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Ozet

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakterilerin duvarlarinda bulunan
ve canlilar icin oldukca toksik olan bir molekildir. LPS canliya nifuz ettigi
zaman endotoksemi meydana gelir ve daha ciddi seviyelere ilerledigi
durumlarda septik sok olusur. Bu calismada, LPS ile olusturulan endotoksemi
sonucu meydana gelen inflamasyon ve oksidatif stresin lGzerine metformin ve
Fibroblast Buyume Faktdor 21 (FGF21)'in etkisi arastirnimistir. Calismada 40
Spraque Dawley cinsi rat, her birinde 8 rat bulunacak sekilde 5 gruba ayrildi.
Gruplar; Kontrol, LPS, LPS'den 1 saat 6nce metformin, LPS sonrasi 1.saatte
metformin ve LPS sonrasi 3.saatte metformin olarak belirlendi. LPS 5 mg/kg
ve Metformin 200 mg/kg hacimlerde hazirlanarak ratlara intraperitoneal yolla
enjekte edildi. LPS enjeksiyonundan 24 saat sonra ratlardan kan 6rnekleri ve
karaciger dokulari alindi. Rat serumlarinda; Alanin Aminotransferaz (ALT),
Aspartat Aminotransferaz (AST), Tumoér Nekroz Faktéor Alfa (TNF-a),
Interlokin-10 (IL-10) ve FGF21 dizeyleri o6lclldi. Karaciger doku
orneklerinde ise Myeloperoksidaz (MPO), Malondialdehit (MDA) ve FGF21
dlzeyleri tespit edildi. Karaciger dokulari hematoksilin-eozin boyasi
kullanilarak histolojik olarak incelendi. Veri analizleri IBM SPSS Statistics 21
paket programlari ile yapildi. Elde edilen verilere gbére, LPS’nin ratlarin
karaciger dokularinda oksidatif stres ve inflamasyon acisindan ciddi hasarlar
meydana getirdigi gozlendi. Tedavi gruplan ile karsilastirildiginda,
metforminin inflamasyon (zerine koruyucu etkisi oldugu saptandi. FGF21'in
inflamasyon sonrasi 6zellikle karaciger dokusunda Uretiminin indiklendigi ve
metforminin bu etkinligi arttirmis olabilecegi disinuldd.

Anahtar kelimeler: Fibroblast Blyume Faktér 21, inflamasyon,
lipopolisakkarit, metformin



Summary

Lipopolysaccharide (LPS) found on the walls of gram negative bacteria
is highly toxic to living organisms. Endotoxemia occurs when the LPS
penetrates into the living body and septic shock occurs when progressing to
higher levels. In this study, the effect of metformin and Fibroblast Growth
Factor 21 (FGF21) on inflammation and oxidative stress occurred by LPS-
induced endotoxemia was investigated. In the study, 40 Sprague Dawley rats
were divided into 5 groups with 8 rats each. Groups were determined as
Control, LPS, metformin 1 hour before LPS, metformin 1 hour after LPS and
metformin 3 hours after LPS. LPS and Metformin was prepared at 5 mg/kg
and 200 mg/kg volumes and injected intraperitoneally to the rats. Blood
samples and liver tissues were taken from the rats 24 hours after LPS
injection. In rat serum; Alanine Aminotransferase (ALT), Aspartate
Aminotransferase (AST), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a), Interleukin-
10 (IL-10) and FGF21 levels were measured. Myeloperoxidase (MPO),
Malondialdehyde (MDA) and FGF21 levels were detected in liver tissue
samples. Liver tissues were examined histologically using hematoxylin-eosin
stain. Data analysis was done with IBM SPSS Statistics 21 package
programs. According to the obtained data, it was observed that LPS caused
serious damage to the liver tissues in terms of oxidative stress and
inflammation. However, when compared with the treatment groups, it was
found that metformin had a protective effect on inflammation. It is thought
that FGF21 is induced in the liver after inflammation and metformin may
increase this activity.

Keywords: Fibroblast Growth Factor 21, inflammation,
lipopolysaccharide, metformin
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1- GIRIS VE AMAC

Inflamasyon fiziksel, kimyasal ve patojenlerin neden oldugu bir doku
hasarina karsi hilcresel ve humoral dlzeyde olusan gucli bir fizyolojik
yanittir. Inflamasyonda amac¢ hasar olustugu yerde sinirli  tutmak,
hasarlayici etkeni ve Urlnleri ortadan kaldirmak, kontrol saglandiktan sonra
hasarli dokularin tamirini ve yenilenmesini saglamaktir (Tuzlal, Gillioglu &
Cevikbas, 2014).

Inflamasyon sirasinda lokal olarak isi artisi, agri, kizariklik ve sislik gibi
belirtiler goéralir. Sistemik olarak ise ates, sedimantasyon, lékosit ve
vaskiiler permeabilite artisi gériliir. Inflamasyonun organizmada (¢ temel
amaci vardir. Bunlar, hastalik etkenini yok etmek, yok edemiyorsa vicuttan
ayri tutmak ve hasarl dokulari ortadan kaldirmaktir (Libby, 2007).

Lipopolisakkarit (LPS), Gram negatif bakterilerin dis zarinin bir pargasi
olup iki major fonksiyonu gercgeklestirmektedir. Birincisi, koruyucu role sahip
olmasi; Gram negatif bakteriler igin zorlu cevresel sartlara ve stres
faktorlerine karsi bariyer gérevi gérmesidir. Ikincisi ise, LPS Gram negatif
bakterilerin ayni zamanda endotoksini olmasi ve memeli hicrelerde patojen
olarak davranmalarini saglamaktir (Steimle, Autenrieth, & Frick, 2016).

LPS, inflamatuar sitokinlerin, serbest oksijen radikallerinin, Nitrik Oksit
ve arasidonik asit metabolitleri gibi medyatoérlerin ortaya c¢ikmasina neden
olarak, inflamasyonun baslatiimasinda énemli rol oynar (Er, vd., 2010).

Metformin, Tip II Diabetes Mellitus tedavisinde yaygin olarak kullanilan
biguanid tlrevi oral hipoglisemik ilactir (Saisho, 2015). Metforminin, hepatik
glukoneogenezi baskilayarak ve kaslardaki insilin duyarlihdini arttirarak kan
glukozunu azalttigi gosterilmistir. Ancak bu etkisinin 6tesinde, metforminin
anti-aging, anti-kanser ve anti-inflamatuar etkileri de mevcuttur. Calismalar,
metforminin anti-inflamatuar etkisini, AMP aktive protein kinaz (AMPK)’In
Nukleer Faktér Kappa B (NF-kB) (zerindeki inhibisyonu sonucu
olusturdugunu ortaya koymaktadir (Saisho, 2015). Bu inhibisyon araciligi ile
makrofajlardan Nitrik Oksit, prostaglandin E2 ve pro-inflammatuar sitokinler
olan IL-1B, IL-6 ve TNF-a dretimlerini azaltmaktadir (Hyun, vd., 2013).
Bunun yani sira, anti-inflammatuar sitokinler olan IL-4 ve IL-10 protein
ekspresyonlarini da arttirmakta ya da korumaktadir(Hyun, vd., 2013).

Fibroblast Buyuime Faktorleri (FGF), genis bir polipeptit ailesi olup,
cesitli biyolojik aktivelere sahiptir. FGF ailesi, sekans benzerliklerine,
biyokimyasal islevlerine ve evrimsel gelisimlerine gére 7 alt aileye ayriimig 22
Uyeden olusur. Bilinen FGF ailesi Uyelerinin, 6zellikle mitoz, doku onarimi,
transformasyon ve anjiyogenez gibi olaylarda rol aldiklari gosterilmisse de,
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son calismalar, endokrin hormon benzeri dizenleyici etkilere de sahip
olduklarini ortaya koymaktadir (Presta, Chiodelli, Giacomini, Rusnati, &
Ronca, 2017).

Fibroblast Bluylume Faktdrleri ailesinin bir Gyesi olan FGF21, baslica
karaciger, pankreas ve adipoz doku olmak Uzere bircok organda eksprese
edilen, dnemli bir endokrin metabolik regilatérdir. Ozellikle lipid ve glukoz
metabolizmasinda dizenleyici olarak gdrev alan FGF21'in, serumda artmasi,
glukoz ve trigliserid dizeylerinin azalmasina yardimci olmaktadir (Feingold,
vd., 2012).

Karacigerde aclik ve ketojenik diyet, FGF21 salinimini arttirmakta ve
yag asidi oksidasyonunda anahtar rol oynamaktadir. FGF21 serum dlizeyleri
aclik, fibrat tedavisi, obezite ve Tip II Diabetes Mellitus hastaliginda
yukselmektedir (Cariello & Moschetta, 2014). Yapilan calismalarda, FGF21'in
akut faz reaksiyonu durumunda serumda miktarinin ylkseldigi ve
inflamasyonda koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir(Feingold, vd.,
2012; Singhal, vd., 2016; Yu, vd., 2016).

Metformin ve FGF21 dlzeyleri arasindaki iliski hicre kiltaria caligmalari
ile go6sterilmistir. Nygaard ve ekibi tarafindan vyapilan hicre kualtiri
calismasinda, metforminin karaciger hepatosit hicrelerinden FGF21
ekspresyonunu indlkledigi gosterilmistir (Nygaard, Vienberg, Orskov,
Hansen, & Andersen, 2012).

Hui Fan ve ekibi tarafindan yeni tani konmus Tip II Diabetes Mellitus
hastalari ile yurittllen calismada, metformin kullanimi sonrasi hastalarin
plazma FGF21 dizeylerinde dikkate deger bir disils oldugu tespit edilmistir
(Fan, vd., 2016). FGF21 dulzeylerindeki distsin, metforminin diyabet
hastalarinin glukoz-lipid metabolizmalarinda ve inflamasyonda meydana
getirdigi iyilesme Uzerinden gerceklestigi yorumlanmistir.

Yapilan galismalarin buayuk bir bolimu hicre kaltlird ortaminda yapilmis
olup, in vivo veriler azdir.

Bu tez gcalismasindaki amacimiz, erkek ratlara uygulanacak olan LPS
ile inflamasyon modelinde, metforminin inflamasyon Uzerindeki olasi
koruyucu veya tedavi edici etkilerini, biyokimyasal belirtecler ve histolojik
incelemeler ile arastirmak olmustur. FGF21'in inflamasyondaki dizeyleri, roll
ve metforminin FGF21 Uzerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.



2-GENEL BILGILER

2.1 Inflamasyon ve Sepsis

Canh organizmalarin yasamlarini siurdirebilmek icin enfeksiyon
etkenleri gibi organizma dis! istilacilari ve hasarli dokulari uzaklastirmaya
ihtiyaci vardir. Bu fonksiyonlar, inflamasyon adi verilen, karmasik bir
organizma yaniti aracihdi ile gergeklestirilir. inflamasyon genel olarak; konak
hicrenin, kan damarlarinin, proteinlerin ve diger medyatoérlerin, hicre
hasarini baslatan nedeni ve bu neden yilzinden nekroza ugrayan hicre ve
dokularin ortadan kaldirmaya calistigi ve onarim sirecini baslattigi, koruyucu
bir yanit olarak tanimlanmaktadir (Tuzlal, 2014).

Galen ve Celsus, inflamasyonun dis belirtilerini periferik vazodilatasyon
(rubor), ates (calor), agri (dolor), artmis kilcal gegirgenlik (tumor) ve organ
islev bozuklugu (functio laesa) olarak tanimlamistir (Vincent, Opal, Marshall,
& Tracey, 2013). Temel dizeyde, enfeksiyon veya doku yaralanmasiyla
tetiklenen akut inflamatuar cevap, kan bilesenlerinin (plazma ve l6kositler)
koordineli olarak enfeksiyon veya yaralanma bdlgesine migrasyonunu igerir.
(Majno, G., & Joris, 1., 2004). Inflamatuar yanit kisaca; 1) Zararli etkenin
tespit edilmesi, 2) I6kositlerin inflamatuar yanitin olusacagi yere toplanmasi,
3) tespit edilen zararh etkenin ortadan kaldirilmasi, 4) olusan yanitin
duzenlenmesi ve denetlenmesi, 5) hasarli bélgenin onarimi ve son olarak 6)
fonksiyon kaybinin giderilmesi asamalarini icermektedir (Tuzlali, 2014).
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Sekil 2.1 inflamasyon sirecleri (Tuzlah, 2014)



Inflamasyonun major tetikleyicisi, patojen mikroplar olmakla beraber,
mekanik travma, iskemi, mineraller, kristaller, kimyasallar ve antijenler de
dahil olmak Uzere steril uyaranlar da inflamasyonu tetiklemektedir. Bu tur
inflamasyonlar steril inflamasyon olarak adlandirilabilir. Bu steril uyarilarin
blyuk bir kismi, zararli, tahris edici veya antijenik olarak kategorize edilebilir
(Rock, Latz, Ontiveros, & Kono, 2010). Inflamasyonun cesitli tetikleyicileri,
enfeksiydoz veya steril olsun, asagi yukari ayni vaskller ve hicresel
mekanizmalara yol acar.

Bir enfeksiyona bagl olarak gelisen sistemik inflamatuar yanit sepsis
olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyon; normalde steril olan bir doku, sivi veya
vlicut kavitesinin potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalar tarafindan
invazyonu olarak tanimlanmaktadir (Levy, vd., 2003). Sepsis; sistemik
inflamasyon, koagllasyon ve bozulmus fibrinolizin meydana geldigi bir
tablodur. Sepsis fizyopatolojisinde, patojenler ve inflamatuar yanit yer
almaktadir (Stearns-Kurosawa, Osuchowski, Valentine, Kurosawa, & Remick,
2011).

Sepsisin gelismesi igin mikroorganizmanin kendisinin direk konakgiyi
enfekte etmesi zorunlu degildir. Patojene ait herhangi bir sinyal Grind veya
Urettigi toksinlerin lokal ya da sistemik yayillmasi da sepsisi baslatabilir.
Sepsis en sik Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin toksinlerine bagl
olarak gelisir. Az olmakla beraber virlisler, mantarlar ve protozoalara ikincil
olarak da gelisebilir. Gram negatif bakterilerin daha sik etken olmalan
nedeniyle, dzellikle sepsis patogenezi ile yapilan galismalarda, Gram negatif
bakteri toksinleri kullaniimaktadir (Bosmann & Ward, 2013).

Sepsiste inflamatuar yanit, 6zellikle, Toll-benzeri reseptoérler (TLR’ler)
ve NOD (nlkleotit baglayici oligomerizasyon-domen protein)-benzeri
reseptorler (NLR'ler) gibi dogal bagisiklik sistemindeki reseptorlerin, mikrobik
enfeksiyonlar (6zellikle bakteriyel enfeksiyonlar) tarafindan tetiklenmesi ile
ortaya c¢lkmaktadir(Barton, 2008). Enfeksiyonu taniyan reseptoérler,
makrofajlar ve mast hicrelerini harekete gecirir ve bunlarin aracilik ettigi,
kemokinler, sitokinler, vazoaktif aminler, eikozanoidler ve proteolitik kaskat
mekanizlarini iceren gesitli inflamatuar medyatérlerin Gretilmesine yol acar.
Bu medyatoérlerin ana ve en 6nemli etkisi, inflamatuar bir eksudati lokal
olarak ortaya cikarmaktir: Normalde kan damarlariyla sinirlandirilan plazma
proteinleri ve I6kositler (esasen noétrofiller), postkapiller veniller vasitasiyla,
bolgedeki ekstravaskiler enfekte ya da hasarli dokulara erisebilmektedir.
(Medzhitov, 2008)
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Sekil 2.2 Patojenlerin hiicre membraninda taninmasi sirasinda gelisen
mekanizmalar (Tuzlal, 2014)

Hastalikli doku bdlgesine ulastiklarinda, nétrofiller ya patojenlerle
dogrudan temas yoluyla ya da dokuda bulunan hicreler tarafindan salgilanan
sitokinlerin etkileri ile aktive olurlar. Nétrofiller, istilaci maddeleri, reaktif
oksijen turleri (ROS) ve reaktif azot turlerini (RNS), proteinaz 3, katesin G ve
elastazi iceren toksik igerikli grantllerini serbest birakarak 6ldirmeye
calisirlar. Bu son derece gucli molekulller mikrobiyal ve konakgl hedefleri
arasinda ayrim yapamaz, dolayisi ile konak¢l dokularda meydana gelecek
hasar kacinilmazdir (Nathan, 2002).

Inflamasyonun; diyabet, bazi kanserler, ateroskleroz, osteoporoz,
sarkoidoz ve tlberkililoz gibi bircok hastaligin patofizyolojisinde rol aldigi
gunimizde bilinmektedir. Inflamasyonun koordineli olarak calisan ortak etki
mekanizmalari, canli organizmada meydana gelen zararin etkilerini
hafifletirken, aciga cikan toksik molekdller, farkh dokularda doku hasari ve
oksidatif stres meydana gelmesine neden olabilir. Tium bu biyolojik cevabin
gelismesi dogal ve kazanilmis bagisiklik hicreleri tarafindan dizenlenen
bircok inflamatuar medyatoér ile kontrol edilmektedir(Libby, 2007).

Inflamasyon icin yapilan en iyi ve gegerli siniflama, siirenin géz éniine
alinarak yapildigi siniflamadir. Buna gore inflamasyon akut ve kronik olmak
Uzere ikiye ayrilir(Tuzlah, 2014).



2.1.1 Akut Inflamasyon

Lokosit ve plazma proteinlerinin, hizla inflamasyon bdélgesinde
toplanmasi akut inflamasyon slirecini baslatir (Tuzlal, 2014).

Akut inflamasyon baslica 2 bilesen igerir:

1. Vaskiiler Olaylar: Damarlarda meydana gelen vazodilatasyon,
inflamasyon bdlgesine kan akiminin artmasini saglarken, damar duvarindaki
gecirgenlik artisi plazma proteinlerinin kan dolasimindan uzaklagsmalarina
sebep olur. Endotel hicrelerinin aktiflenmesi ile birlikte, l6kositler damar
duvarlarindan gecerek inflamasyon bdlgesine g6¢ ederler ve adezyon
Ozellikleri artar. Vazodilatasyon ve kan akimi artisinin meydana gelmesi,
intravaskuler hidrostatik basincin  artmasina sebep olur. Bu durum
kapillerden sivi filtrasyonunun artmasi ile sonuglanir. Toplanan sivi
baslangicta transuda 0Ozellikli olsa da, damar duvari gegirgenligi arttigindan
ve bolgeye hiicreler toplanmaya basladigindan protein igerikli eksuda siviya
doénusir. Sonucta intravaskiler ozmotik basing azalir ve interstisyel ozmotik
basing artarak ddeme neden olur(Kuralay & Cavdar, 2006; Ryan & Majno,
1977; Tuzlah, 2014).
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Sekil 2.3 Akut inflamasyonda meydana gelen lokal degisikler (Tuzlali,
2014)



2. Hiicresel olaylar: Vaskiler degisikliklerin meydana gelmesi sonrasi
l6kositler, damar disina c¢ikarak enfeksiyonlu ya da hasarli dokularin yer
aldigi inflamasyonlu boélgede toplanirlar. Akut inflamasyonun olusmasinda rol
alan bagslica l6kositler, nétrofillerdir (Tuzlah, 2014).

Bu hucrelerin inflamasyon bdélgesinde toplanmalari ok asamali siregleri
icermektedir. Sureg sirasiyla su asamalari igerir:

a. Endotel adezyon molekilleri olan selektinler araciligi ile nétrofiller
Oncelikle endotel yuzeyine gevsekce vyaklasir ve yuvarlanirlar
(migrasyon ve yuvarlanma).

b. ikinci asamada yine endotel adezyon molekilleri olan integrinler
sayesinde endotele sikica tutunma (adezyon) islemi gercgeklesir.

c. Uclincii asamada nétrofiller endotel hiicreleri arasindaki
bosluklardan damar disina gé¢ ederler (transmigrasyon). Burada
CD31 ( trombosit endotel hicresi adezyon molekuli-1/PECAM-1)
adezyon molekilt gorev alir.

d. Endotel disina gé¢ eden nétrofiller, zararl etkenleri fagositoz yolu
ile ortadan kaldirmaya calisirlar. Fagositoz islemi 3 asamada
gerceklesir; aktif notrofil édncelikle zararli etkeni tanir ve lzerine
baglar, zararli etken notrofil icerisine alinarak fagosit vakuol(
icerisine hapsedilir ve myeloperoksidaz gibi enzimler ile
parcalanarak ortadan kaldirihr (Ryan & Majno, 1977; Tuzlah,
2014).

Noétrofillerin  temel fonksiyonu, fagositoz ile mikroorganizmalar yok
etmektir ve burada temel etken myeloperoksidaz (MPO) enzimidir. MPO, CI
iyonlarini kullanarak H»0,'yi Hipokloroz aside (HOCI) doénustiridr. Oldukca
reaktif olan HOCI bircok biyolojik moleklli oksitleyerek ortadan
kaldirmaktadir (Klebanoff, 1999).

MPO
H,0,+ CI” + HY » HOCl + H,0
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Sekil 2.4 Akut inflamasyonda I6kositlerin davranis mekanizmasi
(Tuzlah, 2014)

Tum bu vaskller ve hucresel olaylar, farkh kimyasal medyatorler
tarafindan gergeklestirilir. Vaskller olaylarin ilk asamasinda yer alan
vazodilatasyon prostaglandinler ve nitrik oksit kontrolinde meydana gelir.
Lokositlerin aktif hale gecmesi kemokinler (6rn: Interlokin-8) araciligiyla
gerceklestirilir. Inflamasyonun sistemik etkilerinden ates; IL-1, IL-6, TNF-a
ve prostaglandinler aracihdi ile sekillenirken, agri gelisiminde prostaglandinler
ve bradikininler rol oynamaktadir. Doku hasarinin olusmasinda ise nétrofil ve
makrofaj lizozomal enzimleri, oksijen metabolitleri ve nitrik oksit gibi birgok
kimyasal medyatdr goérev alir (Nathan, 2002; Ryan & Majno, 1977; Tuzlah,
2014).

Akut inflamatuar yanitin olusmasina neden olan zararli etkenlerin
varhiginin devam etmesi durumu veya iyilesme slirecinde meydana gelen
herhangi bir aksaklik sonucunda doku iyilesmesi meydana gelmezse, akut
inflamasyon kronik inflamasyona ilerler.

2.1.2 Kronik Inflamasyon

Inflamasyon, herhangi bir nedenle iyilestiremez duruma gelirse, akut
inflamasyon kronik bir asamaya donusitr. Sudrekli enfeksiyon durumu
olusmasi veya kronik hicresel yaralanma gibi, tetikleyici uyaranin yok
edilmesinin basarisiz oldugu durumlarda, haftalarca ve aylarca devam eden
kronik inflamasyon gelisir. Kronik inflamatuar durumlarda, konakciya verilen
hasar, patojenler gibi yabanci istilacilarin degil, konakginin kendisinin
olusturdugu inflamatuar yanit tarafindan meydana gelir (Ahmed, 2011).



Akut inflamasyondan farkli olarak kronik inflamasyonda asadidaki
mekanizmalar meydana gelir:

1. Akut inflamasyonda baslangicta nétrofilik I16kosit infiltrasyonu
mevcuttur. Bunu 24 ve 48 saat sonra monositik hlicrelerin hakimiyeti
takip eder. Buna karsilik kronik inflamasyonda makrofajlar, lenfositler
ve plazma hcreleri gibi tek gekirdekli hiicrelerin varligi mevcuttur.

2. Inflamasyonun meydana geldigi dokuda bulunan inflamatuar hiicrelerin
salgiladiklari Grlinler doku yikiminin gerceklesmesine sebep olur.

3. Yeni damar yapilanmasi (anjiyogenez) ve fibrozisin meydana geldigi
doku onarimi mevcuttur (Tuzlal, 2014).

Modern tip cadindaki kronik inflamasyonun ©Onemi, ateroskleroz,
obezite, Tip II Diabetes Mellitus, astim, inflamatuar badirsak hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit ve kanser gibi birgok hastalikla
iliskili olmasi nedeniyle g6z ardi edilemez hale gelmistir (Ahmed, 2011).

2.1.3 Inflamatuar Sitokinler

Inflamatuar mekanizmanin  olusumunda, c¢ok cgesitli kimyasal
medyatorler gbérev almaktadir. Bunlarin iginde dnemli bir kismi olusturan
sitokinler, hucreler tarafindan salgilanan klgUk proteinlerdir (8-26 kDa) ve
hicreler arasindaki etkilesimler ve iletisimler Uzerinde spesifik etkilere
sahiptirler (Zhang & An, 2007).

Tablo 2.1 Baslica inflamatuar Medyatdrler ve Etkileri (Tuzlali, 2014)

Histamin Mast hlcreleri, bazofiller, = Vazodilatasyon, damar gecirgenliginin
trombositler artmasi, endotel aktivasyonu

Serotonin Trombositler Vazokonstriksiyon

Prostaglandinler Mast hicreleri, 16kositler Vazodilatasyon, agri, ates

Lokotrienler Mast hicreleri, 16kositler Damar gegirgenliginin artmasi,

kemotaksi, |6kosit adhezyonu ve
aktivasyonu

Trombositleri Mast hicreleri, 16kositler Vazodilatasyon, damar gegirgenliginin

aktive eden faktor artmasi, kemotaksi, I6kosit adhezyonu,
degranilasyon, oksidatif patlama

Reaktif oksijen Lokositler Mikroplarin éldirilmesi, doku hasari

tlrevleri

Nitrik oksit Endotel, makrofajlar Damarlardaki diz kaslarin gevsemesi,
mikroplarin éldurdlmesi

Sitokinler (TNF, Makrofajlar, endotel Lokal: endotel aktivasyonu (adhezyon

IL-1, IL-6) hlicreleri, mast hlicreleri molekdillerinin ekspresyonu).

Sistemik: ates, metabolik anormallikler,



hipotansiyon

Kemokinler Lokositler, aktive Kemotaksi, I6kosit aktivasyonu

makrofajlar

Plazma (karacigerde
aretilir)

Kompleman Lokosit kemotaksisi ve aktivasyonu,
hedefin dogrudan oéldirilmesi (MAC,
membran atak kompleksi),
vazodilatasyon (mast hlcresi

stimilasyonu)

Kininler Plazma (karacigerde Damar gecirgenliginde artma, diz
Uretilir) kaslarin kasilmasi, vazodilatasyon, agri

Proteazlar Plazma (karacigerde Endotel aktivasyonu, I6kositlerin

pthtilasma aretilir) toplanmasi

sirasinda aktive

olur

Sitokin genel bir isimdir; diger isimler arasinda lenfokin (lenfositler
tarafindan Uretilen sitokinler), monokin (monosit tarafindan dretilen
sitokinler), kemokin (kemotaktik faaliyet gésteren sitokinler) ve interlékin
(bir 10kosit tarafindan Uretilen ve diger l|6kositler U(zerine etki yapan
sitokinler-IL) bulunur. Sitokinler, kendilerini salgilayan hicrelere (otokrin
eylem), yakindaki hucrelere (parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak
hiicrelere (endokrin eylem) etki edebilirler. Sitokinler birgok hicre nlfusu
tarafindan Uretilir, ancak baskin Ureticiler yardimci T hicreleri (T- Helper, TH)
ve makrofajlardir (Zhang & An, 2007).

Sitokinler zararl etkenlere karsi ortaya cikan en erken bagisiklik ve
inflamasyon mekanizmalarinda ve mikroplara karsi daha geg gelisen spesifik
badisiklik reaksiyonlarinda gérev alirlar. Sitokinler, goérev aldiklari
reaksiyonlara goére, pro- ve anti-inflamatuar sitokinler olmak Uzere ikiye
ayrilirlar (Tuzlah, 2014; Zhang & An, 2007).

Tablo 2.2 Bazi 6nemli sitokinler ve birincil etkileri (Zhang & An, 2007).

Sitokinler Birincil kaynaklari Birincil Aktiviteleri
IL-1a ve 1B Makrofajlar ve diger APC ve T hucrelerinin
antijen sunan uyarilmasi, inflamasyon, ates,
hicreler(APC) akut faz cevabi, hematopoez
IL-2 Aktive T-yardimc 1 (Ty1) B hicrelerinin proliferasyonu,
Hucreler, dogal katil aktive T ve NK hiicre
hicreler (NK) fonksiyonlari
IL-3 Aktive T hucreleri Hematopoetik progenitor
hicrelerin biyimesi
IL-4 Aktive T hucreleri B hiicre proliferasyonu,
eozinofil ve mast hicreleri,
bliyime ve fonksiyonlari,
monokin Uretim inhibisyonu
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IL-5 Ty2 ve mast hicreleri Eozinofil bliyime ve fonksiyonu
IL-6 Aktive Ty2 hcreleri, APC Akut faz yaniti, trombopoez, B
ve diger somatik hiicreler hiicre cogalmasi, T hiicreleri
Uzerinde IL-1 ve TNF ile
sinerjistik
IL-7 Timik ve kemik iligi stromal | T ve B lenfopoezisi
hicreleri
IL-8 Makrofajlar ve somatik Notrofiller ve T hicreleri igin
hicreler kemoatraktan
IL-9 T hicreleri Hematopoetik ve timpopoetik
etkileri
IL-10 Aktive Ty2 htcreleri, CD8+ | Sitokin Uretimi inhibisyonu, B
T ve B hicreleri, hicre proliferasyonu ve antikor
Makrofajlar Gretimi, hiicresel bagisikhidin
baskilanmasi, mast hicrelerin
blylmesi
IL-11 Atromal hicreler Sinerjestik hematopoetik ve
trombopoetik etkiler
IL-12 B hiicreleri,makrofajlar NK hcrelerinin proliferasyonu,
Interferon (IFN) dretimi,
Hulcre-aracih badisiklik
IL-13 Tw2 ve hicreleri IL-4 benzeri aktiviteler
IL-18 Makrofajlar T ve NK hicrelerinden IFN
uretimi
IFN-a ve B Makrofajlar, noétrofiller, bazi | Antiviral etkiler, makrofaj ve
somatik hicreler NK hicre aktivasyonlari
IFN-y Aktive Tyl ve NK hicreleri Notrofil, makrofaj ve NK
hicreleri aktivasyonu, hicre-
aracili bagisiklk,
antiviral etkiler
TNF- a Makrofajlar, mast ve NK Hlcre 6limu, inflamasyon, agri
hicreleri, duyu ndéronlari
TGF- B T hcreleri, monositler Kemotaksi, IL-1 sentezi, IgA
sentezi, proliferasyon
inhibisyonu
TNF- B Tul hicreleri Fagositoz, NO Uretimi, hiicre

olimu

2.1.3.1 Pro-inflamatuar Sitokinler

Pro-inflamatuar sitokinler agirlikli olarak aktive makrofajlar tarafindan
Uretilir ve inflamatuar reaksiyonlarin baslatilmasinda, siddetinin ve sliresinin
dizenlenmesinde goérev alirlar. IL-1B, IL-6 ve tiumoér nekroz faktérd (TNF)-a
gibi bazi proinflamatuar sitokinlerin patolojik agri slirecinde yer aldigina dair
cok sayida kanit bulunmaktadir (Zhang & An, 2007). Akut inflamasyonda rol
alan baslica etkin pro-inflamatuar sitokinler; IL-1, IL-6 ve TNF-a dir.
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IL-1, oncelikle monositler ve makrofajlar olmak UGzere, hicre
yaralanmasi, enfeksiyon, zararli etken istilasi ve inflamasyon sirasinda
fibroblastlar ve endotel hicreleri gibi bagisiklik sisteminde yer almayan
hiicreler tarafindan da salinir (Zhang & An, 2007). IL-1a ve [, icin cDNA'lar
1984'de klonlanmistir. Ikisi de insan kromozomunun 2. lokasyonunda
bulunan iki farklh gen tarafindan kodlanmistir. Boyutlari, hicre ile iligkili
molekdller igin 22-31 kDa ve salgilanmis molekdl igin 17,5 kDa'dir. IL-1B'nin,
ozellikle Lipopolisakkarit kaynakl inflamasyon ve adrida, TNF-a ile birlikte
baslica sorumlu sitokin oldugu calismalarla gosterilmistir (Watkins, vd.,
1994). Hem IL-1a hem de IL-1B, hipotalamusun vaskller endotel hlicrelerini
uyararak, prostaglandin E2 sentezini arttirir ve atesi tetikler. Ayrica T hucre
proliferasyonunu da uyarabilir (Feghali & Wright, 1997; Warren, 1990).

IL-6'nin en dnemli Uretim yerleri monontkleer fagositik htcrelerdir. IL-
6 ayni zamanda fibroblastlar, endotel hlcreleri, B ve T lenfositler,
hepatositler, keratinositler, glial hiicreler ve kemik iligi stroma hicreleri
tarafindan da sentezlenir. Akut inflamasyonun basinda, IL-6 akut faz
yanitlarina aracilik eder. Pro-inflamatuar bir sitokin olarak aktivitesi
stirdiginde akut inflamasyon, immin yanitlari iceren kronik inflamasyona
donlslr. Karaciger tarafindan akut faz protein sentezinin uyarilmasini
saglayan IL-6 ayrica olgun B hicreleri icin bir bliylime faktértudir ve bu
badisikhk  sistemi hicrelerinin antikor Ureten plazma hicrelerine
déntstimlerini indikler. Sistemik javenil idiopatik artrit, Tip I Diabetes
Mellitus, ankilozan spondilit, Sedef ve Crohn hastaligi, romatizmal artrit de
dahil olmak Uzere bazi inflamatuar hastaliklarda dolasimdaki IL-6 seviyeleri
yuksektir (Feghali & Wright, 1997; Gabay, 2006; Zhang & An, 2007).

Ayni zamanda kasektin olarak da bilinen Tumoér nekroz faktdr alfa
(TNF-a), inflamasyon olusumunda ©&nemli rol oynayan bir diger pro-
inflamatuar sitokindir. Oncelikli olarak T lenfositler ve makrofajlar tarafindan
sentezlenmektedir. Sekretuar formu 17 kDa, membran formu ise 26 kDa
olan bir sitokindir(Kriegler, Perez, DeFay, Albert, & Lu, 1988). TNF, 2 hicre
yuzeyi reseptdrld, TNFR1 ve TNFR2 vasitasiyla, apoptotik yollari dizenleyen,
nikleer faktdér kappa B (NF-kB) ve stresle aktive protein kinazlarin
(SAPK'lar1) aktivasyonu ile inflamasyonu dizenleyen cesitli sinyal yollan
Uzerinde hareket eder (Zhang & An, 2007). TNF-a ve IL-1 bircok inflamatuar
ozellikleri paylasmaktadir. TNF-a, IL-1 gibi, dogrudan hipotalamusun
vaskuler endotel hicreleri tarafindan prostaglandin E2 sentezinin uyariimasi
yoluyla ya da dolayh olarak IL-1'in serbest birakilmasi ile atese neden
olabilir. TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi, karaciger tarafindan akut faz yanit
proteinlerinin Uretimini indiklemektedir (Feghali & Wright, 1997; Watkins et
al., 1994; Zhang & An, 2007).
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Sepsis sirasinda, gram negatif bakterilerden salinan lipopolisakkaritler,
makrofajlar tarafindan TNF-a 'nin (ve ardindan IL-1 ve IL-6'nin) yaygin
Uretimini tetikler. TNF-a 'nin sistemik saliniminin, septik sokun karakterize
ettigi ates ve hipotansiyondan sorumlu oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak,
TNF-a 'nin bazi kanser ve enfeksiyonlarda ortaya cikan kaseksiden sorumlu
oldugu dusinidlmektedir (Beutler & Cerami, 1988; Feghali & Wright, 1997).

2.1.3.2 Anti-inflamatuar sitokinler

Anti-inflamatuar sitokinler, pro-inflamatuar sitokinlerin aktivite ve
etkilerini kontrol eden bir dizi immun dizenleyici molekullerdir. Baslica anti-
inflamatuar sitokinler, IL-1 reseptor antagonisti, IL-4, IL-10, IL-11 ve IL-13'G
icerir. IL-1, TNF-a ve IL-18 igin spesifik sitokin reseptorleri de pro-
inflamatuar sitokinler igin inhibitorler olarak islev gorir (Zhang & An, 2007).

Tum anti-inflamatuar sitokinler arasinda, IL-10, aktive makrofajlar
tarafindan salgilanan TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu bastirarak, gugli inflamasyon 6nleyici 6zelliklere sahip bir
sitokindir. Aktive edilmis T hicreleri tarafindan IFN-y Uretimini inhibe ettigi
icin, IL-10'a B hucresi tlrevi T hlcresi buyume faktéri ve sitokin sentezi
engelleyici faktér (CSIF) ismi de verilmistir. Insan IL-10'u icin cDNA, 1990'da
klonlandi ve 18 kDa’lik bir protein oldugu bulundu. IL-10, CD4 + T hicreleri,
aktive CD8 + T hicreleri ve aktive B hicreleri de dahil olmak Uzere gesitli
hlicre tipleri tarafindan uretilir (W. F. Chen & Zlotnik, 1991; Feghali & Wright,
1997; Zhang & An, 2007).

IL-10, endojen anti-sitokinlerin Uretimlerini indUkleyebilir ve pro-
inflamatuar sitokin reseptérlerinin tUretimlerini baskilayabilir. Dolayisiyla, pro-
inflamatuar sitokinlerin Gretimini ve islevini, yuksek dlzeylerde zit sekilde
reglle etmektedir (Zhang & An, 2007). Etkileri arasinda, antijen spesifik T
hlicre proliferasyonunun azaltilmasi, nitrik oksit ve prostaglandin sentezinin
baskilanmasi, IL-2 ile indlklenen IFN-y Uretiminin ve monositlerde IL-4 ve
IFN-y ile indldklenen Major doku-uygunlugu bileseni (MHC) sinif 1II
proteinlerin ekspresyonlarinin inhibisyonu yer almaktadir (de Waal Malefyt,
Yssel, Roncarolo, Spits, & de Vries, 1992; Feghali & Wright, 1997).

T hicresi kaynakl, B hicresi buyume faktérid olarak adlandirilan IL-4
onemli antiinflamatuar sitokinlerden biridir. Esas kaynak hucreleri tip 2
yardimci T lenfosit (Th2) hicreleridir. Ayrica makrofajlar, monositler, mast
hicreleri, bazofiller, fibroblast ve endotel hilicrelerinden de salinimlari
yapilmaktadir. IL-4, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve
monositler tarafindan salgilanan (monokin) parcalayici enzimlerin Gretimini
azaltir. IL-1B sentezini, 0&zellikle IL-1 reseptér antagonistini (IL-1Ra)
uyararak azaltabilir. (Abbas AK, Lichtman AH, & JS., 2000; Ozbal, 2000).
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12-17 kDa'lik bir protein olan IL-13, IL-10 gibi, lipopolisakkarit benzeri
etkenler sonrasi insan periferal kan monositleri tarafindan salgilanan IL-1(3,
TNF-a, IL-8 ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin Uretimini inhibe ederek
anti-inflamatuar etkinlikler sergilemektedir. IL-13, hicresel kaynadi Th2
hicreleri olup, bircok o6zellikleri IL-4 ile ortaktir (Feghali & Wright, 1997;
Gour & Wills-Karp, 2015).

2.2 Karacigerin Inflamasyondaki Rolii

Karaciger, metabolik aktiviteler, besleyici madde depolanmasi ve
detoksifikasyon gdérevlerinin yanisira, akut faz proteinleri, kompleman
bilesenleri, sitokinler ve kemokinlerin Uretiminden sorumlu olan, immunolojik
acidan fonksiyonel bir organdir. Saglkli bireylerde karaciger devamli olarak
inflamasyon yaratma potansiyeline sahip besinler ve bakteri urlnleri ile
bombardimana tutulur. Bu molekuller, ayni zamanda olusacak tehlikeye karsi
cevap vermeye hazir olan hepatik badisiklik sistemi tarafindan tolere
edilebilir olmahdir (Nemeth, Baird, & O'Farrelly, 2009; Robinson, Harmon, &
O'Farrelly, 2016).

Boyle tehlikeli uyaranlari yok etmek ve inflamasyonu gidermekte
meydana gelen bir aksaklik; kronik enfeksiyon, fibrozis, siroz, karaciger
yetmezligi ve hatta karaciger kanserine ilerleyebilen patolojiler ile sonuglanir.

Karacigerde, homeostatik inflamatuar slrecler; hemodinamik
degdisiklikler, kilcal gecirgenlik, lokositlerin dokulara migrasyonu ve
inflamatuar mediatérlerin salgilanmasi gibi mekanizmalarn igermektedir
(Robinson, 2016).

Karacigerin anahtar sistemik bir fonksiyonu, serum proteini Ureticisi
olmasidir. Akut inflamasyonda ortaya ¢ikan proinflamatuar sitokinler IL-1 ve
IL-6, karacigerden akut faz proteinlerinin salgilanmasini indtkler (Tuzlal,
2014). Hepatositler tarafindan Uretilen akut faz proteinleri dogrudan efektor
fonksiyonuna sahiptir ve patojen temizlemeyi tesvik eden inflamasyonun
sistemik etkilerinden sorumludur. Akut faz proteinleri, vicutta; kanda I6kosit
artisi, ates, davranis degisikligine neden olan beyindeki degisiklikler ve ilk
inflamasyon bdlgesine kitlesel immin hicre infiltrasyonu dahil olmak Uzere
bir dizi mekanizmaya neden olur. Ayni zamanda akut faz vyanit,
inflamasyonun asirt yanitini engelleyici yonde bir takim mekanizmalarin
olusumunu da icermektedir. Bu mekanizmalar; a2-makroglobin gibi proteaz
inhibitdér proteinlerin nétrofil fonksiyonlarini inhibe etmesini, C-reaktif protein
(CRP) ve Kupffer hicrelerinden TNF Uretiminin inhibisyonu gibi prosesleri
icerir (Robinson, 2016; (Moshage, 1997).
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2.3 Lipopolisakkarit (LPS)

Bakteriyel endotoksinler (lipopolisakkarit, LPS), gram negatif
bakterilerin dis zarinin islevsel batinligd icin gerekli olan yapisal olarak
korunmus amfifillerdir. Bu endotoksinler, pikomolar dlzeylerde de olsa,
insanlarda dogal badisikhk sistemini tetikleyecek inflamasyona sebep
olabilirler (Faraj, McLaughlin, & Erridge, 2017).

LPS’ler genel olarak U¢ bluyuk yapisal alan iceren ortak bir mimari
paylasir; iyi korunmus bir lipid-A alani, orta derecede korunmus bir cekirdek

oligosakkarit bolgesi ve ¢cogu organizmada oldukca degisken bir O-polisakarit
bolgesi.
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Sekil 2.5 Gram negatif bakterilerin i¢c ve dis membran yapisi ve LPS
lokalizasyonu (Raetz & Whitfield, 2002)

Lipopolisakkarit (LPS), iki major fonksiyonu gerceklestirmektedir.
Birincisi, koruyucu role sahip olmasi; gram negatif bakteriler igin zorlu
cevresel sartlara ve stres faktdrlerine karsi bariyer gérevi gérmesidir. Ikincisi
ise, LPS gram negatif bakterilerin ayni zamanda endotoksinidir ve memeli
hicrelerde patojen olarak davranmalarini saglar (Steimle, Autenrieth, &
Frick, 2016).

LPS'nin  endotoksisitesi kimyasal vyapisindan kaynaklanmaktadir.
Yapisindaki polisakkarit kisim en dis ylzde bulunur. O-antijeni olarak
adlandirilan halkadan olusur ve endotoksinin spesifikliginden sorumludur.
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Diger bolge olan kor zincir kismi ise Gram negatif bakterilerde genel yapi
itibariyle aynidir. Fosfolipit yapidaki Lipit A bdlgesi, toksisitenin olusmasini
saglayan ve inflamatuar yanita neden olan esas yapidir (Raetz & Whitfield,
2002).

LPS organizmada oncelikle bir plazma proteini olan lipid-A baglayici
protein (LBP) ile baglanarak bir kompleks olusturur. Kompleks daha sonra
monositlerde, monosit farklilasma antijeni olan CD14’e badglanarak
inflamatuar cevabi baslatir. LPS; monosit, lenfosit ve 6zellikle makrofajlarin
zarinda bulunan TLR4 sinyal reseptéri ve yardimci proteini MD-2 uyariimasini
saglayarak immin yanitin baslamasina oncilik eder. Bu reseptorlerin
uyarilmasi sonrasi, htcre igerisindeki bir dizi sinyal mekanizmay! bagslatan
NF-kB ve Mitojen aktive protein kinaz (MAPK) aktive edilir. Bunun sonucunda
TNF-a, IL-1B, IL-8 ve IL-6 gibi bircok proinflamatuar sitokin ve uyarilabilen
nitrik oksit sentazin (iNOS) ekspresyonunda bir artis meydana gelir. Etkenin
yok edilmesi igin aktiflenen bu inflamatuar yanitin sonrasinda, iNOS
araciligiyla olusan nitrik oksit (NO), siklooksigenaz-2 (COX-2) enzim etkisiyle
olusan prostaglandinler ve reaktif oksijen turleri (ROS) gibi, organizmada
toksik etkiler olusturabilecek Grilinler aciga cikar. Ayrica T ve B lenfositlerin
de uyarilmasina sebep olan LPS, antikor dudretimini de wuyarnr. Serum
proteazlarinin, kompleman sistem elemanlarinin ve fagositlerin
aktiflesmelerine de neden olmaktadir (Gnauck, Lentle, & Kruger, 2016; Raetz
& Whitfield, 2002).

2.4 Metformin

Metformin (1,1-dimetilbiguanid), molekdl agirhdr 129,167 g/mol olan
biguanid tdrevi oral antidiyabetiktir. GUnimuzde 06zellikle Tip II Diabetes
Mellitus hastaliinda diinya capinda kullaniimaktadir. Metformin ve diger
biguanidler, kegisakal bitkisi olarak bilinen French Lilac Galega Officinalis'den
tlretilmistir. Oral hipoglisemik ajanlar olarak yararlari 1950'lerde ortaya
cikarilmis olup, 1950'lerin sonlarinda piyasaya surulmustir (Saisho, 2015).
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Sekil 2.6 Metforminin yapisi (Saisho, 2015)
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Metformin, antihiperglisemik bir madde olarak kabul edilir ¢lnki
belirgin hipoglisemiye neden olmadan Tip II Diabetes Mellitus'daki kan sekeri
konsantrasyonu artisini duasuridr. Metformin ayrica insilin direncinde ve
plazmada aclik insulin dizeyinde belirgin azalmaya neden olmaktadir (Viollet,
vd., 2012). Metforminin glukoz dlslruci etkisi icin bazi mekanizmalar 6ne
surdlmustidr. Esas olarak hepatik glukoneogenezin baskilanmasi yoluyla
plazma glukoz seviyesini dusirmektedir (Saisho, 2015; Stumvoll, Nurjhan,
Perriello, Dailey, & Gerich, 1995).

Metforminin insllin duyarlihdinda yaptigi iyilesme, insllin reseptori
ekspresyonu artisi ve tirozin kinaz aktivitesi lGzerindeki olumlu etkilerinden
kaynaklanabilir (Viollet, vd., 2012). Metforminin akut olarak glukagon
benzeri peptid 1'in (GLP-1) plazma seviyelerini arttirdigini ve peroksizom
proliferator-aktive reseptoriine (PPAR)-a bagh olan bir mekanizma yoluyla
adacik inkretin reseptdér geni ekspresyonunu indlikleyerek bu etkileri
olusturdugu gosterilmistir (Maida, Lamont, Cao, & Drucker, 2011).
Metforminin ayni zamanda, hlicrede metabolik stres altinda aktive edilen
hlicresel bir enerji sensdrt olan AMP aktive protein kinaz (AMPK) ile de etki
gosterdigi duslinilmektedir. Metformin AMPK'y1 aktive ederek, hepatik glukoz
dretimini inhibe eder, insilin duyarhligini ve kaslara glukoz girisini arttirir,
yag asidi oksidasyonunu indikler (Saisho, 2015).

Metforminin antidiyabetik etkilerinin yani sira, ayni zamanda
antiinflamatuar etkilerinin de oldugu gliinimizde yapilan bircok calisma ile
gosterilmistir. Bu calismalar, AMPK'nin aktivasyonu ile NF-kB'nin
inhibisyonunun metforminin antiinflamatuar etkilerini ortaya cikardigini
gostermektedir (Saisho, 2015). Sigir aort endotel hiicrelerinde yapilan bir in
vitro calismada, metforminin NO sentezini AMPK'nin aktivasyonu yoluyla
arttirdidi, nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat (NAD(P)H) oksidazin ve
mitokondriyal solunum zincirinin inhibisyonu yoluyla reaktif oksijen tlrlerinin
(ROS) Uretimini azalttigi bildirilmistir (Davis, Xie, Viollet, & Zou, 2006);
Ouslimani, vd., 2005).

Insan vaskiiler diiz kas hiicreleri ile yapilan bir baska in vitro
calismada, metforminin AMPK’dan bagimsiz olarak, fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K)-Akt yolaginin blokaji ile, NF-kB'nin inhibisyonunu gerceklestirdigi
gosterilmistir (Isoda, vd., 2006). Yine insan vaskller dliz kas hucreleri ile
yapilan bir baska in vitro galismada, bir tUmdr baskilayici gen olan PTEN ve
AMPK’'nin, metforminin antiinflamatuar etkinligini birlikte regtle ettikleri
gosterilmistir. PTEN, PI3K'yl antagonize ederek, hlicre yasami, biyimesi ve
proliferasyonu slreglerinde yer alir (Kim & Choi, 2012).

B hucreli lenfoma-6 protein (Bcl-6), inflamasyon sonrasinda monositleri
vaskuler endotel hlicrelerine yardim etmek Uzere endotele tasiyan vaskuler
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hiicre adhezyon molekili-1 ve monosit kemotaktik protein-1 ve -3 gibi
inflamatuar mediyatorler icin baskilayici olarak gérev alan bir proteindir. Poly
[ADP-riboz] polimeraz 1 (PARP-1) enzimi ise, kismen Bcl-6 ekspresyonunu
baskilamak icin Bcl-6 intronuna baglanmasi yoluyla proinflamatuar 6zellik
tasimaktadir. Insan umblikal vaskiiler endotelial hiicreler ile yapilan in vitro
calismada, metformin tedavisi ile AMPK aktivasyonunun, Bcl-6 intron 1l'den
PARP-1 enziminin ayrismasini ile Bcl-6 ekspresyonunu arttirdigini ve
inflamatuar medyatoérlerin  ekspresyonunu inhibe ettigini bildirilmistir
(Gongol, vd., 2013).

Hiperglisemi, ileri glikasyon son Urunlerinin (AGE) olusumunu arttirir ve
metformin, kendisi ve metilglikoksal gibi AGE'lerin dikarbonil &ncul
molekulleri arasindaki bir kimyasal reaksiyon yoluyla bu molekdllerin
seviyelerini dustrmektedir. AGE’ler organizma igin tehlikelidir ¢linkl bu
molekuller inflamasyon ve ROS olusumunu tetikler (Saisho, 2015). Yakin
tarihli bir g¢alismada, metformin, AMPK aktivasyonu sonrasi, AGE
reseptdrlerinin ekspresyonunun baskilanmasiyla ROS Uretimini azaltarak,
tibller hicrelerde AGE'lerin neden oldugu apoptozu, inflamatuar ve fibrotik
reaksiyonlari inhibe ettigini gostermistir (Ishibashi, Matsui, Takeuchi, &
Yamagishi, 2012).

Tim bu antiinflamatuar mekanizmalarin yani sira, metformin,
makrofajlardaki NF-kB aktivasyonunun inhibe edilmesi vyoluyla NO,
prostaglandin E2 ve proinflamatuar sitokinlerin (IL-1B8, IL-6 ve TNF-a)
dretimini azaltmaktadir (Hyun, vd., 2013).
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Sekil 2.7 Metforminin antiinflamatuar mekanizmasi (Saisho, 2015)
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2.5 Fibroblast Bliyiime Faktoriu 21 (FGF21)

Fibroblast buyume faktérleri (FGF'ler) klgUk polipeptit blayime
faktorleridir ve hepsi ortak bazi yapisal 0Ozelliklere sahip olup cogunlukla
heparine bagl olarak bulunurlar. Cogu FGF, salgi icin sinyal peptidleri icerir
ve ekstraselliler matriksin (ECM) heparan-benzeri glikozaminoglikanlari
(HLGAGIer) Gzerine baglanabilecekleri hiicre disi ortamda salinirlar. FGF'ler
direkt olarak hedef hicrelere etki edebilir veya ECM'nin sindirimi sonucunda
bir FGF baglayici protein olarak salgilanir ve etki gosterebilir. FGF'ler, HLGAG
Uzerindeki spesifik tirozin kinaz reseptorlerine baglanirlar ve bu baglanma,
reseptdr dimerizasyonu ve aktivasyonunu baslatir, daha sonra cesitli sinyal
iletim kaskatlarinin aktivasyonuyla sonuglanir. Bazi FGF'ler glglu anjiyogenik
faktorler olup cogu embriyonik gelisim ve yara iyilesmesi gibi proseslerde
onemli rol oynamaktadir. FGF sinyalizasyonu ayrica timoér bldylimesinde ve
anjiyogenezde rol oynamaktadir (Powers, McLeskey, & Wellstein, 2000).

Ilk 6nce fare embriyolarinda homoloji bazl polimeraz zincir reaksiyonu
ile tanimlanan FGF21, hidrofobik bir N-terminus sinyal sekansi olan 210
aminoasitten olusan bir salgi proteinidir. Fare FGF21'in aminoasit dizisi, insan
FGF21'i ile ylksek oranda &zdestir. insan FGF21 aminoasit dizisi de 209
aminoasitten olusmaktadir. Baslangigta, FGF21 mRNA'sinin karacigerde ve
daha dislik seviyelerde timusta eksprese edildigi rapor edilmistir (Nishimura,
Nakatake, Konishi, & Itoh, 2000). Son zamanlarda, FGF21'in yiksek oranda
pankreasta, testiste ve daha dusuk seviyelerde duodenum ve adipoz dokuda
da eksprese edildigi bulunmustur (Fon Tacer, vd., 2010)

FGF21'in ana Uretim vyeri karacigerdir. Yapilan calismalar, nikleer
reseptdor peroksizom proliferator-aktive reseptoér alfa (PPARa)'nin temel
rolind vurgulamis ve bdylelikle FGF21'in karacigerde bu reseptér Gzerinden
etkilerini gosterdigi kanitlanmistir (Inagaki, vd., 2007).

FGF21 hiicre ylzeyindeki tirozin kinaz yapisindaki reseptorler aracilig
ile Beta klotho ile diizenlenmektedir. Beta klotho; karaciger, pankreas, testis
ve beyaz yad dokusunda bulunur. Bu reseptorler FGF 21'in hicre ylzeyi
aktivasyonunda etkilidir (Ding, vd., 2012). Hlcre yuzeyine gelen FGF21
molekill éncelikle Beta Klotho ile birlesir. Olusan kompleks, FGF Reseptoéri
1c (FGFR1c) uzerindeki inhibitér etkili D1 domeni uzaklastirir. Daha sonra
kompleks D2 ve D3 domenleri ile etkileserek reseptdér dimerizasyonu ve
aktivasyonunu baslatir, daha sonra protein tirozin kinazin aktiflenmesiyle,
cesitli sinyal iletim kaskatlarinin aktivasyonu fizyolojik etkileri meydana
getirir (Yie, vd., 2012).
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Sekil 2.8 FGF21 tarafindan FGFR1c reseptdrunin aktivasyonu(Cuevas-
Ramos, Aguilar-Salinas, & Gomez-Perez, 2012)

Karacigerdeki insan FGF21 geninin ekspresyonu, hem acgllk hem de
beslenme sinyalleri ile reglle edilir. Aglik sinyallerinde esas olarak, FGF21
geninin ekspresyonunu arttiran PPARa ve glukagon-stimule protein kinaz A
(PKA)'dir. Bir beslenme sinyali olan glukoz, karbohidrat yanit element-
baglama proteini (ChREBP) aktivasyonu yoluyla yine karacigerde FGF21 geni
ekspresyonunu da uyarir. PPAR gama (PPARy) ve ChREBP ise, adipositlerdeki
FGF21 geninin sentezlenmesini koordine eder ve termojenik yaniti uyarir.

Aclik durumunda karacigerden salgillanan FGF21, vyag asiti
oksidasyonunu arttirir ve bu mekanizma sonucu acgiga gikan Urinleri de keton
cismi olusumu icin ketojeneze yoénlendirir. FGF21'in bazi metabolik etkileri
glukagonunkilere benzer olsa da, FGF21 glikojenolizi artirmaz. Bu nedenle,
uzamis aclik durumlarinda devreye girerek glukoneogenezi indukler (Cuevas-
Ramos, Aguilar-Salmos & Gomez-Perez, 2012; Kharitonenkov, vd., 2007).
Yine karacigerde FGF21, Blyime Hormonu (GH) etkilerinin majér medyatoéri
olan sinyal transkripsyon faktér 5 (STATS) konsantrasyonlarini dustlrerek,
instlin benzeri blUylme faktéri-1 (IGF-1) gibi bu hedef genlerin
ekspresyonlarini azaltir. FGF21, ayni zamanda, IGF-1 badlayici protein 1'in
hepatik ekspresyonunu ve GH sinyalizasyonunu engelleyen sitokin
sinyallemesi-2 yolagini uyarir. Bu veriler, agliga adaptif cevabi indliklemedeki
daha genis rolinln pargasi olarak bluylumeyi inhibe etme konusunda FGF21'in
merkezi bir rol oynadigini géstermektedir (Inagaki, vd., 2008).

FGF21 beslenmeden sonra endokrin etkilere de sahiptir. Ylksek
karbonhidrath diyet alimi FGF21'in, 6zellikle beyaz adipoz doku hticrelerinden
ekspresyonunu ve salinimini indtkler. FGF21, plazma glukoz, trigliserit ve
insdlin  duzeylerini azaltirken, ayni zamanda insllin  duyarliigini da
arttirmaktadir (Cicione, Degirolamo, & Moschetta, 2012).
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Sekil 2.9 FGF21'in karacigerdeki metabolik etkileri (Cicione,
Degirolamo, & Moschetta, 2012).

Ilginctir ki, FGF21 geni transkripsiyonu, beyaz ya§ dokusunda
beslenme sonrasi indiUklenirken, karacigerde aclkla indlklenir. Bu
diferansiyel dizenleme, fizyolojik acidan oOnemlidir ve Tip II Diabetes
Mellitus, obezite ve metabolik sendrom gibi hastaliklar icin, tedaviye ydnelik
farmakolojik calismalarin bir hedefi olabilir (Cicione, Degirolamo, &
Moschetta, 2012).

Son dobénemlerde vyapilan guncel c¢alismalar, FGF21’'in endokrin
metabolik etkilerinin yani sira, inflamasyonda da rol aldigini gostermektedir.
Farelere LPS uygulamasi sonrasi yaratilan inflamasyon ile yapilan bir
calismada, akut faz yaniti olustugu sirada, serumda FGF21 dizeylerinin ciddi
oranda artmis oldugunu gostermistir. Calismada ayni zamanda farelere
disaridan rekombinant FGF21 uygulanmis olup, eksojen FGF21'in
uygulanmasi, hayvanlara LPS'nin meydana getirdigi bakteriyel sepsisin toksik
etkileri ve inflamasyon igin, serumda yukselen endojen FGF21 ile koruyucu
bir etki meydana getirdigi tespit edilmistir. (Feingold, vd., 2012). Fareler ile
yapilan baska bir calismada, farelerde ylksek yagl diyet uygulamasi ile
inflamasyon yaratilmistir. Calismada pankreatik FGF21 dlzeyleri incelenmis
olup, aclikta eksprese edilen dizeyden 3-4 kat fazla dlzeyde obezitede
ekspresyon oldugu tespit edilmistir. FGF21 geni alinmis farelerde, pankreasta
islet hicre hiperplazisinin  meydana geldigi, fakat eksojen FGF21
uygulmasinin bu durumu azalttigi ve pankreatik inflamasyonu engelledigi
distnulmadstir (Singhal, vd., 2016).
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LPS uygulanmis makrofaj hicreleri ile yapilan bir in vitro galismada,
inflamasyon olusturulan makrofaj hlcrelerine rekombinant FGF21 uygulamasi
yapimistir. Calisma sonucunda FGF21 uygulamasinin, makrofajlaridaki NF-kB
yolaginin inhibe olmas! ile proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6
dizeylerinin 6nemli derecede azaldigi gérilmustir (Yu, vd., 2016).

FGF21 ile yapilan calismalar genellikle in vitro olup, in vivo veriler
azdir. Ozellikle yapilan in vivo calismalarda da, FGF21 eksojen olarak
uygulanmis olup, sistemik FGF21 dlzeylerinin etkilerinin incelenmesi sinirli
olarak kalmistir.

Tdm bu bilgilerin 1siginda, ratlarda LPS ile indlklenen inflamasyonda,
metformin ve FGF21'in etkilerini incelemeyi amagladik. Metforminin olasi
koruyucu ya da tedavi edici etkilerini ortaya ¢ikarmayi ve FGF21 dlzeyleri ile
iliskisini gbstermeyi amacgladik.
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3-GEREC VE YONTEMLER

3.1 GERECLER
3.1.1 Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Bakimi

Deney prosedirid ve calismalara baslanmadan 0©Once, Eskisehir
Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlarn Etik
Kurulundan, hayvan temini igin onay alinmistir(545/2016). KOBAY Deney
Hayvanlari Laboratuvari A.S den temin edilen 44 adet Spragque Dawley tur(
250-300 gr agirliga sahip erkek rat, her grupta 8 hayvan olacak sekilde 5
deney grubu ve 4 hayvan 6n calisma igin olmak Uzere uygun kafeslere
ayrilarak, deney slresince 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik i1siklandirmasi
olan, 1s1 (22£ 2°C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda
yasatilmistir. Deney sirecinde tim ratlar polikarbonat seffaf kafeslerde
standart rat yemi ile beslenmis ve cesme suyu verilmistir. Deney slresince
hayvanlar ginlik olarak kontrol edilerek genel morfolojik gérintmleri (tly
dokllmesi, diskilama bozukluklari) goérsel olarak dederlendirilmistir. Ratlara
yem ve su kisitlamasi yapilmamistir. Tum cerrahi islemler ve 6&tenazi,
anestezi altinda gergeklestirilmistir.

Gruplardaki ratlara 80 mg/kg ketamin (Ketalar®), 10 mg/kg Xylazine
(Rhompun®) intramuskuler olarak verilerek, cerrahi islemler
gergeklestirilmistir.

3.1.2 Deney Gruplarinin Belirlenmesi ve Deneysel islemler

4 adet rat, deneysel prosediri dederlendirmek amaci ile kullanildi. Bu
ratlara 5 mg/kg LPS %.0,9'luk NaCl igerisinde ¢6zlindurllerek intraperitoneal
olarak uygulandi. 6 saat sonunda ratlar, diseksiyon ile intrakardiyak kanlari
alinarak éldaruldd ve uygun kosullarda serumlari elde edildi. Serumlarindan
yapilan olciimler sonucunda, yeterince karaciger hasari olusmadigindan, LPS
uygulama siresi 6 saatten 24 saate cikarildi.

250-300 gr agirhdindaki 8’er hayvan ile 5 adet deney grubu

olusturuldu. Deney gruplarindaki hayvanlara asadidaki tabloda yer alan
islemler uygulanmistir.
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Tablo 3.1. Deney gruplar ve gruplara gére uygulanan islemler

Gruplar Gruplara Gore Uygulanan Islemler

Grup 1 Bu grup deney hayvanlarina %0,9'luk NaCl sollisyonu intraperitoneal
(Kontrol) olarak enjekte edildi ve 24. Saatte diseksiyon yapildi.

Grup 2 Bu grup deney hayvanlarina % 0,9'luk NaCl icinde c¢oézllerek

(LPS) hazirlanmis olan LPS enjeksiyonu intraperitoneal yolla yapildi ve 24.

saatte diseksiyon yapildi.

Grup 3 Bu grup deney hayvanlarina % 0,9'luk NaCl icinde c¢ozllerek
(LPS o6ncesi hazirlanmis olan 200 mg/kg metformin intraperitoneal olarak enjekte
metformin) edildi. Enjeksiyonu takiben bir saat sonra % 0,9'luk NaCl icinde ¢6zllerek

hazirlanmis olan LPS enjeksiyonu intraperitoneal yolla yapildi. LPS
verilmesinden 24 Saat sonra diseksiyon yapildi.

Grup 4 Bu grup deney hayvanlarina % 0,9'luk NaCl icinde c¢ozllerek

(LPS ve l.saatte |hazirlanmis olan LPS enjeksiyonu intraperitoneal yolla yapildi. LPS
metformin) enjeksiyonundan bir saat sonra % 0,9'luk NaCl iginde c¢ozilerek
hazirlanmis olan 200 mg/kg metformin intraperitoneal olarak enjekte

edildi. LPS verilmesinden sonra 24. saatte diseksiyon yapildi.

Grup 5 Bu grup deney hayvanlarina % 0,9'luk NaCl icinde c¢ozllerek

(LPS ve 3. Saatte | hazirlanmis olan LPS enjeksiyonu intraperitoneal vyolla yapildi. LPS
metformin) enjeksiyonundan G¢ saat sonra % 0,9luk NaCl iginde ¢ozulerek

hazirlanmis olan 200 mg/kg metformin intraperitoneal olarak enjekte
edildi. LPS enjeksiyonu sonrasi 24. saatte diseksiyon yapildi.

3.1.3 Deneysel Islemlerde Kullanilan Sarf Malzemeler

1 ml (insllin), 10 ml steril enjektdr ve siyah igne uglar

10 - 1000 pL hacim aralikli pipetérler ve uclari (Nichiryo)

2,5 - 50 mL hacim aralikh pipetérler ve uglari (Nichiryo)
3,3'-5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB) (AL8615, Aldrich)

Absoll etanol (Riedel de Haen)

Bakir silfat (CuSO4, Merck)

Bistlri ucu

Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma)

Dimetilsulfoksit (DMSO, D8418 Sigma)

Doku blok kaseti (Isolab)

Eldiven (Steril Ameliyat Eldiveni, M boy)

Eppendorf tip (1,5 ml)

Ethylendiamine Tetraacetic Acid (EDTA) (SIE9884, Sigma)

H202 (Merck)

Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide (HETAB) (SIH5882, Sigma)
Kurutma kagidi, 40x40 cm (Isolab)

Lipopolysaccharides from Escherichia coli0111:B4 (L2630, Sigma)
Metformin, Hydrochloride An AMPK activator (1691, Biovision)
N-N Dimetilformamid (DMF) (AL319937, Aldrich)
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e Rat fibroblast growth factor 21 (FGF21) ELISA kit 96T (CSB-
ELO08627RA, Cusabio)

Rat IL-10 ELISA KIT 96T (CSB-E04595r, Cusabio)

Rat TNF-a ELISA kit 96T (CSB-E11987r, Cusabio)

Serum fizyolojik (Polifarma)

Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)

Sodyum Potasyum Tartarat (Merck)

Thiobarbituric Acid (TBA) (Sigma)

3.1.4 Deneysel Islemlerde Kullanilan Cihazlar

BioTek ELx50 mikro plate yikayici

Buzdolabi (Argelik)

Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)

Disposable mikrotom bigagi Low profil (Thermo Shandon, USA)
Distile su cihazi

Eppendorf EDOS elektronik pipetleyici (Eppendorf EDOS 5222)

Etlv (Binder)

Hassas terazi (Sartorius)

Mikroplayt okuyucu (Perkin Elmer 2030 Multilabel reader, Victor X3)
Roche Cobas c¢501 otoanalizér cihazi (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany)

Santriftij (NUve NF800)

Santriftj, sogutmali (Jouan MR22)

Shaker (WiseMax)

Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

Su banyosu (Nuve BM402)

Tupll 1sitic

3.2 YONTEMLER

3.2.1 Cerrahi Islemler

Tum cerrahi islemler steril aletler kullanilarak gercgeklestirildi. Gruplar
icerisindeki hayvanlara verilecek LPS ve metformin dozlar, cesitli literatlr
taramasl sonucunda, ortalama dozlar segilerek belirlenmistir.

Gruplardaki hayvanlar, deneysel prosedir sonucunda, ketamin (80
mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) intramuskuler anestezisi altinda uygun
separator jelli tiplere intrakardiyak kanlar alinarak éldurdldd. Kan drnekleri
3500 rpm’de 15 dakika (Jouan MR 22) santriflj edildikten sonra, elde edilen
serumlarin bir kismi ELISA o6lcimleri icin ependorflara ayrilarak analizi
yapilana kadar derin dondurucuda (-80°C, Jouan VX350 series Thermo
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Electron) muhafaza edildi. Kalan taze serumlar biyokimyasal parametrelerin
Olcimu icin otoanalizérde cahstirildi.

Kanlari alinan hayvanlarin, insizyon ile acilan batinlarindan karaciger
dokulari alindi. Histolojik incelemeler icin karaciger 6rneklerinin bir kismi
%10’luk formaldehite kondu ve kalani doku biyokimyasi o&lgimleri igin
saklandi.

3.2.2 Karaciger Hasari Belirtecleri

Karaciger hicrelerinin olasi fonksiyon bozuklugunu tespit etmek
amaciyla serum o&rneklerinde Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alanin
Aminotransferaz (ALT) enzim aktiviteleri belirlendi.

Alanin ve Aspartat aminotransferaz enzim aktiviteleri standardize
edilmis UV-fotometrik 6lgim prensibine dayanan Roche Cobas ¢501
otoanalizér cihazinda ALT ve AST test kitiyle otomatize calisiimistir. Her iki
testte de NADH'nin NAD"’e ylikseltgenmesi sirasinda NADHnin azalan
miktarinin fotometrik 6lcim( enzim aktiviteleriyle dogru orantilidir.

3.2.3 Hiicre Aktivasyonu ve Inflamasyonun Degerlendirilmesi

GCalismamizda hicre aktivasyonu ve inflamasyonun
degerlendirilmesinde myeloperoksidaz (MPO) enzim aktiviteleri élgilmustir.

Olciim Yontemi :

Myeloperoksidaz aktivitesi, Suzuki ve arkadaslarinin belirlemis oldugu,
kinetik dlgim ydntemi ile spektrofotometrik olarak belirlendi (Suzuki, Ota &
Sasagawa, 1983). Yontem asidik kosullar altinda, H,O, ile birlikte MPO
enzimin, Tetrametilbenzidini (TMB) substrat olarak kullanarak, okside TMB
olusturmasi ve substrat dlzeylerine bagl dedisen absorbansin 655 nm’de
takip edilmesine dayanmaktadir.

e Karaciger doku o6rnekleri, homojenizatér kullanilarak 1/10
oraninda soduk 50mM pH’'si 7,4 olan Fosfat tamponu ile
homojenize edildi.

e Homojenatlardan 1 ml alinarak, 4 C° ‘de 4650 x g’de 5 dakika
santrifij edildi ve sUpernatant kisimlari atildi.

e Kalan pelletler, soguk 50mM pH’siI 6,0 olan ve igersinde %0,5’lik
HETAB ve 10mM EDTA iceren Fosfat tamponu ile tekrar
homojenize edildi.
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e Asadidaki kimyasallar ve hacimlerine gore tim oOrnekler igin
numune ve bir adet kér tlipu hazirlandi.

Tablo 3.2 MPO ydntemi

MADDELER KOR NUMUNE
pH 5,4 Fosfat tamponu 1000 pL 1000 pL
TMB (16mM DMF iginde gozilen) 200 pL 200 pL
Ornekler - 40 pL
Distile su 700 pL 660 L

e TUm reaktifler eklendikten sonra, tUpler 2 dakika 37 C°lik su
banyosunda bekletildi.

o Olgiimden hemen 6nce tiiplere 100 pL %0,06'lik H,0; eklendi.

e 655 nm'de kor tupune karsi sifirlandiktan sonra, 3 dakika
boyunca absorbans artislari  spektrofotometrede izlendi.
Hesaplamalar asagidaki formile gore yapildi.

AA= Absorbans degisimi
VT= Kuvet icerisindeki toplam hacim (ml)
DF= Dilisyon faktéri
e= Ekstinksiyon katsayisi (M*.cm™)
VH= Homojenat hacmi (ml)
At= Reaksiyon slresi

e Homojenatlarin total proteinleri 6lclildi ve enzim aktiviteleri total
proteinlerine oranlandi. Doku MPO sonuclari U/mg protein olarak
verildi.

3.2.4 Oksidatif Stres Hasarinin Belirlenmesi

Karacigerde meydana gelen oksidatif hasarin belirlenmesi icin
Malondialdehit (MDA) 8lcimU yapilmistir.
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MDA lipid peroksidasyonunun sekonder bir Grdnu olup, lipitlere ait
peroksidasyonun belirlenmesinde en c¢ok kullanilan parametrelerden biri
olarak kabul goérar.

Doku homojenatlarinda MDA dlzeyi Ohkawa ve ark.'nin bildirdigi
yonteme goére yapildi (Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979). Bu ybénteme goére;
MDA, tiyobarbitlrik asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyon sonucu pembe renkli
bir kompleks olusturur; bu kompleksin spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda 6lcimi gerceklestirilir.

Standartlarin Hazirlanmasi:

1,1,3,3 tetrametoksipropan (yogunluk: 0,99 g/mL)’ tan glnlik stok
standart (100 nmol/mL) hazirlandi ve farklh konsantrasyonlarda calisma
standartlari hazirlamak icin seri dilisyon yapildi.

Olgiim Yontemi:

e Karaciger doku ornekleri, 1/10 oraninda %1,15'lik pH 7,0 olan
Potasyum Klorur (KCl) ¢6zeltisi ile homojenize edildi.

o Ornekler homojenizasyon sonrasi 4 C° sogutmali santrifiijde 1000
rom‘de 15 dakika boyunca santrifiij edildi ve slpernatant
kisimlari alindi.

e Asadidaki tabloda yer alan c¢ozeltiler ve hacimlerde numune ve
kor tupleri hazirlandi.

Tablo 3.3 MDA ydntemi

MADDELER KOR NUMUNE
% 8,1'lik Sodyum Dodesil Silfat(SDS) 200 pL 200 pL
%?20’lik pH 3,5 Asetat tamponu 1500 pL 1500 pL
%0,8'lik pH 5,5-7 Tiyobarbitlrik asit(TBA) 1500 uL 1500 uL
Distile su 800 pL 600 pL
Ornekler - 200 pL

e TUm tupler 95 C°’de 60 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

e Inklbasyon siiresinin sonunda tiipler musluk suyu ile sogutuldu.
1500 x g'de 10 dakika boyunca santriftjlendi.

e 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbanslar
Olguldu.
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e Seri dilisyon ile hazirlanan standartlarin (100-50-25-6,25-3,125
-1,562-0 nmol/ml) absorbanslari kullanilarak cizilen kalibrasyon
grafigi Gzerinden MDA konsantrasyonlari nmol/ml olarak
hesaplandi.

e Homojenatlarin  total proteinleri  o6lglildid ve  drneklerin
konsantrasyonlari total proteinlerine oranlandi. Doku MDA
sonuclari nmol/mg protein olarak verildi.

3.2.5 Inflamatuar Belirteclerin Olgiimii

3.2.5.1 Tumor Nekroz faktorii—-a (TNF-a) Dizeylerinin
Belirlenmesi

Serum TNF-a duzeyleri Cusabio Rat TNF-a (CSB-E11987r) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élgald.

Kit Prensibi:

Bu kit kantitatif sandvig enzim immunoassay teknigini kullanir. TNF-a
icin spesifik antikor mikroplakaya kaplanmistir. Standartlar ve numuneler
kuyucuklara pipetlenir ve eger icerisinde TNF-a varsa antikor ile baglanir.
Baglanmayan diger bilesenler ortamdan uzaklastirildiktan sonra TNF-a igin
spesifik olan biotin-konjuge antikor kuyucuklara eklenir. Yikama yapildiktan
sonra, avidin konjuge peroksidaz (HRP) enzimi kuyucuklara eklenir.
Baglanmamis avidin-enzim kalintilarinin ortadan kaldirilmasi icin yapilan son
yikama islemi sonrasinda, siddeti TNF-a icerigine bagh olarak artacak olan
renk meydana getirecek substrat solisyonu eklenir. Reaksiyonu durdurmak
icin son olarak durdurucu sollisyon eklendikten sonra, olusan rengin
absorbansi 450nm’de 6lgultr.

Tablo 3.4 TNF-a ELISA kiti icerisinde yer alan 6lcim materyalleri

REAKTIFLER ICERIGI
Mikroplaka (12 x 8 antikor kapl kuyucuklu) 1 adet (96 kuyucuklu)
Standartlar (liyofilize toz) 2 adet
Biyotin-antikor (100 x konsantre) 1x120 pL
HRP-avidin (100 x konsantre) 1x120 pL
Biyotin-antikor Dilisyon Soliisyonu 1x15ml
HRP-avidin Dilisyon Sollsyonu 1x15ml
Ornek Diliisyon Soliisyonu 1 x50 ml
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Yikama Tamponu ( 25 x konsantre) 1 x20 ml

Tetrametilbenzidin (TMB) Substrat 1x10 ml

Durdurma Soliisyonu 1x10 ml

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1.

Standart cozeltilerinin hazirlanmasi

Liyofilize haldeki standart sisesi, islem yapiilmadan 6énce 10.000
rpm ‘de 1 dakika santrifiijlendi.

Santrifij sonrasi, sise icine 1 ml 6rnek dilusyon sollsyonu
eklenerek stok standart ¢ozeltisi (400pg/ml) hazirlandi.

7 adet bos ependorf tlipe 250 pL 6rnek dilusyon sollisyonu
pipetlendi.

Stok standart cozeltiden 250 pL alnarak ilk tupe aktarildi.
Bdoylece 1:2 oraninda seyreltme vyapilarak  200pg/ml
konsantrasyonuna sahip standart ¢ozelti elde edildi.

Diger tlpler icin de ayni oranda seyreltme yapildi.

250pl 250pl  250pl  250pl  250pl 250l
LT.“ 0 | B |3||,2 lflm

i u M V \' W Ill"x_;f

Tupler | 87 S6 S5 S4 S3 s2 S1 S0
pg/mi 400 200 100 50 25 125 | 625 0
2. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi:

Kit icerigindeki mevcut yilkama tamponu 25 kat konsantre olup
calisma aninda 1 hacim ylkama tamponu 24 hacim distile suyla
25 kat seyreltildi. Kuyucuk basina harcanan miktar hesaplanarak
gerekli miktarda tampon hazirlandi.

. Biyotin-antikor ve HRP-avidin cozeltilerinin hazirlanmasi:

100 kat konsantre Biyotin-antikor ve HRP-avidin stok siselerinden
iki farkli cam tlpe 50 pL pipetlendi. Uzerlerine 4950 pL kendi
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dilisyon sollsyonlarindan ilave edilerek 100 kat seyreltme islemi
gerceklestirildi. Codzeltiler prosedlir sirasinda kullanilacaklari
zaman taze olarak hazirlandi.

Olgiim Metodu:

1. Standartlar 6nce olmak Uzere, hazirlanan tim standart
cOzeltiler ve serum o&rnekleri kuyucuklara 100 pL hacimde
pipetlendi.

2. Pipetleme tamamlandiktan sonra, plaka Uzeri yapiskanh kagit
ile kapatilarak 37°C’de 2 saat boyunca inklUbe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda, kuyucuklardaki tiim sivilar bosaltilarak,
iclerine 100 uL seyreltilmis Biyotin-antikor sollisyonu eklendi.

4. 1 saat boyunca 37°C’de inklbe edildi.

5. inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklardaki sivi bosaltildi
ve 200 pL yikama tamponu ile 3 kez otomatik plaka yikama
cihazinda yikandi.

6. Kuyucuklara 100 pL seyreltilmis HRP-avidin ¢ozeltisi eklendi ve
1 saat boyunca 37°C’de inklUbe edildi.

7. inkiibasyon siresi sonunda tiim kuyucuklardaki sivi bosaltildi
ve 200 pL yikama tamponu ile 5 kez otomatik plaka yikama
cihazinda yikandi.

8. Kuyucuklara 90 yuL TMB substrat sollisyonu eklenerek 15-30
dakika i1siktan uzakta 37°C’de inklibe edildi.

9. Inkiibasyon siresi sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma
solisyonu eklendi ve 5 dakika icerisinde 450nm’de &lgim
gerceklestirildi.

3.2.5.2 Interlokin 10 (IL-10) Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum IL-10 dizeyleri Cusabio Rat IL-10 (CSB-E04595r) kantitatif
ELISA test kiti kullanilarak élguldd.

Kit Prensibi:

Bu kit kantitatif sandvig enzim immunoassay teknigini kullanir. IL-10
icin spesifik antikor mikroplakaya kaplanmistir. Standartlar ve numuneler
kuyucuklara pipetlenir ve eger igerisinde IL-10 varsa antikor ile baglanir.
Baglanmayan diger bilesenler ortamdan uzaklastirildiktan sonra IL-10 igin
spesifik olan biotin-konjuge antikor kuyucuklara eklenir. Yikama yapildiktan
sonra, avidin konjuge peroksidaz (HRP) enzimi kuyucuklara eklenir.
Baglanmamis avidin-enzim kalintilarinin ortadan kaldirilmasi igin yapilan son
yikama islemi sonrasinda, siddeti IL-10 icerigine bagli olarak artacak olan
renk meydana getirecek substrat sollisyonu eklenir. Reaksiyonu durdurmak
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icin son olarak durdurucu sollisyon eklendikten sonra, olusan rengin

absorbansi 450nm’de 6lgulir.

Tablo 3.5 IL-10 ELISA kiti icerisinde yer alan 6lcim materyalleri

REAKTIFLER ICERIGI
Mikroplaka (12 x 8 antikor kapli kuyucuklu) 1 adet (96 kuyucuklu)
Standartlar (liyofilize toz) 2 adet
Biyotin-antikor (100 x konsantre) 1x120 pL
HRP-avidin (100 x konsantre) 1 x120 pL
Biyotin-antikor Dilisyon Soltisyonu 1x15ml
HRP-avidin Dillisyon Soliisyonu 1x15 ml
Ornek Diliisyon Soliisyonu 1 x 50 ml
Yikama Tamponu ( 25 x konsantre) 1x20ml
Tetrametilbenzidin (TMB) Substrat 1x10 ml
Durdurma Solisyonu 1x10 ml

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1. Standart cozeltilerinin hazirlanmasi

e Liyofilize haldeki standart sisesi, islem yapilmadan énce 10.000

rpm ‘de 1 dakika santrifijlendi.

Santrifij sonrasi, sise icine 1 ml o6rnek dilusyon sollisyonu
eklenerek stok standart ¢ozeltisi (400pg/ml) hazirlandi.

7 adet bos ependorf tlipe 250 pL 6rnek dilusyon sollisyonu
pipetlendi.

Stok standart coézeltiden 250 pL ahinarak ilk tupe aktarildi.
Bdylece 1:2 oraninda seyreltme vyapilarak  200pg/ml
konsantrasyonuna sahip standart ¢ézelti elde edildi.

Diger tlpler icin de ayni oranda seyreltme yapildi.
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2. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi:

e Kit icerigindeki mevcut yikama tamponu 25 kat konsantre olup
calisma aninda 1 hacim yikama tamponu 24 hacim distile suyla
25 kat seyreltildi. Kuyucuk basina harcanan miktar hesaplanarak
gerekli miktarda tampon hazirlandi.

3. Biyotin-antikor ve HRP-avidin cozeltilerinin hazirlanmasi:

e 100 kat konsantre Biyotin-antikor ve HRP-avidin stok siselerinden
iki farkli cam tipe 50 pL pipetlendi. Uzerlerine 4950 pL kendi
dilisyon sollsyonlarindan ilave edilerek 100 kat seyreltme islemi
gerceklestirildi. Cozeltiler prosedir sirasinda kullanilacaklan
zaman taze olarak hazirlandi.

Olgiim Metodu:

1. Standartlar 6nce olmak Uzere, hazirlanan tim standart
cozeltiler ve serum 0&rnekleri kuyucuklara 100 pL hacimde
pipetlendi.

2. Pipetleme tamamlandiktan sonra, plaka Gzeri yapiskanh kagit
ile kapatilarak 37°C’de 2 saat boyunca inklUbe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda, kuyucuklardaki tiim sivilar bosaltilarak,
iclerine 100 pL seyreltilmis Biyotin-antikor solisyonu eklendi.

4. 1 saat boyunca 37°C’de inklbe edildi.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda tim kuyucuklardaki sivi bosaltildi
ve 200 pL yikama tamponu ile 3 kez otomatik plaka yikama
cihazinda yikandi.

6. Kuyucuklara 100 pL seyreltilmis HRP-avidin gozeltisi eklendi ve
1 saat boyunca 37°C’de inklibe edildi.
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7. Inkiibasyon siiresi sonunda tim kuyucuklardaki sivi bosaltildi
ve 200 pL yikama tamponu ile 5 kez otomatik plaka yikama
cihazinda yikandi.

8. Kuyucuklara 90 yL TMB substrat sollisyonu eklenerek 15-30
dakika i1siktan uzakta 37°C’de inklbe edildi.

9. Inkiibasyon siresi sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma
solisyonu eklendi ve 5 dakika icerisinde 450nm’de &lgim
gerceklestirildi.

3.2.6 Fibroblast Biiyiime Faktorii 21 (FGF21) Diizeyleri Olgciimii

Calismamizda, inflamasyonun kontrollinde metformin ilacinin yani sira,
inflamasyona etkisinin incelenmesi igin serum ve karaciger doku FGF21
dizeyleri Cusabio Rat FGF21 (CSB-ELO08627RA) kantitatif ELISA test Kkiti
kullanillarak olglldi. Karaciger doku orneklerinde 6lglim islemi yapilmadan
once 100 kat seyreltme islemi yapildi. Seyreltme islemi igin, kit iceriginde
bulunan 6rnek dilisyon sollisyonu kullanildi.

Kit Prensibi:

Bu kit kantitatif sandvig enzim immunoassay teknigini kullanir. FGF21
icin spesifik antikor mikroplakaya kaplanmistir. Standartlar ve numuneler
kuyucuklara pipetlenir ve eder icerisinde FGF21 varsa antikor ile baglanir.
Baglanmayan diger bilesenler ortamdan uzaklastirildiktan sonra FGF21 igin
spesifik olan biotin-konjuge antikor kuyucuklara eklenir. Yikama yapildiktan
sonra, avidin konjuge peroksidaz (HRP) enzimi kuyucuklara eklenir.
Baglanmamis avidin-enzim kalintilarinin ortadan kaldirilmasi igin yapilan son
yikama islemi sonrasinda, siddeti FGF21 igerigine bagl olarak artacak olan
renk meydana getirecek substrat sollisyonu eklenir. Reaksiyonu durdurmak
icin son olarak durdurucu sollisyon eklendikten sonra, olusan rengin
absorbansi 450nm’de &6lgalir.

Tablo 3.6 FGF21 ELISA kiti icerisinde yer alan dlcim materyalleri

REAKTIFLER ICERIGI
Mikroplaka (12 x 8 antikor kapl kuyucuklu) 1 adet (96 kuyucuklu)
Standartlar (liyofilize toz) 2 adet
Biyotin-antikor (100 x konsantre) 1x120 pL
HRP-avidin (100 x konsantre) 1x120 pL
Biyotin-antikor Dilisyon Solisyonu 1x15ml
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HRP-avidin Diliisyon Solisyonu 1x15 ml
Ornek Diliisyon Soliisyonu 1 x 50 ml
Yikama Tamponu ( 25 x konsantre) 1 x20 ml
Tetrametilbenzidin (TMB) Substrat 1x10 ml
Durdurma Soliisyonu 1x10 ml

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1. Standart cozeltilerinin hazirlanmasi

e Liyofilize haldeki standart sisesi, islem yapilmadan énce 10.000
rpm ‘de 1 dakika santriftjlendi.

e Santrifij sonrasi,

sise

icine 1 ml 6rnek dilusyon sollisyonu

eklenerek stok standart ¢ozeltisi (400pg/ml) hazirlandi.
e 7 adet bos ependorf tipe 250 pL o6rnek dilusyon sollsyonu

pipetlendi.

e Stok standart c¢ozeltiden 250 pL alinarak ilk tdpe aktarildi.
Boylece 1:2 oraninda seyreltme vyapilarak  200pg/ml
konsantrasyonuna sahip standart ¢ozelti elde edildi.

e Diger tlpler icin de ayni oranda seyreltme yapildi.

250pl 250pl

250pl  250pl  250pl  250pl

%llll .
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375
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4. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi:

e Kit icerigindeki mevcut yikama tamponu 25 kat konsantre olup
calisma aninda 1 hacim ylkama tamponu 24 hacim distile suyla
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25 kat seyreltildi. Kuyucuk basina harcanan miktar hesaplanarak
gerekli miktarda tampon hazirlandi.

5. Biyotin-antikor ve HRP-avidin cozeltilerinin hazirlanmasi:

e 100 kat konsantre Biyotin-antikor ve HRP-avidin stok siselerinden
iki farkh cam tipe 50 pL pipetlendi. Uzerlerine 4950 uL kendi
dilisyon sollsyonlarindan ilave edilerek 100 kat seyreltme islemi
gerceklestirildi. Codzeltiler prosedlr sirasinda kullanilacaklari
zaman taze olarak hazirlandi.

Olgiim Metodu:

1. Standartlar 6nce olmak Uzere, hazirlanan tim standart
cOzeltiler, serumlar ve karaciger doku homojenatlari
kuyucuklara 100 pL hacimde pipetlendi.

2. Pipetleme tamamlandiktan sonra, plaka Gzeri yapiskanh kagit
ile kapatilarak 37°C’de 2 saat boyunca inklbe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda, kuyucuklardaki tiim sivilar bosaltilarak,
iclerine 100 uL seyreltilmis Biyotin-antikor sollisyonu eklendi.

4. 1 saat boyunca 37°C’de inklUbe edildi.

5. inkiibasyon siiresi sonunda tiim kuyucuklardaki sivi bosaltildi
ve 200 pL yikama tamponu ile 3 kez otomatik plaka yikama
cihazinda yikandi.

6. Kuyucuklara 100 pL seyreltilmis HRP-avidin ¢dzeltisi eklendi ve
1 saat boyunca 37°C’de inklUbe edildi.

7. Inkiibasyon siiresi sonunda tim kuyucuklardaki sivi bosaltildi
ve 200 pL yikama tamponu ile 5 kez otomatik plaka yikama
cihazinda yikandi.

8. Kuyucuklara 90 yuL TMB substrat sollisyonu eklenerek 15-30
dakika i1siktan uzakta 37°C’de inklbe edildi.

9. Inkiibasyon siresi sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma
solisyonu eklendi ve 5 dakika igerisinde 450nm’de 6lgim
gerceklestirildi.

3.2.7 Karaciger Doku Homojenatlarinda Protein Olgiimii

Doku orneklerinde total protein duzeyi Gornall ve ark. tarafindan
bildirilen Bilret ydontemine goére gerceklestirildi (Gornall, Bardawill, & David,
1949). Bu yéntem, alkali kosullar altinda Cu*? iyonlarinin aminoasit, peptid,
protein gibi amonyumlu bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi
esasina dayanmaktadir. Olusan renkli kompleksin absorbansi
spektrofotometrik olarak 545 nm dalga boyunda 6lglilmektedir.
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Biliret Reaktifinin Hazirlanmasi: 1,5 gr CuSO4 ve 6 gr Na-K-tartarat
tartilarak ayri kaplarda az miktar distile su ile ¢ézlldi. 30 gr NaOH da yine
300 ml de distile su ile ¢ézluldli (2,5 N). Bu reaktifler karistirildi ve 1 L'ye
tamamlandi.

Standartlarin Hazirlanmasi: Standart olarak Bovin Serum Albumin
kullanildi. 20mg/ml stok ¢bzelti hazirlanarak seri dilisyonlar ile 20-10-5-2,5
-1,25-0 mg/ml hacimde standartlar hazirlandi.

Standartlar, homojenatlar ve kor icin cam tlpler hazirlandi ve asagidaki
tabloya gore ¢ozeltilerin pipetlemeleri yapildi.

Tablo 3.7 Bilret 6lgim prosedurundeki bilesenlerin hacimleri

KOR NUMUNE STANDARTLAR
Homojenat = 50 pL -
Standartlar - = 50 pL
Bilret Rektifi 1250 pL 1250 pL 1250 pL
Distile su 50 pL - -

15 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildikten sonra 545
nm’de spektrofotometrik olarak élgimleri gergeklestirildi.

3.2.8 Karaciger Dokularinin Histolojik Olarak Incelenmesi

Deney sonunda sakrifiye edilen ratlarin karacigerleri dikkatlice
cikarildiktan sonra hemen SF ile yikandi ve kigUuk parcalara ayrilarak %
10’luk tamponlu formaldehit icerisinde 24 saat sureyle fikse edildi. Cesme
suyu altinda yikamay! takiben dereceleri artan etil alkollerden gegirilerek
dehidratasyon vyapildi. Ardindan ksilol icerisinde geffaflastirma islemi
uygulandi ve sivi parafinlerde bekletildikten sonra parafin bloklar haline
getirildiler. Bloklardan 5 pm kalinliginda seri kesitler alinarak H-E ile
boyandilar. Binokller mikroskop altinda histopatolojik inceleme yapilarak
grubu temsil eden mikro goérintiler elde edildi.

3.2.9 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dal'nda yapildi. Surekli nicel veriler; n, ortalama ve
standart sapma olarak, Nitel veriler ise n, ortanca deger, 25’inci ve 75’inci
ylzdelik dederler olarak ifade edilmistir. Bagimsiz 6lgimlerden olusan ve
normal dagilim goésteren dediskenlere One Way Analysis of Variance testi ile

37



analiz edilmis olup, normal dagihm gostermeyen dediskenlere ise Kruskal-
Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Test uygulanmistir. p<0.05
olasilik degerleri 6Gnemli olarak kabul edilmistir. Tim veri analizleri IBM SPSS
Statistics 21 paket programlari ile yapiimistir.
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4-BULGULAR

4.1 Karaciger Hasari Belirtecgleri

Calisma gruplarimizin serum AST ve ALT dederlerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi Tablo 4.1’ de verilmistir.

Tablo 4.1 Calisma Gruplarinda AST ve ALT Sonuclarinin Istatistiksel
Karsilastiriimasi (U/L)

N Median (25%-75%) P
KONTROL 8 127,00 (117,00-152,00)
GRUP 2 (LPS) 8 830,00 (697,50-1163,50)
AST |GRUP3(-1 MET+LPS) 6 232,50 (180,00-303,00) <0,001%*
GRUP4(LPS+ 1 MET) 6 285,50 (246,00-314,00)
GRUP 5(LPS+3 MET) 6 339,00 (258,00-411,00)
KONTROL 8 67,00 (61,50-79,50)
GRUP 2 (LPS) 8 623,50 (537,00-900,50)
ALT |GRUP3(-1 MET+LPS) 6 126,50 (95,00-207,00) <0,001%*
GRUP4(LPS+ 1 MET) 6 164,00 (120,00-241,00)
GRUPS (LPS+3 MET) 6 226,00 (186,00-345,00)

** Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks (Median 25%-75%)

Gruplarimizin serum AST median dederleri sirasiyla; 127,00 (117,00-
152,00); 830,00 (697,50-1163,50); 232,50 (180,00-303,00); 285,50
(246,00-314,00); 339,00 (258,00-411,00) olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirildiinde Grup II'de ve
Grup V'te ileri derecede dnemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye gbére
degerlendirme yapildidinda ise Grup III'te ylksek diizeyde anlaml azalis
gbzlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.1.A).
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Grafik 4.1.A Serum AST dederlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farklihk p<0,001
b: Grup Il'ye gére farkhhik p<0,001

Gruplarimizin serum ALT median dederleri sirasiyla; 67,00 (61,50-
79,50); 623,50 (537,00-900,50); 126,50 (95,00-207,00); 164,00 (120,00-
241,00); 226,00 (186,00-345,00) olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gore dederlendirildiginde Grup II'de ve
Grup V'te ileri derecede dnemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye gbére
degerlendirme yapildiginda ise Grup IIl'te ylksek dizeyde anlamli azalis
gbzlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.1.B).
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Grafik 4.1.B Serum ALT dederlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farklihk p<0,001
b: Grup Il'ye gore farkhlik p<0,001

4.2 Hiicre Aktivasyonu Ve Inflamasyonu Belirtecleri

Calisma gruplarimizin doku MPO dizeylerinin istatistiksel acidan
dederlendirilmesi Tablo 4.2’ de verilmistir.

Tablo 4.2 Calisma Gruplarinda Doku MPO Sonuglarinin Istatistiksel
Karsilastirilmasi (U/mg protein)

Median (25%-75%) P

0,36 (0,27-0,68)
5,89 (2,86-9,02)
MPO | GRUP3 (-1 MET+LPS) 0,61 (0,32-1,65) <0,001%*
GRUP 4 (LPS+ 1 MET) 2,87 (1,24-3,03)
GRUP 5 (LPS+3 MET) |6 3,57 (2,20-4,72)

KONTROL
GRUP 2 (LPS)

o|o|w|o|2

** Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks (Median 25%-75%)
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Gruplarimizin doku MPO median dederleri sirasiyla; 0,36 (0,27-0,68);
589 (2,86-9,02); 0,61 (0,32-1,65); 2,87 (1,24-3,03); 3,57 (2,20-4,72)
olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gore dederlendirildiinde Grup II'de ve
Grup V'te ileri derecede 6nemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye gbére
degerlendirme yapildiginda ise Grup III'te ylksek dizeyde anlaml azalis
gbzlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.2).
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Grafik 4.2 Doku MPO degerlerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farkhlik p<0,001
P: Grup II'ye gére farklik p<0,001

4.3 Oksidatif Stres Hasari Belirteci

Calisma gruplarimizin  doku MDA dlzeylerinin istatistiksel acgidan
degerlendirilmesi Tablo 4.3’ te verilmistir.
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Tablo 4.3 Calisma Gruplarinda Doku MDA Sonuclarinin Istatistiksel
Karsilastirilmasi (nmol/mg protein)

N Mean=Std. Deviation P
KONTROL 8 1,82+0,46
GRUP 2 (LPS) 8 4,05+0,99
MDA | GRUP3 (-1 MET+LPS) |6 1,51+0,45 <0,001*
GRUP 4 (LPS+ 1 MET) |6 1,91+0,32
GRUP 5 (LPS+3 MET) |6 1,82+0,46

* One Way Analysis of Variance (Mean=x Std. Deviation)

MDA dlzeyleri asadidaki kalibrasyon grafiginden vyararlanilarak
belirlenmistir (Grafik 4.3)
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Grafik 4.3 MDA kalibrasyon grafigi

Doku homojenatlarinda yapilan protein élcimleri icin asagidaki standart
grafikten yararlaniimistir.
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Grafik 4.4 Total protein(Biliret) Standart Grafigi

Gruplarimizin doku MDA mean degerleri sirasiyla; 1,82+0,46;
4,05+0,99; 1,51+0,45; 1,91+0,32; 1,82+0,46 olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirildiinde Grup II'de ileri
derecede o6nemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye (goére
dederlendirme yapildiginda ise Grup III'te, Grup IV'te ve Grup V'te ylksek
dizeyde anlamli azalis gézlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.5).
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Grafik 4.5 Doku MDA dulzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
2. Grup I'e gore farklihk p<0,001
P: Grup II'ye gére farklihk p<0,001

4.4 Inflamatuar Belirtecler
4.4.1 Tumor Nekroz faktori — a (TNF- a) Diizeyleri

Serum TNF-a dederleri igin gruplarin istatistiksel degerlendirilmesi
Tablo 4.4' te verilmigstir.

Tablo 4.4 Calisma Gruplarinda Serum TNF-a Sonuclarinin Istatistiksel
Karsilastiriimasi (pg/ml)

Median (25%-75%) P

KONTROL
GRUP 2 (LPS)

2,28 (1,74-3,73)

42,21 (35,47-47,57)
TNF-a | GRUP3 (-1 MET+LPS) 20,69 (14,86-23,77) <0,001%**
GRUP 4 (LPS+ 1 MET) 23,33 (22,68-23,62)
GRUP 5 (LPS+3 MET) |6 30,47 (29,64-37,17)

o|o|w|o|2

** Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks (Median 25%-75%)
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Bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-a’nin gruplar arasi karsilastirilmasi
Incelendiginde median degerleri sirasiyla; 2,28 (1,74-3,73); 42,21 (35,47-
47,57); 20,69 (14,86-23,77); 23,33 (22,68-23,62); 30,47 (29,64-37,17)
olarak belirlenmigtir.

Istatistiksel olarak Grup I'e gore dederlendirildiinde Grup II'de ve
Grup V'te ileri derecede 6nemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye gbre
degerlendirme yapildiginda ise Grup IIl'te ylksek dizeyde anlaml azalis
gozlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6 Serum TNF-a dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farkhlik p<0,001
b: Grup II'ye gére farkliik p<0,001
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4.

4.2 Interlokin 10 (IL-10) Diizeyleri

Serum IL-10 dederleri icin gruplarin istatistiksel degerlendirilmesi Tablo

4.5 te

verilmistir.

Tablo 4.5 Calisma Gruplarinda Serum IL-10 Sonuclarinin Istatistiksel
Karsilastiriimasi (pg/ml)

N Median (25%-75%) P
KONTROL 8 4,85 (2,72-8,05)
GRUP 2 (LPS) 8 11,95 (9,23-13,86)
IL-10 |GRUP3 (-1 MET+LPS) |g 34,04 (23,75-44,12) <0,001%*
GRUP 4 (LPS+ 1 MET) |6 23,46 (19,04-29,93)
GRUP 5 (LPS+3 MET) |6 14,04 (12,94-18,53)

** Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks (Median 25%-75%)

Bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10'un gruplar arasi karsilastiriimasi
incelendiginde median dederleri sirasiyla; 4,85 (2,72-8,05); 11,95 (9,23-

13,86); 34,04 (23,75-44,12); 23,46 (19,04-29,93):

olarak

belirlenmistir.

14,04 (12,94-18,53)

Istatistiksel olarak Grup I'e gére dederlendirildiinde Grup IIl'te ve
Grup IV'te ileri derecede 6nemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye
gore dederlendirme yapildiginda ise Grup III'te yiksek dizeyde anlamli artis
gozlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.7).
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Grafik 4.7 Serum IL-10 dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farkhlik p<0,001
P: Grup II'ye gére farkliik p<0,001

4.5 Fibroblast Biiyiime Faktoriu 21 (FGF21) Diizeyleri

Serum ve doku FGF21 dederleri icin gruplarin istatistiksel
dederlendirilmesi Tablo 4.6 ve 4.7'de verilmistir.

Tablo 4.6 Calisma Gruplarinda Serum FGF21 Sonuclarinin Istatistiksel
Karsilastiriimasi (pg/ml)

Median (25%-75%) P
16,47 (12,53-19,63)
95,68 (75,68-109,90)
GRUP 4 (LPS+ 1 MET) 35,68 (9,11-56,47)
GRUP 5 (LPS+3 MET) |6 44,37 (24,37-54,90)
** Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks (Median 25%-75%)

KONTROL
GRUP 2 (LPS)

oo |||z
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Tablo 4.7 Calisma Gruplarinda Doku FGF21 Sonuclarinin Istatistiksel
Karsilastiriimasi (pg/100mg yas doku)

MeanxStd. Deviation P
4056,18+293,40
7548,95+441,50
DOKU_FGF21 |GRUP3 (-1 MET+LPS) 5408,60+298,09 <0,001*
GRUP 4 (LPS+ 1 MET) 5998,95+1102,05
GRUP 5 (LPS+3 MET) 6 6394,56+1117,96
* One Way Analysis of Variance (Meanzx Std. Deviation)

KONTROL
GRUP 2 (LPS)

ool |z

Gruplarimizin serum FGF21 median dederleri sirasiyla; 16,47 (12,53-
19,63); 95,68 (75,68-109,90); 34,37 (22,26-41,74); 35,68 (9,11-56,47);
44,37 (24,37-54,90) olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gére degerlendirildiinde Grup II'de ileri
derecede oOnemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye goére
dederlendirme yapildiginda ise Grup III'te yliksek diizeyde anlamli azalis
gbzlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.8).
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Grafik 4.8 Serum FGF21 dlzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farkhlik p<0,001
b: Grup II'ye gére farkliik p<0,001
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Gruplarimizin doku FGF21 mean dedgerleri sirasiyla; 4056,18+293,40;
7548,95+441,50; 5408,60+£298,09; 5998,95+1102,05; 6394,56+1117,96
olarak bulunmustur.

Istatistiksel olarak Grup I'e gore dederlendirildiginde tim gruplarda
ileri derecede o6nemli artis bulunmustur (p<0,001). Grup II'ye gobre
degerlendirme yapildiginda ise yine tim tedavi guruplarinda yiksek diizeyde
anlamh azalis gézlemlenmistir (p<0,001) (Grafik 4.9).
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Grafik 4.9 Doku FGF21 duzeylerinin gruplar arasindaki karsilastiriimasi
@: Grup I'e gore farkhlik p<0,001
b: Grup Il'ye gére farkhlik p<0,001

Tedavi gruplarn olan Grup III, IV ve V'te ikiser olmak Uzere toplamda 6
adet hayvan kaybedilmistir. Hayvanlarda meydana gelen inflamasyonun
belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasi ve metforminin etkisinin net bir sekilde
gorulebilmesi icin, LPS’nin uygulama sliresi 6n calisma ile 24 saat olarak
belirlenmistir. Ancak surenin uzun olmasi ve her hayvanin farkh
metabolizmaya sahip olmasi dolayisiyla, bazi hayvanlar bu sireyi tolere
edemediginden deney slirecini tamamlayamamislardir.
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4.6 Histolojik Bulgular

Grup 1: Kontrol SF

Kontrol grubuna ait karaciger kesitlerinde normal histolojik yapi izlendi.
Hepatositler poligonal sekilleri, hafif eozinofilik sitoplazmalari ve duzglin
kenarl, yuvarlak ve o&kromatik cekirdekleriyle santral venler cevresinde
Isinsal tarzda dizenlenmislerdi. Portal yapilar normal olarak degerlendirildi.

Sekil 4.1 Grup 1’e ait karaciger kesitinde ortada bir santral ven ve
etrafinda 1sinsal tarzda dizenlenmis hepatositler gériilmektedir. H-E, bar=50
Mm.
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Grup 2: LPS

Tek basina LPS verilen gruba ait karaciger kesitlerinde lokal odaklar
seklinde inflamasyonlara rastlandi. Bu odaklarda pdridlan  materyal
bulunmaktaydi. Iltihap odaklarina komsu karacier hiicrelerinde hidropik
dejenerasyondan vakuoler dejenerasyon ve nekroza kadar giden hucre
hasarlari gézlendi. Yer yer kanama odaklar dikkati cekti. Ayrica santral
venler ve portal yapilar etrafinda da iltihabi hlicre birikimlerine rastlandi.

Sekil 4.2 Grup 2'ye ait karaciger kesitinde ortada bir iltihap odadi
(yildiz) ve etrafinda dejenerasyona ugramis hepatositler (oklar)
gorulmektedir. H-E, bar=50 pm.
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Sekil 4.3 Grup 2'ye ait karaciger kesitinde ortada portal alan yapilar ve
etrafinda iltihabi hicre birikimi gérilmektedir. H-E, bar=50 pym.

Grup 3: LPS + Metformin 1 Saat Once

LPS uygulamasindan 1 saat 6nce metformin uygulanan gruba ait
karaciger kesitlerinde iltihap ve kanama odaklarina rastlanmadi. Santral
venler ve portal vyapilarin cevresinde hasar gorilmedi. Karaciger
parankiminde sadece birka¢ alanda az miktarda vakuolizasyon go&steren
hepatositlere rastlandi. Genel olarak doku normale yakin bir histoloji

sergiledi.
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Sekil 4.4 Grup 3’e ait karaciger kesitinde ortada bir santral ven ve
etrafinda genel olarak normal goérintimli hepatositler izlenmektedir. H-E,
bar=50 ym.

Sekil 4.5 Grup 3’e ait karaciger kesitinde ortada portal yapilar ve
etrafinda genel olarak normal gérinimli hepatositler izlenmektedir. H-E,
bar=50 pm.
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Grup 4: LPS + Metformin 1 Saat Sonra

LPS verildikten 1 saat sonra metformin uygulanan gruba ait karaciger
kesitlerinde metforminin etkisiz kaldigina dair bulgulara rastlandi. Iltihabi ve
kanamali odaklar, santral venler ve portal yapilar etrafinda iltihabi htcre
birikimi, hepatositlerde degisik derecelerde dejenerasyonlar gozlendi.

Sekil 4.6 Grup 4’e ait karaciger kesitinde ortada bir santral ven ve
etrafinda dejenerasyona ugramis hepatositler (oklar) izlenmektedir. H-E,
bar=50 ym.
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Sekil 4.7 Grup 4’e ait karaciger kesitinde solda bir iltihap odagi (oklar)
gorilmektedir. Sagda normal gérinimli hepatositler dikkati cekmektedir. H-
E, bar=50 pm.

Grup 5: LPS + Metformin 3 Saat Sonra
LPS verildikten 3 saat sonra metformin uygulanan gruba ait karaciger

kesitlerinde 4. gruptakine benzer, hatta daha ileri dlizeyde iltihap kanama ve
hepatoselliler dejenerasyona rastlandi.
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Sekil 4.8 Grup 5’e ait karaciger kesitinde Ustte bir santral ven, solda
vakuoler dejenerasyona ugramis hepatositler (koyu renkli oklar) ve asagida
bir iltihap odagi (acik renkli oklar) izlenmektedir. H-E, bar=50 pm.

Sekil 4.9 Grup 5’e ait karaciger kesitinde ortada bir santral ven ve
etrafinda dejenerasyona ugramis hepatositler gértilmektedir. Resmin
kenarlarindaki hepatositler normal yapi sergilemektedir. H-E, bar=50 pm.
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5- TARTISMA

Inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz ve immun yanit gibi bircok
mekanizmanin, akut karaciger hasarina sebep oldugu bilinmektedir. Bu tez
calismasinda, metforminin, Lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan inflamasyon
Uzerinde koruyucu ya da tedavi edici etkilerinin, FGF21 ile birlikte
arastirlmasi amacglanmistir. Calismamizda, LPS'nin meydana getirdigi
inflamasyon, karaciger dokulari Uzerinden histolojik olarak ve bazi
biyokimyasal belirtecler ile incelenmistir. Ozellikle LPS'nin organizmadaki
detoksifikasyonu, karacigerde retikuloendotelyal sistemin baslica bilesenleri
olan Kupffer hicreleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Kupffer hicreleri,
endotoksemi sirasinda, proinflamatuar sitokinlerin ve ROS’larin baglica
kaynagl olmasi sebebiyle, bu hiicrelerin aktivasyonu, LPS kaynakli meydana
gelen akut hepatik hasarin sebebi olabilir (Kalaz, vd., 2016; Yan, vd., 2016).

Metformin  ve FGF21, anti-inflamatuar etkinliklerini benzer
mekanizmalar  Uzerinden  gOsterdikleri  icin, c¢alismamizda  etkileri
dederlendirilmistir. Calismada ratlara, intraperitoneal yolla 200 mg/kg
metformin ve 5 mg/kg LPS enjeksiyonlari yapilmistir. Metformin ve LPS’nin
dozlari, ratlarda toksik dozun altinda olacak sekilde, literatlir arastirmalari
sonucunda belirlenmistir (Cho, Choi, Kim & Lee, 2009; Quaile, vd., 2010).
LPS uygulamasindan 24 saat sonra intrakardiyak kan ornekleri ve karaciger
dokulari alinmistir. 24 saatlik inflamatuar reaksiyon siresi, yapilan 6n
calisma sonrasi belirlenmistir.

LPS uygulamasl sonrasinda, ratlarin karaciger hicrelerinde hasar
olusup olusmadigini tespit etmek amaciyla, serum orneklerinde Aspartat
Aminotransferaz (AST) ve Alanin Aminotransferaz (ALT) enzimlerinin
aktiviteleri belirlendi.

Bal ve arkadaslarinin yaptigi calismada, LPS/D-galaktozamin(D-GalN)
ile ratlarda inflamasyon meydana getirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla,
LPS/D-GalN uygulanan ratlarda, karaciger hasarini isaret eden AST ve ALT
aktivitelerinde ciddi bir artis meydana geldigi gortilmustir. Ancak LPS/D-GalN
uygulamasindan 6nce metformin verilen ratlardaki AST ve ALT
aktivitelerindeki artisin LPS grubu kadar fazla olmadidi tespit edilmistir (Bal,
vd., 2014).

Bergheim ve arkadaslari, kismi hepatektomi yapilan ratlarda, LPS
endotoksemisinde metforminin koruyuculugunu incelemislerdir. Oncelikle
ratlara 2/3 oraninda hepatektomi yapilarak 2 gin iyilesmeye birakmislardir.
Daha sonra LPS uygulanan bir hasta grup ve LPS dncesi iki kere metformin
uygulanan tedavi grubu olusturmuslardir. Hepatektomili ve LPS uygulanan
ratlarda ciddi oranda AST ve ALT artisi gézlenirken, LPS dncesinde metformin
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uygulanan hepatektomili ratlarda bu artisin daha i1hml dizeyde oldugu ve
metforminin koruyucu bir etki goOsterdigi belirlenmistir (Bergheim, vd.,
2006).

Calismamizda, kontrol grubuna oranla, 2. Grup olan LPS grubundaki
AST ve ALT aktivitelerinin istatistiksel olarak ylksek dizeyde anlamli olmasi,
ratlarda belirgin olarak karaciger hasari meydana geldigini géstermektedir.
Kontrol grubuna goére 5. Grup olan LPS sonrasi 3. Saate metformin grubunun
da istatistiksel olarak ylksek anlamli olmasi, bu grupta verilen metforminin,
karacigerde meydana gelen hasari onarma dizeyinde yetersiz kaldigini
gdstermektedir.

LPS grubuna oranla, 3. Grup olan LPS &6ncesi metformin grubunda
meydana gelen AST ve ALT aktivitelerindeki azalis, metforminin koruyucu
etki gosterdigini ve LPS’nin karaciger fonksiyonlarini etkileyecek diizeyde
hasar vermesini engelledigini gdstermektedir.

Doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonu, oksidatif stresin ve
ardindan kaginilmaz olarak meydana gelen oksidatif hasarin bir gdstergesi
olarak siklikla kullanilir. Lipit peroksidasyonunun son Urunlerinden biri olan
malondialdehit (MDA) miktarinin Olglilmesi mevcut klinik ve deneysel
calismalarda, oksidatif hasar belirteci olarak en gok kullanilan yéntemdir.
Lipit peroksidasyonu endotoksin bagimh hepatik hasarin sorumlularindan
biridir ve yikim Urlnleri en fazla karaciger, akciger ve serumda birikir
(Haugaard, 1968).

Yuan ve arkadaslarinin yaptiklari calismada, farelerde karaciger hasari
meydana getirmek icin LPS/D-GalN kullanilmistir. Sadece LPS/D-GalN
uyguladiklar farelerin karacigerlerinde ylksek yizeyde MDA konsantrasyonu
tespit etmislerdir. Ancak LPS/D-GalN uygulamasi 6ncesinde metformin
verilen gruptaki farelerde, sadece LPS/D-GalN uygulanan gruba oranla
anlamli dizeyde MDA konsantrasyonunda azalma meydana gelmistir.
Metforminin karacigeri oksidatif hasardan korumus oldugu tespit edilmistir
(Yuan, vd., 2012).

Zhou ve arkadaslar ise benzer olarak farelere hem LPS uygulayarak
hem de vyiksek yagh diyet uygulayarak karacier hasari meydana
getirmislerdir. 18 hafta boyunca ylksek yagl diyet uyguladiklari farelerin, bir
grubuna sadece LPS, diger gruba ise LPS vermeden 6nce 4 hafta boyunca
oral metformin vermislerdir. Karaciger dokulari alinjp MDA dlzeylerine
bakildiginda, LPS verilen grupta oldukca yliksek MDA konsantrasyonlar tespit
edilmistir. Metformin uygulanan grupta ise, MDA dlzeylerinin anlaml
dlizeyde distk oldugunu, metforminin karacigeri oksidatif hasardan
korudugunu gozlemlemislerdir (Zhou, vd., 2016).
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Yapilan bu literatir calismalarina uyumlu olarak, biz de tez
calismamizda karacigerde meydana gelen oksidatif hasari MDA dizeylerini
Olcerek gosterdik. Kontrol grubuna oranla, 2. Grup olan LPS grubunda, MDA
dizeyleri istatistiksel acidan yuksek dlzeyde anlamli olarak artmistir. Bu
durum LPS'nin karacigerde belirgin olarak oksidatif hasar meydana getirdigini
desteklemektedir. LPS grubuna oranla, tedavi gruplan karsilastirildiginda ise,
3 grupta da ileri dizeyde anlaml bir azalma belirlenmistir.

LPS uygulamasi sonrasinda, ratlarin karaciger hicrelerinde meydana
gelen noétrofil  infiltrasyonu  ve inflamasyonun  belirlenmesi igin
myeloperoksidaz (MPO) enzim duzeyleri 6lguldu.

Pandey ve Kumar’in, ratlarda meydana gelen akut inflamasyon ve
oksidatif stres Uzerine metforminin koruyucu etkisinin degerlendirdikleri
calismada, akut inflamasyon dederlendirilmesi igin doku MPO dlzeyleri
Olcilmustdr. Calismada ratlarin arka ayak patileri Gzerinde enjeksiyon ile
inflamasyon olusturulmus olup, bir grupta distk, diger grupta ylksek dozda
olmak Uzere, inflamasyon Oncesinde ratlara yine enjeksiyonla metformin
verilmistir. Sonuglari istatistiksel olarak degerlendirdiklerinde, sadece toksin
enjekte edilen gruba kiyasla, disik ve yuksek doz metformin uyguladiklarn
gruplar arasinda, MPO dizeyleri agisindan istatistiksel olarak oldukga anlaml
bir diisiis oldugunu goézlemislerdir. Metforminin diisiik dozda da ylksek dozda
da olsa, inflamasyona karsi koruyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir
(Pandey & Kumar, 2016).

Vaez ve arkadaslari, akcigerde LPS ile meydana getirdikleri akut
inflamasyon (zerine metforminin koruyucu etkilerini incelemislerdir. Akciger
dokularinda noétrofil inflitrasyon goOstergesi olarak MPO dlzeylerine
bakmiglardir. Sonuclara bakildiginda, sadece LPS enjeksiyonu yaptiklari
gruba gbére, LPS 0&ncesi metformin enjekte ettikleri grupta, MPO
duzeylerindeki disus istatistiksel olarak ileri dlizeyde anlamli bulunmustur.
Boylece metforminin akcigerlerdeki inflamasyonu belirgin oranda azaltarak
koruyucu etki yaptigini belirlemislerdir (Vaez, vd., 2016).

Calismamizda, literatire uyumlu olarak, kontrol grubuna kiyasla,
sadece LPS uyguladigimiz 2. Gruptaki MPO dlizeylerinde, istatistiksel olarak
yuksek oranda anlaml bir artis meydana geldi. Ayni zamanda 2. Gruba ait
karaciger dokulari histolojik olarak degerlendirildiginde, iltahabi hicre
odaklari, yer yer kanamalar ve dejenerasyona udramis hepatositler gibi
inflamasyonu isaret eden bulgular oldugu belirlendi. LPS grubu olan 2. Grup
ile LPS oOncesi metformin uygulanan 3. Grup kiyaslandiginda, MPO
dizeylerinde istatistiksel olarak ylksek oranda anlamli azalma meydana
geldi. Ayni zamanda 3. Grubun karaciger dokulari incelendiginde, iltahabi ve
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kanama odaklari gérilmeyip, sadece bazi yerlerde vakuolizasyon gdsteren
hepatositlere rastlandi. Genel olarak neredeyse kontrol grubuna yakin
histolojik inceleme sonuglari olmasi, metforminin karacigerde LPS’nin
meydana getirdigi inflamasyonu koruyucu yénde basarili bir etki gosterdigini
ortaya koymaktadir. Kontrol grubuna kiyasla, 5. Grup olan LPS sonrasi 3.
Saatte metformin grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir artis olmasi, 3
saat sonra metformin verilmesinin inflamasyonu onlemede yetersiz kaldigini
gb6stermistir. Histolojik bulgularda da, LPS grubuna yakin sonuclar elde
edilmistir.

Tez calismamizda inflamatuar belirteclerden, proinflamatuar sitokin
olan TNF-a ve antiinflamatuar sitokin olan IL-10 dlzeyleri arastiriimistir.

Hyun ve arkadaslarinin fare makrofaj hicreleri ile gerceklestirdigi in
vitro calismada, LPS ile hucre kultirid ortaminda inflamasyon meydana
getirilmistir. Sadece LPS uygulanan hucrelerde, kontrol hicrelerine gére TNF-
a dizeylerinde istatistiksel olarak ylksek oranda anlamli artis meydana
gelmistir. Yiksek oranda metformin ile birlikte LPS uygulanan hicrelerde ise,
LPS uygulanan hicrelere oranla TNF-a dederlerinde istatistiksel olarak
anlaml dizeyde azalma saptanmistir. IL-10 duizeyleri ise Western Blotting
yontemi ile incelenmis olup, LPS ile birlikte metformin verilen gruplarda, IL-
10 protein ekspresyon dlzeylerinin bir miktar daha artmis oldugu
gorulmustur (Hyun, vd., 2013).

Chen ve arkadaslarinin Tip II Diabetes Mellitus hastalarn Uzerinde
yaptiklari calismada ise metformin ve diger anti-diyabetik ilaglarin,
inflamatuar etkilerinin karsilastirmasi yapilmistir. Bir yillik bir calisma ytruten
grup, metforminin proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler Uzerindeki
etkilerini incelemiglerdir. Bir yil boyunca duzenli olarak yalnizca metformin
kullanan gruptaki hastalarin serumlari ile diger ilaglari kullanan hastalarin
serumlari karsilastirildiginda, metforminin bir yillik siirecte TNF-a ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin seviyesini azalttigi, bir antiinflamatuar sitokin olan
IL-10 seviyelerini ise arttirdigi tespit edilmistir (W. Chen, Liu, & Ye, 2016).

Calismamizdaki TNF-a sonuglarina bakildiginda, kontrol grubuna goére,
LPS verilen 2. Gruptaki TNF-a dederleri, istatistiksel olarak yiksek derecede
anlamh bir artis gostermistir. Diger parametreler ile uyumlu olarak, LPS
grubundaki ratlarda belirgin oranda inflamasyon meydana geldigi
gbérulmektedir. Kontrol grubuna goére, 5. Grup olan LPS sonrasi 3. Saatte
metformin grubunda da anlamli artis  olmasi, inflamasyonun
baskilanamadigini gostermektedir. 2. Gruba gore, 3. Grup olan LPS o6ncesi
metformin grubunda ise istatistiksel olarak ylksek derecede anlamli azalma
meydana gelmistir. Bu durum metforminin, inflamasyon sonucu acgida cikan
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TNF-a Uretimini baskiladigini ve LPS'nin meydana getirdigi inflamasyona karsi
koruyucu etki olusturdugunu gostermektedir.

IL-10 sonuglarina bakildiginda, anlamh dizeyde olmasa da, LPS
grubunda kontrol grubuna goére bir artis meydana geldigi gorilmektedir. IL-
10'un, LPS’nin makrofajlardan TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
salinimini  inhibe ettigi ve dolayisiyla inflamatuar yaniti sinirladigi
gbsterilmistir (Pengal, vd., 2006; Grutz, 2005). Bu nedenle LPS grubundaki
IL-10 dlizeyleri, meydana gelen asirn inflamatuar yaniti kontrol altina almak
icin artmis olabilir. Kontrol grubuna goére, 3. Grup olan LPS 6ncesi metformin
ve 4. Grup olan LPS sonrasi 1. Saatte metformin gruplarinda IL-10 dizeyleri
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir artis meydana
geldigi gorilmisttr. Metforminin, bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-10
dlzeylerini arttirarak, ratlarda meydana gelen inflamasyonu baskiladigi
gorulmektedir. LPS grubu olan 2. Grup ile 3. Grup arasindaki IL-10 dlzeyleri
kiyaslandiginda ise, yine istatistiksel olarak yiksek diizeyde anlamh bir artis
meydana gelmistir. Boylece metforminin, 6zellikle inflamasyon dncesinde IL-
10 Uretimini indUkleyerek, olusan inflamatuar hasara karsi koruma sagladigi
gorulmektedir. Sonuglar, literatir arastirmalarini  destekler nitelikte
bulunmustur.

Nygaard ve arkadaslarinin insan ve rat hepatositleri Gzerinde yaptiklari
in vitro calismada, metforminin hepatositlerdeki FGF21 ekspresyonunu
arttirdigi gortlmustir. Bu reglilasyonun, metforminin etki mekanizmasinda
yer alan AMP aktive protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile olup olmadidi da
calismada arastirilmistir. Bunun igin kdltir ortaminda hcreler metformin
eklendikten sonra, AMPK inhibitéri olan Compound C ile muamele edilmis ve
FGF21 ekspresyonunun durdugu gorilmistir. Calisma, metforminin, hepatik
FGF21 ekspresyonunun kuvvetli bir uyaricisi oldugunu ve metforminin bu
etkiyi AMPK aktivasyonu araciligiyla gergeklestirdigini gostermektedir
(Nygaard, 2012).

Feingold ve arkadaslarinin yaptigi calismada, farelere LPS enjeksiyonu
yapilmis ve 16 saat sonra serumdaki FGF21 dizeyleri incelenmistir. Kontrol
grubuna goére, LPS grubundaki FGF21 dlzeylerinin neredeyse 2 kat fazla
oldugu bulunan galismada, FGF21'in bir akut faz proteini oldugu ancak akut
faz yanit sirasinda gec¢ ytkselen bir belirteg oldugu yorumuna ulasiimistir
(Feingold, 2012).

Wang ve arkadaslarinin diyabetik ratlar Gzerinde yaptiklari calismada,
metformin ile tedavi edilen ratlardaki FGF21 dlzeyleri incelenmistir.
Diyabetik ratlar 12 hafta boyunca oral olarak metformin ile tedavi edildikten
sonra, ratlarin serumlarn alinmistir. Metformin uygulanan ratlarda, kontrol ve
diyabet grubuna oranla FGF21 degerlerinde istatistiksel olarak anlamh
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dizeyde artis oldugu gorilmustir. Calismada metforminin diyabet
tedavisinde FGF21 dilzeylerinde artma saglayarak da etki gostermis
olabileceg@i yorumuna ulasiimistir (Wang, vd., 2017).

Yu ve arkadaslarinin fare makrofaj htcreleri ile gerceklestirdigi in vitro
calismada, LPS ile hicre kultirid ortaminda, hicrelerde inflamasyon ve
oksidatif stres meydana getirilmistir. Calismada, FGF21'in antiinflamatuar
etkilerini incelemek icin, FGF21 hucrelere rekombinant olarak eksojen
uygulanmistir. LPS uygulanan hucrelere kiyasla, LPS ile birlikte FGF21 verilen
hicrelerde, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonu azalirken, bir antiinflamatuar sitokin olan IL-10'un
ekspresyonunun arttigi sonucuna ulasilmistir. Bu etkinin de NF-kB sinyal
yolaginin inhibisyonu Uzerinden gergeklestigi tespit edilmistir. Boylece, tipki
metforminde oldugu gibi, FGF21'in de benzer mekanizmalar ile inflamasyonu
engelledigi yorumuna ulasilabilir (Yu, 2016).

Bu literatir bilgilerinin 1siginda, tez g¢alismamizda, metforminin
inflamasyon (zerindeki etkilerini, FGF21 ile dederlendirmeyi amagcladik.
FGF21'in baslica Gretim yeri karaciger oldugu icin, degerlendirme hem serum
hem de karaciger doku homojenatlari Gizerinden yapilmistir.

Serumlardaki sonuglara bakildiginda, kontrol grubuna gére, LPS verilen
2. Gruptaki FGF21 duzeyleri, istatistiksel acidan anlamli olarak artmistir.
Literatdr ile uyumlu olarak, FGF21 dlzeyleri inflamasyon meydana gelmesi
ile serumda yukselmistir. 2. Grup ve LPS dncesi metformin verilen 3. Grup
arasindaki FGF21 dizeyleri kiyaslandiginda ise, 3. Grupta istatistiksel olarak
anlaml dizeyde azalma meydana gelmistir. 3. Grupta, metforminin LPS’nin
olusturdugu inflamasyon (zerinde koruyucu bir etki sagladigi icin, FGF21
dizeylerinde azalma meydana geldigi disinilmustir. Istatistiksel olarak
anlamh olmamakla birlikte, kontrol grubuna oranla, tedavi gruplarinda FGF21
oranlarinin ytksek olmasi, metforminin FGF21 (retimini indikledigini
gostermektedir. Ancak, en ylksek FGF21 dlzeylerinin hasta grubunda
olmasi, FGF21 Uretiminin 6zellikle inflamasyon ile indiklendigini, metforminin
inflamatuar yanitta meydana getirdigi azalma ile FGF21 dizeylerinde disis
meydana geldigi gorilmustar.

Karaciger doku sonuglarina bakildiginda, kontrol grubuna oranla tim
diger gruplardaki FGF21 dederleri istatistiksel olarak yiksek derecede anlamlh
artis gostermistir. Bu durum, hem inflamasyonun, hem de metforminin,
karacigerde FGF21 Uretimini arttirdigini géstermektedir. FGF21'in, metformin
ile paralel olarak, inflamasyonda koruyucu bir metabolit olarak salgisinin
arttigi gortlmektedir. Bunun yani sira, 2. Grup olan LPS grubuna kiyasla,
tedavi gruplarindaki FGF21 dederleri istatistiksel olarak anlamli dlzeyde
azalis gostermistir. Metforminin, karacigerdeki inflamatuar hasari dizeltmeye
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yonelik etki gosterdigi ve FGF21'in de paralel olarak Uretiminin azaldig
yorumu yapilabilir. LPS grubunda, FGF21 dlzeylerinin en ylksek degerlerde
olmasi, inflamasyon sonrasi FGF21’'in karaciger hasarina karsi koruyucu
olarak Uretiminin arttigini gostermektedir.

Tam sonuclar degerlendirildiginde, 2. gruptaki ratlarin karacigerlerinde
artan MDA konsantrasyonlari ve MPO aktivitesi, serumda yukselen ALT ve
AST aktiviteleri, LPS'nin karacigerde ciddi dlizeyde hasar meydana getirdigini
gbstermektedir. Artmis TNF-a ve IL-10 dizeyleri, histolojik incelemede
goriulen noétrofil infiltrasyonu ve bozulmus yapidaki hepatositler, ileri diizeyde
bir inflamatuar hasarin olustugunu ortaya koymaktadir. FGF21 dlzeyleri
incelendiginde ise, 06zellikle LPS uygulanan grupta en ylksek sonuglarin
belirlenmesi, FGF21'in inflamasyon ile birlikte karacigerden salinimi artan bir
akut faz medyatori oldugunu gostermektedir. Metformin uygulanan
gruplardaki sonuclar, metforminin 6zellikle inflamatuar yaniti tetikleyen
LPS’den once verildiginde, inflamasyonu basarili bir sekilde baskiladigini
gostermistir. LPS’den 1 saat sonra uygulandiginda nispeten dizelmis
sonuglar olsa da, 3. saatte metformin uygulanan grupta, LPS grubuna yakin
sonuglar elde edilmistir. Uygulama sliresinin diger gruplara gore daha uzun
olmasindan kaynakli, metformin etkinligi azalmis ve inflamasyonu
baskilamada yetersiz kalmis olabilir.
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6- SONUC VE ONERILER

Calismamizda, gerek serum ve karaciger homojenatindaki biyokimyasal
parametreler, gerekse de karaciger dokularinin histolojik incelemelerine
bakildiginda, LPS'nin ratlarda, inflamasyon acisindan ciddi ve belirgin bir
hasar meydana getirdigi gorilmektedir. Histopatolojik incelemeler LPS’nin
karacigerde iltihap ve hepatoselliler dejenerasyonlara yol actigini, serumda
ve karacigerde bakilan oksidatif stres ve inflamatuar belirteglerin ylksek
olmasi da sistemik bir inflamasyonun meydana geldigini goéstermektedir.
Tedavi gruplarinda ise, 3. Grup olan LPS 0&ncesi metforminde, hem
biyokimyasal parametrelerin hem de histolojik inceleme sonuglarinin kontrol
grubuna yakin duzeylerde cgikmasi, metforminin inflamasyona karsi belirgin
bir koruyucu etki sagladigini gostermektedir. 4. Grup olan LPS sonrasi 1.
Saatte metformin verilen grupta, nispeten dizelmis dederler gorilse de,
Ozellikle 5. Grup olan LPS sonrasi 3. Saatte metformin uygulanan grupta,
hasta gruba yakin histolojik ve biyokimyasal bulgular olmasi, metforminin
inflamasyon olustuktan sonra tedavi etme durumunda yetersiz kaldigini
gostermektedir. Literatlirdeki pek ¢ok calismaya bakildiginda da, metforminin
inflamasyonda baskilayici dedil, koruyucu etkisi 6n plana c¢ikmaktadir.
Sonuclarimiz, metforminin sepsis riski altinda bulunan hastalar icin koruyucu
Ozellik  gobsterebilecegini dasindidrmaustdr. Inflamasyon sonrasinda
metforminin etkinligini incelemek igin, farkli doz ve sireler ile yapilacak olan
calismalar yararli olabilir.

GCalismamizda, LPS sonucu gelisen inflamasyonun kontrolinde,
metforminin  yani sira FGF21 dizeylerini de inceledik. Sonuclar
degerlendirildiginde, FGF21'in inflamasyon sonucunda koruyucu bir metabolit
olarak Uretiminin indiklendigi goridlmuistir. Metformin ile birlikte, 6zellikle
karacigerde Uretiminin arttigi ve benzer yolaklar Uzerinden metforminin
koruyucu etkisine katki sagladigi yorumu yapilabilir. Sonucglarimiz, FGF21'in
sadece bir bliyime faktorl olarak degil, ayni zamanda metabolik dizenleyici
bir medyator olarak da inflamasyonda gérev yaptigini disiindirmektedir.
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