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OZET

Deneysel Obezitenin Sebep Oldugu Sinir Hasar1 Uzerine Kapsaisin ve Arahkh

Achgin Etkileri

Obezite, asir1 yag birikimi ve kronik inflamasyon ile karakterize metabolik bir
bozukluk olup pek ¢ok metabolik ve ndrodejeneratif hastaliga yol agmaktadir. Aralikli
aclik giiniin belirli saatlerinde ya da haftanin belirli glinlerinde enerji igeren higbir
besin maddesinin alinmadig bir diyet programi olup kilo kontrolii igin etkili ve dogal
bir stratejidir. Kapsaisin, ac1 biberin temel aktif bilesenlerinden olup, anti-inflamatuar,

antioksiodan, antimikrobiyal, antikanser ve antiobezite etkilere sahiptir.

Bu calismanin amaci, obez fare modelinde, obezitenin indiikledigi periferik
sinir hasar1 {izerine aralikli aclik ve kapsaisin tedavisinin etkilerini hiicresel,

fonksiyonel ve immiinohistokimyasal teknikler ile arastirmaktir.

Calismada; %45 yiiksek yaghh yemle beslenen C57Bl/6 farelerde deneysel
obezite modeli gelistirildi. Obezite kaynakli periferik ndropati gelisimi, duysal-motor
fonksiyon testleri ve immiinohistokimyasal goriintiileme yontemleriyle dogrulandi.
Ardindan Kontrol, Obez, Aralikli aglik, Kapsaisin ve Aralikli aglik + Kapsaisin
calisma gruplart olusturuldu. Ayrica in vitro ortamda caligma gruplarindaki DRG
noron kiiltlirleri hazirlandi. Noronlarda aksotomi hasari olusturularak aksotomiden 24

ve 48 saat sonraki hasarli ndronlarin sag kalim oranlar1 hesaplandi.

Obezitenin ilk 15 haftalik donemde miyelin kaybina, aksonal filament hasarina
ve periferik noropatiye sebep oldugu tespit edildi. Aralikli aglik diyeti ile birlikte
uygulanan kapsaisin tedavisi, miyelin kilifta, kas lifinde asetilkolin reseptorlerini
rejenere etti. /n vitro ortamda, obezite ilk 15 haftalik dénemde travma hasarli periferik
duysal néronlarimn sag kalim oranlarini azaltt:. Ikinci 15 haftalik donemde ise periferik
duysal noronlarin travma stresi ile basa ¢ikma kabiliyetini artirarak, sag kalim oranini
yiikseltti. TrkA reseptor sinyal yolaginin inhibisyonu, aksotomi hasarli periferik

duysal néronlarin sag kalim oranini artirds.

Anahtar sozciikler: Aksotomi, aralikli aglik, kapsaisin, obezite, periferik noropati.
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ABSTRACT

Effects of Capsaicin and Intermittent Fasting on Nerve Damage Caused by

Experimental Obesity

Obesity is a metabolic disorder characterized by excessive fat accumulation
and chronic inflammation and causes many metabolic and neurodegenerative diseases.
Intermittent fasting is a diet program in which no energy-containing nutrients are taken
at certain times of the day or on certain days of the week and is an effective and natural
strategy for weight control. Capsaicin, one of the main active components of hot
pepper, has anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial, anticancer and anti-obesity

effects.

The aim of this study was to investigate the effects of intermittent fasting and
capsaicin treatment on obesity-induced peripheral nerve damage in an obese mouse

model by cellular, functional and immunohistochemical techniques.

In the study, an experimental obesity model was developed in C57Bl/6 mice
fed a 45% high-fat diet. The development of obesity-induced peripheral neuropathy
was confirmed by sensory-motor function tests, immunohistochemical imaging
methods. Then Control, Obese, Intermittent fasting, Capsaicin and Intermittent fasting
+ Capsaicin study groups were formed. In addition, DRG neuron cultures in the study
groups were prepared in vitro. Axotomy damage was created in neurons, and the

survival rates of damaged neurons 24 and 48 hours after axotomy were calculated.

It was determined that obesity causes myelin loss, axonal filament damage and
peripheral neuropathy in the first 15 weeks. Capsaicin treatment combined with
intermittent fasting diet regenerated acetylcholine receptors in myelin sheath and
muscle fiber. /n vitro conditions, obesity reduced the survival rates of trauma-injured
peripheral sensory neurons in the first 15 weeks. In the second 15 weeks, it increased
the survival rate by increasing the ability of peripheral sensory neurons to cope with
traumatic stress. Inhibition of the TrkA receptor signaling pathway increased the

survival rate of peripheral sensory neurons with axotomy damage.

Keywords: Axotomy, capsaicin, intermittent fasting, obesity, peripheral neuropathy.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

MSS : Merkezi Sinir Sistemi

PSS : Periferik Sinir Sistemi

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

BKIi : Beden Kiitle indeksi

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

DPN : Diyabetik Periferik Noropati
TRPV1 : Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 1
IL-6 : Interldkin 6

MCP-1 : Monosit Kemoatraktan Protein 1
DRG : Dorsal Kok Gangliyonu

Kap : Kapsaisin

AA : Aralikli Aglhik

MetS : Metabolik Sendrom

HDL : Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
UCPI : Spesifik Ayirici Protein 1

Trk : Tirozin kinaz

NGF : Sinir Biiytime Faktorii

BDNF : Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor
NT3 : Norotrofin 3

NT4/5 : Norotrofin 4/5

TrkA : Tirozin kinaz A

TrkB : Tirozin kinaz B

TrkC : Tirozin kinaz C

NMDA : N-Metil-D-Aspartat Reseptorii
mNT : Olgun Norotrofik Faktor

ProNT : Pro Norotrofik Faktor

p75NTR : Pan Norotrofin Reseptorii 75

TF : Transkripsiyon faktorleri

JNK : c-Jun N-terminal Kinaz

PLC-yl : Fosfolipaz C gama-1

1P3 : Inositol-3-fosfat

Ca?* ‘Kalsiyum



PKC : Protein Kinaz C

CREB : cAMP baglayic1 protein
NFkB : Niikleer Faktor kappa B
PI3k/Akt : Fosfatidil inositol 3 kinaz-Akt

MAPK/ERK : Mitojen Aktiviteli Protein Kinaz/Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici

Kinaz
Kcal : Kilo kalori
PKA : Protein Kinaz A
IGF-1 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
CGRP : Kalsitonin Gen Iliskili Peptid
GLP-1 : Glukagon Benzeri Peptid-1
POMC : Proopiomelanokortin
mRNA : Mesajc1 Riboniikleik Asit
AMPK : Aktive Edilmis Protein Kinaz
SF : Serum Fizyolojik
cm : Santimetre
°C : Santigrat derece
mg : Miligram
kg : Kilogram
EMG : Elektromiyografi
MSIH : Motor Sinir ileti Hiz1
BKAP : Bilesik Kas Aksiyon Potansiyeli
mV : Milivolt
mm : Milimetre
m : Metre
sn : Saniye
FTS : Fosfat Tampon Soliisyonu
pum : Mikrometre
NFH : Norofilament
BII-Tub : BII-Tubulin
MBP : Myelin Basic Protein
PO : Myelin protein zero
S100 : Anti-S100
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a-BNG
NBA
HBSS
RCF
FCS
RPM
K252a
PD98059
LY294002
DMSO
gr

Pl

CAM

: Alfa-bungarotoksin

: Neurobasal Medium

: Hanks' Balanced Salt Solution
: Bagil Merkezka¢ Kuvveti
: Fetal Bovine Serum

: Dakikadaki dontis hiz1

: TrkA inhibitorii

: MEK-1 inhibitorii

: PI3K inhibitdrii

: Dimetil siilfoksit

: Gram

: Propidyum Iyodiir

: Calsein AM
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1. GIRIS

Periferik sinirler; organlar, bezler ve kaslar ile merkezi sinir sistemi (MSS)
arasindaki bilgi iletisiminden sorumludur. Cogu periferik sinirin hiicre gévdesi MSS
icerisinde ya da omurilik boyunca seyreden gangliyonlarin igerisinde yerlesiktir. Deri
ve kaslar gibi uzak hedefleri innerve eden, uzunluklar1 0,1 mm ile 2 m arasinda degisen
akson uzantisidir (1). Uzunluklar1 degisiklik gosteren aksonlar, miyelin ad1 verilen ¢ok
sayida glial membran tabakalar1 tarafindan sarilmistir. Periferik sinir sisteminde (PSS)
miyelin kilift Schwann hiicreleri tarafindan olusturulur. PSS’de miyelin olugturmayan
Schwann hiicreleri de mevcuttur. Bu hiicreler noronlar ve hedef hiicreleri arasinda
iletisim kurma alanlar1 olan presinaptik sinir terminallerini olustururlar. Schwann
hiicreleri de dahil olmak {izere PSS hiicreleri; kemoterapi, DNA hasari, oksidatif stres
ve inflamasyona kars1 hassastir. Periferik aksonlarin degisiklik gosteren uzunluklari

bu hiicreleri olaganiistii derecede savunmasiz hale getirir (2).

Travmatik ya da metabolik kaynakli olarak periferik akson iletiminde yasanan
gecikmeler, noropati olarak adlandirilir. Periferik noropati; hiicre gévdesinden (arka
kok gangliyon ndronu veya 6n boynuz ndronu) uzayan aksonal projeksiyonlara ve
aksonu saran miyelin kilifina kadar periferik sinirin farkli bilesenlerinin hasarlarini ve
kayiplarimi ifade eden genis anlamli bir terimdir. Periferik ndropati altta yatan
sebeplere bagli olarak motor, duyu ve otonom sinir liflerini igerebilir (3). Periferik
sinir hasarlari; akson yapisi bozulmadan sadece miyelin yapisinin tahrip olmasi
(noropraksi), epindryum tabakasinin korunup akson yapisinin hasar gormesi
(aksonotmezis) ya da néronunun hasar gOrmesi (norotmezis) olarak

siniflandirilmaktadir (4).

Obezite, yasam kalitesi lizerinde sayisiz olumsuz yan etkileri olan, artan
morbidite ve mortalite sebepleriyle 6nemli bir halk sagligi sorunudur (5). Saglik i¢in
risk olusturan anormal veya asir1 yag birikimi obezite olarak adlandirilir. Bir kisinin
viicut agirhiginin (kilogram olarak) boy uzunlugunun (metre olarak) karesine
béliinmesiyle beden kiitle indeksi (BKI) hesaplanir. Obezite, BKI ile belirlenir. BKI

skoru 30 kg/m? olan ve {izerine ¢ikan insanlar obez, 25-29 kg/m? arasindakiler ise fazla



kilolu olarak tanimlanir. Obezitenin kiiresel prevalansi son yillarda énemli dlgiide
artmistir. 2016 yilinda diinya genelinde 18 yas ve iistii yetiskinlerin %13’{liniin obez
(erkeklerde %11, kadinlarda %15), %39’unun ise fazla kilolu olduklar1 rapor
edilmigstir (6). Bu baglamda diinya niifusunun yarisindan fazlasi saglik agisindan risk

altindadir.

Obezite ve ilgili metabolik bozukluklarin, bat1 tilkelerinin saglik sorunlarim
artirdigl ifade edilmistir (7). Ayrica, obezitenin Alzheimer gibi ndrodejeneratif
hastaliklara ve periferik néropatiye sebep oldugu rapor edilmistir (8). ABD ve Cin’de
yapilan insan ¢aligmalarinda obezite, prediyabet, diyabet ve metabolik bilesenlerin de
periferik noropatiye sebep oldugu ortaya konulmustur (9). Epidemiyolojik caligmalar
obezitenin diyabetik periferik néropati (DPN) riskini artirdigint géstermistir (10, 11).
DPN, diyabet hastaliginin yaygin, uzun donemli ve ilerleyici mikrovaskiiler bir

komplikasyonudur (10, 12).

Diyabetik néropatinin klinik belirtilerinden biri de néropatik agridir. Noropatik
agr1, diyabetik noropatili hastalarin yaklasik yarisini etkiler (3, 13). Noropatik agri,
somatoduysal sistemi etkileyen bir lezyonun veya hastaligin dogrudan bir sonucu
olarak ortaya ¢ikar. Periferik noropatik agrinin klinik o6zellikleri arasinda yanma,
bicaklanma agrilari, karincalanma, uyusukluk, allodini ve hiperaljezi olabilir. Kronik
noropatik agri, onemli 6l¢iide bozulmus yasam kalitesi ile iligkilidir ve genellikle
mevcut tedavilere cevap vermez (14). Ayrica, periferik ndropati duyu kaybina,
ylirliylis bozukluklarina, denge kaybina ve sik sik diismelere yol agar. Bu klinik
bozukluklar da kiriklar dahil deri-kas-iskelet sistemi yaralanmalar1 ile sonuglanir.
DPN ayn1 zamanda ayak iilserleri ve alt ekstremite amputasyonlari i¢in dnemli bir risk
faktorlidiir. Hastalarin engelli kalmalarina yol acarak, bireyin yasam kalitesi lizerinde

tahrip edici bir etkiye sahiptir (3, 15).

Fazla kilo ve obezitenin ana sebebi kalori alimi ile kalori tiiketimi arasindaki
enerji dengesizligidir. Glinlimiizde, yliksek enerjili ve yiliksek yagh gida tiiketim
aliskanlig1 ile sedanter yasam tarzi kiiresel 6lgekte artmistir. Sedanter yagam tarzinin
artmasi, tasima araglarindaki konfor artisi, kolayliklarin artmasi, imkanlarin gelismesi,
sehirlesme oraninin yiikselmesi fiziksel hareketsizligi artirmistir (6). Fiziksel
hareketsizlik; koroner arter hastaligi, tip 2 diyabet, DPN ve bazi kanser tiirleri igin
onemli risk faktorlerindendir (6). Yiiksek BKI (obezite) ile kardiyovaskiiler
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hastaliklar, tip 2 diyabet, DPN, osteoartrit ve bazi1 kanser tiirleri arasinda gii¢lii bir
korelasyon bulunmaktadir (6, 10). 2015 yilinda kiiresel 6lgekte diyabet icin yapilan
saglik harcamasi toplam saglik harcamalarinin %12’sine esdegerdir (3). Bu baglamda,
fazla kilolu ve obeziteye sahip yetiskinlerin sagliklarini korumak i¢in haftada en az
150 dakika fiziksel aktivite yapmalari, viicut agirligini 6nemli 6l¢lide azaltmak icin ise

haftada en az 250 dakika orta siddette fiziksel aktivite yapmalari gerektigi bildirilmistir
(6).

Obezite ve obezitenin tetikledigi hastaliklar biiyiik Olglide Onlenebilir ve
yonetilebilir niteliktedir. Bunlar1 6nlemenin ve ydnetmenin en temel yolu saglikli

yiyecekler tiiketmek, fiziksel aktiviteyi artirmak (6) ve gida kisitlamasina gitmektir.

Kapsaisin (Kap), ac1 biberin temel aktif bilesenlerinden olup, ligand kapili,
giiclli, non-selektif katyon kanali olan Transient Reseptdr Potansiyel Vanilloid 1
(TRPV1) agonistidir ve etkisini yiiksek derecede segici oldugu bu kanal iizerinden
gosterir. Kap ayni zamanda, nosiseptif sinir liflerinde (6zellikle C tipi ve Ad tipi)
yiiksek diizeyde eksprese edilir (14). Kap ayrica antiinflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal, antikanser ve antiobezite gibi etkileri sahiptir (16). Kap,
proinflamatuar medyatorlerin salinimin1  baskilayarak ayak iltihabin1 ve artrit
gelisimini  Onler. Ayrica obezite ile indiiklenen adipoz dokudaki makrofaj
aktivasyonunu ile makrofaj gociinii onler; IL-6, MCP-1 salinimlarini azaltir ve
adiponektin salinimin1 artirir. Kisaca dogal bir antiinflamatuar ajan aktivitesi gosterir

(16).

TRPV1 merkezi ve periferik sinir sisteminde bulunur. Periferik sinirlerde,
TRPV1 baslica kiigiik ve orta biiyiikliikte dorsal kok gangliyon (DRG) hiicrelerinde
eksprese edilir (17). Bir termal nosiseptdr olan TRPV1 kanal, sicaklik, asidite ve irrite
edici kimyasallar gibi agrili uyaranlarin tanimlanmasinda 6nemli rol oynar (14).
TRPV1 kanallar1 ayrica kan damarlarindan, adipoz ve karaciger dokusundan da
eksprese edilir (18). Kap, iskemi kaynakli retina hasarinda endojen somatostatin
yoluyla antiinflamatuar ve néroprotektif etkiler gdsterir (17). Kap diyabetik noropatili
hastalarda agriy1 hafifletir, uyku kalitesini artirir (14). Yine kemoterapi kaynakli,
periferik ndropati agrisindan muzdarip kanser hastalarinda belirgin agr1 kesici etki

saglar (19). Bu ylizden, Kap’in obezitenin indiikledigi inflamasyonu ve obezite iligkili



patolojileri hafifletebilecegi (16), hasarli periferik duysal sinir liflerinin rejenerasyon

ve restorasyonunu artirabilecegi belirtilmistir (19).

Aralikli aglik (AA) kilo kontrolii i¢in etkili ve dogal bir stratejidir. Ancak,
etkinliginin mekanizmasi yeterince aydmlatilamamistir. AA rejimi, beyaz yag
dokusunu uyarir ve esmerlesmesini aktive ederek, obeziteyi, insiilin direncini ve
karaciger yaglanmasini belirgin sekilde iyilestirir (7). AA beslenme dongiilerinin,
organizma {izerinde hafif bir stres olusturdugu ve organizmanin koruyucu
mekanizmalarinin aktivitesini artirdig1 bilinmektedir (2). Genetik risk faktorlerinin ve
normal yaslanmanin sebep oldugu periferik demiyelinizasyon, rodent modellerde AA
veya kalori kisitlamasi uygulanarak azaltilmistir (2). AA, Charcot-Marie-Tooth
hastaliginin fare modelinde (20) ve spinal kord yaralanmasinin fare modelinde (21)
fonksiyonel iyilesme saglamistir. NoOropatik farelerin motor fonksiyonlarinda
gozlenen faydali etkiler, sinir morfolojisi, aksonal biitiinliik ve miyelin proteinlerinde
genel bir iyilesmeye baglanmistir (20). AA’nin, bir mutant miyelin proteini
ekspresyonundan kaynaklanan dejeneratif olaylar1 yavaslattigi, aksonal ve

noromiiskiiler fonksiyon kaybini azalttig1 bildirilmistir (2).

Bu calismada; obez fare modelinde obezite kaynakli periferik ndropatinin
gelisimi izlenmis, kapsaisin ve aralikli acligin periferik ndropati tizerindeki rejeneratif

ve restoratif etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Obezite

Obezite BKI’nin 30 kg/m?'nin iizerine ¢ikmasi olarak tanimlanir (22). Yasam
kalitesi lizerine ¢ok sayida olumsuz yan etkileri olan obezitenin, morbidite ve mortalite
oranlar1 da ¢ok yliksektir. Kiiresel dlgekte obezite oran1 1980°den beri iki kattan fazla
artmis, 2017 yili itibariyle 650 milyon yetiskin obez sinifina girmistir (23). Fazla
kilodan her yil diinya genelinde 4 milyon insan hayatin1 kaybederken, bunun 1,5

milyonunu obez olmayan kilolu insanlar olugturmaktadir (24).

2.1.1. Obezite Etiyolojisi

Obezitenin etiyolojisinde, genetik polimorfizm; aglik, tokluk ve istah
duyularim1 diizenleyen hipotalamik sinyallerde islevsel bozukluk; adipokinler
tarafindan tetiklenen proinflamatuar salinimdaki artis, tuz ve doymus yaglarca zengin

yogun gida alim1 kaynakli enerji fazlaligi vardir (25).

2.1.2. Obezite Fizyopatolojisi

Obezite, asir1 yag birikimi ve kronik inflamatuar bir durum ile karakterize
edilen; insiilin direnci, tip 2 diyabet, hiperlipidemi, hiperkolesterolemi, arteriyel
hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik, obstriiktif uyku apne sendromu, kas-iskelet
bozukluklar1 ve cesitli kanser tiirleri gibi diger hastaliklarin gelisimine de katkida

bulunan metabolik bir bozukluktur (25-27).

Hem asir1 yag (obezite) hem de yag yoksunlugu (lipodistrofi); diyabet,
metabolik sendrom (MetS) ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artirmaktadir (28).
Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu hem obezite hem de lipodistrofinin sebep oldugu

adipoz doku fonksiyon bozukluguyla iliskilidir (28).

Metabolik sendrom kriterleri; diyabet (aclik kan glikozu >126 ya da iki saatlik
glikozun >200), prediyabet (aglik kan glikozu >100 ya da iki saatlik glikozun >140),
BKI >30, sistolik kan basinc1 >130 ya da diyastolik kan basinct >85, trigliserit >150
mg/dl, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) erkeklerde <40 mg/dl ve kadinlarda <50

mg/dl oldugu durumlar olarak tanimlanmaktadir (9).
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Memelilerde iki tip adipoz doku (kahverengi ve beyaz) mevcut olup
mitokondriyal icerik ve fonksiyon bakimindan farklidirlar. Kahverengi adipoz doku,
mitokondri bakimindan zengin olup hem glikoz hem de yag asidinin oksidasyonunu
gerceklestirir. Kahverengi adipoz doku mitokondrisinde, i¢ zar boyunca proton
s1zintisina izin veren ve termogenez yoluyla yiiksek diizeyde enerji harcamasina sebep
olan (UCP1) eksprese edilir (28). Beyaz yag doku daha az mitokondri igermesine
ragmen, adipojenik farklilagmay1 gergeklestirmekte ve adipokin sekresyonunu
artirmaktadir (28). Adipoz dokudaki mitokondriyal fonksiyon bozuklugu obezite, tip
2 diyabet ve MetS ile iligkilidir (28).

Asirt yaglanma ve agir1 beslenme, farkli kanser tiirleri riskini (endometrium,
safra kesesi, bobrek, rektum, menopoz sonrasi meme, pankreas, tiroid, kolon ve
ozefagus, 16semi; multipil myeloma; Non Hodgkin lenfoma; ve habis melanom) arttirir
(29). Obezite, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklara ve periferik noropatiye
sebep olur (8, 30). Obezite, prediyabet ve diyabet periferik ndropatiyle yakindan
iliskilidir (9). Deneysel bir ¢alismada, obezite ve diyabetin (tip 1 ve tip 2), glikoz
klirensini bozdugunu, deride motor sinir ileti hizini, duysal sinir ileti hizini, termal
duyarliligi, mekanik duyarliligi ve intraepidermal sinir lifi yogunlugunu azalttig

ortaya konmustur (31).

2.2. Sinir Sistemi

Omurgali sinir sistemi, MSS ve PSS olmak iizere iki ana birimden olusur.
Islevsel olarak &zellesmis noronlar ve glial hiicre tipleri ile karakterizedir (32).
MSS’deki noron topluluklarina niikleus, akson topluluklarina traktus denirken;
PSS’deki néron topluluklarina gangliyon, akson topluluklarina ise sinir denmektedir.
Sinir sisteminde bulunan glia hiicreleri; MSS’de astrositler, oligodendrositler,
ependim hiicreleri ve mikroglia; PSS’de ise Schwann hiicreleri ve satellit hiicreleridir.
MSS beyin ve omuriligi kapsarken; PSS somatik, otonom ve enterik sinir sistemi ile

iliskili sinirleri ve gangliyonlar1 kapsar (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Sinir sisteminin siiflandirilmasi.

2.2.1. Periferik Sinir Sistemi

PSS organlar ve beyin arasindaki sinyal iletiminden sorumlu olup, temel olarak

fizyolojik fonksiyonlar1 ve davraniglari diizenler (32) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Periferik sinir sistemi.



Somatik sinir sistemi duyu ve motor sinirleri igerir, motor sinirler istemli
hareketlerden sorumludur. Otonom sinir sistemi istem dis1 fizyolojik fonksiyonlari
kontrol ederken, enterik sinir sistemi ise sindirim sistemi islevlerini diizenler (33, 34).
Anatomik olarak PSS kranial sinirleri, spinal sinirleri ve organlarin etrafindaki lokal

noral aglar1 kapsamaktadir (34).

Somatik periferik sinirlerde her bir spinal sinir iki kokiin fiizyonuyla
olusmustur. Dorsalde duyu noéron gévdeleri bulunurken, ventralde ise motor néron
govdeleri bulunmaktadir (Sekil 2.3). Bu iki kok spinal siniri olusturur. Sekiz cift
servikal, on iki ¢ift torakal, bes ¢ift lumbal, bes ¢ift sakral ve bir ¢ift koksigeal sinir
mevcuttur. Spinal sinirler spinal korda vertebralar arasindaki arka kdkten girer, ventral
kokten cikarlar. Her bir vertebradan ¢ikan duyu ve motor sinirler anatomik seviyede
benzer bolgelerden bilgi alir ve benzer bolgelere komutlar: ulastirir. Servikal omurilik
seviyesi boyun ve iist ekstremitelere, torasik omurilik seviyesi torakal organlara ve
gogse ayrilmigtir. Lomber omurilik seviyesi, karin organlarina, alt uzuvlara (kismen)
ve karina, sakral pleksus ise pelvik organlara ve alt uzuvlara ayrilmistir. Bu, omuriligin
“metamerik” olarak adlandirilan organizasyonunu temsil eder. Her bir spinal sinir
binlerce duyu ve motor lifleri igeren siki bir bag doku igerisindeki fasikiillerden
olusmaktadir. Bu da disardan gelebilecek baski ve tahrifata karsi ciddi bir koruma
saglar (34).

Beyaz madde Dorsal Kok
Gangliyonu
Gri madd
g Dorsal Kok

| Duysal Néron
\7\ Govdesi

L/ | Spinal Sinir

Motor Néron
Govdesi
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Sekil 2.3. Periferik sinirlerin spinal organizasyonu ve dorsal kdk gangliyonu.



Periferik sinirlerdeki ileti hizi Schwann hiicrelerinin olusturdugu miyelin
miktariyla iligkilidir. Schwann hiicreleri miyelin kilif {iretimi roliiniin yani sira hem
miyelinli hem de miyelinsiz sinirlerin beslenmesinden de sorumludur. Sempatik ve
parasempatik sistem solunum, kardiyovaskiiler, sindirim ve endokrin gibi visseral
sistemlerin islevlerinin diizenlenmesinden sorumludur. Hipotalamus ve limbik sistem

gibi daha iist merkezler ise otonom sinir sistemini koordine eder (34).

Somatik motor ndronlar, otonom sinir sisteminin pregangliyonik néronlar1 ve
bazi duyu noronlart Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan miyelinle sarilidirlar.
Schwann hiicreleri, aksonun etrafin1 sikica birka¢ kat halinde birbirlerine komsu
segmentler olusturarak sarar. Bu miyelin segmentler arasina ranvier nodlar1 olarak
adlandirilan kisimlarda ¢ok sayida voltaj kapili sodyum kanallar1 mevcuttur. Ranvier
nodlar1 akson membrani boyunca iletinin si¢rayici bir sekilde daha hizli ilerlemesine
izin veren Ozellesmis yapilardir. Post gangliyonik otonom sinir sistemindeki duyu
ndronlart miyelinsiz olup bir tek katman halinde Schwann hiicreleri tarafindan
sartlmiglardir (34). Schwann hiicreleri ayn1 zamanda travmalara karsi rejenerasyonu
tesvik edici 6zellige de sahiptir, bu 6zellik oligodendrositlerde mevcut degildir (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4. PSS’de Schwann hiicrelerinin, MSS’de ise oligodendrosit hiicrelerinin
rejenerasyondaki rolleri.



2.2.2. Duysal Liflerin Fizyolojik Siniflandiriimasi

A lifleri:

e Kalin miyelinli liflerdir.

e Alfa, Beta, Gama, Delta alt tipleri vardir.
e Sinyal iletim hizlar1 120 m/sn’ye kadar ¢ikar (Sekil 2.5)(35).

C lifleri:

e ince, miyelinsiz liflerdir.

e Sinyallerin iletim hizlar diistiktiir.

e Enince lifler sinyalleri 0.5 m/sn hizla iletir (Sekil 2.5)(35).

Ap C
Gap (um) 13-20 6-12 1-5 0,2-1.5
Hiz (m/s) 80-120 35-75 5-30 0,5-2
- 3 ) - .. Avﬂ, 151 Agn, 151,
Islev Propriosepsiyon Mekanoreseptor g e

Sekil 2.5. Duysal liflerin genel siniflandirilmasi.

2.2.3. Duysal Liflerin Patofizyolojisi

Cap1 kiiclik, miyelinsiz ve ince miyelinli lifler termal ve mekanik agr

bilgilerini, yaralanma ve yanma bilgilerini iletirken ndropati gelisimi durumunda;

karincalanma, elektrik soklari, hiperaljezi (agrili uyaranlara karsi artan hassasiyet)

veya allodini (zararsiz bir uyarana karst agrili his) goriiliir (Sekil 2.6). Orta ve biiyiik

caplt miyelinli duyusal lifler, titresim ve eklem pozisyon bilgisini iletirken, ndropati

gelisimi durumunda uyusma, dengesizlik ve yaranlanmalar goriiliir. Biiyiik miyelinli
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motor aksonlarda meydana gelen hasarlanma, distal gii¢siizliik ve atrofiye yol acar.
Otonom noropatilerde ise kardiyovaskiiler (ortostatik hipotansiyon), gastrointestinal
(kabizlik, bulant1 veya ishal), lirogenital (n6rojenik mesane veya erektil disfonksiyon)

ve sekretomotor (anormal terleme) sistemlerde farkli semptomlar goriilebilir (36).

Dendritler

Niikleus
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Hasarlanms

/ miyelin kihf
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Akson @
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| 4
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Saghkh Noéron Saghksiz Noron

Sekil 2.6. Saglikli ve hasarli ndronlarin yapisal 6zellikleri.

2.3. Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorler (ndrotrofin), MSS ve PSS’de ndronlarin hayatta
kalmalarmi, biiylimelerini ve farklilagmalarini tesvik eden protein yapih
molekiillerdir. Memelilerde birgok nérotrofin bulunmustur. Insanlarda bilinen ve
tirozin kinaz (Trk) reseptorlerini kullanan ndrotrofinler sunlardir: Sinir Biiyiime
Faktorii (NGF), Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF), Norotrofin 3 (NT3) ve
Norotrofin 4/5 (NT4/5) (33). Tiim bu molekiiller diisiik afiniteyle p75 reseptoriine
baglanabilir (37). Ek olarak, NGF spesifik olarak tirozin kinaz A (TrkA) reseptdriine;
BDNF ve NT4/5 tirozin kinaz B (TrkB) reseptoriine ve son olarak NT3 tirozin kinaz
C (TrkC) reseptoriine (ve bir dereceye kadar ilk ikisine) baglanir (Sekil 2.7). Tiim Trk

reseptorleri, bir tirozin kinaz alanina sahip membran reseptdrleridir (33).
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NGF: Hiicrenin gelisiminde, aksonal filizlenme ve dendritik dallanma 6nemli
rol oynar (38). Ilk kesfedilen ve en iyi karakterize edilmis ndrotrofik faktdrdiir.
Memelilerde periferik duyu ve sempatik noronlar ile 6n beyindeki kolinerjik
ndronlarin yasamasini ve gelisimini tesvik eden norotrofik faktdrdiir (39). Periferik
duyu ve sempatik sinirlerde biliylime ve gelismeye olan katkisinin yani sira
ndrotransmitter salinimi ve ndropeptit sentezinde de rol oynar (39). NGF’nin yiiksek
seviyedeki ekspresyonu sinir sisteminde ve diger dokularda doku rejenerasyonunun

yaninda hem farklilagmay1 hem de fonksiyonel iyilesmeyi destekler (40).

BDNF: Hiicrenin hayatta kalmasi, farklilagmasi, sinaptik plastisite, dendritik
filizlenme, uzun siireli giiclenme ve ndronal ag gelisiminde 6nemli rol oynar (37).
Ikinci kesfedilen norotrofik faktérdiir. Ayrica hipokampiiste yiiksek ekspresyona sahip
olmasi hafiza ve 6grenmede de rol alabilecegini diisiindiirtmektedir. Yine akson hasari
sonrasi rejenerasyon ve remiyelinizasyonu tesvik ettigi bildirilmistir. BDNF
ekspresyonundaki azalmada major depresif bozukluk ve bipolar bozukluk dahil olmak
tizere duygu-durum bozukluklar: ile Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaligi

gibi cesitli nérodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilmistir (40).

NT3-NT4/5: Noronal hayatta kalma ve farklilasmada 6nemli rol oynar (37, 38).
NT3 o6zellikle embriyonik dénemde duyu ve adrenerjik ndéronlarin sagkaliminda rol
oynarken, MSS’de ise baglantilarin giiclenmesinde ve sinaps olusumunda etkilidir.
Ayrica beyindeki olgunlagma doneminde seviyesi iyice azalirken, periferik dokularda

ise bulunmaktadir (41). NT4/5 ise 6zelikle NMDA reseptor aktivasyonunu arttirir (42).

Tiim ndrotrofinler baglangicta pro-norotrofinler olarak bilinen 6ncii proteinler
olarak sentezlenir. Bu pro-ndrotrofinler daha sonra, stabil olgun nérotrofinler
olusturmak i¢in furin veya prokonvertazlar tarafindan hiicre icinde veya
metaloproteazlar ve plazmin tarafindan hiicre disinda boliinebilir.  Olgun
norotrofinlerin, norotrofik etkiler gergeklestirmek icin secici olarak kendi
reseptorlerine baglandiklari, oysa pro-nérotrofinlerin p75N™®/sortilin  reseptoriine
baglandiklar1 ve bu yolak {izerinden pro-apoptotik etkiler gergeklestirdikleri

saptanmistir.
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Sekil 2.7. p75NTR ve Trk reseptorleri aracihigiyla norotrofin sinyal mekanizmasi.
NGF, sinir biiyiime faktorii; BDNF, beyin kaynakli nérotrofik faktor; NT-3,
norotrofin-3; Trk, tropomiyosin reseptdr kinaz; mNT, olgun noérotrofin; ProNT,
pronorotrofin; p75NTR, pan nérotrofin reseptorii 75; PLCy]1, fosfolipaz C gama bir;
PKC, protein kinaz C; MAPK, mitojenle aktive olan protein kinaz; TF’ler,
transkripsiyon faktorleri; PI3-K, fosfoinositol 3-kinaz; NF-kB, aktiflestirilmis B
hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir giiglendiricisi; JNK, c-Jun N-terminal
kinaz.

Norotrofik faktorler Trk reseptorlerinin aktivasyonunu fosforile ederek
fosfolipaz C gama-1(PLC-y1) ile iliskili ikinci mesajlasma sinyal yolunu etkinlestirir.
PLCy aktivitesi genellikle iki farkli ikinci haberci sistemi iiretir: inositol-3-fosfat (IP3)
ve diagilgliserol (DAG), her ikisi de hiicre i¢i kalsiyum (Ca?*) salinimini arttirir ve
protein kinaz C(PKC) aracili sinyali uyararak gelismis ndronal ve sinaptik plastisite
ile sonuglanir (Sekil 2.7) (38). Genel olarak Trk reseptdri, hiicrelerin hayatta kalmasi,
cogalmasi ve farklilagmasini saglayacak cAMP baglayici protein (CREB) ve niikleer
faktor kappa B (NFxB)’nin aracilik ettigi gen ekspresyonlari sayesinde ya fosfatidil
inositol 3 kinaz-Akt (PI3k/Akt) ya da mitojen aktiviteli protein kinaz-ekstraselliiler
sinyal diizenleyici kinaz (MAPK/ERK) sinyal yollarin1 kullanarak etkisini gosterir
(43). Trk reseptorleri, ERK iiretmek icin MAPK sinyal yolunu daha da aktive eden
kiigiik bir guanozintrifosfat baglayict protein olan Ras’1i aktive ederek, noéronal
farklilasmayr ve norit biliylimesini kontrol eden genlerde transkripsiyonel
degisikliklere sebep olarak CREB dahil bir dizi transkripsiyon faktoriinii fosforile ve

aktive eder (44). Trk reseptorleri tarafindan aktive edilen diger bir ana yol, niikleer

faktor kappa B (NF-«kB) aracili noronal sag kalimi tesvik etmek icin serin / theronin
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kinaz Akt’nin asagi akis aktivasyonuna yol acan PI3-K yoludur. PI3K/Akt sinyal
yolunun, fizyolojik ve patolojik kosullar altinda hiicre biiylimesinin,
proliferasyonunun ve hayatta kalmasinin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynadig,
hipokampal noron kiiltiirlerinde aksonal filizlenmeye katkida bulundugu, ayrica inme

sonrasi1 fonksiyonel iyilesmeye katki sagladigi belirtilmistir (Sekil 2.7).

ProNGF’nin olgun NGF’ye doniismesi ndronal yasam i¢in ¢ok onemlidir.
Ciinkli proNGF p75 reseptoriine baglanir ve akabinde néronun apoptoza gitmesini
saglayan mekanizmalari tetikler (43). NGF, noronlarin gelisimlerinden 6liimlerine
kadar ¢esitli norofizyolojik ve biligsel kabiliyetler gibi bir¢ok islevde gorev alir (43).
NGF’in biiyiime konisinde, tubulin ve aktin gibi hiicre iskeletindeki degisiklikleri
indiikledigi belirtilmistir (45).

NGF-TrkA sinyalizasyonu TRPV1 kanal ekspresyonunu artirmaktadir. Bu
kanallar, Kap (ac1 kirmizi biberin keskin bileseni) ve resiniferatoksin gibi vanilloidler,
yiiksek 1s1 (>43°C), asit (pH<S5), hiicresel voltaj degisikligi, oksidatif stres ve
inflamatuar medyatorler ile aktive olmaktadir. Ayrica bu kanalin 6zellikle ndronlarda
ve daha ziyade DRG hiicrelerinde inflamatuar ve agr1 mekanizmalari iizerinde 6nemli
rol iistlendigi daha sonra yapilan arastirmalarda anlagilmistir. Aym1 zamanda, bu
kanallarin PKA ve PKC gibi ikinci haberciler vasitasiyla aktive oldugu da
kanitlanmigtir (46). NT-3 antinosisepsiyonda, NT-4 ise propriyosepsiyonda rol
almaktadir. Trk  reseptorlerinin  aktivasyonlar1  asagi  akis  sinyalleme
mekanizmalarindan Ras-MAPK yolag1 iizerinden rejenerasyon ve iyilesmeyi, PI3K-
Akt yolagi lizerinden ndronal sag kalimi, PLC- y1 yolag: {izerinden ise dogrudan ya
da PKC iizerinden sinaptik plastisiteyi, sadece PKC {iizerinden rejenerasyon ve
iyilesmeyi baglatmaktadir. p75N™’nin aktivasyonu néropatik agrida Trk aracili
sinyallemeyi gii¢clendirebilir (47). NGF, PSS’de somatoduysal ve sempatik noronlarin,
MSS’de ise bazal 6n beyin kolinerjik néronlarinin hayatta kalmalar1 ve islevleri igin
anahtar rol oynayan ve ilk kesfedilen norotrofindir (48, 49). Ras-MAPK aktivasyonu
ayrica, noronal farklilagmay1, norit biiylimesini ve noroplastisiteyi tesvik etmektedir
(44, 50). TrkA ve TrkB’nin NGF ve BDNF kaynakli aktivasyonunu takiben; lumbal
DRG’lerde ve omurilikte artirilmis p38, MAPK ve ERK sinyal yolagi, kronik agri
patobiyolojisinde rol oynamaktadir (51, 52). Ras-MAPK yolagi dolayli olarak PI3K
sinyallesmesini de aktive etmektedir (44). PI3K’da Akt sinyallesmesini artirmaktadir
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(53). PLC-y1 aktivasyonu, IP3 ve DAG iiretimini indiiklemektedir. IP3 ise hiicre i¢i
depolardan Ca?" salimmimini baslatarak, PKC ve kalmodulin ile diizenlenen protein
kinaz yollarin1 harekete gegirmektedir. DAG ise DAG-iiretimi ile diizenlenen PKC
izoformlarinin aktivasyonuna yol agmaktadir (54). Ancak hem IP3 hem de DAG ile
diizenlenen sinyal yolaklarinin sinaptik ve yapisal ndroplastisite ile iligkili oldugu (55)
ve PKC’nin, merkezi duyarlilasma ve kalict agrinin gelisiminde rol oynadigi

belirtilmistir (47, 56, 57).

2.3.1. Kalori Kisitlamasi ile Norotrofik Faktorler Arasindaki iliski

Kalori kisitlamalar1 ve diyet degisiklikleri serum NGF ve BDNF seviyelerinde
bir artisa sebep olmakta ve biligsel performanslarda iyilesmeye yol agmaktadir (43).
NGF, sigan sempatik noron kiiltiirlerinde p75N™’ye bagli mekanizmalar tizerinden
kolinerjik sinaptik iletimi diizenler (58). NGF ayrica, sadece sinaptik iletimi ve
plastisiteyi artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda sinapslari toksik hasardan koruma roliinii
de dstlenir (43). NGF’lerin mitokondriyal biyogenezi tesvik ederek, redoks
reaksiyonlarii diizenleyerek, hiicresel enerji dengesini koruyarak sinaptik islevlere
aracilik ettigine inanilir (43). Egzersiz ve dayaniklilik egitimleri (59, 60), kalori
kisitlamalari, diyet degisiklikleri (61, 62) NGF homeostazinin yeniden kazanilmasina
yardimc1 olabilir. NGF, biligsel performansi gelistirmek (63, 64) ve norobilissel islev
bozukluklarmi tedavi etmek igin klinikte kullanilabilir. Insanlarda, istirahat esnasinda
beyinden 6nemli miktarda BDNF saliniminin gergeklestigi, egzersiz sirasinda bu
salmmmin iki ila Ui¢ kat arttigr bildirilmistir. Farelerde egzersiz aktivitesinin,
hipokampus ve korteks bolgelerinde BDNF ekspresyonunu {i¢ ila bes kat artirdigi,
korteks ve hipokampusun BDNF ekspresyonu i¢in ana bdlgeler oldugu bildirilmistir
(65). CREB ve BDNF ekspresyonlari ile biligsel islevler arasinda bir iliski oldugu
saptanmigtir. En hizl1 6grenme ve en iyi hatirlama kabiliyetine sahip farelerin, aym
zamanda en yliksek seviyede CREB ve BDNF ekspresyonu icerdikleri tespit edilmistir
(43).

2.4. Periferik Noropati

Periferik noropati, sinir lifleri ve miyelin kilifta degisen ve farkli derecelerdeki

hasari1 ifade eden genel bir hastalik terimidir (33, 36).
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Periferik ndropati hastalarda agriya, yasam kalitesinin azalmasina, diismelere,

iilserasyonlara ve ampiitasyonlara sebep olmaktadir (9).

Noropatiler kendi icinde farkli kollara ayrilmaktadir. Bunlar; distal duyu
ndropatileri (diyabetik periferik noropati, kriptojenik duyu periferik ndropatisi, toksik
ve besinsel noropatiler, monoklonal gammopati, kalitsal ndropatiler), duyu noropatisi,
monondrit multipleks, poliradikulondropatisi, motor ndropatiler (simetrik motor

ndropatisi, asimetrik motor ndropatisi), monondropati ve akut ndropatidir (36).

Metabolik sendrom bilesenlerinin sayis1 arttikga periferik ndropati
prevalansinin arttig1 gézlemlenmis ve periferik néropatinin sebeplerinden biri olarak
gosterilmistir (9). Ancak, tek tek bilesenlerin katkilarini arastiran ¢aligmalar g¢eligkili
sonuglar ortaya koymus olsa da obez ve yash popiilasyon ¢alismalarinda diyabet,
prediyabet ve obezitenin periferik noropati ile iliskili ana metabolik bilesenler oldugu

gosterilmistir (9).

Metabolik sendroma sahip bireylerin glisemik indeks durumlar1 goz oniine
alindiginda, glisemik indeks seviyeleri yliksek bireylerin distal simetrik polindropatiye
yatkinliklar1 artmaktadir (9). Hiperglisemiye ek olarak diyabet, fazla kilo ve MetS
periferik ndropati ile yakin iligkilidir (9). Obez hastalarda, distal simetrik polindropati,
kiigtik 1if ndropatisi ve kardiyovaskiiler otonomik noéropati gibi ¢ok sayida periferik

noropati gelisebilir (66).

2.5. Aralikh A¢hk

Araliklr aclik; giiniin belirli saatlerinde ya da haftanin belirli giinlerinde enerji
iceren hi¢bir besin maddesinin alinmadig bir diyet programidir. Spesifik AA diyetleri;
her giin tam aglik, her giin %70 enerji kisitlamasi, haftada iki ardisik giin yalnizca 500-
700 kalori alim1 ve gida alimini giinde 6-8 saatlik bir zaman periyoduyla sinirlamak
seklinde olabilir (67). Sonuglar, AA diyetlerinin tiplerine bagl olarak kantitatif olarak
farklilik gosterse de AA rejimleri; normal 6gilin araliklarinda kan glikoz seviyesinin
referans aralikta korunmasini, glikojen depolarmin harcanmasini, yag asitlerinin
mobilizasyonunu, keton olusumunu, kanda leptin seviyesinin azalmasim ve

adiponektin diizeyinin siklikla yiikselmesini saglamaktadir (67).
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2.5.1. Aralikh Achgin Fizyolojik Etkileri

Kalori kisitlamas1 ve AA’nin pek ¢ok yararl etkileri vardir. Kalori kisitlamasi
ve aralikli agligin yasam siiresi tlizerindeki etkileri aymi seviyededir. AA
uygulamasinin, meme kanseri, prostat kanseri, pankreas kanseri; kardiyovaskiiler
hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklarda
kalori kisitlamasi ile ya ayn1 seviyede ya da daha iyi etkiler gosterdigi bildirilmistir

(67).

Araliklt aghigin faydalar arasinda artmis metabolik yakit kullanimi, azalan
sistemik inflamasyon, dolasimda azalan insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF)-1 ve
apoptoz modiilasyon yoluyla arttirilmis hiicresel sag kalim ve giiglendirilmis hiicresel

korunma sayilabilir (68).

Kemirgenlerde alternatif giin aclik uygulamasi ile yapilan 8-24 haftalik
caligmalarda; kalp hizinda, kan basincinda, glikoz, kolesterol ve trigliserit

konsantrasyonlarinda azalma gézlenmistir (69).

Saglikli bireylerde AA diyetine cevap; ketogenez, serum bilirubin ve fire
seviyesinde artma, insiilin hormonu ve IGF-1 seviyelerinde azalma ve otofajinin
aktivasyonu ile karakterizedir. Dolagimdaki yiiksek glikoz, lipolizi baskilarken, insiilin
lipoliz ve ketogenezi baskilar (70). Ayrica, ndrodejeneratif hastaliklarda fonksiyon

kaybin1 geciktirir, hastaliklarin ilerleyisini yavaslatir (7).

Enerji kisitlamasi, fazla kiloyu azaltir, meme kanseri riskini diisiiriir, timor
gelisimini engeller ve yasam siiresini uzatir. Enerji kisitlamasi, hiicresel stres direng
yollarimin regiilasyonunu artirarak sitoprotektif etkiler ortaya c¢ikaran diisiik
yogunluklu bir stres faktorii islev goriir (29). Uzun siireli aclik ya da agligi taklit eden
diyetler, kemoterapinin ve yaglanmanin immiinsupresif etkilerini, hematopoietik kok

hiicre rejenerasyonunu artirmak suretiyle tersine ¢evirebilmektedir (31).

Asirt kilolu veya obez annelerin yavrular fazla kilolu dogmaktadir. Gebelik ve
emzirme donemlerinde annede meydana gelen metabolik degisiklikler yavrularda
hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve glikoz intoleransi gibi obezite ile iligkili hastaliklar

ortaya ¢ikarabilmektedir (71).
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Aralikli aglik, oksidatif ve apoptotik hasar1 dnlemektedir (72, 73). Kalori
kisitlamasi ise oksidatif stresi azaltmakta, viicut agirligini ve viicut 1sisin1 diistirmekte

(74), noronal toksisiteyi iyilestirmektedir (75).

2.5.2. Aralikh A¢higin Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Otonom sinir sistemi, leptin tarafindan modiile edilen enerji depolanma ve
harcanmasindaki degisiklikler yoluyla viicut agirliginin uzun vadeli diizenlenmesini
saglar. Otonomik ndropati, otonom sinir sisteminin periferik ve merkezi sinir sistemi
bilesenleri arasinda etkili iletisim yetenegini azaltir, daha fazla kilo alimma ve
obeziteye sebep olur. Ayrica, néro-humoral uyaranlar1 azaltir, hipotalamustaki tokluk
merkezinin harabiyetine yol acar (76). Beyaz yag dokusunun sempatik denervasyonu

adiposit hiicre sayisinda artisa ve lipolizde azalmaya sebep olur (76, 77).

Sempatik sinir sistemi, kahverengi yag dokusu termojenezini tesvik ederek ya
da kardiyovaskiiler sistem lizerinde pozitif inotropik ve kronotropik etkiler yaparak

enerji tiiketimini artirir: (76).

Kahverengi adipoz doku karisik sinir lifleri ile parankim bosluklarda arada kan
damarlar1 olmadan dogrudan temas halindedir. Ozellikle kiigiik miyelinsiz aksonlarin
yag hiicreleriyle siki bir sekilde iliskili oldugu bu sinir akson terminallerinin
bazilarmin adiposit yiizeyinin invajinasyonlarina goémiilii oldugu ve katekolamin
iceren sinaptik vezikiillere sahip oldugu bilinmektedir. Birden fazla memeli tiiriinde
kahverengi yag dokudaki uyarlanabilir termojenezin katekolamin salinimini
tetikledigine iliskin bilgiler artan kanitlarla desteklenmektedir. Ayrica kahverengi ve
beyaz yag doku makrofajlarinin soguga cevap olarak katekolaminleri sentezledigi 6ne

siriilmiistir (77).

Sicanlarda aralikli aclik; beyin ve kalpte doku hasarini azaltir (78), hipokampal
noronlarda eksitotoksik hasar1 onler (79), otofajiyi artirir (29, 80).

Yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarin birinci nesil yavrularinda dalak,
karaciger, bobrek iistii bezi agirliklari, total kolesterol, HDL, LDL ve trigliserit
seviyelerinin normal diyetle beslenenlere gore yiiksek oldugu, {igiincii nesil

yavrularinin ise viicut agirliklarinin daha fazla oldugu bildirilmistir (81).
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2.6. Kapsaisin

Kapsaisin, ac1 biberde bulunan ve ac1 6zelligini veren aktif bir bilesendir. Kap,
noronlarda TRPV1 kanal1 i¢in oldukca segici bir agonisttir (82) ancak makrofajlar gibi
ndronal olmayan hiicrelerde etkisini NF«B yolu iizerinden gerceklestirmektedir (16).
Kap, termoregiilasyonu etkileyebilen, otonom refleksleri tetikleyebilen ve yiiksek

oranda emilebilen keskin kokulu bir molekiildiir (83).

2.6.1. Kapsaisinin Fizyolojik Etkileri

Kapsaisin kilo vermede ve obeziteyi iyilestirmede etkilidir. Insanlarda, diyete

kapsaisin eklenmesi doygunluk hissi olusturarak gida alimini azaltmaktadir (84).

Kapsaisin hiicre i¢ine Ca®* girisini artirarak P maddesi ve kalsitonin gen iligkili
peptid (CGRP) gibi ndrottransmitterlerin salgilanmasina sebep olur. Ayrica, glukagon
benzeri peptid-1 (GLP-1) salgisini arttirip, ghrelin salgisim azaltir. Ince bagisaktaki
TRPV1 kanallarmin aktivasyonuyla GLP-1 sekresyonu gerceklesir. GLP-1 insiilin
salgilayan B hiicre kiitlesinin artmasini saglayan bir inkretin hormondur (83). Yiiksek
veya tekrarlanan dozlarda kapsaisine maruz kalma TRPV1’in duyarsizlagmasina yol
acarak analjezi saglar (84). Kap, agr1 yonetiminin yani sira, obezite ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin  tedavisinde de faydali olabilir (85). Kap ayrica, antipruritik,
antiinflamatuar, antiapoptotik, antikanser, antioksidan ve noroprotektif etkilere de

sahiptir (83).

Kapsaisin iceren diyetlerde bulunan aci1 biber, saglikli yetiskinlerde
hiperinstilinemiyi hafifletmektedir (86). Takviye tarzinda kullanimlarda gestasyonel
diyabetes mellituslu kadinlarda yemek sonrasi hiperglisemi ve hiperinsiilinemiyi
iyilestirmektedir (87). Saglikli erkeklerde oral kullanim, glikozu disiiriip insiilin
seviyesini ylikseltmektedir (88). Kap, adipokin salinimii modiile ederek obeziteye
bagh inflamasyonu baskilamaktadir (16). Insiilin direnci ve karaciger hastaliklar1 gibi
obezite ile iligkili metabolik bozukluklar iyilestirmek i¢in faydali bir fitokimyasaldir
(89).

Kapsaisin, MSS’yi aktive ederek adrenal medulladan katekolamin
sekresyonunu artirmakta, artan sempatik sinir sistemi aktivitesine bagli olarak

anoreksijenik etki gostermektedir. Kap tiiketimi, insanlarda anoreksijenik hormon olan
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GLP-1 konsantrasyonunu arttirmakta, oreksijenik hormon olan ghrelin
konsantrasyonunu ise azaltmaktadir (84). Kap ayrica B-endorfin Onciisii olan
proopiomelanokortin  (POMC) mRNA ekspresyonu ile hipotalamusun arkuat
cekirdeginde opioid aktivitesinde artisa yol agmaktadir (84, 90).

2.6.2. Kapsaisin-TRPV Etkilesim Mekanizmasi

TRPV1 reseptorii, kalsiyum iyonlarina sodyum iyonlarindan daha yiiksek
afiniteye sahip segici olmayan bir katyon kanalidir (84). TRPV1, hem MSS hem de
PSS’de bulunur. Periferik sinirlerin spinal ve periferik terminallerinde, periferik sinir
aglarinda, trigeminal gangliyonlarda, dorsal kok gangliyonlarin kiigiik ve orta
biiytikliikteki hiicrelerinde, néronlarda, mesanede, adipositlerde, diiz ve iskelet kas
hiicrelerinde, endotelyal hiicrelerde, pankreatik B-hiicrelerinde, karaciger, kalp ve
bobrekte eksprese edilir (17, 83). Periferik duyu noronlarindaki TRPV alt aile iiyeleri
(TRPV1, 2, 3 ve 4) ortam sicakligini dogru algilamada, davranissal tepkiler gostererek
cevresel sicaklik degisikliklerine uyum saglamada islev goriir (91). Kap, TRPV1 i¢in
cok yiiksek bir afinite, duyarlilik ve secicilige sahiptir. Bununla birlikte, homolog
TRPV2 — TRPV6 reseptorlerini aktive etmez (84).

Kapsaisin, DRG ndronlarinda kalsiyum iyon akigini artirarak nosiseptorleri
uyarir (92, 93). Kap nosiseptorler tarafindan eksprese edilen TRPV1 reseptorlerini
aktive ederek agr1 benzeri davranisi indiikler. Kap ile uyarilmis mekanik allodininin
omurilikteki isleyis mekanizmalar1 G-protein ve protein kinazlara (PKA ve PKC)
baglidir (84). Hem G-protein hem de protein kinaz inhibitorleri, kapsaisinin islevlerini
tersine cevirir. Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ailesi de, agn ile ilgili
durumlarda rol alir. Kapsaisin uygulamasi, periferde ve omuriligin dorsal boynuzunda
p38 MAPK nin fosforilasyonunu arttirmaktadir. PKC ayrica TRPV1’in duyarliligini,
biiylik katyonlara gecirgenligini ve i¢ce dogru akimi artirir (84). Bu kinazlara ek olarak,
noropeptid CGRP, merkezi sensitizasyonda bir bagka onemli bilesendir. Kap ile
indiiklenen TRPV1 aktivasyonu, omurilikte CGRP salimimii uyarir. CGRP
antagonisti ile intratekal tedavi, mekanik hiperaljezi ve sekonder allodini geligimini
azaltir (84). Yine TRPV1’in Kap kaynakli aktivasyonu, P maddesi ve CGRP’nin
salimmasini indiikleyerek vazodilatasyona sebep olur, boylece hipertansiyonu hafifletir

(83, 84, 94).
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Kapsaisin ile kan glikoz seviyesinin ve insiilin salgilanma modiilasyonunun
TRPV1’e bagli oldugu, TRPV1 eksprese eden adacik B hiicrelerinin, plazma insiilin
konsantrasyonlarini artirdig1 ve bu etkinin ise TRPV 1 inhibitorii kapsazepin tarafindan
inhibe edilebilecegi bildirilmistir (84). TRPV1’in Kap tarafindan uzun siireli
aktivasyonu, farelerin aortik siniis ve torakoabdominal aortunda lipid depolanmasin
ve aterosklerotik lezyonlar1 azaltmaktadir (95). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
TRPV!’in Kap ile aktivasyonu, AMPK sinyal yolunu aktive ederek oksitlenmis LDL
tarafindan bozulan otofajiyi yeniden ¢alistirdigi, kopiik hiicre olusumunu inhibe ettigi

ve nihayetinde ateroskleroz siirecini yavaslattig1 bildirilmistir (96).

Kapsaisin ile indiiklenen TRPV1 aktivasyonu, termogenezi ve enetji
harcanmasini artirmaktadir (Sekil 2.8) (83, 84). Termojenez, kahverengi yag
dokusunun aktivasyonuyla gerceklesmektedir (84).

-

PN

tinstlin duyariligr ~ fampk  lInflamasyon  fTermojenez

lyilesmis glikoz metabolizmas:
Artmis yagd oksidayonu
Azalmig yag icerigi

lyilesms metabolik durum
lyilesmis kalp ve karaciger fonksiyonlan

Sekil 2.8. Kapsaisinin etki mekanizmasi ve fizyolojik islevleri.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismanin deneysel kismi ve analizleri, Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi ile T1p Fakiiltesi Sinir Bilim Aragtirma

Birimi Hiicre Kiiltiiri ve Mikroskobi Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Caligma biitgesi TDK-2019-8459 nolu proje kapsaminda Van Yiiziincii Yil
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

karsilanmigtir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvam

Bu ¢alisma igin Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 07.03.2019 tarih ve 2019/02 no’lu karart ile etik onay alinmistir. Caligmada
Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden
tedarik edilen 6-8 haftalik 46 adet C57B1/6 1rk1 erkek fare kullanildi. Deneysel obezite
modeli olusturmak i¢in obeziteye ve diyabete en yatkin tiir C57Bl/6 1rki fareler tercih

edildi.

3.1.2. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzeme listesi Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Sarf malzeme listesi.

Sarf Malzemesi Firma Katalog
Numarasi
Kapsaisin Santa Cruz sc-3577
Neurobasal Medium (NBA) Invitrogen 10888
RPMI 1640 Invitrogen 11875093
Hank’mn Dengeli Tuz Soliisyonu (HBSS)  Sigma H9269
Kollojenaz (Tip 1V) Sigma C7657
Tripsin Sigma T4424
Deoksiriboniikleaz I (DNAz) Sigma D4513
Fetal dana serumu (FCS) Sigma F9665
Tripsin Inhibitorii Sigma T6522
Percoll Sigma P4937
Poly-I-lizin Sigma P6282
Laminin Sigma L2020
B27 suplementi Invitrogen 17504-044
Antibiyotik-antimikotik sollisyonu Sigma A5955
Glutamax Invitrogen 35050-038
Kalsein Calbiochem 206700
Cam tabanli petri kab1 WPI FD35
Fosfat tamponu (PB) Sigma P3288
Fosfat tuz tamponu (PBS) Sigma P4417
Paraformaldehit Sigma P6148
Propidyum iyodiir (PI) ICN 255535-16-4
Biochemicals
Sodyum azid Sigma S8032
Bovine serum albiimin Sigma A-9418
Poly-1 lysin kapli lam Manzel-Glaser 08696
Tween 20 Merck S95415 814
Tween 80 Merck 9005-65-6
NFH Sigma N5389
B-111 Abcam ab4680
S100 Dako 70311
BNG ThermoFisher  B35451
MBP Santa Cruz Sc-13912
PO Millipore ABN363
Alexa 488 tavuk anti-fare IgG Invitrogen A11029
Alexa 568 keci anti-tavsan [gG Invitrogen A-21208
Alexa 488 tavuk anti-kegi [gG Abcam ab150129
K252a Merck 420298
LY294002 Ezsolution 1747-5
PD98059 ChemCruz sc-3532
Triton X Merck K26456203924
%45 yiiksek yagl yem Research diet D12451




3.2. In Vivo Deneysel islem

3.2.1. Deney Gruplar: ve Calisma Dizayni

Diyete bagli deneysel obezite olusturmak amaciyla ¢aligma baglangicinda tiim
hayvanlar (n=46), Kontrol (n=8) ve Obez (n=38) olmak iizere iki gruba ayrildi.
Gruplara ayrilan farelerin ortalama olarak ayni gramajda olmalarina dikkat edildi ve
her kafese 8 adet olacak sekilde ayrildi. Kontrol grubu standart fare yemiyle (%23
protein, %3.7 yag, %7.7 seliiloz, %12.8 nem, %6.9 kiil, %0.6 sodyum) obez grubu ise
yiiksek yagh yemle (%45 yag, %35 karbonhidrat, %20 protein, Research Diet,
D12451) 15 hafta boyunca beslendi. Obezite gelisimi kilo artis oranlariyla belirlendi.
Kontrol gruplarina gore en az %20 agirlik artis1 gerceklesen hayvanlar obez olarak
degerlendirildi. 16. haftadan itibaren obezite gelisen fareler; Obez (n=8), Obez +
Aralikl Aglik (n=8), Obez + Kapsaisin (n=10) ve Obez + Aralikl1 A¢lik + Kapsaisin
(n=10) olmak iizere dort gruba ayrildi (Sekil 3.1).

I. Kontrol Grubu (Kontrol): 30 hafta boyunca normal fare yemiyle besleme. 16.
haftadan itibaren sadece Kap ¢oziilen ¢oziicli, farelere haftada {i¢ glin deri alti
(subkutan-sc) uygulamayla verildi.

II. Obez Grubu (Obez): 30 hafta boyunca yiiksek yaglh yemle (%45 yagli) besleme
(97). 16. haftadan itibaren sadece Kap ¢oziilen ¢oziicii, farelere haftada ti¢ giin deri alt1
(subkutan-sc) uygulamayla verildi.

III. Obez + Aralikli A¢lik Grubu (Obez + AA): Ilk 15 hafta boyunca yiiksek yagh
yemle (%45 yagli) besleme, ikinci 15 hafta boyunca yiiksek yagl yemle (%45 yagl)
besleme + haftada ardisik olmayan 2 giin (pazartesi ve persembe) 24 saat yem
kisitlamasi (98). 16. haftadan itibaren sadece Kap ¢oziilen ¢oziicli, farelere haftada ii¢
giin deri alt1 (subkutan-sc) uygulamayla verildi.

IV. Obez + Kapsaisin Grubu (Obez + Kap): Ilk 15 hafta boyunca yiiksek yagh yemle
(%45 yagli) besleme, ikinci 15 hafta boyunca yiiksek yagli yemle (%45 yagl) besleme
+ deri alt1 (subkutan-sc) kapsaisin (4 mg/kg/giin) enjeksiyonu haftada ii¢ giin (18).

V. Obez + Aralikli Aglik + Kapsaisin Grubu (Obez + AA+ Kap): ilk 15 hafta boyunca
yiiksek yagli yemle (%45 yagl) besleme, ikinci 15 hafta boyunca yiiksek yaglh yemle
(%45 yagl) besleme + haftada ardisik olmayan 2 giin (pazartesi ve persembe) 24 saat
yem kisitlamasi + deri alt1 (subkutan-sc) kapsaisin (4 mg/kg/giin) enjeksiyonu haftada

u¢ gun.
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Calisma boyunca tiim hayvanlarin suya erisimleri serbest birakildi.

(’ 15 hafta (’ 15 hafta ’
—_—

Kontrol Standart (n=6)
(n=8) Pelet Yem
Q _—_ 15 hafta /_“ _—_ 15 hafta A
e ‘ Obez (n=8)

Obez Yuksek Yagl (n=8) )
(n=38 (%45)Yem 2 gunshafta
24 saat

15 hafta /—“
% —_—
(n=8)
Kapsa
—_—
=
= =

Obez + Kap ' (n=5)
(n=10)
Kapsaisin
(4 mg/kg/gUn 2 gunshafta

L, A,\‘ ﬁ 15 hafta ‘ ‘

Obez + AA + Kap (n=5)

(n=10)
Created in BioRender.com bio

>
Obez + AA
(n=8)
sin

Sekil 3.1. Calisma semasi.

Obezite gelisiminin saglandig1 15. haftada hem in vivo hem in vitro testler
yapildi. Bunlar arasinda motor ve duysal sinir fonksiyon testleri (rotarod, hot plate,
tail-flick), immiinohistokimyasal analizler (aksonal belirtegler; BIII-Tub ve NFH,
miyelin belirtegleri; MBP ve PO, Schwann hiicre belirteci; S100) ve aksotomi hasarli

DRG noronlarinda sag kalim oranlar1 belirlendi.

Obez fare modeli olusturulduktan sonra obezite tedavisi i¢in, 16-30. haftalar
arasinda %45 yiiksek yagli yemle beslemeye devam edildi. Buna ilaveten, AA ve/veya
kapsaisin tedavisi uygulandi. 30. haftanin sonunda tedavinin terapétik etkilerini ortaya
koymak i¢in canli agirlik tartimlari, duysal ve motor sinir fonksiyon testleri,
morfolojik (immiinohistokimya) inceleme ve DRG noéronlarinda sag kalim oranlar
hesaplandi. Ayrica uygulanan tedavilerin etki mekanizmalarini aydinlatmak ig¢in
dejenerasyon ve rejenerasyonda etkili hedef reseptorlerin rollerini belirlemek amaciyla
néron hiicre kiiltlirleri medyumuna reseptér inhibitorleri eklenerek sonuglar

degerlendirildi.
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3.2.2. Kapsaisinin Hazirlanmasi

Kapsaisin baglangicta DMSO ¢dziiciisiinde ¢oziilerek farelere verildi. Ancak
farelerde ortaya ¢ikan iritasyon sonrasi ¢oziicii degistirildi. Kapsaisin 4 mg/kg olacak

sekilde 1:1:8 (Etil alkol: Tween 80: Serum fizyolojik (SF)) oraninda hazirlandi (16).

3.2.3. Terapotik Etkinin Degerlendirilmesinde Uygulanan Motor ve
Duysal Fonksiyon Testleri

Rotarod testi: Hayvanin donen bir mil tizerinde (Ugo Basile Rota-Rod 47600,
comerio VA, Italy) motor koordinasyonu saglamasini degerlendirmek iizere
uygulanan bir testtir. Hayvanlar testten bir giin 6nce 5 rpm hizda rotarod testine
alistirildi. Bu test, cihazin 5 rpm’den 40 rpm hiza 5 dakikada ulagtig1 bir modiilde
gergeklestirildi. Hayvanlar mil iizerinde 300 saniyeden fazla bekletilmedi. Her bir
hayvan i¢in ii¢ tekrar yapildi. Testler arasinda hayvanlar 30 dak dinlendirildi. Farelerin
donen c¢ubuk iizerinde toplam kalma siireleri hesaplanarak ii¢ denemenin ortalamasi
alindt ve bu deger ilgili hayvanin o giinkii “Rotarod Degeri” olarak kaydedildi.
Rotarod testi 0., 15. ve 30. haftalardaki tiim gruplarda gerceklestirildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Calismada kullanilan rotarod cihazi.
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Hot plate (1sitic1 plaka) testi: Bu test icin agr1 nosisepsiyon isitici aleti (May,
Turkey) kullanildi ve 1sitic1 tabla 55 °C’ye ayarlandi. Tablaya tek bir fare yerlestirildi.
Farenin sicak tablaya birakilmasindan sonra ayaklarin1 kaldirmasi, silkelemesi veya
yalamasi agrili uyarana tepki olarak degerlendirildi. Gegen siire agrili uyarana tepki
siiresi olarak saniye cinsinden kaydedildi. Caligma 6ncesinde 10 saniyeden daha uzun
siirede tepki veren hayvanlar ¢calismaya dahil edilmedi. Testler esnasinda hayvanlarin
ayaklarinin yanmasini 6nlemek i¢in denekler sicak tabla iizerinde 30 saniyeden fazla
bekletilmedi ve bu hayvanlarin termal agr1 degeri 30 saniye olarak kaydedildi (99,
100). Hot plate testi 0., 15. ve 30. haftalardaki tiim gruplarda gerceklestirildi (Sekil
3.3).

Sekil 3.3. Calismada kullanilan hot plate cihazi.

27



Tail-flick (kuyruk cekme) testi: Bu test tail-flick cihaziyla (May FT 0703,
Turkey) gergeklestirildi. Kuyruk ucunun 3 cm 6niindeki alan tail-flick 1s1nina maruz
birakildi. Kuyrugun oynatilmasi veya kaldirilmasi agrili 1s1k-1s1l uyaranma tepki
olarak degerlendirildi. Termal hasar olusmamasi i¢in kuyruk 10 saniyeden fazla 1sina
maruz birakilmadi (101). Tail-flick testi 15. ve 30. haftalardaki tiim gruplarda
gerceklestirildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Calismada kullanilan tail-flick cihazi.

3.2.4. Elektromiyografik Analizler

Elektromiyografik analizler; caligmanin 30. haftasinda duysal ve motor
fonksiyon testleri tamamlandiktan sonra, intraperitoneal yolla saglanan genel anestezi
altinda (Ketamin-HCI 100 mg/kg / Ksilazin 10 mg/kg), 37°C viicut 1sisinda, ¢evresel
elektromanyetik dalgalardan izole bir ortamda (Faraday kafesi igerisinde),

elektromiyografi (EMG) cihaz1 (Nihon Kohden, Japan) ile gerceklestirildi (Sekil 3.5).
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Motor sinir ileti hiz1 incelemesi, motor aksonun rejenerasyon, miyelinizasyon

ve kas inervasyonunun degerlendirilmesinde i¢in altin bir yontemdir.

Sekil 3.5. Sinir ileti hiz1 tespitinde kullanilan cihaz (Nihon Kohden) ve laboratuvar
ortami.

Motor sinir ileti hiz (MSIH); sinir liflerinde olusturulan uyar1 sinyalinin
aksonlar {izerinden distaldeki sinir ve kaslara ulastirilma hizim1 belirlemek igin
kullanilir. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP), sinir lifince inerve edilen kas
liflerinin sayis1 ile belirlenir ve kas kiitlesindeki kasilmanin elektriksel potansiyeli
Olctilerek, motor iinite sayisi degerlendirilir (Sekil 3.5). Latans, sinir lifine yapilan
stimiilasyondan (uyarim) defleksiyon baslangicina (cevap vermenin basladigi,
elektriksel potansiyelin sifir ¢izgisinden ayrildig1 noktaya) kadar gecen zaman dilimi

olarak degerlendirilir (Sekil 3.6) (102, 103).
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Sekil 3.6. Calismada degerlendirilen latans ve BKAP (tepe-tepe amplitiidii)
degerlerinin sematik goriiniimii.

Bilesik kas aksiyon potansiyeli genligini 6lgmek i¢in, kalga kemiginin tam
iizerindeki siyatik ¢entik (notch) noktasindan uyarim yapildi. Kayit elektrotlari, anot-
katot aras1 uzaklik 3 mm olacak sekilde yerlestirildi. Toprak elektrot ise stimiilator ile
kayit elektrotu arasina yerlestirildi. Uyarim, siyatik siniri supramaksimal olarak
uyaracak ancak g¢evreye yayilmayacak sekilde 0.05 ms stireli, 1 Hertz, 10 mA
siddetinde gerceklestirildi. Kayit elektrodu gastroknemius kasinin ortasina, referans
elektrot ise kasin tendonuna yerlestirilerek kayitlar alindi. BKAP’1in amplitiidii
miliVolt (mV) cinsinden kaydedildi. Proksimal ve distal latans1 6l¢ebilmek ve motor
sinir ileti hizin1 hesaplamak i¢in; proksimal uyarim “siyatik c¢entik” noktasindan
yapildi. Kayit elektrotu lateral plantar kaslara, referans elektrot ise ayagin dorsalinde
ikinci ile {ligiincii parmak arasina yerlestirilerek kayitlar alindi. Distal uyar1 dirsekten
(ayak bilegi) verilerek, kayit lateral plantar kaslardan alindi. Proksimal ve distal latans
degerleri milisaniye (ms) cinsinden kaydedildi. Uyarim noktalar1 arasindaki mesafe
milimetre (mm) cinsinden 6l¢iildii ve proksimal latans ile distal latans fark: hesaplandi.

Olgiilen mesafe latans farkina béliinerek MSIH m/sn hesaplandi (104, 105).

30



3.2.5. Immiinohistokimyasal Analizler

Otuzuncu haftada tiim fonksiyonel testler ve elektromiyografik analizler
tamamlandiktan sonra hayvanlar genel anesteziye alindi ve immiinohistokimyasal
analizler i¢in siyatik sinir ile gastroknemius kas dokular1 ayrildi. Ardindan servikal

dislokasyon yontemiyle hayvanlar sakrifiye edildi.

Ayrilan siyatik sinir ile gastroknemius kasi %4’lik onceden sogutulmus
paraformaldehid icerisinde fikse edildi. Daha sonra fosfat tampon soliisyonunda (FTS)
hazirlanan %30’luk siikroz sollisyonunda 24 saat bekletildi. Frozen kriyostat (Leica
CM 1900) cihazinda siyatik sinir dokusundan uzunlamasina 10 um’lik, gastroknemius
kasindan ise uzunlamasina 18 um’lik kesitler, poly-L lysine kapli lamlara alindu.
Kesitler 30 dakika siireyle blok solisyonunda bekletildi, primer antikorlar ile +4 °C de

nemli ortamda 1 gece inkiibasyona birakildi (106).

Boyama i¢in kullanilan primer antikorlar: Mouse monoclonal anti-beta
tubulin-III IgG (1/100), anti-neurofilament heavy IgG (1/100), goat polyclonal anti-
MBP antibody (1/50), polyclonal anti-MPO antibody (1/50), a- Bungarotoxin (1/50),
polyclonal rabbit anti-S100 antibody (1/100).

Boyama icin kullanilan sekonder antikorlar: Alexa fluor 488 goat anti-
rabbit IgG, alexa fluor 488 goat anti-mouse IgG, alexa fluor 568 goat anti-mouse IgG,
Alexa Fluor® 594 a-bungarotoxin conjugate IgG.

Siyatik sinir lifindeki (akson-miyelin) ve sinir-kas kavsagindaki dejenerasyon,
rejenerasyon ve reinnervasyon bulgulari ve Schwann hiicre aktivasyonu, lazer taramali
konfokal mikroskop sisteminde immunofloresan goriintiileme teknigi ile incelendi.
Akson biitiinliiglindeki dejeneratif- rejeneratif degisiklikler anti-neurofilament 200
antibody (NFH) ve anti-BIII-Tubulin antibody (BIII-Tub), miyelin yapisindaki
demiyelinizasyon-remiyelinizasyon bulgular1 anti-miyelin basic protein antibody
(MBP) ve anti-miyelin protein zero antibody (P0), Schwann hiicre aktivasyonundaki
degisiklik anti-S100 antibody (S100) ile, reinnervasyonun degerlendirilmesi kas
dokusundaki sinir sonlanmalar1 NFH ile, motor son plaktaki asetilkolin reseptdrleri ise
alfa-Bungarotoksin (a-BNG) primer ve sekonder antikorlar1 ile boyanarak

goriinttilendi (107).
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Floresan goriintilleme ve analiz: Immiinohistokimyasal boyamasi yapilan
preparatlar FTS ile ii¢ kez yikandiktan sonra, lazer taramali konfokal mikroskopta
(LSM 510 META- Zeiss) her kesitten ti¢ goriintii alindi (Sekil 3.7). Goriintiilemeler
icin Argon lazeri (488 nm) ve Helyum-Neon lazeri (543 nm) kullanildi.
Gorilintiilemede immersiyon yagli 20X biiylitmeli objektiften yararlanildi. Ayni anda
coklu floresan 1g1malar1 géstermesi i¢in uygun ¢ok kanalli (multitrack) islem madunda
gortintiiler alinip kaydedildi. Siyatik sinir kesitlerinde aksonal belirtecler (NFH ve
BIII-Tub), miyelin belirtegleri (MBP ve P0), Schwann hiicre belirteci (S100)
goriintiilendi. Siyatik sinirin inerve ettigi hedef kas kesitlerinde motor sinir sonlanmasi
aksonal belirteg (NFH) ile motor son plak ise asetilkolin reseptor belirteci (a-BNG) ile
goriintiilendi. Lazer taramal1 konfokal mikroskopla alinan floresan goriintiiler Image J
yazilimi ile Kkantitatif olarak analiz edildi. Siyatik sinirde, miyelin kilifinda,
noromiiskiiler kavsakta ve kas dokusunda dejenerasyon ve rejenerasyon seviyesi
degerlendirildi (106-108).

Sekil 3.7. Lazer taramali konfokal mikroskop sistemi (LSM 510 META-Zeiss).

32



3.3. In Vitro Deneysel islem

3.3.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii, 15. haftadaki Kontrol ve Obez gruplarindan birer fareden ve 30.
haftadaki Kontrol, Obez, Obez + AA, Obez + Kap, Obez + AA + Kap gruplarindaki
en az li¢ fareden hazirlandi. Hayvanlar, intaperitoneal ketamin uygulamasiyla (100
mg/kg) anestezi edildi ve servikal dislokasyonla sakrifiye edildi. DRG aseptik
kosullarda, stereo mikroskop (Nikon SMZ800) altinda ¢ikarild1 (Sekil 3.8). Hiicre
kiiltiiri hazirlanincaya kadar gangliyonlar, 6nceden sogutulmus RPMI 1640 vasatinda

bekletildi.

Sekil 3.8. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlandig1 laboratuvar ortamu.

Hiicre kiiltiirii baglica dort ana basamakta gergeklestirildi.

Enzimatik ayristirma: Kolajenaz ile enzimatik ayristirmaya baslandi (992.5ul
Neurobasal Medium (NBA) + 7.5 ul kolajenaz). Gangliyonlar, 40 dakika inkiibatdrde
(Thermo Scientific Hera cell 150) inkiibe edildi. HBSS ile 3 kez yikandiktan sonra, bir
diger enzim olan tripsin (400 pul NBA + 200 pl Tripsin- 15 dak) ile enzimatik

ayristirmaya devam edildi.

Mekanik ayristirma: Bu amagla soliisyon icerisindeki gangliyonlar, 6nce daha biiyiik

capli uclardan baslayarak pipetle yaklasik 15 dak siire ile ¢ekip birakma yontemiyle
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(triturasyon) mekanik olarak ayristirildi. Sonrasinda kiiltiire %1 oraninda DNAz (6 pl)
eklenerek 30 dak. boyunca 50 Hz frekansta ajitasyon i¢in inkiibasyona birakildu.

Percoll gradienti ile ayristirma: Inkiibasyondan sonra 120 RCF’de 3 dak
santrifiijleme (Eppendorf Centrifuge 5804 R) ile ayrisan hiicreler ¢oktiiriildii,
stipernatant atild1 ve ardindan pellet NBA (360 pl), FCS (40 pl) ve tripsin inhibitorii
(30 pl) ile ¢ozdiiriildii. Plastik tiip icinde dipten yukartya dogru %60, %35 ve %10’ luk
yogunluklarda Percoll gradienti hazirlandi ve iizerine hiicre silispansiyonu eklendi.
Tiipler santrifiij cihazinda, 4000 RPM’de, 4 °C’de, 20 dakika santrifiij edildi. Noronlar
diger hiicrelerden ve doku kalintilarindan ayrildi. Noronlar1 igeren percoll gradient
tabakasi bir baska tiipe aktarildi. Ardindan 120 RCF’de 3 dak. santrifiij edilerek
hiicreler dibe toplandi. Siipernatantin biiyiik bir boliimii atilarak, hiicre pelletine 600

ul NBA eklenerek siispansiyon olusturuldu.

Hiicre ekimi: 600 pl NBA ile siispansiyon olusturan noronlar, bir giin 6ncesinde oda
sicakliginda 2 saat %10 poly-I lizin ve ardindan 37 °C’de 1 gece siiresince %0.001°lik
laminin ile kaplanan ve ekim dncesinde steril distile su ile yikanip kurutulan 35 mm’lik
petri kaplarma ekildi. Hiicrelerin tabana tutunabilmeleri i¢in, 1 saat inkiibatdrde
inkiibasyona birakildi. Daha sonra petri kabindaki medyum NBA ile 1.5 ml’ye
tamamlandi. Kiiltiirler, %100 nem, %5 CO, ayarhi 37 °C’lik inkiibatérde 48 saat
inkiibasyona birakildi (108, 109).

3.3.2. Noronlarda Canhliklarin Dogrulanmasi

Ekim yapildiktan 72 saat sonra, hiicre kiiltiirii medyumuna propidyum iyodiir
(7.5 uM) eklenerek akson uzatmis néronlara aksotomi 6ncesi propidyum iyodiir alim
testi uygulandi. Floresan mikroskop goriintiileme sisteminde hiicrelerin 6lii-canl
ayrimi yapildi. Cekirdegi propidyum iyodiirle boyanan ve floresan mikroskopta parlak

kirmizi renk veren hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler canli kabul edildi (110).

3.3.3. Aksotomi (akson Kkesisi) Modelinin Olusturulmasi ve

Goriintiilenmesi

Kontrol, Obez, Obez + AA, Obez + Kap, Obez + AA + Kap gruplarindan in
vitro test gruplari olusturuldu. Ayrica her test grubundan 4 tane grup daha olusturuldu.

Hiicrelerin ekimi yapildiktan 72 saat sonra, aksotomiden once, akson uzatmisg
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ndronlarin goriintiileri zaman aralikli goriintiileme mikroskobunda 20X’lik objektifle
kaydedildi. Aksotomi i¢in her gruptan en az 200 canli néron segildi. Ayrica, canl
noronlarin membranlarinin deforme olmamasina, kabarcik, vakuol veya boncuklu
noritler gibi stres belirtileri gdstermemesine 6zen gosterildi. Aksotomi i¢in noritlerin
boyunun en az 50 um ve en kalin, en uzun néritler olmalarina dikkat edildi (Sekil 3.9).
Aksotomi islemi, ultraviyole (UV) lazer iinite atagmanli, 6zel invert mikroskop sistemi
ile gergeklestirildi. Bu sistem PALM Microlazer Technolojisi ve LPMC sisteminden
olusmaktadir. Sistemde lazer iiretici iinite, motorize invert mikroskop (Zeiss Axiovert
200M) ve kontrolleri saglayan 6zel yazilimli (RoboLPC) bilgisayar bulunmaktadir.
Mikroskopta bulunan lazer {initesi 337 nm dalga boyunda, her biri 3 nanosaniye (ns)
siiren ve yaklagsik olarak 300 pJ enerji salan darbeler iiretmektedir. Lazer
mikrodiseksiyon sisteminde aksotomi yapmak icin 63X kuru faz kontrast objektif
(Achroplan N.A. 0.75, Zeiss Almanya), lazer 1gin1, mikroskop ve mikroskoba bagl
olan CCD kameray1 kontrol eden bilgisayar sistemi kullanildi (110). Aksotomi
uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra zaman aralikli goriintiileme mikroskobuyla, faz
ve floresan goriintiiler kaydedildi. Noronlar sag kalim 6zellikleri bakimindan takip

edildi (108, 110).

Sekil 3.9. Aksotomi igleminin yapildig1 mikroskop sistemi (PALM Microlazer
Technolojisi ve LPMC sistemi).
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3.3.4. Hiicre Takibi Goriintiilleme ve Degerlendirme

Aksotomi sonras1 kiiltiirler, canli hiicre goriintileme (zaman aralikli
mikroskopi) sistemine (Cell Observer-Zeiss) transfer edildi. Goriintiilemeler 20X
biiylitmeli objektifle gergeklestirildi (Sekil 3.10). Sistem motorize bir invert
mikroskop (Axiovert 200M) ile tiim fonksiyonlarin kontrol edilip programlanabildigi
bilgisayar ve yazilimindan olusmaktadir. Mikroskop {izerinde bulunan dijital
kamerayla gorilintiiler bilgisayar ortamina aktarildi. Tabla iizerinde bulunan ve
preparatin yerlestirildigi inkiibasyon kutusu destek {initeler sayesinde hiicreler igin
fizyolojik sartlar (37 °C, %5 CO2, nem) saglandi. Sistemde kullanilan bilgisayar
programi (Axiovision 3.1) mikroskobun tiim fonksiyonlarinin bilgisayar ortaminda
diizenlenebilmesine imkan saglamaktadir. Calismada aksotomi dncesi ile aksotomiden
24 ve 48 saat sonraki goriintiiler alinarak bu goriintiilerden hasarli néronlarin sag kalim

oranlart % olarak hesapland1 (110).

Sekil 3.10. Hiicre takip ve goriintiilemesinin yapildig1 zaman aralikli mikroskop
sistemi (Axiovert 200M).

3.3.5. Hiicre Kiiltiirii Medyumuna Reseptor inhibitorlerinin Uygulanmasi

Rejenerasyon mekanizmasini aydinlatmak amaciyla tiim deney gruplarindaki

hiicre medyumlarma TrkA (K252a), MEK-1 (PD98059), PI3K (LY294002)
inhibitorleri eklendi. Tiim inhibitorler Dimetil Siilfoksit (DMSO) ¢dziiciisiinde
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hazirlandi. DMSO’nun sitotoksik etkisini 6nlemek i¢in medyumundaki son hacmi
%0.3 oranin1 agmadi. Tiim deney gruplarinda medyuma aksotomi isleminden 60
dakika once TrkA (200 nM), MEK-1 (20 uM), PI3K (10 uM) eklendi. Aksotomi
hasarlt néronlarin sag kalim oranlar1 24. ve 48. saatlerde hesaplanarak 6liim ve sag

kalim yolaklar1 degerlendirildi.

3.4. istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistikler; Ortalama + Standart Hata (veya Sapma) ve Medyan
(Minimum-Maksimum) deger olarak ifade edildi. Belli o6zellikler bakimindan
gruplarin karsilagtirmasinda Kruskal — Wallis analiz testi, in vitro gruplarda oran
karsilagtirmasinda ise Z testi uygulandi. Farkli gruplar1 belirlemede Dunnet ¢oklu
karsilastirma testi kullanildi. Goriintii analizlerinde Image J programi kullanild.
Hesaplamalarda istatistiksel anlamlilik diizeyi %5 olarak alind1 ve hesaplamalar igin

SPSS (ver: 21) ve MINITAB (ver:14) istatistik paket programlarindan yararlanildi.

37



4. BULGULAR

Caligmaya, Kontrol grubunda 8, Obez grubunda ise 38 olmak iizere toplam 46
fare ile baglandi. 15. haftada Kontrol ve Obez gruplarindan birer fare hiicre kiiltiirii ve
immiinohistokimya analizleri i¢in kullanildi. 16. haftadan itibariyle Kontrol grubunda
7 fare ile devam edilirken, obezite gelistirilen fareler ise Obez (n=8), Obez + AA (n=8),
Obez + Kap (n=10), Obez + AA + Kap (n=10) olacak sekilde dort gruba ayrildi.
Ilerleyen haftalarda &zellikle Kap uygulanan gruplarda yasanan kayiplar sebebiyle
caligma Kontrol grubunda 6, Obez grubunda 8, Obez + AA grubunda 8, Obez + Kap
grubunda 5, Obez + AA + Kap grubunda ise 5 fare ile tamamlandi.

4.1. In Vivo Bulgular

4.1.1. Canh Agirhik Bulgulan

Gruplarin ¢alisma oncesi (0. hafta), obezite gelisimi sonrasi (15. hafta) ve
AA/Kap uygulama sonrasi (30. hafta) donemlere ait ortalama canli agirlik degerlerinin
haftalara gore tanimlayici istatistikleri ve karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.1. ve Sekil

4.1-2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin ortalama canli agirlik degerlerinin (gr) haftalara gore
tanimlayict istatistikleri ve karsilagtirma sonuclari (AA: Aralikli Ac¢lik, Kap:
Kapsaisin).

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

0. hafta 15. hafta 30. hafta n
Kontrol 22.63+0.73 25+1.05° Kontrol 27.67+0.71
22.50 (19-25) 26 (20-28) 28.50 (25-29)
30+2.15
Obez 302138 °
Obez + AA 28+ 1.12 )
_a:» 20.97 +0.54 27.92 +0.59° 28(22-32)
© 21 (14-27) 28 (18-37) 28.40 + 1.29
Obez + Kap 28 (26-33) 5
28.80+ 1.16
Obez + AA + Kap 30 (26-31) 5

+bBelli bir haftadaki gruplar arasi kargilastirmalari gostermektedir (Farkli harfle gosterilen degerler igin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).
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Kontrol grubu ile obez grubunun 0. ve 15. haftalardaki canli agirlik degerleri
karsilagtirildiginda, obez grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

diizeyde canli agirlik artis1 gerceklestigi tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

30 -

HH o

25 A

e

o PH

20 A

15 -

10 -

Agirhik (gr)

Kontrol Obez Kontrol Obez
0. Hafta 15. Hafta

Sekil 4.1. Kontrol ve obez grubuna ait 0. ve 15. haftalardaki ortalama canli agirlik
degerleri (gr). » ®Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Gruplarin 30. haftadaki ortalama canli agirlik degerleri karsilagtirildiginda ise

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.1, Sekil 4.2).

40 -
35 -
30 - T T T

25

20

15

Agirhik (gr)

10 -

5 4

0
Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.2. Gruplarin 30. haftadaki ortalama canli agirlik degerleri (gr).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin ortalama canli agirlik degerleri 15. haftanin
obez grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.1,

Sekil 4.3).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez+ AA Obez+Kap Obez +AA+
Kap

Sekil 4.3. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin ortalama agirlik degerlerinin 15. hafta
obez grupla karsilastiriimasi.

4.1.2. Rotarod Performans Testi Bulgular

Farelerin donen bir mil ilizerindeki toplam kalma siirelerinden elde edilen
rotarod platformunda kalma siirelerinin gruplara ve haftalara gore tanimlayici

istatistikleri ve karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.4-6’da verilmistir.

Tablo 4.2. Farelerin rotarod platformunda kalma siirelerinin (sn) gruplara ve
haftalara gore tanimlayic istatistikleri ve karsilastirma sonuglart (AA: Aralikli Aglik,
Kap: Kapsaisin).

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

0. hafta 15. hafta 30. hafta n
Kontro | 13846% 1177 1365741193 | 140.67  15.13
143 (81.33-196) 14533 (87.67-172.33) 127.17 (106.33-91)
116.60 % 10.40
Obez 116.67 (70.33-165.33) °
153.54 % 9.49%
3 146.60 + 5.27 113.07+588  ObertaAA 151 (127.33-209.33) °
O | 150.50 (77.67-49.67)110.67 (46.67-181.67) 106.20 + 25.87
Obez + Kap 107.33 (58-199.67) >
156 + 16.26*
Obez + AA+Kap ¢ 33 (10933.198) °

*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grupla karsilastirilmasinda degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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80
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1

Rotarod platformunda
kalma siiresi (sn)

Kontrol Obez Kontrol Obez
0. Hafta 15. Hafta

Sekil 4.4. Kontrol ve obez grubuna ait 0. ve 15. haftalardaki ortalama rotarod
platformunda kalma siireleri (sn).

Gruplarin 30.  haftadaki  rotarod platformunda kalma siireleri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.2, Sekil 4.5).
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1 -
5 60 T .
S 140 - T biod
£Z el
57 120 - I
€ £ :
=2 100 A
QN
TE 80
=S
X 60 -
=]
B 40

20 A

0

Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.5. Gruplarin 30. haftadaki rotarod platformunda kalma siireleri (sn).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin rotarod platformunda kalma siireleri 15.
haftanin obez grubuyla karsilagtirildiginda, Obez + AA grubu ile Obez + AA + Kap
grubunun rotarod platformunda kalma siiresinin daha uzun oldugu tespit edildi

(p<0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.6).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez + AA Obez + Kap Obez +AA+

Kap

Sekil 4.6. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin rotarod platformunda kalma
stirelerinin 15. hafta obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin 15.
haftadaki obez grupla karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

4.1.3. Hot Plate Testine Ait Bulgular

Farelerin 55 °C’de termal agrili uyarana kars1 verdikleri tepki siirelerinin (hot
plate latanslar1) gruplara ve haftalara gore tanimlayici istatistikleri ve karsilastirma

sonuclar1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.7-9° da verilmistir.
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Tablo 4.3. Farelerin hot plate testinden elde edilen termal agrili uyarana tepki
stirelerinin (sn) gruplara ve haftalara gore tanimlayici istatistikleri ve karsilagtirma
sonuclar1 (AA: Aralikli Aglik, Kap: Kapsaisin).

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

0. hafta 15. hafta 30. hafta n
6.95 +0.40 6.91 £0.76* 747 +0.67
Kontrol Kontrol 6
6.93 (5.35-9.05) 8.10 (3.50-9.20) 6.80 (6.80-8.80)
8.17+£0.37
Obez ]
8.10 (3.50-9.20)
7.68 £0.55%
N . Obez + AA I
2 6.89 +0.18 10.02 £ 0.37 7.05 (5.50-0.30)
o 7.15(4.05-9.15)  9.60 (5.70-15.10) 8.36 £0.78
Obez + Kap 5
7.70 (6.50-0.80)
8.58 £ 1.12
Obez + AA + Kap 5
8 (6.30-12.10)

+Belli bir haftadaki gruplar arasi karsilastirmalari gostermektedir (Farkli harfle gosterilen degerler igin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).

*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grubuyla karsilagtirilmasinda degerler arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05).

Kontrol grubu ile obez grubunun 0. ve 15. haftalardaki termal agrili uyarana
tepki siireleri karsilagtirildiginda, obez grubunun tepki siiresinin anlamli diizeyde

uzadig tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.7).

12 4

[a—
=
1
HH

(= -]
1
©

S
Hi

Termal agrili uyarana
tepki siiresi (sn)
(=)

Kontrol Obez Kontrol Obez
0. Hafta 15. Hafta

Sekil 4.7. Kontrol ve obez grubuna ait 0. ve 15. haftalardaki termal agrili uyarana
tepki siireleri (sn). #°Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05).
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Gruplarin 30. haftadaki termal agrili uyarana tepki siireleri karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.3, Sekil 4.8).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +

Kap
Sekil 4.8. Gruplarin 30. haftadaki termal agrili uyarana tepki siireleri (sn).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin termal agrili uyarana tepki stireleri 15.
haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda, Obez + AA grubunun istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.9).
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1

Hi—
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=]
1

Termal agrili uyarana
tepki siiresi (sn)
(=)

4 -
2 .
0
15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez + AA Obez + Kap Obez +AA+
Kap

Sekil 4.9. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin termal agrili uyarana tepki siirelerinin
15. hafta obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez
grupla karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05).

44



4.1.4. Tail-Flick Testine Ait Bulgular

Farelerin kuyruk ¢ekme testi cihaziyla kuyruklarindan elde edilen agrili 151k-
1s1l uyaranina tepki stirelerinin (tail-flick latans1) gruplara ve haftalara goére tanimlayici

istatistikleri ve karsilastirma sonuglar1 Tablo 4.4, Sekil 4.10-12°de verilmistir.

Tablo 4.4. Farelerin tail-flick testi agrili 1g1k-1s1l uyaranina tepki siirelerinin
(sn) gruplara ve haftalara gére tanimlayici istatistikleri ve karsilastirma sonuglari (AA:
Aralikli Aclik, Kap: Kapsaisin).

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta n

Kontrol 3.267(1228;9:0) Kontrol 2.4360(71 .ﬂ;()l-'gj 0o
Ohes 3.365 (()2%2?)1677;0) 8

3 N ol 3;"56(()1%6(())13.:0) 8

y PO b+ Kap 3.36?2%3?)1?50) 3
Ober+AA+Kap ?2%2?)‘-23%;0) >

+bBelli bir haftadaki gruplar arasi karsilastirmalari gostermektedir (Farkli harfle gosterilen degerler igin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).

*30. Haftadaki gruplarin 15. Haftadaki obez grubuyla karsilastirilmasinda degerler arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05).

Kontrol grubu ile obez grubunun 0. ve 15. haftalardaki agrili 1g1k-1s1l uyaranina
tepki siireleri karsilagtirildiginda, obez grubunun agrili 1sik-1s1l uyaranmna tepki
stiresinin istatistiksel olarak anlaml diizeyde uzadig: tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.4,
Sekil 4.10).
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1

Kontrol Obez

Sekil 4.10. Kontrol ve obez grubuna ait 0. ve 15. haftalardaki agrili 1s1k-1s1l
uyaranina tepki siireleri (sn). #°Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Gruplarin  30. haftadaki agrili  1s1k-1s11  uyaranina  tepki  siireleri
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemekle birlikte Obez + AA,
Obez + Kap ve Obez + AA + Kap gruplarinda Obez grubuna gore agrili 1s1k-1s1l
uyaranina tepki siirelerinde kisalma egiliminde oldugu goézlendi (Tablo 4.4, Sekil

4.11).

N w £ [9)] (=) | (= -]
1 1 1 1 1 1 )

Agril 1s1k-1511 uyaranina
tepki siiresi (sn)

0 L p
Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.11. Gruplarin 30. haftadaki agrili 151k-1s1l uyaranina tepki siireleri (sn).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin agrili 1s1k-1s1l uyaranina tepki siireleri 15.
haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda, Obez + AA ile Obez + AA + Kap grubunun

agril 151k-1s1l uyaranina tepki siiresi dnemli diizeyde daha kisayd1 (p<0.05) (Tablo 4.4,
Sekil 4.12).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.12. 30. haftada obez ve tedavi gruplarinin agrili 151k-1s1l uyaranina tepki
stirelerinin 15. haftadaki obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin 15.
haftadaki obez grupla karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

4.1.5. Elektromiyografi Bulgulari

Elektrofizyolojik testler, 30. haftada gerceklestirildi. Calismada Obez + AA +
Kap grubunda bulunan farelerin anesteziye gosterdikleri asir1 duyarlilik sebebiyle
hayatlarin1  kaybetmelerinden dolayr bu grubun elektromiyografi verileri
almamamistir. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) verileri milivolt (mV)
cinsinden, latans siiresi milisaniye (ms), motor sinir ileti hiz1 (MSIH) verileri

metre/saniye (m/s) cinsinden ifade edildi (Tablo 4.5, Sekil 4.13-15).
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Tablo 4.5. Farelerin 30. haftadaki elektromiyografi verilerinin (latans siiresi
(ms), motor sinir ileti hizinin (m/s) ve bilesik kas aksiyon potansiyelinin (mV))
gruplara gbre tanimlayici istatistikleri ve karsilastirma sonuglart (AA: Aralikli Aglik,
Kap: Kapsaisin).

Ortalama + Standart Sapma
Medyan (Minimum-Maksimum)

n Latans MSIiH BKAP

1.90 + 0.08 40.76 + 4.84° 12.17 +3.24
Kontrol 6 1.86(1.82-2.02)  40.05 (35.14-46.43)  10.41 (9.60-17)

2.17 +0.28° 31.52 +5.64° 8.75+3.27
Obez 8 213(1.882.64)  32.29(23.33-41.03)  8.60 (3.67-14.08)

1.87+0.17° 39.92 + 10.42° 12.21+3.62
Obez + AA T 1.86(1.64-2.14)  37.50 (28.33- 60.87) 12.18 (8.21-18.13)

2.16 %0300 33.05 + 10.12} 10.54 = 3.50
Obez + Kap S 210(1.90-2.66)  30.95(24.22-50)  11.31 (4.76-14.27)

abeFarkl harfle gosterilen degerler igin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Latans siiresi bakimindan Obez grubu ile diger gruplar arasinda istatistik olarak
anlamli fark bulundu (p<0.05). En kisa latans Kontrol grubu ile Obez + AA grubunda,
en uzun latans siiresi ise Obez grubunda 6l¢iildii (p<0.05). Kontrol grubu ile Obez +

AA grubu arasinda anlamli fark bulunamadi (Tablo 4.5, Sekil 4.13).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap

Sekil 4.13. Gruplarin 30. haftadaki baslangig latans siireleri (ms). **“Farkl harfle
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Kontrol ile Obez + AA grubunun motor sinir ileti hizlarinin, Obez grubu ile
Obez + AA grubundan istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu gézlendi
(p<0.05) (Tablo 4.5, Sekil 4.14).
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Motor sinir ileti hiz1 (m/sn)
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap

Sekil 4.14. Gruplarin 30. haftadaki motor sinir ileti hizlar1 (m/sn). “*Farkl1 harfle
gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Bilesik kas aksiyon potansiyeli bakimindan, gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.5, Sekil 4.15).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap

Sekil 4.15. Gruplarin 30. haftadaki supramaksimal stimiilasyona verdikleri bilesik
kas aksiyon potansiyel yanitlar1 (mV).

4.1.6. Immiinohistokimya Bulgular1

Farelerden alinan siyatik sinir doku kesitlerinde BIII-Tub, NFH, MBP, PO ve
S100 protein belirtecleri; gastroknemius kas dokusunda ise; NFH, a-BNG belirtegleri
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kullanilarak lazer taramali konfokal mikroskopta immiinfloresan goriintiileme

gerceklestirildi. Goriintiilerin piksel yogunluklar: Image J programu ile analiz edildi.

15. haftada siyatik sinirde BIII-Tub piksel yogunlugunun, Kontrol grubunda
Obez grubuna gore anlamli oranda daha yiiksek oldugu bulundu (p<0.05) (Tablo 4.6,
Sekil 4.16, 4.22).

Tablo 4.6. Siyatik sinirde BIII-Tubulin piksel yogunluk verileri i¢in gruplara
ve haftalara gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglar

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
33.77 £4.75° 30.46 £ 7.1
Kontrol 3y 59(29.01-41.12) Kontrol 31.45 (18.98-41.12)
30.55 + 6.77
Obez 31.3 (20.34-37.58)
325+ 8.67
5 Y S Ak 28.12 (22.43-45.57)
S 21.17 (17.12-24.46) o2 761 773
Obez + Kap , )
30.61 (15.62-38.83)
Obez + AA +Kap . 2220£1023

17.82 (11.68-37.29)

“bFarkl1 harfle gosterilen degerler igin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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BIII-Tubulin piksel yogunlugu

Kontrol Obez
Sekil 4.16. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde BIII-

Tubulin piksel yogunluklari. ®°Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki PIII-Tub piksel
yogunluklar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi (Tablo 4.6, Sekil

4.17,4.23).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +

Kap

Sekil 4.17. Gruplarin 30. haftadaki siyatik sinirde BIII-Tubulin piksel yogunluklari.

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki PIII-Tub piksel
yogunluklar1 15. haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (Tablo 4.6, Sekil 4.18, 4.22-23).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez+ AA Obez+ Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.18. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirde BIII-Tubulin piksel
yogunluklarinin 15. hafta obez grupla karsilagtirilmasi.
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15. haftadaki Kontrol grubunun siyatik sinirde S100 piksel yogunlugu, Obez
grubundan daha yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo 4.7, Sekil 4.19, 4.22)

Tablo 4.7. Siyatik sinirde S100 piksel yogunluk verileri i¢in gruplara ve
haftalara gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari.

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
18.87 +2.941 17.61 3231
Kontrol 7 75 (15.87-23.35)  Kontrol 17.26 (13.15-23.35)
13.22+5.73
Obez 12.17 (6.65-22.62)
11.42+5.08
5 soasosp | OperrAA 1037 (4.59-19.59)
S 15.79 (15.42-16.76) By 61
Obez + Kap i )
13.89 (4.35-22.89)
Obez + AA + Kap 9.85 %391

9.98 (4.76-15.25)

“bFarkl1 harfle gosterilen degerler igin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.19. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde S100 piksel
yogunluklar1. *®Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

30. haftada obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki S100 piksel yogunlugu
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark gortilmedi (Tablo 4.7, Sekil 4.20, 4.23).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +

Kap

Sekil 4.20. Gruplarmn 30. haftadaki siyatik sinirde S100 piksel yogunluklari.

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki S100 piksel yogunluklari
15. haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadi (Tablo 4.7, Sekil 4.21-23).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez+ AA Obez+ Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.21. 30. haftad obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirde S100 piksel
yogunluklarinin 15. hafta obez grupla karsilagtirilmasi.
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BIIITTﬁb/SlP %

Kontrol

Obez

Sekil 4.22. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde BIII-Tubulin ve
S100 immiinohistokimya goriintiileri (Objektif biiylitmesi: 20X; skala bar: 40 um).

54



Obez + Kap Obez + AA Obez Kontrol

Obez + AA + Kap

BIIL{Tub/, $100°

BITETuby $100 )
A R
(R Y :

\ \
NN \
\ LW

X
\ .
\
.

‘Blli-Tub

\

BIII-Tub

Sekil 4.23. Gruplarmn 30. haftadaki siyatik sinirde BIII-Tubulin ve S100
immiinohistokimya goriintiileri (Objektif biiylitmesi: 20X; skala bar: 40 um).
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15. haftada siyatik sinirde MBP piksel yogunlugunun, Kontrol grubunda Obez

grubuna gore anlamli oranda daha yiiksek oldugu gézlendi (p<0.05) (Tablo 4.8, Sekil

4.24, 4.30).

Tablo 4.8. Siyatik sinirde MBP piksel yogunluk verileri i¢in gruplara ve
haftalara gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari.

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
12,55 + 0.55° 11.4541.66™
Kontrol 1, 54 (11.66-13.08) Kontrol 12.03 (8.22-13.11)
9.46+ 1.8
Obez 8.97 (7.87-13.74)
9.13 +0.8°"
5 necl” 7 4 9.41 (7.99-10.07)
S 10.67 (9.2-12.46) 10.18 + 124
Obez + Kap . ’
9.76 (8.49-12.3)
Obez + AA +Kap . 237+182

11.87 (10.87-16.02)

abeBelli bir haftadaki gruplar arasi karsilagtirmalar1 gostermektedir (Farkl harfle gosterilen degerler igin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).
*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grubuyla karsilagtirilmasinda degerler arasindaki fark

anlamlidir (p<0.05).
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Y

MBP piksel yogunlugu

Kontrol

Obez

Sekil 4.24. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde MBP piksel
yogunluklari. *®Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarmin siyatik sinirdeki MBP piksel yogunluklar1

karsilastirildiginda, Kontrol ile Obez + AA + Kap grubunun piksel yogunluklari, diger
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gruplardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha ytiksekti (p<0.05). Diger gruplar
arasinda fark yoktu (Tablo 4.8, Sekil 4.25, 4.31).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.25. Gruplarin 30. haftadaki siyatik sinirde MBP piksel yogunluklari.
ab<Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki MBP piksel yogunluklar1
15. haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda Obez + AA + Kap grubunun piksel
yogunlugu anlamli oranda daha yiiksekken (p<0.05), Obez + AA grubunun ise piksel
yogunlugu ise anlamli oranda daha diisiik olarak gozlendi (p<0.05) (Tablo 4.8, Sekil
4.26,4.30-31).
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Sekil 4.26. 30. haftadaki obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirde MBP piksel
yogunluklarimin 15. haftadaki obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin
15. haftadaki obez grupla karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0.05).

15. haftadaki siyatik sinirin PO piksel yogunlugu Kontrol grubunda, Obez

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu bulundu (p<0.05)

(Tablo 4. 9, Sekil 4.27, 4.30).

Tablo 4.9. Siyatik sinirde PO piksel yogunluk verileri i¢in gruplara ve haftalara

gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Ortalama + Standart Hata
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
20.15 + 2.85° 17.32 £3.27%
Kontrol 159 (17.8024.64)  Kontrol 16.76 (12.36-24.64)
14.10 £ 2,20
Obez 13.77 (11.03-18.09)
16.95 4 3.58"
3 lag9ragg | Opertaa 18.51 (11.3-20.83)
3 14.73 (11.89- 18.96) 1200 £ 163
Obez + Kap 12.64 (10.33-15.72)
d*
Obez + AA + Kap 17.76 + 2.85

18.27 (14.01-22.59)

abedBelli bir haftadaki gruplar arasi karsilagtirmalari gostermektedir (Farkli harfle gosterilen degerler

icin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).

*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grubuyla karsilagtirilmasinda degerler arasindaki fark

anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.27. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde PO piksel
yogunluklari. *®Farkl harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki PO piksel yogunlugu
karsilagtirildiginda Kontrol ve Obez + AA + Kap gruplarinin piksel yogunluklari,
Obez ve Obez + Kap gruplarindan anlamli oranda daha yiiksekti (p<0.05). Kontrol
grubu ile Obez + AA ve Obez + AA + Kap gruplari arasinda anlaml fark yoktu. Obez
ve Obez + AA gruplart arasinda da anlamli fark yoktu. Diger taraftan Obez + Kap
grubunun PO piksel yogunlugunun diger tiim gruplarindan daha diisiik oldugu bulundu

(p<0.05) (Tablo 4.19, Sekil 4.28, 4.31).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +

Kap

Sekil 4.28. Gruplarin 30. haftadaki siyatik sinirde PO piksel yogunluklari. **<4Farkli
harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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30. hafta obez ve tedavi gruplariin siyatik sinirdeki PO piksel yogunluklar: 15.
haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda, Obez + AA + Kap ve Obez + AA
gruplarinin PO piksel yogunluklari, Obez ve Obez + Kap gruplarindan istatistiksel
olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu bulundu (p<0.05). Fakat Obez + AA + Kap
ile Obez + AA arasinda istatistik olarak anlamli bir fark olmadig1 gozlendi (Tablo 4.
9, Sekil 4.29, 4.30-31).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez+ AA Obez+ Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.29. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirde PO piksel
yogunluklarinin 15. hafta obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin 15.
haftadaki obez grupla karsilagtirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.30. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde MBP ve PO
immiinohistokimya goriintiileri. (Objektif biiyiitmesi: 20X; skala bar: 40 pm)
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Sekil 4.31. Gruplarin 30. haftadaki siyatik sinirde MBP ve PO immiinohistokimya
goriintiileri. (Objektif biiylitmesi: 20X; skala bar: 40 pm)
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15. haftada siyatik sinirde NFH piksel yogunluklar1 karsilastirildiginda Kontrol
ve Obez gruplari arasindaki anlamli fark bulunmadi (Tablo 4.10, Sekil 4.32, 4,35).

Tablo 4.10. Siyatik sinirde NFH piksel yogunluk verileri i¢in gruplara ve
haftalara gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuglari

Ortalama + Standart Sapma
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
55.57+7.91 55.4+7.08
Kontrol 55 11 (45.01- 67.32)  Kontrel 55.11 (45.01-67.32)
59.38+3.97%
Obez 59.29 (54.98-64.15)
53.77+ 6.45*
5 goai0s W OPeETAA 51.81 (47.98-65.39)
S 32.89 (32.14-33.63) 60328114
e + Kap 61.92 (46.52-66.24)
56.19 + 8.86*
Obez+ AA+Kap 569> (42-66.94)

*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grubuyla karsilagtirilmasinda degerler arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.32. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki siyatik sinirde NFH piksel
yogunluklari.

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki NFH piksel yogunluklari
karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo

4.10, Sekil 4.33, 4.35).
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Kap

Sekil 4.33. Gruplarin 30. haftadaki siyatik sinirde NFH piksel yogunluklari.

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirdeki NFH piksel yogunluklar
15. haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda 15. hafta Obez grubunun piksel
yogunlugu, diger gruplardan istatistik olarak onemli oranda daha diisiik olarak

gozlendi (p<0.05) (Tablo 4.10, Sekil 4.34-35).
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15. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta 30. Hafta
Obez Obez Obez+ AA Obez+ Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.34. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin siyatik sinirde NFH piksel
yogunluklarinin 15. hafta obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin 15.
haftadaki obez grupla karsilagtirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0.05).
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15. hafta 30. hafta

NFH NFH

Kontrol

Obez

Obez + AA

Obez + Kap

Obez + AA + Kap

Sekil 4.35. Gruplara ait 15. ve 30. haftalardaki siyatik sinirde NFH
immiinohistokimya goriintiileri. (Objektif biiyiitmesi: 20X; skala bar: 40 pm)
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15. haftadaki Kontrol ve Obez grubunun gastroknemius kasinda NFH piksel
yogunluklar1 karsilagtirildiginda Kontrol grubunun NFH piksel yogunlugu, Obez
grubundan anlamli oranda daha yiiksekti (p<<0.05) (Tablo 4.11, Sekil 4.36, 4.42).

Tablo 4.11. Gastroknemius kasinda NFH piksel yogunluk verileri i¢in gruplara
ve haftalara gore tanimlayici istatistikler ve karsilagtirma sonuglari

Ortalama + Standart Sapma
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
48.64 + 8.85 33.91 £ 7.64°
Kontrol =5, 33°30.49.5757) Kentrol 34.16 (16.24-46.77)
b
Obes 25.43 +6.42

25.81(12.12-36.29)

31.48 £ 6.59%

3 304 11440 Qs A 32.98 (19.32-41.03)
3 .
o IS B 102 5 2%
P 29.73 (23-37.72)
Obez+ AA+Kap  1535%4:64

14.03 (10.37-26.11)

abeBelli bir haftadaki gruplar aras1 karsilagtirmalar1 gostermektedir (Farkli harfle gosterilen degerler
icin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).

*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grubuyla karsilagtirilmasinda degerler arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05).
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Kontrol Obez
Sekil 4.36. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki gastroknemius kasinda NFH
piksel yogunluklari. ®°Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamlidir (p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarmin gastroknemius kasindaki NFH piksel
yogunluklar1 karsilastirildiginda, Kontrol grubunun piksel yogunlugu, Obez
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grubundan ve Obez + AA + Kap grubundan daha yiiksek oldugu bulundu (p<0.05).
Kontrol grubu, Obez + AA ve Obez + Kap gruplari arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi. En diisiik piksel yogunlugu Obez + AA + Kap grubunda goriildii (p<0.05)
(Tablo 4.11, Sekil 4.37, 4.43).
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Kontrol Obez Obez + AA Obez + Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.37. Gruplarin 30. haftadaki gastroknemius kasinda NFH piksel yogunluklari.
ab<Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarmin gastroknemius kasindaki NFH piksel
yogunluklart 15. haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda en diisiik piksel
yogunlugu Obez + AA + Kap grubunda gozlendi (p<0.05). Diger gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 4.11, Sekil 4.37, 4.43).
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Kap

Sekil 4.38. 30. hafta obez ve tedavi gruplarinin gastroknemius kasinda NFH piksel
yogunluklarinin 15. hafta obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki gruplarin 15.
haftadaki obez grupla karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).
15. haftadaki Kontrol ve Obez grubunun gastroknemius kasinda a-BNG piksel
yogunluklari karsilagtirildiginda Kontrol grubunun, Obez grubundan istatistik olarak

daha yiiksek piksel yogunlugu gosterdigi bulundu (p<0.05) (Tablo 4.12, Sekil 4.39,
4.42).
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Tablo 4.12. Gastroknemius kas1 a-BNG piksel yogunluk verileri i¢in gruplara
ve haftalara gore tanimlayic istatistikler ve karsilagtirma sonuclari.

Ortalama + Standart Sapma
Medyan (Minimum-Maksimum)

15. hafta 30. hafta
18.11+2.718 16.70 = 1.87%
Kontrol ¢ 54 (14.80-24.52) Kontrol 16.83 (13.6-20.17)
14.45 £ 1.10°"
Obez 14.52 (12.31-15.97)
15.58 = 1.34%"
5 l005+0300  OPeEtAA 15.69 (13.26-17.86)
S 10.21 (9.36-10.38) 15.78 < 1.90%"
Obez + Kap ; .
15.52 (13.38-18.7)
17.63 = 1.20°
Obez+ AA+Kap 14 95 15.66-19.12)

abeBelli bir haftadaki gruplar aras1 karsilagtirmalar1 gostermektedir ( Farkli harfle gosterilen degerler
icin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05).

*30. haftadaki gruplarin 15. haftadaki obez grubuyla karsilagtirilmasinda degerler arasindaki fark
anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.39. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki gastroknemius kasinda a-BNG
piksel yogunluklari. *®Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin gastroknemius kasindaki a-BNG piksel
yogunluklar karsilastirildiginda, Obez + AA + Kap grubunun, Obez ve diger tedavi
gruplarindan daha yiiksek piksel yogunlugu gosterdigi bulundu (p<0.05). Obez + AA
+ Kap grubu ile Kontrol grubu benzer piksel yogunluklarina sahip oldugu gozlendi
(Tablo 4.12, Sekil 4.40, 4.43).
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Sekil 4.40. Gruplarin 30. haftadaki gastroknemius kasinda a-BNG piksel
yogunluklari. **<Farkli harfle gosterilen gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

30. hafta obez ve tedavi gruplarinin gastroknemius kasindaki a-BNG piksel
yogunluklart 15. haftanin obez grubuyla karsilastirildiginda Obez + AA + Kap grubu
en yiiksek piksel yogunlugu gosterdigi bulundu (p<0.05). Obez + AA + Kap grubu,
15. hafta Obez grubu ve 30. hafta Obez grubundan daha yiiksek immiinreaktivite
gosterdigi gozlendi (p<0.05). (Tablo 4.12, Sekil 4.41-43).

20 -

16 - .

12 A

0-BNG piksel yogunlugu
(= -]

0 :
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Obez Obez Obez+ AA Obez+ Kap Obez + AA +
Kap

Sekil 4.41. 30. haftadaki obez ve tedavi gruplarinin gastroknemius kasinda a-BNG
piksel yogunluklarinin 15. haftadaki obez grupla karsilastirilmasi. *30. haftadaki
gruplarin 15. haftadaki obez grupla karsilagtiritlmasinda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.42. Kontrol ve obez grubuna ait 15. haftadaki gastroknemius kas1 NFH ve a-
BNG immiinohistokimya goriintiileri. (Objektif biiyiitmesi: 20X; skala bar: 40 pm).
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Obez + AA + Kap

NFH/BNG &

NFH/BNG

Sekil 4.43. Gruplara ait 30. haftadaki gastroknemlus kasinda NFH ve a-BNG
immiinohistokimya goriintiileri (Objektif biiylitmesi: 20X; skala bar: 40 um).
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4.2. In Vitro Bulgular

4.2.1 DRG Noron Kiiltiiriinde Aksotomi Hasarhh Noronlarin Sag Kalim

Oranlari

15. haftada Kontrol ve Obez grubuna ait ndronlarin mikroskobik goriintiileri
Sekil 4.44 ve 4.45te, istatistiksel analizleri Tablo 4.13’te, sag kalim oranlar1 ise Sekil
4.46’da verildi.

73



Sekil 4.44. Kontrol grubu néronlarinin 15. haftadaki
mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi oOncesi. B:
Aksotomi sonrast (PALM lazer mikroskobi). A ve B’de
ok bast aksotomi alanimni, C-L (zaman aralikl
mikroskobi) araligindaki ok basi ise aksotomi hasarli
noéronu gostermektedir. (PI: Propidyum iyodiir, CAM:
Calsein AM. Objektif biiylitmesi A-B: 63X; C-L: 20X.
Skala bar: A-B:10 um, C-L:50 pm)
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Sekil 4.45. Obez grubu noronlarinin 15. haftadaki
mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi Oncesi. B:
Aksotomi sonrast (PALM lazer mikroskobi). A ve
B’de ok bast aksotomi alanini, C-L (zaman aralikli
mikroskobi) araligindaki ok basi ise aksotomi hasarl
noéronu gostermektedir. (PI: Propidyum iyodiir, CAM:
Calsein AM. Objektif biiyiitmesi A-B: 63X; C-L: 20X.
Skala bar: A-B:10 um, C-L:50 pm)
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15. haftada Obez grubunun 24. ve 48. saatlerdeki sag kalim oranlarinin,

Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu bulundu (p=0.001) (Tablo

4.13, Sekil 4.46).

Tablo 4.13. 15. haftada Kontrol ve Obez grubunda aksotomi uygulanan
noronlarin 24. ve 48. saatlerde sag kalim oranlarina ait istatistiksel karsilagtirma

sonugclari.

Kontrol
24 saat
(%86)

Obez
24 saat
(%60)

Kontrol
48.saat
(%52)

Obez
48.saat
(%15)

Kontrol
24 .saat
(%86)

1

Obez
24 .saat
(%60)

0.001

Kontrol
48.saat
(%52)

Obez
48.saat
(%15)

0.001

100 -

80 -

40 -

Noronal sag kalim orani (%)

20 A

324.saat
B48.saat

Kontrol

Obez

Sekil 4.46. Kontrol ve Obez grubunun 15. haftadaki aksotomi sonrasi 24. ve 48.
saatlerde ndronal sag kalim oranlari (%).*24. saat, AB48. saatte gruplar arasi fark

anlamlidir (p<0.05).

30. haftada Kontrol, Obez, Obez + AA, Obez + Kap ve Obez + AA + Kap

gruplarina ait ndronlarin mikroskobik goriintiileri Sekil 4.47-51de, istatistiksel analizi

Tablo 4.14°de, sag kalim oranlar1 ise Sekil 4.52°de verildi.

76



Sekil 4.47. Kontrol grubuna ait ndronlarin 30.
haftadaki mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi
oncesi. B: Aksotomi sonrasi (PALM lazer
mikroskobi). A ve B’de ok basi aksotomi bolgesini,
C-L (zaman aralikli mikroskobi) araligindaki ok basi
ise aksotomi yapilan noéronu gostermektedir. (PI:
Propidyum iyodiir, CAM: Calsein AM. Objektif
biiylitmesi A-B: 63X; C-L: 20X. Skala bar:A-B:10
pm, C-L:50 um)
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Sekil 4.48. Obez grubuna ait néronlarin 30. haftadaki
mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi Oncesi. B:
Aksotomi sonrast (PALM lazer mikroskobi). A ve B’de
ok bas1 aksotomi bolgesini, C-L (zaman aralikli
mikroskobi) araligindaki ok basi ise aksotomi yapilan
ndronu gostermektedir. (PI: Propidyum iyodiir, CAM:
Calsein AM. Objektif biiylitmesi A-B: 63X; C-L: 20X.
Skala bar: A-B:10 pm, C-L:50 um)
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Sekil 4.49. Obez + AA grubuna ait noéronlarin 30.
haftadaki mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi dncesi.
B: Aksotomi sonrasi (PALM lazer mikroskobi). A ve
B’de ok basi aksotomi bolgesini, C-L (zaman aralikli
mikroskobi) araligindaki ok basi ise aksotomi yapilan
noronu gostermektedir. (PI: Propidyum iyodiir, CAM:
Calsein AM. Objektif biiyiitmesi A-B: 63X; C-L: 20X.
Skala bar: A-B:10 pm, C-L: 50 um).
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haftadaki mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi dncesi.
B: Aksotomi sonrasi (PALM lazer mikroskobi). A ve
B’de ok basi aksotomi bolgesini, C-L (zaman aralikli
mikroskobi) araligindaki ok bagi ise aksotomi yapilan
noronu gostermektedir. (PI: Propidyum iyodiir, CAM:
Calsein AM. Objektif biiytitmesi A-B: 63X; C-L: 20X.
Skala bar: A-B:10 pm, C-L: 50 pm).

80



haftadaki mikroskobik goriintiileri. A: Aksotomi dncesi.
B: Aksotomi sonrasi (PALM lazer mikroskobi). A ve
B’de ok basi aksotomi bolgesini, C-L (zaman aralikli
mikroskobi) araligindaki ok basi ise aksotomi yapilan
noronu gostermektedir. (PI: Propidyum iyodiir, CAM:
Calsein AM. Objektif biiylitmesi A-B: 63X; C-L: 20X.
Skala bar: A-B:10 pm, C-L: 50 um).
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Tablo 4.14. 30. haftada aksotomi sonras1 24. ve 48. saatlerde noronal sag kalim
oranlarinin gruplara ve saatlere gore istatistiksel karsilagtirma sonugclari.

48.saat
Kontrol Obez Obez + AA | Obez + Kap ObiZK J; I;AA

0, 0, 0, 0,
24.saat o) (#30) e31) (%37 (%28)
Kontrol
(%75)

Obez
(%85)

Obez + AA
(%65)

1 0.291 0.101 0.415 0.380

0.066 1 0.006 0.500 0.002

0.104 0.001 1 0.349 0.579

Obez + Kap
(%71)

Obez + AA
+Kap 0.002 0.001 0.1 0.006 1
(%53)

0.532 0.008 0.269 1 0.147
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=248. Saat

80 - be

1 3 cde ]

60 -

50 -

::::BC

40 -

..|cp

30 - ~|cp

Noronal sag kalim oram (%)

20 A

10 -

(LTI =

(LTI =
@]

N = R =T e .
> 18 g X Q
$°°\‘° O‘OQ Qfl)x P 1)X$‘b X $‘}
o° o‘Oe x ?’P
o

Sekil 4.52. Gruplarin 30. haftadaki aksotomi sonras1 24. ve 48. saatlerde noronal sag
kalim oranlari (%). #><4°24. saat, #BCP48, saatte gruplar arasi fark anlamlidir
(p<0.05).

30. haftada 24. saat sag kalim oranlar1 bakimindan Kontrol grubu ile Obez,
Obez + AA, Obez + Kap gruplar1 arasinda anlaml fark goriilmedi (Tablo 4.16, Sekil

4.52). Obez + AA + Kap grubunun sag kalim orani, Kontrol, Obez, Obez + Kap
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gruplarindan daha disiiktii (p<0.05) (Tablo 4.14, Sekil 4.52). 48. saat sag kalim
oranlar1 bakimindan Kontrol grubu ile Obez, Obez + AA, Obez + Kap, Obez + AA +
Kap gruplar1 arasinda fark olmadig1 gozlendi. Tedavi gruplar1 (Obez + AA, Obez +
Kap, Obez + AA + Kap) arasinda da anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 4.14, Sekil
4.52).

30. hafta Kontrol grubuna ait noron kiiltiiri medyumlarina inhibitorlerin
(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki sag
kalim oranlarina ait istatistiksel karsilastirmalar Tablo 4.15°de, sag kalim oranlarina

ait grafik ise Sekil 4.53’de verilmistir.

Tablo 4.15. Kontrol grubunun 30. hafta ndron kiiltiirii medyumlarina inhibitor
(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerde sag kalim
oranlar1 i¢in gruplara ve saatlere gore istatistiksel karsilastirma sonuglari.

48.saat

Aksotomi TrkA PI3K MEK-1

> (%42) (%79) (%38) (%35)
.Saal

?}j;g;"m‘ 1 0.001 0.493 03
g,;lg’;) 0.007 ! 0.001 0.001
PI3K.
166) 0.171 0.001 ! 0.730
MEK-1
) 0.476 0.001 0.514 !
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Sekil 4.53. Kontrol grubunun 30. hafta néron kiiltiirii medyumlarina inhibitor (TrkA,
PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki ndronal sag
kalim oranlar1 (%). *°24. saat, “-P48. saatte gruplar aras1 fark anlamlidir (p<0.05).

30. hafta Kontol grubu ndron kiiltlirli medyumlarina TrkA inhibitorii eklenen
grubun aksotomi sonrast 24. ve 48. saatlerdeki sag kalim orani, diger inhibitor
uygulanan gruplardan anlamli seviyede daha yiiksekti (p<0.05) (Tablo 4.15, Sekil
4.53). Diger inhib6tor uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamadi.

30. hafta Obez grubuna ait néron kiiltiiri medyumlarina inhibitérlerin (TrkA,
PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki sag kalim
oranlarina ait istatistiksel karsilagtirmalar Tablo 4.16’da, sag kalim oranlarina ait

grafik ise Sekil 4.54’te verilmistir.
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Tablo 4.16. Obez grubunun 30. hafta néron kiiltiiri medyumlarina inhibitor
(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerde sag kalim
oranlar1 i¢in gruplara ve saatlere gore istatistiksel karsilastirma sonuglari.

48.saat
Aksotomi TrkA PI3K MEK-1
(%50) (%73) (%49) (%46)
24 saat
Aksotomi
(%85) 1 0.001 0.886 0.584
TrkA
(%88) 0.556 1 0.001 0.001
PI3K
(%76) 0.087 0.019 1 0.69
MEK-1
(%81) 0.464 0.178 0.324 1
100 - 024. Saat
ab 4 048. Saat
_ — abc
§ 80 T A bC
£
<
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g {8
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-
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=
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S
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Aksotomi TrkA PI3K MEK-1

Sekil 4.54. Obez grubunun 30. hafta ndron kiiltiirii medyumlarina inhibitor (TrkA,
MEK-1 ve PI3K) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki ndronal sag
kalim oranlar1 (%). *°°24. saat, #B48. saatte gruplar aras1 fark anlamlidir (p<0.05).
30. hafta Obez grubunda TrkA eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. saatte néron
kiiltiirli medyumlarindaki noronlarin sag kalim oranlar1 MEK-1 eklenenlerden daha
yiiksekti (p<0.05). Diger inhibitor eklenen gruplar arasinda anlaml fark yoktu. 48.
saatte TrkA inhibitoriine karst sag kalim orani diger gruplardan daha yliksekti
(p<0.05) (Tablo 4.16, Sekil 4.54). 48. saatte diger inhibitor gruplar arasinda anlamli
fark yoktu.

30. hafta Obez + AA grubuna ait noron kiiltliri medyumlarina inhibitorlerin

(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki sag

85



kalim oranlarina ait istatistiksel karsilastirmalar Tablo 4.17°de, sag kalim oranlarina

ait grafik ise Sekil 4.55’te verilmistir.

Tablo 4.17. Obez + AA grubunun 30. hafta néron kiiltliri medyumlarina
inhibitor (TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerde
sag kalim oranlar1 i¢in gruplara ve saatlere gore istatistiksel karsilagtirma sonuglari.

48.saat
Aksotomi TrkA PI3K MEK-1
(%31) (%68) (%32) (%35)
24 saat
Aksotomi
(%65) 1 0.001 0.915 0.597
TrkA
(%90) 0.001 1 0.001 0.001
PI3K
(%65) 0.954 0.001 1 0.672
MEK-1
(%73) 0.184 0.001 0.199 1
100 4 . 024. Saat
; B48. Saat
§ 80 - b
g b A b
<
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=
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Aksotomi TrkA PI3K MEK-1

Sekil 4.55. Obez + AA grubunun 30. hafta néron kiiltiiri medyumlarina inhibitor
(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki néronal
sag kalim oranlari (%). #*24. saat, 48, saatte gruplar aras1 fark anlamlidir (p<0.05).

30. hafta Obez + AA grubunda TrkA eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48.
saatlerde ndron kiiltlirii medyumlarindaki noronlarin sag kalim oranlari diger inhibitor
eklenenlerden daha yiiksekti (p<0.05) (Tablo 4.17, Sekil 4.55). Diger inhibitor

eklenen gruplar arasinda anlamli fark yoktu.

30. hafta Obez + Kap grubuna ait néron kiiltlirii medyumlarina inhibitorlerin

(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki sag
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kalim oranlarina ait istatistiksel karsilastirmalar Tablo 4.18°de, sag kalim oranlarina

ait grafik ise Sekil 4.56’da verilmistir.

Tablo 4.18. Obez + Kap grubunun 30. hafta néron kiiltiiri medyumlarina
inhibitor (TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerde
sag kalim oranlari i¢in gruplara ve saatlere gore istatistiksel karsilagtirma sonuglari.

48.saat
Aksotomi TrkA PI3K MEK-1
(%37) (%49) (%44) (%35)
24. saat
Aksotomi
©%71) 1 0.039 0.246 0.710
TrkA
%71) 1 1 0.448 0.020
PI3K
(%67) 0.422 0.422 1 0.147
MEK-1
(%68) 0.547 0.547 0.848 1
024. Saat
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Sekil 4.56. Obez + Kap grubunun 30. hafta noéron kiiltiirii medyumlarina inhibitor
(TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerdeki
noronal sag kalim oranlari (%). ~B48. saatte gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05).

30. hafta Obez + Kap grubunda TrkA eklenmesiyle aksotomi sonrasi 48. saatte
ndron kiiltiirli medyumlarindaki néronlarin sag kalim oranlar1 PI3K eklenenlerden

daha yiiksekti (p<0.05) (Tablo 4.18, Sekil 4.56). Diger inhibitér eklenen gruplar

arasinda anlaml fark yoktu.

30. hafta Obez + AA + Kap grubuna ait noéron Kkiiltiirii medyumlarina
inhibitorlerin (TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48.
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saatlerdeki sag kalim oranlarina ait istatistiksel karsilastirmalar Tablo 4.19°da, sag

kalim oranlarina ait grafik ise Sekil 4.57°de verilmistir.

Tablo 4.19. Obez + AA + Kap grubunun 30. hafta néron kiiltiirii medyumlarina
inhibitor (TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48. saatlerde
sag kalim oranlar i¢in gruplara ve saatlere gore tanimlayici istatistikleri ve
karsilastirma sonuglari.

48.saat
Aksotomi TrkA PI3K MEK-1
(%28) (%27) (%2) (%35)
24 saat
Aksotomi
(%53) 1 0.930 0.001 0.419
TrkA
(%52) 0.937 1 0.001 0.407
PI3K
(%34) 0.029 0.058 1 0.001
MEK-1
(%90) 0.001 0.001 0.001 1
100 - £24. Saat
? 548. Saat
§ 80 -
=
<
3 60 -
= b be
= —
=< L
o0 -]
B 40 - cd - AB
= 1 B B
=
S
S 20 A
Z
2 2 | c
0 . . A . L l— .
Aksotomi TrkA PI3K MEK-1

Sekil 4.57. Obez + AA + Kap grubunun 30. hafta ndron kiiltiirii medyumlarina
inhibitor (TrkA, PI3K ve MEK-1) eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24. ve 48.
saatlerdeki néronal sag kalim oranlari (%). #4924, saat, ~BC48. saatte gruplar arasi
fark anlamlidir (p<0.05).
30. hafta Obez + AA + Kap grubunda PI3K eklenmesiyle aksotomi sonrasi 24.
saatte noron kiiltiirii medyumlarindaki noronlarin sag kalim oranlar1 diger inhibitor

eklenenlerden daha yiiksekti (p<0.05). Diger inhibitdr eklenen gruplar arasinda 24. saat
ve 48. saatte sag kalim oranlar1 bakimindan anlamli fark yoktu. (Tablo 4.19, Sekil 4.57).
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5. TARTISMA

Obezite, asir1 yag birikimi ve kronik inflamasyon ile karakterize metabolik bir
bozukluktur. Ayrica, tip 2 diyabet, hiperlipidemi, hiperkolesterolemi, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastalik, obstriiktif uyku apne sendromu, kas-iskelet bozukluklar1 ve
cesitli kanser tiirleri gibi pek ¢ok hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (25-
27). Yiiksek yagli yemle beslenen hayvanlarda anksiyete gelistigi goriilmiistiir (111).
Buna karsin, yiiksek yagh diyetin anksiyeteye kars1 koruyucu etkiye sahip oldugunu

rapor eden calismalar da mevcuttur (112, 113).

Aralikli aclik (AA), giin i¢inde veya haftanin belirli giinlerinde enerji igeren
yiyecek ve icecek tliketiminin kisitlandigi veya hic tliketilmedigi birinci evre ile
devaminda besin tiiketiminin normal devam ettigi ikinci evrenin yer aldig1 iki evreli
bir beslenme tipidir. AA diyeti viicut yag oranini azaltir, kilo kaybmi artirir, tip 2
diyabeti 6nler ve norodejeneratif hastaliklarin ilerleyisini yavaslatir (7). Hipokampiiste
ve diger beyin bolgelerinde ndronlarin mitokondriyal stres direncini artirir (114, 115).
Ayrica, sinaptik plastisiteyi tesvik ederken (116), bilissel performansi artirir (117,
118), inflamasyonu azaltir, saglikli hiicreleri korur, timor biliylimesini yavaglatir ve

kemoterapik ajanlariin etkinligini arttirir (119).

Kapsaisin, beyaz yag dokusunun kahverengi yag dokusuna doniismesini
sagladig1 i¢in kilo kaybinda 6nemli bir etkinlige sahiptir (83). Termogenezi, TRPV1
kanal aktivasyonu yoluyla indiikler. Kapsaisin, insanlarda anoreksijenik bir hormon
olan GLP-1 konsantrasyonunu arttirirken,  oreksijenik  hormon  ghrelin

konsantrasyonunu ise azaltmaktadir (84).

Bu caligmada obezite, aralikli aclik ve kapsaisinin dorsal kok gangliyon
(duysal) noronlari, periferik duysal ve motor sinirler ile inerve ettikleri iskelet kas
dokusundaki dejeneratif ve rejeneratif etkileri arastirildi. Calisma; diyete bagh
deneysel obezite modelinde AA ve kapsaisin uygulamalarinin hem in vivo (agirlik,
rotarod, hot plate, tail-flick, latans, MSIH, BKAP, BIII-Tub, NFH, MBP, PO, S100, o-
BNG) hem de in vitro (aksotomiye maruz birakilmig DRG ndronlarinin hiicre
kiiltiirlerinde sag kalim oranlar1 ve ilgili reseptdr mekanizmalari), etkilerinin ele

alinmig olmasi1 bakimindan 6zgiin bir nitelik tagimaktadir.
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Calismamizda 15. haftada Obez grubunda Kontrol grubuna gore en az % 20
daha fazla bir agirlik artis1 gerceklesmesi obez modelin olustugunu gosterdi (120). 30.
haftadaki gruplar arasinda agirlik artis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmedi. Insan ¢alismalarinda, aralikli giin orug diyetinin énemli miktarda agirhik
kaybina sebep oldugu, yag kiitlesi ve yagsiz viicut kiitlesinde azalmalara yol agtig1
bildirilmistir (69). Diger taraftan, kapsaisinin de viicut agirhiginin azaltilmasi veya
korunmasinda etkili oldugu bildirilmistir (84, 121). Diyete kapsaisin eklenmesinin
gida alimini azalttigi ve doygunluk hissi olusturarak, aclik hissini bastirdigi rapor
edilmistir (84, 121). Calismamizda ilk 15 hafta obez grupta daha yiiksek canli agirlik
artis1 gergeklesirken, ikinci 15 haftada daha az canli agirlik artis1 gergeklestigi gortildii.
Araliklt aglik ve kapsaisin uygulanan gruplarda canli agirlik artiglar1 obez grubuna

gore daha diigiik kalmakla birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Calismamizda, Obez + AA ve Obez + AA + Kap gruplarinda, Obez gruba gore
motor performansin arttig1 tespit edildi. Rotarod bulgularimiz, Obez farelerde AA ve
AA + Kap uygulamasmin iist ve alt motor sinirler iizerinde terapétik -etkili
olabilecegini gostermektedir. AA diyeti uygulanan bir calismada; orta yastaki
sicanlarin dmiirlerinin %30-40 artti§1 ve bu yasam siiresinin diizenli egzersizle daha

da arttirillabilecegi rapor edilmistir (122).

Calismamizda, 15. haftada Obez grubun termal agrili uyaran (hot plate) ve 151k-
1s1l (tail-flick) kaynakli uyarana cevap siiresinin, kontrol grubuna gore anlaml
derecede geciktigi gozlendi. Bu sonug, obezitenin periferik duysal ndropatiyi
tetikledigini gostermektedir. 30. haftadaki gruplar arasinda termal ve 151k-1s1l kaynakli
uyarana cevap sliresinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Bu durum,
farelerde periferik duysal sinirlerin i¢sel rejeneratif kapasitesinin uzun donemde etkin
oldugunu, kontrol grubu ile ayn1 fonksiyonel seviyeye geldigine isaret etmektedir. 15.
hafta Obez grubu ile 30. hafta Obez ve tedavi gruplari karsilastirildiginda, Obez + AA
grubu, 15. hafta Obez grubuna gore termal agrili uyarana daha hizli yanit vermistir.
Yine farenin kuyruguna 1s1k kaynagindan uygulanan uyarana tedavi gruplari daha hizl
cevap vermislerdir. Bu sonuclar, AA diyetinin periferik duysal ndropati tedavisinde
etkili olabilecegini gostermektedir. AA diyeti ile yapilan ¢caligmalarda, nérodejeneratif

hastaliklarda noronal fonksiyon kaybimni geciktirdigi ve hastaliklarin ilerleyisini
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yavaglattig1 gosterilmistir (7). Dolayisiyla duysal uyaranlara yanit bulgularimiz

literatiir sonuglari ile uyumludur.

Calismamizda motor sinir fonksiyon testleri kapsamimda EMG incelemesi
gerceklestirilmistir. Baslangig latans siiresi bakimindan Obez grubunda Kontrol ve AA
grubuna gore anlamli gecikme goriildii. AA grubu ile Kontrol grubu arasinda anlaml
fark yoktu. Obez grubunda motor sinir ileti hiz1, Kontrol ve AA grubuna gore azaldi.
Bununla birlikte, AA grubu ile Kontrol grubu arasinda ise anlamli fark goriilmedi. Bu
bulgular, obezitenin miyelin hasarina yol agtigin1 boylece latans1 geciktirdigini ve sinir
ileti hizin1 yavaglattigina isaret etmektedir. Bilesik kas aksiyon potansiyeli bakimindan
gruplar arasinda fark olmamakla birlikte, Obez grubunun aksiyon potansiyeli, Kontrol
ve AA grubuna gore daha diisiik olarak bulundu. Davidson ve ark. (2014) tarafindan
yiiksek yagli yemle beslenen siganlar iizerinde yapilan calismada, obezitenin duysal
sinir iletim hizinda, korneal subepitelyal sinirlerde ve kornea duyarliliginda azalmaya
sebep oldugu, ancak motor sinir ileti hizinda fark olmadigi bildirilmistir (123).
Insanlarda gergeklestirilen bir ¢alismada topikal kapsaisin uygulamasinmn, derideki
sinir liflerinin dejenerasyonuna sebep oldugu, soguga ve dokunsal uyaranlara
duyarlilig1 azalttig1 belirtilmistir (84). 20 hafta boyunca yiiksek yagl yemle beslenen
farelerde, kontrol farelerine kiyasla motor sinir ileti hizinin 6nemli dl¢iide yavasladigi
bildirilmistir (31). Yine diger bir calismada yiiksek yagli yemle beslenen farelerde
motor sinir ileti hiz1 ve intraepidermal sinir lifi yogunlugu azalmistir (124). Calisma

sonuc¢larimizin belirtilen ¢alisma sonuglartyla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Immiinohistokimya analizleri kapsaminda 15. haftada periferik sinir lifinde
akson filamentleri (BIII-Tub, NFH), miyelin proteinleri (MBP, P0), Schwann hiicre
proteini (S100) ve iskelet kas lifi asetilkolin reseptorii (a-BNG) immiinofloresan
teknikle konfokal mikroskopta goriintiilendi. Obez grubunda BIII-Tub, NFH, S100,
MBP, PO, a-BNG piksel yogunluklarinin, Kontrol grubuna gére énemli derecede
diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglar, akson filamentlerinde, miyelin kilifinda, Schwann
hiicrelerinde ve asetilkolin reseptorlerinde obezite kaynakli hasarlar olustugunu
gosterdi. Rejenerasyonun aragtirildigir 30. haftada, BIII-Tub, NFH, S100 piksel
yogunluklart bakimindan gruplar arasinda anlaml fark goriilmedi. MBP ve PO piksel
yogunluklarinin Kontrol grubu ve Obez + AA + Kap grubunda Obez grubundan daha
yiiksek oldugu gozlendi. Bununla birlikte, Kontrol grubu ile Obez + AA grubu
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arasinda, benzer sekilde Kontrol grubu ile Obez + AA + Kap grubu arasinda anlaml
bir fark goriilmedi. a-BNG piksel yogunlugu Kontrol grubu ve Obez + AA + Kap
grubunda Obez grubundan daha yiiksek bulunurken, Kontrol grubu ile Obez + AA ve
Obez + Kap gruplart arasinda anlamli fark goriilmedi. Yine a-BNG bakimindan 30.
hafta Obez ve tedavi gruplarinin piksel yogunlugu ise 15. hafta Obez grubundan daha
yiiksekti. Immiinohistokimya sonuglarimiz, AA diyeti ile birlikte uygulanan kapsaisin
tedavisinin, sinir lifinde miyelin kilifi, kas lifinde asetilkolin reseptdrlerini rejenere
ettigini gosterdi. Aksonal belirtegler bakimindan gruplar arasinda fark bulunamadi.
Aralikl1 aglik ve kapsaisinin akson rejenerasyonuna etkisini belirleyebilmek i¢in, daha
erken evrelerde immiinohistokimyasal incelemelerin ve morfolojik sonuglari
destekleyecek fonksiyonel testlerin yapilmasinin faydali olacagi kanaatindeyiz.
Immiinohistokimya ile elde ettigimiz morfolojik bulgularimiz, duysal ve motor
fonksiyon sonug¢larimizi destekledi. Davidson ve ark. (2014) tarafindan yapilan
calismada, yliksek yagli beslenmenin korneal sinir lifinde kisalma, korneal duyarlilikta
azalma ve sinir lifi BIII-Tub yogunlugunda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (123).
AA diyet uygulamasi, kas ve karaciger hiicrelerinde insiilin reseptdrlerinin
duyarlhiligini artirmistir (125). Yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde korneal sinir lifi
yogunlugu azalmistir (124). Obez ve diyabetik farelerde gdzlenen noropati,
noromuskiiler kavsakta ve sinaptik biitlinliikte eksiklige sebep olurken, sinaptik
belirteglerin ve norotrofik faktorlerin gen ekspresyonunda ise artisa yol actigi

bildirilmistir (126).

15. haftada in vitro ortamda lazer mikrodiseksiyon teknigi ile DRG
noronlarinda olusturulan aksotomi hasari sonrast hem 24. hem 48. saatlerde Obez
grubunun ndronal sag kalim oranlarinin Kontrol grubuna gore anlamli oranda diisiik
oldugu belirlendi. Bu sonuglar, obezitenin 15 haftalik donemde travma hasarl
periferik duysal néronlarin Wallerian dejenerasyonunu tetikledigini, boylece sag kalim

oranini azalttigina bir isaret olarak degerlendirilebilir.

30. haftada 24. saatteki ndronal sag kalim oranlar1 bakimindan Kontrol grubu
ile Obez, Obez + AA ve Obez + Kap gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmedi. Obez
+ AA + Kap grubunun 24. saatteki ndronal sag kalim oraninin ise Kontrol, Obez, Obez
+ Kap gruplarindan daha diisiik oldugu gortildii. Bu sonug, AA diyeti ile kapsaisinin

kombinasyonunun (aglik stresi ile agri stresinin birlikte major stres olusturmasi
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sebebiyle) duysal ndronlarin periferik travma hasarinin tistesinden gelme kabiliyetini
azaltmis olabilecegi seklinde yorumlanmustir. [n vitro bir calismada, Kap duysal
ndronlarda kaspaz bagimli hiicre hasarina ve 6liime yol agmistir (84, 127). Kap’in
farkli dozlariin, duyusal ve otonomik ndronlarda rejenerasyon ve dejenerasyona
sebep olabilecegi belirtilmistir (128). 48. saatteki noronal sag kalim oranlarina
bakildiginda Kontrol grubu ile Obez, Obez + AA, Obez + Kap ve Obez + AA + Kap
gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmedi. 30. haftadaki noronal sag kalim
oranlarindaki artigin, obezitenin ilerleyen siireclerinde periferik duysal ndronlarin
travma stresi ile basa ¢ikma kabiliyetinin artmasina bagl olarak gelismis olabilecegi

distintilmektedir.

Aksotomi ile tetiklenen hiicre 6liim sinyal yolagimi ve néronal sag kalim
mekanizmasin1 belirlemek i¢in TrkA, PI3K ve MEK-1 inhibitorleri kullanildi.
Kontrol, Obez, Obez + AA, Obez + Kap gruplarinda aksotomi sonrasi 48. saatte TrkA
reseptOr inhibitoriiniin (K252a) sag kalim orani, diger alt gruplardan daha yiiksek
bulundu. Bu sonu¢ TrkA reseptor sinyal yolaginin inhibisyonu sayesinde aksotomi
hasarl1 periferik duysal noronlarin sag kalim oraninin arttigmi gostermektedir. Bir
baska ifadeyle, TrkA reseptorii ile iliskili Wallerian dejenerasyon (nekrotik 6liim)
yolagi bulundugu ve bu reseptdriin aktivasyonu ile bir oliim sinyal yolaginin

tetiklendigi anlasilmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

15 hafta boyunca yiiksek yagl yemle (%45 yagli) beslenen C57Bl/6 1rki farelerde
diyete bagli deneysel obezite modeli bagaril bir sekilde olusturuldu.

. Obez grubun canli agirlik artis1 ilk 15 haftada Kontrol grubuna gore anlamli oranda
daha yiiksek olmakla beraber ikinci 15 haftadaki artis daha diisiikk diizeylerde

kalarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

. Obezite ilk 15 haftalik donemde periferik ndropatiye sebep oldu. Obezitenin ayrica
duysal sinirlerde hiperaljezi cevabinin gecikmesine, motor sinirlerde latans
gecikmesine ve sinir ileti hizinin yavaglamasina sebep oldugu bulundu. Bu
bulgular obezitenin miyelin kaybina da sebep olabilecegini ortaya koymaktadir.
AA ve AA + Kap uygulamasinin, motor koordinasyonu ve motor performansi
anlaml derecede artirdig1 bulunurken. AA’nin ayrica, latans1 ve motor sinir ileti

hizin1 artirdig1 gozlendi.

15. haftadaki Obez grubun immiinohistokimyasal boyamalardan elde edilen
immiinofloresan  goriintiilerinde, obezitenin  periferik  sinirlerin  akson
filamentlerinde, miyelin kilifinda, Schwann hiicrelerinde ve iskelet kas1 asetilkolin
reseptorlerinde hasarlar olusturdugu goriildii. Fonksiyonel bulgularla saptanan
periferik noropati bdylece morfolojik testlerle de dogrulandi. AA ile birlikte
uygulanan kapsaisin tedavisinin sinir lifinde miyelin kilifi, kas lifinde ise

asetilkolin reseptorlerini rejenere ettigi tespit edildi.

15. haftada in vitro ortamda DRG noronlarin aksotomi sonrasi sag kalim sonuglari,
obezitenin travma hasarli periferik duysal néronlarin sag kalim oranin1 Wallerian
dejenerasyonu ile azalttigi gozlendi. 30. hafta aksotomi sonuglari ise, viicudun
daha uzun siireli obeziteye maruz kalmasi durumunda periferik duysal ndronlarin
travma stresi ile basa ¢ikabilme kabiliyetinin arttig1, boylece sag kalim oranlarinin

yiikseldigi goriildii.

. TrkA reseptdr sinyal yolagmin inhibisyonu, aksotomi hasarli periferik duysal

noronlarin sag kalim oranim artirdi. Bu bulgu, TrkA reseptorii ile iligkili bir
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10.

Wallerian dejenerasyon (nekrotik 6liim) yolaginin bulundugu ve bu reseptdriin

aktivasyonu ile bir 6liim sinyal yolaginin tetiklendigi diigiiniilmektedir.

Fonksiyonel testlerin, immiinohistokimya analizlerin ve in vitro deneylerin,
aralikli aclik ve kapsaisin ile tedavi siirecinin daha erken evrelerinde tekrarlanmasi
durumunda istatistiksel olarak daha anlamli sonuclarin elde edilebilecegi

distiniilmektedir.

Obez hayvan modelinde, yliksek yagli yem diyeti ile besleme devam ederken
aralikli aglik ve kapsaisinin kombine olarak uygulanmasi canli agirlik kaybina

olumlu herhangi bir katki saglamadi.

Bu ¢aligmada, obezite ile periferik noropati arasindaki iligki ortaya konuldu ancak
bu iligkinin fizyopatolojik mekanizmasi daha ileri ve daha kapsamli arastirmalarla

aydinlatilmalidir.

Obezite ile indiiklenen ve aksotomiyle tetiklenen hiicre 6liim mekanizmasinin
(TrkA ve p75 oliim sinyal kaskadlar1) ve aralikli aglikla tetiklenen sag kalim
mekanizmasinin (TrkA, TrkB, TrkC sinyal kaskadlari) daha ileri ¢alismalarla

arastirilmasini 6nermekteyiz.
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