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1. OZET

Diyabet, prevelansi son yillarda giderek artan en biiyiik saglik sorunlarindan
biridir. Diyabetli hastalarda, yaygin ve uzun sire devam eden en Onemli
komplikasyonlardan biri de ndropatik agridir. Noropatik agrinin etiyolojisi tam olarak
bilinememekle birlikte, merkezi veya periferik sinir sisteminin patolojisinin neden oldugu
agriy1 ifade eder. Fibroblast Biiyiime Faktorii-21 (FGF21) karaciger, yag dokusu ve
pankreasta eksprese edilen ve agliktan 6lme stresi veya bazi patolojik durumlar tarafindan
indiiklenen endojenik bir hormondur. FGF21’in hipoglisemik, anti-inflamatuar ve anti-
oksidatif aktiviteler gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir. Ancak
FGF21’in, diyabette meydana gelen noropatik agri mekanizmasinda potansiyel bir rolii
olup olmadig1 bilinmemektedir. Periferden santrale agr1 iletiminden sorumlu olan dorsal
kok gangliyonlar1 (DKG) noronlarmin uzun siireli yiiksek glikoza (YG) maruz
birakilmasi diyabetik noropatinin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir. Bu tez
calismasinin amaci, diyabetik ndropatinin in vitro modelinde FGF21’in hiicre canliligi
tizerindeki etkileri belirlemektir.

Bu calismada 1-2 giinliik Spraque Dawley irki sigan (n=10, cinsiyet ayrimi
olmaksizin) kullanilmistir. Bu siganlarin DK G ¢ikarilmasini takiben enzimsel ve mekanik
tritiirasyona tabi tutulup izole hiicreler elde edilmistir. FGF-21’in (12.5 ng/mL, 25 ng/mL,
50 ng/mL ve 100 ng/mL) farkli konsantrasyonlart YG (45mM) ile birlikte DKG
noronlarina 24 saat uygulanarak hiicre canlilig1 iizerine etkisi tespit edilmistir. FGF-21’in
hiicre canlilig1 tizerine olas1 etkisinin hangi hiicresel yolak iizerinden oldugunun
belirlenmesi ¢alismanin devaminda planlanmis ve hiicre canliligi tespitinde 3-[4,5-

dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) analizi kullanilmistir.



Sonug olarak, bu ¢alismada diyabetik néropati modelinde ilk kez FGF21’in hiicre
sag kalimi tizerinde noroprotektif bir etkisi oldugu gosterilmistir. Boylece diyabetik
noropati i¢in terapotik bir ajan olarak yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikarilmasi agisindan
basamak teskil edecek yeni veriler elde edilmesine olanak saglamistir. Ayrica FGF21'in
hiicre canliligini etkiledigi mekanizmalarin aydinlatilmasi ve deneylerin in vivo olarak
desteklenmesi diyabetik noropati i¢in hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine olanak
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Fibroblast Biiyiime Faktorii-21, In Vitro Model, Diyabetik

Noropati, Dorsal Kok Gangliyonu,



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.



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



3. GIRIS

Latince “diabetes” idrara gegen ve “mellis” tatli ya da bal anlamina gelen
kelimelerden olusan Diabetes mellitus (DM) kalitimsal ve c¢evresel etmenlerin
birlesmesiyle meydana gelir ve genellikle diyabet seklinde kullanilir (1). Diyabet; insiilin
eksikligi, insiilinin kullanilamamasi veya her ikisinden kaynakli sorunlar nedeniyle hedef
dokularin karbonhidrat, yag ve proteinden yeterince yararlanamadig, stirekli tibbi bakim
gerektiren, kronik bir metabolizma hastaligidir (2). Kanda glikoz metabolizmasi, insiilin
ve glukagon salinimi yoluyla hareket eden negatif bir geri beslenme mekanizmasiyla
diizenlenir. insiilin bilinen en giiglii anabolik hormondur ve dokunun gelisimi, biiyiimesi
ve tiim viicut glikoz homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Bu hormon yemekten
sonra dolasimdaki artan glikoz ve amino asit seviyelerine yanit olarak pankreasin
Langerhans adaciklarinin B hiicreleri tarafindan salgilanir. Insiilin, fazla olan glikozu
glikojene cevirip depolamak i¢in karacigere sinyal gonderir. Ayn1 zamanda iskelet kasi
ve yag hiicrelerini de glikoz tasiyicisi araciligiyla daha fazla glikoz almalari i¢in uyarir.
Bu mekanizma dolasimdaki glikoz konsantrasyonlarini normal seviyelere getirir.
Glukagon ise kandaki azalan glikoz seviyelerine yanit olarak pankreasin o hiicreleri
tarafindan salgilanir. Bu hormon karacigerde depolanmis olan glikojeni kana salinan
glikoza doniistiirmek icin sinyal verir ve bu sayede homeostazi saglar (3). Viicutta bu
dengenin bozulmasi, yetersiz insiilin veya insiiline direng, hiicre i¢i (hipoglisemi) ve
hiicre dis1 glikozun azalmasi ile sonuglanir.

Diyabet, uzun siiregli ve metabolik bir hastalik oldugundan mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler bir¢ok komplikasyona neden olur. Bununla birlikte morbidite ve erken
Oliim riskini arttirir, bakim ve maliyeti yiikseltir. Diinyada giin gegtik¢e artan diyabetli

hasta sayisi iilkeden tilkeye farklilik gdstermekle birlikte bireyi olumsuz etkilemekte ve



hayat kalitesini diisiirmektedir (4). Diyabet sonucu meydana gelen komplikasyonlari akut
ve kronik donem olarak ayirmak miimkiindiir. Akut komplikasyonlar, mortalite ile iligkili
olup hipoglisemi, diyabetik ketoasidoz ve hiperglisemik hiperozmolar koma olarak
belirtilmektedir. Diyabet kronik dénemde de hastalarda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlara neden olup morbidite ve mortalite riskinin artmasiyla iliskilidir (5).
Kronik hiperglisemi de artan glikoz seviyeleri sebebiyle ilk olarak vaskiiler hiicreler,
Schwann hiicreleri ve glikoz alimin1 diizenleme kapasitesi sinirli olan periferik ve
merkezi sinir sistemi (MSS) hiicrelerini etkileyerek mikrovaskiiler komplikasyonlara yol
acar. Bunlar retinopati, nefropati, néropati olarak bilinmektedir (6). Bu tez ¢alismasinda
bu komplikasyonlardan, arastirma konumuz olan diyabetik noropatiyi daha detayh

aciklayacagiz.

3.1. Diyabetik Noropati

Noropati, diyabette karsilagilan en 6nemli kronik komplikasyonlardan biridir.
Diyabetik ndropatinin 6nemi son yillarda daha iyi anlasilmaya baglanmistir. Diyabetik
noropatiyle ilgili ilk bilgiler 19. yiizyilin baslarinda tip literatiiriinde yer almis ve 1984’°te
Marchal de Calvi periferik sinir sistemindeki bazi degisikliklerin diyabet sonucunda
meydana geldigini ileri siirmiistiir (7). Diyabetik noropati, alt ekstremitelerde distal olarak
baslayan, ayni zamanda agr1 ve ciddi morbidite ile karakterize duyusal fonksiyon
kaybidir. Diyabetik noropatili hastalarin yaklasik ti¢te biri aralikli veya siirekli parestezi
ve agr bildirmektedir (8). Uzun siire kotii kontrol edilen kan glikoz seviyelerine sahip
bireylerin en az %50’sinde zamanla diyabetik néropati gelisebilir (9). Diyabetik
noropatinin karmasikligina iliskin altta yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemekle

birlikte patogenezinde bazi teoriler asagida agiklanmstir.



3.1.1. Diyabetik Noropatinin Patofizyolojisi

Diyabetik noropati, ¢esitli klinik belirtileri olan ve istenmeyen bir durumdur.
Patogenezi ile ilgili bir¢ok teori bulunmaktadir: bunlar periferik sinirleri besleyen
damarlarda olusan yapisal ve fizyolojik bozukluklar, glial hiicrelerin aktivasyonu,
sodyum ve kalsiyum kanal aktivasyonundaki bozukluklar, agri duyusunun tasinmasinda
gbrev yapan inen ¢ikan yollardaki bozukluklar ve artmis talamik vaskiilerite olarak
siralanabilmektedir (10). Diyabet olusumu, komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi ve
patofizyolojik siire¢leri biiyiik oranda ortaya konulmasina ragmen her hastada agr1 olusup
olusmamasi agiklanamamustir (11).

Periferal sinirlerde glikozun hiicrelere alimi insiilinden bagimsiz olarak
gerceklesir. Bu nedenle glikozun sinir hiicrelerine alimi kan glikoz konsantrasyonu ile
dogrudan orantilidir (12). Polyol yolaginin hizini sinirlayan enzim Schwann hiicrelerinde
eksprese edilen aldoz rediiktaz enzimidir (13). Glikoz; sorbitole, aldoz rediiktaz enzimiyle
cevrilir, fruktoza ise sorbitol dehidrogenaz enzimi ile ¢evrilir. Fruktoz ve sorbitol sinir
hiicresinde birikme egiliminde olup sinir hiicre membranindan goreceli olarak gecerler.
Her ikisi de ozmotik aktiviteye sahip bilesiklerdir ve sinir hiicresinin su igeriginin
artmasina onciiliikk ederler (14). Hiicrelerde oksidasyon/rediiksiyon dengesi, indirgenmis
NADPH’1n kayb1 ve glutatyon depolarinin bosalmasi ile degismektedir. Bu degisimin
meydana gelmesi durumunda membran Na'/K* ATPaz aktivitesinin azalmasina, Sinir
iletim hizinin azalmasina, sinirin yapisal olarak bozulmasina ve intra aksonal sodyum
birikmesi gergeklesir. Hiicrelerde miyoinositoliin seviyeleri azalir sebebi ise artan glikoz
ve sorbitol seviyeleri, miyoinositoliin doku ve hiicrelere alimi icin rekabete girmis
olmasindan kaynaklanmaktadir (15). Artmis glikoz ve sorbitol seviyeleri de nitrik oksit

sentaz i¢in kofaktér olan NADPH azalmasina ve vazodilatasyonun artmasini saglayan



nitrik oksit (NO) olusumunu azalmasina neden olur bu durum da sinirlerin kan desteginin
bozulmasina sebep olur (15, 16). Noropati gelisimini hiicresel stresle simirlandirmak
biitiin patofizyolojik siireci agiklamada yetersiz kalabilmektedir. Bozulmus olan
vaskiilerite ile DNA’y1 iliskilendirmek miimkiindiir. Mikrovaskiileritenin bozulmasinin
sonucu olarak periferal ve santral perfiizyon islevi bozulmakta veya ortadan kalkmaktadir
(17). Noral iskemi, sinirleri besleyen damarlarin bazal laminalarinda kalinlasma ve
hiyalinizasyon sonucu olusmaktadir (18). Damar yapisindaki bu degisiklikler, kapiller
membran plazma protein uzantilarinin endonéryuma dogru hareketine neden olarak,
siskinlige neden olmakta ve bolgede biriken interstisyel sivi sinirlerdeki basinci
artirmaktadir. Artan bu basinca artmis kapiller basing eslik eder ve ilgili bolgede trombus
ve fibrin gelisimini baskilamaktadir. Hiperglisemi, duyusal sinirlerde elektriksel
stabilitenin degismesine hipoksiyi tetikleyerek de neden olabilmektedir (19). Sinir
iskemisinin bir sonucu olarak hem diyabetik hastalarda hem de deney hayvanlarinda
ozellikle proksimal ve distal segmentlerde sinir kaybi olusmakta, buna bagl olarak
intraepidal sinir yogunlugunda azalma gozlenmektedir (20).

Aragtirmalar sonucu her ne kadar artan oksidatif stres, antioksidanlari
aktivasyonunun azalmasi, mikrovaskiilerite bozuklugu, oksijenizasyonda azalma ve
prostoglandin metabolizmasindaki degisiklikler periferal sinir fizyolojisini bozsa da tim
bu siirecler ilgili sinir ya da sinirlerin molekiiler ve hiicresel yapisindaki degisim ile de
karakterize olabilmektedir (21). Zamanla beslenemeyen ve hasarlanan sinir sonlarinda
degisikliklerin meydana gelmesi kagmilmaz bir durumdur. Bu molekiiler ve hiicresel
degisimlerin de spontan agriya neden oldugu diisiiniilmektedir (22, 23). En yaygin kabul
edilen hipoteze gore hasarli sinir sonlanmalariin {irettigi aksiyon potansiyelleri MSS

tarafindan agr1 olarak algilanmaya baslamasidir (24). Sinir hasar1 sonucu periferik



sinirlerde iyon kanali ekspresyonundaki degisimler ilgili sinirde hipereksitabiliteye neden
olmakta ve bu da noropatik agr1 olarak goriilmektedir (25). Noropatik agr1 gelisimi
sirasinda voltaj kapili sodyum kanallarinin sayisinda ve aktivasyonunda artis oldugu
bulunmus ve DKG o6zellikle kiigiik ¢apli noronlarda ortaya ¢ikan bu degismis sodyum
akimi, nosiseptif transmisyonu polimodal C liflerinin duysal enformasyon aktariminda
artisi ile agiklanmustir (26, 27).

Sodyum kanallarinin sinir boyunca dagilimindaki bu degisim, sinirlerde artmis
uyarilmalara bu da ilgili sinir grubunda aksiyon potansiyeli liretimine neden olmaktadir.
Artan bu aksiyon potansiyeli frekanst da MSS’de agr1 duyusunun algilanmasinda artisa
neden olmaktadir (27).

Iyon akimindaki bu degisiklikler sadece sodyum kanal degisimi ve buna bagl
sodyum akimindaki degisiklikler ile sinirli degildir. Kalsiyum kanal ekspresyonunda da
baz1 degisiklikler goriilmekte bunlarin basinda bozulan kalsiyum akimi ile duyusal
noronlarda artmis kalsiyum girisi ve P maddesi ile glutamat saliniminda artig
olabilmektedir (28-30). Hiicre dinlenim membran potansiyelini dengeleyen potasyum
iyon akimi da degiserek noronal hipereksitabiliteye sebep olabilmektedir (31). DKG ve
spinal kord hasarlanmasinda, noronlarin beslenmesini ve miyelin kilif olusumunu
saglayan glial hiicrelerde de yapisal bozukluklar ve anormal c¢ogalmalar oldugu
bilinmektedir (32).

Periferik sinir hasar1 sonucu mikroglialardaki artis ile beraber sitokinler,
interlokinler, kemokinler, nitrik oksit ve serbest radikallerde artisa sebep olmaktadir (33,
34). Norotransmitterlerin sinaptik araliktan uzaklastirilmasinda rol alan bu hiicreler,
periferik hasar sonucu bu islevlerini yerine getiremeyerek agri duyusunda rol alan

norotransmitterlerin duyarlilasmasina engel olamamaktadir (35).



Periferal dokulardaki bu patolojik degisikliklerin yan1 sira néropatik agr1 gelisimi
sonrast MSS’de patolojik siireglere sebep olmaktadir. Bunlardan en belirgin olani
glutamat ve NMDA reseptor salimiminda artis olup bu artig santral sensitizasyonu
artirmaktadir (36). Baska bir etki ise GABA-B reseptoriindeki azalmadir (37). GABA’nin
azalmasi, glutamat etkinliginin ve kalsiyum akiminin artmasina sebep olmaktadir. Bunun
sonucunda eksitatér nérotransmitterlerin aktivitesinde de bir artis meydana gelerek agri
duyusunun MSS tarafindan daha fazla algilanmasina neden olmaktadir (38). Yukarida

bahsedilen birkag mekanizma asagida (sekil 1.) gosterilmistir.
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Termal hiperaljezi ve o)
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Sekil 1. Diyabetik noropati gelisiminde olas1 mekanizmalar sematik diyagrami

(39) Kaynaktan degistirilerek alinmigtir.
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3.2. Dorsal K6k Gangliyon Néronlarmin Yapisi ve Islevleri

DKG, agr iletimi dahil duyusal iletim ve modiilasyonda kritik bir yapidir (40).
Insanlarda DKG néronlar1 yaklasik 20-150 pum arasinda degisen caplara sahip biiyiik
yuvarlak hiicrelerdir (41). Norofilament yogunlugunun histolojik boyamasina gore
“biiylik-hafif” noronlar (genellikle zararli olmayan bilgileri ileten A noronlar1) veya
“kiigiik-karanlik” noéronlar (genellikle C ndronlari, aci verici sinyaller) olarak kategorize
edilebilir (42). Her vertebra seviyesinde noral foramenlerin yakininda bulunurlar.
Heterojen yapiya sahip olup, hiicrelerin yalnizca %15’ini temsil eden néronlarla birgok
hiicre tipini igerir (43). Bu noronlarin goévdeleri Schwann hiicreleri ve satellit glial
hiicreler tarafindan cevrilidir. Distal aksonlar1 birincil afferent duyu sinirlerini
olustururken, proksimal aksonlar dorsal omurilik kdkleri yoluyla dorsal boynuz hiicreleri
tizerinde sinaps yapar (44). Satellit glial hiicrelerinin gorevi DKG noronlari arasinda
fiziksel bir bariyer olusturmaktir. Ayrica satellit glialar kimyasal uyaranlara yanit
vermede ve ¢esitli kemokin, sitokin ve ndrotransmitterler i¢in reseptor araciliiyla glial-
glial ve noron-glial etkilesimlere aracilik etmede kritik 6neme sahiptir (45). Ayrica
merkezi ve periferik sinir sistemlerini koruyan kan-beyin bariyeri DKG ndoronlarinda
bulunmaz bu nedenle dolagimdaki kemokinler ve 16kositlerden sizmaya kars1 hassas olup
noronal hipereksitabilitenin inflamatuar mekanizmalarini olusmasini destekler (46).
DKG, dokunma ve propriyosepsiyondan, enflamatuar ve somatik agriya kadar degisen

periferik duyusal sinyallerin MSS’ne gecis yeridir (47).
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3.2.1. Terapotik Bir Hedef Olarak Dorsal Kok Gangliyonu

Kronik agriya gegisin altinda yatan ¢ok sayida hiicresel, molekiiler, genetik ve
epigenetik degisiklikler goz oniine alindiginda, DKG’yi hedefleyen ¢ok ¢esitli terapdtik
modalitelerin olusturulmus olmasi sasirtict degildir. Bu meydana gelen degisikliklerin
cogunun projeksiyon aksonlarinda degil de govdesinde meydana gelmesi DKG’yi
tedavide potansiyel bolge yapmaktadir. Ozellikle néropatik agrinin patogenezinde, sinir
hasarmin olugsmasinda hiicre 6liimiinden ziyade periferik néronal hayatta kalma ile iligkili
hastaliklarda 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Anatomik olarak kolayca
erisebilir oldugu icin DKG, gelismekte olan néromodiilatoér tedaviler i¢in ¢ekici bir
hedeftir (47). FGF21, diyabette insiilin direncini diisiirdiigii ve glikoz artisin1 bastirdigi
(48), inflamasyonu ve oksidan stresi baskilayarak sinir hasarini hafiflettigi (49)
bilinmektedir. Dolayisiyla noropatik agri sonucu etkilenen DKG {izerinde de terap6tik bir
hedef olabilir.

Calismada kullanilacak in vitro model, diyabetik noropatinin patogenezinde
molekiillerin yapisin1 ve etkilesimini incelemek i¢in objektif ve kullanigli oldugu i¢in
daha cok tercih edilmektedir. Ayrica mekanik sorulara cevap bulunmasma ve
mekanizmalarin incelenmesine olanak saglar. In vitro model, hiperglisemik deneyler i¢in
diyabetik hastalarda genellikle 6l¢iilen glikoz seviyelerine uyacak sekilde 45 Mm glikoz
iceren yiiksek glikoz (YG) ortami kullanilir. DKG néronlarinin 24 saat YG’ye (45
mmol/L) maruz kalmas1 Diyabetik noropati’nin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir

(50, 51).
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3.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii Ailesinin Bir Uyesi Olarak FGF21

FGF21, 22 iiyeden olusan FGF ailesinin endokrin grubuna girmekte ve
hastaliklarin risk faktorleri ve belirteclerinde kullanilmaktadir. FGF21 hormonu 2000
yilinda Nishimura T. ve ark tarafindan tanimlanan ve 19. kromozomda kodlanan 209
aminoasitlik olgun bir proteinden tiirevlenerek dolasima verilen 181 aminoasitlik
(vaklasik 20 kDa) bir proteindir. FGF ailesinin yeni bir iiyesi olan FGF21, lipit
metabolizmasi ve endojen glikoz diizenleyicisidir. Esas olarak karacigerde iiretilmekle
birlikte iskelet kasi, yag dokusu, plasenta ve pankreasta da iiretilir (52) (Sekil 2.). FGF21;
geleneksel bir tirozin kinaz FGF reseptorii 1 (FGFR1) ve B-klotho isimli ko-reseptor
proteininden olusan bir hiicre yiizey kompleksi tizerinde calisir. FGFR1 sinyal
aktivasyonu i¢in bu proteinlerin her ikisine de dogrudan baglanir (53). FGF21
sinyallesmesi i¢in hem FGFR1 hem de P-klotho gereklidir. Adiposit dokularda f-
klotho’nun yikilmasi FGF21 kaynakli sinyallesmeyi ve eylemleri azaltirken, tim viicutta
bu molekiiliin yikilmasi1 FGF21’in biiylime ve metabolizma {izerindeki etkisini
kaybetmektedir. FGF21’in FGFR1 ve B-klotho’ya baglanmasiyla monomerik olan
FGFR1 molekiilii dimerize olmakta ve FGFR substrat 2’deki (FRS2) kalintilarin
otofosforilasyonunu ve fosforilasyonunu saglamaktadir. Fosforile olan FRS2 kenetleme
proteini gorevini istlenir ve GRB2/SOS proteinleri ile bir kompleks olusturur. Bu
kompleks hiicre dig1 sinyal diizenlenmis (ERK) ve aktive olmus kinaz (AKT) sinyal
yollarin1 aktive etmekte ve gelismis glikoz alimina yol agmaktadir (54). B-klotho,
karacigerde, beyaz(WAT) ve kahverengi(BAT) yag dokularinda, pankreasta ve MSS’de

bulunmaktadir (55).
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Sekil 2. FGF21’in organlar arasi iletisimi ve farmakolojik etkilerini gosteren diyagram

(56) Kaynaktan degistirilerek alinmistir.

3.3.1. FGF21’in Metabolik Etkileri

FGF21, enerji homeostazin1 kontrol eden énemli bir metabolik diizenleyicidir.
Fizyolojik olarak, FGF21, aglik ve soguga maruz kalma gibi ¢esitli hiicresel stres
faktorleri tarafindan indiiklenen strese duyarli bir hormon olarak hareket eder ve bu da
glukoneogenezi, ketogenezi ve adaptif termojenezi tesvik ederek stres ortamina uyumu
kolaylastirir (57, 58). Beslenme sinyallerine yanit olarak karacigerde indiiklenir ve MSS
ulagmak i¢in kan dolagimina salinir. Daha sonra besin alimini ve merkezi beta-adrenerjik
stimiilasyon ile BAT’da artan termojenezi degistirir (59-62). FGF21 besin alim1 ve enerji
harcamasini ayarlamak igin karacigeri hem MSS’ye hem de yag dokusuna baglayan bir
sinyaldir. Bu sebeple farmakolojik olarak kullanilan FGF21, insiilin duyarliligini

artirirken; serum kolesterolii, trigliseritleri (TG) ve plazma glikozunu azaltma gibi bir¢ok

14



metabolik fayda saglar (63-65). Serum TG’yi diisiirerek karacigeri alkolsiiz yagh

karaciger hastaligi (NAFLD) gelisiminden koruyan hepatik lipid birikimini 6nler (66).

3.3.2. FGF21’in Obezite ve Diyabet Uzerine Etkileri

FGF21, cok sayida preklinik calismada gozlemlenen tekrarlanabilir sekilde
obezite ve tip 2 diyabette giiclii yararli etkilere sahiptir. Ornegin, diyabetli farelere
ekzojen FGF21 verilmesi; kan glikoz ve lipitlerinde azalma, insiilin duyarliliginda
iyilesme, enerji harcamasinda ve yag kullaniminda artma ile sonuglanmistir (67). Yine
benzer bir ¢alisma da insiilin ve FGF21 ile tedavi edilen farelerde, adipositlerde GLUT 4
ve GLUT 1 aktivasyonu ile glikoz diizeyini azaltan sinerjistik bir etki olusturdugu
bulunmustur (68). Leptin eksikligi olan obez farelere tek bir FGF21 enjeksiyonu,
tedaviden sonraki 1 saat i¢cinde hem kan glikozunda hem de plazma insiilin seviyelerinde
% 40-60 diisiise yol actigi ve buna hepatik glikoz iiretiminin akut baskilanmasi ve
periferik glikoz dongiisiinde bir artisin eslik ettigi bulunmustur (69). FGF21’in diyete
bagli ve genetik obezite fare modellerinde kronik olarak uygulanmasi, viicut agirligi ve
yag kiitlesinde stirekli azalmalara ayrica insiilin duyarliliginda, glisemik kontrolde ve
lipidlerde (TG’de, toplam LDL ve kolesterolde ) diisiise neden oldugu bulunmustur (70-
72). Yapilan baska calismalarda FGF21’in hiperglisemi, dislipidemi ve obeziteyi
iyilestirmedeki 6nemli farmakolojik etkileri, diyabetik maymun modellerinde tutarli bir
sekilde tekrarlanmistir (73-75). Yapilan baska bir ¢alismada, uzun siireli yiiksek yagl
diyetle beslenen obez farelerde, adipoz dokularda belirgin sekilde azalmis FGFR1 ve f-
klotho ekspresyonu goriilmiis ve bunun egzersizin metabolik faydalarina karsi bir direng
meydana getirdigi bulunmustur. Ayni ¢alismada yapilan kronik kosu bandi egzersizi,

obezite kaynakli insiilin direncine ve metabolik komplikasyonlara kars1 koruyucu etki
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olusturdugu ve adipoz dokuda FGF21 duyarliliginin restorasyonuna aracilik ettigi
bulunmustur (76).  Metabolik regiilasyonun yani sira, son zamanlarda FGF21’in
miyokardiyal iskemi ve norotravma tlizerinde koruyucu etkilere sahip olduguna dair artan

kanitlar bulunmaktadir (77, 78).

3.4. Tez Calismasinin Amaci ve Onemi

Bu tez calismasinda, “antiapoptotik, antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere
sahip oldugu bilinen FGF21 hormonunun diyabetik néropatinin in vitro modelinde hiicre
canlihg tizerindeki etkisi nelerdir ve olast bu etkiyi hangi yolak iizerinden
gerceklestirmektedir?” arastirma sorusuna yanit aranmaktadir. FGF21 birgok ¢alismada
terapotik ajan olarak kullanilmis ve bazi sinir sistemi hastaliklarinda, noroprotektif
ozellligi oldugu bulunmustur. Ayrica, FGF21’in metabolik etkileri ve diyabetle iligkisi
bilinmektedir. Ancak, FGF21'in diyabetik noropatinin olusturulan modellerde hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi tam anlamiyla anlagilamamigtir. Bu sebeple bu tez ¢aligmasinin
hipotezi FGF21’in diyabetik néropati in vitro modeli olarak kabul edilen uzun siireli YG
maruz birakilmis DKG noronlarinda, hiicre canliligin1 koruyucu bir etkiye sahip olacagi
ve bu etkinin AKT/ fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) hiicresel yolagi araciligi ile
gergeklestirecegi yoniindedir.

Bu tez ¢alismasini amaci diyabetik néropatinin in vitro modelinde FGF21’in
hiicre canlilig1 iizerine etkisinin ve bu olas1 etkinin hangi hiicresel yolak araciligiyla

gerceklesecegini aragtirmaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasina baslamadan once, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Komitesine bagvuruda bulunuldu ve ¢alismanin gergeklestirilmesi i¢in etik izinler
alind1 (26.12.2022 tarih 2022/21-14 oturumu). Deneysel calismalar Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dal1 ve Inonii Universitesi T1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali Laboratuvarlarinda yapildi. Ayni zamanda bu c¢alisma TF.23.03 No’lu Firat

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) birimi tarafindan desteklenmistir.

4.1. Dorsal Kok Gangliyon Primer Hiicre Kiiltiirii

DKG primer hiicre kiiltiiri hazirlanmasi Forda ve Kelly (1985) isimli
arastirmacilarin gelistirmis olduklari metod referans alinarak yapildi (79). Hiicre kiiltiirti
islemine baslanmadan 6nce kullanilacak alet-ekipmanin sterilizasyon islemleri yapildi
veya hazir steril halde satin alindi. Tiim cerrahi setler, cam malzemeler otoklav
kullanilarak 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dk boyunca sterilizasyon islemine tabi
tutuldu. Malzemeler otoklavlandiktan sonra sterilitesinin bozulmamasi igin (%70)
konsantre etanol ile muamele edildi ve dikkatli bir sekilde hiicre kiiltiiriiniin yapilacagi
laminar hava akish glivenlik kabinine (Thermo SCIENTIFIC Safe 2020, Almanya)
aktarildi. Hiicre kiiltiirli isleminin yapilmadig siire zarfi i¢erisinde laminar flow cihazinin
giivenlik kapagi kapali pozisyonda tutuldu ve ¢aligmaya baslamadan en az 1 saat 6nce
Ultraviyole (UV) 1s1k kaynagi agik birakildi. UV 1s1k kaynagi agik durumda iken Laminar
Flow cihazi igerisinde UV 1sik kaynakli zarar gorecek herhangi bir protein yapili

kimyasal, izole edilen hiicre vs. olmadigina dikkat edildi.
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Tablo 1. Sinir hiicre kiiltiir vasat1 bilesimi

Kimyasal Miktar:
Norobasal-A (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 500 mL
B27 (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 10 mL
Glutamaks (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 5mL
Penisilin-Streptomisin (GIBCO, ThermoFhisher Scientific) 5mL

4.1.1.Dorsal Kok Gangliyon Primer Hiicre Kiiltiirii Hazirlanma Protokolii

Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi’nden temin edilen 1-2 giinliik
Spraque Dawley cinsi siganlar genis bir petri kutusuna alindi. Daha sonra petri kutusu
kapagi kapali sekilde (%70) konsantre alkol ile muamele edilerek kabin icine aktarildi.
Sicanlar dekapite ediltikten sonra kiiclik u¢lu bir makas kullanilarak vertebral kolon
dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. Spinal kolonun i¢i kaudal ugtan baslanarak servikal bolgeye
dogru yayli kii¢iik uglu bir makas kullanilarak her iki yonden agildi. Temiz baska bir petri
kutusuna alinan spinal kolon mekanik manipiilasyon islemlerinin daha kolay
yapilabilmesi amaciyla fosfat tamponlu salinde (PBS) ile 3 kez yikandi. DKG’ler
diseksiyon mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) kullanilarak forseps ile izole edildi.
Izole edilen DKG’ler igerisinde B27, Penisilin streptomisin ve Glutamax bulunan
Norobasal-A mediumuna konuldu (Tablo.1). DKG spinal kolondan izole edildikten sonra
alinan tim gangliyonlarin bir araya toplanmasi i¢in petri kutusu hassas dairesel
hareketlerle sallandirarak islemlere devam edildi. Bir araya toplanan gangliyonlarin
bulundugu petri kutusundaki Norobasal-A mediumu dikkatli bir sekilde pastor pipeti ile
cekildi islem esnasinda pastor pipet igerisinde Norobasal-A mediumu birlikte
gangliyonlarin olmadigina emin olundu. 37 °C’de inkiibe edilmis 900 pL Norobasal-A
medium ve 100 uL kollagenaz (% 0.125) ilave edilerek kiigiik dairesel hareketler

yapildiktan sonra 13 dakika boyunca inkiibatdrde tutuldu. Ilgili siirenin bitiminden hemen
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sonra enzim ile muamele edilmis hiicreler inkiibatorden hizli bir sekilde alinarak hizlica
3 kez PBS ile yikandi. Bu islemin devaminda 900 pL PBS ve 100 pL tripsin (% 0.25)
ilave edilerek hafif bir sekilde dairesel hareketlerle calkaland1 ve 6 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda hiicreleri iceren solusyona 4 mL Norobasal-A
mediumuna ilave edildi. Gangliyonlar tiipiin alt kismina ¢oktiikten sonra kiiltiir vasati
pastor pipet kullanilarak ortamdan uzaklastirildi ve bu islem 3 kez ayni sekilde
tekrarlandi. Daha sonra gangliyonlarin mekanik ayristirma islemi i¢in 100 uL DNAz ve
900 uL Norobasal-A mediumuna cam tiipe ilave edilip bir pastor pipet yardimiyla
tritiirasyon islemi yapildi. Tritlirasyon islemine hiicrelerin iyice izole olmasi i¢in bir siire
kademeli olarak devam edildi. Cekilip bosaltma islemi kademeli olarak devam ederken
her kademede iist kisimda kalan silispansiyon ortamdan uzaklastirilarak tiip icerisinde
bulunan gangliyon hiicrelerine tritiirasyon islemi uygulanmaya devam edildi. Tritiirasyon
isleminin sona ermesinden sonra hiicre siispansiyonun bulundugu tiipiin i¢ine 200 pL sinir
biiyiitme faktorii (NGF) eklendi. DKG hiicreleri MTT testinde kullanilmak tizere 37°C'de
%95hava /%5CO: ile nemlendirilmis bir inkiibatére (Heracell, Kendro Lab GmbH,

Almanya) kaldirild1 (Sekil 3).

Primer Hiicre Kulttirti Hazirlama

Sekil 3. Dorsal kok gangliyonu primer hiicre kiiltiirii hazirlanmasi akis diyagrami
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4.1.2.Dorsal Kok Ganliyon Hiicrelerinde in vitro Diyabet Modeli Olusturma

Y G’ nin (35 mM iizeri konsantrasyonda) DK G néronlarinda hiperglisemiye bagh
6liimiine yol agtig1 bilinmektedir (80). Diyabetin in vitro modelini olusturmak i¢in DKG
hiicrelerine 24 saat boyunca 45 mM glikoz uygulamasi yapildi. DKG hiicrelerinin canlilik
orani %90’1n iistiinde oldugunda MTT testine baslandi. FGF21’in DKG hiicrelerinde
AKT yolagi araciligiyla etkisi olup olmadigini degerlendirmek i¢in AKT/PI3K inhibitorii

olan LY294002 kullanild:.

4.2. Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi ve MTT Analizi

DKG hiicreleri, hiicre canliliginin MTT yontemiyle belirlenmesi i¢in 96’lik
platelerdeki kuyucuklara ekildi. FGF21 serum fizyolojik igerisinde ¢dzdiiriildii. Oncelikli
olarak FGF21’in 4 farkli dozu (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL) literatiir
arastirilarak karar verildi ve saglikli hiicre gruplarina uygulandi. Ardindan diyabetik
noropati’nin in vitro modelinde FGF21’in 4 farkli dozu (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50
ng/mL, 100 ng/mL) YG ile birlikte uygulandi. Diyabetik noropati modelini olusturmak
amaciyla 24 saat boyunca YG’ye (45 mmol/L) maruz birakildi.

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan enzimatik test yontemlerinden biri
olan MTT yontemi kullanildi. Bu yontem, MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilme prensibine dayanmaktadir. Calisma prensibi ise MTT canli hiicrelere aktif
olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan
katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢éziinemeyen formazana indirgenir. Formazan
olusumu, sadece aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriiliir. Bu da hiicre
canliligiin biyobelirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen

deger canli hiicre sayist ile iliskilendirilmektedir.
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Primer hiicre kiiltiirii ile hazirlanan DK G hiicrelerinin canlilik oranlar1 %0.4 tripan
mavisi kullanilarak belirlendi. Tripan mavisi, canli hiicrelerde membran yapisi1 zarar
gormedigi icin hiicrelerin i¢ine giremezken cansiz hiicrelerde ise hiicre tarafindan absorbe
edilir. Platelere ekilen hiicrelerin canlilik oranlar1 %90’ istiinde oldugunda deneylere

baglandi.

4.2.1. Hiicre Canlilik Analizi

FGF21’in Diyabetik Noropati’nin in vitro modelinde hiicre canlilig1 {lizerine
etkisini incelemek i¢in DKG noéronlar1 Sekil 4’te gosterildigi 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,
gruplari seklinde her bir kuyucukta en az 5x10* hiicre/kuyucuk igeren 96’lik platelere ve
her bir kuyucuk 200 plL.’ye tamamlanacak sekilde asagidaki protokole gore ekilmistir:

J 1.Adim: Tiim kuyucuklara 100 pL DKG hiicreleri (5x10* ) igeren medium

konuldu.

o 2.Adim: Kontrol i¢in belirtilen kuyucuklara 100 pLL Norobasal-A mediumu

konuldu.
o 3.Adim: FGF21-12,5ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 40 pL FGF21
(12,5ng/mL), 60 uL Norobasal-A mediumu konuldu.

. 4. Adim: FGF21-25ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 40 puL FGF21
(25ng/mL), 60 uL Norobasal-A mediumu konuldu.

. 5.Adim: FGF21-50ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 40 pL FGF21

(50ng/mL), 60 uL Norobasal-A mediumu konuldu.
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. 6.Adim: FGF21-100ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 40 pL FGF21
(100ng/mL), 60 uL Norobasal-A mediumu konuldu.

o 7.Adim: YG ile gosterilen kuyucuklara 20 pL. YG, 80 puL Norobasal-A
mediumu konuldu.

. 8.Adim: YG+FGF21-12,5ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 20 uL YG (45
mmol/L), 20 pL FGF21 (12,5ng/mL), 60 puL Norobasal-A mediumu
konuldu.

J 9.Adim: YG+FGF21-25ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 20 uL YG (45
mmol/L), 20 uL FGF21 (25ng/mL), 60 pL Norobasal-A mediumu konuldu.

o 10.Adim: YG+FGF21-50ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG (45
mmol/L), 20 uL FGF21(50ng/mL), 60 uL Norobasal-A mediumu konuldu.

. 11.Adim: YG+FGF21-100ng/mL ile gosterilen kuyucuklara 20 uL. YG (45
mmol/L), 20 pL FGF21 (100ng/mL), 60 pL No&robasal-A mediumu

konuldu.

‘ Kontrol
000000006000 | §
00000000800 FGF21-50ng/mL
c‘.....O.QQQO . -50ng/m
900000008 OO0 Q FeF21-100ng/mL
9000000000 O
1 I 111X 0l 1 Ioee @ Yo+Fer21-125ng/mL

C . . . . . . Q ’ O O Q O . YG+FGF21-25ng/mL
3 ’ . . . . . O . @000 O YG+FGF21-50ng/mL

O YG+FGF21-100ng/mL

Sekil 4. FGF21’in farkli dozlarinin (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL ve 100 ng/mL) DKG hiicre

canliligina etkisini MTT analizi ile incelemek igin gruplarin 96’lik plate lizerindeki yerlesim sekli.
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FGF21’in diyabetik noéropati modelinde hiicre canliligi {izerine etkisini

PISBK/AKT inhibitori (LY294002, 50 uL) kullanilarak yolak tizerinden incelemek i¢in

DKG néronlart Sekil 5°te gosterildigi gibi kontrol, FGF25 (25 ng/mL), YG, YG+FGF25

ve YG+FGF25+LY gruplarina ayrildi. Her bir kuyucukta en az 5x10* hiicre/kuyucuk

iceren 96’lik plate’lere ve her bir kuyucuk 100 uL’ye tamamlanacak sekilde asagidaki

protokole gore ekildi.

1. Adim: Tiim kuyucuklara 100 uL DKG hiicreleri (5x10%) igeren medium
konuldu.

2. Adim: K harfi ile gésterilen kuyucuklara 100 pL. Norobasal-A mediumu
konuldu (Kontrol amaciyla).

3. Adim: FGF25 ile gosterilen kuyucuklara 20 pL FGF21 (25 ng/mL), 80
uL Norobasal-A mediumu konuldu.

4. Adim: YG ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG, 80 uL Norobasal-A
mediumu konuldu.

5. Adim: YG+FGF25 ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG, 20 pL FGF21
(25 ng/mL), 60 pL Norobasal-A mediumu konuldu.

6. Adim: YG+FGF25+LY ile gosterilen kuyucuklara 20 pL YG, 20 uL
LY294002 (50 uM) ile kodlanan kimyasal konulup 2 saat beklendi. 2 saat
bekledikten sonra 20 uL FGF21 (25 ng/mL), 40 pL Norobasal-A mediumu

konuldu.
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Sekil 5. FGF21’in DKG hiicre canlilig iizerine olan etkisini hangi hiicresel yolak araciligiyla

gerceklestirdiginin MTT analizi ile incelemek igin gruplarin plate {izerindeki yerlesim sekli.

Maddelerin 24 saat siireyle inkiibasyonu sonrasi1 inkiibatdrden alinan platelerdeki
medium ve maddeler mikropipet yardimiyla plate ortamindan uzaklastirildi. Platelere her
kuyucuga 50 pL olacak sekilde tekrarlayict pipet yardimiyla steril PBS igerisinde
hazirlanan stok MTT soliisyonundan 0,5 mg/mL eklendi ve inkiibasyon i¢in 3 saat siireyle
inkiibator cihazina konuldu. 3 saat sonunda eklenen MTT soliisyonu ortamdan
uzaklastirildiktan sonra her kuyucuga 100 pL hacimde Norobasal-A eklenerek hiicrelerin
optik dansiteleri ELISA cihazinda (Thermo, ABD) 540 nm dalga boyunda okutuldu
(Sekil 6). Kontrol hiicreleri okutularak elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi
alinmis ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edilmistir. Coziicli ve ajan uygulanan
kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlanmig ve
yiizde canlilik olarak kabul edilmistir. MTT deneyleri farkli giinlerde en az 7 kez

tekrarlanmis ve sonuglar rapor edilmistir.

24



A)

Diyabetik Noropati Modeli

yiiksek glikoz
(45 mM)

Poly-D-lizin ve
Lamininle kaplamig
plate tzerine 5x10*

hiicre ekimi

FGF21 icin hiicresel
Farkli dozlarda o

olak sorgulama
FGF21 uvgulama/’7_ v 8

@ roril
@ reenzsngme @
. FGF21-25ng/mL. @ FersogeL
. FGF21-50ng/mL. .m
o FGF21-100ng/mL. @ voicesmgim.
- O vosrorsagLety
@ Yorrsr2sngmL

°......@..QQ ® @ Yorrorz2sngme

00000000000 @ nrvnm
O Yorrsr2i00g/mL

B)
Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi
MTT

sollisyonu

dalga boyu
540 nm

Sekil 6. In vitro diyabetik noropati modeli olugturulan DKG néronlarinin hiicre canliligimin

degerlendirilmesindeki akis diyagrami
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4.3.Istatistiksel Analizler

Biitiin verilerin istatistiksel analizleri SPSS programi kullanilarak yapildi.
Grafikler GraphPad yazilimi (GraphPad Prism version 9.2.0 for macOS, GraphPad
Software, San Diego, California USA) ve Originpro 8.0 grafik programi kullanilarak
yapildi. Sekiller biorender.com kullanilarak yapildi.

Gruplar arasi farkliliklar igin tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve
post-hoc Tukey testleri kullanildi. Tiim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlaml1 kabul edildi. MTT deneyleri farkli giinlerde en az 7 defa tekrarland.
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5. BULGULAR
5.1. FGF21’in DKG Hiicre Canhhig: Uzerine Etkisi
a) Saghkh Hiicreler Uzerine Etkisi

Oncelikli olarak FGF21’in saglikli DKG hiicrelerinde hiicre canliligini iizerine
etkisi olup olmadigi incelendi. FGF21’in farkli dozlar1 (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL,
100 ng/mL) DKG hiicrelerine uygulandi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tek basina

FGF21’in uygulamasinin DKG hiicrelerinin canliligi tizerine herhangi bir etkisi olmadigi

belirlendi (Sekil 7).

[—Jkontrol
B FGF21(12,5ng/mL)
140 5 [ FGF21(25ng/mL)
[C1FGF21(50ng/mL)
= FGF21(100ng/mL)
120 -
x
Eﬂ 100 4 T
=
o
@]
2
S 80-
B
60 o=
. | [ [

Sekil 6. FGF21’in sagliklt DKG hiicrelerinde, hiicre canlilig1 {izerine doz bagimli etkisi (tek yonlii varyans
analizi ve ardindan post-hoc Tukey HSD testi).
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b) Diyabetik Noropati Modeli Uzerine Etkisi

DKG hiicrelerine YG ile birlikte FGF21’in (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL,
100 ng/mL ) farkli dozlarda uygulanmasinin hiicre canlilig1 lizerine etkisi incelendi. YG
uygulanmis gruptaki hiicre canliligi orani (%48.08 + 3,01) hi¢bir uygulama yapilmayan
kontrol grubuna (%100 + 9,10) gore anlamli 6l¢iide azalmistir (p<0.001, sekil 8). YG ile
birlikte FGF21’in farkli dozlarinin (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL )
uygulandigi gruplarda hiicre canliligi (sirasiyla %58.39 + 4.90, %66.6 £ 7.13, %74.92 +
3.36, %79,76 +4.55) YG grubuyla karsilastirildiginda doz bagimli olarak FGF21’in 50
ng/mL ve 100 ng/mL dozlarinda koruyucu bir etki gosterdigi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05, sekil 8).

3 Kontrol

= Y6
110 B YGHFGE21 (12,5ng/mL)
1 YG+FGF21 (25ng/mL)
B YGHFGE21 (50ng/mL)
100 = B YG+FGF21 (100ng/mL)

90 =

. *
80 = *
- T
60-.
50: ™
40;'
1 B

J | |

Sekil 7.FGF21’in Diyabetik néropatinin in vitro modelinde DKG hiicre canlilig1 iizerine doz bagimli etkisi,
YG: Yiiksek Glikoz, #p<0.001; kontrole karst YG, *p<0,05; YG’ye karst YG+FGF21 (50ng/mL), *p<0,05;
YG’ye kars1 YG+FGF21 (100ng/mL) (tek yonlii varyans analizi)

Hiucre Canliligi (% max)

=
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5.2. EC50 Dozunun Belirlenmesi

FGF21’in farkli dozlarmin (12,5 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL )
DKG’lerin YG ile diyabetik néropati modeli olusturulmus gruplara uygulanmasinin
ardindan canlilik oraninin yiizdesel degisimi dikkate alinarak log(doz)-yanit egrisi
olusturulmus ve FGF21 i¢in log ECs0=1.228 ( EC50=16.90 ng/mL) olarak bulunmustur

(Sekil 9).

EC50: 16.90
— 90 LogEC50:1.228
S
D 75—
S
T
O 60-
o
S
I 45
30 T T 1

T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
FGF21 (log ng/mL)

Sekil 8. Hiicre canlilig1 lizerine log(doz)-yanit iliskisi

5.3. FGF21’in Hiicre Canhhgina Yolak Uzerinden Etkisi

FGF21’in DKG hiicre canlilig1 iizerine etkinligi AKT /PI3K yolag: {izerinden
sorgulandi. DKG hiicrelerine YG uygulamasi DKG hiicre canliligini anlamli olarak
azaltti (*p<0.001). FGF21 (25 ng/mL) uygulamasit DKG hiicre canliligini arttirdi

(#p<0.05). LY ’nin DKG hiicrelerine uygulanmas1 FGF21’in meydana getirdigi etkiyi
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ortadan kaldirarak DKG hiicre canliliginda anlamli bir diisiise neden oldu (++p<0.05; sekil

10).

130 =
120 =
110

100

90 -

80«

70 =

60 =

50

Hiicre Canliligi (%max)

4092

- Kontrol

3 v

- YG + 25 ng/mL FGF21
- YG + 25 ng/mL FGF21 + LY

J D ||

Sekil 10. FGF21’in, AKT/PI3K yolag1 yoluyla DKG hiicre canliliina etkisi. *p<0.01; kontrole kars1 YG,

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

ng/mL), (tek yonlu varyans analizi ve ardindan post-hoc Tukey HSD test
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6. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda FGF21’in, diyabetik noropatinin in vitro modelinde hiicre
canliligina etkisi ve bu etkiyi hangi hiicresel yolagi kullanarak yaptigi incelendi. Elde
ettigimiz bulgulara gore; FGF21’in diyabetik néropati olusturulan DKG hiicrelerinde doz
bagimli olarak hiicre canliligim1 korudugu ve bu etkiyi AKT/PI3K hiicresel yolagi
araciligiyla gerceklestirdigi gosterildi.

Calismamizda kullandigimiz DKG néronlar periferden gelen agri, 1s1 duyusunu
MSS’e tasimakla gorevli olan ndron gruplaridir ve diyabetik ndropati olusumunda
hipergliseminin zarar verdigi noron gruplari igerisinde yer alir (81, 82). Hiperglisemi
noronlarda mitokondriyal hasara ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine neden
oldugu ve bunun sonucunda; aksonal hasara, demiyelinizasyona ve sinir lifi kaybina yol
actig1 bilinmektedir (83-86). Literatirde DKG néronlarina 24 saat YG ile muamele
edilmesi diyabetik ndropatinin in vitro modeli olarak kabul edilmektedir (80). Bizim de
yaptigimiz ¢calismada DKG noéronlarina 24 saat boyunca YG ile muamele edildiginde,
literatlirle uyumlu olarak hiicre canliliginin azaldigi goriildii. Hiicre oliimiiniin,
hiperglisemi sonucu ROS’larin birikmesinden ve apoptozdan kaynaklandig:
diisiiniilebilir. Fakat bu ¢alismada bu parametrelere bakilmadi.

FGF21, diyabette karacigerde glikojenezi arttirip, kandaki glikoz artisini baskilar
(48). FGF21 sadece diyabet gibi metabolik hastaliklarda degil diger sinir sistemi
hastaliklarinda da 6nemli etkisi bulunmustur (87). Yaslanma modeli olusturulan farelerde
uygulanan FGF21’in, hipokampus hasarini hafiflettigi, néronlarin apoptozunu inhibe
ettigi ve mitokondriyal stabiliteyi korudugu bulunmustur. Yine ayni ¢alismada FGF21’in
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/AKT yollartyla mitokontri fonksiyonunu

arttirarak noronlari inflamasyona karsi korudugu bulunmustur (87). FGF21’in beyinde
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reseptorlerinin bulunmasi ve kan beyin bariyerini gegebilmesi (88, 89) nedeniyle MSS
hastaliklarinda terapotik hedef olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu diisiince dogrultusunda
Chen ve ark yaptigi ¢alismada FGF21’in Alzheimer hastaliginin in vivo ve in vitro
modellerde noérodejenerasyonu iyilestirdigi, apoptozu azalttigi ve MAPK yoluyla
noroprotektif etkisi oldugu bulunmustur (90). Dolasimdaki FGF21 diizeylerinin,
travmatik beyin hasarindan sonra B-klotho ile etkilesimler yoluyla oligodendrosit oncii
hiicrelerinin ¢ogalmasini saglayarak remiyelinizasyonu destekledigi bilinmektedir (91).
MSS’nin yani sira, periferik sinir yaralanmasinda da koruyucu etkinligi bulunan
FGF21’in, yaralanma sonrasi gii¢lii noroprotektif etkiye neden oldugu, fonksiyonel
tyilesme sagladigi, hem aksonal uzamay1 hem de remiyelizasyonu tesvik ettigi, Schwann
hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigi ve bunu hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK)/
niikleer transkripsiyon faktorii eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf-2) sinyali ile
gerceklestirildigi bulunmustur (92). Bu tez ¢alismasinda da periferal néronlar olan DKG
noronlarinda FGF-21 literatiirle uyumlu olarak koruyucu role sahip oldugu belirlendi.
Hiicresel yolaklardan AKT o6nemli bir metabolik diizenleyicidir ve diyabetik
farelerde fosforile edilerek aktive edilebilir (93, 94). PI3K, plazma zarinda
difosfoinositidin trifosfoinositide doniistimiinii  tesvik ederek AKT’yi aktive eder
(95). Hiicre donglistiniin G1-S fazinin gegisini diizenleyen hiicre igi bir sinyal yolagi olan
AKT/PI3K  yolagi; hiicrenin  canliliginin,  proliferasyonun ~ ve  apoptotik
slireglerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (96). Yapilan bir caligmada diyabetik
farelerde sinir hasar1 sonrast FGF21 uygulmasi, AKT fosforilasyonunu arttirdig: ve
sonrasindan oksidan stresin azaldigi bulunmustur (97). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
FGF21’in PI3K/AKT sinyal yolunu aktive ederek; prostat kanser hiicrelerinde otofajiyi

kolaylastirdigi (98), insan endotel hiicrelerinde apoptoz, otofaji ve oksidatif stresi
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diizenledigi (99) bilinmektedir. Farelerin iskelet kasi hiicrelerinde yapilan c¢alismada
FGF21’in PI3K/AKT'ye bagli bir sekilde iskelet kasi hiicreleri tarafindan
salgilanabilecegini gostermektedir (100). Yapilan bu ¢alismalar bize FGF21’in, DKG
noronlari iizerindeki etkisinin de PI3K/AKT yolag1 {izerinden olabilecegini diisiindiirdii.

Calismalarla tutarl bir sekilde bu ¢alismadan elde ettigimiz veriler FGF21’in doz
bagimli olarak diyabetik ndropati modelinde noroprotektif bir etkisi oldugunu
gOstermistir. Bununla birlikte bu ¢alismada ilk defa FGF21’in noroprotektif etkisi, yavru
sicanlardan elde edilen DKG néronlarinda olusturulan diyabetik néropati modelinde
gosterilmektedir. 50 ve 100 ng/ml dozlarinda FGF21, 24 saat YG’ye maruz birakilan
DKG noéronlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde hiicre canliligini korudugu ve bu
etkiyi PI3K/AKT yolagi tizerinden gerceklestigi ortaya konuldu. Literatiirde yapilan
calismalar dikkate alinarak bizim calismamizinin sonucu dogrultusunda, FGF21’in
PI3K/AKT yolunu kullanarak hiicrelerde oksidatif stresi azaltip hiicre canliligim
korudugu ve noroprotektif etki ettigi diigiiniilebilir.

Sonug olarak, bu ¢alismada diyabetik néropati modelinde ilk kez FGF21’in hiicre
sag kalimi iizerinde noroprotektif bir etkisi oldugu gosterilmistir. Boylece diyabetik
noropati i¢in terapotik bir ajan olarak yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikarilmasi agisindan
basamak teskil edecek yeni veriler elde edilmesine olanak saglamistir. Ayrica FGF21'in
hiicre canliligini etkiledigi mekanizmalarin aydinlatilmasi ve deneylerin in vivo olarak
desteklenmesi diyabetik ndropati i¢in hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine olanak

saglayacaktir.

33



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

7. KAYNAKCA

Tierney LM, McPhee SJ, Papadakis MA. Current medical diagnosis & treatment, in Current medical
diagnosis & treatment. 2005. p. 1887-1887.

Classification and diagnosis of diabetes. Diabetes Care 2015; 38 Suppl: S8-516.

Pessin JE, Saltiel AR. Signaling pathways in insulin action: molecular targets of insulin resistance.
J Clin Invest 2000; 106(2): 165-9.

Group IDA. Update of mortality attributable to diabetes for the IDF Diabetes Atlas: Estimates for
the year 2013. Diabetes research and clinical practice 2015; 109(3): 461-465.

Forbes JM, Cooper ME. Mechanisms of diabetic complications. Physiological reviews 2013; 93(1):
137-188.

Nguyen DV, Shaw LC, Grant MB. Inflammation in the pathogenesis of microvascular complications
in diabetes. Frontiers in endocrinology 2012; 3: 170.

Tomlinson D, MAYER JH. Defects of axonal transport in diabetes mellitus—a possible contribution
to the aetiology of diabetic neuropathy. Journal of autonomic pharmacology 1984; 4(1): 59-72.
Abbott CA, Malik RA, van Ross ER, Kulkarni J, Boulton AJ. Prevalence and characteristics of
painful diabetic neuropathy in a large community-based diabetic population in the U.K. Diabetes
Care 2011; 34(10): 2220-4.

Feldman EL, Callaghan BC, Pop-Busui R, et al. Diabetic neuropathy. Nat Rev Dis Primers 2019;
5(1): 42.

Tesfaye S, Boulton AJ, Dickenson AH. Mechanisms and management of diabetic painful distal
symmetrical polyneuropathy. Diabetes Care 2013; 36(9): 2456-65.

Gibbons CH, Freeman R. Treatment-induced neuropathy of diabetes: an acute, iatrogenic
complication of diabetes. Brain 2015; 138(Pt 1): 43-52.

Joly-Amado A, Soty M, Philippe E, et al. Portal Glucose Infusion, Afferent Nerve Fibers, and
Glucose and Insulin Tolerance of Insulin-Resistant Rats. J Nutr 2022; 152(8): 1862-1871.

Niimi N, Yako H, Takaku S, Chung SK, Sango K. Aldose Reductase and the Polyol Pathway in
Schwann Cells: Old and New Problems. Int J Mol Sci 2021; 22(3).

Clements RS. The Polyol Pathway. Drugs 1986; 32(2): 3-5.

Bhadada SK, Sahay R, Jyotsna VP, Agrawal JK. Diabetic Neuropathy: Current Concepts. 2003.
Kaur S, Pandhi P, Dutta P. Painful diabetic neuropathy: an update. Ann Neurosci 2011; 18(4): 168-
75.

Cade WT. Diabetes-related microvascular and macrovascular diseases in the physical therapy
setting. Phys Ther 2008; 88(11): 1322-35.

Pavy-Le Traon A, Fontaine S, Tap G, et al. Cardiovascular autonomic neuropathy and other
complications in type 1 diabetes. Clin Auton Res 2010; 20(3): 153-60.

Fuchs D, Birklein F, Reeh PW, Sauer SK. Sensitized peripheral nociception in experimental diabetes
of the rat. Pain 2010; 151(2): 496-505.

34



20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

Jelicic Kadic A, Boric M, Vidak M, Ferhatovic L, Puljak L. Changes in epidermal thickness and
cutaneous innervation during maturation in long-term diabetes. J Tissue Viability 2014; 23(1): 7-
12.

Obrosova IG. Diabetes and the peripheral nerve. Biochim Biophys Acta 2009; 1792(10): 931-40.
Ahlgren SC, White DM, Levine J. Increased responsiveness of sensory neurons in the saphenous
nerve of the streptozotocin-diabetic rat. Journal of neurophysiology 1992; 68(6): 2077-2085.
Burchiel KJ, Russell LC, Lee RP, Sima AA. Spontaneous activity of primary afferent neurons in
diabetic BB/Wistar rats: a possible mechanism of chronic diabetic neuropathic pain. Diabetes 1985;
34(11): 1210-1213.

Vollert J, Magerl W, Baron R, et al. Pathophysiological mechanisms of neuropathic pain:
comparison of sensory phenotypes in patients and human surrogate pain models. Pain 2018; 159(6):
1090-1102.

Aurilio C, Pota V, Pace MC, Passavanti MB, Barbarisi M. lonic channels and neuropathic pain:
physiopathology and applications. J Cell Physiol 2008; 215(1): 8-14.

Sun W, Miao B, Wang XC, et al. Reduced conduction failure of the main axon of polymodal
nociceptive C-fibres contributes to painful diabetic neuropathy in rats. Brain 2012; 135(Pt 2): 359-
75.

Cummins TR, Sheets PL, Waxman SG. The roles of sodium channels in nociception: implications
for mechanisms of pain. Pain 2007; 131(3): 243-257.

Hall KE, Liu J, Sima AA, Wiley JW. Impaired inhibitory G-protein function contributes to increased
calcium currents in rats with diabetic neuropathy. J Neurophysiol 2001; 86(2): 760-70.

White DM, Zimmermann M. The bradykinin-induced release of substance P from nerve fibre
endings in the rat saphenous nerve neuroma is not related to electrophysiological excitation.
Neurosci Lett 1988; 92(1): 108-13.

Zamponi GW, Lewis RJ, Todorovic SM, Arneric SP, Snutch TP. Role of voltage-gated calcium
channels in ascending pain pathways. Brain Research Reviews 2009; 60(1): 84-89.

Vydyanathan A, Wu ZZ, Chen SR, Pan HL. A-type voltage-gated K+ currents influence firing
properties of isolectin B4-positive but not isolectin B4-negative primary sensory neurons. J
Neurophysiol 2005; 93(6): 3401-9.

Kettenmann H, Verkhratsky A. Neuroglia: the 150 years after. Trends Neurosci 2008; 31(12): 653-
9.

McMahon SB, Malcangio M. Current challenges in glia-pain biology. Neuron 2009; 64(1): 46-54.
Inoue K, Tsuda M. Microglia in neuropathic pain: cellular and molecular mechanisms and
therapeutic potential. Nature Reviews Neuroscience 2018; 19(3): 138-152.

Afsari ZH, Renno WM, Abd-El-Basset E. Alteration of glial fibrillary acidic proteins
immunoreactivity in astrocytes of the spinal cord diabetic rats. Anat Rec (Hoboken) 2008; 291(4):
390-9.

Li JQ, Chen SR, Chen H, Cai YQ, Pan HL. Regulation of increased glutamatergic input to spinal
dorsal horn neurons by mGIuRS in diabetic neuropathic pain. J Neurochem 2010; 112(1): 162-72.

35



37.

38.

39.

40.

41.

42.
43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

Wang XL, Zhang Q, Zhang YZ, et al. Downregulation of GABAB receptors in the spinal cord dorsal
horn in diabetic neuropathy. Neurosci Lett 2011; 490(2): 112-5.

Wang XL, Zhang HM, Chen SR, Pan HL. Altered synaptic input and GABAB receptor function in
spinal superficial dorsal horn neurons in rats with diabetic neuropathy. J Physiol 2007; 579(Pt 3):
849-61.

Yang Y, Zhao B, Gao X, et al. Targeting strategies for oxaliplatin-induced peripheral neuropathy:
clinical syndrome, molecular basis, and drug development. J Exp Clin Cancer Res 2021; 40(1):
331.

Hogan QH. Labat lecture: the primary sensory neuron: where it is, what it does, and why it matters.
Reg Anesth Pain Med 2010; 35(3): 306-11.

Amir R, Devor M. Electrical excitability of the soma of sensory neurons is required for spike
invasion of the soma, but not for through-conduction. Biophys J 2003; 84(4): 2181-91.

Devor M. Unexplained peculiarities of the dorsal root ganglion. Pain 1999; Suppl 6: S27-s35.

Ng K-Y, Wong YH, Wise H. The role of glial cells in influencing neurite extension by dorsal root
ganglion cells. Neuron glia biology 2010; 6(1): 19-29.

Bird MM, Lieberman A. Microtubule fascicles in the stem processes of cultured sensory ganglion
cells. Cell and Tissue Research 1976; 169: 41-47.

Hanani M. Satellite glial cells in sensory ganglia: from form to function. Brain research reviews
2005; 48(3): 457-476.

Hu P, McLachlan E. Macrophage and lymphocyte invasion of dorsal root ganglia after peripheral
nerve lesions in the rat. Neuroscience 2002; 112(1): 23-38.

Guha D, Shamji MF. The Dorsal Root Ganglion in the Pathogenesis of Chronic Neuropathic Pain.
Neurosurgery 2016; 63 Suppl 1: 118-126.

Badman MK, Pissios P, Kennedy AR, et al. Hepatic fibroblast growth factor 21 is regulated by
PPARalpha and is a key mediator of hepatic lipid metabolism in ketotic states. Cell Metab 2007,
5(6): 426-37.

LuY, LiR, ZhuJ, et al. Fibroblast growth factor 21 facilitates peripheral nerve regeneration through
suppressing oxidative damage and autophagic cell death. J Cell Mol Med 2019; 23(1): 497-511.
Yamakawa |, Kojima H, Terashima T, et al. Inactivation of TNF-o ameliorates diabetic neuropathy
in mice. Am J Physiol Endocrinol Metab 2011; 301(5): E844-52.

Ma W, Chabot JG, Vercauteren F, Quirion R. Injured nerve-derived COX2/PGE2 contributes to the
maintenance of neuropathic pain in aged rats. Neurobiol Aging 2010; 31(7): 1227-37.

Beenken A, Mohammadi M. The FGF family: biology, pathophysiology and therapy. Nat Rev Drug
Discov 2009; 8(3): 235-53.

Kliewer SA, Mangelsdorf DJ. A Dozen Years of Discovery: Insights into the Physiology and
Pharmacology of FGF21. Cell Metab 2019; 29(2): 246-253.

YieJ, Wang W, Deng L, et al. Understanding the physical interactions in the FGF21/FGFR/B-Klotho
complex: structural requirements and implications in FGF21 signaling. Chem Biol Drug Des 2012;
79(4): 398-410.

36



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Ogawa Y, Kurosu H, Yamamoto M, et al. BetaKlotho is required for metabolic activity of fibroblast
growth factor 21. Proc Natl Acad Sci U S A 2007; 104(18): 7432-7.

Geng L, Lam KSL, Xu A. The therapeutic potential of FGF21 in metabolic diseases: from bench to
clinic. Nat Rev Endocrinol 2020; 16(11): 654-667.

Kleiner S, Douris N, Fox EC, et al. FGF21 regulates PGC-1a and browning of white adipose tissues
in adaptive thermogenesis. Genes & development 2012; 26(3): 271-281.

Inagaki T, Dutchak P, Zhao G, et al. Endocrine regulation of the fasting response by PPARa-
mediated induction of fibroblast growth factor 21. Cell metabolism 2007; 5(6): 415-425.

Von Holstein-Rathlou S, BonDurant LD, Peltekian L, et al. FGF21 Mediates Endocrine Control of
Simple Sugar Intake and Sweet Taste Preference by the Liver. Cell Metab 2016; 23(2): 335-43.
Talukdar S, Owen BM, Song P, et al. FGF21 Regulates Sweet and Alcohol Preference. Cell Metab
2016; 23(2): 344-9.

Baruch A, Wong C, Chinn LW, et al. Antibody-mediated activation of the FGFR1/Klothof} complex
corrects metabolic dysfunction and alters food preference in obese humans. Proc Natl Acad Sci U S
A 2020; 117(46): 28992-29000.

Owen BM, Ding X, Morgan DA, et al. FGF21 acts centrally to induce sympathetic nerve activity,
energy expenditure, and weight loss. Cell Metab 2014; 20(4): 670-7.

XuJ, Lloyd DJ, Hale C, et al. Fibroblast growth factor 21 reverses hepatic steatosis, increases energy
expenditure, and improves insulin sensitivity in diet-induced obese mice. Diabetes 2009; 58(1):
250-9.

Kharitonenkov A, Wroblewski VJ, Koester A, et al. The metabolic state of diabetic monkeys is
regulated by fibroblast growth factor-21. Endocrinology 2007; 148(2): 774-81.

Talukdar S, Zhou VY, Li D, et al. A Long-Acting FGF21 Molecule, PF-05231023, Decreases Body
Weight and Improves Lipid Profile in Non-human Primates and Type 2 Diabetic Subjects. Cell
Metab 2016; 23(3): 427-40.

Sanyal A, Charles ED, Neuschwander-Tetri BA, et al. Pegbelfermin (BMS-986036), a PEGylated
fibroblast growth factor 21 analogue, in patients with non-alcoholic steatohepatitis: a randomised,
double-blind, placebo-controlled, phase 2a trial. Lancet 2019; 392(10165): 2705-2717.

Zhang F, Yu L, Lin X, et al. Minireview: Roles of Fibroblast Growth Factors 19 and 21 in Metabolic
Regulation and Chronic Diseases. Mol Endocrinol 2015; 29(10): 1400-13.

Kharitonenkov A, Shiyanova TL, Koester A, et al. FGF-21 as a novel metabolic regulator. J Clin
Invest 2005; 115(6): 1627-35.

Xu J, Stanislaus S, Chinookoswong N, et al. Acute glucose-lowering and insulin-sensitizing action
of FGF21 in insulin-resistant mouse models—association with liver and adipose tissue effects.
American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism 2009; 297(5): E1105-E1114.
Kharitonenkov A, Shiyanova TL, Koester A, et al. FGF-21 as a novel metabolic regulator. The
Journal of clinical investigation 2005; 115(6): 1627-1635.

Coskun T, Bina HA, Schneider MA, et al. Fibroblast growth factor 21 corrects obesity in mice.
Endocrinology 2008; 149(12): 6018-6027.

37



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Berglund ED, Li CY, Bina HA, et al. Fibroblast growth factor 21 controls glycemia via regulation
of hepatic glucose flux and insulin sensitivity. Endocrinology 2009; 150(9): 4084-4093.
Kharitonenkov A, Wroblewski VJ, Koester A, et al. The metabolic state of diabetic monkeys is
regulated by fibroblast growth factor-21. Endocrinology 2007; 148(2): 774-781.

Adams AC, Halstead CA, Hansen BC, et al. LY?2405319, an engineered FGF21 variant, improves
the metabolic status of diabetic monkeys. PloS one 2013; 8(6): e65763.

Talukdar S, Zhou Y, Li D, et al. A long-acting FGF21 molecule, PF-05231023, decreases body
weight and improves lipid profile in non-human primates and type 2 diabetic subjects. Cell
metabolism 2016; 23(3): 427-440.

Geng L, Liao B, Jin L, et al. Exercise Alleviates Obesity-Induced Metabolic Dysfunction via
Enhancing FGF21 Sensitivity in Adipose Tissues. Cell Rep 2019; 26(10): 2738-2752.¢4.

Li Q, Zhang Y, Ding D, et al. Association Between Serum Fibroblast Growth Factor 21 and
Mortality Among Patients With Coronary Artery Disease. J Clin Endocrinol Metab 2016; 101(12):
4886-4894.

Chen J, Hu J, Liu H, et al. FGF21 Protects the Blood-Brain Barrier by Upregulating PPARy via
FGFR1/B-klotho after Traumatic Brain Injury. J Neurotrauma 2018; 35(17): 2091-2103.

Forda S, Kelly JS. The possible modulation of the development of rat dorsal root ganglion cells by
the presence of 5-HT-containing neurones of the brainstem in dissociated cell culture.
Developmental Brain Research 1985; 22(1): 55-65.

Forda S, Kelly JS. The possible modulation of the development of rat dorsal root ganglion cells by
the presence of 5-HT-containing neurones of the brainstem in dissociated cell culture. Brain Res
1985; 354(1): 55-65.

Eftekharpour E, Fernyhough P. Oxidative Stress and Mitochondrial Dysfunction Associated with
Peripheral Neuropathy in Type 1 Diabetes. Antioxid Redox Signal 2022; 37(7-9): 578-596.
Esposito MF, Malayil R, Hanes M, Deer T. Unique Characteristics of the Dorsal Root Ganglion as
a Target for Neuromodulation. Pain Med 2019; 20(Suppl 1): S23-s30.

Leinninger GM, Backus C, Sastry AM, et al. Mitochondria in DRG neurons undergo hyperglycemic
mediated injury through Bim, Bax and the fission protein Drpl. Neurobiol Dis 2006; 23(1): 11-22.
Berent-Spillson A, Russell JW. Metabotropic glutamate receptor 3 protects neurons from glucose-
induced oxidative injury by increasing intracellular glutathione concentration. J Neurochem 2007;
101(2): 342-54.

Vincent AM, Edwards JL, McLean LL, et al. Mitochondrial biogenesis and fission in axons in cell
culture and animal models of diabetic neuropathy. Acta Neuropathol 2010; 120(4): 477-89.
Zochodne DW, Verge VM, Cheng C, Sun H, Johnston J. Does diabetes target ganglion neurones?
Progressive sensory neurone involvement in long-term experimental diabetes. Brain 2001; 124(Pt
11): 2319-34.

Kang K, Xu P, Wang M, et al. FGF21 attenuates neurodegeneration through modulating

neuroinflammation and oxidant-stress. Biomed Pharmacother 2020; 129: 110439.

38



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Sa-Nguanmoo P, Chattipakorn N, Chattipakorn SC. Potential roles of fibroblast growth factor 21 in
the brain. Metabolic Brain Disease 2016; 31: 239-248.

Hsuchou H, Pan W, Kastin AJ. The fasting polypeptide FGF21 can enter brain from blood. Peptides
2007; 28(12): 2382-2386.

Chen S, Chen ST, Sun Y, et al. Fibroblast growth factor 21 ameliorates neurodegeneration in rat and
cellular models of Alzheimer's disease. Redox Biol 2019; 22: 101133.

Kuroda M, Muramatsu R, Maedera N, et al. Peripherally derived FGF21 promotes remyelination in
the central nervous system. J Clin Invest 2017; 127(9): 3496-3509.

LuY, LiR, Zhu J, et al. Fibroblast growth factor 21 facilitates peripheral nerve regeneration through
suppressing oxidative damage and autophagic cell death. Journal of cellular and molecular medicine
2019; 23(1): 497-511.

Kanungo J, Zheng Y-1, Amin ND, Pant HC. Targeting Cdk5 activity in neuronal degeneration and
regeneration. Cellular and molecular neurobiology 2009; 29: 1073-1080.

Zhong Z, Chen A, Fa Z, et al. Bone marrow mesenchymal stem cells upregulate PISK/AKT pathway
and down-regulate NF-xB pathway by secreting glial cell-derived neurotrophic factors to regulate
microglial polarization and alleviate deafferentation pain in rats. Neurobiology of disease 2020;
143: 104945.

Fruman DA, Rommel C. PI3K and cancer: lessons, challenges and opportunities. Nature reviews
Drug discovery 2014; 13(2): 140-156.

Jin D, Yang J-p, Hu J-h, Wang L-n, Zuo J-l. MCP-1 stimulates spinal microglia via PI3K/Akt
pathway in bone cancer pain. Brain research 2015; 1599: 158-167.

Kang K, Xu P, Wang M, et al. FGF21 attenuates neurodegeneration through modulating
neuroinflammation and oxidant-stress. Biomedicine & Pharmacotherapy 2020; 129: 110439.

Dai H, Hu W, Zhang L, et al. FGF21 facilitates autophagy in prostate cancer cells by inhibiting the
PI3K-Akt-mTOR signaling pathway. Cell Death Dis 2021; 12(4): 303.

Zheng J, Ma X, Zhou Y, et al. GATA2/FGF21 Axis Regulates the Effects of High Glucose on the
Apoptosis, Autophagy and Oxidative Stress of Human Umbilical Vein Endothelial Cell via
PI3K/AKT/mTOR Pathway. Ann Clin Lab Sci 2022; 52(2): 278-291.

Izumiya Y, Bina HA, Ouchi N, etal. FGF21 is an Akt-regulated myokine. FEBS Lett 2008; 582(27):
3805-10.

39



