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OZET

Amag: Diabetes Mellitus’un (DM) uzun dénem etkileri sonucu; gesitli hasarlar, disfonksiyonlar, organ yetmezlikleri, 6zellikle g6z, bobrek, kalp ve
damar hasarlari olusabilir. Irisin, nérodejenerasyonda oldukea etkili bir protein olan eslesme bozucu proteinler (UCP)’in gen ekspresyonunu ve
mitokondriyal yogunlugunu artirmaktadir. Bu ¢alismada streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulan sican beyin dokusunda irisin im-
miinreaktivitesi tizerine enalaprilin (EN) etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda 18 adet Wistar albino cinsi erigkin erkek sican kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 6 sigan olmak tizere 3 esit
gruba ayrildi. Kontrol grubuna deney siiresi olan 6 hafta siiresince herhangi bir islem yapilmadi. DM grubuna 50 mg/kg tek doz STZ i.p olarak
verildi. DM+EN grubuna ise 50 mg/kg tek doz STZ i.p olarak verilip enalapril 5 mg/kg/giin dozunda oral olarak uygulandi. Deney sonunda anestezi
altinda dekapite edilen siganlarin beyin dokular1 hizla ¢ikartildi. Beyin dokular histolojik takip sonrasi parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklar-
dan alinan kesitlere irisin immiinreaktivitesi igin avidin-biotin-peroksidaz metodu uygulandi. immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilme-
sinde; immiinreaktivitenin yaygmligi ve siddeti esas alinarak histoskor olusturuldu.

Bulgular: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda irisin immiinreaktivitesi DM grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmisti. DM grubu
ile karsilastirildiginda ise irisin immiinreaktivitesi DM+ EN grubunda anlamli olarak artmist1.

Sonug: Diyabetik beyin hasarina kars1 efektif oldugu bilinen EN’ in birgok mekanizma ile birlikte irisin iizerinden de etki edebilecegi kanaatine
varilmustir.

Anahtar Sozcitkler: Diabetes Mellitus, Irisin, Enalapril, Sican
ABSTRACT

Effects of Enalapril on Irisin Immunoreactivity in the Brain Tissue of Streptozotocin-Induced Diabetic Rats

Objective: Various defects, dysfunctions and organ failures may occur due to long term effects of diabetes mellitus (DM) especially in eye, kidney,
heart and vascular system. Irisin increases expression and mitochondrial density of uncoupling proteins (UCPs) which are very important in the
neurodegenerative process. In this study we aimed to investigate the effects of enalapril (EN) on irisin immunoreactivity in the brain tissue of
streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats.

Material and method: In this study, 18 adult Wistar albino male rats were used. The study group was divided into 3 equal groups each containing
6 rats. The control group wasn't exposed to any kind of drugs during the 6 weeks of study period. 50 mg/kg single dose STZ was injected to DM
group intraperitoneally. DM+EN group rats were given single 50 mg/kg intraperitoneal injection of STZ, oral 5 mg/kg/day enalapril for 6 weeks.
Brain tissues of the rats were removed just after the decapitation under the anesthesia. Tissues were embedded into paraffin blocks after the routine
histological preparations. Avidin-biotin-peroxidase technique was used in determination of irisin expression. Histoscore was created based on the
diffusiveness and severity of immunoreactivity in assessment of immunohistochemical staining.

Results: There was a significant decrease of irisin immunoreactivity in the DM group. Irisin immunoreactivity was found as significantly increased
in DM+EN group compared to DM group.

Conclusion: We can conclude that EN shows its effects due to its relationship with irisin along with other various mechanisms.

Keywords: Diabetes Mellitus, Irisin, Enalapril, Rat

sonuglanabilen ketoasidoz ve nonketotik hiperozmolari-
te ile de teshis edilebilir (1).

Diabetes Mellitus (DM) insiilin sekresyonunda, insiili-
nin fonksiyonlarinda veya her ikisindeki bozukluklar

sonucu karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarin-
daki bozukluga bagh gelisen kronik hiperglisemi ile
karakterizedir. DM’ un uzun doénem etkileri sonucu;
cesitli hasarlar, disfonksiyonlar, organ yetmezlikleri,
ozellikle gz, bobrek, kalp ve damar hasarlar1 olusabilir.
Hatta tedavi edilmediginde; stupor, koma ve 6lim ile

Diyabet serebral atrofi ve fokal beyaz cevher lez-
yonlart i¢in bir risk faktorii olup deneysel caligmalar
diyabetik hayvanlarda hipokampus, arkuat ve ventrome-
diyal niikleus, neokorteks ve prefrontal kortekste néron-
larin yogunlugunda anlamli bir azalmanin oldugunu ve
buna bagli olarak beyin agirhiginda azalma oldugunu
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gostermistir (2). Oksidatif strese sebep olan serbest
radikal gruplarindan biri Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’
dir. Bunun ana kaynaklar1 glukoz otooksidasyonunun ve
metabolitlerinin dahil oldugu biyokimyasal reaksiyon-
lardir. ROS, diyabetlilerde 6nemli oranda artig gosterir
ve hem diyabetin hem de diyabetik komplikasyonlarin
olusum mekanizmalarinda rol oynar (3, 4) Giinlimiizde
diyabetin kontroliinii saglamak ve komplikasyonlarini
azaltmada artik alternatif tedavilere ihtiya¢ duyuldugu-
nu gostermistir. Bir anjiyotensin dondstiiriicii enzim
(ACE) inhibitorii olan enalapril, anjiotensin 1l sentez
yolunu bloke edip bradikinin diizeylerini arttirirken
nitrik oksit sentaz (NOS) yolunu da stimiile etmektedir.
Yapilan ¢aligmalar enalaprilin nitrik oksit sentaz enzi-
mindeki degisimden bagimsiz olarak da diyabetik sigan-
larda serebrovaskiiler disfonksiyonu onledigini goster-
mistir (5). Antioksidan o6zellikleri de olan enalaprilin
diyabetik hastalarda kullanimi oldukg¢a 6nem kazanmuis-
tir.

Yeni kesfedilmesi ile birlikte arastiricilarm ilgisini
¢eken ve gelecekte obezite, diyabet basta olmak iizere
birgok metabolik hastaligin tedavisinde umut 1s1g81 ola-
rak goriilen bir hormon olan irisin, nérodejenerasyonda
oldukga etkili bir peptitdir (6). Bu ¢alismada, antioksi-
dan 6zelligi olan enalaprilin, streptozotosin ile olusturu-
lan deneysel diyabetik beyin dokusunda irisin hormonu
ile ilgisinin incelenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz Firat Universitesi Deneysel Arastirma Mer-
kezi (FUDAM) birimi ile Firat Universitesi T1p Fakiilte-
si Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dali laboratuvarin-
da yapildi. Calismanizda FUDAM’dan temin edilen
Wistar albino cinsi 8-10 haftalik 18 adet erkek sigan
kullanildi. Deney hayvanlari 3 esit gruba ayrildi.

Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki siganlara herhan-
gi bir iglem yapilmadi.

DM grubu (n=6): Bu gruptaki siganlara 50 mg/kg
olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tampo-
nunda ¢ozdirilerek i.p olarak uygulandi. Aglik kan
glukoz diizeyi 250 mg/dl tizeri olan siganlar diyabetik
kabul edildi.

DM + EN grubu (n=6): Bu gruptaki si¢anlara 50
mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat
tamponunda ¢ozdiiriilerek i.p olarak verilmesinden
sonra olusan diyabeti takiben enalapril 5 mg/kg/giin oral
olarak uygulandi. Kan glukoz diizeyleri ¢alisma siire-
since glukometre ile ol¢iildii.

Alt1 haftalik deney sonunda tiim gruptaki deney
hayvanlar1 ketamin (75mg/kg) + xylazine (10mg/kg)
anestezisi altinda dekapite edildikten sonra beyin doku-
lart ¢ikartihp %10’luk formaldehitte tespit edilip rutin
histolojik doku takibi sonrasinda parafine goémiildii.
Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda kesilen kesitler
polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen dokular
dereceli alkol serilerinden gegirilip antigen retrieval igin
sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda
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(750W) 10 dakika kaynatildi. Kaynatma sonrast oda
isisinda yaklagik 20 dakika sogumasi igin bekletilen
dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sig-
ma-Aldrich, USA) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra
endojen peroksidaz aktivitesini onlemek i¢in hidrojen
peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edildi
(Hydrogen Peroxide Block, TA-125-HP, Lab Vision
Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika yikanan dokula-
ra zemin boyasim engellemek i¢in 5 dakika Ultra V
Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation, USA)
soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200 oraninda diliie
edilen Irisin primary antibody (Rabbit Irisin primary
antibody, H-067-17, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.,
California, USA) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1s1-
sida inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulan-
masim takiben PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra
sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent
(anti-mouse/rabbit 1gG), TP-125-BN, Lab Vision Cor-
poration, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Dokular, Sekonder antikor uygulanma-
sindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin
Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Corporation,
USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) Substrate + AEC Chro-
mogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC Chro-
mogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA)
solusyonu damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinya-
li alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya
alind1. Negatif kontrol i¢in Rabbit I1gG kullanildi. Ma-
yer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular
PBS ve distile sudan gegirilerek uygun kapatma solus-
yonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab
Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Hazirlanan
preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotografland: (Leica DFC295). Pozitif
kontrol olarak sigan kalp dokusu kullanildi.

Boyamada immiinreaktivitenin yaygmhg (0.1
<%25, 0.4:9%26-50, 0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve sid-
deti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli)
esas alarak histoskor olusturuldu. Histoskor= yaygin-
lik x siddet

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak
belirlendi. Istatistiksel analiz icin SPSS version 22 prog-
rami kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirmede One-way
ANOVA, grup ig¢i degerlendirmede ise paired t testi
kullanildi. P<0.05 degerler istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

BULGULAR

Kan glukoz degerleri icin yapilan istatistiksel analiz
sonucunda; kontrol grubu ile karsilagtirildiginda DM ile
DM+EN gruplarina ait siganlarin kan glukoz degerle-
rinde deneyin sonunda baslangica gére anlamli bir artig
vardi (P<0.05). DM grubu ile DM+EN grubu arasinda
degisiklik goriilmedi (P>0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1. Deney hayvanlarimin baslangi¢ ve final kan glukoz
degerleri

Baglangi¢ kan Final kan
glukozu (mg/dl) glukozu (mg/dl)
Kontrol 112.50+12.95 109.00+13.56
DM 106.25+23.51 425.20+54.66°
DM+EN 99.75+18.20 405.60+68.61°

& Kontrol grubuna gore karsilagtirnldiginda, P<0.05.

Irisin immiinreaktivitesi icin yapilan immiinohisto-
kimyasal boyamanin 1s1k mikroskop altinda incelenmesi
sonucu; Irisin immiinreaktivitesi kontrol grubu (Sekil
1) ile karsilagtirildiginda DM grubunda (Sekil 2) istatis-
tiksel olarak anlamli bir sekilde azalmist1 P<0.05. DM
grubu ile karsilastirldiginda ise Irisin immiinreaktivitesi
DM+EN grubunda (Sekil 3) anlamli olarak artmisti ve
kontrole benzer izlendi P<0.05. Pozitif kontrol olarak
kullanilan sigan kalp dokusunda irisin immiinreaktivite-
si (Sekil 4) belirgin sekilde izlendi. Tim gruplara ait
Irisin immiinreaktivitesine ait histoskor Tablo 2’de &-
zetlenmistir.
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Sekil 3. DM + EN grubuna ait beyin dokusunda irisin immiinreaktivi-
tesi (—).

Sekil 4. Irisin pozitif kontrol.

Tablo 2. Histoskor

[risin Immiinreaktivitesi

Kontrol 0.35+0.10
DM 0.15+0.05%
DM+EN 0.38+0.11°

a Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b DM grubuna gore karsilastirildiginda, P<0.05.

TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM) karbonhidrat, yag, protein me-
tabolizmasi bozukluklariyla ortaya ¢ikan kronik meta-
bolik bir hastalik olmakla beraber ayni zamanda non-
enzimatik glikozilasyon, sorbitol yol aktivitesi, hekso-
zamin yolu aktivitesi, oksidatif glikozilasyon, protein
kinaz C aktivitesi ve enerji metabolizmasindaki degisik-
likler ile artmig bir oksidatif stres durumudur (7). Erken
glikozillenme {irlinleri; bazal membran, endotel hiicrele-
ri ve glomeruluslarda TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler
araciligryla tip IV kollojen sentezini arttirarak, endotel



Firat Tip Derg/Firat Med J 2016; 21(4): 177-182

hiicrelerinde NO (Nitrik Oksit) inaktivasyonuna ve ser-
best oksijen radikallerinde artisa neden olarak arterosk-
leroz, doku ve organ patogenezinde énemli rol oynarlar
(8).

Diyabetin eslik ettigi metabolik bozukluklar pek
¢ok organ yaninda santral sinir sisteminin islevlerinde
aksakliklara ve fizyopatolojik degisikliklere sebep ol-
maktadir (9). Deneysel diyabet olusturulan hayvanlarin,
beyin ve medulla spinalislerinde ndronal atrofi, glikojen
birikimi, ensefalomalazi, aksonal dejenerasyon, demiye-
linizasyon ve glial hiicrelerde hasar olusumu gibi orga-
nik degisiklikler rapor edilmis olup Tip 1 diyabette
meydana gelen noéron yogunlugundaki azalmanin diya-
betin siiresi ile paralel olarak arttig1 ve bunun apoptozis
kaynakli oldugu bildirilmistir (2). Diyabete bagli artan
kan glikozunu azaltmak amaciyla poliol yolu aktif hale
gelerek hiicre icinde sorbitol ve fruktoz miktarinda
artisa sebep olmaktadir. Bu durum hiicrelerde hidropik
dejenerasyona, Nicotinamide adenine dinucleotide phos
phate (NADPH) kullaniminda artisa dolayisiyla miyo-
inositol azalmasina neden olmaktadir. NADPH’1 enerji
kaynag1 olarak kullanan ve antioksidan savunma meka-
nizmasinin 6nemli bir pargasi olan glutatyon, rediikte
hale gelemez ise oksidatif stres tablosu kagmilmaz hale
gelir (8-10). DM kronik bir hastalik oldugundan insan-
lardaki bilimsel ¢alismalar ¢ok zaman almaktadir. Bu
sebeple deneysel diyabetik hayvan modelleri oldukga
onem kazanmustir. Streptozotosin ile deneysel diyabet
olusturulan sigan beyin korteksinde glutamatin N-metil
D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin sayilarinda azalma
oldugu, beyin ve medulla spinaliste noronal atrofi, sub-
kortikal alanda ve beyin sapinda lezyonlar, aksonal
dejenerasyon, glikojen birikimi, ensefalomalazi, demi-
yelinizasyon, glial hiicrelerde hasar olusumu gibi degi-
siklikler olustugu bildirilmistir (11, 12).

Oksidatif stresin diyabetin kronik komplikasyonla-
rinin gelismesinde oldukga 6nemli bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak eksojen olarak
verilen antioksidanlarin bu komplikasyonlarin hafifle-
tilmesinde ve/veya ortaya c¢ikmasinin engellenmesinde
yararli olabilecegi fikri ileri siiriilmiis olup diyabet teda-
visinde antidiyabetiklere ek olarak antioksidan maddele-
rin veya antioksidan ozellikleri olan ajanlarin kullamil-
masinin oksidatif stresle basa ¢ikabilmek i¢in gerekli
olabilecegi yoniinde kanaat olusmustur (13).

Siilfidril iceren ACE inhibitorleri basta olmak {izere
ACE inhibitorlerinin gliglii serbest radikal stipiiriiciiler
olduklar1 ve kalbi koruyucu etkileri disinda antioksidan
etkilere de sahip olduklari gosterilmistir (14). ACE inhi-
bitorii olan enalapril, siganlarda yapilan bir ¢aliymada
doksorubusin &ncesi uygulanip kontrol gruplarina kiyas
edildiginde; dokulardaki thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) konsantrasyonunun azaldig1 ancak
glutatyon seviyelerinin ise anlamli derecede arttigi gos-
terilmistir (15).

Renin-anjiyotensin sisteminin genetik ya da farma-
kolojik olarak bloke edilmesi lipogenezisi azaltmis olup
sican deneylerinde ACE inhibisyonu, ACE gen deles-
yonu ve uzun siireli anjiyotensin-1 reseptor blokaji ile
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yag dokusunda azalma sonucu kilo kaybinin olustugu
tespit edilmistir (16). Yash si¢anlarda enalaprilin fizik-
sel performansi diizelttigi ve hem gen¢ hem de yash
sicanlarda viicut agirliginda ve viicut yag oraninda
azalma yaptig1 saptanmugtir (17). Yine enalapril tedavisi
ile yag dokuda lipolitik gen denilen peroksizom prolife-
rasyonunu aktive edici reseptor gamma (PPARy)’nin
ekspresyonunda ve hormon sensitif lipazin mRNA’sin
da artisa neden oldugu gézlenmistir ki PPARy’nin sali-
nini ile enerji tiiketiminde artma, glukoz, insulin ve
trigliserit seviyelerinde azalma ve bunun sonucunda
da kilo artisginin azalmasi goriilmiistiir (18). Dahasi
PPARy tarafindan situmule edildigi bilinen katalaz,
bakir-¢inko siiperoksit dismutaz, manganez siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan enzimler ve adiponektin hor-
mon ekspresyonlar1 enalapril ile tedavi edilmis sicanlar-
da artig gostermistir (19).

Enalapril tiim bu etkilerine ilave olarak beyaz yag
dokusunda adiponektin diizeylerinde bir artisa sebep
olmakta olup irisin, bu hormonlar i¢inde olduk¢a 6nemli
bir yer teskil etmektedir. Egzersiz sonucu kas hiicresin-
de FNDC5 gen aktivasyonu sonucu olusan FNDCS5
(fibronectin type 111 domain containing 5) proteini olan
irisin, ¢esitli dokulardan salgilanarak beyaz yag doku-
sunun kahverengi yag dokusuna doniigmesini saglaya-
rak enerji metabolizmasinda rol oynar (20-21). FNDCS5,
iskelet kasi ile adipoz doku arasindaki sinyal iletiminin
yaninda, merkezi sinir sisteminde de bir takim rollere
sahiptir. Noronal hiicre kiiltiiriine kisa stireli uygulanan
eslesme bozucu ajanlarin (UCP) mitokondriyal memb-
ran potansiyelini diisiirerek kalsiyum girisini engelledigi
ve hiicre 6limiinii 6nledigi gosterilmistir (22). Noronal
UCP’ler ROS iiretimini azaltarak, buna bagli olusan
oksidatif stres ile norodejeneratif hasarin 6nlenmesinde
onemli yapilardir (23). UCP4’in asir1 ekspresyonu
ndron kiiltiirlinde bazal mitokondriyal ROS iiretimini
azaltip hiicresel kalsiyum dengesininin korunmasini
saglar. Bu olaylar sonucu nérotoksisiteye neden olacak
herhangi bir patolojiye maruz kalindiginda ROS {iretimi
sinirlanir ve apoptoza kars1 hiicreler korunmus olur (24).
Noronal ag igerisinde yer alan mitokondriler basta sinir-
sel ileti i¢in gerekli olan enerjiyi iiretmenin yani sira
ndronal yasamin devami igin gerekli olan kalsiyum
dengesini de saglayan bir yapidir. Noronal UCP’lerin
mitokondriyal membran potansiyelini diizenleyici etkisi,
noronal kalsiyum homeostazinin korunmasina da temel
olusturmaktadir (25). Egzersiz tarafindan uyarilan ve
enerji harcanmasina neden olan PPARy, mitokondriyal
biyogenez ile oksidatif metabolizmay1 kontrol eden
PPARYy koaktivator 1 alfa (PGC1-a) FNDCS gen eksp-
resyonunun artigina aracilik etmektedir (26).

Basta kahverengi yag dokusunda olmak tizere ¢cok
sayidaki hiicre grubunda mitokondrial biyogenez ve
oksidatif metabolizmay1 diizenleyen uncoupling protein
1 (UCP1), PPAR gama co-aktivatorii olan PGCI1 alfa
uyarisi ile salinmaktadir. Kas dokusu ile yag dokusu
arasinda iletisim PGC1 uyarisi ile kana salinan FNDC5
(irisin) sayesinde olmakta ve ozellikle yag dokudaki
UCP1 diizeylerinin artmasi ile mitokondrial biyogenez
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ve oksidatif metabolizma diizenlenmektedir (27). risi-
nin yok edilmesinin belirgin bir sekilde ndronlarin ve
astrositlerin olgunlagsmasini etkiledigi, dolayistyla sinir
sisteminin olusum ve gelisim siireclerinde dnemli bir
roliiniin oldugu aragtirmacilar tarafindan vurgulanmak-
tadir (28). Yine yapilan bir ¢alismada hipokampal noro-
genezin irisin tarafindan doz bagimli olarak diizenlendi-
i belirtilmistir (29).

Bu calismada diyabet, enalapril, irisin iligkisi irde-
lenmis olup, deney sonucu elde edilen beyin dokularinin
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi sonucu kont-
rol grup dokular ile karsilagtirildiginda diyabetik grup
beyin dokularindaki irisin immiinreaktivitesinin istatis-
tiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi gosterilmistir.
Bu bulgu zaten literatiir bilgileriyle de uyumluydu.
Enalaprilin dokularda bir adiponektin olan irisini artir-
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