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Deneysel Arastirma

ITIP DERGISI
Deneysel Diyabetik Ratlarin Beyin Dokusunda Irisin
Immiinreaktivitesi Uzerine Losartanin Etkileri
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OZET

Amag: Hiperglisemik metabolik bir hastalik olan Diabetes Mellitus (DM)’un, enerji metabolizmasinda degisiklik yaptig1 bilinmektedir. DM un
santral sinir sisteminde patolojik degisiklere neden oldugu insanlarda ve deney hayvanlarinda gosterilmistir. Bu ¢alismada deneysel DM olusturulan
siganlarin beyin dokusunda irisin ekspresyonu tizerine losartan’in (LS) etkilerinin incelenmesi amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 18 adet ergin Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 6 hayvan olmak tizere 3
gruba ayrildi. Kontrol grubuna 6 hafta boyunca herhangi bir islem yapilmadi. DM grubuna 50 mg/kg tek doz streptozotosin (STZ) intraperitoneal (i.p)
olarak uygulandi. DM+LS grubuna ise 50 mg/kg tek doz STZ i.p olarak verilmesinden sonra diyabetin olusumunu takiben 10 mg/kg/giin LS oral
olarak verildi. Deney sonunda si¢anlar servikal dekapitasyonla Gtenazi edilip beyin dokular ¢ikartilip tespit edildi. Rutin histolojik takipler yapilarak
dokular parafin bloklara gémiildii. Beyin dokulari avidin-biotin-peroksidaz yontemi ile immiinohistokimyasal irisin ekspresyonunun belirlenmesi igin
hazirlandi. Immiinohistokimyasal boyanmanm degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin yaygmligi ve siddeti esas almarak histoskor olusturuldu.
Bulgular: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda Irisin immiinreaktivitesi DM grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistr. DM grubu ile
karsilastirildiginda ise irisin immiinreaktivitesi DM+LS grubunda anlamli olarak artmusti.

Sonug¢: Bu ¢alisma ile diyabetik beyin hasari tizerine LS’ nin ndronal alanlardaki irisin immiinreaktivitesi araciligiyla olumlu etkiler yapabilecegi
kanaatine varilmustir.
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ABSTRACT
The Effects of Losartan on Immunoreactivity of Irisin on Brain Tissue of Experimental Diabetic Rats

Objective: Diabetes Mellitus (DM) is a hyperglycemic metabolic disorder that alters the energy metabolism. It was also observed that DM causes
pathological changes on the central nervous system in both humans and experimental animal models. In this study; we aimed to investigate the effects
of losartan (LS) on immunoreactivity of irisin on brain tissue of experimental diabetic rats.

Material and Methods: In this study; 18 adult male Wistar albino rats were used. Experimental rats were divided into 3 groups consisting 6 rats in
each group. In the control group; the rats didn't receive any drugs during the 6 weeks of study period. In the DM group; 50 mg/kg single dose
streptozotocin (STZ) was administered intraperitoneally (i.p). In the DM+LS group; 50 mg/kg single dose STZ was administered i.p and 10
mg/kg/day LS was started orally after the confirmation of DM. At the end of the experiment, all of rats were euthanized by cervical decapitation and
brain tissues were removed and fixed. The brain tissues were processed to determine immunohistochemical localization of irisin by using avidin-
biotin-peroxidase technique. Histoscore was created according to the diffusiveness and severity of immunoreactivity in assessment of
immunohistochemical staining.

Results: There was a statistically significant decrease in the DM group in terms of irisin immunoreactivity compared to the control group. Irisin
immunoreactivity was significantly increased in DM+LS group compared to DM group.

Conclusion: We can conclude that LS can improve diabetic brain damage with the help of irisin immunoreactivity located in neuronal areas.
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Giiniimiizde énemli bir saglik sorunu haline gelen ve
yasam boyu siiren Diabetes Mellitus (DM), akut ve
kronik komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam
kalitesini biiyiik 6l¢iide azaltan ve ekonomik olarak da
onem arz eden kronik metabolik bir hastaliktir (1).
DM, insulin sekresyonunun ve/veya insulin reseptor
aktivitesinin  azalmasina bagli olarak  gelisen
hiperglisemi ve bunun sonucunda olusan karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasi bozukluguna sebep olan
sekonder, metabolik bir hastaliktir (2). Hicresel

diizeyde degerlendirildiginde, diyabetik hayvanlarin
santral sinir sistemlerine ait hiicrelerin ¢ekirdek
sekillerinde ve kromatin goriiniimlerinde bozulmalar
oldugu, mikrotiibiil sayilarinin arttig1, endoplazmik
retikulumlarinda genisleme, pargalanma ve
degrantilasyon olustugu bildirilmistir (3). Diyabetik
hastalarda hem akut, hem de kronik metabolik ve
vaskiiler bozukluklar beynin fonksiyonel ve yapisal
bitiinliigiine zarar verebilir (4). Mitokondriyal zar
proteinlerinden eslesme bozucu proteinler (UCP)
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hiicresel enerji olusumunda kilit rol oynar. Artan UCP1
ekspresyonu adenozin trifosfat (ATP) sentezini
engelleyerek, enerjinin 1s1 olusumu seklinde agiga
ctkmasina neden olur. Mitokondri i¢ zar1 iizerinde yer
alan ve mitokondriyal anyon tasiyict proteinlerin bir
kismin1 olugturan UCP’ler bu siirecte etkin rol alirlar
(5). Bilinen en onemli fizyolojik rolii, beyaz yag
dokudan kahverengi yag doku gelisimini saglamak
olan irisin, enerji deposu olarak bilinen beyaz yag doku
seviyesini azaltip enerji agiga ¢ikmasini saglar. Irisin
bu farklilagmayr basta UCP1 olmak iizere diger
kahverengilesmeyi saglayan proteinlerin diizeylerini
arttirarak gergeklestirir. Bu sebeple gelecekte obezite
ve diyabet basta olmak {izere birgok metabolik
hastaligin tedavisinde umut vaad eden bir ajan olarak
ongorillmektedir (6). DM’nin sik goriilmesi, hastaligin
ya da sebep oldugu komplikasyonlarinin tedavisinin
kesin olarak yapilamamasi ve tedavi maliyetlerinin
yiiksekligi arastirmacilar igin diyabeti cazip bir konu
haline getirmistir. Bir anjiotensin tip 1 (AT1) reseptor
antagonisti olan losartanin infarkt alanini azaltip,
ventrikiiler fonksiyonlart iyilestirdigi, kalp hiicrelerinde
apoptozisi inhibe ederek koruyucu etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (7). Normalde hipertansif ratlarda eNOS
aktivitesi azalirken losartan ilave edilmesi durumunda
bobrek eNOS aktivitesinin azalmadigt tespit edilmistir
(8). Bu calismada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan
deneysel diyabet modelinde bir antihipertansif olan
losartanin, beyin dokusunda irisin ekspresyonu iizerine
etkilerinin incelenmesi amaglanmstir.

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) birimi ile Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dali
laboratuvarinda yapildi. Calismada FUDAM’dan temin
edilen 18 adet, Wistar albino cinsi 8-10 haftalik erkek
sicanlar kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 6
hayvan olacak sekilde 3 esit gruba ayrildi.

Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki sicanlara deney
siiresi olan 6 hafta boyunca herhangi bir islem
yapilmadi.

DM grubu (n=6): Bu gruptaki si¢anlara 50 mg/kg
olacak sekilde tek doz STZ 0.1 M fosfat-sitrat
tamponunda ¢ozdiiriilerek intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi. Aglik kan glukoz diizeyi 250 mg/dl {izeri
olan sicanlar diyabetik kabul edildi.

DM + LS grubu (n=6): Bu gruptaki sicanlara 50
mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0.1 M fosfat-sitrat
tamponunda ¢o6zdiiriilerek i.p olarak verilmesinden
sonra olusan diyabeti takiben losartan 10 mg/kg/giin
oral olarak uyguland:.

Alt1 haftalik deney sonunda tiim gruptaki siganlar
ketamin (75 mg/kg)+xylazine (10mg/kg) anestezisi
altinda dekapite edildikten sonra hizla ¢ikartilan beyin
dokular1 % 10’luk formaldehitte tespit edilip rutin
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histolojik doku takibi sonrasinda parafine gomiildii.
Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitlere
avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulanarak
immiinohistokimyasal olarak irisin (Rabbit Irisin
primary antibody, H-067-17, Phoenix Pharmaceuticals,
Inc., California, USA) ekspresyonu belirlendi. Pozitif
kontrol i¢in sigan kalp dokusu kullanildi. Boyanan
preperatlar Olympus BH2 fotomikroskopla incelenip
fotograflandi.  Immiinohistokimyasal ~ boyanmanin
degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin yayginligi
(0.1: < % 25, 0.4: % 26-50, 0.6: % 51-75, 0.9: % 76-
100) ve siddeti (0: yok, + 0.5: ¢ok az, + 1: az, + 2: orta,
+ 3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu
(histoskor = yaygmlik x siddet). Elde edilen veriler
ortalama standart sapma olarak belirlendi. Tiim
istatistiksel analizler SPSS wversion 21 programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasi1 degerlendirmede
Kruskal-wallis, grup i¢i degerlendirmede Mann
Whitney U testi kullanildi.

BULGULAR

Irisin immiinreaktivitesi i¢in yapilan boyamanin 151k
mikroskop ile incelenmesi sonucunda; kontrol grubu
(Sekil 1) ile karsilastirildiginda irisin immiinreaktivitesi
DM grubunda (Sekil 2) istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmigi  (p<0.05). DM grubu ile
kargilastirildiginda ise irisin immiinreaktivitesi DM+LS
grubunda  (sekil 3,4) anlamli olarak artmisti ve
kontrole benzer izlendi (p<0.05). Tim gruplara ait
irisin immiinreaktivitesine ait histoskor Tablo 1°de
Ozetlenmistir.
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda irisin immiinreaktivitesi
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Sekil 2. DM grubuna ait beyin dokusunda irisin immiinreaktivitesi
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Tablo 1. Histolojik skor.

irisin immiinreaktivitesi

KONTROL 0.40£0.07
DM 0.15+0.08°
DM+LS 0.42+0.11°

a Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda,
b DM grubuna gére karsilastirildiginda, P<0.05

Sekil 4. Irlsm pozitif kontrol.

TARTISMA

Giliniimiizde yasam sartlarindaki hizli degisime bagh
olarak diinya genelinde hizla artan, yiiksek mortalite ve
morbiditeye sahip kronik bir hastalik olan diabetes
mellitus (DM), ayn1 zamanda insiilin eksikligi ya da
insiilin direnci nedeniyle ortaya ¢ikan, karbonhidrat,
lipit ve protein metabolizmasi bozuklugu ile
karakterize endokrin ve metabolik bir hastaliktir (9).
DM kronik metabolik bir bozukluk olmasinin yani sira
ayni zamanda artmis bir oksidatif stres durumu olarak
da tanmimlanmaktadir (10). Oksidatif stres vaskiiler
hastaliklarin  olugsmasina neden olmakla birlikte
diyabeti takiben olusan oksidatif strese bagli organ
hasar1  (karaciger, bobrek, pankreas) gelistigi
gosterilmistir. Diyabetli hastalarin  hepatositlerinde
serbest radikallerin artigina bagli olarak hepatoselliiler
karsinom insidansinin artmig oldugu bildirilmektedir
(11). STZ ile diyabet olusturulan sigan dokularindaki
malondialdehid seviyelerinin  kontrol gruplartyla
kiyaslandiginda, artan oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonuna paralel olarak istatistiksel bir
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sekilde artis gosterdigi belirlenmistir (12). Diyabetin,
akut serebral iskemik hasarin alevlenmesine neden
oldugu bilinmektedir. Onceki ¢alismalar gegici
serebral  iskeminin neden oldugu  enfarktiis
hacimlerinin ~ diyabetik sicanlarda, diyabetik
olmayanlara  kiyasla ~daha yilksek oldugunu
gostermistir (13). Iskemi-reperfiizyona bagl doku
hasarinin patofizyolojik mekanizmalar1 heniiz tam
olarak anlagilamamakla birlikte asir1 serbest radikal
iiretimi, hiicre i¢i Ca'™ iyon dengesizligi, renin-
anjiotensin  sistemi, nd&trofil,  trombositler  ve
kompleman sisteminin reperfiizyon hasarinda 6nemli
rol oynadig1 gosterilmistir (14).

Anjiyotensin 1 reseptorlerinin; hiicre
proliferasyonu, vazokonstriksiyon, apoptozis, hiicre
hipertrofisi, antinatriiirezis, siiperoksit iiretimi, kollajen
sentezi, endotelin salmimi, lipid peroksidasyonu,
adezyon molekiil yapimi, vaskiiler matriks genislemesi
ve sempatik aktivasyon gibi etkileri vardir (15). AT1
reseptor  blokorlerinin - ise  dokular  {izerinde;
vazodilatatér, hemodinamik ve nérohormonal olarak
yararl etkileri bulunmaktadir (16). Losartan, ilk tespit
edilen AT1 reseptér antagonisti olup yiiksek
selektivitesinden dolayr AT1 reseptor antagonistleri
i¢in bir prototip olmugtur (17).

Irisin, egzersiz uyarisi ile kaslardan salman yag
hiicrelerindeki  yag  oksidasyonunu etkileyerek
termoregiilasyonu  diizenleyen peptid yapida bir
hormondur. Kas ile yag dokusu arasindaki iletisimde
gorev alan bu peptidin insiilin direncinde ve enerji
metabolizmasinda etkili oldugu gosterilmistir (6).

Son immiinohistokimyasal caligmalar, sigan ve
fare beyincigindeki Purkinje hiicrelerinin irisin
eksprese ettigini ortaya koymustur (18). Irisinin
parkinson ve diger bazi norodejeneratif hastaliklar
iizerinde egzersizin olumlu etkilerine de aracilik
edebilecegi diistiniilmektedir (19). Egzersizin etkisi ile
beyaz yag dokusu, kahverengi yag dokusuna
farklilasarak metabolik aktivitesini arttirdigi ve bu
durumun enerji balansini harcama yoniinde degistirerek
kilo kontrolinde ve glukoz metabolizmasinda
iyilesmeyi sagladigi bildirilmistir (20). Mitokondri ig
zar1 lizerinde bulunan ve mitokondriyal anyon tasiyici
proteinlerin bir boliimiinii olusturan UCP’ler, basta
ATP sentezi olmak fizere, insiilin sekresyonu, glukoz
ve lipid metabolizmasi, adaptif termogenez,
mitokondriyal biyogenez, sinaptik iletim, noronal
farklilasma, noronal dejenerasyon, ROS iiretimi ve
hormon sekresyonu gibi birgok fizyolojik siiregte rol
alirlar. Termojenik bir peptid olarak tanimlanan irisin,
beyaz yag dokusunun kahverengi yag dokusuna
doniistimiini  UCP1 ekspresyonunu  arttirarak
gerceklestirmektedir (21). Dolayisiyla irisin dokular
iizerinde olumlu etkilere aracilik eden siireglerde
onemli rollere sahiptir.
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Bu ¢alismada, diyabetik si¢an beyin dokularinda
irisin immiinreaktivitesi azalmig olarak tespit edilmis
olup bu bulgularin, litaretiir bilgilerine uygunluk arz
ettigi goriildii.

Diyabetik beyin dokusunda meydana gelen
iskemik ve oksidatif strese bagli gelisebilen hasari
azaltacak olumlu etkilerinin oldugu bilinen losartan
uygulanan sigan beyin dokularinda ise irisin
immiinreaktivitesi anlamli bir sekilde artmis bulundu.
Losartanin vazodilatatér ve hemodinamik olarak direkt
etkileri yaninda, antiapoptotik ve antioksidan etkilerini
indirekt olarak irisin gibi hormonlar araciligiyla
yapabilecegi ve diyabetik beyin hasari iizerinde olumlu
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