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OZET

Amag: Diabetes Mellitus (DM) hastalarinda metabolik ve damarsal bozukluklarin beynin fonksiyonel ve yapisal bitinligiine zarar verdigi
bilinmektedir. Tiamin (TIA)’in nérofizyolojide nemli rol oynadig gosterilmistir. Bu ¢alismada deneysel diyabet olusturulan sigan beyin dokusunda
nesfatin ekspresyonu iizerine TIA’in etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada ergin Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlart her grupta 6 hayvan olmak iizere 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubuna 6 hafta boyunca herhangi bir islem yapilmadi. Tampon grubuna ise fosfat-sitrat tamponu intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi. DM grubuna 50 mg/kg tek doz streptozotosin (STZ) i.p olarak verildi. DM+TIA grubuna ise 50 mg/kg tek doz STZ i.p olarak verilip TIA
25 mg/kg/giin dozunda oral olarak uygulandi. Deney sonunda siganlar anestezi altinda dekapite edilip beyin dokular1 ¢ikartildi. Beyin dokulari
histolojik takip sonrasi parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alman kesitlere nesfatin ekspresyonun i¢in avidin-biotin-peroksidaz metodu
uygulandi. immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde histolojik skor olusturuldu.

Bulgular: Nesfatin immiinreaktivitesi kontrol ve tampon gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda nesfatin immiinreaktivitesi DM
grubunda anlamli bir sekilde artmisti. DM grubu ile karsilastirildiginda ise nesfatin immiinreaktivitesi DM+ TIA grubunda anlamli olarak azalmisti.
Sonug: Bu ¢alisma ile diyabetik beyin dokusunda TIA’nin nesfatin yoluyla koruyucu etkiler yapabilecegi kanaatine varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Nesfatin, Thiamin, Si¢an

ABSTRACT
The Effects of Thiamine on the Expression of Nesfatin in the Brain Tissue of Diabetic Rats

Objective: It's known that metabolic and vascular disorders impair functional and structural integrity of brain in diabetic patients. It's It is shown that
thiamine (T1A) has an important role in neurophysiology. In this study; we aimed to investigate the effect of TIA on the expression of nesfatin in the
brain tissues of diabetic rats.

Material and Methods: In this study, adult male Wistar albino rats were used. The experimental animals were divided into 4 groups, containing 6
animals in each group. In the control group; the rats didn't receive any drugs during the 6 weeks of the study period. Buffer group was administered
phosphate-citrate buffer intraperitoneally (IP). In the DM group; 50 mg/kg single dose streptozotocin (STZ) was administered IP. DM+TIA group
received 50 mg/kg single dose of STZ and started 25mg/kg/day of TIA orally after the induction of DM. At the end of the experiment, the rats were
decapitated under the anesthesia and the brain tissues were removed. Brain tissues were embedded into paraffin blocks after the routine histological
preparations. Avidin-biotin-peroxidase technique was used in determination of nesfatin expression. Histologic score was created in by the assessment
of immunohistochemical staining.

Results: The immunoreactivity of nesfatin was found as similar in control and the buffer groups. Nesfatin immunoreactivity was found significantly
increased in the DM group compared to the control group. Nesfatin immunoreactivity was found significantly decreased in the DM+TIA group
compared to the DM group.

Conclusion: We can conclude that thiamin has protective effects via nesfatin on the brain tissues of diabetic rats..
Key Words: Diabetes Mellitus, Nesfatin, Thiamine, Rat

Gelisen diinyada, 6nemli bir saglik sorunu haline hayvanlarin merkezi sinir sistemlerinde (MSS)’lerinde
gelen diyabetin goriilme siklig1 endise verici bir oranda hem yapisal hem de elektrofizyolojik bozukluklar
artty  gostermektedir  (1).  Diyabetik  kisilerde gelistigini;  ndrotransmitter  seviyesinde,  ndron
hipergliseminin, c¢esitli organ ve dokular {izerinde yogunlugunda, apoptotik  aktivite ve  bilissel
olusan ciddi hasarlardan sorumlu oldugu bilinmektedir. fonksiyonlarda 6nemli degisimlerin ortaya c¢iktigini
Diyabetin  komplikasyonlar1  arasinda  retinopati, gostermektedir (4). Diabetes mellitus (DM)’un beyinde
nefropati, noropati ve ateroskleroz sayilabilir (2). oksidatif stres ve inflamasyonu artirdigina yonelik daha
Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk olmasinin yani onceki c¢aligmalar arastirmacilari, diyabetin veya
sira ayni zamanda da artmis bir oksidatif stres durumu komplikasyonlarmin tedavisinde farkli arayislara
olarak tammlanmaktadir (3). Tip | diyabetik sevketmigtir (5). Tiamin (TIA), hemen hemen tiim
hayvanlardan elde edilen deneysel veriler, bu organizmalarda, enerji metabolizmasinda kofaktor
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olarak gorev yapmasinin yani sira karbonhidrat, lipit ve
aminoasit metabolizmasinda da goérev alan temel bir
vitamindir (6).

Tiamin eksikligi sonucu birka¢ temel mekanizma
ile hiicrede apoptoz ve ndrodejenerasyon olusur. TIA,
tiamin fosfat ve tiamin bagimli enzimlerdeki azalma
oksidatif stresi ¢ogaltir ve ndrodejenerasyona siiriikler.

Tiaminin hem enerji yolaklarinda hem de
oksidatif  strese  karsi  gelistirilen  savunma
mekanizmalarinda gorev aldiginin ortaya konmasi,
saglik alaninda birgok hastaligin tani ve tedavisinde
yardimei olacagini diisiindiirmektedir (7). Nesfatin-1’in
ise anoreksijenik etkisine ilave olarak metabolik
kontrolde 6nemli rol oynayan anti-hiperglisemik etkisi
de rapor edilmistir (8). Aclik plazma nesfatin
seviyelerinin diabetik hiperfajinin patofizyolojisinde
rol oynayabilecegi, nesfatin’in basta Tip 2 DM olmak
iizere metabolik hastaliklarin tedavisindeki yararini
degerlendirmek i¢in daha fazla calismaya ihtiyag
oldugu sonucuna varilmistir (9).

GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) ile Firat Universitesi T1ip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dali laboratuvarinda
yapildi. Calismada FUDAM’dan temin edilen 24 adet,
Wistar albino cinsi erigkin erkek si¢anlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4
esit gruba ayrildi.

Kontrol grubu (n=6): Bu gruptaki sig¢anlara
galisma siiresince herhangi bir islem yapilmadi.
Tampon grubu (n=6): Bu gruba sadece 0,1 M fosfat-
sitrat tamponu intraperitoneal (i.p) olarak uygulandu.
DM grubu (n=6): Bu gruptaki siganlara 50 mg/kg
olacak sekilde tek doz streptozotosin (STZ) 0,1 M
fosfat-sitrat tamponunda ¢ozdiriilerek ip olarak
uygulandi. Aglik kan glukoz diizeyi 250 mg/dl iizeri
olan sicanlar diyabetik kabul edildi. DM + TiA grubu
(n=6): Bu gruptaki sicanlara 50 mg/kg olacak sekilde
tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda
¢Ozdiiriilerek i.p olarak verilmesinden sonra olusan
diyabeti takiben TIA 25 mg/kg/gin oral olarak
uygulandi

Tiim gruptaki siganlar 6 haftalik deney sonunda
ketamin (75mg/kg)+xylazine (10mg/kg) anestezisi
altinda dekapite edildikten sonra hizla ¢ikartilan beyin
dokular1 % 10’luk formaldehit soliisyonunda tespit
edilip rutin histolojik doku takibi sonrasinda parafine
gomiildi.  Parafin  bloklardan  alman  4-5pm
kalinhigindaki  kesitlere  avidin-biotin-peroksidaz
yontemi uygulanarak Nesfatin (Rabbit Nesfatin-1
primary antibody, H-003-22, Phoenix Pharmaceuticals,
Inc., California, USA) immiinre aktivitesi ig¢in
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Pozitif kontrol
icin sican mide dokusu kullamldi. Immiinohisto
kimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde Kuloglu ve
ark. (10) vyaptigi sekilde; immiinre aktivitenin
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yayginligi (0.1: < % 25, 0.4: % 26-50, 0.6: % 51-75,
0.9: % 76-100) ve siddeti (0: yok, + 0.5: ¢cok az, + 1:
az, + 2: orta, + 3: siddetli) esas alinarak histolojik skor
olusturuldu (Histolojik skor = Yayginlik x siddet).

Elde edilen veriler ortalama standart sapma olarak
belirlendi. Tiim istatistiksel analizler SPSS version 21
programi  kullanilarak  yapildi.  Gruplar  arasi
degerlendirme  One-way  ANOVA, grup i¢i
degerlendirmede ise paired t testi kullanildi.

BULGULAR

Nesfatin immiinreaktivitesi icin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu Nesfatin immiinre-
aktivitesi; kontrol (sekil 1) ve Tampon (sekil 2)
grubunda benzerdi. Kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda Nesfatin  immiinreaktivitesi DM
grubunda  (sekil 3) istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde  artmusi  (p<0.05). DM grubu ile
kargilastirildiginda ise Nesfatin  immiinreaktivitesi
DM+TIA grubunda (sekil 4,5) anlamli olarak azalmisti
ve kontrole benzer izlendi (p<0.05). Tim gruplara ait
Nesfatin immiinreaktivitesine ait histolojik skor Tablo
1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Nesfatin immiinreaktivitesi histolojik skor

Nesfatin Immiinreaktivitesi

KONTROL 0.75+0.26
TAMPON 0.81+0.11
DM 2.40+0.46°
DM+TIA 0.71£0.18°

®Kontrol grubuna gére karsilastirildigind, °DM grubuna gére
karsilastinidiginda, P<0.05.
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Sekil 1. Kontrol grubuna ait beyin dokusunda nesfatin
immiinreaktivitesi (—).

Sekil 2. Tampon grubuna ait beyin dokusunda nesfatin
immdinreaktivitesi (—).
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Sekil 3. DM grubuna ait beyin dokusunda nesfatin immdinreaktivitesi
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Sekil 4. DM + TIA grubuna ait beyin dokusunda nesfatin
immiinreaktivitesi (—).

Sekil 5. Nesfatin pozitif kontrol.

TARTISMA

Diabetes mellitusun fizyopatolojisinde, bozulmus olan
insiilin salinimi ve insiilin direnci rol oynamaktadir.
Insiilin direncinin gelismesinde ise genetik faktorler ile
beraber inflamatuar fakorler, hiperglisemi ve serbest
yag asitleri gibi cevresel faktorler de etkilidir. Insiilin
reseptor ve insilin reseptor substrat 1 (IRS-1)
polimorfizmi, beta 3 reseptdr geni ve ayrilma protein
(UCP) gen mutasyonlari; bilinen genetik sebeplerdir
(11). Diyabet; reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin artmis
uretimi, antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersizligi ve sonu¢ olarak artmig oksidatif stresle
iligkilidir (12). Diyabet ve norodejeneratif hastaliklarda
mitokondrial fonksiyon bozukluguna bagli olarak;
oksidatif strese neden olan serbest radikal tretimi
artarken, enerji metabolizmasinda aksamalar meydana
gelir (13). Bu baglamda c¢aligmalar diyabetin,
hastalarin  MSS islevlerinde aksakliklara neden
olabilecegini gostermektedir (14). MSS’deki diyabetik
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komplikasyonlar periferik sinir sistemindekinin aksine
kolay fark edilemez (15).

Diyabetik ratlarin beyin dokularinda ve serebral
mikrodamarlarinda oksidatif hasar1 gdsteren lipid
peroksidasyon yan iirlinlerinin artti§1, antioksidan
savunmada rol oynayan siiperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitelerinin azaldigi ve hiperglisemiye bagli Ca®*
homeostazimin bozuldugu goriilmiistiir (16). Deneysel
diyabet olusturulan si¢anlarda ve diyabetli hastalarda
diyabetin etyolojisinde oksidatif stresin rol oynadigi
gosterilmis ve serbest oksijen radikalleri ile lipid
peroksidasyonunun arttigr goriilmistiir (17). Serbest
radikallerin artmasi glutatyonun (GSH) ve major
norodejeneratif hastaliklarin  orjini olan oksidatif
stresin karsiti olan savunma sistemlerinin azalmasi ile
sonuclanir (18). Oksidatif stres ROS olusumuna neden
olmakla birlikte MSS’de de inme, Alzheimer ve
Parkinson Hastalig1 gibi akut ve kronik norolojik
hastaliklarda noérotoksisite i¢in bir son basamak olarak
belirtilmistir (19). Deneysel diyabette antioksidanlarin
noronlart korudugu yapilan g¢alismalarla belirtilmigtir
(20). Alzheimer, Parkinson, Huntington, Wernicke-
Korsakoff sendromu gibi nérodejeneratif hastaliklarda
tiamin eksikliginin oksidatif stresi arttirmasi, enerji
metabolizmasindaki tiamin bagimli enzimlerin ve bu
enzimlerin dahil olduklari siire¢lerin oksidatif strese
duyarli olmasi, TIA varligiin oksidatif stres siirecini
geri ¢cevirmesinin yaninda diger antioksidanlarin tiamin
eksikligi ile tetiklenen degisiklikleri geri cevirmesi;
tiamin ile oksidatif stres arasindaki etkilesimi
desteklemektedir (7). TIA eksikligi merkezi ve
periferik sinir sisteminde ve sinir liflerinin miyelin
kiliflarinda  dejenerasyonuna yol agabilir. MSS
enerjisinin hemen hemen tamami karbonhidratlarin
metabolizmasina baghdir. TIA eksikliginde sinir
dokusunun % 50-60 oraninda azalan glikoz tiiketimi,
yag metabolizmasinda tiireyen keton cisimlerinin
kullanim1 ile karsilanir. TIA eksikliginde MSS’nin
noron hiicrelerinde siklikla kromatoliz, sisme ve
iletisim  bozuklugu olabilir (21). Yine tiamin
eksikliginin inflamatuar yamt ve oksidatif stresi
artirdign bilinmektedir (22). TIA ve oksidatif stres
iliskisi DM’de iyice belirlenmis olup diyabete bagl
gelisen komplikasyonlarin da TIA eksikligine benzer
sekilde artmis reaktif oksijen tiirleriyle iligkisi
belirlenmistir (23).

Ayrica, TIA’nin hayvan hiicrelerinde impuls
iletimi, immiin sistem aktivasyonu ve
sinyalizasyonunda 6nemli rolii oldugu da bilinmektedir
(24). Aym1 zamanda tiaminin, farelerde mitokondriyal
toksinleri ve oksidatif stresin sebep oldugu apoptozisi
engelledigi  bulunmustur  (25). Insanlarda ve
hayvanlarda beslenme iizerine etkileri olan mediatdrler
iizerindeki c¢aligmalar, gida alimmi yonlendiren
mediyatorlerden biri olan Nesfatin’e yonelmemize
sebep olmustur (26). Nesfatin’in tuberal hipotalamik
néronlardan sadece gida alimmin diizenlenmesinde
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degil aynm1 zamanda bazi beyin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde, otonom regiilasyonunda, stres, ruh
hali ve paradoksal uykuda diizenleyici olarak rol aldig:
bilinmektedir (27). Spesifik antikorlar ile yapilan
immiinohistokimyasal c¢aligmalarda bu proteinin
ozellikle hipotalamusun enerji dengesini diizenleyen
paraventrikiiler, supraoptik ve arkuat niikleuslarinda ve
lateral hipotalamik bolgede yogunlastigini gostermistir
(28).

Diisiik  nesfatin  diizeylerinin  postreseptor
sinyallerle ilgili ileti sistemlerinde aksakliklara sebep
olabilecegi ve GLUT-4 reseptoriiniin  glukoz
transportunu  bozarak insiilin  rezistanina  yol
acabilecegi ileri slrilmistir (29). Su ve ark. (8)
Nesfatin’in  antihiperglisemik etkili oldugunu ve
nesfatin’in intravendz enjeksiyonunun hiperglisemik
ratlarda kan glukoz seviyesini énemli 6l¢lide azalttigi,
bu antihiperglisemik etkinin zaman, doz ve insiilin
bagimli oldugu ayrica periferik etkiyle olustugu tespit
edilmis ve diger antihiperglisemik ajanlarla
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