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1. ÖZET 

Diyabet, prevelansı son yıllarda giderek artan en büyük sağlık sorunlarından 

biridir. Diyabetli hastalarda, yaygın ve uzun süre devam eden en önemli 

komplikasyonlardan biri de nöropatik ağrıdır. Nöropatik ağrının etiyolojisi tam olarak 

bilinememekle birlikte, merkezi veya periferik sinir sisteminin patolojisinin neden olduğu 

ağrıyı ifade eder. Fibroblast Büyüme Faktörü-21 (FGF21) karaciğer, yağ dokusu ve 

pankreasta eksprese edilen ve açlıktan ölme stresi veya bazı patolojik durumlar tarafından 

indüklenen endojenik bir hormondur. FGF21’in hipoglisemik, anti-inflamatuar ve anti-

oksidatif aktiviteler gibi birçok fizyolojik fonksiyona sahip olduğu bilinmektedir. Ancak 

FGF21’in, diyabette meydana gelen nöropatik ağrı mekanizmasında potansiyel bir rolü 

olup olmadığı bilinmemektedir. Periferden santrale ağrı iletiminden sorumlu olan dorsal 

kök gangliyonları (DKG) nöronlarının uzun süreli yüksek glikoza (YG) maruz 

bırakılması diyabetik nöropatinin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir. Bu tez 

çalışmasının amacı, diyabetik nöropatinin in vitro modelinde FGF21’in hücre canlılığı 

üzerindeki etkileri belirlemektir. 

Bu çalışmada 1-2 günlük Spraque Dawley ırkı sıçan (n=10, cinsiyet ayrımı 

olmaksızın) kullanılmıştır. Bu sıçanların DKG çıkarılmasını takiben enzimsel ve mekanik 

tritürasyona tabi tutulup izole hücreler elde edilmiştir. FGF-21’in (12.5 ng/mL, 25 ng/mL, 

50 ng/mL ve 100 ng/mL) farklı konsantrasyonları YG (45mM) ile birlikte DKG 

nöronlarına 24 saat uygulanarak hücre canlılığı üzerine etkisi tespit edilmiştir. FGF-21’in 

hücre canlılığı üzerine olası etkisinin hangi hücresel yolak üzerinden olduğunun 

belirlenmesi çalışmanın devamında planlanmış ve hücre canlılığı tespitinde 3-[4,5-

dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromür (MTT) analizi kullanılmıştır. 
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Sonuç olarak, bu çalışmada diyabetik nöropati modelinde ilk kez FGF21’in hücre 

sağ kalımı üzerinde nöroprotektif bir etkisi olduğu gösterilmiştir. Böylece diyabetik 

nöropati için terapötik bir ajan olarak  yeni yaklaşımların ortaya çıkarılması açısından 

basamak teşkil edecek yeni veriler elde edilmesine olanak sağlamıştır. Ayrıca FGF21'in 

hücre canlılığını etkilediği mekanizmaların aydınlatılması ve deneylerin in vivo olarak 

desteklenmesi diyabetik nöropati için hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesine olanak 

sağlayacaktır. 

Anahtar Kelimeler: Fibroblast Büyüme Faktörü-21, İn Vitro Model, Diyabetik 

Nöropati, Dorsal Kök Gangliyonu, 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

2. ABSTRACT 

IN VITRO MODEL OF DIABETIC NEUROPATHY FIBROBLAST 

GROWTH FACTOR 21 ON CELL VITALITY INVESTIGATION OF ITS 

EFFECT 

Diabetes is one of the major health problems whose prevalence has increased in 

recent years. One of the most common and long-lasting complications in diabetics is 

neuropathic pain. Although the etiology of neuropathic pain is not well understood, it is 

pain caused by pathology of the central or peripheral nervous system. Fibroblast growth 

factor 21 (FGF21) is an endogenous hormone expressed in the liver, adipose tissue, and 

pancreas and is induced by starvation stress or certain pathological conditions. FGF21 is 

known to have many physiological functions, such as hypoglycemic, anti-inflammatory, 

and antioxidant activities. However, it is not known whether FGF21 has a potential role 

in the mechanism of neuropathic pain in diabetes. Prolonged exposure of spinal ganglia 

neurons (DKG), which are responsible for peripheral to central pain transmission, to high 

glucose (ROI) is recognized as an in vitro model of diabetic neuropathy. The aim of this 

study is to investigate the effects of FGF21 on cell viability in an in vitro model of diabetic 

neuropathy. 

For this study, 1-2-day-old Spraque Dawley rats (n=10, without sex 

differentiation) were used. After removal of DKG, these rats were subjected to enzymatic 

and mechanical titration, and isolated cells were obtained. The effect on cell viability was 

determined by administering different concentrations of FGF-21 (12.5 ng/mL, 25 ng/mL, 

50 ng/mL, and 100 ng/mL) together with YG (45mM) to DKG neurons for 24 hours. 

Determination of the cellular pathway through which the possible effect of FGF-21 on 

cell viability was planned, and 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide (MTT) assay was used to determine cell viability. 
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In conclusion, this study demonstrated for the first time that FGF21 has a 

neuroprotective effect on cell survival in a diabetic neuropathy model. This provided new 

data, which is a step towards new approaches for the treatment of diabetic neuropathy. In 

addition, elucidation of the mechanisms by which FGF21 influences cell survival will. 

Key Words: Fibroblast Growth Factor 21, In Vitro Model, Diabetic Neuropathy, 

Dorsal Root Ganglion 
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3. GİRİŞ 

Latince “diabetes” idrara geçen ve “mellis” tatlı ya da bal anlamına gelen 

kelimelerden oluşan Diabetes mellitus (DM)  kalıtımsal ve çevresel etmenlerin 

birleşmesiyle meydana gelir ve genellikle diyabet şeklinde kullanılır (1). Diyabet; insülin 

eksikliği, insülinin kullanılamaması veya her ikisinden kaynaklı sorunlar nedeniyle hedef 

dokuların karbonhidrat, yağ ve proteinden yeterince yararlanamadığı, sürekli tıbbi bakım 

gerektiren, kronik bir metabolizma hastalığıdır (2). Kanda glikoz metabolizması, insülin 

ve glukagon salınımı yoluyla hareket eden negatif bir geri beslenme mekanizmasıyla 

düzenlenir. İnsülin bilinen en güçlü anabolik hormondur ve dokunun gelişimi, büyümesi 

ve tüm vücut glikoz homeostazının sürdürülmesi için gereklidir. Bu hormon yemekten 

sonra dolaşımdaki artan glikoz ve amino asit seviyelerine yanıt olarak pankreasın 

Langerhans adacıklarının β hücreleri tarafından salgılanır. İnsülin, fazla olan glikozu 

glikojene çevirip depolamak için karaciğere sinyal gönderir. Aynı zamanda iskelet kası 

ve yağ hücrelerini de glikoz taşıyıcısı aracılığıyla daha fazla glikoz almaları için uyarır. 

Bu mekanizma dolaşımdaki glikoz konsantrasyonlarını normal seviyelere getirir. 

Glukagon ise kandaki azalan glikoz seviyelerine yanıt olarak pankreasın α hücreleri 

tarafından salgılanır. Bu hormon karaciğerde depolanmış olan glikojeni kana salınan 

glikoza dönüştürmek için sinyal verir ve bu sayede homeostazı sağlar (3). Vücutta bu 

dengenin bozulması, yetersiz insülin veya insüline direnç, hücre içi (hipoglisemi)  ve 

hücre dışı glikozun azalması ile sonuçlanır. 

Diyabet, uzun süreçli ve metabolik bir hastalık olduğundan mikrovasküler ve 

makrovasküler birçok komplikasyona neden olur. Bununla birlikte morbidite ve erken 

ölüm riskini arttırır, bakım ve maliyeti yükseltir. Dünyada gün geçtikçe artan diyabetli 

hasta sayısı ülkeden ülkeye farklılık göstermekle birlikte bireyi olumsuz etkilemekte ve 
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hayat kalitesini düşürmektedir (4). Diyabet sonucu meydana gelen komplikasyonları akut 

ve kronik dönem olarak ayırmak mümkündür. Akut komplikasyonlar, mortalite ile ilişkili 

olup hipoglisemi, diyabetik ketoasidoz ve hiperglisemik hiperozmolar koma olarak 

belirtilmektedir. Diyabet kronik dönemde de hastalarda makrovasküler ve mikrovasküler 

komplikasyonlara neden olup morbidite ve mortalite riskinin artmasıyla ilişkilidir (5). 

Kronik hiperglisemi de artan glikoz seviyeleri sebebiyle ilk olarak vasküler hücreler, 

Schwann hücreleri ve glikoz alımını düzenleme kapasitesi sınırlı olan periferik ve 

merkezi sinir sistemi (MSS) hücrelerini etkileyerek mikrovasküler komplikasyonlara yol 

açar. Bunlar retinopati, nefropati, nöropati olarak bilinmektedir (6). Bu tez çalışmasında 

bu komplikasyonlardan, araştırma konumuz olan diyabetik nöropatiyi daha detaylı 

açıklayacağız. 

3.1. Diyabetik Nöropati 

Nöropati,  diyabette karşılaşılan en önemli kronik komplikasyonlardan biridir. 

Diyabetik nöropatinin önemi son yıllarda daha iyi anlaşılmaya başlanmıştır. Diyabetik 

nöropatiyle ilgili ilk bilgiler 19. yüzyılın başlarında tıp literatüründe yer almış ve 1984’te 

Marchal de Calvi periferik sinir sistemindeki bazı değişikliklerin diyabet sonucunda 

meydana geldiğini ileri sürmüştür (7). Diyabetik nöropati, alt ekstremitelerde distal olarak 

başlayan, aynı zamanda ağrı ve ciddi morbidite ile karakterize duyusal fonksiyon 

kaybıdır. Diyabetik nöropatili hastaların yaklaşık üçte biri aralıklı veya sürekli parestezi 

ve ağrı bildirmektedir (8). Uzun süre kötü kontrol edilen kan glikoz seviyelerine sahip 

bireylerin en az %50’sinde zamanla diyabetik nöropati gelişebilir (9). Diyabetik 

nöropatinin karmaşıklığına ilişkin altta yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemekle 

birlikte patogenezinde bazı teoriler aşağıda açıklanmıştır. 
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3.1.1. Diyabetik Nöropatinin Patofizyolojisi 

Diyabetik nöropati, çeşitli klinik belirtileri olan ve istenmeyen bir durumdur. 

Patogenezi ile ilgili birçok teori bulunmaktadır: bunlar periferik sinirleri besleyen 

damarlarda oluşan yapısal ve fizyolojik bozukluklar, glial hücrelerin aktivasyonu, 

sodyum ve kalsiyum kanal aktivasyonundaki bozukluklar, ağrı duyusunun taşınmasında 

görev yapan inen çıkan yollardaki bozukluklar ve artmış talamik vaskülerite olarak 

sıralanabilmektedir (10). Diyabet oluşumu, komplikasyonlarının ortaya çıkması ve 

patofizyolojik süreçleri büyük oranda ortaya konulmasına rağmen her hastada ağrı oluşup 

oluşmaması açıklanamamıştır (11). 

Periferal sinirlerde glikozun hücrelere alımı insülinden bağımsız olarak 

gerçekleşir. Bu nedenle glikozun sinir hücrelerine alımı kan glikoz konsantrasyonu ile 

doğrudan orantılıdır (12). Polyol yolağının hızını sınırlayan enzim Schwann hücrelerinde 

eksprese edilen aldoz redüktaz enzimidir (13). Glikoz; sorbitole, aldoz redüktaz enzimiyle 

çevrilir, fruktoza ise sorbitol dehidrogenaz enzimi ile çevrilir. Fruktoz ve sorbitol sinir 

hücresinde birikme eğiliminde olup sinir hücre membranından göreceli olarak geçerler. 

Her ikisi de ozmotik aktiviteye sahip bileşiklerdir ve sinir hücresinin su içeriğinin 

artmasına öncülük ederler (14). Hücrelerde oksidasyon/redüksiyon dengesi, indirgenmiş 

NADPH’ın kaybı ve glutatyon depolarının boşalması ile değişmektedir. Bu değişimin 

meydana gelmesi durumunda membran Na⁺/K⁺ ATPaz aktivitesinin azalmasına, sinir 

iletim hızının azalmasına, sinirin yapısal olarak bozulmasına ve intra aksonal sodyum 

birikmesi gerçekleşir. Hücrelerde miyoinositolün seviyeleri azalır sebebi ise artan glikoz 

ve sorbitol seviyeleri, miyoinositolün doku ve hücrelere alımı için rekabete girmiş 

olmasından kaynaklanmaktadır (15). Artmış glikoz ve sorbitol seviyeleri de nitrik oksit 

sentaz için kofaktör olan NADPH azalmasına ve vazodilatasyonun artmasını sağlayan 
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nitrik oksit (NO) oluşumunu azalmasına neden olur bu durum da sinirlerin kan desteğinin 

bozulmasına sebep olur (15, 16). Nöropati gelişimini hücresel stresle sınırlandırmak 

bütün patofizyolojik süreci açıklamada yetersiz kalabilmektedir. Bozulmuş olan 

vaskülerite ile DNA’yı ilişkilendirmek mümkündür. Mikrovasküleritenin bozulmasının 

sonucu olarak periferal ve santral perfüzyon işlevi bozulmakta veya ortadan kalkmaktadır 

(17). Nöral iskemi, sinirleri besleyen damarların bazal laminalarında kalınlaşma ve 

hiyalinizasyon sonucu oluşmaktadır (18). Damar yapısındaki bu değişiklikler, kapiller 

membran plazma protein uzantılarının endonöryuma doğru hareketine neden olarak, 

şişkinliğe neden olmakta ve bölgede biriken interstisyel sıvı sinirlerdeki basıncı 

artırmaktadır. Artan bu basınca artmış kapiller basınç eşlik eder ve ilgili bölgede trombus 

ve fibrin gelişimini baskılamaktadır. Hiperglisemi, duyusal sinirlerde elektriksel 

stabilitenin değişmesine hipoksiyi tetikleyerek de neden olabilmektedir (19). Sinir 

iskemisinin bir sonucu olarak hem diyabetik hastalarda hem de deney hayvanlarında 

özellikle proksimal ve distal segmentlerde sinir kaybı oluşmakta, buna bağlı olarak 

intraepidal sinir yoğunluğunda azalma gözlenmektedir (20). 

Araştırmalar sonucu her ne kadar artan oksidatif stres, antioksidanları 

aktivasyonunun azalması, mikrovaskülerite bozukluğu, oksijenizasyonda azalma ve 

prostoglandin metabolizmasındaki değişiklikler periferal sinir fizyolojisini bozsa da tüm 

bu süreçler ilgili sinir ya da sinirlerin moleküler ve hücresel yapısındaki değişim ile de 

karakterize olabilmektedir (21). Zamanla beslenemeyen ve hasarlanan sinir sonlarında 

değişikliklerin meydana gelmesi kaçınılmaz bir durumdur. Bu moleküler ve hücresel 

değişimlerin de spontan ağrıya neden olduğu düşünülmektedir (22, 23). En yaygın kabul 

edilen hipoteze göre hasarlı sinir sonlanmalarının ürettiği aksiyon potansiyelleri MSS 

tarafından ağrı olarak algılanmaya başlamasıdır (24). Sinir hasarı sonucu periferik 
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sinirlerde iyon kanalı ekspresyonundaki değişimler ilgili sinirde hipereksitabiliteye neden 

olmakta ve bu da nöropatik ağrı olarak görülmektedir (25). Nöropatik ağrı gelişimi 

sırasında voltaj kapılı sodyum kanallarının sayısında ve aktivasyonunda artış olduğu 

bulunmuş ve DKG özellikle küçük çaplı nöronlarda ortaya çıkan bu değişmiş sodyum 

akımı, nosiseptif transmisyonu polimodal C liflerinin duysal enformasyon aktarımında 

artışı ile açıklanmıştır (26, 27). 

Sodyum kanallarının sinir boyunca dağılımındaki bu değişim, sinirlerde artmış 

uyarılmalara bu da ilgili sinir grubunda aksiyon potansiyeli üretimine neden olmaktadır. 

Artan bu aksiyon potansiyeli frekansı da MSS’de ağrı duyusunun algılanmasında artışa 

neden olmaktadır (27). 

İyon akımındaki bu değişiklikler sadece sodyum kanal değişimi ve buna bağlı 

sodyum akımındaki değişiklikler ile sınırlı değildir. Kalsiyum kanal ekspresyonunda da 

bazı değişiklikler görülmekte bunların başında bozulan kalsiyum akımı ile duyusal 

nöronlarda artmış kalsiyum girişi ve P maddesi ile glutamat salınımında artış 

olabilmektedir (28-30). Hücre dinlenim membran potansiyelini dengeleyen potasyum 

iyon akımı da değişerek nöronal hipereksitabiliteye sebep olabilmektedir (31). DKG ve 

spinal kord hasarlanmasında, nöronların beslenmesini ve miyelin kılıf oluşumunu 

sağlayan glial hücrelerde de yapısal bozukluklar ve anormal çoğalmalar olduğu 

bilinmektedir (32). 

Periferik sinir hasarı sonucu mikroglialardaki artış ile beraber sitokinler, 

interlökinler, kemokinler, nitrik oksit ve serbest radikallerde artışa sebep olmaktadır (33, 

34). Nörotransmitterlerin sinaptik aralıktan uzaklaştırılmasında rol alan bu hücreler, 

periferik hasar sonucu bu işlevlerini yerine getiremeyerek ağrı duyusunda rol alan 

nörotransmitterlerin duyarlılaşmasına engel olamamaktadır (35). 
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Periferal dokulardaki bu patolojik değişikliklerin yanı sıra nöropatik ağrı gelişimi 

sonrası MSS’de patolojik süreçlere sebep olmaktadır. Bunlardan en belirgin olanı 

glutamat ve NMDA reseptör salınımında artış olup bu artış santral sensitizasyonu 

artırmaktadır (36). Başka bir etki ise GABA-B reseptöründeki azalmadır (37). GABA’nın 

azalması, glutamat etkinliğinin ve kalsiyum akımının artmasına sebep olmaktadır. Bunun 

sonucunda eksitatör nörotransmitterlerin aktivitesinde de bir artış meydana gelerek ağrı 

duyusunun MSS tarafından daha fazla algılanmasına neden olmaktadır (38). Yukarıda 

bahsedilen birkaç mekanizma aşağıda (şekil 1.) gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Diyabetik nöropati gelişiminde olası mekanizmalar şematik diyagramı 

(39) Kaynaktan değiştirilerek alınmıştır. 

 

 



11 
 

3.2. Dorsal Kök Gangliyon Nöronlarının Yapısı ve İşlevleri 

DKG, ağrı iletimi dahil duyusal iletim ve modülasyonda kritik bir yapıdır (40). 

İnsanlarda DKG nöronları yaklaşık 20-150 μm arasında değişen çaplara sahip büyük 

yuvarlak hücrelerdir (41). Nörofilament yoğunluğunun histolojik boyamasına göre 

“büyük-hafif” nöronlar (genellikle zararlı olmayan bilgileri ileten A nöronları) veya 

“küçük-karanlık” nöronlar (genellikle C nöronları, acı verici sinyaller) olarak kategorize 

edilebilir (42). Her vertebra seviyesinde nöral foramenlerin yakınında bulunurlar. 

Heterojen yapıya sahip olup, hücrelerin yalnızca %15’ini temsil eden nöronlarla birçok 

hücre tipini içerir (43). Bu nöronların gövdeleri Schwann hücreleri ve satellit glial 

hücreler tarafından çevrilidir. Distal aksonları birincil afferent duyu sinirlerini 

oluştururken, proksimal aksonlar dorsal omurilik kökleri yoluyla dorsal boynuz hücreleri 

üzerinde sinaps yapar (44). Satellit glial hücrelerinin görevi DKG nöronları arasında 

fiziksel bir bariyer oluşturmaktır. Ayrıca satellit glialar kimyasal uyaranlara yanıt 

vermede ve çeşitli kemokin, sitokin ve nörotransmitterler için reseptör aracılığıyla glial-

glial ve nöron-glial etkileşimlere aracılık etmede kritik öneme sahiptir (45). Ayrıca 

merkezi ve periferik sinir sistemlerini koruyan kan-beyin bariyeri DKG nöronlarında 

bulunmaz bu nedenle dolaşımdaki kemokinler ve lökositlerden sızmaya karşı hassas olup 

nöronal hipereksitabilitenin inflamatuar mekanizmalarını oluşmasını destekler (46). 

DKG, dokunma ve propriyosepsiyondan, enflamatuar ve somatik ağrıya kadar değişen 

periferik duyusal sinyallerin MSS’ne geçiş yeridir (47). 
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3.2.1. Terapötik Bir Hedef Olarak Dorsal Kök Gangliyonu 

Kronik ağrıya geçişin altında yatan çok sayıda hücresel, moleküler, genetik ve 

epigenetik değişiklikler göz önüne alındığında, DKG’yi hedefleyen çok çeşitli terapötik 

modalitelerin oluşturulmuş olması şaşırtıcı değildir. Bu meydana gelen değişikliklerin 

çoğunun projeksiyon aksonlarında değil de gövdesinde meydana gelmesi DKG’yi 

tedavide potansiyel bölge yapmaktadır. Özellikle nöropatik ağrının patogenezinde, sinir 

hasarının oluşmasında hücre ölümünden ziyade periferik nöronal hayatta kalma ile ilişkili 

hastalıklarda önemli rol oynayabileceği düşünülmektedir. Anatomik olarak kolayca 

erişebilir olduğu için DKG, gelişmekte olan nöromodülatör tedaviler için çekici bir 

hedeftir (47). FGF21, diyabette insülin direncini düşürdüğü ve glikoz artışını bastırdığı 

(48), inflamasyonu ve oksidan stresi baskılayarak sinir hasarını hafiflettiği (49) 

bilinmektedir. Dolayısıyla nöropatik ağrı sonucu etkilenen DKG üzerinde de terapötik bir 

hedef olabilir. 

Çalışmada kullanılacak in vitro model, diyabetik nöropatinin patogenezinde 

moleküllerin yapısını ve etkileşimini incelemek için objektif ve kullanışlı olduğu için 

daha çok tercih edilmektedir. Ayrıca mekanik sorulara cevap bulunmasına ve 

mekanizmaların incelenmesine olanak sağlar. İn vitro model, hiperglisemik deneyler için 

diyabetik hastalarda genellikle ölçülen glikoz seviyelerine uyacak şekilde 45 Mm glikoz 

içeren yüksek glikoz (YG) ortamı kullanılır. DKG nöronlarının 24 saat YG’ye (45 

mmol/L) maruz kalması Diyabetik nöropati’nin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir 

(50, 51). 
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3.3.  Fibroblast Büyüme Faktörü Ailesinin Bir Üyesi Olarak FGF21 

FGF21, 22 üyeden oluşan FGF ailesinin endokrin grubuna girmekte ve 

hastalıkların risk faktörleri ve belirteçlerinde kullanılmaktadır. FGF21 hormonu 2000 

yılında Nishimura T.  ve ark tarafından tanımlanan ve 19. kromozomda kodlanan 209 

aminoasitlik olgun bir proteinden türevlenerek dolaşıma verilen 181 aminoasitlik 

(yaklaşık 20 kDa) bir proteindir. FGF ailesinin yeni bir üyesi olan FGF21, lipit 

metabolizması ve endojen glikoz düzenleyicisidir. Esas olarak karaciğerde üretilmekle 

birlikte iskelet kası, yağ dokusu, plasenta ve pankreasta da üretilir (52) (Şekil 2.). FGF21; 

geleneksel bir tirozin kinaz FGF reseptörü 1 (FGFR1) ve β-klotho isimli ko-reseptör 

proteininden oluşan bir hücre yüzey kompleksi üzerinde çalışır. FGFR1 sinyal 

aktivasyonu için bu proteinlerin her ikisine de doğrudan bağlanır (53). FGF21 

sinyalleşmesi için hem FGFR1 hem de β-klotho gereklidir. Adiposit dokularda β-

klotho’nun yıkılması FGF21 kaynaklı sinyalleşmeyi ve eylemleri azaltırken, tüm vücutta 

bu molekülün yıkılması FGF21’in büyüme ve metabolizma üzerindeki etkisini 

kaybetmektedir. FGF21’in FGFR1 ve β-klotho’ya bağlanmasıyla monomerik olan 

FGFR1 molekülü dimerize olmakta ve FGFR substrat 2’deki (FRS2) kalıntıların 

otofosforilasyonunu ve fosforilasyonunu sağlamaktadır. Fosforile olan FRS2 kenetleme 

proteini görevini üstlenir ve GRB2/SOS proteinleri ile bir kompleks oluşturur. Bu 

kompleks hücre dışı sinyal düzenlenmiş (ERK) ve aktive olmuş kinaz (AKT) sinyal 

yollarını aktive etmekte ve gelişmiş glikoz alımına yol açmaktadır (54). β-klotho, 

karaciğerde, beyaz(WAT) ve kahverengi(BAT) yağ dokularında, pankreasta ve MSS’de 

bulunmaktadır (55). 
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Şekil 2. FGF21’in organlar arası iletişimi ve farmakolojik etkilerini gösteren diyagram 

(56) Kaynaktan değiştirilerek alınmıştır. 

3.3.1. FGF21’in Metabolik Etkileri 

FGF21, enerji homeostazını kontrol eden önemli bir metabolik düzenleyicidir. 

Fizyolojik olarak, FGF21, açlık ve soğuğa maruz kalma gibi çeşitli hücresel stres 

faktörleri tarafından indüklenen strese duyarlı bir hormon olarak hareket eder ve bu da 

glukoneogenezi, ketogenezi ve adaptif termojenezi teşvik ederek stres ortamına uyumu 

kolaylaştırır (57, 58). Beslenme sinyallerine yanıt olarak karaciğerde indüklenir ve MSS 

ulaşmak için kan dolaşımına salınır. Daha sonra besin alımını ve merkezi beta-adrenerjik 

stimülasyon ile BAT’da artan termojenezi değiştirir (59-62). FGF21 besin alımı ve enerji 

harcamasını ayarlamak için karaciğeri hem MSS’ye hem de yağ dokusuna bağlayan bir 

sinyaldir. Bu sebeple farmakolojik olarak kullanılan FGF21, insülin duyarlılığını 

artırırken; serum kolesterolü, trigliseritleri (TG) ve plazma glikozunu azaltma gibi birçok 
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metabolik fayda sağlar (63-65). Serum TG’yi düşürerek karaciğeri alkolsüz yağlı 

karaciğer hastalığı (NAFLD) gelişiminden koruyan hepatik lipid birikimini önler (66). 

3.3.2. FGF21’in Obezite ve Diyabet Üzerine Etkileri 

FGF21, çok sayıda preklinik çalışmada gözlemlenen tekrarlanabilir şekilde 

obezite ve tip 2 diyabette güçlü yararlı etkilere sahiptir.  Örneğin, diyabetli farelere 

ekzojen FGF21 verilmesi; kan glikoz ve lipitlerinde azalma, insülin duyarlılığında 

iyileşme, enerji harcamasında ve yağ kullanımında artma ile sonuçlanmıştır (67). Yine 

benzer bir çalışma da insülin ve FGF21 ile tedavi edilen farelerde, adipositlerde GLUT 4 

ve GLUT 1 aktivasyonu ile glikoz düzeyini azaltan sinerjistik bir etki oluşturduğu 

bulunmuştur (68). Leptin eksikliği olan obez farelere tek bir FGF21 enjeksiyonu, 

tedaviden sonraki 1 saat içinde hem kan glikozunda hem de plazma insülin seviyelerinde 

% 40-60 düşüşe yol açtığı ve buna hepatik glikoz üretiminin akut baskılanması ve 

periferik glikoz döngüsünde bir artışın eşlik ettiği bulunmuştur (69). FGF21’in diyete 

bağlı ve genetik obezite fare modellerinde kronik olarak uygulanması, vücut ağırlığı ve 

yağ kütlesinde sürekli azalmalara ayrıca insülin duyarlılığında, glisemik kontrolde ve 

lipidlerde (TG’de, toplam LDL ve kolesterolde ) düşüşe neden olduğu bulunmuştur (70-

72). Yapılan başka çalışmalarda FGF21’in hiperglisemi, dislipidemi ve obeziteyi 

iyileştirmedeki önemli farmakolojik etkileri, diyabetik maymun modellerinde tutarlı bir 

şekilde tekrarlanmıştır (73-75). Yapılan başka bir çalışmada, uzun süreli yüksek yağlı 

diyetle beslenen obez farelerde, adipoz dokularda belirgin şekilde azalmış FGFR1 ve β- 

klotho ekspresyonu görülmüş ve bunun egzersizin metabolik faydalarına karşı bir direnç 

meydana getirdiği bulunmuştur. Aynı çalışmada yapılan kronik koşu bandı egzersizi, 

obezite kaynaklı insülin direncine ve metabolik komplikasyonlara karşı koruyucu etki 
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oluşturduğu ve adipoz dokuda FGF21 duyarlılığının restorasyonuna aracılık ettiği 

bulunmuştur (76).   Metabolik regülasyonun yanı sıra, son zamanlarda FGF21’in 

miyokardiyal iskemi ve nörotravma üzerinde koruyucu etkilere sahip olduğuna dair artan 

kanıtlar bulunmaktadır (77, 78). 

3.4. Tez Çalışmasının Amacı ve Önemi 

Bu tez çalışmasında, “antiapoptotik, antioksidan ve antiinflamatuar özelliklere 

sahip olduğu bilinen FGF21 hormonunun diyabetik nöropatinin in vitro modelinde hücre 

canlılığı üzerindeki etkisi nelerdir ve olası bu etkiyi hangi yolak üzerinden 

gerçekleştirmektedir?” araştırma sorusuna yanıt aranmaktadır. FGF21 birçok çalışmada 

terapötik ajan olarak kullanılmış ve bazı sinir sistemi hastalıklarında, nöroprotektif 

özellliği olduğu bulunmuştur. Ayrıca, FGF21’in metabolik etkileri ve diyabetle ilişkisi 

bilinmektedir. Ancak, FGF21'in diyabetik nöropatinin oluşturulan modellerde hücre 

canlılığı üzerindeki etkisi tam anlamıyla anlaşılamamıştır. Bu sebeple bu tez çalışmasının 

hipotezi FGF21’in diyabetik nöropati in vitro modeli olarak kabul edilen uzun süreli YG 

maruz bırakılmış DKG nöronlarında, hücre canlılığını koruyucu bir etkiye sahip olacağı 

ve bu etkinin AKT/ fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hücresel yolağı aracılığı ile 

gerçekleştireceği yönündedir. 

Bu tez çalışmasını amacı diyabetik nöropatinin in vitro modelinde FGF21’in 

hücre canlılığı üzerine etkisinin ve bu olası etkinin hangi hücresel yolak aracılığıyla 

gerçekleşeceğini araştırmaktır. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalışmasına başlamadan önce, Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Komitesine başvuruda bulunuldu ve çalışmanın gerçekleştirilmesi için etik izinler 

alındı (26.12.2022 tarih 2022/21-14 oturumu).  Deneysel çalışmalar Fırat Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalı ve İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim 

Dalı Laboratuvarlarında yapıldı. Aynı zamanda bu çalışma TF.23.03 No’lu Fırat 

Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri (FÜBAP) birimi tarafından desteklenmiştir. 

4.1. Dorsal Kök Gangliyon Primer Hücre Kültürü 

DKG primer hücre kültürü hazırlanması Forda ve Kelly (1985) isimli 

araştırmacıların geliştirmiş oldukları metod referans alınarak yapıldı (79). Hücre kültürü 

işlemine başlanmadan önce kullanılacak alet-ekipmanın sterilizasyon işlemleri yapıldı 

veya hazır steril halde satın alındı. Tüm cerrahi setler, cam malzemeler otoklav 

kullanılarak 121 °C’de 1 atm basınç altında 15 dk boyunca sterilizasyon işlemine tabi 

tutuldu. Malzemeler otoklavlandıktan sonra sterilitesinin bozulmaması için (%70) 

konsantre etanol ile muamele edildi ve dikkatli bir şekilde hücre kültürünün yapılacağı 

laminar hava akışlı güvenlik kabinine (Thermo SCIENTIFIC Safe 2020, Almanya) 

aktarıldı. Hücre kültürü işleminin yapılmadığı süre zarfı içerisinde laminar flow cihazının 

güvenlik kapağı kapalı pozisyonda tutuldu ve çalışmaya başlamadan en az 1 saat önce 

Ultraviyole (UV) ışık kaynağı açık bırakıldı. UV ışık kaynağı açık durumda iken Laminar 

Flow cihazı içerisinde UV ışık kaynaklı zarar görecek herhangi bir protein yapılı 

kimyasal, izole edilen hücre vs. olmadığına dikkat edildi. 
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Tablo 1. Sinir hücre kültür vasatı bileşimi 

Kimyasal Miktarı 

Nörobasal-A (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 500 mL 

B27 (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 10 mL 

Glutamaks (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 5 mL 

Penisilin-Streptomisin (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 5 mL 

 

4.1.1.Dorsal Kök Gangliyon Primer Hücre Kültürü Hazırlanma Protokolü 

Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezi’nden temin edilen 1-2 günlük 

Spraque Dawley cinsi sıçanlar geniş bir petri kutusuna alındı. Daha sonra petri kutusu 

kapağı kapalı şekilde (%70) konsantre alkol ile muamele edilerek kabin içine aktarıldı. 

Sıçanlar dekapite ediltikten sonra küçük uçlu bir makas kullanılarak vertebral kolon 

dikkatli bir şekilde çıkarıldı. Spinal kolonun içi kaudal uçtan başlanarak  servikal bölgeye 

doğru yaylı küçük uçlu bir makas kullanılarak her iki yönden açıldı. Temiz başka bir petri 

kutusuna alınan spinal kolon mekanik manipülasyon işlemlerinin daha kolay 

yapılabilmesi amacıyla fosfat tamponlu salinde (PBS) ile 3 kez yıkandı. DKG’ler 

diseksiyon mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanılarak forseps ile izole edildi. 

İzole edilen DKG’ler içerisinde B27, Penisilin streptomisin ve Glutamax bulunan 

Nörobasal-A mediumuna konuldu (Tablo.1). DKG  spinal kolondan izole edildikten sonra 

alınan tüm gangliyonların bir araya toplanması için petri kutusu hassas dairesel 

hareketlerle sallandırarak işlemlere devam edildi. Bir araya toplanan gangliyonların 

bulunduğu petri kutusundaki Nörobasal-A mediumu dikkatli bir şekilde pastör pipeti ile 

çekildi işlem esnasında pastör pipet içerisinde Nörobasal-A mediumu birlikte 

gangliyonların olmadığına emin olundu.  37 °C’de inkübe edilmiş 900 μL Nörobasal-A 

medium ve 100 μL kollagenaz (% 0.125) ilave edilerek küçük dairesel hareketler 

yapıldıktan sonra 13 dakika boyunca inkübatörde tutuldu. İlgili sürenin bitiminden hemen 



19 
 

sonra enzim ile muamele edilmiş hücreler inkübatörden hızlı bir şekilde alınarak hızlıca 

3 kez PBS ile yıkandı. Bu işlemin devamında 900 μL PBS ve 100 μL tripsin (% 0.25) 

ilave edilerek hafif bir şekilde dairesel hareketlerle çalkalandı ve 6 dakika boyunca 

inkübasyona bırakıldı. Sonrasında hücreleri içeren solusyona 4 mL Nörobasal-A 

mediumuna ilave edildi. Gangliyonlar tüpün alt kısmına çöktükten sonra kültür vasatı 

pastör pipet kullanılarak ortamdan uzaklaştırıldı ve bu işlem 3 kez aynı şekilde 

tekrarlandı. Daha sonra gangliyonların mekanik ayrıştırma işlemi için 100 μL DNAz ve 

900 μL Nörobasal-A mediumuna cam tüpe ilave edilip bir pastör pipet yardımıyla 

tritürasyon işlemi yapıldı. Tritürasyon işlemine hücrelerin iyice izole olması için bir süre 

kademeli olarak devam edildi. Çekilip boşaltma işlemi kademeli olarak devam ederken 

her kademede üst kısımda kalan süspansiyon ortamdan uzaklaştırılarak  tüp içerisinde 

bulunan gangliyon hücrelerine tritürasyon işlemi uygulanmaya devam edildi. Tritürasyon 

işleminin sona ermesinden sonra hücre süspansiyonun bulunduğu tüpün içine 200 μL sinir 

büyütme faktörü (NGF) eklendi.  DKG hücreleri MTT testinde kullanılmak üzere 37°C'de 

%95hava /%5CO2 ile nemlendirilmiş bir inkübatöre  (Heracell, Kendro Lab GmbH, 

Almanya) kaldırıldı (Şekil 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. Dorsal kök gangliyonu primer hücre kültürü hazırlanması akış diyagramı 
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4.1.2.Dorsal Kök Ganliyon Hücrelerinde in vitro Diyabet Modeli Oluşturma 

YG’ nin (35 mM üzeri konsantrasyonda) DKG nöronlarında hiperglisemiye bağlı 

ölümüne yol açtığı bilinmektedir (80). Diyabetin in vitro modelini oluşturmak için DKG 

hücrelerine 24 saat boyunca 45 mM glikoz uygulaması yapıldı. DKG hücrelerinin canlılık 

oranı %90’ın üstünde olduğunda MTT testine başlandı. FGF21’in DKG hücrelerinde 

AKT yolağı aracılığıyla etkisi olup olmadığını değerlendirmek için AKT/PI3K inhibitörü 

olan LY294002 kullanıldı. 

4.2. Hücre Canlılığının Değerlendirilmesi ve MTT Analizi 

DKG hücreleri, hücre canlılığının MTT yöntemiyle belirlenmesi için 96’lık 

platelerdeki kuyucuklara ekildi. FGF21 serum fizyolojik içerisinde çözdürüldü. Öncelikli 

olarak FGF21’in 4 farklı dozu (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL) literatür 

araştırılarak karar verildi ve sağlıklı hücre gruplarına uygulandı. Ardından diyabetik 

nöropati’nin in vitro modelinde FGF21’in 4 farklı dozu (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 

ng/mL, 100 ng/mL) YG ile birlikte uygulandı. Diyabetik nöropati modelini oluşturmak 

amacıyla 24 saat boyunca YG’ye (45 mmol/L)  maruz bırakıldı. 

Hücre canlılığının belirlenmesinde kullanılan enzimatik test yöntemlerinden biri 

olan MTT yöntemi kullanıldı. Bu yöntem, MTT boyasının tetrazolium halkasını 

parçalayabilme prensibine dayanmaktadır. Çalışma prensibi ise MTT canlı hücrelere aktif 

olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enzimi tarafından 

katalize edilerek mavi-mor renkli, suda çözünemeyen formazana indirgenir. Formazan 

oluşumu, sadece aktif mitokondrinin bulunduğu canlı hücrelerde görülür. Bu da hücre 

canlılığının biyobelirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen 

değer canlı hücre sayısı ile ilişkilendirilmektedir. 
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Primer hücre kültürü ile hazırlanan DKG hücrelerinin canlılık oranları %0.4 tripan 

mavisi kullanılarak belirlendi. Tripan mavisi, canlı hücrelerde membran yapısı zarar 

görmediği için hücrelerin içine giremezken cansız hücrelerde ise hücre tarafından absorbe 

edilir. Platelere ekilen hücrelerin canlılık oranları %90’ın üstünde olduğunda deneylere 

başlandı. 

4.2.1. Hücre Canlılık Analizi 

FGF21’in Diyabetik Nöropati’nin in vitro modelinde hücre canlılığı üzerine 

etkisini incelemek için DKG nöronları Şekil 4’te gösterildiği gibi kontrol, FGF21-

12,5ng/mL, FGF21-25ng/mL, FGF21-50ng/mL, FGF21-100ng/mL, YG, YG+FGF21-

12,5ng/mL , YG+FGF21-25ng/mL, YG+FGF21-50ng/mL, YG+FGF21-100ng/mL, 

grupları şeklinde her bir kuyucukta en az 5x10⁴ hücre/kuyucuk içeren 96’lık platelere ve 

her bir kuyucuk 200 μL’ye tamamlanacak şekilde aşağıdaki protokole göre ekilmiştir: 

 1.Adım: Tüm kuyucuklara 100 µL DKG hücreleri (5x10⁴ ) içeren medium 

konuldu. 

 2.Adım: Kontrol için belirtilen kuyucuklara 100 µL  Nörobasal-A mediumu 

konuldu. 

 3.Adım: FGF21-12,5ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 40 µL FGF21 

(12,5ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 4.Adım: FGF21-25ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 40 µL FGF21 

(25ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 5.Adım: FGF21-50ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 40 µL FGF21 

(50ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 
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 6.Adım: FGF21-100ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 40 µL FGF21 

(100ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 7.Adım: YG ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG, 80 µL Nörobasal-A 

mediumu konuldu. 

 8.Adım: YG+FGF21-12,5ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG (45 

mmol/L), 20 µL FGF21 (12,5ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu 

konuldu. 

 9.Adım: YG+FGF21-25ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG (45 

mmol/L), 20 µL FGF21 (25ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 10.Adım: YG+FGF21-50ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG (45 

mmol/L), 20 µL FGF21(50ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 11.Adım: YG+FGF21-100ng/mL ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG (45 

mmol/L), 20 µL FGF21 (100ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu 

konuldu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.  FGF21’in farklı dozlarının (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL ve 100 ng/mL) DKG hücre 

canlılığına etkisini MTT analizi ile incelemek için grupların 96’lık plate üzerindeki yerleşim şekli. 
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FGF21’in diyabetik nöropati modelinde hücre canlılığı üzerine etkisini 

PI3K/AKT  inhibitörü (LY294002, 50 μL) kullanılarak yolak üzerinden incelemek için 

DKG nöronları Şekil 5’te gösterildiği gibi kontrol,  FGF25 (25 ng/mL), YG, YG+FGF25 

ve YG+FGF25+LY gruplarına ayrıldı. Her bir kuyucukta en az 5x10⁴ hücre/kuyucuk 

içeren 96’lık plate’lere ve her bir kuyucuk 100 μL’ye tamamlanacak şekilde aşağıdaki 

protokole göre ekildi. 

 1. Adım: Tüm kuyucuklara 100 µL DKG hücreleri (5x10⁴) içeren medium 

konuldu. 

 2. Adım: K harfi ile gösterilen kuyucuklara 100 µL  Nörobasal-A mediumu 

konuldu (Kontrol amacıyla). 

 3. Adım:  FGF25 ile gösterilen kuyucuklara 20 µL FGF21 (25 ng/mL), 80 

µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 4. Adım: YG ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG, 80 µL Nörobasal-A 

mediumu konuldu. 

 5. Adım: YG+FGF25 ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG, 20 µL FGF21 

(25 ng/mL), 60 µL Nörobasal-A mediumu konuldu. 

 6. Adım: YG+FGF25+LY ile gösterilen kuyucuklara 20 µL YG, 20 µL 

LY294002 (50 µM) ile kodlanan kimyasal konulup 2 saat beklendi. 2 saat 

bekledikten sonra 20 µL FGF21 (25 ng/mL), 40 µL Nörobasal-A mediumu 

konuldu. 
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Şekil 5. FGF21’in DKG hücre canlılığı üzerine olan etkisini hangi hücresel yolak aracılığıyla 

gerçekleştirdiğinin MTT analizi ile incelemek için grupların plate üzerindeki yerleşim şekli. 

 

Maddelerin 24 saat süreyle inkübasyonu sonrası inkübatörden alınan platelerdeki 

medium ve maddeler mikropipet yardımıyla plate ortamından uzaklaştırıldı. Platelere her 

kuyucuğa 50 μL olacak şekilde tekrarlayıcı pipet yardımıyla steril PBS içerisinde 

hazırlanan stok MTT solüsyonundan 0,5 mg/mL eklendi ve inkübasyon için 3 saat süreyle 

inkübatör cihazına konuldu. 3 saat sonunda eklenen MTT solüsyonu ortamdan 

uzaklaştırıldıktan sonra her kuyucuğa 100 μL hacimde Nörobasal-A eklenerek hücrelerin 

optik dansiteleri ELISA cihazında (Thermo, ABD) 540 nm dalga boyunda okutuldu 

(Şekil 6). Kontrol hücreleri okutularak elde edilen absorbans değerlerinin ortalaması 

alınmış ve bu değer %100 canlı hücre olarak kabul edilmiştir. Çözücü ve ajan uygulanan 

kuyucuklardan elde edilen absorbans değerleri kontrol absorbans değerine oranlanmış ve 

yüzde canlılık olarak kabul edilmiştir. MTT deneyleri farklı günlerde en az 7 kez 

tekrarlanmış ve sonuçlar rapor edilmiştir. 
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6. In vitro diyabetik nöropati modeli oluşturulan DKG nöronlarının hücre canlılığının 

değerlendirilmesindeki akış diyagramı 
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4.3.İstatistiksel Analizler 

Bütün verilerin istatistiksel analizleri SPSS programı kullanılarak yapıldı. 

Grafikler GraphPad yazılımı (GraphPad Prism version 9.2.0 for macOS, GraphPad 

Software, San Diego, California USA) ve Originpro 8.0 grafik programı kullanılarak 

yapıldı. Şekiller biorender.com kullanılarak yapıldı. 

Gruplar arası farklılıklar için tek yönlü varyans analizi (One-Way ANOVA) ve 

post-hoc Tukey testleri kullanıldı. Tüm analizlerde p<0.05 değeri istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. MTT deneyleri farklı günlerde en az 7 defa tekrarlandı. 
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5. BULGULAR 

5.1. FGF21’in DKG Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

a) Sağlıklı Hücreler Üzerine Etkisi 

Öncelikli olarak FGF21’in sağlıklı DKG hücrelerinde hücre canlılığını üzerine 

etkisi olup olmadığı incelendi. FGF21’in farklı dozları (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 

100 ng/mL) DKG hücrelerine uygulandı. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında tek başına 

FGF21’in uygulamasının DKG hücrelerinin canlılığı üzerine herhangi bir etkisi olmadığı 

belirlendi (Şekil 7). 

 

 

Şekil 6. FGF21’in sağlıklı DKG hücrelerinde, hücre canlılığı üzerine doz bağımlı etkisi (tek yönlü varyans 

analizi ve ardından post-hoc Tukey HSD testi). 
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b) Diyabetik Nöropati Modeli Üzerine Etkisi 

DKG hücrelerine YG ile birlikte FGF21’in (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 

100 ng/mL ) farklı dozlarda uygulanmasının hücre canlılığı üzerine etkisi incelendi. YG 

uygulanmış gruptaki hücre canlılığı oranı (%48.08  3,01) hiçbir uygulama yapılmayan 

kontrol grubuna (%100  9,10) göre anlamlı ölçüde azalmıştır (p<0.001, şekil 8). YG ile 

birlikte FGF21’in farklı dozlarının (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL ) 

uygulandığı gruplarda hücre canlılığı (sırasıyla %58.39  4.90, %66.6  7.13, %74.92  

3.36, %79,76 4.55) YG grubuyla karşılaştırıldığında doz bağımlı olarak FGF21’in 50 

ng/mL ve 100 ng/mL dozlarında koruyucu bir etki gösterdiği istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0.05, şekil 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 7.FGF21’in Diyabetik nöropatinin in vitro modelinde DKG hücre canlılığı üzerine doz bağımlı etkisi, 

YG: Yüksek Glikoz, #p<0.001; kontrole karşı YG, *p<0,05; YG’ye karşı YG+FGF21 (50ng/mL), *p<0,05; 

YG’ye karşı YG+FGF21 (100ng/mL) (tek yönlü varyans analizi) 
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5.2. EC50 Dozunun Belirlenmesi 

FGF21’in farklı dozlarının (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL ) 

DKG’lerin YG ile diyabetik nöropati modeli oluşturulmuş gruplara uygulanmasının 

ardından canlılık oranının yüzdesel değişimi dikkate alınarak log(doz)-yanıt eğrisi 

oluşturulmuş ve FGF21 için log EC₅₀=1.228 ( EC₅₀=16.90 ng/mL) olarak bulunmuştur 

(Şekil 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8. Hücre canlılığı üzerine log(doz)-yanıt ilişkisi 

 

5.3. FGF21’in Hücre Canlılığına Yolak Üzerinden Etkisi 

FGF21’in DKG hücre canlılığı üzerine etkinliği AKT /PI3K yolağı üzerinden 

sorgulandı. DKG hücrelerine YG uygulaması DKG hücre canlılığını anlamlı olarak 

azalttı (*p<0.001). FGF21 (25 ng/mL) uygulaması DKG hücre canlılığını arttırdı 

(#p<0.05). LY’nin DKG hücrelerine uygulanması FGF21’in meydana getirdiği etkiyi 
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ortadan kaldırarak DKG hücre canlılığında anlamlı bir düşüşe neden oldu (✥p<0.05; şekil 

10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 10. FGF21’in, AKT/PI3K yolağı yoluyla DKG hücre canlılığına etkisi. *p<0.01;  kontrole karşı YG, 

#p<0.05 YG karşı YG+FGF21 (50 ng/mL), ✥ p<0.01 YG+FGF21 (50 ng/mL) karşı YG+FGF21+LY (50 

ng/mL), (tek yönlü varyans analizi ve ardından post-hoc Tukey HSD test 
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6. TARTIŞMA 

Bu tez çalışmasında FGF21’in, diyabetik nöropatinin in vitro modelinde hücre 

canlılığına etkisi ve bu etkiyi hangi hücresel yolağı kullanarak yaptığı incelendi. Elde 

ettiğimiz bulgulara göre; FGF21’in diyabetik nöropati oluşturulan DKG hücrelerinde doz 

bağımlı olarak hücre canlılığını koruduğu ve bu etkiyi AKT/PI3K hücresel yolağı 

aracılığıyla gerçekleştirdiği gösterildi. 

Çalışmamızda kullandığımız DKG nöronları periferden gelen ağrı, ısı duyusunu 

MSS’e taşımakla görevli olan nöron gruplarıdır ve diyabetik nöropati oluşumunda 

hipergliseminin zarar verdiği nöron grupları içerisinde yer alır (81, 82). Hiperglisemi 

nöronlarda mitokondriyal hasara ve reaktif oksijen türlerinin (ROS)  birikmesine neden 

olduğu ve bunun sonucunda; aksonal hasara, demiyelinizasyona ve sinir lifi kaybına yol 

açtığı bilinmektedir (83-86). Literatürde DKG nöronlarına 24 saat YG ile muamele 

edilmesi diyabetik nöropatinin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir (80). Bizim de 

yaptığımız çalışmada DKG nöronlarına 24 saat boyunca YG ile muamele edildiğinde, 

literatürle uyumlu olarak hücre canlılığının azaldığı görüldü. Hücre ölümünün, 

hiperglisemi sonucu ROS’ların birikmesinden ve apoptozdan kaynaklandığı 

düşünülebilir. Fakat bu çalışmada bu parametrelere bakılmadı. 

FGF21, diyabette karaciğerde glikojenezi arttırıp, kandaki glikoz artışını baskılar 

(48). FGF21 sadece diyabet gibi metabolik hastalıklarda değil diğer sinir sistemi 

hastalıklarında da önemli etkisi bulunmuştur (87). Yaşlanma modeli oluşturulan farelerde 

uygulanan FGF21’in, hipokampus hasarını hafiflettiği, nöronların apoptozunu inhibe 

ettiği ve mitokondriyal stabiliteyi koruduğu bulunmuştur. Yine aynı çalışmada FGF21’in 

mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/AKT yollarıyla mitokontri fonksiyonunu 

arttırarak nöronları inflamasyona karşı koruduğu bulunmuştur (87). FGF21’in beyinde 
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reseptörlerinin bulunması ve kan beyin bariyerini geçebilmesi (88, 89) nedeniyle MSS 

hastalıklarında terapötik hedef olabileceği düşünülmüştür. Bu düşünce doğrultusunda 

Chen ve ark yaptığı çalışmada FGF21’in Alzheimer hastalığının in vivo ve in vitro 

modellerde nörodejenerasyonu iyileştirdiği, apoptozu azalttığı ve MAPK yoluyla 

nöroprotektif etkisi olduğu bulunmuştur (90). Dolaşımdaki FGF21 düzeylerinin, 

travmatik beyin hasarından sonra β-klotho ile etkileşimler yoluyla oligodendrosit öncü 

hücrelerinin çoğalmasını sağlayarak remiyelinizasyonu desteklediği bilinmektedir (91). 

MSS’nin yanı sıra, periferik sinir yaralanmasında da koruyucu etkinliği bulunan 

FGF21’in, yaralanma sonrası güçlü nöroprotektif etkiye neden olduğu, fonksiyonel 

iyileşme sağladığı, hem aksonal uzamayı hem de remiyelizasyonu teşvik ettiği, Schwann 

hücrelerinin çoğalmasını arttırdığı ve bunu hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz (ERK)/ 

nükleer transkripsiyon faktörü eritroid 2 ile ilişkili faktör 2 (Nrf-2) sinyali ile 

gerçekleştirildiği bulunmuştur (92). Bu tez çalışmasında da periferal nöronlar olan DKG 

nöronlarında FGF-21 literatürle uyumlu olarak koruyucu role sahip olduğu belirlendi. 

Hücresel yolaklardan AKT önemli bir metabolik düzenleyicidir ve diyabetik 

farelerde fosforile edilerek aktive edilebilir (93, 94). PI3K, plazma zarında 

difosfoinositidin trifosfoinositide dönüşümünü teşvik ederek AKT’yi aktive eder 

(95).  Hücre döngüsünün G1-S fazının geçişini düzenleyen hücre içi bir sinyal yolağı olan 

AKT/PI3K yolağı; hücrenin canlılığının, proliferasyonun ve apoptotik 

süreçlerinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar (96).  Yapılan bir çalışmada diyabetik 

farelerde sinir hasarı sonrası FGF21 uygulması, AKT fosforilasyonunu arttırdığı ve 

sonrasından oksidan stresin azaldığı bulunmuştur (97). Hücre kültürü çalışmalarında 

FGF21’in PI3K/AKT sinyal yolunu aktive ederek; prostat kanser hücrelerinde otofajiyi 

kolaylaştırdığı (98),  insan endotel hücrelerinde apoptoz, otofaji ve oksidatif stresi 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/triphosphoinositide
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düzenlediği (99) bilinmektedir. Farelerin iskelet kası hücrelerinde yapılan çalışmada 

FGF21’in PI3K/AKT'ye bağlı bir şekilde iskelet kası hücreleri tarafından 

salgılanabileceğini göstermektedir (100). Yapılan bu çalışmalar bize FGF21’in, DKG 

nöronları üzerindeki etkisinin de PI3K/AKT yolağı üzerinden olabileceğini düşündürdü. 

Çalışmalarla tutarlı bir şekilde bu çalışmadan elde ettiğimiz veriler FGF21’in doz 

bağımlı olarak diyabetik nöropati modelinde nöroprotektif bir etkisi olduğunu 

göstermiştir. Bununla birlikte bu çalışmada ilk defa FGF21’in nöroprotektif etkisi, yavru 

sıçanlardan elde edilen DKG nöronlarında oluşturulan diyabetik nöropati modelinde 

gösterilmektedir. 50 ve 100 ng/ml dozlarında FGF21, 24 saat YG’ye maruz bırakılan 

DKG nöronlarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde hücre canlılığını koruduğu ve bu 

etkiyi PI3K/AKT yolağı üzerinden gerçekleştiği ortaya konuldu. Literatürde yapılan 

çalışmalar dikkate alınarak bizim çalışmamızının sonucu doğrultusunda, FGF21’in 

PI3K/AKT yolunu kullanarak hücrelerde oksidatif stresi azaltıp hücre canlılığını 

koruduğu ve nöroprotektif etki ettiği düşünülebilir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada diyabetik nöropati modelinde ilk kez FGF21’in hücre 

sağ kalımı üzerinde nöroprotektif bir etkisi olduğu gösterilmiştir. Böylece diyabetik 

nöropati için terapötik bir ajan olarak  yeni yaklaşımların ortaya çıkarılması açısından 

basamak teşkil edecek yeni veriler elde edilmesine olanak sağlamıştır. Ayrıca FGF21'in 

hücre canlılığını etkilediği mekanizmaların aydınlatılması ve deneylerin in vivo olarak 

desteklenmesi diyabetik nöropati için hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesine olanak 

sağlayacaktır. 
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