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Diyabet Olusturulan Ratlarda Serum Apelin ve Chemerin
Duzeyleri

Diyabet, insulin sekresyonunun azligi sonucu metabolik bozukluklara sebep olan yagsam siiresi ve
kalitesini olumsuz etkileyen bir grup metabolizma hastaligidir.

Calismada streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda glukoz metabolizmasi ile iligkisi oldugu
dusundlen apelin ve chemerin’in 7, 14 ve 21. gunlerdeki diizeylerinin saptanmasi amaglandi ve
apelin, chemerin dlzeylerinin diyabet ile iligkisini saptamak amaciyla da adipokinlerin insdlin direnci
ve beta-hticre fonksiyonlari arasinda her hangi bir ilginin olup olmadigi arastirildi.

Calismada 5 haftalik Sprague Dawley cinsi 37 erkek rat kullanildi. Denekler rastgele 2 gruba
ayrildi. I. Kontrol (n=7) grubu olup ratlara standart beslenme uygulandi, 1l. Diyabet grubu (n=30)
olup 65 mg/kg intraperitoneal tek doz streptozotosin uygulanmasini takiben 3. giinin sonunda
kuyruk veninden alinan kan glukoz diizeylerininin 200 mg/dL Uzeri olmasinin tespiti ile ratlar
diyabetik kabul edildi. Diyabetik grupta 3 gruba ayrildi. 1. Diyabetik grup 7. gunde, 2. Diyabetik
grup 14. giin ve 3. Diyabetik grup da 21. giin sonunda anestezi altinda dekapite edilip, serumlari
alindi.

Kontrol grubuna gére diyabet olusturulan gruplarda serum apelin, chemerin, insulin, C-peptid,
HbA1-C, LDL ve urik asit parametrelerinde anlamli olmayan degisiklikler saptandi.

Kontrol grubu ile diyabet ve diyabet gruplarinin da kendi aralarinda anlamh (P>0.05) bir fark
bulunmamasina ragmen diyabet olusturulan gruplar arasinda rakamsal olarak serum apelin,
chemerin, insulin, C-peptid, HbA1-C, LDL ve urik asit dizeylerinin glnlere bagli olarak arttigi tespit
edildi ve serum glukoz, glukozl, HDL, trigliserit, kolesterol, HbA1C diizeylerinde ise anlaml
(P<0.05) bir fark oldugu gorildu.

Sonug olarak diyabette gilinler ilerledikge apelin ve chemerin dizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli olmayan artiglar saptandi (P>0.05).

Anahtar Kelimeler: Diyabet, apelin, chemerin, rat

Serum Apelin and Chemerin Levels in Streptozotocine Induced Diabetic Rats

Diabetes, is a group of metabolic diseases, causing metabolic disorders decreasing the lifespan
and quality of life because of insulin deficiency.

The purpose of the study was to check apelin and chemerin levels on the 7", 14", and 21% days,
respectively in rats made diabetic with Streptozotocin. Accordingly, it was also investigated if there
was any relationship between insulin resistance of Adipokins and Beta cell functions to exhibit
relation inbetween apelin and chemerin levels and diabetes.

Five weeks old, 37 male Spraugue Dawley rats were used in study. Rats were divided into 2
groups. 1. Control Group (n=7) fed by standard method. 2. Diabetic Group (n= 30); rats were
initially given 65 mg/kg intraperitoneal single dose Streptozotocin and after 3 days, blood glucose
levels measured from tail veins showed over 200 mg/dL and rats were confirmed diabetics (DM).
DM group were divided into 3 sub-groups. First sub-diabetic group ended on 7" day (DM7), second
sub-diabetic group ended on 14" day (DM14), and third sub-diabetic group ended on 21% day (DM
21) and decapitated and blood samples were taken.

In all diabetics groups, compared to control group, no significant differences were detected in
apelin, chemerin, insulin, C-peptid, HbA1-C, LDL, uric acid parameters.

Despite there was no significant change between control and diabetics, there were some numerical
increase between sub-diabetics groups serum levels apelin, chemerin insulin, C-Peptid, HbA1-C,
LDL and uric acid based on day and serum glucose, glucose 1, HDL, triglyceride, cholesterol, and
HbALC levels had significant changes (P<0.05).

Results showed that apelin and chemerin levels in blood serum increased insignificantly (P>0.05)
by time.

Key Words: Diabetics, apelin, chemerin, rat

" Bu calisma, Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) Birimi tarafindan desteklenen
(Proje No: VF.12.03) “Diyabet Olusturulan Ratlarda Serum Apelin ve Chemerin Dizeyleri” bashkh
Yuksek Lisans tezinden 6zetlenmisgtir.
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Girig

GlUnumiz yasam kosullarina bagl olarak ¢ok
yaygin bir sekilde rastlanan Tip-2 diabetes mellitus,
insulin sekresyonu, insilinin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan, hiperglisemi ve
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozukluklar
ile karakterize, baglangigta asemptomatik ve sinsi seyirli,
prevalansinin saptanmasi gug, irka bagh farkhliklar
gosteren, olusturdugu komplikasyonlar nedeniyle organ
ve islev kayiplarina yol acarak yasam suresini ve
kalitesini olumsuz etkileyen kronik bir grup metabolizma
hastaligidir (1-3).

Diyabet simdiye kadar metabolik bir hastalik olarak
degerlendiriimesine ragmen yag dokusundan salinan
adipokin ve sitokinlerin insilin direncine yol actiginin
anlasilimasindan sonra diyabet inflamatuvar bir hastalik
olarak da kabul gérmustir (4).

insiilin, pankreasin Langerhans adaciklarinin beta
hiicreleri tarafindan salgilanan, karaciger, kas ve yag
dokusunda belirgin etkisi olan bir hormondur. Insiilin
direnci insilinin hiicre diizeyindeki metabolik olaylara
etkisinin azalmasi veya insuline kargi hicre dizeyindeki
duyarlihidin azalmasi sonucu pankreasin gereginden
fazla insllin Uretmesi ya da kullanmak zorunda
kalmasidir (5).

Diinya Saglik Orgiiti’'niin raporuna gére diyabetli
hastalarin sayisinin 21. ylzyilin baglarinda 300 milyona
ulagacag bildirilmektedir (6).

Apellin  vicudun gesitli bolimlerinde endotelial
hicrelerinden  Uretilen, santral sinir  sistemi ve
kardiyovaskuler bir risk faktori olup kan basincini
dusiren adipoz dokunun o6nemli bir Uyesidir (7-10).
Apelin endotel-bagimli, nitrik oksit-araciligiyla
vazodilatasyon saglar ve arteriyel kan basincini azaltir.
Vazopressini inhibe ederek dilretik etki gosterir (11).
Obez bireylerde hiperinsilinemi ile birlikte apelin artisi
gozlenmistir (12, 13). Buna gobre, plazma apelin
seviyeleri obezitede insulin direnci ve hiperinsulinemi ile
baglantili olarak artmaktadir (11, 14, 15).

Chemerin yad dokusundan salinan ¢ok sayida
adipokinler arasinda son kesgfedilenlerdendir. Chemerin
yag dokusu, karaciger, bébrek, pankreas, akciger, over,
hipofiz gibi ¢cok sayida dokudan eksprese edilir. Normal
glukoz toleransli olgularda plazma chemerin seviyelerinin
kan basinci ile gugli iliskisi oldugunun bulunmasi,
chemerinin  kan basinci  dizenlenmesinde rolu
olabilecegini disundirmektedir (16, 17).

Bu calismada; Streptozotosin (Stz) ile diyabet
olusturulan ratlarda glukoz metabolizmasi lzerine etkisi
olan apelin ve chemerin diizeyleri tespit edilerek bunlarin
birbiri ile olan iliskileri ve bu adipokinlerin insulin direnci
ve beta-hiicre fonksiyonlari arasinda her hangi bir
ilgisinin olup olmadiginin arastiriimasi amaglandi.
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Gereg ve Yontem

Calismada, 5 haftalik, 200+20 gram agirhginda
Sprague-Dawley cinsi 37 adet erkek rat kullanildi. Deney
hayvanlarinin segimi ve yapilan uygulamalar sirasinda
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
(20.01.2011/Toplanti Sayisi: 2011\01; Karar No: 02)
onayl alinarak; calisma standart deneysel hayvan
caligmalari etik kurallarina uygun olarak yapildi.
Denekler; grup 1 Kontrol, grup 2 Diyabetik olmak iki
gruba ayrildi. Kontrol digindaki tim gruplara diyabet
olusturmak amaciyla streptozotosin uygulandi.

Tdm ratlar beserli kafeslere konuldu. Calismada
gruplar ve uygulanan metotlar su sekilde olusturuldu:

Grup 1: Kontrol (n=7) grubu: Ratlar bir haftalik
standart beslenme sonrasinda, dekapite edildi.

Grup 2: Diyabet (DM) grubu: Diyabet olusturulacak
(n=30) olan gruba 65 mg/kg intraperitoneal tek doz
streptozotosin uygulandi (18). Streptozotosin
uygulanmasindan 3. gun sonra kuyruk veninden alinan
kan glukoz diizeylerininin 200 mg/dl olmasinin tespiti ile
ratlarin diyabetik oldugu kabul edildi. Diyabet grubu
ratlardan 7., 14. ve 21. gunlerde érnekler alindi.

DM 7 grubu (n=10): DM oldugu kabul edilen ratlar
7. giin sonunda dekapite edildi.

DM 14 grubu (n=10): DM oldugu kabul edilen ratlar
14. glin sonunda dekapite edilmistir.

DM 21 grubu (n=10): DM oldugu kabul edilen ratlar
21. gun sonunda dekapite edilmigtir.

Dekapitasyonu takiben tim deneklerden kan
Ornekleri alinip biyokimyasal olarak incelendi.

DM olusturulan ve kontrol grubunda yer alan
ratlarinda serum apelin ve chemerin seviyeleri incelendi.
Ayrica, serum insulin, C-peptid, HbA1-C, glukoz,
trigliserid, total kolesterol, HDL, LDL ve urik asit dizeyleri
olgulda.

Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi: Tim
gruplaridaki ratlar belirtilen guinlerde, deney periyodunun
sonunda dekapite edilerek, plazma ve serum oOrnekleri
analizleri igin uygun olacak sekilde EDTA'h ve diz
biyokimya tuplerine alindi. Analizler i¢in alinan kanlar
3000 rpm'de 10 dakika santriflij edilerek (Heraeus
Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-
Germany) serum ve plazmalari ayrildi. Ornekler analizler
yapilana kadar -80°C’de saklandi.

Gruplardaki ratlarin vicut agirliklan ¢alismanin
basinda ve dekapitasyondan sonra 6lguldu.

Serum apelin, chemerin, C-peptid ve insulin
diizeyleri ELISA rat kiti (Eastbiophorm, katalog no: CK-
EQ0066) kullanilarak ELISA okuyucuda 450 nm’de
okundu.



Cilt: 30, Sayi: 3

HbA1c  Duizeyleri, glukoz (diyabet kabul
edilenratlarin glukoz diizeyleri), glukoz 1 (dekapitasyon
sirasindaki Olglilen glukoz dizeyi), ftrigliserit, total
kolesterol, HDL-K, LDL-K ve {Urik asit duzeyleri ise
otoanalizériinde Olympus marka ticari kitler kullanilarak
olgulda.

Aclik kan sekeri ve insilin degerleri, HOMA testi
yardimiyla insllin direncinin saptanmasi amaciyla
kullanild. insiilin Direnci HOMA-IR (HOMA-IR= Aclik
Glikoz(mmol/l) X Aglik Insilin (mU/l) / 22.5) formiiliine
gore hesaplandi. HOMA skoru 22,5 olanlar instilin direnci
pozitif olarak kabul edilmektedir.

istatistiksel Analizler: Calismada elde edilen
veriler SPSS for Windows 21.00 paket programinda
analiz edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda varyans
analizi ve alt gruplarin karsilastirnimasinda da Tukey
analizi kullanildi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi (18).

Bulgular

Apelin, chemerin duzeylerinde diyabetin 7, 14 ve
21. gunlerinde kontrole gore istatiksel olarak énemsiz
artis tesbit edildi (P>0.05). Insiilin, C-peptid ve (rik asit
dlzeylerinde istatiksel olarak 6nemsiz farkliliklar bulundu
(P>0.05). Agirlik, glukoz, glukoz 1, trigliserit, HbA1C
dizeylerinde diyabetin 7, 14, 21. ginlerinde kontrole
gore anlamh artislar saptandi (P<0.05). Diyabetli grubun
7, 14. ginlerindeki kolesterol diizeylerinde kontrole gére
anlamsiz azalma 21. gunde ise anlamsiz artis bulundu.
Kolesterol seviyelerinde 21 gln 7. glnle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak &énemli artig
g6zlendi (P<0.05). Diyabet 7, 14, 21. glnlerinde HDL
dizeylerinde azalmalar gorildu, Diyabetin 14. gundeki
azalmasi ise istatiksel olarak anlamliydi (P<0.001) (Tablo
1).

Tablo 1. Kontrol ve diyabetik ratlarda serum parametreleri
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Tartigsma

Diabetes Mellitus (DM) insiilin eksiklidi veya insulin
direnci ile olugan, hiperglisemi ile karakterize kronik bir
hastaliktir. Diyabetin mikrovaskuler ve makrovaskuler
komplikasyonlarinin gelismesinini hastaligin tanisinin
konulmasindan vyillar ©6nce baglamakta oldugunu
bildiriimektedir (19). Tai ve ark. (20) ADA 2004 kriterlerin
de IFG (Bozulmus aglik glukozu) ile ilgili yapilan
diizenlemeden sonra IFG alt simirinin 100 mg/dL'ye
indiriimesi degisen IFG prevalansi, kardiyovaskiler
hastallk ve diyabet riskindeki degisikligi belirlemek
amaclyla yapmis olduklari ¢alismada aghk glukoz 100-
126 mg/dL olan prediyabetik IFG grubundaki hastalarda
%63.5 oraninda hipertansiyon, santral obezite, trigliserid
yuksekligi saptamiglardir. Diger bir calismada da (21)
obezite, dislipidemi, HT gibi kardiyovaskuler risk
faktorlerinin de siklikla eslik ettigi prediyabetik ddbnemde
kardiyovaskiler mortalite ve morbiditenin  arttid
bildiriimektedir.

Yagd dokusu cesitli adipokinleri sekrete eden
endokrin bir organdir. Yad dokusunun arttiyi veya
azaldigr durumlar hiperlipidemi, insulin direnci, tip 2
diyabet ve KVH gibi hastaliklarla dogrudan iligkilidir.
Salgiladigi adipokinlerin miktarindaki degisikliklere bagli
olarak yag dokusunun bu hastaliklarin patogenezinde rol
oynadigini belirtiimektedir (21-23).

Apelin ile ilgili yapilan c¢alismalarin sonuglari
farkhhklar gostermektedir. Yapilan bir galismada bu
adipokinlerden yeni tanimlanmisg olan apelinin serum
dizeylerinin obezite, insilin direnci ve hiperinsulinemide
arttigi bildirilmistir (14). Ayrica apelinin bir néropeptid ve
kardiyovaskiiler peptid oldugu kabul edilmektedir (7).

Kontrol DM-7 DM-14 DM-21 P
Ort + SD Oort+SD Ort + SD Ort + SD

AGIRLIK (g) 165.29+22.95" 215.90+17.26° 199.70+21.34° 210.20+18.62° 0.001
GLUKOZ (mg/dL) 114.29+11.37" 358.50+168.51° 353.10+144.35° 317.60+195.94° 0.012
HDL (mg/dL) 20.86+3.09° 17.55+2.03% 14.40+2.47° 18.17+3.63° 0.001
LDL (mg/dL) 5.23+0.60 4.77+1.15 5.28+1.67 5.99+1.18 0.208
TRIGLSERIT(mg/dL) 69.00+1.35" 115.60+43.94% 176.90486.97° 163.30+67.056° 0.005
KOLESTEROL (mg/dL)  56.67+6.83% 50.80+7.69" 53.30+£11.73* 63.00£9.19° 0.035
URIK ASIT ( mg/dL) 0.84+0.13 0.86+0.19 0.91£0.20 1.0120.99 0.133
APELIN (ng/mL) 0.73£0.14 0.82+0.25 0.86+0.5 0.87+0.25 0.517
CHEMERIN (pg/dL) 0.33+0.05 0.360.09 0.40%0.53 0.63+0.74 0.337
INSULIN (mlu/L) 0.63+0.08 0.62+0.09 0.62+0.10 0.68+0.13 0.576
C-PEPTIT (pg/mL) 0.43+0.06 0.50+0.09 0.510.18 0.54+0.44 0.848
GLUKOZ1(mg/dL) 120.43+4.08" 241.70+111.19% 315.50+81.88° 285.60+132.20° 0.003
HbALC (%) 1.42+0.09" 1.48+0.06 1.57+0.07% 1.56+0.12% 0.001

ab. Ayni satirda farkli harfler arasinda anlamli farklilik vardir (P<0.05).
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Li ve ark. (24) bizim bulgularimiza benzer sekilde
diyabetik veya glukoz intoleransli hastalarda serum
apelin duzeylerinin arttigini ifade etmislerdir. Yine benzer
bir sekilde Senol ve ark. (25) da diyabetik hastalarda
serum apelin dlizeylerini yiksek bulmuslardir.

Bu calismada elde edilen bulgulardan farkl olarak
Erdem ve ark. (26) yeni tani almisg tip 2 diyabetiklerde
serum apelin duzeylerini disik bulmuslardir.

Tasci ve ark. (27) ise izole hiperkolestrolemisi olan
hastalarda tedavi ©ncesi ve sonrasi serum apelin
dizeylerini degerlendirmigler, medikal tedaviye bagli
LDL-K hedeflenen degere dustiglinde serum apelin
seviyelerinin arttigini saptamiglardir. LDL-K dizeyinin
hedeflenen degerlerde olmasi Kronik Arter Hastalig
(KAH) riskini azaltirken apelin duzeylerinin artmasinin;
apelinin  kardiyoprotektif bir roli de olabilecegini
dusiindirmektedir. Bu regulasyonla ilgili mekanizmalar
henuz tam olarak bilinmedigi icin ileri ¢alismalarla
desteklenmesi gereklidir.

Yapilan calismada rat serum apelin dizeyleri
arastinimigtir.  Kontrol grubunu diyabet guplan ile
kargilastirdigimizda istatistiki olarak anlamsiz fakat
sayisal olarak zamanla kademeli bir sekildeverilerde
artisin oldugunu tespit edildi. Apelin dlzeyinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda gére DM14 ve DM 21
grublarinda giderek arttigi saptandi. Bu veriler diyabet
olusturulan ratlarda serum apelin degerlerinin diyabete
bagl olarak arttigini géstermektedir.

Son yillarda kegsfedilen, adipogenezis ve yag
hicresi fonksiyonlarinda roli olabilecegi dusunilen
beyaz yag dokusundan salinan chemerin bir adipokindir.
Obezitenin de ateroskleroz gibi inflamatuvar bir hastalik
oldugu isaret edilmektedir. Chemerinin yag dokusunda
inflamasyonu, makrofaj kimelenmesini ve insilin
hassasiyetini duzenleyebilecedi disinulmektedir (28,
29).

Bozaoglu ve ark. (16) obez ve tip 2 diabetik
kobaylarin adipoz dokularinda chemerin ekspresyonunu
zayif normoglisemik obez ve tip 2 diabetik kobaylara
kiyasla anlamli yuksek bulmalarina karsin, Takahashi M.
ve ark. (29) db/db kobaylarinin epididimal yag
dokusunda chemerin ekspresyonunu belirgin olarak
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azaldigini saptamiglardir. Bu farkhihgin kesin olmamakla
birlikte kobay turlerinin farkli olmasina bagli olabilecegini
ileri sirmislerdir. Serum chemerin konsantrasyonunun
azalmasinin yag dokusundaki ekspresyonunun azalmasi
ile birlikte olmasi yag dokusunun, serum chemerininin
ana kaynagi olabilmesindendir (29, 30).

Bozaoglu ve ark. (16) NGT, IGT ve tip 2 DM'lu 3
grup kobayla yaptiklari deneysel calismada, kobay
viseral yag dokusundaki chemerin gen ekspresyonunu,
tip 2 DM grubunda, NGTe kiyasla anlamli derecede
yiuksek (P=0.01), CMKLR1 ekspresyonunu da NGT
grubuna oranla IGT (P<0.05) ve tip 2 DM (P<0.05)
grubunda yiksek bulmuslardir ancak insanlar Uzerinde
yapilan bir galismada 35-65 yas araliginda 142’si NGT
ve 114’0 tip 2 DM olan 256 vakadan yaptiklari plazma
chemerin seviyelerinin NGT ve tip 2 DMIi iki grup
arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark olmadigini
saptamislardir (30).

Takahashi ve ark. (29) calismalarinda 3T3-L1
adipositleri rekombinan insan chemerini ile inkibe
etmisler ve bazal durumda ve insdlin stimilasyonundan
sonra 2-deoksiglukoz alimini dlgmuslerdir. 100 ng/mL
rekombinant insan chemerini ile inkibasyonun anlamli
olarak %41 oraninda insulin uyarimh glukoz alimini
arttirdigini ve benzer sonuclarin rekombinan kobay
chemerini kullanildiginda da olustugunu gdstermiglerdir.
Chemerinle inkGbasyon insilin uyarimli IRS-1’in tirozin
fosforilasyonunu artmistir. Bu sonuglarla chemerinin 3T3-
L1 adipositlerde  otokrin-parakrin  yolda insilin
duyarhhdini dizenleyebilecegini ortaya koymuslardir
(29/30).

Yapilan ¢alismada cgalismada tim gruplarin rat
serum chemerin degerleri karsilastinldiginda kontrol
grubu ile diabetik grup arasinda istatiksel olarak anlamli
fark bulamadi (P>0.05). Fakat kontrol grubu chemerin
dlzeyleri ile diyabet gruplari arasinda sayisal olarak artis
oldugunu tespit edildi.

Sonug olarak, yag dokusundan salinan bir adipokin
olan chemerinin diabetik grupta yuksek olmasinin viseral
yag dokusunun tip 2 DM geligimindeki endokrin ve
inflamatuvar roliyle iliskili olabilecegi kanaatine varildi.
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