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OZET

Bayir MH. Streptozotosin ile Olusturulan Deneysel Diyabet Modelinde Hesperidinin
Siyatik Sinir Uzerine Etkilerinin Arastirillmasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2022.

Diyabetik néropati (DNP), diyabet sendromunun énemli bir komplikasyonudur. Hesperidin (HES) anti-
inflamatuar, anti-kanserojen, anti-oksidan 6zeligi bilinen bir flavonoiddir. Bu ¢alismada, si¢anlarda
streptozotosin  (STZ) ile olusturulan DNP modelinde HES’in koruyucu etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Caligmada 28 adet Wistar Albino si¢an dort gruba ayrildi (n=7); kontrol, HES, DNP ve
DNP+HES. DNP gruplarina ¢alisma baglangicinda (0. giin) STZ (45 mg/kg i.p.) uygulandi. Caligmanin 3.
giinil tim gruplarin kan sekeri seviyeleri dlgiilerek, DNP ve DNP+HES gruplarindaki siganlarda diyabet
olustugu dogrulandi. Bundan sonra HES gruplarina 14 giin boyunca 100 mg/kg/giin HES intragastrik (i.g.)
yol ile uygulandi. Calisma siiresince (0., 3., 10., ve 17. gilinlerde) ortalama kan sekeri seviyesi ol¢iimii,
ortalama agirlik degisimi, kuyruk kaldirma ve sicak plaka testleri yapildi. Caligma sonunda sicanlardan
alinan siyatik sinir 6rneklerinde histopatolojik, stereolojik ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.
Bulgularimiza gore; 17. giiniin sonunda kontrol ile kiyaslandiginda DNP grubunun kuyruk kaldirma ve
sicak plaka testi siirelerinin anlamli diizeyde kisaldig1 goriildii. DNP+HES grubunun kuyruk kaldirma ve
sicak plaka testi siireleri kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde kisalirken, DNP grubuna kiyasla daha
uzun oldugu goézlemlendi. Hematoksilen-eozin (HE) ve toluidin blue (TB) ile yapilan incelemede kontrol
ve HES gruplarinda siyatik sinir normal histolojik yapida goriiliirken, DNP grubunda endonéral yapida
bozulma ve aksonlarda dejenerasyon goriildii. DNP+HES grubu DNP grubuyla kiyaslandiginda daha
aksonlarda daha az dejenarasyon ve endonéral yapinin daha diizenli oldugu goriildii. Stereolojik
incelemede, DNP grubundaki siyatik sinirlerde akson sayisinin anlamli derecede azaldig: goriildii. Kontrol,
HES ve DNP+HES gruplari arasinda ise toplam akson sayilar1 arasinda anlamli bir farka rastlanilmadi.
Gruplar arasinda, immiinohistokimyasal degisimler incelendiginde ise DNP grubunda yogun tip 4 kolajen
ve fibrinojen ekspresyonuna rastlanirken, Kontrol, HES ve DNP+HES gruplarinda diistik tip 4 kolajen ve
fibrinojen ekspresyonuna rastlandi.

Sonug olarak, calismamizin bulgular1 HES tedavisinin STZ kaynakli DNP hasar mekanizmalarini
baskilayarak agr1 esigini ve kan sekeri seviyesini diizelttebilecegini, siyatik sinirlerde dejenerasyonu, tip 4

kolajen ve fibrinojen ekspresyonunu azalttabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Diyabetik noropati, Hesperidin, Sican, Siyatik sinir



ABSTRACT

Bayir MH. Investigation of the Effects of Hesperidin on the Sciatic Nerve in an Experimental
Diabetes Model Created by Streptozotocin, Van Yiiziincii Yil University, Health Sciences Institute,
Department of Medical Histology and Embryology, Master Thesis, Van, 2022.

Diabetic neuropathy (DNP) is a major complication of diabetes. Hesperidin (HES) is a flavonoid with
known anti-inflammatory, anti-carcinogenic, anti-oxidant properties. In this study, it was aimed to
investigate the protective effect of HES in a model of streptozotocin-induced DNP in rats. In the study, 28
Wistar Albino rats were divided into four groups (n=7); control, HES, DNP and DNP+HES. STZ (45 mg/kg
i.p.) was administered to the DNP groups at the begining of the study (day 0). On the 3rd day of the study,
blood glucose levels of all groups were measured and it was confirmed that diabetes occurred in rats in
DNP and DNP+HES groups. After that, 100 mg/kg/day HES was administered intragastric (i.g.) to HES
groups for 14 days. During the study period (days 0, 3, 10, and 17), average blood glucose level
measurement, average weight change, tail lift and hot plate tests were performed. At the end of the study,
sciatic nerve samples taken from rats were evaluated histopathologically, stereologically and
immunohistochemically. According to our findings; At the end of the 17th day, compared to the control,
the tail withdrawal and hot plate test times of the DNP group were significantly shortened. While the tail
lift and hot plate test times of the DNP+HES group were significantly shorter compared to the control
group, it was observed that they were longer compared to the DNP group. In the examination performed
with hematoxylin-eosin (HE) and toluidine blue (TB), the sciatic nerve was observed in normal histological
structure in the control and HES groups, while endoneural deterioration and degeneration of the axons were
observed in the DNP group. When the DNP+HES group was compared to the DNP group, less degeneration
of the axons and more regular endoneural structure were observed. Stereological examination showed a
significant decrease in the number of axons in the sciatic nerves in the DNP group. There was no significant
difference between the control, HES and DNP+HES groups in the total axon numbers. When
immunohistochemical changes were examined between the groups, intensive type 4 collagen and
fibrinogen expression was observed in the DNP group, while low type 4 collagen and fibrinogen expression
were found in the Control, HES and DNP+HES groups.

In conclusion, the findings of our study reveal that HES treatment can improve pain threshold and blood

sugar level by suppressing STZ-induced DNP damage mechanisms, reduce degeneration of sciatic nerves,
type 4 collagen and fibrinogen expression

Keywords: Diabetes, Diabetic neuropathy, Hesperidin, Rat, Sciatic nerve
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) veya halk arasindaki tanimiyla diyabet, viicudun insiilin
tretememesi veya insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi nedeniyle ortaya
¢ikan hiperglisemi ile karakterize kronik bir hastaliktir (Singh Bani ve ark., 2021). Genel
semptomlar agirt susama, asir1 idrara ¢ikma ve siirekli yorgunluktur, bazi hastalarda bu
semptomlara ek olarak iyilesmesi geciken veya hig¢ iyilesmeyen yaralar olustugu da
bildirilmistir (Fazeli ve Ahanjan, 2022).2016 yilinda 1,6 milyon 6liimiin dogrudan
diyabetle baglantili oldugu vurgulanmistir. DM nin orta ve diisiik gelirli iilkelerde daha
fazla goriildiigii vurgulamis olup altinda yatan sebepler arastirilmaktadir. Su anda diinya
genelinde 415 milyon kisinin diyabetik oldugu tahmin edilmekte ve bu rakamin 2040
yilinda 642 milyona ¢ikmasi beklenmektedir (WHO, 2017; Paul ve ark., 2020).
Tiirkiye'de diyabet prevalansi hizla artmaktadir. Ulkemizde 9 milyon diyabet hastasimin
yasadig1 tahmin edilmektedir. Niifusa dayali Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve
Endokrin Hastalik Epidemiyoloji Arastirmasi ¢calismalari, diyabet prevalansinin 1998'de
%7,2 oldugunu bildirmistir (Calikoglu ve ark., 2022). Yakin zamanda ise lilkemizde
diyabetin iilke niifusunun yaklasik %13,2’sine yiikseldigi bildirilmistir (Acan ve ark.,
2018).

Diyabetik  noropati ~ (DNP),  diyabetli ~ hastalarda  sik  goriilen
komplikasyonlardandir. DNP’nin, yaklasik olarak tip 2 diyabetli (T2DM) hastalarin
%66'sinda ve tip 1 diyabetli (TLDM) hastalarin %59'unda ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Sloan ve ark., 2018). DM’de gelisen noropatik sendromlar heterojendir. Simdiye kadar
en yaygin olani, DM'li hastalarin yaklasik %50'sinde goriilen diyabetik distal simetrik
polindropati oldugu vurgulanmistir (Zakin ve ark., 2019). Baz1 ¢alismalarda ise DNP’nin
kronik hiperglisemiye maruz kalhndiginda ortaya cikan, metabolik ve mikrovaskiiler
degisikliklerden kaynakli bir hastalik oldugu vurgulanmistir (Sloan ve ark., 2018).
Yapilan bir ¢alismada DM’li kisilerin yaklasik beste birinde DNP ortaya ciktigi
bildirilmistir (Alleman ve ark., 2015). Baska bir c¢alismada DM’li Kkisilerde
periferik somatosensori sistemdeki anormalliklerin dogrudan bir sonucu olarak, agrinin
meydana gelebilecegi ifade edilmistir (Busa ve ark., 2022). En sik goriilen DNP
semptomlari yanma (elektrik carpmasi tipi) ve keskin agrilardir. Agri, kasint1 (giines

yamgi benzeri), soguk agri ve yansiyan agrilar yaygin olmakla birlikte durumun daha az


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyperglycemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/type-1-diabetes
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168822718311926?casa_token=e1qHtBHiywYAAAAA:xDQe_Hz8YaeTmgo9Elg3nGicQ11VtnLOnDX9okYJL-7JAAn5sEFcBFBk_mrbHAxNKAVY0MsOvg#b0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168822718311926?casa_token=e1qHtBHiywYAAAAA:xDQe_Hz8YaeTmgo9Elg3nGicQ11VtnLOnDX9okYJL-7JAAn5sEFcBFBk_mrbHAxNKAVY0MsOvg#b0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168822718311926?casa_token=e1qHtBHiywYAAAAA:xDQe_Hz8YaeTmgo9Elg3nGicQ11VtnLOnDX9okYJL-7JAAn5sEFcBFBk_mrbHAxNKAVY0MsOvg#b0020
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyperglycemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/somatosensory-system

goriilen belirtileridir (Zhuang ve ark., 2022). DNP'si olan hastalarin yarisindan fazlasi
agrilarin1 'siddetli' olarak smiflandirir ve semptomlarin siklikla geceleri daha kotii
oldugunu bildirmistir. Bu durum da hastalarin dortte ti¢iinde uyku bozukluguna neden

olmaktadir (Giovannini ve ark., 2021).

Siyatik sinir (SN), insan viicudunun en uzun ve en genis siniridir. SN, L4-S3
ventral koklerinden olusur ve normalde tek bir gévde yoluyla piriformis kasinin altindaki
biiyiik siyatik foramenden gegerek pelvisten ¢ikar. SN, posterior uyluk kompartmaninda
seyreder. Popliteal fossada tibial ve peroneal dallara ayrilir. Tibial ve peroneal sinirler,
SN’nin ana govdesine dogru ortak bir epinéral kilif ile c¢evrilidir. SN, arka uyluk
bdlmesinin kaslarini ve tiim alt bacak ve ayak bolmelerini innerve eder (Poutoglidou ve

ark., 2020).

Flavonoidler c¢esitli sebze ve meyvelerde bulunan molekiillerdir ve yapilan
calismalar flavonoidlerin potansiyel yararlarin1 gostermistir (Callaghan ve ark., 2014;
Visser ve ark, 2015). Narenciye biyoflavonoidi olan hesperidin (HES), anti-inflamatuar,
anti-kanserojen, anti-oksidan ve lipid disiiriicti aktiviteler gibi biyolojik ve farmakolojik
ozellikler gostermektedir (Ang ve ark., 2014; Martin ve ark., 2014). Yapmis oldugumuz
literatiir taramasinda HES’in DNP modeli olusturulan si¢anlarin siyatik sinirleri

tizerindeki etkileri hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmadi.

Bu tez ¢alismasinda, si¢anlarda STZ ile olusturulan DNP agr1 modelinde, HES’in
siyatik sinir lizerine etkileri arastirilmigtir. Bu amagla, diyabet olusturulan siganlarda,
periferik DNP agri semptomlarmin gelisimini ve termal hiperplazinin olusup
olugsmadigint dogrulamak i¢in sicak plaka ve kuyruk daldirma fizyolojik testleri
kullanildi. Calisma sonunda gruplardan alinan siyatik sinirler HE ve TB boyasi ile
boyand1 ve akson sayisi hesaplandi. Ayrica immiinohistokimyasal (IHK) olarak da
periferik sinir sisteminde hiicre digi matriksin 6nemli bir bileseni olan ve sinir

rejenerasyonunu gosteren fibrinojen ve tip-4 kolajen seviyelerine bakildi.

Giliniimiizde DNP ile iligkili mekanizmalar halen belirsizdir. Literatiir
taramamizda HES’in bircok koruyucu etkiye sahip oldugu gozlenmistir. DNP agri
komplikasyonlarini 6nlemek, yol agacagi sinir hasarini azaltmak veya tedavi stratejileri

gelistirmek i¢in HES’in metabolik etkilerinin arastirilmasi faydali olacaktir.



2. GENEL BILGILER

DM, birden fazla faktoriin neden oldugu kronik hiperglisemi ile karakterize,
yasam boyu siirebilen metabolik bir sendromdur (Feldman ve ark., 2019). Su anda diinya
genelinde 415 milyon kisinin diyabetik oldugu tahmin ediliyor ve bu rakamin 2040
yilinda 642 milyona ¢ikmasi bekleniyor (WHO, 2017; Paul ve ark., 2020). Yapilan
calismalar diyabetli hastalarin yiliksek kan sekeri seviyesinin oksidatif stresini
arttirabilecegini, mitokondriyal disfonksiyonu indiikleyebilecegini, hiicre i¢i redoks
dengesini bozabilecegini gostermistir (Fan ve ark., 2019; Papachristoforou ve ark., 2020).
Ayrica DN’nin lipid peroksidasyonuna ve insiilin direncine neden olarak makrovaskiiler
ve mikrovaskiiler hastaliklara ayn1 zamanda noropati gibi ¢oklu komplikasyonlara yol
acabilecegi yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Callaghan ve ark., 2016; Hanewinckel ve
ark., 2016; Andersen ve ark., 2018; Callaghan ve ark., 2018).

DM periferik noropatik agri olusumunu tetikleyen en énemli etmenlerden biridir
(Baba ve ark., 2020). Noropatik agri, merkezi veya periferik somatosensoriyel sinir
sisteminin bir hasari veya bir hastaligin tetikledigi bir durumdur. Agrili diyabetik
noropatinin mekanizmas: karmasik patofizyolojisi nedeni ile heniiz tam olarak
aydinlatilamamigtir, bu da degerlendirme ve tedavi olanaklarin1 kisitlamaktadir

(Rosenberger ve ark., 2020).

HES, turuncgillerde bol miktarda bulunan bir tiir flavonoid glikozit bilesigidir.
HES’in analjezik, anti-hipertansif, ditiretik, hiperlipidemi, anti-inflamatuar, anti-kanser
ve anti-oksidan etkilere sahiptir (Dunnigan ve ark., 2013; Callagnan ve ark., 2015c).
Literatiirde hesperidin, diyabet ve buna bagli komplikasyonlar1 tedavi etmek i¢in
kullanilabilecek aday bir tedavi araci olarak gosterilmistir (Gumy ve ark., 2008; Pan ve
Chan, 2017). Hesperidin, STZ ile indiiklenen diyabetli sicanlarda anti-hiperglisemik,
anti-hiperlipidemik ve anti-oksidan etkiler gostermistir (Zaky ve ark., 2022). ve diyabetik
sicanlarda retinal oksidatif stresi, noroinflamasyonu ve apoptozu baskilayabilecegi

bildirilmistir (Sasaki ve ark., 2020).



2.1. Diyabet

DM kaynakli hiperglisemi, kandaki yiiksek glikoz seviyelerini ifade eder.
Hiperglisemiye bagli; karbonhidrat, yag, protein metabolik islev bozukluklari, viicudun
bir¢cok organini etkiler ve normal isleyisini bozar. Bu bozulmalar yavas yavas ilerler ve
cogunlukla hipergliseminin ve buna bagli metabolik anomalilerin, organ yapisinin
merkezinde yer alan ve tiim viicutta islev géren mikro ve makro damarlarin normal yapist
ve isleyisi tizerindeki olumsuz etkilerinden kaynaklanir (Bhatti ve ark., 2022). Organlarn,
damar vyapisindaki yapisal ve islevsel bozulmalar mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlara yol acar. Bu komplikasyonlar organ hasarina, organ islev bozukluguna
beraberinde organ yetmezligi ve buna bagli farkli komplikasyonlara neden olur (Mauricio
ve ark.,2020). DM o&zellikle gozleri, bobrekleri, kalbi ve sinirleri igeren viicut organlarini
etkiler. Gozle 1ilgili komplikasyonlar retinopati ile sonuglanir. Bdobrekle iliskili
komplikasyonlar ise nefropatiye ve potansiyel bobrek yetmezligine yol agabilir. Kalp ile
ilgili komplikasyonlar hipertansiyon ve koroner kalp hastaligini igerir. Sinirle iliskili
komplikasyonlar otonomik ve/veya periferik olabilen ndropatiye yol agabilmektedir
(Sneha ve Gangil, 2019). Kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve genitoiiriner (cinsel dahil)
islev bozukluklari otonom ndropatinin karakteristik belirtileridir (Atkinson ve ark., 2014).
Ampiitasyon gerektiren {ilserler ve Charcot eklemi (osteoartropati) gibi ayak
enfeksiyonlart siklikla uzun siireli periferik noropati ile iliskilidir (Ziegler ve ark., 1999;
Lucier ve Weinstock, 2022).

2.2. Diyabetik Noropati

Tedavi yoOntemlerine ragmen, DM; kardiyomiyopati, ndropati, nefropati,
retinopati gibi mikrovaskiiler ve norolojik komplikasyonlara yol agmaktadir (Calcutt,
2020). Cesitli mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda diyabetik ndropati, siddetli ve
stirekli agr1 c¢eken diyabetik hastalarin neredeyse %50'sini etkileyen en yaygin
komplikasyondur (Hicks, 2019). Klinik olarak diyabetik ndropati agri, bacaklarda ve
ayaklarda kalic1 yanma veya karincalanma hissi ile tanimlanabilir. Bunun yani sira, sicagi
ve sogugu algilayamama, titresim duyusu kaybi ve agri algisinin kaybr da uzun siireli
belirtiler arasindadir (Visnagri ve ark., 2014). Diyabetik Noropati’nin (DNP)

patofizyolojisi tam olarak anlasilmasa da bir¢ok noroanatomik, ndrofizyolojik ve



norokimyasal mekanizmanin DNP'nin gelismesinden ve devam etmesinden sorumlu
oldugu ileri siiriilmiistiir (Sloan ve ark., 2018). Uzun siireli DNP, periferik néronlarin
demiyelinizasyonu ile iligskili olarak, sinir iletiminin azalmasina neden oldugu
vurgulanmustir (Guo ve ark., 2022). Ayrica yag asidi metabolik degisiklikleri ve iskemik
hipoksik faktorler ile birlikte DNP gelisiminde nemli rol oynadigi belirtilmistir (Al-
Kharashi, 2018).

DM’nin komplikasyonlar1 arasinda, periferik ve otonom sinir sistemlerindeki
hasarin neden oldugu, bir dizi klinik sendrom da ¢ok yaygin olarak goriimektedir.
Genellikle farkli noropati formlar1 olarak adlandirilan bu sendromlara sinir sistemi
hasarina neden olur ve diyabetli tim bireylerin yaklasik yarisinda goriiliir (Hicks, 2019).
Diyabetik ndropatinin en yaygin bigimi distal simetrik polinoropatidir. Distal simetrik
polindropati, ellerin ve alt ekstremitelerin yaygin olarak etkilenmesiyle kendini gosterir.
Diyabete diger en yaygin goriilen noropatiler ise kardiyak otonomik noropati,
gastrointestinal dismotilite, diyabetik sistopati ve otonom néropatidir (Sekil 1). Fokal
noropatiler, daha az siklikla gortilmektedir ve radikiilopati veya poliradikiilopatiye yol
acan bireysel periferik sinirlerin disfonksiyonunu igermektedir (Feldman ve ark., 2019)
(Sekil 1).

Sekil 1. Noropati Tipleri (Feldman ve ark., 2019).



Sekil 1'de diyabetli bireylerde birkag farkli ndropati paterninin ortaya ¢ikabilecegi
gosterilmigtir. Bunlardan en yaygin olani distal simetrik polindropatidir. Noropati
paternlerinin Ornekleri (Sekil 1a); radikiilopleksopati veya radikiilopati (Sekil 1b);

monondropati (Sekil 1¢); otonom ndropati veya tedaviye bagli ndropati gosterilmistir.

2.3. Diyabetik Noropatinin Insidansi ve Risk Faktorleri

DNP, agr1 ile birlikte yasam kalitesini 6nemli 6lgiide etkileyen bir durumdur (Pop-
Busui ve ark., 2017). Noéropatinin tanimi her galismada farkli olmasina ragmen, gesitli
calismalar noropatinin prevalansimi ve insidansini degerlendirmistir. iki popiilasyona
bagli bir caligmada, noropati igin %1 ile %4 goriilme sikligi raporlanmistir. Bu vakalarin
%40-55'i diyabetli oldugu kaydedilmistir (Beghi ve ark., 1995; Trivedi ve ark., 2017).
Benzer sekilde, bir nérolog tarafindan yapilan tani ¢alismasindan sonra néropatinin en
yaygin nedeni, DM'ye baglanmistir (Callaghan ve ark., 2014). Diyabetik noropati

insidansinin yasla birlikte arttig1 ayrica vurgulanmistir (Visser ve ark., 2015).

Tim popililasyonda DNP’nin insidansin1 ve prevalansim degerlendiren bu
caligmalara ek olarak bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma tip 1 diyabetli (TLDM) veya tip 2
diyabetli (T2DM) hastalariyla sinirlidir. Noropati insidanst T2DM'li bireylerde yilda
6.100:100.000 goriilirken, T1DM'li bireylerde ise noropati insidansi yilda
2.800:100.000'diir (Ang ve ark., 2014; Martin ve ark., 2014). Buna ek olarak
asemptomatik noropatiye sahip bireyler dahil edildiginde prevalansin daha da yiiksek
oldugu belirtilmistir. T2DM'li hastalarin %45'inde ve TIDM'li hastalarin %54'inde
ndropati ortaya ciktigini belirten ¢alisma da bulunmaktadir (Tabish, 2017). Bunlar ile
beraber noropati insidansinin, diyabetin baslangi¢ yas1 ve altta yatan patofizyolojideki
farkliliklar dahil olmak iizere birgok faktorle degisebilecegi vurgulanmistir (Feldman ve
ark., 2019).

DNP goriilme siklig1 hastalik siiresi ile degisir. Yapilan bir ¢alismada, 10 yil takip
edilen hastalar gozlemlendiginde, T2DM'li hastalarda diyabetik ndropati prevalansinin
%8'den %42'ye yiikseldigi tespit edilmistir (Bain ve ark., 2019). Diyabetli bireylerde
ndropatinin bu hizl artis1 digiiniildigiinde etkili tan1 ve tedavi stratejilerinin 6nemi daha

1yi anlagilmaktadir.



2.4. Diyabetik Noropatinin Mekanizmasi

DNP, duyusal aksonlari, otonomik aksonlari ve motor aksonlar1 hedef alan,
periferik sinir sisteminin ile iliskilendirmis bir nérodejeneratif bozuklugudur (Feldman
ve ark., 2019). DM 'nin duyusal néronlar1 nasil hedefledigi halen belirsizdir. Progresif
diyabetik noropati, perikaryanin (hiicre govdeleri) goreceli olarak korunmasiyla,
periferdeki terminal duyu aksonlarinin hasar gérmesini ile iliskilendirilmistir (Diaz ve To,
2020). Bununla birlikte hasarin ilk dnce periferik aksonlari ve iligkili Schwann hiicrelerini
mi yoksa dorsal kok ganglionlarinda bulunan ve aksonlar1 desteklemek i¢in hareket eden

noron perikaryalarini m1 etkiledigi halen tartismalidir (Feldman ve ark., 2019). (Sekil 2).
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Sekil 2. Periferik sinir sistemi ve DNP’deki degisiklikler (Feldman ve ark., 2019).

Sekil 2 de periferik sinir sistemi ve DNP’deki degisiklikler gosterilmistir. Duyusal
noronlar, sinir uglarindan duyusal bilgileri omuriligin dorsal boynuzuna iletir. Bu duyu
ndronlarmin hiicre govdeleri dorsal kok ganglionlarinda (DRG) bulunur. Tersine, motor
noronlarin hiicre govdeleri omuriligin 6n boynuzunda bulunur ve buradan gevreye bilgi
iletir. Ince ve miyelinsiz duyu aksonlar1 (C lifleri veya kiiciik lifler), miyelinsiz schwann
hiicreleri tarafindan Remak demetleri halinde gruplandirilir ve periferik sinir sisteminin

noronlarmin biiyiik bir bolimiinii olusturur. Diyabette hiicresel hasarin kesin sirast su



anda bilinmemektedir. Bu degisiklikler, Schwann hiicre-akson tasinimindaki
degisiklikleri, DRG'deki protein ifadesindeki degisiklikleri, demiyelinizasyonu ve

dejenerasyonunu igerebilecegi bildirilmistir (Feldman ve ark., 2019).

DNP’de ilk asamada demiyelinizasyon goriilmese de Schwann hiicreleri kronik
hiperglisemi tarafindan hedef alindiginda ve hastalardaki daha ciddi diyabetik néropati
vakalart demiyelinizasyon Ozelliklerini tasir (Dunnigan ve ark., 2013; Pan ve Chan,
2017). Aksonlar ve Schwann hiicreleri arasindaki yakin iligki gbz oniine alindiginda,
Schwann hiicre hasar1 aksonda hasar1 mekanizmalariin da yakin dan iligkili olabilecegini
akla getirmektedir (Mietto ve ark., 2021). Ciinkii Schwann hiicreleri, proteinlerin ranvier
diigimlerindeki konumu ve aksonda uyari iletimi parametreleri de dahil olmak {izere
aksonlarin hiicre iskeleti 6zelliklerini diizenlemede 6nemli bir role sahiptir (Edvinsson ve
ark., 2019). Schwann hiicrelerinin aksonlar1 desteklememesi, hiicre iskeleti desteginin
yetersiz saglanmasini veya distal aksonlarda akson ici mRNA translasyonunu destekleyen
ribozom transferinin aksamasina neden olmaktadir (Pan ve Chan, 2017). Sicanlarda,
Schwann hiicreleri, aksonlara transfer edildiginde aksonal protein sentezini kontrol
edebilen ribozomla dolu vezikiiller icerdigi goriilmiistiir. Aksonal hasar durumunda bu
ribozom transferi akson-Schwann hiicre etkilesiminin 6nemini vurgulamaktadir (Court ve
ark., 2008; Feldman ve ark., 2017).

Diyabetin aksonlarda aksonal dejenerasyonunu neden olan yolaklar etkileyip
etkilemedigi halen belirsizdir (Coleman ve ark., 2020). Wallerian dejenerasyon
caligmalari, aksonal dejenerasyonu aktif olarak indiikleyen hiicre i¢i sinyal yolaklarimi
tanimlamistir ve mononiikleotid adenililtransferaz bu yolun kilit diizenleyicisi olarak
goriinmektedir. Ancak bu yolaklarin diyabette aktive olup olmadigi heniiz netlik
kazanmamustir (Willis ve Twiss, 2006). Calismamiz bu konuda da literatiire katki

saglayacaktir.



2.5. Diyabetik Noropatinin Tipleri

Hiperglisemi, vaskiilopati, inflamasyon ve immiin yanit1 i¢eren diyabetin ¢oklu
mekanizmalarinin varligi, birgok farkli néropati tiirii ile sonuglanir. Bunlar simetrik veya

asimetrik diyabetik noropatiler olarak siiflandirimigdir (Tablo 1) (Sasaki ve ark., 2020).

Tablo 1. Diyabetik noropatinin Siniflandirilmasi.

Diyabetik Noropatinin Simiflandirilmasi

Simetrik Diyabetik Noropati Asimetrik Diyabetik Noropati

Diyabet veya bozulmus glukoza bagl Kraniyal monondropati

distal duyusal noropati tolerans (IGT)

Distal kiigiik lif ndropatisi (SFN) Uzuv ve govde mononoropatileri

Diyabetik otonom noropati (DAN) Radikiiloplexus noropatisi

Diyabetik otoimmiin otonomik

ganglionopati (DAAG)

Tedaviye bagli diyabet noropatisi (TIND)

IGT, hipergliseminin de neden oldugu, oncelikle duyusal bir néropatidir ve
etkileri biiyiik 6l¢iide biiylik duyusal sinirleri etkiler. SFN de benzer bir patern izler, ancak
hastaligin etkileri basta miyelinsiz somatik ve otonomik lifler olmak {izere kii¢iik sinir
liflerini etkiler (Yagihashi ve ark., 2011). DAN’da, otonom fiberlerin yaygin olarak
tutulumu goriilmektedir (Sasaki ve ark., 2020). DAAG, otonom ganglionlar1 hedef alan
antikorlar1 igeren nadir bir durumdur. TIND, HbAlc'de hizli bir diisiisle kendini
gosterdigi gibi hiperglisemide ¢ok hizli bir azalmayi takip eder ve akut kiigiik biiyiik fiber

noropati ile sonuglanir (Sasaki ve ark., 2020).
2.6. Distal Periferik Noropati

En yaygin goriilen noropati, distal duyusal noropatidir (Lehmann ve ark., 2020)
(Tablo 2). Noropati genellikle diyabet gelisimden yaklasik 10 yil sonra ortaya
cikmaktadir. Baslangigcta ndropatili hastalar asemptomatiktir ve hastalarin ¢ogunda

noropati veya subklinik ndropati gelismez (Yagihashi ve ark., 2011; Sasaki ve ark., 2020).



Semptomlar gelistiginde duyusal eksiklikler, titresimsel algi kaybi, hipoestezi veya
parestezi semptomlari olarak kendini gosterir (Dyck ve ark., 2011). Agri genellikle yoktur
ancak gelisebilir. Motor tutulum klinik olarak goze ¢arpmaz ancak genellikle
elektrofizyolojik olarak mevcuttur (Andersen, 2014). Semptomlar, duyusal bozukluklar
gibi nispeten simetriktir. Asil tendon refleksi genellikle azalir. Proprioseptif ve titresimli
alg1 6zellikle bozulmustur. Degisikliklerin daha geri doniisiimlii olma egiliminde oldugu
yaklasik 5 yil siiren erken bir noropati evresi vardir. Bu asamada degisikliklerin geri

dontlisiimii saglanabilir ve tedaviye yanit verebilir (Sasaki ve ark., 2020).

Yapilan bir ¢alismada biiyiik ve kiigtik liflerin fonksiyonundaki degisim oraninin
tahmin edilebilir oldugu goriilmistir (Pafili ve ark., 2019). Diyabetik duyusal néropatide
periferik sinirlerde miyelinli lif yogunlugu azalir ve diyabet siiresi boyunca lif kaybinda

ilerleyici bir artis oldugu kaydedilmistir (Goncalves ve ark., 2017; Sasaki ve ark., 2020).
2.7. Periferik Noropati

Periferik noropati (PN), potansiyel olarak periferik sinir sistemi disfonksiyonu ile
ortaya ¢ikan ¢ok cesitli klinik patolojileri kapsar (Wang ve ark. 2018). PN'li hastalar
siklikla ekstremitelerde degisen derecelerde uyusma, karincalanma ve/veya yanma ile
hastanelere bagvururlar (Hsu ve ark., 2020). Periferik noropatinin birgok olasi nedeni
olmasma ragmen, en yaygin alt tip olan diyabetik periferik noéropatidir. Periferik
polindropati semptomlar1 6nlem alinmazsa ekstremitelerde uyusmaya, lokal ve sistemik
enfeksiyona, septisemiye ve hatta 6liime yol agabilen bulgular gelisebilir (Bodman ve
Varacallo, 2022).

Diyabetik periferik néropatinin kesin nedeni bilinmemektedir (Sloan ve ark.,
2018). Mekanik kompresyon (6rnegin; karpal tiinel), genetik mekanizmalar, kronik alkol
tilketimi ve sigara icme gibi sosyal ve yasam tarzi faktorlerinin tiimiiniin hastaligin
mekanizmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Vinik ve ark., 2018). Siirekli olarak
yiiksek kan glikozu kii¢iik kan damarlarinin hasar gormesine neden olur. Hastalikta ilk
olarak, distal duyusal ve otonom sinir lifleri hasar goriir. Eger erken teshis edilmezlerse
ve Onleyici ayak bakimi uygulanmaz ise hastalarin bircogunun ayaklar1 duyu kaybindan
kaynakli yaralanmalara maruz kalabilir (Zafeiri ve ark., 2021). Diyabetik periferik

noropatilerin yarisi asimetrik olabilir. (Bodman ve Varacallo, 2022).
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2.8. Diyabetik Noropatinin Tedavisi

Diyabetik noropatinin tedavisine yonelik mevcut yaklasimlar, glisemik kontrol,
yasam tarzi degisikliklerinin iyilestirilmesi ve noropatik agrinin yonetilmesidir
(Rosenberger ve ark., 2020). T2DM'li hastalar igin terapotik yaklasim, lipid ve kan
basinci kontroliinli saglayip, diyet ve egzersiz gibi yasam tarzi degisikliklerini
icermektedir (Qaseem ve ark., 2018). T2DM tedavisine yonelik daha biitiinsel ve
kigisellestirilmis bir yaklasimin parcasi olarak glisemik kontrol daha iyi bir tedavi
secimidir. Glisemik kontrol, TIDM'li hastalarda diyabetik ndropatinin baslamasi ve

ilerlemesini 6nlemede 6nemli bir rol oynar (Ziegler ve ark., 2015).

Meta analiz ¢aligsmalari, T2DM'li hastalarda glikoz kontroliiniin diyabetik
noropati iizerinde ¢ok az veya hi¢ etkisi olmadigin1 gostermistir (Jafarnejad ve ark.,
2019). Bununla birlikte, bazi ¢alismalar glikoz kontroliiniin 6nemini korudugu fikrini
desteklemektedir. Ornegin, erken T2DM ve diyabetik ndropatisi olan Japon hastalarda
yapilan bir ¢alismada, yogun insiilin tedavisi ile diyabetik noropatinin ¢esitli dl¢iitlerinde
iyilesme gostermistir (Lei ve ark., 2022). Son zamanlarda, kontrolsiiz T2DM ve
ndropatisi olan iki popiilasyondan elde edilen veriler, 2 y1l sonra HbA1c'de normale yakin
seviyelere iyilesme ile birlikte cesitli bliyiik lifli ve kiigiik lifli néropati 6l¢timlerinde
iyilesme gostermistir (Ishibashi ve ark., 2018). Diyabet, yasam boyu ilag tedavisi, takip
ve diyet tavsiyelerine uymay1 gerektiren kronik bir durum oldugundan, hastalarin ¢ogu
fiziksel ve zihinsel sagliklariyla ilgili sorunlar yasamaktadir. Diyabetli hastalarda
diyabetik komplikasyonlar veya retinopati, nefropati ve ndropati gibi hastaliklar gelisirse
yasam kalitesi daha da diismektedir. Ornegin; ndropatik ayak iilserlerinin gelisimi,
ilserleri 1yilestirmek i¢in gereken uzun siireli immobilizasyon nedeniyle yasam

kalitesinde 6nemli diisiislere yol acabilir (Feldman ve ark., 2019).

Diyabetik noropatili hastalarin yasam kalitesi, noropatisi olmayan hastalardan
daha diisiiktiir ve bu fark noropati tanisindan yillar 6nce baslamis ve yillardir devam

etmektedir (Callaghan ve ark., 2015).

Diyabetik ndropatinin tedavisi zordur ve bircok hasta i¢in etkili tedavi mevcut
degildir. Bu nedenle, farmakoterapilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son

yirmi yilda bir¢ok profesyonel, farkli ve uluslararasi klinik uygulama yayinlamistir. Bu
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caligmalar, doktorlarin diyabetik ndropati yonetimi i¢in uygun farmakoterapi planlarini
se¢melerine yardimci olacagi diistiniilmektedir (Deng ve ark., 2016). Diyabetik noropatili
hastalarda gelisen degisiklikleri 6nlemek, tersine cevirmek veya agrinin tamamen
giderilmesini saglamak i¢in farmakolojik ve kombinasyon tedavisi ile ilgili literatiirde az
sayida ¢alisma vardir. Agrili diyabetik ndropatinin terapdtik yonetiminde, farmakolojik
olmayan yaklasgimlar1 aragtirmak i¢in uygun sekilde tasarlanmis ¢aligsmalara ihtiyag vardir

(Khdour, 2020).
2.9. Siyatik Sinir

SN, insanlardaki en biiyiik sinirdir ve alt ekstremite boyunca ayak topuguna kadar
bacanagin arka tarafinda ilerler. Siyatik sinir, derinin, uylugun, bacak ve ayak kaslarinin

onemli bir boliimiinii innerve eder (Dupont ve ark., 2018; Ribeiro ve ark., 2018).

SN, L4 ile S3 arasindaki spinal sinirlerin ventral dallarindan olusur. Lumbosakral
pleksusun hem arka hem de 6n boliimlerinden lifler igerir (Dupont ve ark., 2018). Alt
omurdan ayrildiktan sonra sinir lifleri birleserek tek bir sinir olusturur. Siyatik sinir
uylugun posteriorundan asagiya, biceps femoris kasinin uzun kafasina, yiizeyel adduktor
magnus ve biceps femoris kasinin kisa basma ve lateral olarak semitendinosus ve
semimembranosus kaslarina dogru ilerler. Popliteal fossaya ulasmadan hemen 6nce iKi
onemli kola ayrilir. Bir dali, bacak ve ayagin arka bolgesinden inmeye devam eden tibial
sinirdir. Diger dali ise bacak ve ayagin lateral ve anterior kisitmindan asag1 dogru ilerleyen

peroneal sinirdir (Ribeiro ve ark., 2018; Giuffre ve Jeanmonod, 2022).
2.9.1. Siyatik sinirin anatomisi ve fonksiyonu

Siyatik sinir, uylugun arka kisminin motor innervasyonu saglar. Buna biseps
femoris, semimembranosus, semitendinosus ve adduktor magnusun diz fleksiyonuna ve
kalga adduksiyonuna izin veren iskiyal kismi dahildir. Siyatik sinirin bir dali olan tibial
sinir, gastroknemius, soleus, plantaris, popliteus, fleksor hallucis longus, fleksor
digitorum longus ve posterior tibialis'i iceren bacak ve ayagin arka bolmesini innerve
eder. Bu kaslar dncelikle ayak parmaklarinin plantar fleksiyon ve dorsi fleksiyonundan
sorumludur. Peroneal sinir, bacak ve ayagin anterior ve lateral bolgelerini innerve eder.

Peroneal sinir 6n kisimda tibialis anterior, ekstansor hallucis longus, ekstansor digitorum
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longus ve peroneus tertius innerve eder. Bu kaslar 6ncelikle ayagin dorsifleksiyonundan
ve ayak parmaklariin ekstansiyonundan sorumludur. Lateral kisimdaki kaslar ise ayak

eversiyonundan sorumlu olan peroneus longus ve brevisi igerir (Siddiq, 2018).

Siyatik sinir ayrica ayak derisinin ve alt bacagin duyusal innervasyonunu saglar
(Safen sinir tarafindan innerve edilen medial bacak kismi harig). Tibial sinir, tabanin
hissinden sorumlu olan medial ve lateral plantar sinirlere ayrilir. Peroneal sinir yiizeysel
peroneal sinir ve derin peroneal sinire ayrilir. Yiizeysel peroneal sinir, lateral bacak ve

ayagin dorsumunun duyusal innervasyonunu saglar (Giuffre ve Jeanmonod, 2022).

Diyabet ve diyabetik noropatinin siyatik sinir iizerine etkilerini anlatan
mekanizmalar tam olarak kesfedilmemistir ve daha c¢ok calismaya ihtiya¢ vardir.
Gelecekte yapilacak her ¢alisma bu mekanizmalarin ¢dézliimlenmesine katkida

bulunacaktir (Khdour, 2020).

2.9.2. Siyatik sinirin histolojisi ve embriyolojisi

Bir periferik sinir, bag dokusuyla gevrelenen sinir lifleri demetleridir. PSS’nin
sinirleri viicudun organlar ve dokularin uyarilarin1 beyin ve spinal korda motor ve duyusal
iletimini saglayan sinir lifinden olugmaktadir. Periferik sinirin ¢ogu kismin1 destekleyici
schwann ve sinir lifleri hiicreleri meydana getirmektedir. Her bir sinir lifi ve iligkili
schwan hiicrelerini, her bir 6zel morfolojik ve fonksiyonel dzellikler gosteren ii¢ ayri
bilesen halinde diizenlenmis bag dokusu bir arada tutmaktadir. Endondryum; her bir sinir
lifini ¢evreleyen gevsek bag dokusudur. Isik mikroskobunda tam belirgin degildir, ancak
0zel bag dokusu boyalariyla gosterilebilir. Perinéryum; her sinir fasikiiliinii ¢gevreleyen
0zellesmis bag dokusudur. Perinéryum kan sinir bariyerinin olusumuna katkida bulunur,
metabolik olarak aktif bir diflizyon bariyeri gibi davranir. Epindryum; periferik siniri
cevreleyen ve sinir fasikiillerinin arasindaki bosluklar1 dolduran diizensiz siki bag
dokusudur. Sinirleri besleyen kan damarlari epindryumda seyreder ve dallari sinirin igine

dogru girerek perinéryum iginde seyreder (Ross ve Pawlina, 2017).

Dollenmeden sonraki iigiincii haftanin basinda noriilasyon adi verilen bir siireg
baslar. Ektodermi kaplayan bir hiicre bolgesi kalinlasmaya ve noral plakay1 olusturmaya

baslar. Noral plakadan noral tiip ve noral krest hiicreleri olusur (Siddiqg, 2018). Noral krest
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hiicreleri, siyatik siniri de dahil olmak iizere periferik sinir sistemindeki noronlarin
olusmasin saglar. Ek olarak periferik sinir sisteminin miyelinasyonundan sorumlu olan

Schwann hiicreleri de noral krest hiicrelerinden koken alir (Giuffre ve Jeanmonod, 2022).
2.10. Hesperidin

HES (C2sH 340 15), greyfurt gibi turunggillerde zengin olarak bulunan bir
flavanon glikozit olarak bilinir. Bu bilesigin varligi ayrica olgunlasmamis eksi
portakallarda, Ponderosa limonunda varligi kanitlanmistir (Hajialyani ve ark., 2019).
Baska bir ¢alismada hesperidin (hesperetin-7-rhamnoglucoside), tatli portakal ve limon
da dahil olmak {izere turunggil tiirlerinden bol miktarda elde edilmistir. (Meneguzzo ve
ark., 2020). Hesperidinin, anti-hiperlipidemik, anti-enflamatuar, analjezik, anti-fungal,
anti-kanserojenik, anti-oksidan, anti-alerjik, anti-diyabetik, anti hipertansif ve
antiaterojenik potansiyel dahil olmak iizere bir¢cok farmakolojik o6zelligi oldugu
bildirilmistir (Shi ve ark., 2012; Wdowiak ve ark., 2022). Ayrica hesperidin, tip Il
diyabetik siganlarda diyabetik nefropati ve kardiyomiyopatide etkili oldgu bulunmustur
(Amin ve ark., 2020). Sodyum arsenit kaynakli toksisite (Caglayan ve ark., 2019), diyabet
kaynakli beyin hasar1 (Hajialyani ve ark., 2019) ve si¢canlarda meme kanseri de dahil
olmak ftizere ¢esitli hastaliklar hafiflettigi gosterilmistir (Patel veShah, 2021). Bununla
birlikte STZ kaynakli DNP'deki potansiyel olumlu etki hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir.

2.11. Tip-4 kolajen

Tip-4 kolajen tiim organlardaki bazal membranlarin (BM) ana bilesenidir. BM
organizasyonu ile ilgili islevlere hizmet eder ve biiylime faktorlerinin bir dokudan
digerine gegisini diizenler (Wilson ve ark., 2022). Tip-4 kolajen dncelikle ¢oziiniir bilesik
olarak salgilanir ve daha sonra ¢éziinmez hiicre dis1 matrise doniistir (Vafadar ve ark.,
2020). Yapisal ve mekanik rollere ek olarak tip-4 kolajen, hiicrelerin hiicre dis1 matrise
yapismasinda da rol oynar. Hiicre disi matris aksonal biiylimeyi ve noral onarimi
etkileyebilir. Hiicre dis1 matriks proteinlerinin ¢apraz baglanmasi, proteaz sindirimine
kars1 koruma saglar, bu da tip-4 kolajen dahil proteinlerin birikmesine ve bazal membran
kalinliginin artmasina neden olur. Artan bazal membran iskemiye neden olur. Bu da

diyabetik hastalarda distal sinir liflerine zarar verir, aksonlara zarar verir ve uzuvlarda
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uyusmalara neden olur (Hamed ve ark., 2020).

2.12. Fibrinojen

Plazma fibrinojen karaciger hiicreleri tarafindan sentezlenen ve salgilanan bir tiir
plazma glikoproteinidir. Fibrinojen, plazmada en yiiksek konsantrasyona sahip pihtilagma
faktoriidiir. Fibrinojen, yalnizca trombin etkisinin substrati degil, ayn1 zamanda yiiksek
konsantrasyonlu fibrinolitik enzimlerin hedefidir ve pihtilasma siirecine Kkatilir.
Fibrinojen ayrica viicudun inflamatuar durumunu gosterir ve inflamatuar yanitta 6nemli
bir rol oynar (Hsieh ve ark., 2017). Ek olarak fibrinojen, B3 miisin reseptoriine baglanir
ve aksonlarin biiylimesini engelleyen ve diyabetik noropati ile yakindan iliskili olan sinir
hiicreleri lizerindeki epidermal biliylime faktorii reseptoriinii aktive eder. Daha Once
yapilan calismalardan biri, diyabetik hastalarda pihtilasma ve fibrinoliz fonksiyonu
anormal oldugunda plazma fibrinojen seviyesinin 6nemli dl¢iide arttigini gdzlemlemistir
(Hsieh ve ark., 2017).

Remiyelinizasyon, fonksiyonel sinir rejenerasyonu igin kritik bir adimdir. Burada,
yaralanmadan sonra periferik sinir sisteminde fibrin birikmesi remiyelinizasyonun ana
diizenleyicisidir. Siyatik sinirin hasar gérmesinden sonra fibrin birikir ve temizlenmesi
remiyelinizasyon  ile  iliskilidir. Fibrin, Schwann  hiicrelerinde = ERK1/2'nin
fosforilasyonunu ve p75 NGF diisiik afiniteli reseptor lretimini indiikler ve onlari
miyelinsiz bir durumda tutar. Ayn1 zamanda fibronektin liretimini baskilar ve miyelin
proteinlerinin sentezini Onler. Fibrin klirensi veya birikiminin diizenlenmesi, sinir
hasarindan sonra Schwann farklilagmasi igin anahtar bir diizenleyici mekanizma olabilir

(Akassoglo ve ark., 2002).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlar

Bu calisma, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan gerekli izin alindiktan sonra (Onay numarasi: 2022/01-17) deneysel
uygulamalar1 Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde gergeklestirildi.

Calismada deney hayvani olarak ortalama 3-4 aylik, 200-250 gr aras1 agirliklarda,
Wistar albino tiirti 28 adet yetiskin si¢an kullanildi. Siganlar 21-24 °C’de (oda sicakligi)
12 saat aydinlik/12 saat karanlik foto-periyodunda, polikarbon yapili si¢an kafeslerinde
barindirilmakla birlikte, standart pelet sigan yemi ve musluk suyu ile ad libitum olacak

sekilde beslenerek muhafaza edildi.
3.1.1. Deney gruplariin olusturulmasi

Hayvanlar her grupta 7 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi. DNP gruplarina
calisma baslangicinda 45 mg/kg dozunda STZ intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.
Calisma baslatildiktan 72 saat sonra tiim gruplarin kan sekeri seviyeleri dl¢iilerek, DNP
ve DNP+HES gruplarindaki siganlarda diyabet olustugu dogrulandi. Bundan sonra HES
her sicana giinliik 0,5 ml salin i¢inde ¢oziilmiis sekilde bir haftalik stok olarak hazirlandi.
Hazirlanan stok HES gruplarina 14 giin boyunca 100 mg/kg/giin HES intragastrik (i.g.)
yol ile uygulandi. Calisma gruplar1 su sekildedir (Sekil 3).

1. Kontrol grubu: Caligma boyunca herhangi bir tedavi veya kimyasal

uygulanmadi.

2. HES grubu: 3. giinden sonra salin ¢ozeltisinde hazirlanan hesperidin 100

mg/kg/giin HES 1.g. uyguland1 (Kakadiya ve ark., 2010).

3. DNP grubu: 0.giin 45 mg/kg tek doz STZ i.p. yolla uygulandi (Dey ve ark.,
2022).
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4. DNP+HES grubu: 0.giin 45 mg/kg tek doz STZ i.p. ve 3. glinden sonra 14 giin
boyunca Osalin ¢ozeltisinde hazirlanan hesperidin 100 mg/kg/giin HES i.g. uygulandi
(Kakadiya ve ark., 2010).

3.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

STZ ile olusturulan diyabet modeli diyabetik noropati i¢in kullanilan en yaygin
modeldir ve sinir ileti hizinin, agr1 esiginin ve kan akiminin azalmasiyla karakterizedir.
(Dey ve ark., 2022). Siganlar normal 151k ve karanlik siklusu ile (21 +2 °C) takibe alinarak,
yem ve sulari standartlara uygun verildi. Diyabet olusturulacak siganlar i¢in 45 mg /kg
tek doz STZ i.p. yolla uyguland: (Dey ve ark., 2022). STZ uygulamasindan 72 saat sonra
bir gece onceden ac¢ birakilarak kuyruk veninden alinan kanda kan sekeri degerleri
glukometre ile 6lgiildii. Kan sekeri degeri 250 mg/dL ve lizeri olan siganlar diyabetik
sican olarak kabul edildi (Ravi ve ark., 2005). Calismamizda 0., 3., 10., ve 17. giin kan

sekeri degerleri ve sigcanlarin agirhilari dlgiildii.
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Sekil 3. Deney gruplarinin kafeslere ayrilmis hali.
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3.3. Sicak Plaka Testi ve Kuyruk Daldirma Testi

Hem sicak plaka hem de kuyruk daldirma testleri termal hiperaljeziyi
degerlendirmek i¢in kullanildi. Sicak plaka testinde (Sekil 4) cihaz 53 + 0,5°C sicakliga
ayarland1 (Kubo ve ark., 2009). Her bir hayvan 1sitilmis yiizeye tek tek yerlestirildi ve
daha sonra yerlestirilen hayvanin herhangi bir arka pengesini yalamasi ya da ¢ekmesi
arasindaki zaman aralig1 kaydedildi. Siganin arka pengesini gekmesi veya yalamasi i¢in
gecen siire herhangi bir olas1 doku hasar1 olugsmamasi icin 40 sn’den sonra test kesildi.
Kuyruk daldirma testinde (Sekil 5) ise siganlar nazikge tutuldu ve daha sonra sicakligi 48
+ 0,5°C olan suya kuyruklarinin 5 cm distal kismi sicak su banyosuna daldirildi (Zeng ve
ark., 2014). Kuyrugun daldirilmasindan sonra ani bir sekilde kuyrugunu cekmesi
arasindaki siire kaydedildi. Isidan doku hasar1 olasiligin1 en aza indirmek i¢in maruz
kalma, 40 sn'lik bir kesme siiresi belirlendi (Kubo ve ark., 2009; Zeng ve ark., 2014;
Oghbaei ve ark., 2020).

Sekil 4. Sicak plaka testi.
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Sekil 5. Kuyruk daldirma testi.

3.4. Deneyin Sonlandirilmasi ve Orneklerin Ahnmasi

Deney sonucunda (17.sicanlar 50 mg/kg ketalar + 10 mg/kg xylazin i.p
uygulandiktan sonra derin anestezi altinda sakrifiye edilerek uyluk kisminda yaklasik
olarak 2-3 cm uzunlugunda siyatik sinirler ¢ikarildi. Cikarilan siyatik sinirler (Sekil 6)
%10’luk tamponlu formaldehit icerisinde fikse edildikten sonra rutin histolojik takip
asamalarindan gegcirildi. Bu agsamalardan sonra siyatik sinirler parafin igine gomiilerek
stereolojik, histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirme i¢in 5 um kalinliginda
kesitler alindi.
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Sekil 6. Siyatik sinirin ¢ikarilmast.

3.5. Doku Takibi ve Gomme

Gruplardan ¢ikartilan siyatik sinirler %10’luk tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde
48 saat boyunca fikse edildi. Bu siirenin sonunda siyatik sinirler yaklasik 1 cm kesilerek
kasetlerin igerisine konulduktan sonra ¢esme suyu altinda 4-5 saat yikandi ve diger doku
takip asamalar1 (Tablo 2) otomatik doku takip cihazi (LEICA ASP300S) (Sekil 7)
kullanilarak gergeklestirildi. Doku takibinden sonra histopatolojik, stereolojik ve
immiinohistokimyasal analiz i¢in siyatik sinir parafin igerisine gomiilerek blok haline

getirildi.

20



Sekil 7. Doku takip cihazi.

Tablo 2. Doku takibi.

KiMYASALLAR UYGULAMA SURESI
1. %70’lik etil alkol 1 saat

2. %80’lik etil alkol 1 saat

3. %96’11k etil alkol 1 saat

4. Absolii alkol 1 saat

5. 3 kez ksilenden gecirildi 1 saat- 1 saat- 1 saat

6. 2 kez parafinde bekletildi 1 saat- 1 saat
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3.6. Stereolojik Inceleme
3.6.1. Akson sayimi

Akson saymmi i¢in bir dijital kamera (Nikon COOLPX5400, Tokyo, Japonya), tarafsiz
sayim cercevesi ve bir 151k mikroskobundan (Nikon MicrophotFX Tokyo. Japan) olusan
manuel bir stereolojik ¢alisma istasyonu kullanildi (Canan ve ark., 2008; Ayranci ev ark.,
2013). Tarafsiz bir sekilde toplam miyelinli akson sayisinin bir tahminini elde etmek i¢in
sinir kesitindeki aksonlar sekil, boyut ve konumundan bagimsiz olarak esit olasilikla
orneklendi. Bu 6rneklenen her 6genin sistematik bir sekilde rastgele secildigi anlamina
gelir (Gundersen ve ark., 1999). Bir monitdre bir sayim gergevesi yerlestirildi ve
orneklenen alan tarafsiz sayim gercevesi araciligiyla sistematik rastgele bir sekilde
secildi. (Braendgaard ve Gundersen, 1986). Toplam akson sayisi hesaplanirken asagida

verilen formil kullanildi.

N=Q xS P xkx =LV

sefgeve

N: Toplam akson sayisi, Q: Ortalama nesneler, > P: Hacimsel noktalarin toplam

sayis1 k:kesit kalinligi, a (¢ergeve) = gerceve alani (Igit ve Colgimen, 2019).

3.7. Histopatolojik inceleme

Parafin bloklardan mikrotomda 5 um’lik kesitler alindi. Alinan kesitler HE ve TB

(%2) boyama yontemleri ile boyandi.
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Sekil 8. Kesit alinan mikrotom (Leica model 2125RT Cin, Nussloch).
3.7.1. Hematoksilen-Eozin boyama asamalari
Etiivde 60 °C’de 1 saat bekletilen dokular ¢ikarildiktan sonra HE ile boyamak i¢in

Tablo 4’teki islem basamaklar1 uygulandi.

Tablo 3. HE boyama basamaklari.

3 kez ksilende bekletme 5’er dk
Azalan alkol serilerinden gegirme (%96, 5’er dk
%90, %80, %, %70)

Distile suda bekletme 5 dk
Hematoksilende bekletme 2 dk
Musluk suyundan gegirme 5dk
Eozinde bekletme 1dk
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Musluk suyunda galkalama 5dk
3 kez ksilende bekletme 5’er dk
Dokularin kurutulmasi

Entellan damlatilip, lamelle kapatilma

3.7.2. Toluidin blue boyama yontemi

TB Boya Solusyonunun Hazirlanmasi: %2’lik toluidin mavisi boyasi; 2 gr toluidin

mavisi, 100 ml distile su maddelerinin sirasiyla karistirilmasiyla 1sitici tablada hazirlanir.

TB Boyama Asamalari: Etiivde 60 °C’ de 60 dk bekletilen metal sepetlerdeki
dokular;

* Sirastyla %96 - %90 - %80 - %70 alkol serilerinde 5’er dk bekletildi.

* Akar suda yikandi.

* Toluidin mavisi solusyonunda 10 dk bekletildi.

* Distile suda yikandi.

* Kurumaya birakildi.

* Ksilen 1-2 serisinde 5’er dk bekletildi.

* Entellan damlatilip lamelle kapatildu.

3.8. Immiinohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal inceleme Tablo 4’te yer alan basamaklar dikkate alimarak
yapildi. Immiinohistokimyasal degerlendirmede 131tk mikroskobu kullamld: (Olympus
BX53, Tokyo, Japan). Boyamanin sonrasinda her bir 6rnek mikroskopta 100’Lik
bityiitmede semikantitatif olarak pozitif boyanan hiicreler incelendi. Immiinohistokimyal
analiz i¢in tip 4 kolajen (Abcam, ab-236640) ve fibrinojen (Santa Cruz, SC-398806)

antikorlar1 kullanildi.

3.8.1. iImmiinohistokimya boyama asamalar1

Tablo 4. immiinohistokimya boyama basamaklar.

Dokularin etiivde (60°C) beklemesi 1 saat
Dokularin 3 kez ksilende bekletilmesi 5’er dk
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Azalan alkol serilerinden gecirilmesi
2 Distile su serisinde bekletme
H202’ de bekletme
Dokular1 PBS’te 3 kez bekletme
Anti-retrival (citrat buffer soliisyonu) ile 500 watt mikrodalga
firinda kaynatma
Sogumasi beklenen dokularin 3 kez PBS’ten gecirilmesi
Dokunun etrafinin papten kalemle ¢izilmesi
Dokunun iizerine Large voliime Ultra V Block damlatiimasi
PBS ile 1 defa yikanmasi
Doku {izerine primer antikor damlatilmasi (fibrinojen ve tip 4
kolajen)
3 kez PBS’te bekletme
Biotynitlated Goat Anti-Polyvalant damlatilmasi
3 kez PBS’te bekletme
Streptavidin peroxidase eklenmesi
3 kez PBS’te bekletme
DAB’1n doku iizerine pipetle damlatilmasi
Distile suda yikama
Hematoksilende bekletilme
Cesme suyunda yikama
Artan alkol serilerinden gecirme (%70, %80, %96, absollii)
2 Ksilen serisinden gegirme

Entellan damlatildiktan sonra lamelle kapatma

5’er dk
5’er dk
10 dk

5’er dk

10 dkx2 kez kaynatma

5’er dk

10 dk bekleme

+4°C’de 1 gece inkiibe

edildi

5’er dk
10 dk bekletme
5’er dk
15 dk bekleme
5’er dk

1 dk

5’er dk
5’er dk

3.8.3. istatiksel Analiz

Calismada istatistiksel degerlendirme i¢in IBM SPSS Statistics 20.0 programi

kullanildi. Bagimsiz gruplarda istatistiksel farklar1 belirlemek amaciyla normal dagilima

sahip olan degiskenler icin “One-Way ANOVA” ve “Tukey HSD” ¢oklu karsilastirma

testleri, normal dagilima sahip olmayan degiskenler i¢in Kruskall Wallis ¢oklu

karsilastirma testi kullanildi. Biitiin degerler ortalama + standart sapma (Ort=SD) olarak
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verildi. Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Gruplarim Ortalama Kan Sekeri Diizeyleri

Gruplar 14 gilin siireyle uygulanan tedaviler sonrasinda birbirleri ile
karsilastirildiginda; ortalama kan sekeri diizeyleri deneyin baslangicinda (0. Giin) tiim
gruplarda benzerdi (p>0,05). Calismanin 3. giiniinde STZ uygulanan DNP ve DNP+HES
gruplarinda ortalama kan sekeri seviyelerinin STZ uygulanmayan kontrol ve HES
gruplarina kiyasla anlamli bir artig oldugu goriildii (p<0,05). 3. giinde HES ve DNP+HES
grublar1 i¢in HES tedavisine baslandi. 10. giine baktigimizda DNP ve DNP-+HES
gruplarinin  ortalama ortalama kan sekeri diizeyi kontrol ve HES grubuyla
karsilastirildiginda anlamli derecede artmis oldugu goriildi (p<0,05), bununla birlikte
DNP grubuna kiyasla DNP+HES grubunda ortalama kan sekeri diizeyinde anlamli bir
azalis oldugu goriildi (p<0,05). 17. giinde ise DNP grubunun ortalama kan sekeri
seviyesinin diger gruplara kiyasla en yiiksek diizeyde oldugu goriildi. DNP+HES
grubunun ortalama kan sekeri seviyelerinin her ne kadar kontrol ve HES gruplarina
kiyasla yliksek oldugu goriilse de DNP grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli diizeyde
diistiigi kaydedildi (p<0,05) (Sekil 9).

S00 -
a a
400 - a3 | !
- afb
300 4 ab

oyl IO (1 [T
0. Giin 3. Giin 10. Giin 17. Giin
B Kontrol " HES | DNP DNP+HES

Kan Sekeri Diizeyleri (mg/dL)
=
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Sekil 9. Gruplarin ortalama kan glikoz diizeylerinin karsilagtiritlmasi (Ort£SD, n=7)
(?p<0,05 Kontrol ve HES gruplarina kiyasla. ®p<0,05 DNP grubuna kiyasla anlamlilig:
ifade eder).

4.2. Gruplarm Ortalama Agirhik Degisimi

Calismamizda 0., 3., 10., ve 17. giinlerde ortalama agirlik Sl¢iimleri yapildi.
Caligmanin ilk giinii (0. glin) ve 3. giinde yapilan ortalama agirlik karsilastirilmasinda
gruplar arasinda istatiksel olarak bir farka rastlanilmadi. Calismamizin 10. giiniinde
ortalama agirlik karsilagtirilmasinda DNP grubunda diger gruplara kiyasla ortalama
agirhik miktarinin anlamh diizeyde distigii gozlemlenirken (p<0,05), DNP+HES
grubunda ise DNP grubuna kiyasla ortalama agirlik miktarinin daha yiiksek oldugu
belirlendi (p<0,05). 17. giin agirliklari karsilastirildiginda DNP+HES grubunun ortalama
agirhiginin her ne kadar kontrol grubuna kiyasla diisiik olsa da DNP grubuna kiyasla

istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 10).
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Sekil 10. Gruplarda ortalama agirlik degerlerinin karsilagtiritlmasi (Ort£SD, n=7)
(?p<0,05 Kontrol ve HES gruplarina kiyasla. ®p<0,05 DNP grubuna kiyasla anlamliligi
ifade eder).

4.3. Gruplarin Sicak Plaka Testi Degisimi

Calismamizda 0., 3., 10., ve 17. giinlerde sicak plaka testi dlgtimleri yapildi. 14
giin siireyle yapilan HES uygulamasindan sonra gruplar karsilastirildiginda DNP
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grubunda diger tiim gruplara oranla sicak plaka testi siiresinin anlamli olarak diistiigii
goriildii (p<0,05). 17. giinde Diyabet+HES grubunda ise DNP grubuna kiyasla sicak plaka
testi siiresinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0,05). Kontrol ve HES

arasinda ise ¢alisma siiresi zarfinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 11).
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Sekil 11. Gruplarda ortalama sicak plaka testlerinin karsilagtirtlmasi (Ort=SD sapma,
(n=7) (®p<0,05 Kontrol ve HES grublarina kiyasla, ®p<0,05 DNP grubuna kiyasla
anlamlilig1 ifade eder).

4.4. Gruplarin Kuyruk Daldirma Siirelerinin Degisimi

Calismamizda 0., 3., 10., ve 17. giinlerde kuyruk daldirma testleri yapildi. 14 giin
stireyle yapilan HES uygulamasindan sonra gruplar karsilastirildiginda DNP grubunda
diger tiim gruplara oranla kuyruk daldirma siirelerinin anlamli olarak kisaldig1 goriildii
(p<0,05). Deneyin sonunda Diyabet+HES grubunda ise diyabet grubuna kiyasla kuyruk
daldirma siirelerinin anlaml derecede yiiksek oldugu goriildii (p<0,05). Kontrol ve HES
arasinda anlaml bir fark goriilmedi (p>0,05) (Sekil 12).
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Sekil 12. Gruplarda ortalama kuyruk daldirma testlerinin (saniye) karsilagtirilmasi
(Ortalama=standart sapma, n=7) (°p<0,05 Kontrol ve HES grublarina kiyasla anlamlilig
ifade eder).

4.5. Stereolojik Bulgular

4.5.1. Gruplarin toplam akson sayilari

Calisma bittikten sonra gruplarin siyatik sinir 6rneklerinden alinan kesitlerde
akson sayimi1 yapildi. Calismamizda kontrol grubuna kiyasla DNP grubundaki si¢anlarin
siyatik sinirindeki akson sayisinin anlamli derecede (p<0,05) azaldigi saptandi.
DNP+HES grubundaki sicanlarda isde DNP grubuna kiyasla siyatik sinirlerindeki
aksonlarm anlaml derecede (p<0,05) yiiksek oldugu saptandi (Sekil 13).
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Sekil 13. Gruplarda toplam akson sayilarinin karsilastiriimast (Ort£SD sapma, n=7)
(?p<0,05 Kontrol ve HES grublarina kiyasla, °p<0,05 DNP grubuna kiyasla anlamhilig
ifade eder).

4.5.2. Histopatolojik bulgular

HE ve TB ile yapilan incelemede kontrol ve HES gruplarinda normal histolojik yapilar
goriilirken DNP grubunda dejenere olmus aksonlar ve endondral yapida bozulma

goriildi. HES + DNP grubu DNP grubuyla kiyaslandiginda daha endondral yapisi daha

diizenli ve aksonal dejenerasyonun daha az oldugu gortildii (Sekil 14-21).
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Sekil 14. Kontrol grubunda siyatik sinirin HE boyamasi. 400X.
epindryum(epi), schwan hiicre ¢ekirdegi (mmsp ), damar ( wsh ), akson ( g=).

Sekil 15. HES grubu siyatik sinirin HE boyamasi. 400x.
epindryum(epi), schwan hiicre ¢ekirdegi (mmsp), damar (s ), akson ( g=).

Sekil 16. DNP grubunda siyatik sinirin HE boyamasi. 400X. epindryum(epi),
schwan hiicre ¢ekirdegi ( ==), (akson (g= ), aksonal dejenerasyon (3 ).
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Sekil 17. DNP+HES grubu siyatik sinirin HE boyamasi. 400X. epinéryum(epi),
schwan hiicre ¢ekirdegi ( ==), damar ( s ), akson ( g= ).

Sekil 18. Kontrol grubunda siyatik sinirin TB boyamasi. 400x. epindryum(epi),
schwan hiicre ¢ekirdegi ( mmp), damar ( ), akson ( g= ).
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Sekil 19. HES grubu siyatik sinirin TB boyamasi. 400x. epindryum(epi),
schwan hiicre ¢ekirdegi ( mmmp), damar ( % ), akson ( g= ).

Sekil 20. DNP grubunda siyatik sinirin TB boyamasi. 400X. epindéryum(epi),
schwan hiicre ¢ekirdegi ( mmsp), damar ( w ), akson ( g= ), aksonal dejenerasyon ( ).
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Sekil 21. DNP+HES grubu siyatik sinirin TB boyamas1. 400x.
schwan hiicre ¢ekirdegi (mmp ), damar ( we ), akson ( g= ).
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4.6. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.6.1. Tip-4 kolajen

DNP grubunda yogun tip-4 kolajen ekspresyonuna rastlanirken, Kontrol, HES ve
DNP+HES gruplarinda diisiik tip-4 kolajen ekspresyonuna rastlandi.

Sekil 22. Kontrol grubuna ait siyatik sinir tip-4 kolajen antikorunun mikroskobik
goriintlisii. 1000x
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Sekil 23. HES grubuna ait siyatik sinir tip-4 kolajen antikorunun mikroskobik goriintiisii.
1000x

Sekil 24. DNP grubuna ait siyatik sinir tip-4 kolajen antikorunun mikroskobik goriintiisii.
1000x
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Sekil 25. DNP+HES grubuna ait siyatik sinir tip-4 kolajen antikorunun mikroskobik
goriintlisii. 1000x

4.6.2. Fibrinojen

DNP grubunda yogun fibrinojen ekspresyonuna rastlanirken, Kontrol, HES ve
DNP+HES gruplarinda diisiik yogunlukta fibrinojen ekspresyonuna rastlandi.
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Sekil 26. Kontrol grubuna ait siyatik sinir fibrinojen antikorunun mikroskobik goriintiisii.
1000x

1000x

Sekil 28. DNP grubuna ait siyatik sinir fibrinojen antikorunun mikroskobik goriintiisii.
1000x
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Sekil 27. DNP+HES grubuna ait siyatik sinir fibrinojen antikorunun mikroskobik
goriintlisii. 1000x
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada STZ ile olusturulan DNP modelinde HES’in siyatik sinir {izerine
etkileri arastirildi. Kemirgenlerde STZ tarafindan indiiklenen noéropati, DNP alaninda
potansiyel terapotik kisimlar1 taramak i¢in yaygin olarak kullanilan ve tekrarlanabilir bir
hayvan modelidir (Singh ve ark., 2022). STZ diyabetojenik etkisini hiicre i¢i nikotinamid
adenin diniikleotidinin down regiilasyonuna yol agarak pankreas B-hiicrelerinin yok
edilmesi yoluyla gosterir. Bu da DNA hasar1 yoluyla pankreas adacik hiicrelerinin
metilasyonuna neden olarak hiperglisemiye ve DNP'nin gelismesine yol agar (Losada-
Barreiro ve ark., 2022). Noropatik sendromlar, etkilenen sinir tipine, sinir hasarinin yerine
ve hastalik siiresine (akut veya kronik) gore farklilik gosterebilir (Christianson ve ark.,

2007; Chawla ve ark., 2016).

Birgok arastirma yapilmis olsa da DNP’nin mekanizmasi hala tam olarak
bilinmemektedir (Rosenberger ve ark., 2020). Bununla birlikte hipergliseminin DNP’nin
ilerlemesinde kritik bir rol oynadigi bildirilmistir (Al Hroob ve ark., 2018). Kalict
hipergliseminin neden oldugu metabolik islev bozuklugu, inflamatuar yanitlar ve
mitokondriyal islev bozuklugunun bir kombinasyonundan kaynaklanan reaktif oksijen
tirlerinin protein modifikasyonuna, lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina neden
olabilecegi, sonucta demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyondan kaynaklanan
norolojik islev bozukluguna yol acabilecegi varsayilmaktadir (Shida ve ark., 2022).
Gilinitimiizde DNP gelisimini dnlemek ve semptomlarini hafifletmek i¢in en etkili tedavi
kan glikoz diizeylerinin kontrol altinda tutulmas1 ve agr1 yonetimidir (Callaghan ve ark.,
2002).

Sicanlara STZ uygulanmasi, diyabetik ndropatiyi indiiklemek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir (Ahlgren ve Levine, 1993; Malik, 2003). Bir¢ok arastirmada,
STZ tarafindan indiiklenen diyabetli fare modellerinde néropati semptomlarinin gelistigi
bildirilmistir (Vareniuk ve ark., 2008; Murakami ve ark., 2013; Kottaisamy ve ark., 2021).
Rashid ve ark.’nin (2003), yaptig1 bir ¢alismada STZ ile indiiklenen diyabetik farelerde
hiperaljezi, STZ enjeksiyonundan sonraki {iglincii giinde gelismeye basladigi
bildirilmistir (Rashid ve ark., 2003). Oghbaei ve ark.’nin (2020), yaptig1 bir ¢alismada,

STZ uygulanmasindan ii¢ giin sonra kan sekerinin diyabetik sicanlarda kontrol grubu ile
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karsilagtirildiginda 6nemli dlciide arttig1 goriilmiistiir. Taskiran ve ark.’nin (2020), yaptig1
calismada STZ uygulanan grubun aglik glukoz diizeylerinin kontrol grubuna gére anlaml
derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Calismamizda ilk olarak si¢anlarda kan glikoz
diizeyleri 0Ol¢iildii. Yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubunun kan glikoz diizeylerinin normal

aralikta, deney grubunun ise yiiksek oldugu belirlendi ve tedaviye baslandi.

Bitkilerin ve bunlardan elde edilen iriinlerin sahip oldugu tedavi edici
(antioksidan, flavonoid vb.) etkilerden dolayr birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (Molehin ve ark., 2018). Baz1 flavonoidlerin ve diger fitokimyasallarin
kan sekeri seviyelerini ve oksidatif stresi azalttig1 ve serum insiilin konsantrasyonlarini
arttirdigr bilinmektedir (Pham ve ark., 2019). Flavonoidlerin diyabeti iyilestirmesinin
nedenlerinden biri glikoz metabolizmasinda yer alan anahtar enzimlerin aktivitesindeki
degisimlerden kaynaklandigr diisliniilmektedir. Bu c¢alismada kullanilan HES
turunggillerin kabugunda bulunan bir flavonoiddir (Victor ve ark., 2021). Visnagri ve
ark.’nin (2014), yaptig1 bir ¢alismada HES ile tedavi edilen siganlarda STZ'in i.p.
uygulanmasiyla indiiklenen hiperglisemiyi ve bunun metabolik anormalliklerini 6nemli
6l¢iide azalttig1 saptanmistir. Sundaram ve ark. (2019) yaptig1 bir caligmada bir narenciye
flavonoid olan hesperidinin, STZ ile indiiklenen diyabetik sicanlarda karbonhidrat
metabolizmasinin  anahtar enzimlerini diizenleyerek hiperglisemiyi iyilestirdigi
bildirmistir. Ali ve ark.’nin (2020), yaptiklar: bir ¢galismada STZ ile indiiklenen siganlarda
HES ile tedavinin kan sekeri seviyesi lizerinde potansiyel iyilestirici etkileri oldugunu ve
kan sekeri seviyesini DM grubu siganlarda anlamli derecede diisiiriildiigii bildirilmistir.
Yapilan farkli calismada ise HES’in plazma glikozu, insiilin, glikoile edilmis hemoglobin
ve karbonhidrat metabolik enzimlerinin aktivitelerinde Onemli diizelme sagladigi
bildirilmistir (Head, 2006; Pari ve Srinivasan, 2010). Yapmis oldugumuz calismada da
gruplar1 arasindaki ortalama kan sekeri diizeyleri incelendiginde, STZ uygulanan
gruplarin (DNP ve DNP+HES) ortalama kan sekeri diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
artifim  gozlemledik. DNP ve DNP+HES gruplart incelendiginde ise STZ
uygulamasindan sonra artan ortalama kan sekeri diizeyinin, HES tedavisi ile diistiigiinii
belirledik (Sekil 1). Gruplarin ortalama kan sekeri diizeyleri sonuglar1 bize HES’in
literatiir verileri destekler nitelikte, dnemli bir anti-hiperglisemik ajan olabilecegini

gosterdi.
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STZ ile indiiklenen DNP'de gozlemlenen siganlarda kilo kaybi’nin, dogrudan
STZ'nin toksisitesinden degil, DNP'nin indiiklenmesinden kaynaklandigini savunan
calismalar literatiirde olsada (Jain ve Jangir, 2014; Dkhil ve ark., 2016), STZ,
Pankreatik £ -hiicrelerini yok ederek insiilin sekresyonunda énemli bir azalmaya neden
olur. Boylece hiicre glikozu kullanamayip lipit proteinleri kullanir ve bu durum kilo
kaybina neden oldugunu savunan ¢alismalarda vardir (Hirakida ve ark., 2022). Farida ve
ark. (2020), yaptig1 bir ¢alismada, STZ uygulanan siganlarin yem aliminda artis olmasina
ragmen genellikle viicut agirliklarinda azalma oldugu bildirmistir. Yapmis oldugumuz
calismada DNP grubunda yer alan si¢anlarin agirlik ortalamalarinda kontrol
grubundakilere oranla istatistiksel olarak anlamli derece bir azalma oldugu saptandi. Bu
bulgu STZ ile indiiklenen siganlarda kilo kaybinin diyabet modellerinde 6nemli bir
parametre oldugunu gostermektedir. Tedavi edilen sicanlardaki kilo artis1 tedavi amach
kullanilan maddenin etkinliginin bir gdstergesidir. Bu nedenle HES ile tedavi edilen
sicanlardaki kilo degisimi onemlidir. Visnagri ve ark. (2014), tarafindan yapilan bir
calismada HES (50 ve 100 mg/kg) ile tedavi edilen diyabetik sicanlarin, tedavi edilmeyen
diyabetik sicanlara gore viicut agirliginin arttig1 bildirilmistir. Diger bir ¢calismada STZ
ile indiiklenen si¢anlarin, HES ile tedavisinden sonra gida alimlarinda ve su alimlarinda
iyilesme ve viicut agirliklarinda artis oldugu bildirilmistir (Shah ve Patel, 2010).
Hanchang ve ark.’nin (2019), yaptig1 bir calismada HES (100 mg/kg) ile tedavinin
sicanlarin gida alimmni O6nemli Olgiide azalttigi ve viicut agirhgini ise arttirdigi
bildirilmistir. Calismamizda da kontrol grubu ve HES grubunda yer alan si¢anlarin
ortalama viicut agirliklari arasinda fark goriilmezken, HES+DNP grubunda DNP grubuna

gore anlamli derecede (p<0,05) artis oldugu saptandi.

Viicut agirhigindaki iyilesme, HES’in pankreas tarafindan insiilin sekresyonunu
artirma, glikoz metabolizmasini iyilestirme, dokular tarafindan glikoz alimin1 artirma ve
DM'nin toksik etkilerinin ¢cogunu tersine ¢evirme kapasitesine baglanmistir (Visnagri ve
ark., 2014). Daha o6nceki ¢alismalarda oldugu gibi ¢calismamizda da elde edilen sonuglar,
DNP grubuna kiyasla HES uygulamasinin (DNP+HES) viicut agirligini 6nemli 6lgilide
artirdig1 goriilmistiir (Sekil 2).

STZ, C liflerinin aksiyon potansiyelini artirarak diyabetik farelerde agr1 esigi
tepkilerini degistirir (Sharma ve ark., 2008). Markova ve ark.’nin (2020), yaptig1 bir
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calismada diyabetik siganlarda kuyruk daldirma testi siirelerinde 6nemli farkliliklarin
ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Bagka bir calismada spinal ve supraspinal agri i¢cin hem
kuyruk daldirma hem de sicak plaka testleri yapilmis ve bu testlerde anlamli derecede
siirelerde azalma oldugu saptanmistir (Oghbaei ve ark., 2020). Verma’nin (2018), yaptig1
bir calismada da STZ uygulanmasinin, normal diyabetik olmayan sicanlara kiyasla
diyabetik sicanlarda hiperaljezi ile sonuc¢landigi bildirilmistir. Calismamizda DNP
grubunda kontrol grubuna kiyasla hem kuyruk daldirma hem de sicak plaka test
stirelerinin azaldig1 saptandi. Bu bulgulara gore HES ile tedavinin kuyruk daldirma ve
sicak plaka test stireleri lizerindeki etkisi HES’in anthiperalzeji etkinliginin bir diger
gostergesiydi. Rao ve ark.’nin (2021), HES uygulayarak yaptig1 bir ¢aligmada, HES (25,
50 ve 100 mg/kg) ile tedavi edilen siganlarda, dozdaki artisa bagli olarak hiperaljezide
azalma saptanmustir. Hajialyani ve ark.’nin (2019), yaptig1 calismada ¢esitli davranigsal,
biyokimyasal ve molekiiler degisiklikleri degerlendirerek sicanlarda STZ ile indiiklenen
DNP’ye karst HES’in ndroprotektif etkisinin oldugu rapor edilmistir. Calismamizda, 14
giinlik HES uygulamasindan sonra DNP+HES grubunda DNP grubuna kiyasla test
stirelerinde anlaml bir artig goriildii (p<0,05). Kontrol grubu ve HES grubu arasinda ise
anlaml (p>0,05) bir fark goriilmedi. Calismamizin sonuglari, siganlarda STZ ile
indiiklenmis DNP'ye kars1 korumada HES’in faydali etkilerinin olabilecegini ortaya
koymaktadir (Sekil 11; sekil 12).

DM’nin hem merkezi sinir sistemi hem de periferik sinir sisteminde hasarlara
neden oldugu bilinmektedir (Sloan ve ark., 2018). Yagihashi ve ark.’nin (2011), yaptigi
bir ¢alismada periferik sinirin hem proksimal hem de distal seviyelerinde en karakteristik
degisiklik, miyelinli lif boyutunun kii¢lilmesine bagli olarak akson capinin azalmasi
oldugu one stiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismanin devaminda aksonal atrofi ve akson sayisinin
azalmasi, proksimal seviyelerde aksonal norofilamentlerin orantili kaybiyla iliskili
oldugu belirtilmigstir. Algaidi (2011), tarafindan yapilan bir caligmada diyabetik
sicanlarda miyelinli sinir liflerinin miyelin kilifinin ince ve diizensiz oldugu ve bunun da
aksonun goriilmemesine veya atrofiye ugraylp yok olmasina neden olabilecegi
bildirilmistir. STZmin sicanlarda siyatik sinirin ince yapist tizerindeki etkilerinin
degerlendirildigi bir baska calismada, diyabetik siganlarin siyatik sinirindeki bazi sinir
liflerinin miyelinsiz goériindiigii ve aksonal atrofinin belirgin oldugu saptanmistir (Shi ve

ark.,2013). Bazi calismalarda da akson kaybinin yani sira DNP’nin 6nemli bir belirtisinin
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de periferik sinirlerin terminal bosluklarinin dejenerasyonuna bagl olarak dermal sinir
liflerinin kayb1 oldugu da one stiriilmiistiir (Dyck ve ark., 1986; Sasaki ve ark., 2020).
Calismamamizda kontrol grubuna kiyasla DNP grubundaki siganlarin siyatik sinirindeki
akson sayisinin anlamli derecede (p<0,05) azaldig1 saptandi. DNP+HES grubundaki
sicanlarda ise DNP grubuna kiyasla siyatik sinirlerindeki aksonlarin anlamli derecede
(p<0,05) yiiksek oldugu saptandi. (Sekil 13). Bu bulgu HES’in, DNP grubundaki
siganlarin siyatik sinirlerinde akson sayisindaki azalmaya neden olan etkileri azaltarak
akson sayisinin diisiigiinii engelledigini gostermektedir. HES’in bu etkisi de siyatik
sinirlerde akson hasarimni azaltarak DNP kaynakli bozulan sinirin fonksiyonu iizerinde

iyilestirici bir etkisi olabilecegini gdstermektedir.

Calismamizda immiinohistokimyasal olarak periferik sinir sisteminde hiicre dis1
matriksin 6nemli bir bileseni olan ve sinir rejenerasyonuna O6nemli katkida bulunan
fibronojen ve tip-4 kolajenin siyatik sinirdeki ekspresyonlari degerlendirildi. Tip-4
kolajen, bazal membran bilesenlerinin ana bilesenidir. Hiicre dis1 proteinler olarak
kolajenler, bazal membranlarin olusumundan sorumlu ekstraseliiler maddenin ana
bilesenidir (Hill ve Williams, 2002). Vafadar ve ark.’nin (2020), yaptiklar1 bir ¢alismada
DNP’li siganlarda immiinohistokimyasal olarak tip-4 kolajen antikorunun epindryum,
perindryum ve endondéryumda pozitif boyanma gosterdigi bildirilmistir. Calismamizda,
DNP grubunda yogun tip-4 kolajen ekspresyonuna rastlanirken, Kontrol, HES ve
DNP-+HES gruplarinda diisiik tip-4 kolajen ekspresyonuna rastlandi. HES’in DNP’li
siganlarda tip-4 kolajen birikimini azalttigi, bunun da sinirin bozulan kan sinir bariyerinin

fonksiyonunun diizelmesine katki saglayabilecegini diistinmekteyiz.

DPN ve fibrinojen olusumu arasindaki korelasyon birka¢ c¢alismada
dogrulanmistir (Coban ve ark., 2005; Vojtkova ve ark., 2021). Zhuang ve ark.’nin (2022)
yaptig1 bir caligmada fibrinojen seviyeleri ndropatisi olan diyabetik kisilerde olmayanlara
kiyasla 6nemli ol¢iide daha yiliksek oldugunu bildirdiler. Bagka bir caligmada, diyabetik
hastalarda plazma fibrinojen seviyesinin énemli dlciide arttig1 one siirtilmiistiir (Hsieh ve
ark., 2017). Calismamizda, DNP grubunda yogun fibrinojen ekspresyonuna rastlanirken,
Kontrol, HES ve DNP+HES gruplarinda diisiik yogunlukta fibrinojen ekspresyonuna
rastlandi. HES’in DNP’li siganlarda fibrinojen birikimini azalttigi ve bozulan kan sinir

bariyerinin rejenerasyona katkida bulunabilecegini varsaymaktayiz.
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Yapilan bir c¢aligmada, HE boyama yoOnteminde kontrol grubunun siyatik
sinirlerinin diizglin dagilmis miyelinli aksonlara sahip oldugu gozlenmistir. Ayni
zamanda bozulmamis miyelin kilifa ve aksonlarmin capiyla orantili kalinliga sahip
lifler goriilmistiir. Bununla birlikte, DPN grubunda aksonal atrofi ve miyelin kilif
deformasyonu olan seyrek dagilmis miyelinli lifler gozlenmistir (Xie ve ark., 2020). Shi
ve ark.’nin (2013) yaptig1 baska bir ¢alismada DPN siganlarinda miyelinli sinir liflerinin
miyelin kilifi ince, gevsek ve diizensiz oldugu bildirilmistir. Ayni ¢galismanin devaminda
siyatik sinirdeki bazi sinir liflerinin miyelinsiz goriindiigli ve gézle goriiliir aksonal atrofi
belirtileri oldugu goriilmiistiir. Farkli bir ¢aligmada ise siyatik sinirin HE boyanmasinda
kontrol grubunda normal yapi, DNP grubunda ise aksonlarda atrofi, farkli yogunluk ve
biiytikliikteki miyelinli lifler ve demiyelinizasyon oldugu bildirilmistir (Yang ve ark.,
2015). Vafadar ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada TB ile boyanan siyatik
sinirlerde sinir liflerinin ve miyelin kilifinin gériinimii kontrolde normal ancak DPN
grubu kesitlerinde sinir lifleri bozulmus, bdylece aksonlarin dairesel benzeri seklini
kaybetmis ve bazi aksonlarin miyelin kilifinda ¢ikintilar ve c¢ukurluklar goriildiigii
bildirilmistir. Calismamizda, HE ve TB boyamalar1 sonrasinda yapilan incelemede
kontrol ve HES gruplarinda normal histolojik yapilar goriildii. DNP grubunda endondral
yapinin bozuldugu ve aksonlarda dejenerasyon goriildii. Calismamizin bu sonuglari

literatiir ile uyumludur.

HES’in, anti-inflamatuar, immiinomodiilatér ve antioksidan etkileri in vivo ve in
vitro ¢ok faktorlii etkileri daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Shi ve ark., 2012; Lin
ve ark., 2022; Wdowiak ve ark., 2022). Visnagri ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir
calismada STZ uygulamasindan sonra indiiklenen sicanlarda, HES (50 ve 100 mg/kg)
uygulamasiyla histolojik bulgularda belirli diizeye kadar diizelme gosterdigi bildirilmistir
(Visnagri ve ark., 2014). Calismamizda DNP+HES grubu DNP grubuyla kiyaslandiginda
aksonlarda daha az dejenerasyon ve endondral yapmin daha diizenli oldugu goriildii.
Daha onceki ¢alismada da oldugu gibi ¢alismamizda da elde edilen bu sonuglar, HES
uygulamasinin DNP olusturulan siganlarin siyatik sinir {izerindeki yapisal degisiklikleri

Onleyebilecegini ortaya koymaktadir.

DNP, diyabetli hastalarda sik goriilen komplikasyonlardan biri olup giinlimiizde

halen etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Calismamizda, STZ kaynakli olusan
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DNP agr1 modelinden elde edilen fizyolojik testler, kan glikoz seviyesi, ortalama sigan
agirliklari, histolojik ve IHK sonuglari, DNP kaynakli komplikasyonlara karst HES’in

terapotik ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.
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