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1. OZET

Diyabetik Noropati ve Egzersiz: Diyabetik Noropatik Agriya Irisinin Etkileri

Uzerine Deneysel inceleme

Periferik noropati, periferal sinir sisteminde hasarlanmayla karakterize
norodejeneratif bir durumdur. Yaygin nedenlerinden biri diabetes mellitus olan bu
duruma, ilerleyen siiregte ndropatik agr1 siklikla eslik eder. Noropatik agrinin mevcut
tedavi seceneklerinin yetersiz etkinlikleri ve belirgin yan etkileri, daha etkin ve giivenli
tedavi segenekleri gelistirmek icin agriyr kontrol eden endojen mekanizmalarin
irdelenmesini ve etkinliginden yararlanilma olasiligin1 cazip fikir ve hedef haline
getirmistir. Egzersizin norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi ileri
stiriilmektedir ancak etki mekanizmasi bilinmemektedir. Egzersize bagli olarak salinan
ve egzersiz hormonu olarak tanimlanan irisinin egzersizin saglik iizerinde faydali
etkilerine aracilik etme potansiyeli diisiiniilmekle birlikte, ndropatik agr1 lizerine etkisi
bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinin amaci, irisinin noropatik agri iizerine olasi
etkilerini irdelemektir. Bu amagla egzersiz yoluyla endojen irisin saliverilmesinin
tetiklenmesine ilave olarak, eksojen uygulanan irisinin diyabetik néropatik agr1 lizerine
etkilerinin  davranigsal agri  modelinde incelenmesi hedeflenmistir.  Ayrica
egzersiz/irisinin periferal duyusal ndronlarda “hiicresel agr1 sinyallegsmesi” iizerine etkisi
ac1 biberin etken maddesi kapsaisin ile uyar1 yapilarak irdelenmistir. Arastirma i¢in 60
adet Spraque Dawley cinsi erigkin erkek sican; kontrol, egzersiz (diisiik ve yiiksek siddet
egzersiz), diyabet, diyabet + diisiik siddetli egzersiz, diyabet + yiiksek siddetli egzersiz
seklinde gruplandirildi. Streptozotosin ile diyabet indiiklenmesinden sonra, egzersiz
grubundaki hayvanlara 8 hafta boyunca haftada 5 giin siire ile diisiik (0.5 km/s 30 dk) ve
yiiksek siddetli (1 km/s 60 dk) egzersiz yaptirildi. Termal ve mekanik agri esikleri 0., 4.,
6. ve 8. haftalarda oOlgiildii. Egzersiz gruplarinin 4. ve 8. haftada, kontrol ve diyabet
gruplariin ise 8. hafta sonunda serum irisin seviyeleri 6l¢iildii. Diyabetli grupta termal
ve mekanik agr1 latansinin uzadig1 saptandi. Egzersiz yapan gruptaki siganlarda termal
agr1 latanslar1 8. haftanin sonunda diyabetli gruba gore anlamh diizeyde diistiigii
belirlendi (p <0.05). Diyabetli hayvanlarin mekanik agr1 esikleri ise 6. haftadan itibaren
hem diisiik hem de yiiksek siddetli egzersiz gruplarinda normale donmeye basladi.
Termal ve mekanik agr1 esikleri lizerine egzersiz siddetinin etkileri arasinda anlamli bir

fark yoktu. Irisin seviyesinin diyabetli grupta anlamli derecede diistiigii; egzersiz yapan



gruplarda ise yiikseldigi tespit edildi. Serum irisin seviyesinin, yiiksek siddetli egzersiz
grubunda diisiik siddetli gruba gore sadece 4. haftada anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu tespit edildi. Diyabetli gruplara 1, 10 ve 20 pg/kg, kontrol grubuna 10 pg/kg irisin
intraperitonal uygulanarak 0, 15, 30, 60 ve 90. dakikalarda termal agr esikleri ol¢tildii.
Eksojen irisin uygulamasina cevaben, kontrol grubunda agr esikleri degismezken, tiim
dozlarda 60. dakikada agr1 latansinin eksojen irisin uygulamast sonucu diyabetli gruba
gore azaldigr goriildii. Sonug olarak, egzersizle salinmasi tetiklenen irisinin mevcut
deneysel modelde diyabetik noropatik agri1 gelisimini Onleyemedigi ancak ilerleyen
siirede noropatik agr1 latansini normale dogru dondiirdiigii tespit edildi. Periferal duyusal
noronlarda kalsiyum sinyallesme verileri, irisinin periferal agr1 duyarliligini
etkilemedigini vurgulamaktadir.

Anahtar Sézciikler: Diyabet, Egzersiz, Irisin, Kalsiyum, Norodejenerasyon, Noropatik
Agn



2. SUMMARY
Diabetic Neuropathy and Exercise: Experiemental Investigation of Effects of Irisin
on Diabetic Neuropathic Pain

Peripheral neuropathy is a neurodegenerative condition characterised by damage
to the peripheral nervous system. Diabetes mellitus is among to the most common cause
of this condition which often associates with neuropathic pain. Because of the lacking of
ideally effective therapy and prominent side effects of drugs used for the treatment of
neuropathic pain, evaluation and utilization of endogenous mechanisms controlling pain
has become an optimistic idea and promising target for this purpose. Exercise has been
suggested to be an effective treatment modality for neurodegenerative diseases but the
mechanism is not clear yet. Irisin, released in response to exercise and referred as exercise
hormone, has been proposed to mediate the beneficial effects of exercise on
neurodegenerative diseases but information on its effect on neuropathic pain is lacking.
In this thesis study, possible effects of irisin on neuropathic pain is examined. For this
purpose, in addition to the triggering endogenous irisin release by exercise, irisin was
exogenously administered and effects of irisin on neuropathic pain was investigated by
use of behavioral pain model. Additionally, effects of exercise/irisin on “painful
signalling” in sensory neurones by capsaicin, the ingredient of chili peppers, stimulation.
A total of 60 male Sprague Dawley rats were used. Animals were divided into groups
consistent of control, diabetes, exercise + low-intensity, exercise + high-intensity exercise
groups. Following diabetes induction by streptozotocin, animals in exercise groups
performed low intensity (0.5 km/h 30 min) and high intensity (1 km/h 60 min) exercise,
for 8 weeks. Thermal and mechanical pain thresholds were measured in all groups at Oth
4th, 6th and 8th week. Serum irisin levels were measured at the 4th and 8th weeks for the
exercise groups and at the 8th week for the control and diabetes groups. In exercise group,
thermal pain thresholds returned to normal compared to diabetic group at the end of 8th
week (p<0.05). Mechanical pain latencies tented to return basal levels from 6th week of
exercise. Impact of exercise intensity did not differ significantly for both mechanical and
thermal pain latencies in any time period. Irisin levels of the diabetic group were lower in
diabetic group which were restored in the exercise groups. The levels of irisin was
significantly different between the high and low-intensity exercise groups for only 4th
week. In additional group, irisin was administered to diabetic groups (1, 10 and 20 pg/kg)
and the control group (10 pg /kg). Thermal pain thresholds were measured at Oth, 15th,



30th, 60th and 90th minute time points. While the pain latencies were unchanged in the
control group, for all doses, the pain latencies decreased at 60th minutes compared to the
diabetic group. In conclusion, exercise mediated endogenous irisin release did not prevent
the development of painful neuropathy in the current model but, as the exercise continued
the pain latencies returned toward the baseline values. The calcium signalling data from
peripheral sensory neurons indicates that endogenous irisin does not affect peripheral pain

sensitivity.

Key Words: Calcium, Diabetes, Exercise, Irisin, Neurodegeneration, Neuropathic Pain



3. GIRIS ve AMAC

Sagligin korunmasi ya da yeniden kazanilmasinda gilinlimiizde egzersizin rolii
giderek Onem kazanmaktadir. Egzersizin, santral ve periferal sinir sisteminde
noroprotektif etki gosterdigi nérodejeneratif hastaliklarin gelismesine karsi koruyucu bir
yontem olarak hekimler tarafindan tavsiye edildigi ve viicudun genel halini saglikli olma

yoniinde tuttugu bilinmektedir (1).

Egzersizin potansiyel koruyucu etkilerini, antiinflamatuvar salinimini arttirarak
ortaya c¢ikardigi vurgulanmaktadir. Kardiyovaskiiler direnci ve insiilin direncini
diizenleme egzersizin diger bilinen etkileri arasindadir. Ayn1 zamanda duysal néronlar
tizerinde iyon kanali ekspresyonunu degistirerek ya da kanalin kendisini modiile ederek
agr1 duyusunda azalma yarattig1 ve noropatik agr1 gelisimini de yavaslattigi elde edilen

veriler arasindadir (2).

Ancak egzersizin bu etkileri hangi mekanizma ya da mekanizmalar araciligr ile
gerceklestirdigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle egzersiz sirasinda salman
miyokin ve adipokinlerin noropatik agr1 gelisimi iizerindeki etkileri yanitlanmasi gereken
bilinmezler arasindadir. Son yillarda kesfedilen irisin hormonu santral ve periferal etkileri
olan, diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklarla miicadelede umut vaat eden bir
miyokin ve adipokindir. Irisin hormonunun sinir doku iizerinde noroprotektif etkisinin
olabilecegi vurgulanmaktadir ancak bu etkiyi nasil ortaya koydugu heniiz acikliga

kavusturulmamistir (3).

Bu tez calismasinda amag; diyabetik noropati ve buna bagli gelisen noropatik agri
durumunun, egzersiz hormonu olarak lanse edilen irisin ile iliskisini ve irisinin ndropatik
agr1 gelisimindeki etkisini tip 2 diyabet indiiklenmis siganlarda arastirmaktir. Ayrica
egzersizin siddetine baglh olarak saliniminin arttigr diisiiniilen irisinin etkisinin artip

artmayacagi da irdelenecektir.

Bunun yani sira diyabetle birlikte duysal ndronlarda bozulan hiicre i¢i kalsiyum
homeostazisinin egzersize bagl olarak diizelip diizelmeyecegi de kalsiyum goriintiileme
yontemi ile irdelenecektir. Irisinin etkisini periferal ya da santral mekanizmalar {izerinden

ortaya koyup koymadig1 da eksojen irisin uygulamasiyla test edilecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Agr1 Kavram

Insanligin tarif etmekte zorlandig1 agr1 duyusunun bilimsel kavram olarak tanimi
da oldukca zordur. Fizyolojik yapi, ¢evre kosulari, genetik faktorler, din, irk ve benzeri
kavramlar agriya karsi verilen cevabin her toplumda hatta her bireyde farklilik
gostermesine neden olmaktadir. Bir kisi tarafindan agr1 olarak algilanabilen uyaran baska
bir birey tarafindan aynmi siddette algilanmayabilmektedir. Dolayist ile agr1 bireye

Ozgiidiir ve bu nedenle bireysel farkliliklar gosterebilir (4).

Uluslar Aras1 Agr1 Aragtirma Dernegi (IASP) tarafindan gorevlendirilen bir
komitenin sundugu tanima gore agri; ‘‘viicudun belirli bir bolgesinden kaynaklanan, bir
doku harabiyeti sonucu olusan ya da doku harabiyeti olmaksizin meydana gelen, bireyin

edindigi deneyimler ile ilgili hos olmayan emosyonel bir duyum ve davranis seklidir (4).”’

Agrinin hem duysal hem de emosyonel olarak istenmeyen bir durum oldugu
vurgulanmasi gereken temel niteligidir. Bu tanimdan yola ¢ikarak agri duyusunun
hissedilmesi i¢in doku harabiyeti gerekliliginin olmadig1 da sdylenebilmektedir. Ornegin
noropatik agr1 gelisen durumlarda her zaman ndron hasarina bagli olarak agri ortaya
cikmamakta bazi durumlarda néron hasar1 olmaksizin agr1 goriilebilmektedir. Yapilan
biitiin tanimlar bilimsel verilere dayandirilmasina ragmen hala biitiin otoriteler tarafindan
kabul edilen net ve kesin bir agr1 tanim1 olmamasi agri duyusunun ne kadar karmasik bir

stire¢ oldugunu bize gostermektedir.
4.2. Agrimin Siiflandirilmasi

Agri, patofizyolojik mekanizmalar, lokalize oldugu bélge, agrinin siiresi gibi

faktorler géz Oniine alinarak siniflandirilabilir (5).

Nosiseptif agri: Zararli uyarana veya doku haraplanmasi sonucu verilen normal agri
cevabidir. Deri, eklemler, kaslar, viseral organlar veya kemikler gibi viicut bolgeleri bu

tip cevaplar verebilir. Somatik ve viseral agr1 nosiseptif agriya 6rnek olarak verilebilir.

Noropatik agri: Somatosensor sinir sistemini etkileyen primer lezyonlar veya hastaliklar

sonucu ortaya ¢ikan agri tiiriidiir.

Inflamatuvar agri: Doku inflamasyonu sonucu nosiseptif agr1 yolaklarinin aktivasyonu

ve sensitizasyonu sonucu ortaya ¢ikan agri tlirtidiir.



Siddetine gore agri: Agrili uyaranin bireyde olusturdugu siddete gore, hafif, orta ve

siddetli agr1 olarak siiflandirilmasidir.
Siiresine gore agri: Akut ya da kronik agri olarak ikiye ayrilmaktadir.
4.3. Akut Agr1

Akut agri; genel olarak doku hasari, hastalik veya inflamasyon sonucu ortaya
cikan kisa siireli agn tiiriidiir. Lokalizayonu yiiksek olan akut agrinin iyilesme siiresi de
hizlidir. Keskin bir agr1 olarak algilanan bu agr tiirliniin temel rolii organizmay1 zararl
uyaranlara kars1 uyarmaktir (6). Akut agr1 kisa siireli olarak nosiseptorler de duyarliliga

yol acar ve hiperaljeziye neden olur (7).
4.4. Kronik Agn

Kronik agr1 akut agridan farkli olarak, agri duyusunu tetikleyen faktorlerin
ortadan kaldirilmasina ragmen devam eden siddetli ve 1zdirap verici agr tiiriidiir. Agrinin
kronik hale gelme siiresi klinik verilerden yola ¢ikarak 2 ila 3 ay arasinda degismektedir
(8). Diyabet kanser gibi kronik hastaliklar sonucu ortaya ¢ikabilecegi gibi agir
yaralanmalar sonucu da goriilebilir. Kronik agriya neden olan mekanizmalar heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Ancak arastiricilarin ortak kanaati, uzun stireli etkiye maruz
kalan nosiseptorlerin yapisinin bozulmasi sonucu ortaya ¢iktigidir. Artmis duyarlilik,
azalmis agr1 dindirici faktorler, santral ve periferal sensitizasyon ile karakterize edilebilir.
Bu bozulma sonucu nosiseptorler direkt olarak uyarilmasa bile aktif hale gelen

nosiseptorler siirekli olarak agr1 duyusu olusturabilmektedir (9).
4.5. Nosiseptif Agr1

Viicudun neredeyse her bolgesinde bulunan ve agri duyusunu algilayan
nosiseptorlerin uyarilmasi sonucu olusan cevap nosisepsiyon olarak tanimlanmaktadir.
Agr1 ve nosisepsiyon kavrami her ne kadar i¢ i¢ce gecmis kavramlar olsa da bu iki kavram
tam olarak ortiismemektedir. Nosisepsiyon agri algilanmasinin ilk basamagidir daha agik

bir ifade ile zararli uyaranin néral olarak kodlanmasidir (10).
4.6. Nosiseptorler

Nosiseptorler 1906 yilinda Charles Scott Sherrington tarafindan kesfedilmistir.
Sherrington yaptig1 deneylerde farkli tipte uyaranlarin sinirlerde farkli cevaplar

olusturdugunu, bazi uyaranlarin ¢ekilme refleksi, otonom cevaplar ve agriy tetikledigini



gostermistir (11). Bu spesifik uyaranlari algilayan reseptorlere nosiseptor adini vermistir.
Nosiseptorler deri, i¢ organlar, kas, eklem gibi farkli viicut bolgelerinde bulunmaktadir.

Nosiseptorlerin hiicre govdeleri dorsal kok gangliyonlarinda (DK G) lokalizedir (12).

Duysal reseptorler A ve C lifleri olarak iki gruba ayrilir. A lifleri kendi i¢cinde Aa,
AP, Ad ve Ay olmak iizere dorde ayrilir. A tipi lifler genis ve orta kalinlikta miyelinli
liflerdir. Nosiseptorler Ad ve C lifleri olmak tizere iki tiptedir. Ad lifleri zayif miyelinli
akson caplar1 C liflerine gore daha kalindir. C lifleri ise miyelinsiz ve akson g¢aplari
kiicliktiir. A9 liflerinin reseptif alanlar1 kiimeler halinde iken C liflerininkilerde boyle bir

durum goriillmemektedir (13).

Tablo 1. Duysal Noron Tipleri ve Belli Ozellikleri

Duysal Noron Tipleri

Tip | Simflandirma | Cap Miyelin | Ileti Hiz1 | iliskili Olduklar1 Duysal

(pm) (m/s) Reseptotler
Ia | A« 13-20 | Var 80-120 Kas igciginin primer
reseptorleri
Ib |Aa 13-20 | Var 80-120 Golgi tendon organi
I |[Ap 6-12 Var 33-75 Kas igciginin sekonder
reseptorleri

Derideki tim
mekanoreseptorler

II | As 1-5 Zayif 3-30 Dokunma ve basingla ilgili
serbest sinir uglari

Neospinotalamik trakt

Soguk termoreseptdrleri

Iv |(C 0.2-1.5 | Yok 0.5-2 Paleospinotalamik trakt

Sicak termoreseptorleri

4.7. Nosiseptif Siire¢

Nosisepsiyon 3 asamada gerceklesir, bunlar; periferal asama, transmisyon

asamast ve agrinin entegrasyonudur. Kimyasal, termal ya da mekanik uyari



nosiseptorlerin uyarilmasimi saglar. Nosiseptorlerin uyarilmasina neden olan bazi
maddeler sunlardir; serotonin, histamin, glutamat, GABA, sinir biiyiitme faktorii (NGF)
tasikininler, P maddesi, bradikinin, prostaglandinler den bazilar1 (PgE, PgF), laktik asit
ATP, ADP (14).

Agniy1 periferde ve santralde modiile eden birgok farkli kimyasal vardir. Bu
kimyasallarin agr1 iletimindeki rolii birbirinden farklidir, 6rnegin; GABA agr1 iletimini
baskilarken, ATP agr1 iletimini hizlandirir. Periferde kimyasallar sayesinde
nosiseptorlerin uyarilmasi, aksiyon potansiyelinin ateslenmesine ve ilgili nosiseptor
boyunca taginmasina neden olur. Taginan bu agr1 sinyalleri 6nce DKG’den gectikten
sonra santral sinir sistemine girer duysal kortekse kadar tasinir. Her bir kimyasalin

nosiseptor iizerinde baglandig1 reseptdr tipi farklidir.
4.8. Agr1 Duyusunun iletimi
Agr1 duyusunun iletimi dort agamada gergeklesir;

Transdiiksiyon: Mekanik, kimyasal ya da termal uyaranlar doku hasar1 veya yaralanmasi
olusturur. Bu uyaranlar sonucu nosiseptorler uyarilir. Hasarlanan doku bolgesinde
lokositler, trombositler, vaskiiler endotel hiicreler ve immiin hiicrelerden salinan
sitokinler ve noropeptitlerin salinmasi gergeklesir. Salinan bu noropeptid ve
néromediatorler Ad ve C liflerinin uyarilmasina neden olur. Uyarilan nosiseptdrlerden
salinan P maddesi, nosisepsiyonun artmasina, vazodilatasyona, kan akiminin
hizlanmasina ve 6deme neden olur. Artan P maddesi, trombositlerden serotonin ve
bradikinin, mast hiicrelerinden ise histamin salinmasini tetikler. Sonug olarak kimyasal
uyaranlar nosiseptorleri uyararak kimyasal uyaranlarin uygun elektriksel sinyale yani

aksiyon potansiyeline dontistiiriilmesi saglanmis olur (15).

Transmisyon: Artik transdiike olan sinyalin spinal korda taginmasi olayidir. Spinal kord
da sinaps yapan nosiseptorler substantia jelatinosada ndrotransmitter salinimina neden
olur. Norotransmitter salinimini agri iletiminin baskilanmasina veya artarak devam
etmesine neden olur. Transdiiksiyon islemi sonucu, A delta lifleri ile 0,1 sn de spinal
korda taginan ilk agr1 keskin agr1 olarak tanimlanir. C lifleri ile taginan ikinci agr1 yavas

agr1 olarak tanimlanir (10).

Modiilasyon: Doku hasarimi takiben perifer ve ya santralde agri algilanmasinin

degistirilmesi olayidir. Fizyolojik bir siire¢ olan agri modiilasyonu nosiseptdrlerin



cevresinde, merkezi sinir sisteminde, omurilik arka boynuzunda ya da supraspinal
yapilarda gergeklesir. Agr1 modiilasyonu sonucu agri duyusunun algilanmasi
baskilanabilir ya da daha siddetli algilanabilir. Baslica agri modiilasyon sistemleri
sunlardir;

- Inici inhibitdr sistem

- Endojen opioid sistem

- Segmental inhibisyon (16).

Persepsiyon: Agrili uyaranin farkli tipte yollar izleyerek santral sinir sistemine
ulagarak algilanmasi olayidir. Santral sinir sistemi ilk olarak kisa siiren keskin bir agr1
algilar bunu daha uzun siire ve s1z1 seklinde devam eden yavag agri takip eder. Bunun
sebebi agriyr tagiyan nosiseptorlerin fizyolojik ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Duysal kortekse gelen agri sinyalleri daha sonra kortikal ve subkortikal yapilarla entegre
edilerek agrili uyaran kars1 verilecek tepkiler ortaya konur. Bu yapilarin agri sinyalleri
ile aktivasyonu ayni zamanda ge¢misten edinilen deneyimler ile karsilastirilarak agri

siddetinin algilanma derecesi de belirlenmis olur (10).
4.9. Agn Iletim Yollar:

Agrili uyaranlari tasiyan birinci sira néronlarin gévdeleri arka kok gangliyonun
da bulunur. Nosiseptorlerin uzantilar1 omurilige giris yaptiktan sonra iki dala ayrilir.
Birka¢ segment yukar1 ve asag1 hareket ederek Lissauer traktusunu olustururlar. Santral
terminalleri dorsal boynuzun gri cevherinin marjinal zonu (lamina-I) ile subsantia
jelatinosa (lamina-II)’da yer olan noéronlarla sinaps yaparlar. Bu néronlar agr1 yolaginin
ikinci sira ndronlart olarak adlandirilir. Ugiincii sira ndronlar ise talamusta bulunurlar
Talamustan ¢ikan noronlar duysal kortekse ulasir (17). Spinal korda giren agr1 sinyalleri

farkl yolaklar1 izleyerek iist beyin bolgelerine ulasirlar. Bu yollar;

Spino-Talamik Yol: Spinal korda giren agrili uyaranlar burada gri golgede bulunan
lamina I, V ve VII. Bolgede bulunan ndéronlarla sinaps yapar. Buradan koken alan
ndronlar orta hatt1 gegtikten sonra anterolateral ¢ikici sistem icinde ilerleyerek spinal
kordun kars1 tarafinda talamusun ventral posterolateral niikleusunda sonlanir. Bu niikleus
viicudun 6zel bolgeleri i¢in farkli boliimlere ayrilmistir. Talamusdan ¢ikan uzantilarda
kortekse ulasarak postsantral girusta sonlanir. Bu yolak agrinin yer, siddet ve zaman gibi

niteliklerinin algilanmasini saglar (17).
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Spino-Retikiiler Yol: Bu yolak anterolateral ¢ikict sistem igerisinde ilerler. Ponstaki
retikiiler ¢ekirdeklere ve bulbusa uzanir veya kollateral verir. Buradan sag ve sol talamus
intralaminar ¢ekirdeklerine ¢ikar. Buraya ulasan enformasyon amigdala hipotalamus gibi
bircok beyin bolgesine projekte olur. Kortikal ve subkortikal yapilar1 genel uyarici
ozelligi vardir. Ac1 yolagi olarak bilinir (17).

Spino-Mezensefalik Yol: Lamina I ve V’teki nosiseptif ndronlar anterolateral sistem
icinde yol alir, spino-retikiiler yola yakin olarak mezensefalik periakuaduktal gri cevhere
kadar uzanir. Buradan ¢ikan ndéronlar amgidala ve hipotalamus gibi beyin merkezlerine
projekte olur. Bu yolagin periakuaduktal gri cevher ile baglanti1 kurmasi oldukga kritiktir,

bu bolgedeki analjezik etkinligi olan ndronlar bu yolak sayesinde aktive olur (17).
4.10. Agrilh Uyarana Verilen Fizyolojik Cevaplar

Agrili uyarana maruz kalan bireylerde stres durumu gozlenir. Bu stres sempatik
sistemi devreye sokar ve bazi fizyolojik cevaplar olusur, bu cevaplar akut ve kronik

olmak 6zere iki farkl siirecte gézlenebilir (18).

Akut cevaplar; agriya odaklanma, inilti, yiizii burusturma, pupilla dilatasyonu,

inspirasyonda artig, kalp hizinda artis, tiikiiriik sekresyonunda azalma.

Kronik cevaplar; anksiyete, korku, uykusuzluk, kognitif fonksiyonlarda azalma, mental
konfiizyon, yliksek somatizasyon, sistemik ve koroner damar direnci, kan basincinda artis
gastrik ve intestinal motilitede azalma, iiriner sistem fonksiyonunda azalma, antidiiiretik
hormon, epinefrin, aldosteron ve glukangonda artig, insiilin ve testesteronda azalma

hiperglisemi, glikoz intdleransi, insiilin direnci, protein katabolizmasi.
4.11. iyon Kanallan ve Agridaki Rolleri

Iyon kanallar1 viicutta birgok fizyolojik siirecte dnemli rol oynar. Bunlarm
bazilari; kas kasilmasi, aksiyon potansiyelinin ateslenmesi olarak siralanabilir. Birgok
hastaligin temelinde iyon kanallarinin fonksiyonlarinin bozulmasi yatmaktadir. Iyon
kanallar1 agrinin algilanmasi ve iletiminde olduk¢a onemli rol oynar. Nosiseptorlerin
periferik uclarinda ve santral kisimlarinda farkli tipte iyon kanallar1 bulunur. Agr

tedavisinde iyon kanal1 blokerleri nemli bir yere sahiptir (19).

Sodyum Kanallari: Sodyum (Na") fizyolojik kosullarda hiicre disinda 142 mEq/L hiicre

icinde ise 14 mEq/L konsantrasyonunda bulunur. Noronlarda aksiyon potansiyeli
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sirasinda aktiflesen voltaj kapili Na* kanallar1 hiicre i¢ine hizli bir sodyum girisine neden
olarak aksiyon potansiyelinin ateslenmesini saglar. Arastirmalarin sonucunda Na*
kanallarinin duysal néronlarda 6zellikle kiiclik ¢aplit DKG néronlarinda yogun bir sekilde
bulundugu goriilmiistiir (17). Tetrodotoksin (TTX) sodyum kanallarinin dogal blokeridir.
DKG noronlarinda TTX e duyarli iki tip Na* kanali bulunmaktadir. Bunlari hizli (TTX-
S) ve yavas (TTX-R) inaktive olan sodyum kanallaridir. TTX-R kanallarinin aksiyon
potansiyelinin siliresi ve sinir terminallerinden norotransmitter saliverilmesi iizerine
modiile edici 06zeliginin bulundugu bilinmektedir. Deneysel c¢alismalar néron
hasarlanmas1 durumlarinda duysal ve motor néron hiicre govdeleri ve dentritlerinde

anormal Na' kanali artis1 oldugunu gostermistir (20).

Potasyum Kanallari: Potasyum (K") hiicre i¢inde 140 mEq/L, hiicre disinda ise 4 mEq/L
konsantrasyonda bulunur. Aksiyon potansiyelinin ateslenmesinden sonra K* kanallar1
hizla agilarak hiicrenin repolarize olmasina ve aksiyon potansiyelinin susturulmasina
neden olur. Agrinin olusumu ve iletiminde K™ kanallar1 énemli rol iistlenir. Baz1 G-
protein esli reseptorlerin K kanallarini agarak analjezik etki gosterdigi bilinmektedir

21).

Klor Kanallari: Klor (CI') hiicre disindaki konsantrasyonu 103 mEq/L, hiicre i¢inde ise
4 mEq/L olan negatif ylikli bir iyondur. Klor kanallar1 ndron eksitabilitesinin
diizenlenmesinde rol alir. Transmembran klor gradyandindaki degisim GABAA ve glisin

kanallarmin aktivasyonunda rol alarak analjejik siiregte gorev alir (22).

Kalsiyum Kanallar: Kalsiyum (Ca*?) viicutta birgok biyolojik siiregte olduk¢a énemli
rol oynayan ikincil haberci bir iyondur. Ca*? viicutta birgok biyolojik siiregte oldukca
onemli rol oynar 6rnegin; hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonundaki gegici artis, sinaptik araliga
salinan norotransmitter miktarinda artmaya ve hiicre zarinin uyarilabilirliginin modiile
edilmesine neden olur, ayn1 zamanda bu etki iyon kanallar1 sayesinde hiicre disindan
hiicre igine kalsiyumun girmesi sonucuda gerceklesir. Hiicre icine Ca*? girisi 3 yolla

meydana gelir bunlar;

a- Mebranin depolarize olmasi sonucu agilan voltaj kapili Ca*? kanallar1 aracili
b- Ligand kapil1 non spesifik Ca*? kanallar1 aracili

c- Reseptor-duyarli Ca* kanallar1 aracili

Neredeyse biitiin uyarilabilir hiicrelerin plazma membraninda voltaj kapili Ca™

kanallar1 bulunmaktadir. Bu kanallar elektriksel aktiviteyi hiicre i¢inde kimyasal sinyaller

12



haline doniistiiriirler. Hiicre zarinin dinlenim halinde bu kanallar kapali durumdadir, zar
depolarize oldugu anda kanallar agilarak kalsiyumun hiicre igine girmesine neden olur.
Voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (VKKK), uyarilabilirlik olarak iki gruba ayrilir, bunlar;
yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum kanallar1 (L-,N-,P/Q-,R- tip) ve diisiik voltajda
aktive olan kalsiyum kanallar1 (T- tip) dir. L-,N- ve P/Q- tip kalsiyum kanallar1 proksimal
dentritlerde, santral sinir sistemi ndronlarinin hiicre gévdelerinde ve bazi glutamaterjik
sinapslarda bulunmaktadir. N- tip kalsiyum kanallar1 ise spinal kordun dorsal
boynuzunda lamina I ve II de yogun olarak bulunmakta ve primer efferentlerden
norotransmitter saliniminda anahtar rol iistlenmektedir. P/Q- tip kalsiyum kanallar1 da
neredeyse biitiin kimyasal sinapslarda hizli sinaptik transmisyonda Onemli rol
oynamaktadir. Pek ¢ok farkli sinir bolgesinde kalsiyum kanallar1 nosiseptif siirecte

onemli roller iistlenmektedir (23).
4.12. Agr1 Olusumunda Rol Alan Bazi1 Mediatorler

P maddesi: P maddesi tasikinin protein ailesine bagl bir proteindir. Bir ndropeptid olan
P maddesi, néromodiilator ve noérotranmistter gibi davranir (24). P maddesi
nosiseptdrlerin terminalinden agrili uyarana cevap olarak salinir ve agri persepsiyonunda
oldukga kritik bir Oneme sahiptir. Agr1 duyusunun santral sinir sistemine
transmisyonunda gorev alir (25). P maddesi reseptor (NK-1) antagonisti klinik olarak
periferal inflamasyon ve inflamasyonla ilintili nosisepsiyon tedavisinde kullanilmaktadir
(26).

Bradikinin: Doku hasar1 ve inflamasyon proteolitik kallikreinlerin aktive olmasina
neden olur. Kallikreinler, kininojenden bradikinin gibi kininlerin olugsmasina yol acar.
Bradikinin inflamasyon ve agri tetiklenmesinden sorumlu olan bir proteindir. Aktive olan
bradikinin iki adet G-protein kenetli reseptor olan B ve B, reseptoriiniin aktiflesmesine
neden olur. Aktive olan bu reseptorler fosfolipaz C beta ve fosfolipaz A» yolaklarini
devreye sokar. Fosfolipaz C beta ise protein kinaz C yolagini aktive eder. Protein kinaz
C yolagi noronlarda inflamatuvar sinyallesmede kritik rol {istlenir. Bradikinin B2 reseptor

antagonistleri antiinflamatuvar ve analjejik olarak klinik kullanima sahiptir (27).

Prostaglandin: Fosfolipaz A2 tarafindan membran fosfolipidlerinin yikimi sonucu
olusan maddelerdir. PGE; ve PGI; aktivasyonu G-protein esli reseptorler olan EP ve IP
aracilif ile gergeklesir. Prostaglandinler viicutta pek ¢ok dokuda reseptorii bulunur ve

bircok fizyolojik siirecte yer alirlar. Hormon regiilasyonu, kalsiyum mobilizasyonu,
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intraokiiler basincin diisiiriilmesi, vaskiiler diiz kas dilatasyon veya kontraksiyonu, hiicre
biliylimesinin kontrolii, hipotalamusa etki ederek ates olusumu, inflamasyon tetiklenmesi
bunlardan bazilaridir. Prostaglandinler, dorsal boynuz ve spinal kordda duysal ndronlarin
santral terminalinde pre- ve post- sinaptik reseptorleri etkileyerek bu ndronlarin
uyarilabilirligini arttirir ve santral sensitizasyona neden olur. Prostaglandin inhibitorleri

infalamasyon tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (28).

Serotonin: Serotonin, trombositlerden koken alan ve 14 den fazla reseptore etki ettigi
bilinen bir molekiildiir. Bu reseptorlerden sadece 5-HT3 G-protein esli degildir, bu
reseptdr diger serotonin reseptdrii gibi ikincil haberci sistemlerini devreye sokmak yerine
ligand kapili iyon kanallari iizerinden Na® girisine neden olarak nosiseptorlerde
eksitasyona neden yol agar. 5-HT3 antagonistlerinin dorsal kok gangliyonu ve periferde

antinosiseptif 6zellik gosterdigi bilinmektedir (29).

Sinir Biiyiitme Faktorii: Fizyolojik kosullarda sinir biiyiitme faktorii (NGF) noronal
gelisimi saglar. Ancak doku hasari ve ya inflamasyon sonucu NGF miktarinda artis
goriiliir. NGF hiperaljezik cevaplarin dogmasina neden olur. Mast hiicreleri makrofajlar
gibi fakl1 hiicre tiplerinden de salinabilir. Ozellikle ndropatik agr1 gelisen durumlarda
NGF salinimi olduk¢a artar. NGF antagonizasyonu bu tip durumlarin tedavisinde

basvurulan etkin bir tedavi se¢enegidir (30).

Opioidler: Opioidler (morfin benzeri sentetik opiodiler, endojen opiodiler, yar1 sentetik
opioidler) kronik ve akut agr1 tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Orta ve
kiigiik ¢apli DKG néronlarinda bulunan opioid reseptorleri bu noronlarin uyarilabilirligi
iizerinde modiile edici etkiye sahiptir. Opioid reseptdr aktivasyonu direkt ya da indirekt
olarak voltaj kapili kalsiyum ve sodyum kanallarimin kapanmasma, potasyum
kanallarinin agilmasina neden olur. Opiodiler non streroid antiinflamatuvar ajanlarla

birlikte agr1 tedavisinde en yaygin kullanilan farmakolojik ajanlardir (31).

Piirinerjik Sistem Reseptorleri: Piirinerjik reseptorler P2X ve P2Y olmak tiizere iki
gruba ayrilir. Doku harabiyeti sonrasi agiga ¢ikan ATP P2X reseptorleri iizerinden dorsal
kok gangliyonu ve dorsal boynuz néronlarini depolarize eder. P2X reseptorleri dorsal kok
gangliyonu noronlarinda hem periferal terminalde hemde santral terminalde yerlesik
durumdadir. P2X reseptorleri spinal korda duysal transmisyonu modiile etme 6zelligine
sahiptir. Simdiye kadar tanimlanan yedi adet P2X reseptorii alt tipi tanimlanmistir ve

ozellikle baz tipleri agrida 6nemli rol oynar, 6rnegin P2X4 ve P2X7 reseptorleri kronik
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agrinin olusumunda nemli rol oynar. Inflamasyonun devam etmesi DKG néronlarinda

P2X3 ve P2X4 reseptorlerinde artisa neden olur (32).

Transient Reseptor Potansiyel Kanallari: Transient reseptdr potansiyel (TRP)
kanallar1, pek ¢ok plazma membraninda lokalize olmus iyon kanallaridir. Vaniloid
reseptor olarak adlandirilan ve aci biberin etken maddesi kapsaisine duyarli olan TRPV},
Ca’"a yiiksek gecirgenlik gosterir. TRPV ayrica 43 °C iistiindeki sicakliklarda aktive
olarak agrinin olusmasina neden olur. TRPVi, ATP ve bradikininle sensitize olarak
sicaklik esigi 30 °C’nin altina diisebilir. Diger bircok TRP kanallarinin da farkli sicaklik
degerlerinde aktive oldugu bilinmektedir, 6rnegin; TRPV; (34-38 °C), TRPMg 28 °C’nin
altinda ve TRPA; 17 °C’nin altinda (33).
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4.13. Dorsal Kok Gangliyon Noronlarinda Hiicreici Kalsiyumun Rolii

Dorsal kok gangliyonlar1 primer duysal afferent néronlarin hiicre gévdelerinin
bulundugu yapilardir. Propriosepsiyon, dokunma ve agri1 gibi duyularin santral sinir
sistemine girmeden oOnce ilk ugradiklar1 anatomik boélgelerdir. DKG’ler agr1 iletim
yolaklarinin 6nemli bir bolgesi olmast nedeni ile farmakolojik olarak ilgi ¢eken ve

periferal agr kesicilerin arastirildigi bir bolgedir.

Kalsiyum, néronlarda 6nemli rol oynayan ikincil haberci bir iyondur ve bu rolii
DKG noéronlarinda da tistelenmektedir. Kalsiyum seviyesindeki artis DKG noronlaridan
norotransmitter saliverilmesine neden olarak agr1 gibi duysal uyaranlarin santral sinir
sistemine iletilmesine yol acgar. Kalsiyumun hiicre i¢ine girerek, hiicre i¢i kalsiyum
depolarin1 uyarmasi ve bu depolardan hiicre i¢ine kalsiyum salinmasi olay1 ‘‘kalsiyum
tetiklemeli kalsiyum salinim1’’ olarak bilinir ki bu siire¢ DKG néronlarinda da gegerlidir.
Dolayis1 ile agri iletiminde kalsiyum homeostazisinin dengelenmesi, artan kalsiyum
duyarliligimmin azaltilmas1 ya da kalsiyum kanallarinin 6zelliklerinin  yeterince

aydinlatilabilmesi agri iletimin anlagilmasinda kritik rol oynar (35).
4.14. Diyabet

Diabetes mellitus genellikle diyabet olarak isimlendirilen, kalitimsal ve ¢evresel
etkenlerin birlesimi ile olusabilen, kan glikoz seviyesinin artigiyla (hiperglisemi)
sonuglanan patofizyolojik bir durumdur. Kan sekerinin diizenlenmesi c¢ok sayida

kimyasal madde ve hormonun etkilesimi sonucunda saglanir.

Glikoz metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan hormonlardan en
onemlisi pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan insiilindir (36). Diyabet ya insiilin
iiretiminin azalmas yliziinden (Tip 1 diyabette) ya da insiiline kars1 direng¢ gelismesiyle
(Tip 2 diyabette ve gestasyonel diyabette) olusur. Her iki durum da sonugta kan sekerinin
yiikselmesine (hiperglisemi) neden olur. Insiilin, glikozun kandan hiicrelere (basta kas
ve yag hiicreleri olmak {izere, ama santral sinir sistemi hiicrelerine degil) ge¢isini
diizenleyen en Onemli hormondur. Bu yiizden insiilin yetersizligi ya da insiilin
reseptOriiniin insiiline kars1 hassasiyetinin kaybolmasi tiim diyabet tiirlerinde énemli bir
rol oynar. Besinlerle alinan karbohidratlar alinmalarindan birka¢ saat sonra bir
monosakkarit olan glikoza doniistiiriiliir. Glikoz, kanda bulunan temel karbohidrattir ve

viicut tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilir. Bu doéniisiim islemi, fruktoz, pek ¢ok
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disakkarit (sukroz ve bazi bireylerde laktoz haricinde), ve nisasta haricindeki hemen
biitiin polisakkaritler i¢in gecerlidir. Insiilin pankreasin Langerhans adaciklarinda
bulunan Beta hiicrelerinden (Bhiicreleri) kandaki glukoz seviyesinin artmasina (basitge
yemeklerden sonra) yanit olarak salgilanir. Insiilin viicuttaki hiicrelerin yaklasik iigte ikisi
tarafindan kandaki glukozu alip, onu enerji kaynagi olarak kullanmak, bagka molekiillere
cevirmek ya da depolamak igin kullanilir. insiilin ayrica karaciger ve kas dokusunda
glukozu glikojen halinde depolamak icin gerekli sinyali saglayan ana hormondur.
Kandaki glukoz seviyesinin diigmesi, hem pankreastan salgilanan insiilin miktarinin
azalmasina hem de glikojenin pargalanarak glukoza doniismesine neden olur. Bu islem
esasen glukagon hormonu tarafindan kontrol edilir. Glukagon insiilinin etkisine ters etki
gosteren bir hormondur. Glikojenin pargalanmasiyla olusan glukoz tekrar dolasima
verilerek kan glukoz seviyesi arttirilir. Bu mekanizma kas hiicrelerinde mevcut degildir.
Kas hiicrelerinde depolanan glikojen glukoza dontstiiriildiikten sonra sadece kas

hiicreleri tarafindan acil ihtiyaci kargilamak i¢in kullanilir.

Yiiksek insiilin seviyeleri hiicre biiylimesini ve hiicre boliinmesini arttirmak,
protein sentezini ve yag depolanmasini arttirmak gibi baz1 anabolik etkiler yapar. insiilin
pek cok iki yonlii metabolik yolakta islemin katabolizma’dan anabolizmaya dogru olmasi
icin gerekli sinyali saglar. Bu durumda insiilin yoklugu sozii edilen metabolik islemlerin
anabolizmadan katabolizmaya dogru olmasina yol acar. Yani diisiik insiilin diizeyleri
viicudun yag molekiillerini yakmaya baglamasina neden olur ve bunun sonucunda viicut
ketozis denilen metabolik durum igerisine girer. Eger mevcut insiilin miktar1 yeterli
degilse, hiicreler insiiline zayif derece yanit veriyorlarsa ya da insiilin molekiiliinde
herhangi bir bozukluk varsa hiicreler ihtiya¢ duyduklar1 glukozu hiicre igerisine alamazlar
ya da sonra kullanilmak {izere karaciger ve kasta depolayamazlar. Bu durumun net sonucu
olarak, kan sekeri yiikselir, protein sentezi azalir ve asidoz gibi metabolik bozukluklar
ortaya ¢ikar. Pankreasin Beta hiicrelerinden insiilinin salgilanmasi glukoz metabolizmasi
tarafindan uyarilir. Glukozun metabolize olmasiyla sentezlenen ATP hiicre igindeki
ATP/ADP orami artirir. Bu durum ATP-duyarli potasyum (K') kanallarinin (Katp)
kapanmasina neden olur. Hiicre disina ¢ikamayan K™ hiicre zari potansiyelinin
yilikselmesine ve hiicre membraninin depolarize olmasina yol agar. Bu durum voltaj-
duyarl kalsiyum (Ca?") kanallarini agar ve hiicre igine giren Ca*" insiilinin depo edildigi

graniillerden ekzositoz yoluyla hiicre disina ¢gikmasina neden olur (37).
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Diyabet tekrarlayan ya da kalic1 hiperglisemi ile karakterizedir. Ag¢lik plazma
glukoz seviyesinin 126 mg/dL (7,0 mMol/l) ya da daha yiiksek olmasi veya hastanin
hiperglisemi belirtileri gostermesi ve rastgele Olcililen plazma glukoz seviyesinin 200
mg/dL (11,1 mMol/l) ya da {izerinde olmasi bireye diyabet tanis1 koymak icin olgiittiir
(38). Diyabet hem lokal hemde sistemik olarak organizmay1 oldukga etkileyen metabolik
bir siirectir. Akut ve kronik donemlerde oldukga yaygin etkili komplikasyonlara neden
olabilmektedir. Akut komplikasyonlar; diyabetik ketoasidoz, hiperglisemik hiperozmolar
asama, hipoglisemi diyabetik koma, erektil disfonksiyon, solunum disfonksiyonlari
olarak siralanabilir. Kronik komplikasyonlar ise; diyabetik kardiyomiyopati, diyabetik
nefropati, diyabetik ndropati diyabetik retinopati, diyabetik miyonekroz vs. olarak

siralanabilir (39).
4.15. Diyabetik Noropatik Agr1 Patofiyolojisi

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu verilerine gore diinya genelinde 328 milyon
insan diyabet hastaligi ile yasamina devam etmektedir (40). Bu hastalarda en sik gelisen
komplikasyonlardan biri diyabetik ndropatidir. Noropatiler arasinda en yaygin goriilen
distal simetrik polindropati (DSPN) hastalarin % 90’1ina yakin bir oranda karsilasilan
primer noropati tipidir. Genel olarak DSPN tirnak ve distal ayak kisimlarini etkilemekle
birlikle hastaligin ilerleyen evrelerinde ayak ve bacaklarin proksimal kisimlarini da
etkileyebilmektedir. Ilerleyen evrelerde otonom ve somatik sinirleri de etkisi altina
alabilen noropati beraberinde retinopati ve nefropatiye de hastalik komplikasyonlar
olarak agiga ¢ikmaktadir (41). Agrili ndropatt DSPN’nin en belirgin klinik
semptomlaridir. Morbidite ve mortalite oran1 oldukga yiiksektir (42). Siklikla hastalarin
agr1 duyusunu hissettikten sonra hekime basvurdugu gercegi bilinmektedir. Bu hasta

grubunda agr1 gelisimi oraninin % 10 ila % 26 arasinda oldugun goriilmektedir (43).

Diyabetik ndropatik agri (DNA), karincalanma, yanma, keskin agri1, sizlama gibi
hislerle karakterize bir agr tiiriidiir. Bu semptomlar 6zellikle gece doneminde daha da
aktiflesir ve uyku problemlerine yol agabilir (44). Oldukea 1zdirap verici olan bu agri tiirii
giinliik aktivitelerin yapilmasina engel olabilmekte, hastay1r sosyal olarak pasifize
edebilmektedir. DNA siirekli olarak hissedilebilmekte ve bazen yiizeysel allodoni de
DNA ye eslik edebilmektedir (45).

DNA patogenezi heniiz tam olarak anlagilamasa da, elde edilen veriler 15181nda bu

stirecin nasil gelistigi hakkinda bazi teoriler ileri siirtilmektedir. Bunlar; periferal sinirleri
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besleyen damarlarin yapisinda meydana gelen morfolojik ve fizyolojik hasarlar,
metabolik ve otoimmiin bozukluklarin neden oldugu glial hiicre aktivasyonu, sodyum ve
kalsiyum kanal ekspresyonunda degisimler, santral sinir sisteminde artmis talamik
vaskiilarite, agr1 duyusunu kolaylastirict ve inhibe edici inici yolaklarin dengesinde
bozulma olarak siralanabilmektedir. Ayni zamanda ilerleyen yas, sigara ve alkol
kullanimi, glikoz intdlerans1 DNA olusumuna katkida bulunan faktorler arasinda
sayilabilir (41, 46). Diyabet olusumu diyabetik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi ve
patofizyolojik siirecleri aciklayabilecek bazi preklinik ve klinik veriler olmasina ragmen
neden bazi hastalarda agr1 goriildiigii bazilarinda ise goriilmedigi heniiz tam olarak
aciklanabilmis degildir. Ozellikle metabolik hastaliklar diyabetik néropati gelisimine
neden olan primer etkendir. Hiperglisemi, poliol yolag: aktivitesini arttirmaktadir. Bu
yolak enzimlerinden biri olan aldoz rediiktaz glikozdan sorbitol katalizlenmesine neden
olur. Sorbitol ikinci basamakta nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’n (NADP) NADP"
ya doniigmesine neden olur. Hiper glisemik siirecte aldoz rediiktazin glikoza afinitesi
oldukga yiiksektir, bu afinite hiicre membraninin gegemeyen sorbitolun hiicre i¢inde
birikmesine ve hiicrede ozmotik stres yaratmasina neden olmaktadir (47). Poliol yolak
hiper aktivitesi patojenik etkenler yaratmaktadir, bunlar; NADPH ve NAD" doniistiiriicii
faktorlerinden artis, buna bagli olarak glutatyon rejenerasyonun da azalma, glikasyon son
irlinlerinde artig, diagilgliserol ve protein kinaz C {iretim ve aktivasyonu olarak
siralanabilir. Bu siiregler oksidatif stres ve toksik tiirlerin birikiminde artisa neden
olmaktadir (48). Artmis oksidatif strese paralel olarak antioksidan kapasitedeki azalma
diyabetik noropati gelisiminin tetikleyici faktorleri arasindadir. Ancak ndropati
gelisimini hiicresel stresle simirlandirmak biitiin  patofizyolojik siireci aciklamada
yetersizdir. DNA ayn1 zamanda bozulmus mikrovaskiilarite ile de iliskilendirilmektedir.
Mikrovaskiilaritenin bozulmasinin sonucu olarak periferal ve santral perfiizyon islevi
kisitlanmakta ya da ortadan kalkmaktadir (49). Sinirleri besleyen damarlarin bazal
laminalarinda kalinlasma ve hiyalinizasyon sonucu noéral iskemi olusmaktadir (50).
Damar yapisindaki bu degisimler, kapiller membran plazma protein uzantilarinin
endondriyuma dogru hareketine neden olarak, siskinlige neden olmakta, bolgede biriken
intersitisyel sivida sinirlerdeki basinci arttirmaktadir. Artmis bu intersitisyel bacinca
artmis kapiller basing eslik ederek 1ilgili bolgedeki trombus ve fibrin gelisimi
baskilanmaktadir. Hiperglisemi hipoksiyi tetikleyerek ozellikle duysal sinirlerde
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elektriksel stabilitenin degismesine de neden olabilmektedir (51). Sinir iskemisinin bir
sonucu olarak hem diyabetik hastalarda hem de deney hayvanlarinda 6zellikle proksimal
ve distal segmentlerde sinir kayb1 olusmakta, buna bagli olarak intraepidermal sinir
yogunlugunda azalma gozlenebilmektedir (52). Sinir kaybinin yami sira, DNA
patogenezinde aksonal rejenerasyon ve miyelin kilif degisimi de karakterize
stireclerdendir. Demiyelizasyon o6zellikle, miyelin kilift destekleyen Schwann
hiicrelerinin miyelin kilif destek 6zelliginin ortadan kalkmasi ile iligkilidir (53). DNA
hastalarinda endotel fonksiyonunda azalma da goz ardi edilmemesi gereken etkenler
arasindadir. Diyabetli hastalarda asetilkolin ile indiiklenen vazodilatasyonda azalma,

sempatik sinir sistemi aracili vazokonstriksiyonda ise defektler goriilmesi de olasidir (54).

Her ne kadar mikrovaskiilarite bozuklugu, artan oksidatif stres, antioksidan
etkinliginin azalmasi, oksijenizasyonda azalma periferal sinir fizyolojisini bozsa da bu
stire¢ ilgili sinir ya da sinirlerin bir takim molekiiler ve hiicresel degisimi ile de
karakterizedir. Zamanla beslenemeyen, hasarlanan sinir sonlanmalarinda bir takim
degisiklikler meydana gelmesi kaginilmazdir. Bu molekiiler degisimlerin de spontan
agriya neden olduguna inanilmaktadir. En yaygin kabul edilen hipoteze gore hasarli sinir
sonlanmalariin trettigi aksiyon potansiyelleri santral sinir sistemi tarafindan agri
duyusu olarak yorumlanmaya baslamasidir. Sinir hasarlanmasi sonucu periferal
sinirlerde iyon kanali ekspresyonunda ki degisimler ilgili sinirde hipereksitabiliteye
neden olmakta bu da noropatik agri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (55). Bu iyon
kanallarindaki degisim 6zellikle sodyum kanal tiplerinde goriilmektedir. Noropatik agri
gelisimi sirasinda voltaj kapili sodyum kanallarinin up-regiilasyonu bir ¢cok ¢aligmanin
sonucu elde edilen bulgulardandir (56). Hayvan g¢alismalarindan elde edilen verilerde
diyabetik hayvanlarda, dorsal kok ganliyonunda, Nav1.3 ve Nav1.7 voltaj kapili sodyum
kanali alt tiplerinin sayisinda artig gorlilmiistiir. Bu kanallar 6zelikle aksiyon
potansiyelinin tetiklenmesi siirecinde rol almaktadir (57). Nav1.3 kanal ekspresyonunun
allodoni olusmus diyabetik sicanlarda DKG’de bulunan kiictik ve biiyiik ¢apli ndronlarda
artt1ig1 da bulunmustur. Periferal nosiseptorlerde bulunan Nav1.8 kanal ekspresyonunda
azalma, ranvier bogumunda bulunan Navl.6 kanal ekspresyonunun degisimi de g6z
oniinde bulunduruldugunda aslinda bir¢gok sodyum kanali alt tipinin ndropatik agri
olusumunda rol aldig1 sdylenebilir (58, 59). DKG gangliyonlarina 6zellikle kiigiik capl

noronlarda ortaya ¢ikan bu degismis sodyum akimi, polimodal C liflerinin duysal
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enformasyon aktarimimda artisi  ve dolayis1 ile nosiseptif transmisyonu
aciklayabilmektedir (60). Klinik caligmalardan elde edilen bulgularda da, diyabetli
hastalarda nodal sodyum akimin arttig1 gozlemlenmis ve preklinik ¢alismalarla ortiisen

veriler elde dilmistir (61).

Sodyum kanal arborizasyonundaki bu degisim, sinirlerde artmis uyarilmalara
neden olmakta, ilgili sinir grubu aksiyon potansiyeli lretmekte, artan bu aksiyon
potansiyeli frekansi da santral sinir sisteminde agri duyusu algisinda artisa neden

olacaktir.

fyon akimindaki bu degisimler sadece sodyum kalan degisimi ve buna bagh
olarak gozlemlenen sodyum akimindaki degisiklikler ile sinirli degildir. Kalsiyum kanal
ekspresyonunda da belirgin baz1 degisimler goriilmektedir. Bozulan bu kalsiyum akimi
duysal ndéronlarda artmis kalsiyum girisine ve P maddesi ile glutamat saliniminda artisa
neden olmaktadir (62, 63). Hiicre dinlenim membran potansiyelini dengeleyen potasyum

iyon akimi da degiserek noronal hipereksitabiliteye katki saglayabilmektedir (64).

Glial hiicreler (mikro ve makroglia), sinir sisteminde noéronlara destek olarak
miyelin kilif olusumunu gerceklestiren, ndronlar1 beslenmesini ve olusan metabolitlerin
uzaklastirilmasini saglayarak néronal homeostazisi saglayan hiicre ¢esitleridir. Bu hiicre
tiplerindeki degisimlerin bir¢ok sinir sistemi hastalifinda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (65). DKG ve spinal kord hasarlanmasinda bu hiicrelerin anormal bir
sekilde prolifere oldugu bilinmektedir (66). Periferal sinir yaralanmasi sonucu mikroglia
hiicrelerinde artig, beraberinde, sitokinler gibi bazi inflamatuvarlarda artisa, kemokin,
nitrik oksit gibi sitotoksik artisina ve serbest radikallerde artigsa sebep olmaktadir (65).
Norotransmitterlerin sinaptik araliktan uzaklastirilmasinda rol alan bu hiicreler, patolojik
stireclerde bu islevlerini yerine getiremeyerek agri duyusunda rol alan

ndrotransmitterlerin sensitizasyonunun arttirmasini engelleyemez hale gelmektedir (67).

Periferal dokulardaki bu patolojik degisiklikler elbette ndropatik agri olusum
stirecinde karsimiza cikan ve tedaviye 1sik tutan yolaklardir. Ancak noropatik agri
gelisimi sadece bu boélgelerde bazi degisikliklere neden olmakla kalmamakta ayni
zamanda santral sinir sisteminde de patolojik siirecler tetiklenmektedir. Bu yolaklardan
en belirgini glutamat ve NMDA reseptor ekspresyonunda artig goriilmesidir. Glutamat da
ki bu artis santral sensitizasyonu arttirmaktadir (68). Bir diger etki ise GABAB

reseptoriinde azalma goriilmesidir (69). GABA daki azalma glutamat etikligindeki artis,
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kalsiyum akiminin artmasina, artmis kalsiyum akimi, eksitator norotansmitterlerin
aktivitesinde artisga ve sonu¢ olarak agri duyusunun santral sinir sistemi tarafindan

algilanmasinda artisa neden olacaktir.
4.16. Diyabetik Noropatik Agr1 Tedavisi

DNA’nin patofizyolojisi’nin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasi,
mekanizmanin ¢dziilememesi, tedavi imkanlarin1 oldukca kisitlamamaktadir. Ozellikle
tedavi segeneklerinde ki yliksek maliyet ve yan etki tedaviyi giiclestirmektedir (70). Tek
basina ya da kombine halde kullanilan bir¢ok farkli ilacin diyabetik agriy1 dnlemede
plaseboya gore daha etkili oldugunu gostermesine ragmen hastalarin gogunda agri hissini
tam olarak ortadan kaldiramadigi gorilmistiir. Klinik uygulamalarda genel olarak agri
hissinin % 50 oraninda azaltismis olmasi basar1 olarak kabul edilmekte glisemik kontrol
gibi tedavilerle kombine edilerek hastanin uyku bozuklugu, depresyon gibi durumlari da
kismen 1iyilestirilebilmektedir (71). Tedaviye yonelik uygulamalar multidisipliner ve
multimodal olmasina ragmen hepsi farmakolojik temellidir. Agr1 tedavisindeki
yonelimler klinisyen yaklasimlari agisindan farklilik gosterdigi i¢in uygulanan ilaglar da

degismektedir.

Antikonviilzanlar arasinda yer alan pregabalin, DNA tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (72). Voltaj kapili kalsiyum kanallarimin 026 iceren alt iinitelerine
baglanarak bu kanallarin bloklanmasina ve eksitator ndrotransmitter saliniminin
baskilanmasina neden olur (73). Pregabaline benzer bir etki gosteren gabapentin de DNA
tedavisinde kullanilmaktadir. Bazi antidepresanlar serotonin geri alimimi engelleyerek
caligan ilag tipleridir. Serotonin geri aliminin baskilanmasi ile elde edilen analjezik etki
DNA tedavisinde kullanilan bir bagka farmakolojik yaklagimdir (74). Opiodiler ikinci
alternatifler arasinda kullanilan ila¢g grubudur. Tedavi etkinligi antikonviilzan ve
antidepresanlara nazaran oldukga smirlidir (75). Kapsaisin igeren topikal kremler DNA
tedavisinde alternatif olarak kullanilabilen lokal ajanlardir. Kapsaisin C liflerinin etkinligi
degistirerek agrili nosiseptif sinyallerin santral sinir sistemine aktarimi baskilar. Ancak
diisiik konsantrasyonlarda kapsaisin kullaniminin etkisizligi, yiiksek oranda kullanimin
ise deri tahribatina yol a¢gmasi nedeni ile bu tedavi yontemi etkinlik olarak zayif
kalmaktadir (76). Duysal néronlarda sodyum kanallarini bloklayan lidokain diger DNA
tedavi ajanlari ile kombine edildigi zaman etkinligi artan ve tercih edilen ajanlardandir.

Ancak lidokain irritasyonu olustugu géz oniinde bulunduruldugun da kullanim siiresi
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kisitli olmaktadir (77). Oksidatif stresi azaltan alfa lipoik asit, nitrik oksit donorii olan

isosorbid dinitrat spreyler de DNA tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlardir.
4.17. Deneysel Agr1 Modelleri

Inflamatuvar agr1 modelleri: Zararli uyarilarin arka pencenin tilysiiz (termal) veya
tilysiiz ve killi (mekanik) derisine uygulanan yaygin inflamatuvar agr1 modelidir. Agr1
cevaplar1 genel olarak 1stya (saniye) veya mekanik geri ¢cekme esigine (g veya mN) gore
latans cinsinden belirlenmektedir. Bazal agr esikleri belirlendikten sonra, dorsal tiiylii
veya ventral tiiysiiz deri igine bir inflamojen enjekte edilir ve ¢ekilme tepkileri zaman
icinde (saatler ila gilinler) degerlendirilir. Enjeksiyon sonrasi cevaplar hiperaljeziktir;
yani, 1s1ya tepki gecikmesi daha hizlidir ve mekanik agr1 esikleri (her biri farkli egilme
kuvveti olan von Frey benzeri naylon monofilamentler kullanilarak degerlendirilir) daha
diisiiktiir. Hiperaljezinin dogas1 ve siiresi inflamasyonlar arasinda farklilik gosterir, bazi
inflamasyonlar daha fazla termal hiperaljezi ve bazilar1 ise daha biiyilk mekanik

hiperaljezi olusmasine neden olur.

Arka penge enjeksiyonunda formalin veya kapsaisin yogun (kisa siireli (bir dakika
ila on dakika), siirekli agri) olarak kullanilmaktadir. Formalin etkisi konsantrasyona
baglidir ve temel olarak iki agsamali ortaya c¢ikan arka bacak yalama ve sallanmasi ile
karakterizedir. Birinci asama kisadir (yaklasik 10 dakika) ve kisa bir siire (~ 5 dakika)
goreceli durgunluk periyodu goriiliir bundan sonra ikinci bir sallama ve yalama faz1 ek
bir 50 dakika siirer. Kapsaisin'in intradermal enjeksiyonu, kapsaisinle liretilen agri
coziildiikten sonra saatlerce devam eden, hiperaljezi ile iligkili olarak nispeten kisa siireli

(dakika) ancak yogun agr1 olusturur (78).

Tail Flick Modeli: Tail flick testi, hayvanlardaki agr1 tepkisini 6l¢en bir testtir. Temel
agr1 arastirmalarinda ve analjeziklerin etkinliginin 1siya tepki gozlemlenerek
ol¢iilmesinde kullanilir. Ik kez 1941'de D'Amour ve Smith tarafindan tanimlanmistir
(79). Cogunlukla, bir 151k demeti hayvanin kuyruguna odaklanir ve bir zamanlayici
baglar. Hayvan kuyrugunu oynattiginda, zamanlayici durur ve kaydedilen siire (gecikme)
agr1 esiginin bir 6l¢iisii olarak degerlendirilir. Uygulanan ilacin agr1 esigindeki etkinligini
test etmek amaciyla arastirmacilar test edilen ilacin uygulanan hayvan tarafindan
hissedilen agr1 miktarini ne dl¢lide azalttigini 6l¢mek i¢in genellikle kuyruk flikeri testini
kullanmaktadir (80). Hem laboratuvar fareleri hem de siganlar, bu testler i¢cin kullanima

uygundur. Bu kemirgenlere genellikle agriya yanitin zayiflamasindan sorumlu olan
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analjezikler verilir. Agriya karst zayiflamis bu cevaplar altinda etkinlik siklikla
yutulduktan 30 dakika sonra zirve noktasina ulasirken, arastirmacilar kuyruklari sabit
1stya maruz birakarak ne kadar siireyle hareket ettigini 6l¢iip analjeziklerin etkinligini test
ederler (81).

Noropatik agr1 modeli: Noropatik agri karmasik patogenezi, mekanizmasinin tam
olarak irdelenememis olmasi gibi nedenlerden dolayr aragtirmasi olduk¢a zor bir
patolojik siirectir. Etik problemler ve noropatik agrinin bireylerde olusturdugu geri
doniisiimsiiz hasar nedeni ile insan ¢alismalar1 oldukca kisitlidir. Bu sebeplerden dolayi
tedaviye yonelik uygun farmakolojik ajan, doz, mekanizma irdelenmeleri deney

hayvanlar lizerinden yiiriitilmektedir.

Noropati indiiklenmesinde kullanilan yontemler periferal ve santral ndropati
indiiklemesi olarak ayrilabilir. Uygulanan yontemler kimyasal bir ajanla olabilecegi gibi
sinir hasarn fiziksel olarak da tetiklenebilir. Diyabetle indiiklenmis néropati en yaygin
kullanilan yontemler arasindadir ve periferal diyabetik noropati ¢aligmalari i¢in oldukca
uygun bir yontemdir. Bu yontemle tetiklenmis néropatinin semptomlari artmis termal ve
titresim esikleridir. Bu yontemde gozlemlenebilen semptomlar parastezi, allodoni,
hiperaljezi ve normal sinir fonksiyonlarina eslik eden spontan agr1 olarak siralanabilir
(82). Diyabetle indiiklenmis noropatinin ¢alisildig1 birkag hayvan modeli bulunmaktadir.
Bunlar arasinda en yaygin kullanilan yontem pankreatik [ hiicrelerini harap ederek
diyabet olusmasina neden olan streptozotosin (STZ) ve alloksan uygulamasidir (83).
Hayvan modelleriden subkutan STZ uygulanmasi yaklagik 2-3 haftalik siire¢ sonunda C
lifleri lizerinden hiperaljezi ve hipersensitivite olusturmaktadir (84). Akut donemden

sonra Ozellikle 5 haftadan sonra hipoaljezi gelisimi hiperaljezinin yerini almaktadir (85).
4.18. Norodejenerasyon ve Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejenerasyon, giderek ilerleyen, noronlarin yap1 ya da fonksiyon kaybina
neden olan, ileri evrelerde néron olimii de gozlemlenebilen karmasik bir siirectir.
Norodejenerasyon sinir sisteminin biitiin bdliimlerinde meydana ¢ikma ve o bolgeyi
hasara ugratma potansiyeline sahiptir (86). Hiicresel ve hiicre alt1 boyutta olusmaya
baslayan norodejenerasyon devaminda Parkinson, Alzheimer gibi noérodejeneratif
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Son yillarda diinya genelinde insidansi

artan norodejeneratif hastaliklar {ilkemiz i¢in de 6nemli bir saglik sorunu haline gelmis
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bulunmaktadir. Genel itibar1 ile norodejeneratif hastaliklar kortikal, subkortikal
serebellum, spinal kord, periferal sinirler gibi bolgelerin hasarlanmasi sonucu ortaya
¢ikan patolojik durumlar olarak siniflandirilir (87). Ozellikle yasliliga bagli olarak ortaya
¢ikan nérodejenerasyon yalnizca yas faktorii ile agiklanabilecek bir patofizyolojik durum
degildir. Yas faktoriinden bagimsiz olarak santral sistemi etkileyecek pek cok siire¢
norodejenerasyona ve devaminda nérodejeneratif bir hastaliga neden olabilir. Ornegin;
virlisler direkt olarak noronlar1 etkileyerek dejenerasyon yapabilme 6zelligine sahiptir
(88). Benzer sekilde kan beyin bariyerinin gegirgenligindeki defektler, miyelin kilif
tahribati, aksonal yaralanma, glial hiicre defektleri, inflamatuvar hiicre varlig: gibi santral
sinir sistemini etkileyen faktorlerde ndrodejenerasyona neden olabilmektedir (89).
Ozellikle miyelin kilif kayb1 ndropatik agr1, paraliz, kas spazmlar1 gibi klinik semptomlari
aciga cikartarak hekime hastalik siireci hakkinda bilgi sunmaktadir (90). Bu makro
stireglerin yani sira, proteopatiler, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin bozulmasi, hiicre
membran biitiinliglin  kaybolmasi, mitokondriyal bozukluklar, aksonal tasinim
bozukluklari, apoptosiz gibi daha mikro siire¢lerde nodrodejenerasyona neden
olabilmektedir (91). Direkt santral sinir sistemini etkilemeyen bir toksisite veya diyabet
gibi metabolik bir hastalik periferal duysal noronlari tahribata ugratarak periferal
noropatiyi tetikleyebilmekte ve norodejeneratif bir hastaligin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir (92). Norodejeneratif hastaliklarin siniflandirilmast, klinik bulgular, hiicre
kaybmin goriildiigii anatomik bolgeler patojenik siiregle iligkili proteinlerin

konformasyonel degisimleri ve eger biliniyorsa etiyolijk olarak gergeklestirilebilir (93).

Klinik Simiflandirma: Bu siniflandirmada yiiksek beyin fonksiyonlarindaki bozukluklar
hareketle ilintili motor sistem disfonksiyonlar1 veya kombine bir sekilde gézlemlenen
semptomlar goz oniline alinmaktadir. Bu bulgularin elde edildigi ve en sik néron hasari
gozlenen bolgeler; hipokampus, limbik sistem, entorhial korteks, singulat korteks ve
neokortikal alanlardir. Ornegin demans problemi &zellikle frontal korkteskde olusan
ndrodejenerasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bazal gangliyonlar, serebellum ve beyin
sapt gibi boliimlerin hasarlanmasi sonucu hareket kisitligi yani hipokinezi goriilen

Parkinson ve ya hiperkinezi goriilen Chorea hastalig1 olusmaktadir.

Noropatolojik Simiflandirma: Noropatolojik smiflandirma su temeller {izerine
oturtulmaktadir; reaktif astrogliozis ve noral kaybin anatomik dagilimindaki degisimler,
buna ek olarak prion hastaligindaki spongiform gibi histolojik degisikliklerin goriilmesi

ya da protein katmanlarinin sinir sistemindeki gelisimidir.
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Norodejeneratif hastaliklarla ilintili proteinler: Bu proteinler mikrotiibiiler sistem

proteinleri, niikleer proteinler gibi farkli alt tipte proteinler olabilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklarin gelisme mekanizmasinin oldukca karmagik olmasi
tedavi maliyetlerinin yliksek ve tedavi seceneklerinin norodejeneratif hastaliklari ortadan
kaldirmada yetersiz olmasi, arastiricilar1 endojen mekanizmalarin irdelenmesine
yoneltmektedir. Parkinson, Alzheimer ve polimodal distal néropati gibi hastaliklarda kok
hiicre tedavisi cerrahi miidahaleler, farmakolojik tedaviler her ne kadar kismi basarilar

sunsa da heniiz tam manasi ile etkin bir tedavi bulunmamaktadir (94).
4.19. Egzersiz ve Egzersiz Tipler

Fiziksel egzersiz, fiziksel fit olma durumunu arttiran ya da koruyan viicut
aktivitesinin arttig1, saglikli olma yoniinde viicudu harekete geciren durumlar icin
kullanilan bir kavramdir (95). Fiziksel egzersiz, kozmetik kaygilarin giderilmesi, kilo
verme, kardiyovaskiiler sistem diizenlemesine yardimci olma, yaglanmay1 geciktirme kas
kitlesinin gelisim ve sekillenmesi gibi bir¢ok farkli sebepten otiirii uygulanabilmektedir.
Diizenli yapilan egzersizin, immiin sistemi giiclendirdigi metabolik hastaliklara
yakalanma riskini azalttig1, norodejeneratif hastaliklarin goriilme sikligini diistirdiigiide,
egzersizin bilinen faydali etkileri arasinda sayilabilir (96). Fiziksel egzersiz kavrami,
yiiriime, kosma, ylizme, tirmanis, kas kitlesini arttirmaya yonelik yapilan agirlik kaldirma
sporlar1 gibi birgok farkli viicut aktivitesini arttiran eylem i¢in kullanilabilen genel bir
kavramdir. Fiziksel egzersiz, insan viicudunda meydana getirdigi toplam etkiye bakilarak

3 farkli sinifa ayrilabilir (97), bunlar;

Aerobik egzersiz: Genis kas gruplarinin kullanildig1 ve dinlenim durumuna gore ¢ok
daha fazla oksijenin tiiketildigi egzersiz tipi olarak tanimlanmaktadir. Aerobik egzersizin
temel hedefi, kardiyovaskiiler direnci arttirmaktir (98). Aerobik egzersize bisiklet siirme,

ylizme, tirmanis gibi aktiviteler 6rnek olarak verilebilir.

Anaerobik egzersiz: Laktatin olusmasina yetecek siddette egzersiz yogunlugunun
uygulandig1 egzersiz tipidir. Genel olarak, diren¢ ve kuvvet kazanmak adina, kas
tonusunun arttirildig1 egzersiz tipidir. Anaerobik egzersiz ile birlikte kemik direncinde
artis koordinasyon, denge gibi yetilerde gelisim temel hedef olmaktadir (97). Agrilik

calisilmasi anaerobik egzersize 6rnek olarak verilebilir.
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Esneklik egzersizi: Kaslarin gerinme ve uzama egzersizi olarak tanimlanabilir. Bu tip
egzersizde temel hedef olas1 yaralanma riskini en aza indirmek adina eklemleri ve kaslar1

adapte etmektir (97).

Egzersiz tipinin yani sira egzersiz siddeti de egzersizin niteligini belirleyen temel
kavramlardan biridir. Egzersiz siddeti, egzersiz sirasinda kullanilan enerjinin bir dl¢iisii
olarak tamimlanabilir. Ayni egzersiz siddetinde yakilan enerji bireysel farklilik
gosterebilmektedir. Egzersiz siddetinin temel niteligi, egzersiz sirasinda ve sonrasinda
viicudun hangi enerji tipini kullandigt ve ne tiir adaptasyonlar gosterdigi olarak
tanimlanabilir. Egzersiz siddeti aktivite sirasinda viicudun kullandigi fiziksek giiciin
(maksimum oksijen kullanimi) miktaridir (99). Kalp hiz1 egzersiz siddetini
belirlenmesinde bir kriter olarak kullanilabilir. Ancak egzersiz siddetinin belirlenmesinde
g6z dniinde bulundurulan temel kriter oksijen kullanimidir (VO,). Insanlarda VO, temel
alinarak belirlenen egzersiz siddeti deney hayvanlarinda da 6zellikle treadmill egzersizi

yaptirilarak ayarlanabilmektedir (100).
4.20. Egzersizin Saghk Uzerine Etkileri

Genel saglik ve iyi hissetme hali akut ya da kronik stres sonucu bozulabilir. Bu
bozulma fizyolojik ya da psikolojik etmenler sayesinde ortaya ¢ikabilir (101). Giinliik
stres olusturan faktorler, uyku bozuklugu, sigara tiikketimi asir1 alkol alimi, savas ya da
kag¢ cevabinin dogmasina neden olabilecek stresorler gibi faktorler viicutta genel bir stres
olusturarak sagligr olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Kronik stresin depresyon ve
Alzheimer gibi psikiyatrik ve norolojik bozukluklara sebep oldugu da bilinmektedir
(102). Kronik stres ayn1 zamanda santral sinir sistemi tarafindan koordine edilen kardiyak
ritim, santral metabolik fonksiyon, sirkadiyen ritim ve stres cevabini olusturan
hipotalamik-hipofiz aksisi regililasyonu gibi islevlerin yerine getirilmesinde engeller
cikarabilir (103).

Temel ve klinik diizeydeki arastirmalar fiziksel egzersizin psikiyatrik ve norolojik
hastaliklarin olusumunu O©nledigi, hastaliga yakalandiktan sonraki siirecte ise bu
hastaliklarin ilerleme siiresini yavaglattigi ya da bazi durumlarda hastalikla birlikte
seyreden semptomlari hafiflettigi bilinmektedir. Egzersizin bu etkisini ndroinflamasyonu
kisitlayarak, oksidatif stresi azaltarak ya da beyinde trofik faktorleri arttirarak
gerceklestirdigine dair veriler literatiire sunulmus bulunmaktadir (104, 105). Ancak

egzersizin bu faydali etkilerini hangi mekanizma ya da mekanizmalar iizerinden
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gergeklestirdigi hala bilim diinyasinda merak uyandiran sorular arasindadir. Elde edilen
veriler 1s181nda egzersizin farkli beyin bolgelerinde katkida bulundugu faydal etkiler su

sekilde 6zetlenebilir;

Beyin Sapi Bolgeleri ve Egzersizin Etkisi: Dorsal rafe niikleusu beyin sapinda bulunan
ve serotonerjik noronlardan olusan beyin bolgesidir. Bu bolge amigdala, hipokampus ve
serebral korteks gibi davranis, total viicut modu, anksiyete, stres, depresyon, 6grenme
hafizay1 kontrol eden bir¢cok beyin bolgesine projekte olur (106). Ayn1 zamanda bu bolge
agr1 modiilasyonunda da oldukga etkin bir rol oynar (107). Deney hayvanlarinda yapilan
caligmalar da egzersizin bu bolgeyi modiile ederek stres ve aksiyetik cevaplar1 azalttig
tespit edilmistir (108). Locus coeruleus (LC), noradrenerjik noronlarin bulundugu,
dikkat, ayrosol ve strese kars1 kontrollii davraniglarin verilmesini saglayan beyin sapi
bolgesidir (109). LC de olusan stres cevaplarina norepinefrin ile birlikte galanin de eslik
etmektedir. Galanin ndronlarin hipereksitabilitasyonunu zayiflattig1 icin strese karsi
noradrenerjik adaptasyonu kolaylastirabilecegi vurgulanmaktadir (110). Egzersizin bu
bolgede galanin ekspresyonunu arttirarak strese adaptasyon cevabina katkida

bulunmaktadir (111).

Hipotalamus: Hipotalamus viseral bolgenin koordinasyonunda gorev alan beyin
bolgelerinden biridir. Bu gorevler; enerji dengesi, metabolizma, otonom sinir sistem
modiilasyonu ve sirkadiyen ritim diizenlemesi olarak siralanabilir. Kronik stres ve ya
ndrodejenerasyonla islevi bozulabilen sirkadiyen ritim kontroliiniin deney hayvanlarinda

egzersizle birlikte diizelme gosterdigi veri olarak sunulmustur (112).

Bu santral etkilerin yan1 sira egzersizin, beslenme davranisi, otonom sinir sistemi
iizerinden kardiyovaskiiler diizenleme sagladigi da yapilan temel arastirma ¢aligmalar ile

gosterilmistir (113, 114).
4.21. Egzersiz ve Norodejeneratif Hastahiklar

Egzersiz, 6zellikle son yillarda ndrodejeneratif hastaliklarla miicadelede 6nemli
bir koruyucu yontem olarakta kabul edilmektedir (115). Santral sinir siteminde ndrotrofik
faktorlerde artis, noroinflamatuvar salinnminda azalma, sitokin ve preinflamatuvar
mediator azalimi1 egzersizin bilinen fizyolojik ektilerindendir. Her ne kadar egzersizin bu
yararl etkileri bilinse de bu etkilerin nasil ortaya ¢iktig1 hakkindaki mekanizma ya da
mekanizmalar hentliz aydinliga kavusturulmamistir. Hangi egzersiz tiirliniin ne kadar siire

ve siddet ile yapilmasimin optimum fayda sagladigi cevaplanmasi gereken sorular

28



arasinda bulunmaktadir (116). Egzersizin noroprotektif etkisini irdeleyen klinik ve
hayvan caligmalarindan elde edilen veriler kismi aydinlatici olmakla birlikte rutin
uygulamaya sokulacak kadar yeterli tam ve etkin veriler heniiz bulunmamaktadir.
Egzersizin noroproteksiyonu sadece kan akimini kuvvetlendirerek degil, ayn1 zamanda
norogenezisi ve oksidatif stresi azaltarak gergeklestirdigi bilinmektedir. Diizenli ve
siddetli egzersiz yapmanin hipokampusda ve prefrontal korteksde ndrogenezisi arttirdigi
ve boylelikle 6grenme ve hafiza siirecinin gelismesine katki sagladigi belirlenmistir
(117). Egzersizin yalnizca lokal olarak degil komple beyin aktivitesinin arttirdigina

inanilmaktadir.

Kahtimsal Hastaliklar Edinilmis Hastaliklar idiyopatik Noropati

\
Periferal Noropati

() () (t)
v

I Duysal DisfonKksiyon |—|| inflamasyon |—| Motor Disfonksiyon I

(-)

Egzersiz

Sekil 2. Egzersizin ndropatik agr tizerine olasi faydalar1 (118).
4.22. Egzersiz Diyabet ve Agn1

Diyabet, kardiyovaskiiler kisitlamalar ve olusturdugu hareketi kisitlayan
komlikasyonlar nedeni ile bireyleri sedanter yagsamaya zorlayan metabolik bir hastaliktir.
Bu kisitlamalarin temelinde, diyabetli bireylerde azalan oksijen alimi, alinan azalmisg
oksijenin kisitl bir sekilde dokulara sunulabilmesi, bozulan endotel tabaka fonksiyonu,
vaskiiler problemler sayilabilir. Bu problemlerin asilabilmesi ve diyabet kaynakli
mortalitenin azaltilabilmesi adina egzersiz 6nemli bir tedavi ya da uygulanan tedaviye
destek seklinde tavsiye edilmektedir. Diyabetli bireylerde diizenli egzersiz yapilmasi,
insiilin direnci, oksijen kullanim kapasitesinde artis, endotel bozuklugun giderilmesi gibi

iyilestirmeler ortaya cikarmaktadir (119). Diyabet sonucu artan oksidatif stres ve
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antioksidan kapasitede azalma diizenli ve direngli egzersiz sayesinde biiyilk oranda
giderilebilmektedir. Ayn1 zamanda anti inflamatuvar salinimi da egzersizin baskiladigi

bir bagka siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir (120).

Egzersizin bu etkisini mitokondriyal biyogenezi ve nitrik oksit {izerinden
anjiyogenezi tetikleyerek ortaya c¢ikardigi diistiniilmektedir (121). Oksidatif stres ve
inflamasyon diyabet patogenezinde oldukga kritik bir rol oynamaktadir. Egzersiz yapan
bireylerde yapilan ol¢iimlerde daha diisilk miktarda CRP, IL-6 ve TNF-a salinim
gozlenirken, artmis adiponektin, IL-4 ve IL-10 salmimi goriilmistir. Egzersizle
indiiklenen miyokin ve adipokinlerinde kritik 6neme sahip olacagi arastiricilar tarafindan

vurgulanmaktadir.

Bu etkilerin yani sira gerek deney hayvanlari gerek ise klinik ¢aligmalardan elde
edilen verilerde fiziksek egzersizin agr1 algilanma siirecini degistirdigi tespit edilmistir.
Diyabetli siganlarla yapilan bir ¢alismada zorlu egzersizin ndropatik agr1 gelisim siirecini
sedanter diyabetik hayvanlara oranla geciktirdigi saptanmistir. Bu etkiyi DKG kii¢lik
capli noronlarinda kalsiyum kanalin1 modiile ederek ortaya ¢ikarmistir (122). Egzersiz
sirasinda salinan follistatin like 1 adipo-miyokininin endotel hiicre fonksiyonunu

diizelterek revaskiilarizasyona neden oldugu da bilinmektedir (123).
4.23. Irisin ve Egzersiz Irisin Tliskisi

Irisin 2012 yilinda Bostrdm ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilen ve egzersiz
sirasinda kaslardan salinarak kana karistigi ve hormon benzeri etki gdsterdigi igin

egzersiz hormonu olarak tanimlanan bir miyokindir (124).

[risin prekiirsérii FNDCS5 geni tarafindan kodlanan fibronektinin Tip III domain 5
(FNDCS5) proteinidir. Bir membran proteini olan FNDC5 proteini heniiz tespit
edilememis bir enzim tarafindan irisine donistiriilmektedir (125). FNDCS geni
insanlarda 212 amino asitli fare ve siganlarda 209 amino asitli FNDCS proteinini
kodlamaktadir. Egzersizin bilinen faydali etkilerinin nasil gerceklestigine dair
kesfedilmis en temel mekanizmalardan biri PPAR-y co-activator-1 o (PGCl-a)
tarafindan kontrol edilmektedir. Egzersize bagli olarak kaslarda meydana gelen PGC1-a
ekspresyonu FNDCS5 ekpresyonunu tetiklemekte ileri asamada irisine donlismektedir
(126).
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Sekil 3. irisinin muhtemel salinim mekanizmasi (126).

Son yillarda elde edilen veriler 15181nda iskelet kasi bir salgi organi olarak
tanimlanmaktadir. Kas lifleri tarafindan eksprese edilen ve salgilanan, otokrin, parakrin
ve endokrin etkileri olan sitokinlerin, miyokinler olarak adlandirilmas1 gerektigi
vurgulanmaktadir (127). Irisinden elde edilen ilk bulgularda bu yeni kesfedilmis
miyokinin, yag dokuda termogeneze neden oldugu, beyaz yag dokusunu kahverengi yag
dokusuna ¢evirdigi ve boylelikle obezitede umut vaat edici yeni bir endojen madde
olabilecegi yoniindedir. Ayn1 zamanda genel metabolizmay1 diizenleyici rol iistlenmesi
sebebi ile de tip 2 diyabet ile de bas etmede faydali olabilecegi vurgulanmistir (128).
Obezite indiiklenmis sicanlarda FNDCS geni ekspresyonunun azaldig, insiilin direnci
olan siganlarda da dolagimdaki irisin seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir (129). Klinik
bir arastirma ¢alismasinda da hayvan deneylerinden elde edilen verilere paralel veriler
elde edilmis, Tip 2 diyabet (T2D)’li hastalarda serum irisin seviyesinin azaldig1 tespit
edilmistir (130).

Baglarda sadece ¢izgili kaslardan salindig tespit edilen irisinin, aslinda sadece bu
dokuda salgilanmadig1 benzer sekilde yag dokusunda da salgilandigi tespit edilmistir, bu
verinin de eklenmesi ile birlikte irisinin sadece bir miyokin degil aynm1 zamanda bir

adipokin oldugu da vurgulanmistir (131).
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Sekil 4. Cizgili kaslardan salgilanan irisinin etki ettigi dokular ve bilinen etki

mekanizmalari (132).

Obezite ve ozellikle T2D gibi metabolik hastaliklarin patofizyolojik siireglerinde
irisin rol almakta ve gerek prekilinik gerek ise klinik aragtirmalarla bu iligki
irdelenmektedir. Hem obezite hemde diyabet gibi durumlarda azalan irisin seviyesinin
replase edilmesi, hastalar1 egzersiz ile yerine getirilmeye calisilma yoniinde telkine
gotiirmektedir. Ilerleyen siiregte eksojen irisin uygulamasi yapilarak tedaviye yonelik
direkt uygulamalar elde edilen verilen 1s18inda olasi bir durum olarak karsimiza

cikmaktadir.

[risin yalnizca metabolik siireclerde rol alan ve etkinligi sadece bu tip
arastirmalarda test edilen bir adipo-miyokin degildir. Egzersizin hangi dokuda ne kadar
irisin ekspresyonunda artisa neden oldugu, egzersiz siddetinin dolasimdaki irisin
seviyesini arttirip arttirmadig1 ve santral sinir sisteminde ne gibi etkilere yol agabilecegi

de kismen bazi ¢caligmalarla irdelenmistir.

Santral irisin uygulamasinin beslenme davranigini baskiladigi buna bagh
bulunmustur (133). Irisin egzersiz sirasinda, egzersiz siddetine bagli olarak salinimi artan

bir miyokindir egzersiz siddeti ve sliresi irisinin serumda bulunma miktarini
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arttirmaktadir (134). Santral irisin uygulamasmin lokomotor aktiviteyi arttirdig1 yine

deneysel ¢alismalardan elde edilen bagka bir veridir (135).

Elde edilen veriler 1s18inda irisinin santral uygulamalarinin ve periferde artan
irisin seviyesinin santral sinir sistemini etkiledigi goriilmektedir. Noroprotektif etkisinin
olabilecegi vurgulanan irisinin bu etkiyi nasil ortaya cikardigi heniiz aydinlatilmis
degildir. Ozellikle noérodejeneratif hastaliklarin seyrini iyilestirdigi ve ya bu tip
hastaliklara yakalanma riskini azalttig1 bilinen egzersizin, egzersiz hormonu olarak
tanimlanan irisin ile nasil bir etki gosterdigi yanitlanmasi gereken sorular arasindadir

(136, 137).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu calismanin deneysel asamasi Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Tip
Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Calisma, KTU, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2015/15 protokol numarali onayiyla kabul edildi. Tez
caligmasinda kullanilan deney hayvanlari, kimyasal malzemeler ara¢ ve gerecler i¢in

KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.
5.1. Deney Hayvanlarinin Bakim ve Beslenmeleri

Calismada kullanilan siganlar, deneylere baslamadan 1 hafta 6nce adaptasyon
amaci ile termal plantar analjezimetre (MAY PWAMO093), mekanik plantar analjezimetre
(IITC Life Science, Electronic von Frey Anesthesiometer) ve si¢an kosu bandinda (MAY
TME 0805-R) alistirildi. Sirkadiyen ritmin devamai i¢in si¢anlar 15181 (12/12 saat aydinlik
ve karanlik), sicaklig1 (22 °C +) ve nemi % 55 +5) olarak kontrollii ortamda tutuldu.
(Calismada zaman saati uygulamas takip edildi ve ortamin aydinlatilmasinda giin 1s181na
yakin deger olan 5152 liix 151k kaynagi kullanildi. Sabah 07.00°de baslatilan 151k periyodu

12 saat aydinlik siiresinin ardindan 19.00’da sonlandirilarak karanlik periyoda gegildi.

Sicanlar standart sigan yemi (Bayramoglu Yem Fabrikasi/Erzurum) ve musluk

suyu ile beslendi.
5.2. Calisma Protokolii

Calismada eriskin 60 adet Spraque Dawley cinsi erkek sicanlar kullanildi. Diyabet
gelisimi sirasinda olusabilecek hayvan kayiplar1 goz oniinde bulundurularak her grupta
10 adet (n=10) sican olacak sekilde ayarlandi. Denekler adaptasyon agamasina alinmadan
once rastlantisal olarak 6 gruba ayrildi (Tablo 2). Siganlar 3 giin boyunca herhangi bir
islem uygulanmadan kafeslerinde birakilarak ortama ve grup iiyelerine adaptasyonu
saglandi. Termal agn testine alistirilmak icin siganlar 5 giin boyunca her sabah 10.00-
12.00 arasinda her boliime 2 sican gelecek sekilde kabine alind1 ve yarim saat stire ile
bekletildi. Termal plantar test adaptasyonu devam ederken ayni giin igerisinde saat 12.0-
13.00 aras1 tiim gruplar elektronik Von Frey kafesinde her bolmeye bir hayvan gelecek
sekilde yerlestirilerek 30 dakika siire ile bekletildi. Egzersize tabi tutulacak sicanlarin
egzersiz cihazina adapte edilmesi sirasinda farkli siddet ve siire ile adaptasyon saglandi.
Diisiik siddetli egzersiz grubu once 0.1 km/saat hiz ve 10 dakika olacak sekilde birinci
giin, 0.2 km/saat 15 dakika ikinci giin, 0.3 km/saat 20 dakika ii¢lincii giin, 0.4 km/saat 25
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dakika dordiincii giin ve 0.5 km/saat 30 dakika besinci giin olacak sekilde bes giin
boyunca cihaza adaptasyon saglandi. Yiiksek siddetli egzersiz grubu ise 6nce 0.5 km/saat
hiz ve 20 dakika olacak sekilde birinci giin, 0.6 km/saat 25 dakika ikinci giin, 0.7 km/saat
30 dakika iiglincii giin, 0.5 km/saat 45 dakika dordiincii giin ve 1 km/saat 60 dakika
besinci giin olacak sekilde bes giin boyunca cihaz adaptasyonu saglandi (138).

Adaptasyon tamamlandiktan sonra tim gruplarin aclik kan sekerleri 6lgiildii.
Olgiim igin hayvanlar 12 saat dncesinden ag birakildi. Sabah yapilan 6l¢iimlerde kuyruk
veninden elde edilen kan kullanildi. Bu islem i¢in glukometre cihazi (Accu-check Active,
Roche, ALMANYA) kullanildi. Olgiimler yapildiktan sonra kontrol grubu harig diger bes
grupta bulunan sicanlara 50 mg/kg streptozosin intraperitonal olarak enjekte edildi.
Streptozosin 0.1 M sodyum sitrat tamponunda ¢oziildii ve hayvan bast 0.5 ml olacak
sekilde enjekte edildi (139). Kontrol grubuna ise yalnizca 0.1 M sodyum sitrat
enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyondan sonra siganlarda diyabet olugmas1 bir hafta beklendi.
Bir hafta sonunda sicanlar tekrar 12 saat dnceden ag¢ birakilarak aglik kan sekerleri
o0lciildi, aclik kan sekeri 200 mg/dL tizerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi
(Tablo 3), (140).

Diyabet olustuktan sonra kontrol grubu ve eksojen irisin uygulanacak sicanlar
noropatik agr1 gelisimi i¢in birakildi ve herhangi bir egzersiz islemi uygulanmadi.
Egzersiz yapacak hayvanlar, diisiik siddetli egzersiz grubu her giin sabah 10’da 0.5
km/saat hiz ve 30 dakika boyunca, yiiksek siddetli egzersiz grubu ise 1 km/saat ve 60
dakika boyunca egzersize tabi tutuldu. Hafta boyu egzersiz yaptirilan hayvanlar hafta
sonu dinlendirildi. Tiim gruplarin hem termal hem de mekanik agr esikleri hafta sonunda
Olciildii. Bu ol¢iim islemi ikinci, dordiincii, altinci ve sekizinci haftanin sonunda

tekrarlandi.

Agrn esigi Olglimleri, termal plantar test i¢in sag arka ayaktan iki dakika ara ile iki
kez, mekanik plantar test i¢in sol arka ayaktan iki dakika ara ile iki kez olacak sekilde

Olciilerek bu iki degerin ortalamasi alindi. Burada amag hatay1 en aza indirmekti.
5.3. Kan Ornekleri

Egzersiz yaptirilan hayvanlar egzersizin hemen bitiminde, treadmillden alinarak
sican tutma aparatina konuldu ve hizl bir sekilde kuyruk veninden 300 ul kan alindi. Kan

alma islemi her hayvan i¢in uygulandi. Bu islem kontrol grubunda sekizinci haftanin
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sonunda segilen bir diyabetli grupta sekizinci haftanin sonunda, egzersiz yaptirilan
sicanlarda ise dordiincii ve sekizinci haftanin sonunda uygulandi. Alinan kanlar oda
sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra yarim saat boyunca 5000 rpm’de santrifiij
edilerek serum kismi alindi ve deney sonunda irisin miktarini tayin etmek icin 20 °C

sogutucuda bekletildi.
5.4. Agn Esigi Degerlerinin Belirlenmesi

Hayvanlarda agr1 esigi belirlenmesi mekanik ve termal olarak irdelendi. Termal
agri esigi belirlenmesin de hayvanlar cihaza her bolmeye bir adet hayvan gelecek sekilde
yerlestirildi (Sekil 5). Hayvanlarin sag arka ayagina 1s1 uygulandi, 1s1 uygulanmaya
baslandig1 andan hayvanin agrili uyarani hissedip ayagini ¢ekmesi arasinda gegen siire
saniye cinsinden cihaz tarafindan otomatik olarak tespit edilerek agr1 latans1 olarak kayit
edildi. Mekanik agr1 esigi degerlendirmesi amaci ile von Frey cihazi kullanildi, hayvanlar
her bolmeye bir adet olacak sekilde yerlestirildi (Sekil 6). Hayvanlarin sol arka ayagina
rijit uclu plastik bir igne ile agrili uyaran uygulandi. Hayvanlarin uyarandan sonra ayagini
cektigi ana kadar uygulanan basin¢ gram cinsinden kayit edilerek mekanik agr1 esigi

olarak belirlendi.

5.5. Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal analizler i¢in alman tiim &rnekler KTU Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali’ndaki sogutucularda muhafaza edildi. Tiim parametrelerin dlgiimii icin

KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki cihazlar kullanildi.
5.6. Serum Irisin Seviyelerinin Olciilmesi

Serum irisin seviyeleri enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(Sunlong-Biotech, Cat NO:SL0827Ra, Cin Halk Cumbhuriyeti) kullanilarak belirlendi.
Orneklerin absorbanslari VERSA (Molecular Devices, Kalifornia, ABD) marka mikro
pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Sonuglar ng/mL cinsinden verildi.

5.7. Eksojen Irisin Uygulamasi

Sekizinci haftanin sonunda egzersize tabi tutulmayan siganlara eksojen olarak
irisin uygulands. Irisin (Sigma-Aldrich, Cat No: SRP8039 10 UG, ABD) serum fizyolojik
icinde ¢oziildii. Kontrol grubuna 10 pg/kg, 1. diyabet Grubuna 1 pg/kg, 2. diyabet
grubuna 10 pg/kg 3. diyabet grubuna 20 pg/kg ve hayvan basi 0.3 ml intraperitonal olacak
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sekilde uygulandi. Enjeksiyondan hemen sonra termal plantar testte 0. 15. 30. 60. ve 90.

dakikada sigcanlarin agr esikleri olgiildii.
5.8. Hiicre Kiiltiirii

Sigcanlar in vivo davramigsal agri testleri bittikten sonra, primer dorsal kok
gangliyonu hiicre kiiltiirli yapilmak {izere her gruptan temsili hayvanlar kullanildi. Primer
kiiltiirlerin yapimi ve hiicrelerin saklanmalar1 sirasinda kontaminasyona karsi gerekli
asepsi kurallarina azami 6zen gosterildi. Bu amagcla diseksiyon ve enzimatik ayrigtirma
islemleri sabit akimli glivenlik kabini i¢inde gerceklestirildi (Laminar Flow Caninet,
ESCO, Ispanya). Kullanilan biitiin gereg ve soliisyonlar steril sartlar altinda hazirland: ve

muhafaza edildi.

Hiicre kiiltiiriine baglanmadan once gerekli malzemeler hazirlandi. Etanolde
(%70°1ik) tutulan cam lameller (Thermo Scientific, Almanya) kiiltiir yapimindan 6nce
c¢ikarilarak laminar akimli kabin altinda kurutuldu. Daha sonra 100 ul poli-d-lizin (Sigma;
25 mg/ml stok soliisyon) 5 ml’lik distile su eklendi, olusturulan bu sivi kurutulmus
lamellerin ylizeyini kaplayacak sekilde, lamellerin iizerine ekildi ve iki saat boyunca
kabin i¢inde bekletildi. Daha sonra bu siv1 aspire edilerek her bir lamelin iizerine 100 pl
laminin (Sigma) eklendi ve bir saat beklemeye birakildi. Bir saat sonunda laminin

uzaklastirilarak hiicre ekimine hazir hale getirildi.

Diseksiyon islemine baglanmadan 6nce 10 ml fosfatla tamponlanmis fizyolojik
tuzlu su (PBS) ve kiiltiir medyumu (Dulbeco, Gibco Laboratuvarlar, Ingiltere) 37 °C’de
% 96 oksijen, % 5 karbon dioksit ihtiva eden inkiibatérde (Thermo Scientific, Forma
Steri-Cycle CO; Incubator, Almanya) bekletilerek 1sitildi. Cerrahi islem sirasinda

kullanilacak biitiin malzemeler uygun kosullarda steril hale getirildi.

Sicanlar dekapitasyonla dldiiriilerek alkollendi ve kabin i¢ine alindi. Uygun bir
makasla vertebral kolon ayrildi, kaudal ugtan baslayarak boyuna kadar spinal kolonun igi
acildi. Petri kutularina yerlestirilmis PBS ile izole spinal kolon yikandi. Ardindan biitiin
dorsal kok gangliyonlar1 mikroskop altinda forsepsle hassas bir sekilde cikarilip PBS
icine aliarak toplandi. DKG gévdeleri disekte edilip toplandiktan sonra, prosesleri ince
doku makasi ile temizlenerek ayristirlildi. DKG govdeleri ayr bir petri kabina alinarak
bir araya getirildi. Daha sonra bu petriye 900 pl kiiltiir vasati, 100 pl kollagenaz (Sigma,
% 0.125) ilave edilip, 45 dk boyunca inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda hizli bir

sekilde gangliyonlar PBS ile yikanarak enzim aktivitesi durduruldu.
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Bu yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. Daha sonra 100 pl tripsin (Sigma, 0.25 %)
ve 900 ul PBS eklenen gangliyonlar tekrar inkiibatore alindi ve 15 dk burada bekletildi.
Ardindan 15 ml’lik steril plastik tlipe aktarilan gangliyonla kiiltiir vasati ile 5 kez 3’er
dakika boyunca yikandi. Islem bittikten sonra gangliyonlar steril pastdr pipeti ile mekanik

olarak ayristirildi ve hiicrelerin izole olmasi saglandi.

Daha sonra hazirlanan lamellere ylizeylerini kaplayacak sekilde bu kiiltiir
stispansiyonundan eklendi. Petrilere mikroskop altinda bakilarak hiicrelerin genel
durumu ve sayisi tespit edildi. Uygun petrilere daha sonra petri basi 20 ul sinir biiyiitme

faktori ilave edilerek inkiibatore kaldirldi.
5.9. Hiicre ici Kalsiyum Goriintiileme ve Goriintii Analizi

Kiiltiir edilen hiicreler ertesi giin kalsiyum goriintiileme deneylerinde kullanildi.
Hiicrelerin aksonal ve dentritik uzantilar1 goriintiilemeyi engelleyecegi icin en fazla bir
giinliik hiicreler tercih edildi. Hiicreler inkiibatorden ¢ikarildiktan sonra kayit aparatina
aliarak ekstraselliiler kayit soliisyonu [130 mM NacCl, 3,0 mM KCI, 2mM CacCl,, 0,6
mM MgCl,, 5,0 mM glukoz, 10, 0 mM HEPES] (ozmolarite 310-320 mOsm) ile yikandi.
Hiicreler fura-2-AM (5 uM, Molecular Probes, Ingiltere) ile oda sicakliginda bir saat
inkiibe edilerek floresan boya yiiklemesi gergeklestirildi. Bir saat sonunda hiicreler en az

ti¢ kere kayit sollisyonu ile tekrar yikandi.

Biitiin deneyler oda sicakliginda gergeklestirildi. Floresan boyanin 1s1ga maruz
kalip agarmamasi i¢in en ideal pozlama zamani se¢ildi. Hiicreler kayit esnasinda kisa bir
stire (30 sn) yliksek kapsaisin (10 uM) ile uyarilarak hiicre ici serbest kalsiyum sevileri
takip edildi.

Fura-2 floresani, bir Xenon 1sik kaynagindan (VisiChrome High Speed
Polychromoter System, Almanya) gonderilen UV 1smninin hizli bir otomatize filtre
stirliciisline yerlestirilen fura-2 filtre seti 340 ve 380 nm filtreden gonderilerek mikroskop
optikleri (Zeiss, Almanya) aracilifi ile dual eksitasyon ve 510 nm’de emisyon
gergeklestirildi. Floresan goriintiileri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera (Cool
SNAPEez Photometrics, Tucson, AZ) araciligi ile veri kazanim yazilim programi araciligi

ile bilgisayar hafizasina kayit edildi.

Floresan orani analizleri offline olarak cevap veren hiicrelerde ilgili alan segimleri

yapilarak yazilim programi aracilifi ile gergeklestirildi. [Ca*]i hesaplanmasinda, 510
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nm’de emisyon gergeklestirilerek 340 nm eksitasyonda elde edilen floresan
yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde edilen floresan yogunluguna oranlanmasi (dual

uyar1:340 nm/380 nm, emisyon:510 nm) esas alind1.
5.10. Istatistik

Oncelikli olarak varyanslarin normal dagilima uygunlugu tek &rneklem
Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi, verilerin normal dagilima uygun oldugu
goriildii (p>0.05). Varyanslarin homojen dagilima uyup uymadiklar1 Levene istatistigine
gore belirlendi. Biitiin veriler Dunnett test (2-sides) kullanilarak analiz edildi. p<0.05
istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi. Tiim testlerde veriler ortalama + SS
(Standart Sapma) olarak ifade edildi. Tim istatistiksel analizler SPSS programi
kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 2. Calismada kullanilan gruplar, uygulanan dozlar ve c¢alisma protokolii

Treadmill adaptasyonu:
Siire: 1 Hafta (son iki giin dinlenme)
1. Giin: Hiz= 0,3 km/saat Stire= 10 dk
# 2. Giin: Hiz= 0,5 km/saat Siire=20 dk
3. Giin: Hiz= 0,8 km/saat Siire= 30 dk
4. Gun: Hiz= 0,9 km/saat Stire= 40 dk
5. Giin: Hiz= 1 km/saat Siire= 60 dk

Endojen irisin Degerlendirmesi

4 4 4
= = " =
o ! o ! o i o !
% % %, %
? . . - . . e Y . Y
= :I :I = :, :I = :I = 7-':.--::, :I

Kontrol (n=10) Diyabet (n=30) Diisiik Siddetli Egz. Yiiksek Siddetli Egz.

L i Ll

n | | i/ i/ u u i/ \L

A

+Diyabet (n=10)  +Diyabet (n=10)

3 giin, giinde yarim saat termal ve mekanik agri esigi 6l¢iim cihazlarina adaptasyon

3. giin, tiim gruplarda termal ve mekanik bazal agr1 esigi 6lgiildi.

4. giin: aclik kan sekeri 6l¢iildii

5. glin, STZ enjeksiyonu (60 mg/kg, i.p)

10. giin aglik kan sekeri 6l¢iildii (200 mg/dl tizeri aglik kan sekeri diyabet olarak kabul edildi)
Diyabetli hayvanlar tespit edildikten sonra hemen egzersiz programi baslatildi

4 hafta, haftada bes giin egzersiz, hafta sonu dinlendirilecek sekilde diisiik ve yiliksek siddet egzersiz
diyabet gruplari kosturuldu.

Diisiik Siddetli egzersiz grubu (n=10) (Siire: 30 dk Hiz: 0.5 km/saat)

Yiiksek Siddetli egzersiz grubu (n=10) (Siire: 60 dk Hiz: 1 km/saat)

4, Hafta sonunda tiim gruplarda mekanik ve termal agri esigi olgiildi, diisiik ve yiiksek siddetli
egzersiz yapan diyabetli gruplarda egzersiz sonrasi hemen kan 6rnegi alinarak irisin seviyesi 6l¢iildi.
6. haftaya kadar egzersiz programi devam ettirildi

Diisiik Siddetli egzersiz grubu (n=10) (Siire: 30 dk Hiz: 0.5 km/saat)

Yiiksek Siddetli egzersiz grubu (n=10) (Siire: 60 dk Hiz: 1 km/saat)

6. haftanin sonunda tiim gruplarda termal ve mekanik agri esigi 6l¢tildi

6. ve 8. hafta aras1 egzersiz programina devam edildi

Diisiik Siddetli egzersiz grubu (n=10) (Siire: 30 dk Hiz: 0.5 km/saat)

Yiiksek Siddetli egzersiz grubu (n=10) (Siire: 60 dk Hiz: 1 km/saat)

8. hafta sonunda kontrol, diyabet, diyabet+diisiik siddet ve diyabet+yiiksek siddet egzersiz
gruplarindan kan 6rnekleri alindi (egzersiz gruplarindan, egzersizden hemen sonra kan 6rnegi alindi).
8. hafta sonunda tiim gruplarda termal ve mekanik agr1 esigi 6l¢tildii.
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Ekzojen irisin Degerlendirmesi

Diyabet +risin Diyabet +risin Diyabet +risin Kontrol +irisin Kontrol +SF
(1 ng/kg) (10 pgrke) (20 pg/kg) (10 pg/kg) (n=10)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
A=, A=, A=, A=, A=,
e ,:-:- ) '-k\k e ,:-:- ) '-k\k e ,:-:- ) '-k\k e ,:-:- ) '-k\k e ,:-:- ) l"-\h'
= ) _7.-;,.--' }«I = ) _7_—;,.: ) = ___7_—;,.:}} = 7.-;,.:}} = 7.-;,.:}}

Egzersize tabi tutulmayan diyabet ve kontrol gruplart 8. haftanin sonunda eksojen irisin uygulamasina tabi
tutulacak (0.3 ml, i.p). Enjeksiyondan hemen sonra 0. 15. 30. 60. ve 90. dakikada termal agr1 esikleri
olgiildii.

Dorsal Kok Gangliyon (DRG) Hiicre Kiiltiirii Protokolii

Tanimlanan deney gruplarina yukarida belirtilen prosediirler uygulandiktan sonra kalsiyum homeostazisini
arastirmak i¢in DRG hiicre kiiltiirli protokolii uygulandi.

o S i S o S g el
- 4 A 4 e 1 a1 1

o k\\ S k\k e k“-\ e k“-\
A e A A

&L __:'-"'-_::':I & ___f"-_}:l &L __:'-"'-_::':I &L __:'-"'-_::':I

Kontrol Diyabet + Diyabet + Diyabet
Diistik Siddetli Yiiksek Siddetli
Egz. Egz.
v DRG Hiicre Kiiltiirii Protokolii

e  Gangliyonlar PBS'de toplanacak

e 37°(C'de 45 dk %0.5 kollegenaz

e 3X PBS yikama

e 37°C 30 dk %0,25 Tripsin

e  Mekanik titrasyon

e 10 pg/ml poli-D-lizin kapli cam
lamellere ekme

Elde edilen hiicreler 10 pm kapsaisin ile uyarilip

hiicre i¢i kalsiyum cevaplari belirlendi.
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Tablo 3. Gruplarin aglik kan sekeri degerleri (mg/dL)

Gruplar STZ oncesi STZ sonrast
Kontrol 75+ 18 68 +£23
1.Diyabet Grubu 68 £12 224 £ 21
2.Diyabet Grubu 57+31 238+ 31
3.Diyabet Grubu 81 +27 334+ 65
Diyabetli diisiik siddetli egzersiz grubu 86 £ 40 276 £ 58
296 =73

Diyabetli yiiksek siddetli egzersiz grubu 63 + 30
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Sekil 5. Termal agr1 esigini 6lgmek icin kullanilan plantar test sistemi
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Sekil 6. Mekanik agr1 esigini 6l¢mek i¢in kullanilan elektronik von Frey sistemi
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Sekil 7. Sican treadmill egzersiz cihaz1 (TME 0804, MAY)
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6. BULGULAR
6.1. Termal Agr Esigi Bulgular

Termal agri esigi dlgiimleri, gruplarin 6lgiim yapilacak cihaza adaptasyonundan
sonra gerceklestirildi. Olgiimler her hayvan igin ikiser dakika ara ile ii¢ kez yapilarak bu
degerlerin aritmetik ortalamasi alindi ve her hayvanin agr1 esigi degeri olarak kayit edildi.
Bazal agr esikleri elde edildikten sonra diyabet indiiklenmesi gergeklestirildi. Diyabet
indiiklemesinden sonra 4. 6. ve 8. haftada tiim gruplarin termal agri esigi Slglimii

gergeklestirildi.

Istatistiksel olarak, gruplarin agri esikleri degerlendirilirken verilerin homojen
olup olmadig: test edildi. Istatistiksel degerlendirmede Dunnett's test kullanildi. Bazal
agrn esiklerinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi goriildii. Dordiincii
haftada diyabetli grubun agr1 esiklerinin kontrol grubuna gore yliksek oldugu tespit edildi
(p<0.05). Diisiik siddetli ve yiiksek siddetli egzersiz yapan gruplarin ise diyabetli gruba
gore agr1 esiklerinin anlamli olarak farkli olmadig tespit edildi. Altinci haftada yapilan
Olciimlerde, diyabetli grubun agr1 esigi verilerinin kontrol grubuna goére yiiksek oldugu
ancak diisiik ve yliksek siddetli egzersiz gruplarinin ise farkli olmadig: goriildii. Sekizinci
hafta 6l¢iimlerinde ise diyabetli grubun agri esiklerinin yine kontrol grubuna gore artmis
oldugu ancak diisiik ve yliksek siddetli egzersiz yapan gruplarin agr esiklerinin ise

diyabetli gruba gore diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 8-11).
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p=0,778

Latans (sn)
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Sekil 8. Tiim gruplarda bazal termal agr1 esigi degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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p=0.880

Latans (sn)
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Sekil 9. Tiim gruplarin termal agr1 esiklerinin 4. hafta degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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Latans (sn)
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Sekil 10. Tiim gruplarin termal agr1 esiklerinin 6. hafta degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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Latans (sn)

p=0,01

p= 0,0001
p=0,0001
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Sekil 11. Tiim gruplarin termal agr1 esiklerinin 8. hafta degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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6.2. Mekanik Agr1 Esigi Bulgular

Mekanik agr1 esigi degerleri Olgiilmeden Once tiim gruptaki hayvanlar test
cihazina adapte edildi. Adaptasyondan sonra hayvanlar test cihazina her bir bélmeye bir
hayvan gelecek sekilde yerlestirildi. Birer dakika ara ile li¢ 6l¢lim yapilarak bu degerlerin
aritmetik ortalamasi alind1i. Hayvanlarin bazal mekanik agr esikleri belirlendikten sonra
diyabet indiiklenmesi gerceklestirildi. Termal agr1 esigine paralel olarak mekanik agri

esigi Olctimleri de gergeklestirildi.

Istatistiksel olarak, gruplarin agri esikleri degerlendirilirken verilerin homojen
olup olmadig: test edildi. Istatistiksel degerlendirmede Dunnett's test kullanildi. Bazal
agr1 esiklerinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi goriildii. Dordiinct
haftada diyabetli grubun agri esiklerinin kontrol grubuna gore degismedigi goriildii.
Diistik siddetli ve yiliksek siddetli egzersiz yapan gruplarin da diyabetli gruba gore agri
esiklerinin anlamli olarak degismedigi goriildii. Altinci haftada yapilan Slgiimlerde,
diyabetli grubun agr1 esigi verilerinin kontrol grubuna gore arttig1 ancak diisiik ve yiiksek
siddetli egzersiz gruplarinin ise diyabetli gruba gore diistiigli goriildii. Sekizinci hafta
Ol¢iimlerinde ise diyabetli grubun agri esiklerinin yine kontrol grubuna goére artmis
oldugu, diisiik ve yliksek siddetli egzersiz yapan gruplarin agr esiklerinin ise diyabetli
gruba gore diistik oldugu goriildi (Sekil 12-15).
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Sekil 12. Tiim gruplarin mekanik agr1 esiklerinin bazal degerleri
DSE: Diistik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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p= 0,880

p=10,728
p= 0,561

80 +

Latans (sn)
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Sekil 13. Tiim gruplarin mekanik agr1 esiklerinin 4. hafta degerleri

DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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p= 0,001

p= 0,049

p= 0,005
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Sekil 14. Tiim gruplarin mekanik agr1 esiklerinin 6. hafta degerleri
DSE: Diisiik siddetli egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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Latans (sn)
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Sekil 15. Tiim gruplarin mekanik agr1 esiklerinin 8. hafta degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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6.3. Biyokimyasal Veriler
6.3.1. Serum Irisin Seviyeleri

Serum irisin seviyeleri tiim gruplarda sekizinci haftanin sonunda Olgiilerek
degerlendirildi. Bu 6l¢iimlerde irisin seviyesinin diyabetli grupta kontrol grubuna gore
diisikk oldugu tespit edildi. Diisiik ve yiiksek siddet egzersiz gruplarinda ise irisin
seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. Egzersiz yapan gruplarin
dordiincii ve sekizinci hafta irisin seviyeleri karsilastirildiginda yalnizca 4. haftada
yiiksek siddet egzersiz yapan diyabetli grubun diisiik siddet egzersiz yapan diyabetli
gruba gore irisin seviyesinin yiiksek oldugu saptandi. Diislik siddet ve yiiksek siddet
egzersiz gruplarinin irisin seviyeleri karsilagtirildiginda 4. hafta irisin seviyeleri yiiksek
siddetli egzersiz grubunda daha fazla iken bu fark 8. hafta sonunda ortadan kalktig1 tespit
edildi. Egzersiz gruplarinin irisin seviyeleri diyabetli grup ile karsilastirildiginda ise her
iki egzersiz grubunda irisin seviyesinin diyabetli gruba gore yiiksek oldugu tespit edildi
(Sekil 16-19).
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Sekil 16. Tiim gruplarin 8. hafta irisin degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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Sekil 17. Diyabetli ve egzersiz yapan diyabetli gruplarin 8. hafta irisin degerleri
DSE: Diistik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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p= 0,048 p= 0,947
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Diyabet + DSE Diyabet + YSE Diyabet + DSE Diyabet + YSE
4. hafta 6lgiim 4. hafta élgiim 8. hafta élgiim 8. hafta 6lgiim

Sekil 18. Egzersiz yapan diyabetli gruplarin 4. ve 8. hafta irisin degerleri
DSE: Diisiik siddet egzersiz
YSE: Yiiksek siddet egzersiz
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Sekil 19. Egzersiz yapan diyabetli gruplarin 4. ve 8. hafta irisin degerlerinin kendi i¢inde
kiyaslanmasi

DSE: Diisiik siddet egzersiz grubu
YSE: Yiiksek siddet egzersiz grubu
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6.4. Eksojen Irisin Uygulamasinin Agr1 Uzerine Etkileri

Eksojen irisin i.p yolla 1, 10 ve 20 pg/kg olmak fiizere ii¢ farkli dozda
gergeklestirildi. Kontrol grubuna uygulanan 10 pg/kg irisin, serum fizyolojik uygulanan
grupla kiyaslandiginda 0, 15, 30, 60 ve 90. dakikadaki termal agr1 esikleri arasinda
anlamli bir fark goriilmedi. 1 pg/kg eksojen irisin uygulanan diyabet grubu, serum
fizyolojik uygulanan diyabet grubu ile karsilagtirildiginda 0. 15. ve 30. dakika agn
esiklerinin istatistiksel olarak farkli olmadigi, 60. dakikada 1 pg/kg irisin uygulanan
diyabet grubunun, serum fizyolojik uygulanan diyabet grubuna gore agri esiginin
diistiigii, 90. dk’da farkin ortadan kalktig1 goriildii. 10 pg/kg eksojen irisin uygulanan
diyabet grubu, serum fizyolojik uygulanan diyabet grubu ile karsilastirildiginda 0. ve
15.dk’da agn esiklerinin farkli oldugu, 30. dakikada bu farkin kalktig1 60. dakikada 10
png/kg irisin uygulanan diyabetli grubun, serum fizyolojik uygulanan diyabetli grupla
kiyaslandiginda agr1 esiginin diistiigii, bu farkin 90. dakikada ortadan kalktig1 goriildii. 20
pg/kg eksojen irisin uygulanan diyabet grubu, serum fizyolojik uygulanan diyabet grubu
ile karsilastirildiginda 0. dakikada agr1 esiklerinin farkli oldugu 15. ve 30. dakikada bu
farkin ortadan kalktigi, 60. dakikada 20 pg/kg eksojen irisin uygulanan diyabet grubunun
agr1 esiginin serum fizyolojik uygulanan diyabet grubuna gore diisiik oldugu ve bu farkin
90. dakikada ortadan kalktig1 goriildii (Sekil 20-23).
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—&— Kontrol (Serum Fizyolojik) (n=8)
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Sekil 20. Kontrol ve serum fizyolojik uygulanan siganlarda eksojen irisin
uygulamasinin termal agr1 esikleri {izerine zaman baglh etkileri

(Tiim 6l¢lim zamanlari i¢in p > 0.05)
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= Diyabet (n=16)
—e— Diyabet+risin (I1pg/kg) (n=10)
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Sekil 21. Diyabet ve eksojen irisin (1 pg/kg) uygulanan diyabetli sicanlarda eksojen
irisin uygulamasinin termal agr1 esikleri lizerine zaman baglh etkileri

(*: diyabet+risin (1 pg/kg), p <0.001)
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_a Diyabet (n=10)

—8— Diyabet+irisin (10ug/kg) (n=10)
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Sekil 22. Diyabet ve eksojen irisin (10 pg/kg) uygulanan diyabetli siganlarda eksojen
irisin uygulamasinin termal agr1 esikleri tizerine zaman bagl etkileri

(*: diyabet+Irisin (10 pg/kg), p <0.001)
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s Diyabet (n=10)
—e— Diyabet+irisin (20 pg/kg) (n=7)
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Sekil 23. Diyabet ve eksojen irisin (20 pg/kg) uygulanan diyabetli siganlarda eksojen
irisin uygulamasinin termal agr1 esikleri lizerine zaman bagl etkileri

(*: diyabet+Irisin (20 png/kg), p <0.001)
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6.5. Hiicre Ici Kalsiyum Verileri

Tiim gruplardan izole edilen dorsal kdk gangliyonlar: kiiltiire edilerek primer
noron kiltiirii yapildi. Hiicreler kiiltiire edildikten sonra floresan boyama yapilarak 10
uM kapsaisin ile uyarilarak hiicre i¢i kalsiyum seviyelerindeki degisim gozlemlendi. Bu
degisimler yiizde olarak hesaplandi. Tim gruplar kiyaslandiginda, kapsaisin
uygulamasina cevaben hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artig diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadig1 tespit edildi (Sekil 24).
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Hiicre Igi Kalsiyum Seviyesinin % Degisimi

200 4
150 -+
100 -+
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Kontrol Diyabet ~ Diyabet + DSE Diyabet + YSE

Sekil 24. Tiim gruplarda kapsaisine cevaben hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerindeki yiizde artis
(Ttim gruplar i¢in p> 0.05)
DSE: Diisiik siddet egzersiz.
YSE: Yiiksek siddet egzersiz.
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S -

Sekil 25. Kapsaisine (10 uM) verilen hiicre i¢i kalsiyum seviyesi artis cevabi (Kontrol
grubu)
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu tez caligmasinda irisinin, si¢anlarda diyabetle indiiklenmis noropatik agri
gelisimi ve akut agr1 lizerine olas1 etkileri incelendi. Egzersiz yoluyla endojen irisin
saliverilmesinin tetiklenmesi hedeflendi (egzersiz yapan gruplarda kan irisin diizeyi
Ol¢timii ile desteklendi), eksojen irisinin agr1 iizerine akut etkisi i¢in irisin enjeksiyonu
yapildi. Pankreas harabiyeti yoluyla diyabet indiiklenen erkek siganlarda gerceklestirilen
farkli siddetteki kronik egzersizin, ndropati gelisimi ve agri lizerine etkisi termal ve
mekanik agr testleri ile irdelendi. Pankreas harabiyeti sonucu Noropati gelisimi, agri

latansinda degisim ile takip edildi.

Bu deneysel arastirmanin bulgulari, egzersizin (egzersiz yoluyla salinimi
tetiklenen endojen irisinin) ndropati gelismini Onleyemedigini ortaya koymaktadir.
Ancak, egzersiz siiresi uzadikca (8. haftada) gelisen bu noropatinin ve ona bagli uzamis
agr1 latansinin normale dogru dondiigii tespit edildi. Diyabetik grupta irisin diizeyinin
diistiigii, egzersiz ile ise yiikseldigi kan irisin dl¢iimlerinden tespit edildi. Eksojen irisin
uygulamasi, test edilen dozlarda normoglisemik kontrol si¢anlarda termal agri esigine
anlamli bir etki etmezken, diyabetik hayvanlarda agr1 duyarliliginda zaman bagimli etki
ile (sadece 60. dakikada istatistiksel olarak anlamli) agr1 latansin1 kontrol diizeylerine
dogru yonlendirdi. Egzersiz/irisinin agr1 iizerine etkisinin periferal mekanizmalar
tizerinden mi olduguna yonelik irdelemeyi amaglayan ilave protokollerde her gruptan
temsili hayvanlardan DKG noéronlan kiiltiire edildi ve kapsaisinle hiicre i¢i kalsiyum
sinyalleri uyarildi. Bu deneylerde gruplarin kapsaisin cevaplar1 arasinda bir farklilik
bulunmamast durumu, in vivo davranigsal deneylerde agri duyarliliginda meydana
geldigi tespit edilen degisimin periferal mekanizmalardan kaynaklanmadigi seklinde

yorumlandi.

Termal agr1 esigi olclimlerinde kontrol grubundaki hayvanlarda 8 haftalik siire
boyunca agr esiklerinde herhangi bir degisim tespit edilmedi. Diyabet grubunda ise 4.
haftadan itibaren agr1 esiklerinde artma yani hipoaljezi durumu goriildii. Bu artis 6. ve 8.
haftada da korundu. Egzersiz yaptirilan diyabetli hayvanlarda da diyabet grubuna hem
diisiitk hem de yiiksek siddet egzersiz grubuna benzer hipoaljezik durum 4. ve 6. haftada
goriilmesine karsin, 8. haftanin sonunda elde edilen agr1 esigi verileri diyabetli grupla
kiyaslandiginda agri1 esiklerinin bazal degerlerine dogru kaymakta oldugunu ortaya

koydu.
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Mekanik agr1 tetiklenen elektronik von Frey testinden elde edilen verilerde,
kontrol grubu hayvanlarimin agri esikleri 8 hafta boyunca anlamli bir degisiklik
gostermedi. Diyabetli gruptaki hayvanlarda ise agr1 esiginin 6. haftadan sonra artmaya
basladig1 ve 8. haftada da bu durumun devam ettigi goriildii. Egzersiz yaptirilan diyabetli
hayvanlarda ise hem diisiik hem de yliksek siddetli egzersiz grubundaki hayvanlara
kiyasla agr1 esiginin 6. haftada arttig1 goriiliirken, bu etkinin diyabet grubuna kiyasla 6.
haftadan sonra degismeye basladigi, 8. haftada bazal degerlerine donmeye basladigi
goriildii. Elde edilen bu veriler daha Once yapilan arastirmalarla paralellik
gostermektedir. Bu caligmalarda hem yiizme egzersizinin hemde treadmill egzersizinin
agr1 esiklerini normal seyrinde tuttugu yani noropatik agri gelisimini yavaslattii

goriilmiistiir (141, 142),

Ancak bu caligmadaki verilerde termal agr1 esigi verilerinin von Frey verilerine
gore farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Termal agri esigi verilerinde 6. haftada diistik ve
yiiksek siddetli egzersiz yaptirilan hayvanlarda agri esikleri diyabetli grupla paralel
giderken, Von Frey testinde 6. haftada diyabetli hayvanlara oranla daha yavas artan bir
agr1 esigi goriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda Von Frey testinde mekanik agr1 iletiminde
temel sorumlu olan kalin ¢apli ve kismen miyelinli A delta liflerinin daha az etkilendigi
ve kismen gozlemlenen toparlanmanin miyelinsiz ve kii¢iik ¢apli C liflerine oranla daha
fazla oldugu yorumu yapilabilmektedir. Diyabetik néropati patogenezine baktigimiz
zaman bu siirecte ilk olarak mikrovaskiilaritenin bozuldugu ve buna bagl olarak periferal
sinirlerin yeteri kadar beslenip desteklenememesi sonucu miyelin kayb1 ve néron hasari
oldugunu goérmekteyiz (143). Bu calismanin verilerinde de goriilebilecegi gibi kismen
miyelinli agr liflerinde daha az hasar oldugu sdylenebilmektedir. Calismadaki diger
amaglardan biri ise serum irisin seviyesinin diyabetli ve egzersiz yapan diyabetli
gruplarda nasil degistigini tespit etmekti. Elde edilen verilerde serum irisin seviyesinin
8. hafta sonunda diyabetli grupta kontrol grubuna goére azaldig1 ancak diisiik ve yliksek
siddet egzersiz yapan hayvanlarda arttigi goriilmiistiir. Diyabetli grupta azalan irisin
seviyesi literatiire uygun bir veri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (130). Egzersiz yapan
diyabetli grupta goriilen bu yavas seyirli ndropatik agr1 gelisimi ve artmis irisin iligkisi
irisinin direkt olarak bir iyon kanal1 ya da agr1 gelisiminde rol alan mediatorlerin suprese
edilmesi lizerinden olabilecegi gibi, irisin bu etkisini vaskiiler epitelyum dokuyu
koruyarak da ortaya ¢ikarmis olabilecegi yorumu yapilabilir. Literatlirden elde ettigimiz

bulgularda irisinin anjiogenezi tetikledigi ve endotel hiicre koruyucu etki gosterdigi
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bilinmektedir (144). Literatiirde sunulan ve artan fiziksel aktiviteye cevaben salinimi
daha fazla artan irisin diizeyi bu ¢alismada tespit edildi. Diisilik ve yiiksek siddetli egzersiz
yaptirilan hayvanlarda serum irisin seviyesi arasinda istatistiksel bir farklilik goriilmedi.
Her iki grupta da benzer diizeyde irisin oldugu goriildii. Bu etki ya da irisinin egzersiz
siddetine bagl olarak artmamasi, uygulanan egzersiz protokoliiniin bu hayvan gruplarina
uygun olmadig1 ya da yetersiz siddette oldugu sdylenebilir. Egzersizin siddetine baglh
olarak agiga c¢ikan stres faktorlerinin irisinin metabolize olmasini hizlandirdig1 da
sOylenebilir. Ayrica diizenli egzersiz yapilmasinin ayni siddette egzersize verilen irisin
salinim cevabini arttirip arttirmayacagi da irdelenmis, bu amagla 4. ve 8. haftada egzersiz
yapan hayvanlardan serum 6rnekleri alinmistir. Elde edilen verilerde iki hafta arasindaki
serum irisin seviyelerinde anlamli bir farkliligin olmadig goriilmiistiir. Sonug olarak hem
diisitk hem de yiiksek siddet egzersiz yaptirilan hayvanlarda néropatik agr1 gelisiminin
yavas seyir ettigi, buna bagli olarak serum irisin seviyesinin arttig1 ancak degisen egzersiz
siddetinin irisin seviyesini arttirmadigi goriilmiistiir. Endojen irisindeki bu artig ndropatik
agr1 gelisimini direkt ya da indirekt olarak etkileyebilir. Elde edilen verilerde her ne kadar
azalan noropatik agr1 gelisimine bagl olarak artan serum irisin seviyesi goriilse de bu
etki suanki verilerle direkt olarak irisine baglanamamaktadir. Dolayisiyla periferde

endotel koruyucu etkisi vurgulanabilmektedir.

Bu c¢alismada endojen irisinin olas1 etkisinin irdelenmesinin yam sira, santral
irisin uygulamasinin etkinligi de test edildi. Bu amagla diyabet indiiklenmis ancak
herhangi bir egzersize tabi tutulmayan hayvanlara 8 haftanin sonunda farkli dozlarda
irisin uygulanarak agri esiklerindeki degisim goriildii. Daha dnce in vivo irisin uygulanan
herhangi bir ¢alisma olmadig1 i¢in literatiirde verilen serum irisin seviyeleri géz oniinde
bulundurularak bir doz belirlenmeye c¢alisildi. Bu amagla 1, 10 ve 20
mikrogram/kilogram olmak tizere ii¢ farkli dozda ip olarak irisin enjekte edilen gruplarin
termal agr1 esikleri 15, 30, 60 ve 90. dakikada tespit edildi. Bu verilere gore 15. dakikada
ve 30. dakikada her ii¢ dozda da anlamli bir fark goriilmemis ancak 60. dakikada bu ii¢
dozda diyabetli grupla kiyaslandiginda agri esigini diisiirmiistiir. 90. dakikada ise bu etki
ortadan kalkmistir. Kontrol grubunda uygulanan 10 pg/kg irisin agr1 esiginde herhangi
bir degisime neden olmamistir. Sonug olarak eksojen irisin uygulamasi sadece diyabetik
noropati goriilen hayvanlarda agr1 esigini bazale dogru ¢ekerken, normal hayvanlarda
herhangi bir etkisi goriilmemistir. Irisinin bu etkiyi akut olarak nasil ortaya cikardig

hangi mekanizma ya da mekanizmalar {izerinden bunu gerceklestirdigi ileri
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arastirmalarla aydinliga kavusturulmasi gereken sorular arasindadir. Ancak literatiirde

var olan kisith veriler 1s1ginda irisinin inflamatuvar sitokin saliimini azalttigi
bilinmektedir (145, 146).

Yapilan kalsiyum goriintiileme deneylerinde, agrili uyarana verilen hiicre i¢i
kalsiyum degisimindeki artigslar gézlemlenmistir. Tiim gruplarda hiicre i¢i kalsiyum
oranindaki yiizde artisa bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.
Diyabetli bireylerin kalsiyum homeostazisinin bozuldugu ve kalsiyumu etkin bir sekilde
yonetemedigi bilinmektedir. Bu calismada yiiksek dozda verilen kapsaisin nedeni ile
kalsiyumun toparlanma siiresi tespit edilememistir ancak ileri donemde yapilacak
caligmalarla daha diisik dozda uyaran kullanilarak bu deneyin tekrarlanmasi
planlanmaktadir. Her ne kadar kalsiyum cevabindaki yiizdelik degisimde anlaml1 bir fark
cikmamis olsa da kalsiyum toparlanma siiresi ve oranina bakilarak daha saglikli veriler

ortaya konulabilecektir.
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