikliiklerine gore kiiciik farkliliklar gostermektedir. Her deney
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faresinin Bregma-Lambda noktalar1 arasindaki mesafe ol¢timii yapilarak, standart fare
beyin atlasindaki koordinatlara gore oranlamasi yapildi. Beyin i¢i enjeksiyonlarda
kullanilan mikro pipetlerin (Drummond Scientific, Wiretrol, Broomall-PA) uglar1 beyin
dokusuna daha az zarar vermesi i¢in pipet ¢cekme cihazi (Narishige, Japonya) ile uglari
daha ince (50 um) olacak sekilde ayarlandi. Pipetlerin igleri mineral yag ile dolduruldu
ve mikro manipulator cihazina yerlestirildi. Daha sonra, belirlenen koordinatlarda bir dis
hekimi drill’i kullanilarak (1,4 mm cap) kafatasina ¢ift tarafli kranyotomi yapildi. Pipet
icerindeki mineral yagin bir kismi disar ¢ikartilarak, yerine kii¢iik bir parafilm pargasi
tizerine alinan 1,2 L virds ¢ekildi. Hipotalamik ARC bdlgesine intrakranyal olarak 600
nL virts gift tarafli olarak enjekte edildi. Her iki bolgeye de enjeksiyon yapildiktan sonra
10 dakika beklendi. Daha sonra yavas bir sekilde pipet beyinden ¢ikartilarak beyin
dokusu rehidratasyon ve rahat siitlirleme saglamak adina Ringer soliisyonu ile yikandi.
Tiim islemler bittikten sonra kafa derisine 5.0 cerrahi iplikle dikis atildi. Dikis sonrasi
manipiilasyona ugrayan bolge tekrar antiseptik kullanilarak temizlendi. Enjeksiyon
sonrasinda AgRP ndronlarinin GFP {retmeleri i¢in yaklasik iki hafta beklendi.

Sonrasinda fareler deney protokoliine gore kafeslere ayrildi.

Sekil 2. Stereotaktik intrakraniyal AAV enjeksiyonu.
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3.4. Beyin Kesiti Hazirlanmasi

GFP viriisii ile enjeksiyonlart yapilan AgRP-Cre fareler etik kurul bagvurusunda
belirtildigi gibi uygun sekilde anestezi altina alinip dekapite edildi. Vibratom cihazi
(Campden Instruments 5100 mz) yardimi ile hizl1 bir sekilde kesme (cutting) soliisyonuna
alian beyinlerden 250 uM kalinliginda arkuat ¢ekirdegi i¢eren kesitler alindi. Kullanilan
kesme (cutting) soliisyon igerigi: 92 mM NMDG, 2,5 mM KCI, 1,25 mM NaHPOg4, 30
mM NaHCOs, 20 mM HEPES, 25 mM Glukoz, 2 mM Tiyolire, 5mM Na-askorbat, 3 mM
Na-piruvat, 0,5 mM CaCl,.-2H20 ve 10 mM MgS04.7H20. Alinan kesitler, pastor pipet
kullanilarak HEPES igeren yapay beyin omurilik sivis1 (CSF) sollisyonuna aktarildi. Bu
soliisyonun igerigi: 92 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1,25 mM NaH2POs, 30 mM NaHCOs, 20
mM HEPES, 25 mM Glukoz, 2 mM Tiyolre, 5mM Na-askorbat, 3 mM Na-piruvat, 2
mM CaClz-2H20 ve 2 mM MgSOs4-7H20. Beyin dokular1 vibratom cihazinda heniiz
kesilirken ve sonrasinda kullanilmayi beklerken daima %95 Oz / %5 CO: gazi ile
havalandirilmistir. Kesitler aCSF igerisinde minimum 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda
elektrofizyoloji banyosunda perfiize edilen kayit soliisyonu igerisine alinan kesitlerden,
ilgili bolgedeki isaretlenmis noronlardan elektrofizyoloji patch clamp teknigi
kullanilarak, gevsek kayit (cell-attach) kayitlar1 alindi. (Kayit soliisyonu (recording
aSCF) igerig): 124 mM NacCl, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaH2POs, 24 mM NaHCOs, 12,5
mM Glukoz, 5 mM HEPES, 2 mM CaCl,-2H,0 ve 2 mM MgS04.7H-0)

3.5. Elektrofizyolojik Kayitlarin Alinmasi

Deney protokoliine uyarak dekapite edilen farelerden alinan beyin dokularindan
elde edilen kesitler patch clamp (MultiClamp 700B Axon CNS) banyosuna alindi. Sekil
3’te deneylerde elde edilen elektrofizyolojik kayitlarin alindigi sistem goriilmektedir.
Sistemde kullanilan aCSF soliisyonu kesitlerin siirekli olarak perfiize olmasini ve
gazlanmasini saglamaktadir. Virilis enjeksiyonu ile isaretlenmis olan arkuat ¢ekirdekteki
AgRP noéronlarindan elektrofizyoloji gevsek kayit (cell-attach) teknigi kullanilarak
kayitlar alindi. Elektrofizyoloji grubunda bulunan farelerden elde edilen beyin
kesitlerinden yaklasik 15-20 farkli nérondan kayitlar alindi. Alinan kayitlar sirasinda
kullanilan elektrofizyoloji pipeti igerisinde aCSF soliisyonu kullanildi ve pipet direngleri
7-9 MQ olacak sekilde ayarlandi. Bu teknik ile alinan kayitlar STZ ve Apelin

hormonunun AgRP noéronlar1 {izerinde olusturdugu atesleme frekansina olan etkilerini
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gostermektedir. AgRP noronlarindan alinan tiim kayitlarin frekans degerlerini analiz

etmek i¢in Clampfit 10.7 programi kullanildu.
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Sekil 3. Elektrofizyoloji diizenegi.

3.6. Beslenme Davramisi

Enjeksiyon yapilan fareler (n=30) farkli zamanlarda dort ayri deney grubu
olusturacak sekilde tekli davranis kafeslerine alindi. Deney gruplari, Grup 1:
Streptozotosin (STZ) (n=7 erkek fare), Grup 2: Apelin (n=8 erkek fare), Grup 3:
STZ+Apelin (50 mg/kg) (n=10; Serkek, 5 disi fare) ve Grup 4: STZ+Apelin (100 mg/kg)
(n=5 disi fare) olarak belirlendi. TUm gruplarda 7 glin habitiasyon (yeni ortama alisma
slireci) sonrasinda ise deney protokoliine gore diyabeti indiikklemek adina ilgili gruplarda
hayvanlara bes giin STZ uygulandi. Modelin dogrulanmasi adina farelerden son
uygulamadan {i¢ giin sonra alinan kan numunesinden 250 mg/dL kan sekeri glukometrede
gosterilerek (diyabet +) o0 farenin deneye devami saglandi. Ardindan apelin uygulamasi
yapilacak gruplarda hayvanlara on giin boyunca apelin enjeksiyonu yapildi. Farelerden
24 saatlik periyotlarda beslenme davranis1 alindi. Kafeslere ayrilan farelerin her giin aynm
saatte kalan besinleri tartilarak not alindi ve tekrardan tartilarak yeni yem verildi. Tim
deneyler siiresince tiiketilen yem miktarlar1 bu sekilde belirlendi. Ilk gruptaki hayvanlara

bes giin boyunca streptozotosin 50 mg/kg IP olarak yapildi Ikinci grupta sadece Apelin

25



IP olarak 50 mg/kg olarak verildi. Uglincii gruptaki hayvanlara STZ erkeklere 50 mg/kg
disilere ve 75 mg/kg dozlarinda IP olarak verildi ve sonrasinda apelin 50 mg/kg on gun
boyunca uygulandi. Dordiincii gruptaki hayvanlara ise 6nce 75 mg/kg STZ uygulamasi
sonrasi 100 mg/kg apelin IP olarak uygulandi. Bu grupta bir 6nceki gruptan farkli olarak
apelin dozu iki katina ¢ikartilirken pst-apelin dénem onceki gruba gore daha uzun sire
takip edildi. Her dort grupta da tim deneyler boyunca uygulamalarin etkilerinin
arastirtlmasi adina fareler tekli kafeslerde barindirilarak hem yem tlketimleri hem de

farelerin agirliklari diizenli olarak kayit altina alind1 (Sekil 4).
3.7. Lokomotor Aktivite (Home Cage Activity)

AAV-GFP enjeksiyonu yapilmig AgRP-Cre fareler (n=30) 15 gunlik virls
enfeksiyon siiresi sonrasinda her dort grup i¢in de davranis kafeslerine yerlestirildi (Sekil
4). Bu tekli kafesler sayesinde farelerin bireysel yem ve su tiiketimleri, agirliklar1 ve kan
sekerleri farkli zamanlarda 6lgiilerek kayit altina alindi. Ayrica kafeslerin iistten kamera
takilabilen yapida olmalari, davranis deneylerinde 6zellikle lokomotor aktivite takibinde
oldukga kolaylik sagladi (Sekil 4). STZ ve/veya apelin uygulamalarindan 6nce bir hafta
boyunca farelerin normal davraniglari kaydedildi. Sonrasinda enjeksiyonlarin lokomotor
aktiviteye etkisi deney boyunca kayit altina alindi. Alinan tiim goriintii kayitlar1 Noldus
EthoVision XT 15.0 davranis programinda analiz edilerek hayvanlarin habitlasyon,
uygulamalar sirasinda ve sonrasinda kafes igindeki hizlar1 ve Kkat ettikleri mesafeler

belirlendi.
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Sekil 4. Hayvanlarin yeme davranist ve lokomotor aktivite takibi.

3.8. Kan Sekeri, Serum Insiilin, Trigliserit ve Kolestrol Seviyelerinin

Belirlenmesi

Farelerde diyabet modelinin basarili bir sekilde olusturuldugunu dogrulamak igin
STZ uygulamasi Oncesi ve sonrasinda kan sekerleri Vivacheck Eco glukometre
kullanilarak tespit edildi. Serum inslin seviyeleri Mercodia Ultrasensitive Mouse Insulin
ELISA kiti (Mercodia, 10-1249-01) kullanilarak iireticinin yonlendirmelerine uygun
olarak belirlendi. Temel olarak, “enzim konjugati, yikama tamponu ve numuneler
hazirlandi. Kalibratorler, kontroller ve numuneler duplike olarak mikroplak
kuyucuklarma 25 pL/kuyucuk olacak sekilde yerlestirildi. Her kuyucuga 100 pL enzim
konjugat eklendi ve plaka, 700 rpm’de calkalanarak 2 saat boyunca oda sicakliginda
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inkiibe edildi. Sonrasinda 350 pL yikama tamponu ile her kuyucuk alti defa yikandi.
Ardindan her kuyucuga 200 pL TMB substrat eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika
inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 50 pL. durdurma soliisyonu eklendi. Plaka 5 saniye
calkalandiktan sonra spektrofotometre (Synergy HT) kullanilarak optik yogunluk 450

nm’de okunarak sonuglar hesaplandi.

Deney sirasinda hayvanlardan farkli zamanlarda (habitlasyon sirasinda, STZ veya
Apelin uygulandig1 giinler igerisinde ve uygulamalar sonrasinda) toplanan kanlardan elde
edilen serumlardan trigliserit (6801905; IDEXX laboratories) ve kolesterol (6801906;
IDEXX laboratories) analizleri IDEXX VetTest 8008 biyokimya analiz cihazi
kullanilarak ger¢eklestirildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software, ABD).
Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Grup i¢i uygulama 6ncesi ve sonrasi
karsilagtirmalarda tekrarli tek yonli varyans analizini takiben Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi kullanilirken elektrofizyloji verilerinin karsilagtirilmasinda tek yonlii
varyans analizini takiben Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. P < 0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. STZ ile Diyabet Modeli Olusturulmus Farelerde Viicut Agirhgi, Besin Alimi ve

Kan Sekeri Ol¢iimleri

STZ, pankreas B hicre harabiyetine sebep olarak diyabet olusturmaktadir.
Calismamizda STZ uygulanmis farelerde viicut agirligi, besin alimi ve kan sekeri
seviyeleri Olglimleri yapilmistir. STZ uygulanmis hayvanlarin viicut agirliklarinda
kontrole gore anlamli derecede diisiis goriilmiistiir (p<0,01; Sekil 5A ve B). STZ 6ncesi
(pre-STZ) ve STZ uygulamasi siiresince besin alimi anlamli olarak degismezken, post-
STZ (diyabetik) donemde besin alimi1 hem pre-STZ (kontrol) hem de STZ uygulama
donemine gore anlamli olarak yiikselmistir (sirasiyla p<0,05 ve p<0,01; Sekil 5A ve C).
Ayrica kan glukoz seviyelerinin STZ uygulamasi sonrasinda kontrole oranla anlaml

derecede arttig1 da gosterilmistir (p<0,01; Sekil 5A ve D).
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Sekil 5. (A) Set 1 deney planlamasi, STZ uygulamasi 6ncesi ve sonrasi (B) viicut agirligi,

(C) besin alim1 ve (D) kan sekeri degerleri (*p<0.05 and **p<0.01).
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4.2. Apelin Uygulamasimin Farelerde Vicut Agirhgi, Besin Alim ve Kan Sekeri
Uzerindeki Etkileri

Son yillarda agirlik verilen apelinin besin alimi {izerine olan etkileri farkli
sonuglar ortaya c¢ikarmistir. Calismamizda intraperitoneal olarak uygulanan apelinin
farelerde viicut agirligi, besin alimi ve kan sekeri seviyeleri iizerinde olas1 degisiklikleri
incelenmistir. Oncelikle hipotalamus arkuat cekirdekte lokalize olan AgRP néronlari
intrakranyal olarak GFP viriisii ile isaretlenmistir. Beyin i¢i enjeksiyon yapilan farelerin
iyilesmesi beklenilerek saglikli olan fareler tekli kafeslere ayrilmistir. Altt gln
habitiiasyon siiresi sonrasinda farelere giinliitk 50 mg/kg apelin intraperitoneal olarak on
giin boyunca uygulanmistir. Bu siire zarfinda farelerden viicut agirligi, besin alimi ve kan
sekeri dl¢limleri alinmistir. Bu deney siireci detayli olarak Sekil 6A’da gosterilmistir.
Deney sonucu elde edilen verilere gore, eksojen apelin uygulanmasinin viicut
agirliklarinda ve besin aliminda uygulama sonrasi kontrole gore anlamli derecede diisiise
sebep oldugu goriiliirken (sirasiyla p<0,05 ve p<0,01; Sekil 6B ve C), kan glukoz
seviyelerinde kontrole gore uygulama sonrasinda anlamli bir degisiklige sebep olmadigi
gozlenmistir (Sekil 6D).
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Sekil 6. (A) Set 2 deney planlamasi, apelin uygulamasi 6ncesi ve sonrast (B) viicut
agirligi, (C) besin alimi ve (D) kan sekeri degerleri (¥*p<0.05 and **p<0.01).



4.2. Apelinin Farelerde Kafes ici Aktiviteye Olan Etkileri

Kronik (10 gun) olarak apelin uygulanmasinin fareler {izerindeki lokomotor
aktivite degisikliklerine olas1 etkilerini belirlemek i¢in fareler tekli kafeslere alinmustir.
Dekapitasyona kadar gecen siire boyunca kafes i¢i aktivitelerinin degerlendirilebilmesi
adina tim deney hayvanlar1 gece goriis 6zelligi de olan kamera sistemleri ile takip
edilmistir. Uygulanan apelinin farelerin kafes ici aktiviteleri olarak kabul edilen, kat
edilen mesafe ve hiz parametrelerinde kontrole gore herhangi bir degisiklige neden

olmadigi gosterilmistir (Sekil 7A-C).
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Sekil 7. Hayvanlarin Apelin dncesi ve sonrasi kafes aktiviteleri (A) tiim kat edilen mesafe,
(B) hizlar1 ve (C) 1s1 haritalari.

4.3. Apelinin STZ ile Diyabet Modeli Olusturulmus Fareler Uzerindeki Viicut

Agirhgi, Besin Alim ve Kan Sekeri Seviyelerine Olas1 Etkileri

Yukarida ayr1 ayr1 sonuglari agiklanan STZ ve apelin grubu farelerden elde edilen

sonuclara ek olarak STZ uygulanarak diyabet modeli olusturulmus farelere sonrasinda

31



kronik IP Apelin uygulanmasinin etkilerini arastirllmistir. Asagida sekil 8’de detayh
olarak gosterilen protokol bu grup farelerde uygulanmistir. Kisaca, AgRP-Cre fareler ilk
olarak tekli kafeslere ayrilarak dokuz giin habituasyon siireci sonrasinda bes giin boyunca
ayni saatte erkeklere 50 mg/kg, disilere ise 75 mg/kg STZ uygulanarak diyabet modeli
olusturulmustur (Sekil 8A). iki giin beklenerek kan sekerleri 250 mg/dL ve iizeri oldugu
glukometre ile dogrulanan farelere on giin boyunca 50 mg/kg apelin uygulanmistir (Sekil
8A). Tiim deney boyunca viicut agirliklari, besin alimi ve kan sekeri seviyeleri kayit altina
alinarak apelinin olas1 etkileri arastirllmistir (Sekil 8A). STZ ile indiklenerek diyabet
olusturulmus hayvanlarda viicut agirhigi kontrole gore neredeyse anlamli derecede
diismiis, bu diisiis apelin uygulandiktan sonra da devam etmistir (p<0,05; Sekil 8B). STZ
ile indiiklenerek diyabet olusturulmus hayvanlarda besin alimi kontrole gére anlamli
derecede azalirken (p<0,05; Sekil 8C), bu hayvanlarda apelin uygulanmasi sonrasinsda
besin alimi1 STZ uygulamasi sonrsi doneme kiyasla anlamli derecede artarken (p<0,05;
Sekil 8C), diyabet oncesi (kontrol) seviyelere donmiistiir (Sekil 8C). Kan glukoz
seviyeleri STZ uygulamasi sonrasinda kontrole gore anlamli derecede yiikselmistir
(p<0,01; Sekil 8D). Bu degisim apelin uygulandiktan sonra da STZ sebepli diyabet
varligina bagl olarak kontrole gore yiikselmeye devam etmistir (Sekil 8D).
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Sekil 8. (A) Set 3 deney planlamasi Diyabet indliksiyonu 6ncesi,sonrasi ve apelin sonrasi
(B) viicut agirligi, (C) besin alimi ve (D) kan sekeri degerleri. (¥*p<0.05, **p<0.01 and
***p<0.001)

4.4. Apelinin STZ ile Diyabet Modeli Olusturulmus Farelerde Kafes ici Aktivite

Uzerine Olasi Etkileri

STZ ile indiiklenmis diyabetik farelere kronik (10 giin) apelin uygulanmasi
sirasinda kafeslere yerlestirilen gece goriis Ozelligi olan kameralar ile farelerin
davraniglar1 24 saat boyunca kayit altina alinmistir. Bu sayede elde edilen goriintiilerle
farelerin kafes i¢i hareketleri aldiklart mesafe ve hizlar1 yoniinden analiz edilmistir. Bu
sonuglara gore, STZ ile diyabet modeli olusturulmus farelere IP olarak uygulanan
apelinin olusan lokomotor aktivite parametrelerinden mesafe ve hiz anlaminda
uygulamalar 6ncesinde, sirasinda ve sonrasinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi

gozlemlenmistir (Sekil 9A-C).
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Sekil 9. Hayvanlarin kafes aktiviteleri. Hayvanlarin diyabet indiiksiyonu 6ncesi ve Apelin

sonrasi (A) tim kat edilen mesafe, (B) hizlar1 ve (C) 1s1 haritalari.
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4.5. STZ ile Diyabet Modeli Olusturulmus Farelere IP Olarak Uygulanan Apelinin
Arkuat AgRP Noronlar1 Uzerindeki Elektrofizyolojik Etkileri

4-6 haftalik AgRP-Cre farelere Cre bagimli GFP viriisii intrakranyal olarak
uygulanmistir. Bu uygulama ile arkuat ¢ekirdekte lokalize olan AgRP noronlarinda STZ
ile olusturulmus diyabet modelinde ve apelin uygulanmasi sonrasinda olusabilecek
elektrofizyolojik 06zelliklerin belirlenmesi hedeflenmistir. Enjeksiyonu tamamlanan
fareler ayn1 sekilde tekli kafeslere aktarilmistir. Yukaridaki protokole uygun sekilde ilk
olarak 5 ardisik giin STZ (50 mg/kg/giin) uygulanarak diyabet modeli olusturulmustur.
STZ sonrasi alinan kan 6rneklerinin diyabet lehine (>250 mg/dL) sonuglanan farelere
sonrasinda kronik (10 guin) apelin (50 mg/kg/giin) IP olarak uygulanmistir. Deney sonrasi
fareler dekapite edildikten sonra beyinleri ¢ikartilarak elektrofizyolojik kayitlar i¢in 250
pm’lik  kesitler alinmistir. Aliman kesitler elektrofizyoloji banyosuna aktarilarak
hipotalamus arkuat ¢ekirdeginde lokalize olan ve GFP ile isaretlenmis noronlardan yama
kiskact (patch clamp) teknigi ile elektrofizyoloji kayitlart alinmistir (Sekil 10A). STZ
uygulamasi yapilmamis hayvanlara apelin uygulamasi yapilmasinin AgRP ndron
aktivitesini degistirmedigi gozlenmistir (Sekil 10B ve C). STZ uygulamas: ise kontrol
hayvanlarina ve apelin uygulanan hayvanlara kiyasla AgRP ndron aktivitesini anlamli
sekilde arttirmistir (p<0,05; Sekil 10B ve C). Apelin uygulamasinin ise STZ kaynakli
AgRP noronal aktivitesinde diisiirme egiliminde olmasina ragmen, bu diisiis anlamh

degildir (Sekil 10B ve C).
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Sekil 10. (A) Hipotalamus arkuat ¢ekirdek GFP ile isaretlenmis AgRP ndron goriintiisii
(B) AgRP noronlarindan alinan elektrofizyoloji kayit 6rnekleri (C) gruplardan alinan
aksiyon potansiyel akim grafigi (*p<0,05, ***p<0.001 ve p<0.0001).

46. STZ ile Diyabet Modeli Olusturulmus Farelere Farkh Doz Apelin

Uygulnamsinin Viicut Agirhigi, Besin Alimi ve Kan Sekeri Seviyelerine Olan Etkileri

Apelinin farkli bir dozda olasi etkisinin arasgtirilmasi tizerine yeni bir deney grubu
olusturulmustur. Bu gruptaki farelere protokole gore STZ ile diyabet modeli
olusturulduktan sonra apelin uygulanmis ve viicut agirliklari, besin alimi ve kan sekerleri
yoniinden takip edilmistir (Sekil 11A). Burada farkli olarak, apelin IP olarak 10 gln
boyunca 50 mg/kg yerine doz iki katina ¢ikartilarak 100 mg/kg olarak uygulanmistir.
Ayrica son apelin dozu uygulandiktan sonra diger gruplardan farkli olarak fareler apelinin
olas1 uzun donem etkilerinin arastirilmasi amaci ile tedavi sonrasinda 3 hafta tekli

kafeslerde takip edilmeye devam edilmistir (Sekil 11A).

STZ ile indiiklenerek diyabet olusturulmus hayvanlarda besin alimi apelin
uygulamasi sonrasinda hem kontrole hem de STZ uygulamasi sonrasi1 doneme gore
anlamli derecede artmustir (p<0,0001; Sekil 11C). STZ ile induklenerek diyabet
olusturulmus hayvanlarin viicut agirliklar1 kontrole gére degismemistir (Sekil 11D). Kan

glukoz seviyeleri ise STZ uygulamasi sonrasinda kontrole gore anlamli derecede
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yiikselmistir (p<0,05; Sekil 11E). Bu degisim apelin uygulandiktan sonra da diyabet
varligia bagl olarak kontrole gore yiikselmeye devam etmistir (Sekil 11E). Serum
instilin seviyeleri STZ sonras1 kontrole gore anlamli derecede diismiistiir (p<0.01; Sekil
11F) ve bu diisiise STZ sonras1 uygulanan apelinin bir etkisi olmadigi, diisiisiin STZ
uygulamasina bagl olarak gelisen hiicre harabiyetinden otiirii insiilin salinamamasina
bagli oldugu bilinmektedir. Serum trigliserit seviyeleri STZ uygulamasi sonrasi yiikselme
egiliminde olsa bile apelin uygulamasi sonras1 STZ uygulamasi sonrasina kiyasla anlaml
derecede azalmistir (p<0.05; Sekil 11G). Hayvanlarin lokomotor aktivitesi
incelendiginde STZ oncesi, STZ sonrasi ve apelin uygulama déneminde degismezken,
apelin sonrasi kronik takip doneminde hayvanlarin kat ettigi mesafe ve hizlar (kafes igi

aktivite) kontrole gore anlamli sekilde yiikselmistir (p<0.05; Sekil 11H ve I).
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Sekil 11. (A) Set 4 deney planlamasi. Deneklerin (B) guinlik ve (C) ortalama besin alimi,

(D) ortalama viicut agirligi, (E) ortalama kan glukoz seviyeleri, serum (F) insilin ve (G)

trigliserit seviyeleri, (H) toplam kat ettikleri mesafe, (1) ortalama hizlar1 ve (J) 1s1

haritalari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diyabet, insiilin direnci ve/veya insiilin salgilama bozuklugu ile karakterize bir
hiperglisemi durumudur. Yag dokusu, glukoz ve lipid metabolizmasinda, néroendokrin
stireglerde, insiilin duyarliliginda ve diger bazi fizyolojik siireclerde rol alan birgok
adipokini salgilamaktadir. Bu ¢alismamizda normal ve diyabetik hayvanlarda apelinin
istah diizenlenme mekanizmasi iizerine olasi etkilerini arastirdik.

Diyabet arastirmalarinda kullanilan ¢ok ¢esitli deneysel hayvan modelleri
bulunmaktadir 242

indiikleme ajanidir 2432#°, STZ, kullanilan doza bagli olarak hafif ila siddetli DM tiirleri
tiretebilir. Yaygin olarak TIDM’yi indiiklemede kullanilan tek bir doz STZ, T2DM’yi

. STZ diyabet arastirmalarinda en yaygin kullanilan kimyasal

indiiklemek icin de kullanilmaktadir 24628, DM’yi indiiklemek igin onerilen doz,
kemirgen tiirleri arasinda degisiklik gostermektedir. Bu modeli olusturmada tek yiiksek
doz ya da ardisik diisiik doz STZ kullanimi yaygindir. Ornegin, genellikle Wistar veya
Sprague-Dawley si¢anlarinda kullanilan tek doz 50 ila 85 mg/kg arasindayken 17137249,
farelerde ise bu doz 130 ile 225 mg/kg arasinda degisebilmektedir 13220, STZ’nin goklu
dozlarda uygulanimi, 6zellikle T2DM modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir,
ancak bu yaklasim ayn1 zamanda T1DM olusturmak igin de kullanilabilir 2. Coklu STZ
uygulamasinin tek doz STZ uygulamasina gére en 6nemli avantaji, hayvan morbidite ve
mortalitesinin azalmasidir 1*2. Biz de ¢alismamizda erkeklerde 50 mg/kg, disilerde ise 75
mg/kg doz STZ’yi bes giin boyunca uyguladik. Son STZ uygulamasindan iki giin sonra
diyabet olusumunu dogrulamak adina farelerden kan 6rnekleri alindi ve glukometre
yardimi ile kan sekerleri tayin edilerek 250 mg/dL ve {izeri olanlar diyabet pozitif olarak

kabul edildi 2°2. Caligmamizda uyguladigimiz STZ dozlarmin basarili bir sekilde diyabeti
indiikledigini tespit ettik.

Uzun siiren hiperglisemi ve insulin hiposensitivitesi durumunda, gesitli doku ve
organlarda islev bozuklugu olusabilir. Obezite, ¢esitli metabolik ve yag dokusu kaynakli
faktorlerin normal fizyolojik dengesinin bozularak diyabete sebep olan 6nemli bir risk
faktorudir. Bu sebeple, metabolik hastaliklarin neden oldugu insidans, morbidite ve

mortaliteyi azaltmak i¢in etkili ve yeni bir terapdtik 6neriye ihtiyag vardir.
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Glukoz homeostazinin saglanmasinda yag dokusunun da salgiladigi bazi
adipokinler yoluyla 6nemli bir rolii vardir 2°3. Apelin hormonu, adipositler tarafindan
iiretilir ve salgilanir; bu nedenle adipokin olarak adlandirilir. Homeostaz, viicut sivi
dengesi, hiicre proliferasyonu ve enerji metabolizmasi gibi ¢esitli fizyolojik siireclerdeki
potansiyel rolii nedeniyle Apelin-APJ sistemine son yillarda artan bir ilgi vardir 16625425,
Bir¢ok ¢alisma plazmada artan apelinin metabolik patolojilerle iligkili oldugunu
bildirmistir 2°6-2°, Kanitlar, apelin-APJ sisteminin glukoz ve lipid metabolizmasindaki
diizenleyici rolii lehinedir '°2. insiilin, apelinin sentezini ve salinimini uyaran ana
duzenleyicilerinden biri olarak kabul edilir °. Apelin glukoz alimini uyarir, insiilin
duyarhligmi arttirir, lipolizi ve yag asidi oksidasyonunu diizenler 2%, Apelin
uygulamasinin diyabet varliginda gelisen komplikasyonlari iyilestirmede faydali oldugu
cesitli calismalarda gosterilmistir 2622%2, Apelin ayrica hipoksi ve yaglanmadan da
etkilenmektedir 263284, Normal ve insiiline direncli farelerde apelinin periferik glukoz
alimi arttirdigr gosterilmistir 192, Eksojen apelin uygulamasinin glukoz metabolizmasini
iyilestirdigi tespit edilmistir *°. Ayrica izole doku ve biyopsi 6rnekleri iizerinde yapilan
ve normal ve tip 2 diyabetiklerden alinan adipositlerde apeline bagli glukoz alimi
calismalarda tespit edilmistir 2°2%. Bu sonuglar, apelinin yiiksek insiilinemi altinda
eksojen bir insulin sensitizéri olarak hareket edebilecegini gostermektedir. Tiim bu
calismalar apelin-APJ sisteminin diyabet ve komplikasyonlarinda potansiyel bir terapotik

hedef olma ihtimalini guclendirmektedir.

Apelinin farkli formlarinin viicut agirligi, besin alimi, kan glukozu ve insulin
homeostazina olan etkileri farkli modellerde calisilmistir 295267, Sicanlarda, on giin
boyunca 30, 100 ve 300 pg/kg apelin-13 uygulanmasi sonucunda viicut agirlig1 artis
oranlarinda apelinin pozitif yonde anlaml etkisi bulunmustur 28, Buna karsin fareler
tizerinde yapilan bir g¢alisjmada 14 giin boyunca gilinde 0,1 pmol/kg apelin-13
uygulanmasi farelerin viicut agirligi degisiminde negatif yonde anlamlh degisiklige sebep

olmustur 2%’

. Calismamizda 50 mg/kg apelin uyguladigimiz farelerin viicut agirliklarinda
anlaml sekilde bir azalma gozlemledik. Apelin-13’iin besin alimi iizerine etkileri farkli
calismalarda karsit sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada on giin
boyunca intraperitoneal 30, 100 ve 300 pg/kg apelin-13 uygulamasi besin alimin1 anlamli

268

derecede arttirmistir Bunun yaninda, bazi ¢alismalarda santral apelin-13

uygulamasinin besin alimini anlamli derecede arttirdig1 gozlemlenirken 24, apelin-13 ve
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analoglarinin farkli dozlarda uygulanmasinin besin alimmi farkli sekilde regiile ettigi
bulunmustur ?°. Biz ¢alismamizda intraperitoneal olarak on giin boyunca 50 mg/kg dozda
uyguladigimiz apelin-13’iin besin aliminda anlamli azalmaya sebep oldugunu
g6zlemledik. Bunun yaninda c¢alismamizda, uyguladigimiz apelin-13’ilin farelerin kan
glukoz seviyelerinde herhangi bir degisiklige sebep olmadigini gozlemledik. Yapilan bir
caligmada ise apelin-13 ile apelin-36’nin farkli mutant formlarmin kan glukoz seviyesine
etkileri incelenmis, apelin-13’iin kan glukoz seviyesini degistirmedigi ancak apelin-
36’nin farkli formlarinin kan glukoz seviyesini anlamli sekilde azalttig1 raporlanmistir 259,
Farelerde lokomotor aktivitenin on gun boyunca apelin-13 uygulanmasi sonucunda

anlamli olarak arttigi gdzlemlenmis olup 24

, sicanlarda stres kaynakli olusan
immobilitede geri doniis saglanmistir 2. Bir diger calismada ise kronik sosyal yenilgi
stresli sicanlarda apelin-13 uygulamasi sonucunda lokomotor aktivitede degisiklik
goriilmemistir 2. Daha oOnceki birkac c¢alisma, intraserebroventrikiiler veya
intrahipokampal apelin-13 infizyonun sicanlarda spontan lokomotor aktiviteyi

degistirmedigini gdstermistir /027223, Bizim ¢aligmamizda da apelin-13 uygulamisinin

lokomotor aktivitede herhangi bir degisiklige sebep olmadig1 gézlenmistir.

Ayrica STZ ile indiiklenen diyabet modelinde farkli iki dozda uygulanan apelin-
13’tin hem kisa hem de uzun donem etkilerini inceledik. Deneylerimizde, ilk STZ
enjeksiyonundan sonra hayvanlarimizin besin tiiketimi azalmaya baslamistir. Onceki
caligmalarda oldugu gibi ¢aligmamizda STZ uygulamasi sonrasi tiim grup hayvanlarinda

viicut agirhklan diisiis gostermistir 274277

. Bunun yaninda, yapilan c¢aligmalarda
bulgularimiza paralel olarak, kemirgenlerde STZ uygulamasi sirasinda besin aliminda
azalma gozlenmistir 2/82’°. STZ uygulamasiin kesilmesinden sonra ise besin alimmin
artt1g1 farkl galigsmalarda raporlanmustir 28%-283, Biz de calismamizda ayn1 sekilde son STZ
uygulamasindan sonra farelerin besin tiiketiminin arttigini gozlemledik. Diyabetik
hayvanlara 50 mg/kg apelin-13 uygulanmasmin viicut agirligindaki azalmay1
degistirmemis oldugu, besin aliminda ise artiga sebep oldugu gézlemlenmistir. Apelin-13
verilmeyen diyabetik hayvanlarda da STZ uygulamas: kesildiginde besin aliminda
gorillen artig, apelinin diyabetik hayvanlarda besin alimint etkilemedigini
diisiindiirmektedir. Bunun yaninda intraserebroventrikiiler apelin-13 uygulamasinin besin

40

alimimi arttirmasi 2%, ancak callmamizda gordiigiimiiz intraperitoneal 50 mg/kg apelin-

13 uygulamasinin kisa donemde sagikli hayvanlarda besin alimini azaltmasi ve diyabetik
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hayvanlarda anlamli bir etkisinin olmamasi, saglikli fizyolojik kosullarda ve diyabet
patolojisinde santral ve periferik etkilerinin farkli yolaklar {izerinden ilerleyebilecegini
diisiindiirmektedir %6284, Buna karsin artan doz (100 mg/kg) ve apelin-13 uygulamasimin
kesilmesinden sonra uzun donem takibinde besin aliminda, STZ uygulamasinin
kesilmesine kiyasla daha fazla artis gozlendi. Apelin-13’iin KBB’yi rahat bir sekilde
gecisi ve gegisinin doyuma ulagsmadan gergeklesebilmesi periferal uygulanan apelinin
santral etkilerinin goriilmesine sebep olabilir 2®. Calismamizda gozlemledigimiz 100
mg/kg apelin-13 uygulanmasinin kesilmesinden sonraki dénemde artmakta goriinen
besin aliminin sebebi, yiiksek doz kronik apelin uygulanmasinin etkilerinin apelin
kesildikten sonra da devam etmesi olabilir 26, Bunun yaninda kronik yiiksek doz apelin
uygulamasmin diyabet patolojisine katkida bulunabilecegi bildirilmistir 189286287
Calismamizda gozlemlenen diyabet modeli olusturulmasi sonrasi artan kan glukozu
seviyelerinin, apelin-13 uygulamasmin kesilmesi sonrasi1 da devam eden kan
glukozundaki artis trendi, kronik apelin uygulamasinin hepatik glukoz salinimini

tetiklemesi sebebi ile olabilir 188286,

Yakin zamanlardaki ¢alismalar apelinin insiilin iiretimini, insiilin duyarliligin
iyilestirme ve diyabete bagli gelisen bdbrek hipertrofisi gibi komplikasyonlar1 pozitif
olarak diizenlemesinden dolay1 diyabette potansiyel bir terapotik ajan oldugu
diisiiniilmektedir 42, Ek olarak apelinin toklugu indiikledigi ve viicut agirhigim
azalttigini ortaya koyan ¢aligmalar, onun gelecekte diyabet tedavisi i¢in umut vadeden bir
hedef olmasini saglamaktadir 14?8, Kemirgenlerde yapilan calismalar, apelinin instiline
duyarlhilig arttirici etkilere sahip oldugunu ve glukoz homeostazi iizerinde faydali rol
oynadigini gostermistir 2°°. Diyabetik hastalarda apelin konsantrasyonlar1 artmaktadir 2°.
Ayrica diyabetiklerde nefropati, bozulmus glukoz tolerans1 ve dislipidemi durumunda

20 Calismamizda, serum insiilin

apelin seviyelerinin yiikseldigi gosterilmistir
seviyelerinin post-STZ ve post-apelin dénemlerinde giderek azaldig1 ve apelinin insiilin
seviyesinde herhangi bir koruyucu etkisi gézlenmemistir. Calismamizda kronik apelin-
13 uygulamasmin trigliserit degerlerinde diisiis sagladigi goriilmiis olup, bu etki bize
diyabet kaynakli hiperlipidemiyi azaltmada apelin-13’lin pozitif rolii olabilecegini

diistindiirmektedir.

AgRP néronlari enerji homeostazinda merkezi bir rol oynamaktadir 2°2%2, Bunu,

viicudun anlik enerji durumunu algilayan bir devrenin bir parcasi olarak
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gerceklestirmektedir 22292, Aclik durumunda, ARC’de bulunan oreksijenik NPY ve
AgRP peptitlerini koeksprese eden noronlar aktif hale gelir, bunun yaninda anoreksijenik
POMC néronlar1 inaktiftir 23, Kolesistokinin, peptit Y'Y, glukagon benzeri peptit 1 gibi
bagirsak hormonlari NPY/AgRP noéronlarim1 inhibe ederken, ghrelin NPY/AgRP
noronlarini uyarir 2%, Pankreas insiilin salgilarken, leptin yag kiitlesi hiicreleri tarafindan

294

salgilanir “**. Her iki hormon da NPY/AgRP noéronlarinin inhibisyonunu ancak

POMC/CART néronlarinin uyarilmasini tetikler 2%,

Diyet ve obezitenin enerji dengesini diizenleyen MSS mekanizmalarinda islev
bozukluguna neden olur. Bu durum goz 6niine alindiginda AgRP ndronlariin hormonal

veya besin alimina kars1 hassasiyetindeki degisiklikler besin ihtiyaci algisini bozabilir
201,292

AgRP noronlarinin aktivitesinin leptin eksikligi olan ob/ob farelerde, STZ indikIi
DM farelerde ve Zucker diyabetik yagh sicanlarda arttigi gosterilmistir 2°°2%7, AgRP
noronlari diyabetik hiperglisemiye de katkida bulunabilir. STZ indiikli DM modelinde,
AgRP néronlarmin inhibisyonu, diyabetik hiperglisemiyi azaltirken 2%, santral leptin
veya fibroblast biiylime faktorii 1 uygulamasinin diyabetik hiperglisemiyi iyilestirmedeki
etkilerinin hipotalamik Agrp mRNA ekspresyonunun azalmasiyla ile iligkili bulunmustur
298,29 Biz de caligmamizda STZ ile olusturulan diyabet modelinde AgRP néronlarinin
elektrofizyolojik aktivitesinde anlamli artis gozlemledik. Bunun yaninda diyabet olmamis
hayvanlara apelin uygulamasi sonrast AgRP ndron aktivitesinde anlamli bir degisiklik
gozlemlemedik. STZ uygulanan hayvanlara apelin uygulamasi sonrasinda ise STZ
kaynakl1 elektrofizyolojik aktivitedeki artis bir miktar azalsa da bu azalma anlaml
degildi. APJ’nin POMC néronlarindaki ekspresyonu daha énce gosterilmistir 1%°. Yine
ayni ¢alismada apelinin POMC ndéronlarindan a-MSH salgisint arttirdigr ve bu yolak
{izerinden besin alimi ve viicut agirhgmi regiile ettigi gosterilmistir . Bir baska
calismada ise apelin-13’iin POMC néron aktivitesini arttirdigi raporlanmustir 3%,
Calismamizda gozlemledigimiz diyabetik hayvanlarda apelin-13 uygulamasi sonrasi
AgRP noron aktivitesindeki kismi azalma apelin-13’tin POMC néron aktivitesindeki

artisin AgRP noron aktivitesi iizerindeki inhibitor etkisinden kaynaklaniyor olabilir 0.

Sonug olarak apelin-13 uygulamasinin diyabette viicut agirligi, yeme davranisi ve
AgRP noronal aktivitesi iizerine olan etkilerini inceledigimiz c¢aligmamizda, yeme

davraniginin diisilk ve yiiksek doz (sirasiyla 50 mg/kg ve 100 mg/kg) apelin-13
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uygulamasi sonrasi anlamli derecede yiikseldigini gozlemledik. Bunun yaninda AgRP
noron aktivitesi STZ uygulamasi sonrast kontrole kiyasla anlamli olarak yiikselirken,
STZ uygulanmis hayvanlara apelin-13 uygulamasi sonrasinda AgRP néron aktivitesinde
kismi olarak azalma goézlemledik. STZ uygulamasi siiresinde ise hayvanlarin viicut
agirlig1 kontrole kiyasla azalirken, STZ uygulamasinin kesilmesinden sonra hayvanlarin
viicut agirligindaki azalma genel olarak devam etmistir. Calismamizin sonuglari, apelin-
13 uygulamasmin diyabet hayvanlarda uygulama yolunun degismesi (ICV veya
intravendz), apelin-13’tin farkli dozlarda uygulanmasi, cinsiyet bazli etkilerinin
arastirtlmasi1 veya daha uzun siire uygulanacak apelin-13’iin diyabet Uzerindeki olasi

etkilerinin netlestirilmesinde yol gdsterici olacaktir.
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