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OZET

Streptozotosin ile indiiklenmis Yavas ve Hizl iskelet Kaslari Atrofisinde Pulslu
Manyetik Alan ve Antioksidan Etkilerinin Aragtirilmasi

iskelet kas atrofisi, uzun siireli hareketsizlik, yetersiz beslenme, sarkopeni,
kronik kalp yetmezligi ve 6zellikle tip-1 diyabetle birlikte gozlenen kas kiitlesinde ve
kasilma giiciinde azalma olarak ifade edilir. Bu galismada diyabetik sicanlarin yavas ve
hizh kasilan iskelet kaslarinda meydana gelen atrofide, pulslu manyetik alan (PMA) ve
antioksidan (pterostilben (P), trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxystilbene; resveratrol (R),
trans-3,5,4’-trihydroxystilbene)  uygulamalarinin  etkileri  ¢esitli  yonlerden
degerlendirildi.

Gruplar, kontrol (K, n=10), diyabet (DM, n=10), DM+P (n=10), DM+R (n=10),
DM+PMA (n=10), DM+PMA+P (n=10), DM+PMA+R (n=10) olarak olusturuldu. Siganlar
her giin 2 saat boyunca 10 Hz frekansinda 1.5 mT siddetinde PMA’ya maruz birakildi.
P ve R antioksidanlan giinliikk 20 mg/kg dozda uygulandi. 5 haftalik deney siirecinde
haftada bir kez siganlarin kan glikoz seviyeleri ve agirliklari 6lgiildii. Sigan iskelet kasi
performanslari kosu bandi testi ile gergeklestirildi.

Soleus ve ekstensor digitorum longus kas preparatlarindan biyomekanik kayitlar
alindi. Dokularin histolojik incelemeleri igin immiinohistokimya (anti-MuRF1, anti-
Atroginl, anti-Foxo3a) ve stk mikroskopi goriintiileri elde edildi. iskelet kas
dokularinda bulunan p-AKT, mTOR, myostatin (MSTN), calpain-3 (CAPN-3), TNF-alfa,
GLUT-4, MyHC lib, FOX03a ve insiilin konsantrasyon miktarlari ELISA yontemiyle tayin
edildi. Toplam protein tayini i¢cin Bradford yontemi kullanildi. Miyofibriler proteinlerin
degradasyonunda etkin oldugu diisiiniilen 4E-BP1, FOX0O3a, MuRF-1 ve MAFbx gen
ekspresyon analizleri gergek zamanl PCR ile yapildi. Elde edilen bulgular, diyabetle
birlikte bozulan protein sentez yolaklarinin antioksidan ve PMA uygulamalariyla
iyilestigi ve atrofinin azaldigini gosterdi. PMA+P uygulamasinin diger gruplardan daha
¢ok iyilestirici etki gésterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Pterostilben, resveratrol, diyabetik miyopati, Tip-1 diyabet,
iskelet kas atrofisi, pulslu manyetik alan, soleus, EDL

XV



ABSTRACT

The Investigation of Pulsed Magnetic Field and Antioxidant Effects in Slow and Fast
Skeletal Muscles Atrophy Induced by STZ

Skeletal muscle atrophy is expressed as a decrease in muscle mass and
contraction force observed with prolonged immobility, malnutrition, sarcopenia,
chronic heart failure and especially type-1 diabetes. In this study, the effects of pulsed
magnetic field (PMA) and antioxidants (pterostilbene (P), trans-3,5-dimethoxy-4-
hydroxystilbene; resveratrol (R), trans-3,5,4'-trihydroxystilbene) in atrophy occurring
in the slow and fast twitch skeletal muscles of diabetic rats were evaluated from
various aspects.

Rats were divided into; control (C, n = 10), diabetes (DM, n = 10), DM+P (n = 10),
DM+R (n =10), DM+PMA (n=10), DM+PMA + P (n = 10), DM+PMA+R (n = 10). Rats were
exposed to PMA application for 2 hours/day at a frequency of 10 Hz and an intensity
of 1.5 mT. P and R antioxidants were administered at a daily dose of 20 mg/kg. The
blood glucose levels and weights of the rats were measured once a week during the 5-
week experimental period. Rat skeletal muscle performances were performed using
the treadmill test.

Biomechanical recordings were obtained from soleus and extensor digitorum
longus muscle preparats. Immunohistochemistry (anti-MuRF1, anti-Atroginl, anti-
Foxo3a) and light microscopy images were obtained for histological examination of
the tissues. p-AKT, mTOR, myostatin (MSTN), calpain-3 (CAPN-3), TNF-alpha, GLUT-4,
MyHC IIb, FOX03a and insulin concentrations in skeletal muscle tissues were analyzed
by ELISA method. 4E-BP1, FOX0O3a, MuRF-1 and MAFbx gene expression analyzes,
which are thought to be effective in degradation of myofibrillar proteins, were
performed by Real Time PCR. The findings showed that the protein synthesis pathways
that were disrupted with Type-1 diabetes were improved by antioxidant and PMA
applications, and reduced atrophy. It was determined that PMA+P application
performed to diabetic rats had more healing effects than other groups.

Key words: Pterostilbene, resveratrol, diabetic myopathy, Type 1 diabetes
mellitus, skeletal muscle atrophy, pulsed magnetic field, soleus and EDL
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1. GIRiS

iskelet kasi atrofisi ve hipertrofisi, cok sayida molekiiliin birbiri ile etkilesim
icerisinde oldugu cesitli sinyal vyolaklarinin oldukca karmasik bir is birligi ile
gerceklesmektedir. iskelet kasi protein sentezinde (anabolik) yer alan iki temel sinyal
yolagindan birisi, pozitif rol oynayan IGF1-PI3K-Akt/PKB-mTOR yolagi, digeri ise negatif
dlzenleyici rol oynayan myostatin—Smad2/3 yolagidir. Protein yikiminda (katabolik)
etkin olan bir diger yolak ise TNF-alfa ve NF-kappa B yolagidir. Anabolik ve katabolik
yolaklarda protein sentez ve yikimini 6zel gevirim igi sinyal yollari ile etkileyen kilit
proteinlerin varhigl uzun zamandir bilinmektedir (1). Bu sebeple bircok calismada
iyilestirici etkilerinin oldugu disindlen pulslu manyetik alan (PMA) ve antioksidan
(pterostilben ve resveratrol) uygulamalarinin, anabolik ve katabolik yolaklar Gzerindeki
hedef protein, gen ekspresyonlari ve iskelet kas yapisinin morfolojisi tGzerine etkilerini
incelemeyi amagladik.

E3 Ubikitin-Proteozom (E3 Ub-P) yolagi lizerinden aktivasyon gosteren MuRF-1 ve
MAFbx (FBXO32) genlerinin protein yikimina neden oldugu birgok ¢alismada
gosterilmistir (2). Protein degradasyonuna katilan MAFbx yukari regllasyonunun
katabolik durumlarda Ubikitin-Proteozom (Ub-P) sistemine bagl kas proteolizinde kritik
bir rol Ustelendigi ifade edilmistir (3). Bazi calismalarda, PI3K aktivasyonunun
baskilanmasiyla MAFbx gen ekspresyonunun arttigi gosterilse de, dizenleyici
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (4). Bu ¢alismada, Ub-P sisteminde ‘atrogen’
olarak ifade edilen MuRF-1 ve MAFbx gen ekspresyonlari gergek zamanl PCR ile kontrol
edildi ve uygulanan yontemlere bagl olarak ortaya c¢ikan degisimler istatistiksel
yontemlerle analiz edildi. Atrofi siresince, FOXO’larin AKT tarafindan inhibisyonu
yetersiz olursa, aktif FOXO’lar cekirdek icerisine nifuz ederek MuRF-1 ve MAFbx
genlerini etkilemektedir (5, 6). Ozellikle MAFbx, FOXO3a tarafindan aktif hale
getirildiginden (7, 8) calismamizda FOXO3a protein derisim tayini yapildi ve MAFbx gen

ekspresyon tayini ile aralarindaki iliski kontrol edildi.



Ayrica, MuRF-1 gen diizenlenmesine baglh olarak degisim gosteren ve kasilmada
etkin olan MyHC llb protein derisimleri tayin edilerek, uygulanan yontemlerin MuRF-1
gen ekspresyonu ile MyHC llb (izerindeki karsilastirmali etkileri analiz edildi.

Fosforile AKT (p-AKT)'nin aktivasyonu ile mTOR aktive ve fosforile olmaktadir (9);
mTOR protein sentezini, p70S6K ve 4E-BP1 lizerinden sagladigindan, iskelet kas
atrofisinde kilit rollerden olan p-AKT, mTOR ve 4E-BP1 protein tayini de bu ¢alismada
gerceklestirildi. Son zamanlarda, anabolik yolak icerisinde negatif dlizenleyici rol
oynayan miyostatin iskelet kasi kitlesinin diizenlenmesinde ve muskiler distrofi
tedavisinde yeni bir terapotik hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir (10, 11). Bu ¢alismada,
miyostatin protein derisimleri de hesaplanarak diyabetik atrofik siirece katkisi ve tiim
sirecin etki mekanizmasi batlinsel bir bakis agisi altinda olusturulmaya calisildi.

Kalpainlerin kas atrofisinde gorilen proteoliz disreglilasyonunda anahtar rol
oynadigl ifade edilmektedir (12, 13). Anormal bicimde aktive edilmis olan Kalpain-3
tarafindan (CAPN-3) Ub-P yolagi ve AKT fosforilasyonunun asagi yonde regiile edildigi ve
kas atrofisinin olustugu gosterilmistir (2). Arastirmacilar, CAPN-3’in hasar gormis
proteinleri daha kisa segmentlere ayirarak sarkomerden atilimlarini kolaylastirdigini 6ne
sirmektedir. Bu sayede, E3 Ub ligaz sistemi bollinmus peptit tizerindeki bir Ub pargasini
kovalent olarak baglayarak ayrik sarkomerik parcalari modifiye edebilmektedir (14). Bu
calismada, CAPN-3 degisimlerini de analiz ederek molekiiler mekanizmanin daha iyi
anlasilmasi saglanmaya ¢ahsildi.

Kas hicrelerinde enerji kaynagi olarak kullanilan glikozun igeri aliminin GLUT-4
aktivasyonu ile saglandigi bilinmektedir (15). Bu yizden kullanilan yontemlerin, bir
yandan atrofik mekanizma Uzerindeki etkileri arastirilmaya c¢alisilirken diger yandan
metabolik strekliligi saglayacak olan hiicresel enerji gereksinimi konusundaki etkileri,
iskelet kaslarindaki GLUT-4 aktivasyon analizleri yapilarak arastirildi. Diyabetik atrofi ile
birlikte iskelet kaslarinin morfolojilerinde ve miyofibriler yapilarinda diizensizlikler
ortaya cikmaktadir. Daha onceki deneysel diyabetik calismamizda, sicanlara STZ
indiiklendiginde gastroknemius iskelet kaslarinin sarkomerik yapilarinda bozunmalar

ortaya ciktigini gozlemledik (16).



Yavas (soleus) ve hizli (Ekstensor Digitorum Longus, EDL) kasilan iskelet kas
dokulari Gzerinde gergeklestirdigimiz molekiler ve genetik ¢alismalara ek olarak isik
mikroskop gorintileri elde edildi. Ayrica anti-MuRF1, anti-FBXO32 ve anti-Foxo3a igin
immunohistokimya  gorintilemeleri de vyaparak molekiiler mekanizmanin
miyofibriler/morfolojik yapisini daha ayrintili inceleme imkdnimiz oldu. Yapilan
calismalarda iskelet kasi atrofisi ile birlikte kasilma parametrelerinin azaldigi ve daha
erken donemlerde yorgunlugun gorildigi yoninde bulgular mevcuttur (17, 18). Biz de
¢alismamizda biyomekanik kayitlamalar yaparak yavas ve hizli kasilan iskelet kaslarina
ait kasilma parametrelerini degerlendirdik. Ayrica, diyabete bagli olarak olusan kas gtici
zayifliklari ve kullanilan yontemlerin bu siirecteki gozle gorilir etkileri, siganlarin belirli
zamanlarda kosu bandi Gizerinde performans testlerine tabi tutulmasiyla takip edildi.

Bu calismadaki hipotezimiz; glicli bir antioksidan olarak tercih edilen ve bircok
hastaligin arastirilmasinda olumlu etkileri gdsterilen resveratrol’e alternatif olarak, sahip
oldugu molekiler yapisindan dolayi pterostilben uygulamasinin iyilestirici etkilerinin
daha kuvvetli olmasi yonindedir. Ayrica uygulanacak olan non-invazif PMA
uygulamasinin antioksidan etkinligini artiracagi ve diyabetik atrofide meydana gelen
hasarlanmalari iyilestirecegi beklenmektedir. Bu calismadan elde edilen bulgular
dogrultusunda diyabetik atrofi konusunda literattire kapsamli bir bakis a¢isi kazandirmak
ve olasi mekanizmalarin birbirleriyle baglantilarini ayrintih bir sekilde incelemeyi

amaclamaktayiz.



2. GENEL BILGI

2.1 Diyabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), genellikle instlin salinimindaki yetersizlik veya insiiline
karsi direnc olarak, iki farkli patofizyolojik durumu ifade etmede kullanilan bir terimdir.
islev bozuklugunun altinda yatan fizyolojik temeller farklilik gésterse de, kan glikoz
seviyelerinin bozulan insiilin tepkisine bagh olarak vyikseldigi (hiperglisemi),
mikrovaskuler, norolojik ve makrovaskiiler komplikasyonlara sebep oldugu ortak bir
durum soz konusudur. Zamanla bu komplikasyonlar kendilerini genellikle retinopati,
nefropati, periferik-otonomik  noéropati, aterosklerotik  kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler rahatsizliklar olarak ya da iskelet kasi atrofisi seklinde géstermektedir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde Diyabetes Mellitus’'un korliik, bobrek yetmezligi ve
travmatik olmayan uzuv ampilitasyonunun onde gelen nedenleri arasinda oldugu,
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin gelisme riskini de iki ila yedi kat artirdigi
disandlmektedir (19, 20).

Hastalikla iliskili komplikasyonlar arasinda, diyabetik iskelet kasi atrofisi tarihsel
olarak bakildiginda daha az arastirma konusu olmustur. Bununla birlikte, hem saglikh
hem de diyabetik poplilasyonlarda yasam boyu saglkh bir iskelet kasi kitlesini
korumanin 6nemi, son zamanlarda yogun arastirma c¢abalarinin oldugu bir alan haline
geldi (21-24). Diyabetik miyopatide, saglkli iskelet kasi kitlesini ve islevini korumanin
onemi ergenlik doneminde baslar ve genel metabolik kontroliin iyilestiriimesinde ve

dolayisiyla diger komplikasyonlarin ilerleme oraninin azaltilmasinda hayati dnem tasir.

2.1.1 Siniflandirma ve Teghis Kriterleri

DM genellikle iki etiyopatogenetik kategoriye ayrilir; insilin etkisine karsi direncin
oldugu ve aclik kan sekerinin yikseldigi Tip-2 DM ve langerhans adaciklarindaki
pankreatik beta hicrelerinin  otoimmin aracih tahribatinin  oldugu insulin
sekresyonunun yokluguna ve dolayisiyla kan sekerinin yiikselmesine sebep olan Tip-1
DM (25). Tip-1 DM teshisinden 6nce baslayan semptomlar genellikle polidipsi, politri,
kilo kaybi ve asiri aclik olarak ifade edilir (26).



Tip-1 DM teshisi genellikle aglik kan sekeri seviyesinin >7 mmol/L veya normal kan
sekeri seviyesinin >11 mmol/L'nin izerinde oldugu ya da % 6,5 veya daha fazla glikolize
hemoglobin iceren (HbAlc) durumlarda gorilir (27-29). Tip-1 DM ve Tip-2 DM
arasindaki baslica ayirt edici 6zelliklerden birisi, beta hlicre oto-antijenlerine 6zgu
serolojik oto-antikorlarin varhigidir. Tip-1 DM'li bireylerin % 90'indan fazlasi, hastaligin
baslangicindan aylar veya yillar 6nce insilin reaktif (IAA), glutamik asit dekarboksilaz
(GADA), insulinoma ile iliskili oto-antijen 2 (IA2A) veya cinko tasiyici 8 (ZnT8A) gibi oto-
antikorlardan birine veya daha fazlasina sahiptir (30-32).

Ozellikle endise verici olan, Tip-2 DM'de birincil patoloji durum olan insiiline karsi
direncin Tip-1 DM'li bireylerde gelismesi ve bu bireylerin sayisinin artmasidir. Bunun
yogun insllin tedavisi programinin, Tip-1 DM'li ¢ogu kisinin katildigl, bir sonucu

olabilecegi hipotezi 6ne stiriimistir (33, 34).

2.1.2 Epidemiyoloji

Tip-1 DM, tim Diyabetes Mellitus vakalarinin % 5-15'ini temsil etmektedir ve
diinya capinda Tip-1 DM'li 33 milyondan fazla bireyin oldugu tahmin edilmektedir (26,
35). Ayrica, Tip-2 DM teshisi konan yetiskinlerin % 5-15'inin, Tip-2 DM ve Tip-1 DM
tanilarini ayirt etmedeki zorluklar nedeniyle, gercekte Tip-1 DM'ye sahip olabilecegi ve
bu nedenle gercek Tip-1 DM vaka sayisinin oldugundan az tahmin edilebilecegi 6ne
surllmustir (36). Tip-1 DM, genetik olarak duyarl bireylerde ergenlik doneminde yaygin
olarak gelistigi icin juvenil-baslangich diyabet olarak da adlandirilir (26). Bununla birlikte,
yasa 0zgl insidans oraninin bebeklik ve ergenlik arasindaki yillarda artmasina ve
ardindan disme egiliminde olmasina ragmen, Tip-1 DM hastalarinin yaklasik % 30'unun
20 yasindan sonra teshis edildigi unutulmamahdir (37).

Endise verici bir sekilde, Tip-1 DM insidans oranlari kiiresel 6lcekte yillik olarak
istikrarli bir sekilde artmaktadir; Amerika Birlesik Devletleri, Norveg, Almanya ve
Finlandiya'da sirasiyla % 5,3, % 3,3, % 2,6 ve % 2,4 gibi yuksek bir oranda rapor edilmistir.

T.C Saglik Bakanligi tarafindan yayinlanan 2015 yili verilerine gore, Tirkiye'de
6.095.579 (% 7.7) Tip-2 DM ve 1.017.043 (% 1.3) Tip-1 DM birey oldugu bildirilmistir (29).



Ayrica, Tip-1 DM gorilme sikligindaki en énemli artisin gocuklar arasinda oldugu
gbdz oninde bulundurulmalidir; 6rnegin, Avrupa'da 5 yasin altindaki cocuklar en biylk
artisi yasamistir (38). Tip-1 DM insidans tahminleri i¢cin mevcut gidisata dayali olarak,
Avrupa'da 5 yasin altindaki Tip-1 DM c¢ocuklarin sayisinin ilerleyen yillarda iki katina

ctkmasi beklenmektedir (39).

2.1.3 Komplikasyonlar

Tip 1 diyabetin sebep oldugu komplikasyonlardan dolayi, Tip-1 DM’li hastalarin
diger hastalara gore 5-10 kat daha fazla yiksek 6lim riskine sahip olduklari tahmin
edilmektedir (34). Tip-1 DM ile iliskili komplikasyonlarin ¢cogu, etiyolojide mikrovaskiler
veya makrovaskiler olarak siniflandirilir. Tip-1 DM'nin yénetiminde instlin tedavisinin
kullanilmaya baslanmasindan bu vyana, retinopati, néropati, nefropati ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi uzun vadeli komplikasyonlara bagli morbidite ve
mortalitede azalma gorilmustir (20). Tip-1 DM ile iliskili metabolik dlzensizligin
sistemik dogasi ve dolayisiyla kronik hiperglisemi son dénem bdbrek yetmezligi ve
travmatik olmayan uzuv ampitasyonu gibi ¢ok sayida patolojik komplikasyonlara neden
olmaktadir (37). Komplikasyonlarin ilerlemesini hafifletmede siklikla yogun insilin
tedavisi uygulanarak sonu¢ alinmasina ragmen, bu sekilde glisemik kontroliu
sirdirmenin dezavantajlarindan biri, Tip-1 DM poplilasyonlarinda gozlenen potansiyel
instlin direncinin gelismesidir (40).

Tip-1 DM'den olumsuz etkilenen bircok organ arasinda iskelet kasi daha az
arastirma konusu olmustur. iskelet kasi, metabolik olarak aktif en biyiik organdir,
viicudun birincil glikoz deposu ve instlin duyarliligi ile bazal metabolik hizin merkezinde
yer alir. Tip-1 DM iskelet kaslarindaki atrofinin bir ifadesi olarak sayisiz islev bozukluguna
maruz kalan miyopati olusumunu tetikler (41, 42). Diyabetik miyopati genellikle distk
kas kutlesi, gigstzlik, azalmis fiziksel ve dlzenleyici aktivite ile birlikte baz
histopatolojik, hormonal ve metabolik anormallikler olarak tanimlanir (19, 43). Kas lifi
atrofisi ve mitokondriyal morfolojik anormallikler gibi patolojik degisiklikler, yakin
zamanda teshis edilmis Tip-1 DM hastalarinda (1-28 hafta siireyle) diyabetik néropatinin
ortaya ¢cikmasindan 6nce meydana gelebilir, bu da iskelet kasinin Tip-1 DM ortamina

akut olarak duyarh oldugunu gostermektedir (42, 44).



Onemli bir kas biiylimesi ve gelisimi ddnemi olan ergenlikte, Tip-1 DM olusumunun
baskinhgi ile baglantili olarak ortaya ¢ikan diyabetik miyopatinin fiziksel ve fonksiyonel
bozukluklara yol actigi bilinmekte ve ayrintili arastirilmasi 6nem arz etmektedir. Bu
¢alismada, diyabetik miyopatiyi kuvvetlendiren patolojinin ve altta yatan potansiyel

molekiler mekanizmalarin ayrintili bir sekilde tartismasi ele alindi.
2.2 iskelet Kaslan

2.2.1 iskelet Kasi Gelisimi

iskelet kaslari genelde dogumdan once gelismeye baslarken diger kaslar ise
dogumdan sonraki birinci yilin sonuna dogru sekillenir. ilk yildan sonra miyofibriller
sekillenerek kas lif ¢aplari ve boyutlarinda artma gozlenir. Saglkli bireylerdeki kas
uzunluk ve genisligi blylyen iskelet yapisi ile birlikte orantili olarak gelismektedir.
Aksiyal iskelet, vicut ceperleri, ekstremiteler ve bas kas yapisini somitler ve
somitomerler olusturmaktadir. Oksipital bdlgeden kaudale dogru gelisen somitler,
skleretom ve dermatom ile birlikte kas olusturucu 2 bolgeye dallanir. Bunlardan birisi
olan somitin dorsolateral bolgesinde, kas diizenleyici faktér olan myoblast belirleme
proteini D (MYO-D) bulunmaktadir. Kas olusumunda gen siralarini diizenleyen ve
transkripsiyon islevi olarak gérev yapan MYO-D proteinleri DNA'nin (Deoksiribonikleik
asit) baglanabilecegi bolgelere sahiptir. Lateral plak mezoderminden gelisen kemik
morfojenik proteini (BMP-4) ve Fibroblast biytime faktori (FGF) genlerinin, noéral yolun
dorsolateralinden salinan WNT (Wingless and Int-1) proteinleri aracihg ile somitin
dorsolateral hiicrelerini uyarmasiyla MYO-D salinimi gerceklesmis olur (45).

Bunlardan ikincisi olan ve somitin dorsomedialde yer alan bdlge, dermatomu
olusturan hiicre ventraline dogru hareket eder ve miyotomu olusturur. WNT, kasa 6zgi
baska bir gen olan miyogenik faktér-5’i (MYF-5) uyarir. Uyarilan MYF-5 genleri, epimerik
kaslarin olusumuna ve hiicresel farklilasma siirecine etki eder. Myogenin ve MYF-5
genlerinin aktive olmasiyla miyotiip ve miyolif olusumu desteklenmis olur. Herhangi bir

nedenle bu genler baskilanirsa kas olusumu basarisiz olur (46).



Miyotomdan kok alarak olusan hiicreler ilk olarak miyoblastlara (kas hiicreleri)
farkhlasirlar. Olusan miyoblastlar birbirlerinden ayrilmadan, pesin sira mitoz boliinmeler
gecirirler ve ¢ok gekirdekli kas liflerini olustururlar. Bu siire¢ miyoblastlarin siralanmasi
daha sonra Ca*? baglanma bdlgesiyle birlesmesi ve sarkoplazmayla birlesimi seklinde
olusur. Hucreler gelisimlerini devam ettirerek yavas yavas silindir halini almaya bagslarlar.
Bltln bunlar gergeklesirken insiilin benzeri biylime faktor’nin (IGF) etkisiyle hiicrede
yogun bir sekilde mesajci ribontiikleik asit (MRNA) ve protein sentezi yapimi gerceklesir.

Aktin ve miyozini olusturan, troponin ve tropomiyozin gibi kas kasilmalarinda
etken proteinler sentezlenir. Sentezlenen proteinler miyofibrillerin icerisine yerleserek
sarkomerin sekillenmesini saglarlar. iskelet kaslarinda belirgin olarak gdzlenen ¢apraz

cizgilenmeler, sarkoplazmada miyofibrillerin belirmeye baslamasiyla ortaya ¢ikar (47).
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Sekil 2.1 Kas liflerinden olusan iskelet kasi yapisi.

Hall ve arkadaslarindan modifiye edildi (48).

iskelet kas hiicrelerinin olusumunda cekirdekler, ilk olarak hiicrenin ortasina dogru
yerlesik haldeyken daha sonra kasilma proteinlerinin orta bdlimlere dogru
sentezlenmesiyle, siirekli yerlesim yerleri olan sarkolemmanin alt kisimlarina dogru
hareket ederler. Bu evrede son asama olan kas lifine donlstiimiin gerceklestigi ve tam
olarak gelisimin miyotilp cekirdeginin, kenara go¢ etmesiyle tamamlandigi varsayilir.
Bundan sonra kas lifi cekirdeginde cogalma (prolifere) gozlenmez fakat kas lifi

blylmesinin stirdigl 6ngorilmektedir (49).



Eriskin donemde kas lifinin eksternal laminasi ve sarkolemmasi arasinda bulunan
satellit (uydu) hiicreler kasilabilir proteinleri sentezleyebilecek yapidadirlar. iskelet
kaslarinin kendini yenileme 06zelligi ¢ok iyi gelismemis oldugundan hasarlanmalar
sonucunda olusan defektlerde, satellit hicreler kdk hicre islevi géormektedir. Bu
hicreler genelde miyoblastlari olusturmak igin ¢ogalirlar. Miyoblastlarin birbirleriyle
birlesmesi ise miyotlipleri ortaya ¢ikarir ve sonug olarak kas hiicreleri meydana gelmis
olur (49). Kas icerisinde belirli sayida miyofibril bulunmaktadir.

Donlstlrtct blylime faktori-B (TGF-B) ailesinin bir Gyesi olan blyime ve
farklandirma faktori-8 (GDF-8, miyostatin) kas normal boyuta ulasinca aktive olmaya
baslar ve kas buylimesi sonlandirilir. Kas hiicreleri mitoz bolinme gegirmediklerinden
sayilarinda artis gozlenmez fakat sarkomer sayilarinin artmasiyla uzunlamasina ve

miyofibril senteziyle de ¢cap genislemesi seklinde enlemesine gerceklesir (50, 51).

2.2.2 iskelet Kasi Kinetik Ozellikleri

Ug tiir kas vardir: (a) iskelet kasi, (b) Diiz kas ve (c) Kalp kasi. Kas-iskelet sisteminin
onemli bir bileseni olan iskelet kaslari, viicut agirliginin % 40'in1 olusturan en buyik doku
kitlesidir (52). istemli sinir sistemi kontroli altindadirlar ve organizmanin cevresi ile
hareketinden ve etkilesiminden sorumludurlar [52]. iskelet kasinin temel yapisal birimi
kas lifidir. Kas lifleri, plazma zari olan sarkolemma ile gevrilidir. Her bir lif, hiicrenin
cevresinde yer alan cok sayida cekirdek icerir. Bir hiicre, golgi aygiti, sarkoplazmik
retikulum, ¢oklu mitokondri ve lipid damlaciklari, glikojen ve miyoglobin iceren bir
sarkoplazma icerebilir (52). Sarkomerler, A bandi (kalin ve ortiisen filamentler), | bantlar
(ince filamentler), Z bandi (bitisik sarkomerleri baglayan) iceren kasin temel kasiima
birimleridir. Sarkomerin A bandindaki aktin ve miyozin filamentleri arasindaki etkilesim,
kas kasilmasindan sorumludur (53). Motor Unitelerinin hareket icin ihtiya¢c duydugu
kasilmayi saglarlar. Bir motor Unitesi, tek bir alfa motor néron, aksonu ve innerve ettigi
kas liflerinden olusur (54). Tip | lifler, Tip Il liflere gére daha yavas kasilir-gevser, tetanik
yanit olusturmak icin daha disuk elektriksel uyari frekanslarina ihtiya¢c duyar ve

boyutlari daha kii¢liktdr.



Tip | lifler daha fazla miyoglobine sahiptirler ve oksijenli solunumdan sorumlu sitokrom
oksidaz sisteminin artan aktivitesi ile daha ylksek miktarda oksijen tutarlar. Tip Il lifler
bu sistemden yoksundur ve glikojen kaynaklari kullanan oksijensiz solunumda daha
etkilidirler (52).

Soleus kasi, ayak bileginde ayagin plantar fleksiyonunu saglar ve topuk kemigi
Uzerindeki tibiay! sabitleyerek 6ne dogru salinimi sinirlar. Soleus kasinda tip | lifler
baskindir, bu da onlari hizli atrofiye yatkin hale getirir. Kas fizyolojisi calismalarinda yavas
kasilan bir kas modeli olarak kullanilir. Ekstensor digitorum longus (EDL) kasi, tibianin
lateral kondilinde bulunur ve ayak parmaklarini uzatir. Esas olarak sigcanlarda ve
insanlarda Tip 2 liflerden olusur. Memelilerin iskelet kaslarini olusturan 7 temel lif tipi
vardir. Bunlar en yavastan en hizliya dogru siralanacak olursa; Tip I, IC, IIC, IAC, IIA, 1IAB
ve |IB olarak kategorize edilmektedir (55). Bu siniflandirma, ATP’den enerji salinimini
katalizlemede en hizli olan Tip-2B lifleri ile ifade edilen miyozin tipine ve ¢apraz-képri
donglisli boyunca hareketli miyozin baslarina dayandirilir (56, 57). Daha hizli kasilan kas
lifi tiplerinde hicre ici Ca*? kaynaklarinin, sarkoplazmik retikulumun, yogun bir dagilimi
vardir. Bu durum kas kasilmasi ve gevsemesini tetiklemek icin gerekli olan Ca*? salinim
ve geri aliniminin daha hizl olmasina olanak saglar. Buna karsin daha yavas kasilan kas
lifi tiplerinde sarkoplazmik retikulum seyrektir. Bu olay ise daha yavas kasiima
kinetiklerine sebep olan daha yavas Ca*? salinim ve geri alinima yol agmaktadir. Ayni
zamanda hizli ve yavas liflerin kas kasilmasi icin gerekli enerjiyi Gretmede (ATP)
kullandiklari metabolik yollar da farklidir. Yavas kas lifleri glikoz-glikojen’den ATP
Uretmek icin blylk o6lclide oksijenli mitokondriyal yolu, daha az bir 6l¢clide ise yag
asitlerini kullanir. Hizl lifler ise blytk bir gogunlukla ATP Gretimi igin oksijensiz solunumu
kullanirlar. Bunun sonucunda da yavas kasilan kaslara kiyasla daha beyaz goriintrler ve

daha az miyoglobin icerirler (58).
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2.2.3 Diyabet ve iskelet Kaslari

Kas lifi tiplerine ve dagilimlarina gére, DM’nin iskelet kaslarinin elektriksel ve
kasilabilme 6zellikleri Gzerine etkileri farklilik gostermektedir (59). Soleus kasi; % 84 Tip-
1, % 16 Tip-2A , % 0 Tip-2B liflerinden, EDL kasi; % 3 Tip-1, % 57 Tip-2A ve % 40 Tip-2B
liflerinden olusurken, gastroknemius kasi ise ~% 50 Tip-1, ~% 50 Tip-2 liflerinden
olusmaktadir. Tip-2A liflerinin, Tip-2B liflerine gore daha fazla cevresel kosullara adapte
olabilmesi, dis faktorlerden daha az etkilenmesini saglar (60, 61). Oksidatif stres kaynakh
DM, bu sebepten Tip-2B liflerinin blyikliklerinde azalmaya sebep olur. Kas liflerinde
meydana gelen hasarlanmalar sonucunda Tip-2B lifleri, Tip-2A liflerine gére daha ¢abuk
atrofiye ugrarlar. Bu durum kas boyunun degismesine sebep olmaktadir. Kas lifi
tiplerindeki degisimlere baktigimiz zaman hizli kasilan kas liflerindeki kontraktil

degisimler yavas kasilan liflere gére daha fazla olmaktadir (62, 63).

2.2.4 Diyabetik iskelet Kasi Miyopatisi

Daha oOnce belirtildigi gibi, diyabetik miyopati tipik olarak kas kiitlesinde azalma,
kas gligstizligli, azalan fiziksel kapasite ve azalan maksimum gii¢ Uretimi ile karakterize
edilen bir durumdur (19, 42, 64-66). Diyabetik miyopatide ortaya cikan azalmis kas
kitlesi ve kuvvet Uiretiminin kas lifi atrofisi ile iliskili oldugu gortlmektedir; hizli glikolitik
lifler (MyHC lIx, llb) ciddi sekilde etkilenirken, yavas lifler nispeten daha az etkilenirler
(67-71). Tip-1 DM'li gocuklarin, diyabetik olmayan gocuklara kiyasla motor Unite sayisi
tahminlerinin (MUNE) azaldigi bulunmustur, bu da diyabetik miyopati ilerlemesinde
noropatinin olasi roliini gostermektedir (59). Diyabetik miyopati yliksek MSTN ve
Plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1) seviyeleri ile kas liflerinin diizenleyici
kapasitesini dlisirerek uydu hiicre aktivasyonunu ve alimini olumsuz yonde
etkilemektedir (72, 73). Bu nedenle, diyabetik miyopatinin, kolektif olarak fonksiyonel
ve fizyolojik sonuglara katkida bulunan sayisiz fonksiyon bozukluklarini biinyesinde
barindirdigi oldukca aciktir. iskelet kasi hareketliligin saglanmasi, birincil glikoz diisiiriicii
ve metabolik dizenleyici olarak hizmet etmekten sorumlu oldugundan, altta yatan
patolojik mekanizmalari arastirmak ve antioksidan benzeri terapotik ajanlarin veya non-
invazif muidahale stratejilerinin  belirlenmesi, diyabetik miyopatiye bagh

komplikasyonlarin ilerlemesini azaltmak i¢in cok 6nemlidir.
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Ayrica, Tip-1 DM en ¢ok g¢ocuklarda ve ergenlerde teshis edildiginden ve iskelet
kasi cocukluk/ergenlik doneminde 6nemli gelisme ve bliyiime gosterdiginden, diyabetik
miyopati ile iligkili islev bozukluklarini 6nlemeye erken midahale kritik 6nem
tasimaktadir (42). Alloksan veya STZ indiiklenmis diyabetik fareler ve siganlar gibi hayvan
modellerinin kullanimi, diyabetik miyopatinin tim iskelet kasi ve tek tek lifler (izerindeki
etkisine iliskin zengin bilgiler sunmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda, STZ indiiklenmis
sicanlarda, kaslara 6zgl kuvvet kaybi oldugu gosterilmis; soleus veya yavas kasilan
liflerin glglerinde az bir kayip gozlenirken, EDL veya hizli kasilan liflerde daha fazla
bozulmus kuvvet Uretimi oldugu tespit edilmistir (67, 68, 74). Pankreasin % 90’lik kismi
cikartilarak olusturulan bir baska diyabetik sican modelinde, 8 haftalik diyabetten sonra
hem tip | hem de Il liflerin sirasiyla ~% 25 ve ~% 45 daha az alan kapladigl goraldu.
Gastroknemius-plantaris-soleus kas kitlelerinde % 45 kayip oldugu ve énemli dlclide
daha diisiik mutlak kuvvet iiretiminin oldugu bulunmustur (75). iskelet kaslarinda atrofi;
sinirsel aktivitenin yavaslamasi, yetersiz beslenme, yaslanma, diyabet, hareketsizlik,
inflamatuvar sitokinlerinin sayisinda artma gibi stres faktorli sebeplerle kendini
gostermektedir (76). Bu durum hastalik silireclerinin uzamasi, yasam kalitesinin dismesi
ve 0lim oranlarinin artmasi gibi olumsuzluklara neden olur (77).

Yorgunluk ve kas zayifligl, alt ekstremite kas atrofilerinde gorilen ilk
belirtilerdendir (78). Sicanlarla ilgili yapilan calismalarda, arka bacaklarinda olusturulan
atrofi ile ilk zamanlarda protein sentez miktari azalirken, daha sonralari sentez hizi sabit

olup yikim hizi artmaktadir (79).

2.3 Kas Atrofi ve Hipertrofisinde Molekiiler Mekanizmalar

Protein anabolizma ve katabolizmasindaki dengesizlikler hem protein sentezi hem
de bozunma aktivitesinde degisikliklere sebep olmakta, kas kiitlesinin dinamik yapisini
bozmakta ve muhtemelen diyabetik miyopati durumuna katkida bulunmaktadir.
insilinin varhigi ya da yoklugu, Tip-1 DM kasinda protein sentezi ve proteoliz arasindaki
denge lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (80-82). Daha 6nce elde edilen bulgulara gore,
instlinin Tip-1 DM'de protein sentezini arttirmak yerine proteolizi inhibe etmede aktif

rol oynadigi belirtiimektedir (4, 42, 83).
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Bu durum insan ve hayvan deneylerinde farkhliklar géstermekte, insilinin STZ
indiklenmis diyabetik sicanlarda artmis protein sentezi oranini uyardigi, ancak Tip-1
DM'li insan eriskinlerinde ve ergenlerde ayni etkiyi gostermedigi bildirilmistir (84-86).
Bununla birlikte, kiltirlenmis C2C12 miyotlplerinde, insilin ve IGF-1 ilavesinin protein
sentezini sirasiyla % 62 ve % 35 artirdigl, ancak bu sonuglarin in vitro ve in vivo
modellerde bazi dogal farkliliklar sergileyebilecegi ifade edilmistir (87). insiilin ve IGF-
1'in her ikisinin de kas blylimesi ve hipertrofi ile glicli bir sekilde iliskili sinyal yolagi olan
fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K)-Akt-mTOR fosforilasyonunu/aktivasyonunu sagladigi
gorilmektedir (87, 88). PI-3K sinyal yolunun insiilin tarafindan aktivasyonu, ubikitin-ligaz
atrogin-1'i inhibe eder, dolayisiyla ubikitin ekspresyonunu ve proteolitik ubikitin-
proteazom (Ub-P) yolunu negatif olarak diizenler (4, 89). Ub-P proteolitik yolunun
bilesenlerinin siklikla Tip-1 DM'de yukari regiile edilmesi, diyabetik miyopatide yaygin
olarak gdzlemlenen atrofik duruma karsilik gelir (4, 42, 90-92). ilging bir sekilde, STZ
indiklenmis sicanlarda AKT ekspresyonu ve aktivasyonunun kontrollere kiyasla hizli
kaslarda yavas kaslara gére daha distk oldugu bulunmustur ve bu durum diyabetik
miyopatide liflere 6zgii atrofinin baska bir yéniini gdsterebilir (42, 93). Ozellikle
yorulabilir glikolitik (Tip 1IB) lifler, en siddetli atrofiyi sergilemektedir. Glikolitik liflerin
yliksek miyozin ATPaz aktivitesi ve kisalma hizi yoluyla en fazla glici Urettigi
disundldiuginde, bu liflerin atrofisinin tiim kas diizeyinde glg Giretimi kaybina yol agmasi

gerektigi sonucu cikarilabilir (42).
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Sekil 2.2 Anabolik ve Katabolik yolaklardaki hipertrofi-atrofi sinyal yolaklari.
Kirmizi ile yazilanlar bu ¢alismada incelenen proteinlerdir.

2.3.1 IGF1-PI3K-Akt—mTOR Sinyal Yolagi

Kas hipertrofisi genellikle anabolik yolak lzerinden protein sentez artirimi olarak
gerceklesirken, kas atrofisi katabolik yolaklar (izerinden protein degradasyonuna
ugrama seklinde gergeklesir. Anabolik yolak incelendiginde pozitif ve negatif diizenleyici
sinyal yolaklari olmak Uzere iki alt yolak halinde oldugu goéralar (Sekil 2.2). Hicre
disindan gelen IGF-1, kendi 6zel reseptoriine baglanarak PI3-K’yi aktive eder, aktive olan
PI3-K fosforilasyonla PIP>-PIPs donlsUmlerini gergeklestirir ve PIP3 yogunlugunun
artmasina bagl olarak PDK1 aktivasyonu gozlemlenir. Daha sonra PDK1 ise Akt'yi
fosforilleyerek (p-Akt) aktif hale getirir (94). p-Akt ise mTOR’u fosforilleyerek
aktivasyonunu saglar ve alt yolaklar lizerinden protein sentezini gerceklestirir. mTOR,
MTORC1 (raptor proteini icerir) ve mTORC2 (riktor proteini icerir) olmak tzere iki farkh

bilesene sahiptir.
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mTORC1 bilesenindeki raptor, rapamisin tarafindan inhibe edilebilirken, mTORC2
bilesenindeki riktor rapamisinden bagimsiz olarak protein sentezini sirdirebilme
kabiliyetindedir. mTORC1, p-Akt tarafindan aktive edilirken, riktor bagimli mTORC2,
serin 473 ve threonine 308 lzerinden Akt’yi fosforile edebilir ve Akt bir kinaz olarak
etkinlestirilebilir. Burada dikkat edilmesi gereken bir husus; kanser hicrelerinin
blylmesini istemeyiz o yliizden rapamisin kullanarak mTOR aktivitesini azaltabiliriz, ama
MTORC2 lizerinden aktivasyonun devam edip hiicre bliyimesinin 6nlenemeyecegini
unutmamak gerekir. Bu ylizden, bu ¢alismada kullanilan yontemlerin mTOR Uzerindeki
etkileri ve sonraki alt yolaklarla olan iliskileri merak konusu oldu. Bir¢ok c¢alismada
resveratrol’in sirtuin-1 (SIRT1) aktivasyonu araciligiyla kanser hiicre biylimesini
engelledigi bilinmektedir (95, 96). mTOR kompleksinde bulunan mTORC1 protein
sentezinde onemli bir rol Ustlenmektedir, bu ylizden daha ayrintili bir sekilde bu
sinyalizasyonu inceleyecek olursak; p-Akt aktif hale gelir ve TSC1/TSC2’yi fosforilleyerek
inhibe eder. TSC1/TSC2 inhibisyonuyla Rheb (Ras homolog expressed in brain)
serbestlenmis olur, serbest halde kalan Rheb, mTORC1 kompleksini aktif hale getirir ve
protein sentezi boylelikle devam eder. Diger taraftan, AMPK ve p53’in TSC1/TSC2’yi
aktife ettigi ve aktive olan TSC1/TSC2’'nin de Rheb’i inhibe ederek mTOR inhibisyonuna

sebep oldugu bilinmektedir (97).

15



Aslinda, mTORC1 aktivasyonu temelde arjinin ve 16sin aminoasitlerinin varligiyla
tetiklenir. Soyle ki; arjinin aminoasiti, castorl (C1) inhibisyonunu, I6sin aminoasiti ise
sestrin2 (S2) inhibisyonunu gergeklestirir. inhibe olan C1 ve S2’den dolayi ortamda aktif
olarak Gator2 (G2) bulunur ve aktif G2, Gatorl (G1) inhibisyonunu saglar. G1 inhibisyonu
ile Rag aktif formda bulunur ve ekstraseliiler regiile edilen kinaz 1/2 (ERK1/2)

aktivasyonu saglar. ERK1/2 aktivasyonu ise TSC1/TSC2 inhibisyonu gergeklestirir (98).

ERK 1/2

Arjinin Losin

Sekil 2.3 Arjinin ve Losin aminoasitlerinin mTORC1 Uzerindeki etkisi.

Ras proteini G protein tiiriinde bir pro-onkogendir ve blylime faktori sebepli
hiicre ici sinyal yolaklarinda, hiicre dagiliminda, béliinmesinde, protein tasinmasinda
aktif rol almaktadir. Guanozin trifosfata (GTP) baglanarak aktif hale gelen ras sinyal
iletimini cekirdege ilettikten sonra GTPaz enzimi vasitasiyla Guanozin difosfata (GDP)
hidrolize olarak inaktif duruma gecer. Yara iyilesmeleri, embriyogenik bliyime gibi

mitotik faaliyetlerde ras geni ekspresyonu artmaktadir (99).
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2.3.2 p70S6K ve 4E-BP1 Protein Sentezi

Serin/Treonin protein kinaz olan Akt, mTOR’u aktiflestirdikten sonra, mTOR
protein sentezini baskilayan ve negatif dlzenleyici rol Ustlenen 4E-BP1 (PHAS-1)’i
fosforilleyerek inhibe eder, p70S6K (S6K1)'i ise fosforilleyerek aktif hale getirir.
Fosforillenen 4E-BP1 inhibesine sebep oldugu protein baglatma faktorl elF-4E
kompleksinden ayrilarak inaktif hale gelir ve serbestlenen elF-4E protein sentezini
gerceklestirir. Diger taraftan, fosforillenen S6K1, serin 422 (izerinden elF4B, elF2B ve

rpS6’yi fosforilleyerek protein sentezini stirdirir (100).

2.3.3 Akt-FOXO-MAFbx-MuRF1 Sinyal Yolagi

Bolim 2.3.1’de p-Akt tarafindan mTOR aktivasyon ve protein sentezinin
gerceklesmesi konu edildi. Bu kisimda ise, p-Akt tarafindan GSK 33 ve FOXO (izerinden
gerceklesen alt sinyal yolaklari agiklanmaya calisildi. p-Akt, serin 9 lizerinden GSK 3’yi
inhibe ederek protein sentez baskilanmasinin éniine gegmektedir. Bazi ¢alismalarda,
lityum ile GSK 3B inhibisyonu yaparak kaslarda onemli derecede hipertrofi olusumu
gozlenmistir. Eger, GSK 3 aktif halde olursa kas gelisiminde etkili olan elF2B ve NFAT
baskilanarak protein degradasyonu gerceklesmis olur (101).

Hicre cekirdegine girerek genetik deformasyonlara yol acabilme kabiliyetinde
olan FOXO'lar p-Akt tarafindan fosforillenerek inaktif hale getirilir. Aktif halde bulunan
FOXO’lar hiicre ¢ekirdegine girerek, kas atrofisinde etkili olan MAFbx ve MuRF1 yukari
reglilasyonunu hizlandirir. Ub ligaz elementlerinden olan MAFbx 6zellikle FOXO3a ve
FOXO1 tarafindan aktive edilir. MAFbx yukari reglilasyonu ile substratlari olan elF-3F ve
MyoD Ub-P yoluyla ubikitinlestirilerek 26S Proteozom sistemi kanaliyla pargalanir.
Benzer sekilde MuRF1 yukari regiilasyonu ile de substratlari olan aktin, miyozin, miyozin
baglanma proteini C, troponin I, MyHC, MyLC1 ve MyLC2 gibi sarkomerik proteinler

ubikitinlestirilerek parcalanir ve kaslarda atrofi gorulur (1, 102).
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2.3.4 Ubikitin Proteozom Sistemi

Genel olarak E1, E2 ve E3 enzimlerinden olusan bir sistemdir. E1; ATP bagimh Ub
aktive edici enzim, E2; Ub birlestirici enzim ve E3; Ub ligaz enzim olarak ifade edilir.
Ub’nin sonundaki karboksil grubu E1 enzimine baglanarak aktif hale getirilir daha sonra
aktife olan Ub, E2 enziminin sistein rezidiilerine transfer edilir. En son asamada E2’den
gelen Ub’nin hedef proteindeki lizin rezidilerine transferi gerceklestirilir. Bu sekilde Ub
hedef proteine baglanarak ubikitinlestirme islemini tamamlamis olur (3). 2000 kDa ve 50
alt Uniteden olusan 26S proteozom sisteminde bulunan ZNF216 reseptorleri Ub
proteinlerini tanir ve proteozoma iletir (103). Proteozoma iletilen ¢oklu ubikitinlenmis
substratlar sistem disina peptitler halinde atilir. Kas atrofisini diizenleyen hiicre sinyal
yollarn Gzerindeki ge¢mis arastirmalar, kalpainlerin kas atrofisinde goérilen proteoliz
disreglilasyonunda anahtar rol oynadigini gbéstermektedir. Arastirmacilar, kalpain-3’in
hasar gérmis proteinleri daha kisa segmentlere ayirarak sarkomerden atilmalarini
kolaylastirdigini 6ne siriyor (12). Boylece E3 ubikitin ligaz, bolinmis peptit Gzerindeki

bir ubikitin parcasini kovalent olarak baglar ve sarkomerik parcalari modifiye edebilir.

protein sentezi

sarkomerik proteinler
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Sekil 2.4 Ubikitin Proteozom Sistemi.
Bonaldo ve arkadaslarindan modifiye edildi (104).
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2.3.5 Myostatin-Smad2/3 Sinyal Yolagi

Kas hipertrofisinde negatif diizenleyici olarak rol alan myostatin (MSTN), TGF-B
stper ailesinin bir Uyesidir. Bazi ¢calismalarda, myostatin -/- farelerin kas kitlelerinde
artis oldugu tespit edilmistir (11). Normal sartlarda, myostatinin strekli inaktif kalmasina
sebep olan MSTN genindeki dogal mutasyonlardir. Aksi durumda, myostatinin fazla
ekspresyonu iskelet kas atrofisi siddetini artirir (105). Follistatin uygulanan ¢alismalarda,
myostatinin inhibe oldugu ve kaslarda hipertrofi olustugu gézlenmistir (106, 107). Aktive
olan myostatin, iskelet kas kiitlesinde artis saglayan Tip Il aktivine (lIb) baglanarak bloke
eder. Bu durum, smad2/3’lin fosforillenmesine ve aktive olmasina yol acar, aktive olan
smad2/3 ise Akt inhibisyonuna sebep olur. Ayni zamanda fosforile smad2/3 ortamda
arttigl zaman protein sentezine katkida bulunan MyoD'yi de inhibe eder (10). Baska bir
acidan bakacak olursak, siRNA ya da rapamisin kullanarak raptor inhibisyonu
gerceklestirilirse ya da Akt'nin mTOR’u aktivasyonu vyetersiz kalirsa, myostatin
serbestlenerek protein degradasyonuna devam edecektir. Normal kosullardaki gibi
mTOR aktif halde olabilseydi, smad2/3 baskilanir ve protein degradasyonu o6nlenirdi

(10).

2.3.6 TNF-alfa Katabolik Yolagi

Pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-a, artmis Ub ekspresyonundan ve ubikitinlenmis
protein yigilmalarindan sorumludur. Membran {izerindeki TNFR reseptorlerine
baglanarak TRADD-TRAFs-RIP kompleksinde molekiiler degisimler yaparak aktivasyon
gosterir. Aktive olan RIP, enzimatik reaksiyonlarla IKK (IkB kinaz)’yi aktive eder (108,
109). Daha sonra aktive olan IKK ise NF-kB’nin inhibitorii olan ve MuRF1 asagi
reglilasyonunu saglayan IKBa'yr fosforiller. Fosforile olan IKBa, Ub-P yoluyla 26S
proteozom sisteminde degrade olurken, serbestlenen NF-kB rahatca hiicre icerisine
girerek Ozellikli DNA sekanslarina (kappa b elementleri) baglanir ve kas atrofisini
hizlandiran MuRF1 aktivasyonunu saglar, ayni zamanda kas gelisiminde etkili bir protein

olan MyoD’nin baskilanmasina da sebep olur (8).
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2.3.7 GLUT-4 Aktivasyonu

iskelet kas hiicrelerinde enerji kaynagi olarak glikozun iceri aliminin GLUT-4 kanal
aktivasyonu ile saglandigi bilinmektedir. Bu ylizden bir yandan atrofik mekanizma
arastirilmaya calisilirken diger yandan déngiliniin devam etmesini saglayacak olan Glut4
proteinlerinin derisim analizleri de bu ¢alismanin bir konusu olmustur. p-Akt'nin Glut4
vezikll translokasyonunu inhibe etme kabiliyetinde olan AS160’1 fosforilleyerek
baskiladigi bilinmektedir (110). AS160 inhibisyonuyla, GLUT-4 vezikiilleri rahatca hiicre
membraninda GLUT-4 kapilarinin olusmasi i¢in translokasyona ugrar. Boylelikle glikozun
bu kapilardan igeri alimi kolaylasir, baska herhangi bir bozunma olmamasi halinde

glikolitik ve oksidatif ATP liretim mekanizmalari isleyislerine devam eder (111).

Insulin

Glikoz
Insulin 0
Reseptorii

-GLUT4

Sekil 2.5 GLUT-4 translokasyonunun sematik gosterimi.
GSV; GLUT-4 saklama vezikill. Ruth ve arkadaslarindan modifiye edildi (112).
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Bolim 2.3'de atrofik siirecte etkili olan sinyal yolaklari anlatildi. Uzun siiren
arastirma ve makale taramalari sonucunda, tim suireci bitlin hatlariyla anlamak, protein
ve genlerin birbirleriyle etkilesimlerini ortaya koymak, uygulanacak olan yontemlerinin
hangi sinyal yolaklari Gizerinde etkili olduklarini belirlemek ve literatiire atrofi calismalari
konusunda kapsamli bir eser birakmak icin kendi izleyecegimiz sinyal yolaklari ve kilit rol

Ustlenen protein ve genleri belirledik (Sekil 2.6).

CGalismada; insilin, p-AKT, mTOR, FOX03a, Myostatin, MyHC llb, GLUT-4, TNF-a ve
CAPN-3 protein analizleriile 4E-BP1, MuRF-1 (Trim63), MAFbx (FBXO32) ve FOX0O3a gen

ekspresyon analizleri yapildi.
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Sekil 2.6 Calismada izlenen sinyal yolaklarinin sematik goésterimi.
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2.4 Tip-1 Diyabet ve Protein Metabolizmasi

Kas atrofisinin tetikleyicisi olan Ub-P yolagl ve otofaji aktivitelerinde belirli bir
artmanin oldugu bircok Tip-1 DM hayvan calismalarinda ifade edilmistir (113). iskelet
kaslarinda meydana gelen atrofik sirecte hiicre metabolizmasinda faaliyet gosteren
proteinlerin bircogunda fonksiyonel degisimlerin oldugu bilinmektedir (114). STZ
indiklenmis diyabetik sicanlarda kan glikoz seviyelerinin ve kas kitle kayip hizinin arttigi
gorilmektedir (115). insilin tedavisi almayan Tip-1 DM bireylerde de benzer etkilerin
gorildugl ve insilinin protein degradasyonunu onleyici yonde etkilerinin oldugu tespit
edilmistir (86). insilinin insanlarda protein sentezini saglamak yerine sadece
yikilmasinda koruyucu etki sagladigi bilinmekle birlikte, hayvan galismalarinda ve in vitro
calismalarda protein sentez aktivasyonunu da sagladigi ifade edilmistir (116). insilinin
katabolik yolaklar tGzerindeki etkilerini gdsteren ¢alismalarda, Ub-P sisteminde bulunan
genleri baskilayarak, Ub-P inhibisyonunu sagladigi belirtilmistir (117). ilk baslarda,
insllin eksikliginin protein yikiminda etkili olan asil sebep oldugu distliniilse de daha
sonralari atrofik kosullarin diger sinyal yolaklari tizerinden devam ettirildigi gdsterilmistir
(118). Bu sebeple bu c¢alismada, insllin tedavisinden bagimsiz olarak, potansiyel
terapétik ozellikler gésteren antioksidan ve non-invazif PMA uygulamalarinin sadece
protein yikiminin dnlenmesinde degil, kas gelisimi ve hipertrofisinde etkili olan sinyal

yolaklari tizerindeki etkileri de arastirma konusu olmustur.
2.5 Antioksidanlar

2.5.1 Resveratrol (RSV)

Resveratrol (3,5,4’-trihydroxystilbene) o6zellikle siyah Gzim kabugunda ve
cekirdeginde, kirmizi sarapta, dutta, yer fistiginda, bircok meyve ve sebzede bulunan
fenoleik bir Griindir [14]. Uziim kabuklarinda yaklasik olarak 50-100 pg/g, kirmizi
sarapta ise litrede 5 mg resveratrol bulunmaktadir. Tarihte, resveratrol’in (3,4',5-
Trihydroxy-trans-stilbene) ilk olarak beyaz hellebore (Veratrum grandiflorum O. Loes)
koklerinden elde edildigi tahmin edilmektedir (1940). Terapétik bitkileri hastaliklarin
tedavisinde siklikla kullanan Cin ve Japonya, koklerinde RSV bulunduran Kojo-kon

(Polygonum cuspidatum) bitkisini 1963 yilinda kullanmaya baslamistir (119).
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Langcake ve Pryce 1976 senesinde yaptiklari arastirmalar dogrultusunda, asma
yapragindan elde ettikleri trans-resveratrol’iin mantar enfeksiyonlari, soguk alginligi ve
patojenik mikroorganizmalarin iyilestiriimesi konusunda etkili oldugunu ifade
etmislerdir (120, 121). 1992 yillarinda “Fransiz Paradoksu” olarak giindeme gelen RSV,
Fransiz halkinin sikga tikettigi kirmizi sarap igeriginde tespit edilmis ve ilgi gekmistir. Bu
paradoksa gore Fransa’nin giiney bolgesindeki (6zellikle Bordeaux) insanlarin yag orani
yuksek gidalarla beslenmelerine ragmen kirmizi sarap tuketimine, dolayisiyla RSV
alimina bagh olarak kardiyovaskiler rahatsizliklar oraninin yok denecek kadar disik
olmasi dikkat c¢ekici olmustur (122). RSV’'nin karsinojenik koruyucu etkilerinin
gozlenmesiyle molekiller dizeyde arastirmalar yogunlasmistir. Kanser indiklenmis
fareler ile yapilan bir calismada, RSV ‘nin sirtuin aktivitesine bagh olarak kanser hiicre

blyimesini engelledigi iddia edilmistir (95, 96).

trans-Resveratrol

cis-Resveratrol

3
OH
Sele
OH OH
Sekil 2.7 3,4' 5-Trihydroxy-trans-Resveratrol ve cis-Resveratrol molekiiler yapisi.

Molekiler agirhgi: 228,24. Chan ve arkadaslarindan modifiye edildi (123)

2.5.1.1 Resveratrol’iin Biyosentezi

Yapisal olarak sentezlenemeyen RSV, ancak disaridan olumsuz uyaranlara maruz
kaldigi zaman (stres, travmatik, UV), 4-kumarol koenzim A (4-kumarol-CoA) ve malonil
koenzim A (malonil CoA) tarafindan sentezlenir. Aslinda RSV sentezi, resveratrol sentaz
enzimi araciligiyla katalizlenir. 1 molekil 4-kumarol-CoA ve 3 molekil malonil CoA
birlesimi ile ortaya ¢ikan tetraket yapinin herhangi bir flavonoid (kalkon sentaz) veya RSV

(resveratrol sentaz) olmasi durumu katalizi gergeklestiren enzimin tiriine baglidir (124).
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2.5.1.2 Resveratrol’iin Emilimi ve Dokulara Tasinmasi

Yapilan ¢alismalara gore farkl dozlarda uygulanan trans-RSV’nin agizdan alindigi
zaman, yaklasik % 50’sinin 10-15 dakika icerisinde, cogu ince bagirsagin (st yarisinda bir
kisminin da alt yarisinda olmak Uzere emiliminin gergeklestigi bildirilmistir. Emilimi
gerceklestikten sonra bazolateral kisima yerlesen RSV, karaciger ve bagirsakta glikuronit
ve silfat seklinde baglanarak metabolize olur. Perfiize olan RSV’'nin ve ona eslik eden
bilesenlerinin yalnizca % 6’s1 bagirsak epitelinden gecger (125). Konjuge halde bulunan
RSV’nin viicut icerisinde dagilimi ve kana karisimi daha kolaydir. RSV’nin yikimi sonucu
olusan Urunler, karaciger ve safra kesesi tarafindan kandan sizilerek safra ve
bagirsaklara alinir, daha sonra bu Uriinlerin metabolik emilimi gerceklesir. Agizdan alinan
RSV’nin kolona gegcisi kisa bir zaman olmasina ragmen dokulara tasinimi birkag¢ saat
sirmektedir. 30-60 dakika gibi bir zaman icerisinde kana karisarak karaciger, bobrek,
kalp ve beyin gibi organlara niifuz etmeye baslar. Trans-RSV ‘nin metabolizmada kalma
suresi ise yaklasik olarak 33-38 dakika olarak ifade edilmistir. RSV’'nin karacigerde
glukironatlanmasi, duodenumda ise silfatlanmasi metabolik etkisini sinirlandirir (126,

127).

2.5.1.3 Resveratrol’iin Biyolojik Etkileri

Noroprotektif Etki

Yapilan bilimsel ¢alismalarda RSV’nin sahip oldugu antioksidan savunma
Ozelliginin, parkinson, alzheimer, huntington ve epilepsi gibi rahatsizliklarda sinyal
yolaklari tizerinden 6zellikle SIRT1 aktivasyonu ile koruyucu etkileri gézlenmistir (128).
RSV sinir doku yapisinin korunmasina yardimci olur, spinal kord hasarlanmasi sonrasi
artan proapoptotik Bax artisini durdurur ve anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunu
hizlandirir (129).

DNA-—protektif Etki

Resveratrol, DNA hasarini iki farkli yolla engeller. Birinci yol, siklooksijenaz (COX)
ve sitokrom P450’yi inhibe ederek karsinojen bilesikleri metabolik olarak detoksifiye
yapabilen kinin rediktaz gibi FAZ-2 enzimlerinin indiksiyonu yoluyla antimutojen olarak
etki etmesi. ikinci yol, reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan olusturulan DNA hasari

boyunca bir antioksidan olarak etki etmesidir (130).
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Resveratrol’in meme kanseri baslangici izerindeki kimyasal onleyici etkisi MCF-
10F hicrelerinde arastirilmistir. RSV’nin Ostrojen genotoksisite yolunda birden fazla
boliml bloke ederek, DNA hasarini inhibe ettigi ve meme kanseri baglamasini
onleyebilecegi ifade edilmistir (131).

Antioksidan Etki

Ug farkli antioksidan mekanizmasi tanimlanmustir: (i) koenzim Q ile rekabet ve
oksidatif zincir kompleksini azaltmak igin ROT dretimi alani, (ii) mitokondride olugan
radikalleri temizlemek ve (iii) Fenton reaksiyon {Urlnleri ile indiklenen lipid
peroksidasyonunu inhibe etmek (130). in vitro kosullara nazaran RSV’nin canl
organizmalar lGzerinde antioksidan etkisi daha glgludir (132). Kadmiyum kloririn sigan
testislerinde sebep oldugu lipid peroksidasyon etkisi RSV ile azaltilmis ve ayni zamanda
superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi artirilmistir (133).

Anti-inflamatuvar Etki

inflamasyon, artrit, crohn hastaligi ve sedef hastaliginin patolojisinin merkezinde
yer alir ve hem kardiyovaskiiler hastalik hem de kanser gelisiminde rol oynayabilir.
Siklooksijenaz enzimleri, hem siklooksijenaz hem de 5-lipoksigenaz yolaklari tarafindan
pro-inflamatuvar molekdillerin Uretiminde rol alan c¢ok o©nemli enzimlerdir ve
siklooksijenaz inhibitorleri yaygin olarak anti-inflamatuvar ilaglar olarak kullanilirlar.
Resveratrol, in vivo kosullarda siklooksijenaz aktivitesinde etkili bir inhibitor
oldugundan, antiinflamatuvar o6zellikler tasimaktadir. RSV hem akut hem de kronik
kimyasal yolla olusturulan 6dem lipopolisakkarid ve osteoartriti 6nemli dlglide azaltir ve
allogreft (ayni tirler arasindaki doku transferi) reddinin korunmasina yardimci olur
(122). Baska bir galismada RSV, nikleer faktor kappa B’nin (NF-kB) inhibisyonunu
yaparak antiinflamatuvar etki gostermistir (134).

Anti-kanser Etkisi

Kronik inflamasyonun cesitli kanserlere yol acabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle,
inflamasyonun o6nlenmesi ayni zamanda kanser gelisiminin kimyasal bilesiklerle
Oonlenmesi icin umut verici bir yaklasimdir. RSV, azalmis prostagladin E2 seviyesinde

(ICs0= 32,2 uM ) olusan siklooksijenaz -1 (COX-1) ve COX-2 aktivitesini inhibe eder.
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Aktive olmus makrofajlarda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz’i (iNOS) ve toll benzeri
reseptor 3 (TLR3) ve TLR4 inflamatuvar yolaktaki adaptor-indikleyici interferon-f iceren
TIR domaini (TRIF) sinyalinde, TANK bagli kinaz 1 (TBK1) aktivitesini baskilar (135). RSV,
doku plazminojen aktivatori (TPA) indiklenmis fare derisinde IkB kinaz (IKK) aktivitesini

inhibe ederek, COX-2 ekspresyonunu ve NF-kB aktivasyonunu énemli 6lglide inhibe eder

2.5.2 Pterostilben (PTS)

Pterostilben (3,5-dimethoxy-4'-hydroxystilbene) ilk olarak 1940'ta Hindistan ve
Hint adalarina 6zgii olan Pterocarpus santalinus'un (kirmizi sandalagaci) 6z odundan
izole edilmistir. Sonralari, yaban mersini (9,9-15,1 mg/kg taze agirlik), chardonnay
Uzimi (UV ile indiklenmemis meyvelerinde 4,7 mg/g’a kadar taze kabuk agirhgi),
pterocarpus marsupium (Indian Kino) ve guibourtia tessmanii bitkisinden de PTS elde
edilmistir (136). Pterostilben ve resveratrol’iin bircok farmakolojik 6zelliklerde benzer
etkiler gosterdigi bilinmektedir. RSV'ye kiyasla PTS'de daha glg¢li farmakolojik
Ozelliklerin bulunmasi PTS’nin sahip oldugu iki-OCHs grubuna baglanmistir (136). PTS bu
sayede, zar gegirgenligini, biyoyararlanimini ve biyolojik glictinli arttiran daha lipofilik bir
yapidadir. Biyoyararlanimi gelismis olan PTS’nin kanser, iltihaplanma, dislipidemi, bilissel
bozukluklar, kardiyovaskiiler ve metabolik bozukluklarin hafifletiimesinde c¢esitli
faydalara sahip oldugu bilinmektedir. Farmakolojide, biyoyararlanim ilaglarin temel
farmakokinetik 6zelliklerinden birisidir ve uygulanan ilag miktarinin sistemik dolasima

gecen oranini belirtmek tGizere kullanihr (137).

trans-Pterostilben , O H

H,CO_s

cis-Pterostilben

OCH, =

w0 O

OCH,4 OH

Sekil 2.8 3,5-dimethoxy-4'-hydroxystilbene trans-Pterostilben ve cis-Pterostilben.
Chan ve arkadaslarindan modifiye edildi (123).
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25.21 Pterostilben’in Terapotik Etkileri

Genel olarak, pterostilben, membran gecirgenligi ve metabolik kararlilik agisindan
resveratrol'den daha iyi performans gosterir. Calismalar, hem resveratrol hem de
pterostilbenin insanlarda kullaniminin glivenli oldugunu goéstermistir. 40 saglikh gonalli
Uzerinde vyurdatidlen bir klinik arastirmada, resveratrol’iin, bazi gastrointestinal
rahatsizliklara neden olan 2.5 ve 5.0 g dozlari disinda, 29 giin boyunca 0.5, 1.0, 2.5 ve 5.0
g glinlik dozlarda kullaniminin givenli oldugu bulunmustur (138). Baska bir calismada,
Resvida™'nin (ylksek saflikta resveratrol) 28 ginlik 50, 150 ve 500 mg/kg viicut agirhg
dozunun ve 90 glinlik 700 mg/kg vicut agirhgi dozunun, sicanlar Gzerinde herhangi bir
yan etki gostermedigi bildirilmistir (139). Pterostilben icin, 80 saglkh goniillide 6-8 hafta
boyunca ydritilen bir klinik ¢calismada (randomize, ¢ift kor ve plasebo kontrolli),
pterostilbenin genellikle 250mg/giin'e kadar olan dozlarda tiketim icin givenli oldugu
gosterilmistir (140). Biyokimyasal analizler, pterostilbenin karaciger, bobrek ve glukoz
belirtegleri Uzerinde higbir yan etkisinin olmadigini goéstermistir (137). Arastirmacilar,
sicanlarda resveratrol'den daha fazla pterostilben oral emilim ve hicresel aliminin
oldugunu bildirmislerdir (123). PTS’nin cesitli hastalik sireclerinin baslatiimasi ve
patogenezinde rol oynadigl distnilen, hidrojen peroksit (H,02) ve siiperoksit anyonu
(O27) gibi oksidatif stres (OS) ve reaktif oksijen tilrlerinin (ROT) Uretimini azalttig
gosterilmistir. Buna ek olarak, pterostilben ile iyilestirilen g¢esitli hiicre soylarinda,
antioksidant katalaz, toplam glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GRx) ve sliperoksit dismutaz (SOD) ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (141).

Antikanser Etkisi

Birgok ¢alisma yaban mersini ekstraktinin ve pterostilbenin meme kanserini in
vitro ve in vivo kosullarda inhibe ettigini gostermistir. Gogls kanseri hiicrelerinin
tedavisinde kullanilan PTS, hiicre 6limiinde 6nemli bir rol oynayabilen hiicresel oksidatif
aktiviteyi iyilestirmektedir. Alosi ve arkadaslari, pterostilbenin apoptozu indlkledigini,
konsantrasyon ve zamana bagli olarak MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri

hiicrelerinin ¢cogalmasini inhibe ettigini bulmuslardir (142).
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Birgok calismada, pterostilbenin in vitro ve in vivo kosullarda pankreatik kanseri,
mitokondriyal olarak tiretilmis apoptoz mekanizmalari, transkripsiyon faktorlerinin
modifikasyonu ve proliferasyonun inhibisyonu yoluyla inhibe ettigi gdsterilmistir (143,
144).

Antioksidan Etkisi

Yaban mersini takviyesi ¢alismalarinda, pterostilbenin antioksidan aktivitesinin
kardiyoprotektif olarak onemli etkileri gdzlenmistir. Pterostilben, vaskiler diiz kas
hicreleri (VSMC) ve vaskiiler endotel hicrelerinin diizenlenmesi yoluyla ateroskleroza
karsi ¢ok sayida koruyucu yarar saglamistir. Deneysel ¢alismalarda, pterostilben ile
iyilestirilen vaskiler diz kas hicreleri, trombosit tlirevli bliyime faktori (PDGF) ile
indiklenen proliferasyonda ve bir serin-treonin kinazi olan Akt’ta azalma sergilemistir

(145).

2.5.2.2 Pterostilben’in Farmakokinetigi

PTS ve RSV bazi farmakolojik 6zellikler bakimindan kiyaslandiginda; PTS’nin daha
uzun yarilanma omrine (PTS; 105 dakika ve RSV; 14 dakika) ve daha yilksek
biyoyararlanima (PTS; % 80 ve RSV; % 20) sahip oldugu gorilmektedir. Pterostilben
ayrica dislik toplam viicut klirensine ve ardindan genis doku dagilimina isaret eden
ylksek Vss'ye (gortinen dagilim hacmi) sahiptir (137). Pterostiloen molekiler agirhig
256.296 g/mol, fenilpropanoid yolaktan turetilen stilben bilesigin dogal bir tiirevidir
(146). Bir baska, antikanser aktivite, antioksidan kapasite, antiinflamatuvar aktivite ve
diger saglik icin yararl potansiyel faydalara sahip, stilben grubundan olan resveratrol’iin
yapisal analogudur (147). PTS farmasotik ve beslenme gidalarinin uygulamalarinda
blyik bir potansiyel degere sahiptir, ancak pterostilbenin zayif su ¢ozintrligi ve kararh
yapisi onun uygulanilabilirligini ve in-vivo biyolojik kullanilabilirliklerini ciddi 6lctide
sinirlamaktadir. Ozellikle pterostilben 151k ve hava ile kararsizdir ¢iinkii fenolik hidroksil
kolayca oksitlenebilir ve trans konfiglirasyonu 6nemli bir aktivite gbéstermeyen cis
konfigiirasyonuna donisebilir. Bu nedenle uygun biyolojik etkiyi elde edebilmek,
pterostilbenin ¢ozlnirlik ve stabilitesini arttirmak icin uygun bir dagitim sistemi bulmak

onemlidir (148).
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2.5.3 Manyetik Alan Tarihgesi ve Adey Penceresi

Ekvatorda 0,33 gauss ve kutuplarda yaklasik 0,66 gauss (1 Tesla = 10.000 gauss
veya 1 gauss = 0.0001 Tesla) olmak Uzere diinyanin manyetik alan yogunlugunun
nispeten zayif oldugu bilinmektedir. Arastirmacilar diinyanin manyetik alanin son 300
yilda % 50 oraninda azaldigi ve daha da koétiye gittigini bildirmektedir.

1951'de heniiz taninmayan bir bilim adami, diinyanin frekanslariyla olan derin
baglantimizi anlama seklimizi degistiren bir kesif yapti. Miinih Teknik Universitesi'nden
Winifred Otto Schumann atmosferde, diinya ylizeyinin ve iyonosferin olusturdugu
boslukta duran elektromanyetik dalgalarin oldugunu 6ngordu. Bu kesif, Dr. Schumann’in
elektrigin fizigini anlatirken Ogrencilerine sordugu bir soruyla gerceklesti. Kiresel
kondansatorler (kapasitorler) ile ilgili bir ders sirasinda 6grencilerinden i¢ ve dis kire
arasindaki frekansi hesaplamalarini istedi ve 6rnek olarak diinya ve iyonosfer tabakasini
verdi. Yaptigl hesaplamalar sonucunda cevabin 10 Hz frekansa denk gelmesi, yani
dinyay! ve Ulzerindeki tim yasami cevreleyen Olcilebilir bir frekansa sahip olmasi
Schumann’a inanilmaz goértindi. Dr. Schumann’in kesfi kiiclik bir Alman bilim dergisi olan
Technische Physik'te yayinlandi ve arka sayfalarda "Schumann-Rezonansi" basligi altinda
yer aldi (149, 150).

1924'te Hans Berger, kendi yaptigi bir EEG (elektroensefalogram) makinesini
kullanarak, insan beyni tarafindan iletilen elektrik frekansinin ilk kaydini 6lcebildi.
"Berger dalgas!" olarak da bilinen alfa dalgasi ritmini (7,8 Hz — 13 Hz) tanimlayabildi
(151). Max Planck Enstitlstu'nden Gnli bilim adami Dr. Rutger Wever, insanlardaki
sirkadiyen ritimleri incelemek icin 1960'larin basinda diinyanin dogal rezonanslarindan
(Schumann rezonansi) tamamen korunmus yer alti siginaklari insa etti. 30 yili agkin bir
sire boyunca, siginaklarda bir seferde birka¢ hafta geciren sadece genc ve saglikh
gonulli ogrencilerin katildigr deneyler yapti. Dr. Wever, calismalarinda; Schumann
rezonansi’'nin siginaktan filtrelendigi zaman, 6grencilerde zihinsel ve fiziksel saglik
sorunlarinin ortaya ciktigina dikkat cekti. Schumann rezonansi olmayan siginaktaki
ogrenciler, kisa bir slire sonra hasta hissetmeye, bas agrisi, duygusal sorunlar, stres ve

depresyon yasamaya basladi. Temelde sirkadiyen ritimlerinin bozuldugu gézlendi.
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Dr. Wever tam olarak 7,83 hertzlik bir pulslu manyetik alan Ureteci kullanarak
uyguladigl tedaviyle ortaya ¢ikan sorunlari hafifletebilmisti. Wever, bu frekansin
diinyanin mikropdlsiyonlari igsinde de viicuttaki biyoritimler igin ana zamanlayici oldugu
sonucuna vardi (152). Dr. Wever’in sonuglari insan sagligi ile gezegenin frekansi arasinda
inanilmaz bir baglanti oldugunu gosterdi.

Dr. Schumann’in hesapladigi diinyanin sahip oldugu 10 Hz frekansi ve Dr. Wever’in
calismalari, bize insan ve doga arasinda bir manyetik alan uyumu oldugu hissini
uyandirmaktadir. Glnidmiizde yapilan g¢alismalar daha teknik ve bilimsel olgulara
dayandirilarak pulslu manyetik alan uygulamalarinin tedavideki degerini géstermektedir
(153).

Manyetik alanin pozitif etkisinin yogun olarak géruldigi araliga "Adey penceresi"
adi verilmektedir. Adey penceresi genellikle genlik, frekans ve bunlarin dogru
kombinasyonlari ile tanimlanmaktadir. Calismalarda, en az Ug¢ genlik penceresinin
bulundugu gosterilmistir: 50—100 uT (5—10 Gauss), 15-20 mT (150—-200 Gauss) ve 45-50
mT (450-500 Gauss) (154). Terapotik pencerelerin varligi yeni bir kavram degildir ve
manyetik alan terapisiyle sinirli degildir (155). Temelde enerjinin iletilmesi igin, en uygun
pencere araligini bulmak Gzerine kurulu olan bu sistemde; alan kuvveti (genlik,
yogunluk), puls (frekans) ve uygulamanin siresi gibi parametreler bu araligi bulmada
yardimci olur. En uygun biyo ve klinik etkiler, bahsedilen bu parametrelerin en dogru
Olceklerde secilmesiyle gerceklesebilir. Hastalik tilirlerine gore doku ve organlara
uygulanan manyetik alan uygulamalarinin uygun adey penceresi araliginda degisim
gosterdigi halen daha arastirma konusudur. Bu ylzden optimal konumdan ne kadar
uzaklasilirsa, midahale de o kadar az etkili olmaktadir (153). Biz de 6nceki ¢calismalardan
yola cikarak, termal olmayan distk frekansh pulslu manyetik alan uygulamalarinin
diyabetik iskelet kas atrofisinde belirleyecegimiz protein, gen ve morfoloji izerindeki

etkilerini ayrintili arastirmak istedik.
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2.5.3.1 Pulslu Manyetik Alan Uygulamalari

Manyetik ve elektromanyetik alanlar artik 21. ytzyil tibbi tarafindan, geleneksel
tip basarisiz oldugunda bile cesitli saglk sorunlarinin iyilesmesini vaat eden gercek
fiziksel varliklar olarak kabul edilmektedir. Gliinimizde manyetoterapi, yaralanma
bolgesini, agr ve inflamasyonun kaynagini ve diger hastalik ve patolojileri dogrudan
tedavi etmek icin invazif olmayan, glivenli ve kolay bir tedavi yontemi olarak
kullanilmaktadir (156). Tip camiasi manyetoterapi kullanimina, 6zellikle cesitli kas-
iskelet yaralanmalarinin tedavisinde yardimci bir tedavi yontemi olarak yaklagsmaktadir.
Zamanla degisen manyetik alanlarin fizyolojik ve klinik olarak anlamh bir sekilde
molekdler, hiicresel ve doku islevlerini iyilestirebildigine dair cok sayida temel bilim ve
klinik kanitlar vardir (153, 157, 158). Bir¢cok ¢alismada, PEMF'nin kemik birlesmesine
yardimci oldugu; agriyi, 6demi ve iltihabi azalttigi; kan dolagimini artirarak bagisiklik ve
endokrin sistemleri uyardigi bildirilmektedir. Biyoelektromanyetik toplulugu tarafindan,
biyolojik sistemlerle zayif elektrik ve manyetik alanlarin etkilesimlerinin biyofiziksel
mekanizmasi ve biyolojik transdiktif mekanizmasi kuvvetli bir sekilde cahsiimistir.
Termal olmayan EMF'nin iyon baglanmasini ve/veya tasinmasini dogrudan
etkileyebilecegi ve muhtemelen doku blylimesi ve onarimi ile ilgili biyolojik slireclerin
kademesini degistirebilecegi varsayllmistir. Manyetik alan uygulamalari son yillarda

gittikce artan bir ilgi gormektedir (Sekil 2.9) (159).
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(1985-2012).
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2.5.3.2 Pulslu Manyetik Alan ve DM

Diyabetik polinéropatili hastalar Uzerinde yapilan bir calismada, 10-100 Hz
karmagsik modilasyonlu pulslu elektromanyetik alan uygulamasinin sinir iletkenligi ve
refleks yanitlarinda iyilesmeler yaptig1 gosterilmistir (160). Diyabetik periferal ndropatili
(DPN) hayvan modellerinde gelisen anormalliklerin, pulslu elektromanyetik alan (PEMA)
uygulamasi ile 6nlenebilecegi gosterilmistir. PEMF nin hasarli sinirler tizerinde dogrudan
dizeltici etkileri olabilecegi ve DPN'nin tedauvisi igin potansiyel olarak Gmit verici non-
invaziv bir terapotik arag¢ olacagl 6ne siirlilmektedir. Bununla birlikte, PEMF'nin DPN
Uzerindeki spesifik mekanizmalarini aydinlatmak ve PEMF'in klinik uygulama igin
uygulanabilirligini dogrulamak icin daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir. insilin’in
protein yikiminda koruyucu rol Gstlendigi bilinmektedir, bu sebeple insilin salinimindaki
degisiklikleri arastirmak igin yapilan bir ¢alismada, in-vitro ortamda gelistirilen beta
hiicreleri lzerine 60Hz-5mT manyetik alan uygulandi ve sekresyonda artis oldugu
gozlendi (161). Pankreasin islev ve yapisini incelemek igin yapilan bir hayvan
¢alismasinda, 10 Hz, 1.8-3.8 mT kare dalga ve 40 Hz, 1.3-2.7 mT sinlzoidal manyetik alan
uygulamalarinin deneyin 14. giiniinde hayvanlardaki glikoz seviyelerini azalttigi, insilin
seviyelerinde artis sagladigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, kare dalga seklinde uygulanan
manyetik alanin sinlizoidale gére daha belirgin ve uzun sireli etki yaptigi da ifade
edilmistir. DC manyetik alanlarin iyon yiklerinde polarizasyona sebep oldugu, AC
manyetik alanlarin ise iyon yiklerinde titresim yapabilme kapasitesine sahip oldugu
bildirilmistir (162) Bu bilgiler dogrultusunda, manyetik alan uygulamalarina bagli olarak
beta hiicrelerinde bulunan kalsiyum iyonlarinin titresim frekansi yoluyla tetiklendigi ve
instlin saliniminin aktif hale getirilebilecegi 6n gorilmektedir (163). Benzer sekilde baska
calismalarda; cok distk frekansli (quasi rectangular) manyetik alan uygulamalarinin
sodyum iyonlari Uzerinden aksiyon potansiyelinde degisiklikler yapabilecegi 6ne
surilmuistiir (164-166).

PEMF, viicutta noronlari depolarize, repolarize ve hiperpolarize edebilen kiiclik
elektrik akimlarini glivenli bir sekilde indiiklediginden, bu enerjinin canlilar Gzerinde
yonlendirilmesinin potansiyel olarak ndronal aktiviteyi ve ilgili vaskiler yanitlari modiile

edebilecegi hipotezi 6ne sirilmustir (167).
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2.5.3.3 Pulslu Manyetik Alan ve iskelet Kasi Atrofisi

Diyabetik kas atrofisi, normal giinlik aktiviteleri etkileyen iskelet kasi boyutunda
ve gliclinde bir azalmaya neden olur. Pulslu elektromanyetik alanlarin denerve kaslarda
tip Il liflerin atrofisini geciktirebildigi gosterilmistir. Bu sebeple, STZ indiiklenmis
diyabetik kas atrofisi (izerine yapilan bir calismada, 6 hafta boyunca 15 Hz, 1.46 mT, 30
dakika/giin PEMF uygulanmis ve STZ induklenmis gruptaki hayvanlarin kan sekeri
seviyesinin dlstigu ve metabolik enzimlerin aktivitesinde iyilesme oldugu gézlenmistir.
Ayrica, PEMF uygulamasinin azalan kas lifi kesit alanini 6nemli 6l¢lide artirdigi tespit
edilmistir. PEMF uygulamasinin protein kinaz B (Akt) ve mTOR’u aktive ettigi ve diyabetik
gruba kiyasla myostatin, ActRIIB ve FoxO1 aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (168).

Baska bir calismada, PEMA'nin diyabetik sicanlarda fibroblast biylime faktori-2
(FGF-2) ekspresyonunu yukari regiile ve ERK1/2 yolunu aktive ederek akut arka bacak
iskemisi ile iliskili perflizyonu ve anjiyogenezi arttirdigi gosterilmistir. Bu nedenle
PEMA’nin, iskemik hasarli diyabetik hastalarin tedavisi igin degerli olabilecegi

disunilmektedir (169)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Aralik 2019-Kasim 2020 tarihleri arasinda C.U Biyofizik Anabilim
Dali’nda gerceklestirilmistir. TUBITAK "1002-Hizli Destek Programi" kapsaminda sunmus
oldugumuz 3195095 numarali ve "Streptozotosin ile indiiklenmis Yavas ve Hizl iskelet
Kaslari Atrofisinde Pulslu Manyetik Alan ve Antioksidan Tedavisinin Karsilastirilmali
Etkileri" bashkli projemiz kabul edilmis ve desteklenmistir. Calisma icin gerekli olan C.U

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Belgesi alinmistir.

3.1 Deney Hayvanlari

Bu calismada, agirliklari 350-400 g arasinda degisen Wistar Albino tiri 100 adet
erkek sican kullanildi. Hayvanlar Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezinden (CUTF DETAUM) temin edildi. Deney siiresince
hayvanlara intra peritonal (i.p) antioksidan uygulamasi ve non-invazif pulslu manyetik
alan uygulamasi C.U Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’'nda yapildi. Deneysel diyabetik
hayvan modeli ¢alismasi oldugu igin, is yikinu hafifletmek adina Subat, Mart ve Nisan
aylarinda kontrol, diyabet ve diyabet+pulslu manyetik alan gruplari calisildi. Daha
sonraki Mayis, Haziran ve Temmuz aylarinda diyabetik hayvanlara antioksidan ve
antioksidan+pulslu manyetik alan uygulamasi yapilan gruplar ¢ahsildi.

Hayvanlar tip 2 kafeslerde (363 cm?) ve her kafeste en fazla 5 hayvan olacak sekilde
barindirildi. Ad-libitum beslenme olarak standart pellet sican yemleri ve ¢cesme suyu
kullanildi. Diyabetik hayvanlarda ¢ok sik idrar ve diskilama goriildiglinden dolayi, stres
faktorl olusmamasi igin her giin diizenli olarak kafes alti temizlikleri yapildi. Hayvanlarin
muhafaza edildigi ortam; 12 saat aydinhk-12 saat karanlik, 22-27 °C sabit sicaklik ve %
40-60 nem oranina sahip olacak sekilde ayarlandi. Aspiratér yardimiyla ortamda temiz

hava degisimi stirekli saglanmaya calisildi.
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Sekil 3.1 Hayvanlarin barindirildigi oda (sol) ve Kan glikoz 6l¢limi (sag)

3.1.1 Deneysel Diyabet Olusturma

Hayvanlar bulunduklari ortama alismalari icin bir hafta midahale edilmeden
beklendi. Daha sonra Streptozotosin (STZ, Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) ile
indliklenmis diyabet yapilmadan 6nce, kan glikoz seviyeleri ve agirliklari not edildi.
Hayvanlarin agirliklarina goére 0.1 M soguk sitrat tamponu (pH=4.6) icerisinde 45
mg/kg/mL STZ ¢ozdirilerek hazirlandi. Siganlar anestezi vaporizatori ile % 60 O, ve %
3-4 sevofluran (Abbott, USA) karisimi altinda uyutuldu ve kuyruk veninden intra venoz
(i.v) olarak hazirlanan STZ'ler uygulandi. STZ yapildiktan 48-72 saat sonra si¢anlarin
kuyruk venlerinden, glikometre (Accu-Chek Performa Nano, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) yardimiyla kan glikoz seviyeleri ol¢lldi. Kan glikoz seviyeleri
>16.7mMol/L olan sicanlar diyabetik olarak kabul edildi. Bu seviyenin altinda olan

sicanlar ikinci defa STZ uygulanarak diyabet indiklemesi yapildi.

3.1.2 Deney Gruplari
Siganlar basarili bir sekilde STZ ile diyabet indlklendikten sonra, her grupta n=10
hayvan olacak sekilde gruplar olusturuldu. Deney siiresi 5 hafta olacak sekilde

uygulamalar yapildi.
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Kontrol (K); diyabetik olmayan saglikl grup, hi¢bir miidahale yapiimadi.

Diyabet(DM); STZ uygulanan grup, her giin i.p. olarak 1ml serum fizyolojik (SF)
uygulandi.

Diyabet+Pterostilben (DM+P); her giin % 30 dimetil silfoksit (DMSO) icerisinde
cozdirilmus 20 mg/kg vicut agirlik dozda pterostilben uygulamasi yapild.

Diyabet+Resveratrol (DM+R); her giin % 30 DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiis 20
mg/kg vicut agirlik dozda resveratrol uygulamasi yapildi.

Diyabet+Pulslu Manyetik Alan (DM+PMA); her giin 2 saat boyunca 10 Hz, 1.5 mT
siddetinde pulslu manyetik alan uygulamasi yapildi.

Diyabet+Pulslu Manyetik Alan+Pterostilben (DM+PMA+P); her giin, sicanlara %
30 DMSO igerisinde ¢ozdirilmis pterostilben i.p. uygulandiktan sonra 3-5 dakika
icerisinde 2 saat boyunca 10 Hz, 1.5 mT siddetinde pulslu manyetik alan uygulamasi
yapildi.

Diyabet+Pulslu Manyetik Alan+Resveratrol (DM+PMA+R); her giin, sicanlara %
30 DMSO icerisinde ¢Ozdirilmus resveratrol i.p. uygulandiktan sonra 3-5 dakika

icerisinde 2 saat boyunca 10 Hz, 1.5 mT siddetinde pulslu manyetik alan uygulamasi

yapildi.
Diyabetik Kontrol 312
; : — Diyabetik Kontrol |—
0.1M sodlur_n citrat Yy (45 mg/kg/mL)
buffer, i.v.
Pterostilben
K
e 20 mg/k
(diyabet olmayan) | | Antioksidan ( g/ke)
Uygulamasi
Resveratrol
STZ-DM | (20mg/kg)
Pulslu Manyetik Alan 10 Hz, 1.5 mT
45 mg/kg/mL STZ Uygulamasi (2saat)
PMA+Pterostilben
10 Hz + 20 mg/kg
— Kombine Uygulama
PMA+Resveratrol
10 Hz + 20 mg/kg
Sekil 3.2 Deney gruplarinin sematik gésterimi.
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3.2 Kan Glikoz ve Agirhk Takibi
Deney grubundaki hayvanlarin her hafta sonu cumartesi giinleri kuyruklarindan
hafif kesi ile kan glikoz seviyeleri takip edildi. Ayni zamanda her hafta sonu pazar gilinleri

ise agirlik 6lgctimleri kaydedildi.

3.3 Antioksidanlarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Bu ¢alismada kullandigimiz pterostilben (trans-3,5-dimethoxy-4'-hydroxystilbene)
ve resveratrol (3,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene) antioksidanlari, New Jersey-USA
menseili Sabinsa sirketinden (20 Lake Dr, East Windsor, NJ 08520, USA) hibe yoluyla
temin edildi. Antioksidanlara ait yliksek performansl sivi kromatografisi (HPLC, >% 99)
sonuclari sirket tarafindan saglanmistir. Antioksidanlar her giin taze olarak hazirlandi ve
hayvanlara enjekte edilen toplam hacim 1 mL’'yi gegmeyecek sekilde ayarlandi. % 30
DMSO igerisinde ¢ozdurulen PTS ve RSV miktarlari sirasiyla <30 mg/mL ve <50 mg/mL
olarak tayin edildi. Antioksidanlarin homojen ¢6ziinmesi i¢in 5-10 dakika vorteksleme
islemi yapildi. Kullanilan antioksidanlarin UV hassasiyetleri sebebiyle isiktan korunmalari
icin flakon tiplerin etrafi aliiminyum folyo ile sarildi ve hafif aydinlatilmis karanlk odada

hazirlandi. Uygulama yapilirken her seferinde steril insilin enjektorleri kullanildi.

Resveratrol

Pterostilben

Sekil 3.3 Calismada kullanilan Pterostilben ve Resveratrol Antioksidanlari (sol) ve hayvanlara i.p.
enjeksiyon uygulamasi (sag).
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3.4 Pulslu Manyetik Alan Uygulamasi

PMA uygulamasi, 2r=60 cm ¢apinda, r=30 cm araliga sahip iki Helmholtz bobini
kullanilarak yapildi. Programlanabilir bir sinyal Uretecine (ILFA Elektronik, Adana,
Tirkiye) baglandiginda, bu bobinler Uzerinden istenilen frekans ve siddette manyetik
alan ¢ikisi saglanabilmektedir. Daha o©nce boélimimuizde gergeklestirilen birgok
calismada bu cihazin iyilestirici etkilerinin oldugu gosterildi (18, 170-174). PMA
uygulamasiyla ilgili diger calismalara baktigimizda 6zellikle cok diislik frekansh manyetik
alan uygulamalarinin (<300 Hz) iyilestirici etkilerinin oldugunu gosteren ¢ok sayida
makaleye rastlaniilmaktadir (157, 168). Biz de bu ¢alismada, sicanlara 5 hafta boyunca
ginde 2 saat 10 Hz, 1.5 mT siddetinde PMA uyguladik.

Manyetik alanin pik degeri bélimimiizde bulunan Hall etkili bir prob yardimiyla
manyetik alan 6lcmeye yarayan Gaussmetre (F.W. Bell Model 6010, Sypris Company,
Orlando, FL) ile yapildi. Oncesinde 6n ¢alismalarini yaptigimiz sistemde, zamanla degisen
manyetik alanin, 0.5 ms'lik bir yiikselme siresi ve 9.5 ms'lik bir diisme siresi ile yari-
ticgen bir dalga formundan olustugu gézlendi. indiiklenen elektrik alaninin dalga formu,
Helmholtz bobinlerinin orta merkez eksenine yerlestirilen bir arastirici bobin prob (50
mm i¢ capli, 50 sarimli, 30 gauge bakir tel) kullanilarak 6l¢tldi. Prob uglari bir osiloskopa
(Hitachi, Tokyo, Japonya) baglandi ve indiklenen voltaj dogrudan okundu. Karsilik gelen
indtklenmis elektrik alani, bobinler arasinda yer alan tutucuda 0.6V/m (0.59-0.61 V/m)
tepe elektrik alanlarina sahip olan tek kutuplu bir dikdortgen dalga biciminde oldugu
gozlendi. Bobinler arasindaki maksimum indiklenen elektrik alani Faraday yasasi
kullanilarak hesaplandi. Devredeki akim (1=5,2 A), glic amplifikatoriiniin ve bobinin gikisi
arasinda seri olarak baglanan bir direnc (0,1 Q) Uzerinden bir osiloskop lizerinde de
izlendi. Programlanabilir bir glic kaynagina baglanan Helmholtz bobinleri, glic kaynagi
Gzerindeki Puls Level (Puls seviyesi) ayarlanmasiyla istenilen siddette manyetik alan

Uretimine imkan tanimaktadir. Kontrolleri yukarida anlatildigi sekliyle yapildi.
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Sekil 3.4 Helmholtz bobinleri arasinda dl¢lilen manyetik alanin sekli (sol) ve manyetik alan 6l¢iim
sisteminin genel gorinimd (sag).

Helmholtz
Bobinleri

licgen dalga bicimli manyetik alan
1%:4 ga bigl Y 1 2 3

Tren Sayisi=3

r=30cm

%95 Sabit
N Manyetik Alan Puls Genigligi= 0,5 ms Tekrar Sayisi= 8
E - Puls Sayisi = 2400
o 1
W - e 123 4.
" - Akim T
“1 R
) I g3
-1 | 5 E
,- ) I Ll —— -
-1 '— I L )
0,5ms 9,5ms Periyot=1/10Hz Tren Siiresi=4 dk. Tren!.erA.rasl
1 Zamanla degisen yaklagik Susma Siiresi =1 dk.

JL|— /\) I PULS UYGULAMA PROTOKOLU
+ | o~ —

Sinyal Jeneratorii

Sekil 3.5 Manyetik alan uygulama protokolii ve sematik gosterimi.
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Sekil 3.6 Faraday kafes igerisinde sicanlara uygulanan pulslu manyetik alan uygulama sisteminin
genel gorinima.

3.5 Performans Testleri

Haftada bir kez, sicanlar kosu bandi sisteminde fiziksel teste tabi tutularak kas
yorgunluk ve performanslari 6l¢lldi. Kosu bandi testinin sicanlarin kas fiziksel gelisimine
katkisini en aza indirgemek ve daha cok uygulanacak yontemlerin etkilerini gozlemlemek
adina sadece haftada bir kez yapildi. Bu calismada sican kosu bandi sistemini
kullanabilmek icin, piyasada satisa sunulan orijinal sistemlerin teknik 6zelliklerini temel
alarak, Anabilim Dali’'mizda 6n calismasini yapip, ugraslarimiz sonucu Adana Organize
Sanayii Bolgesinde yeni bir cihaz yaptirdik. Sican kosu bandi sistemi -25/+25 derecede
egimi ayarlanabilir kasnak sistemi tizerine monte edildi. Sicanlarin kosu bandi sisteminde
kalmalarini saglamak icin baslangi¢ bolgesinin arka kismina (-x=8 cm) disik voltajlarda
AC elektriksel sok verebilecegimiz 40 cm uzunlugunda 1zgaralar doésendi. Izgaralara
verilecek elektriksel sok, 0-10 Hz, 0-2 mA araliginda istenen degerlerde
ayarlayabilecegimiz programlanabilir bir stimlator yardimiyla kontrol edilebilmektedir.
Ayrica, cihazi tasarlarken, ornegine rastlamadigimiz bir yardimci dizenek eklendi;
sicanlarin ortama alistiktan sonra kosu bandinda kosmaya basladiklari andan yorgunluk
belirtilerinin gorildtgi ve kosmayi biraktiklari ana kadar gegen siire 1zgaralarin altina

yerlestirilen sensorler yardimiyla kaydedilebilmektedir.
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Arduino yazilimi ile bilgisayara aktarilarak es zamanli ve daha hassas siire takibi
yapilabilmektedir. Bandin dénmesini saglayan motor hizi kontrol edilebilir (0-90 m dk?,
hassasiyet; 0.50 m dk). Kosu bandi uygulama protokolii énceki ¢calismalar géz éniinde
bulundurularak gerceklestirildi (175). Ozetle, ilk olarak sicanlar ortama alismalari icin %
0 derece egimde ve 10 m dk?* hizinda 5 dakika boyunca calisan kosu bandinda tutuldu.
Daha sonra % 10 egimde 10 m dk hizinda 5 dakika boyunca kosturuldu. Her 2 dakikada
bir sicanlar yorulana kadar kosu bandi hizi 2 m dk oraninda artirildi ve sonunda kosma
suresi ve hizlari kaydedilerek, kosma mesafesi hesaplandi.

Sicanlarda yorgunluk olusma kriteri; sicanlar kosu bandinin arka tarafina
yerlestirilen 1,2 mA ve 3 Hz frekansta AC akim veren 8x8 cm? 1zgaralar (izerine temas
ettiginde 1,5 saniye icerisinde ileriye dogru hareket etti ve kosu bandi izerinde tutundu.
Siganlarda yavas yavas yorgunluk olusmasina bagli olarak 3. defa 3 saniyeden fazla 1zgara
Uzerinde kalip ileriye dogru hareket tepkisi vermemesi yorgunlugun olusmasi olarak

kabul edildi ve siganlar kosu bandi Gizerinden kaldirildi (176).

Bolmeler Arasindaki Kenarlik | |
Gegmeli ve Yiiksekligi; 15 cm

Bolmeler arasi genislik
10cm

——————r]

Uzunluk L .
50.cm A A A A Donen Kosu Bandi

Tiim Sistemin Altinda Egim
Ayarlama Mekanizmasi; —
Manuel Cok Bolmeli Kasnak

-25 [ +25 derece . Motor
——

AC Elektriksel Sok Veren

lzgara Haznesi 40 cm Kosu Bandi Dénme Hizi
Sensor 1 Sensér2  Sensor3 Sensér 4 0-90 metre/dakika

0-10 Hz (0.1 Hz aralikh) 2
zaman (dk.) Zaman (dk.) Zaman (dk.) Zaman (dk.) (0.50 metre/dakika aralikli)

OmA-2mA (0.1 mA arahkl)

s F
FREKANS AC AKIM BAND HIZI 1
[oJo:Jofo] e [ofof:JoJo] wiiamper [ofJof:Jofo]  Metreroak. Band Hizi Kademeleri:

<A oA <A 00.00 m/dk.

1 2 3 Ld 1 2 3 L 1 2 3

2 | 5 | e 2 | s | s T | 5 | 6 00.50 m/dk.

7 3 ) 0-10 Hz 7 2 3 0-2maA 7 s 3 0-90 m/dk. 01.00 m/dk.

0 0.1 Hz arahkh 0 0.1 mA aralikh 0 0.50 m/dk. aralkl -

.00 m/dk.
START/STOP START/STOP 90.00 m/d

Sekil 3.7 Kosu bandi sistemi sematik gosterimi.
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Sekil 3.8 Sigan kosu bandi ve kayit sistemi.

3.6 Biyomekanik Kayitlamalar

3.5.1 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Biyomekanik kayitlamalar icin organ banyosu icerisine énceden hazirlanan krebs
sollisyonu kullanildi. Krebs sollisyon icerigi; 118 mM NaCl, 4,69 mM KCl, 0,6 mM MgSQa,
1,17 mM KH2POg4, 11,1 mM Glikoz, 25,0 mM NaHCOs ve 2,5 mM CaCl; ve pH ~7,4 olarak
ayarlandi. Organ banyosu surekli olarak % 95 Oksijen (02)+% 5 karbondioksit (CO3) ile

gazlandirildi.

3.5.2 Soleus ve EDL Kas Preparatlarinin Hazirlanmasi

Siganlar Ketamin HCI (80 mg/kg, Ketalar, Pfizer) ve Ksilazin (20 mg/kg, Rompun %
2, Bayer) birlesiminden olusan anestezi ile uyutulduktan sonra kalplerinden kan cekme
yoluyla sakrifasyon islemine tabii tutuldular. Daha sonra sag bacak soleus ve EDL kaslari
stirekli krebs soliisyonuyla islatilarak dissekte edildi. Kaslar distal ve proksimal uglarindan
iplerle baglanarak organ banyosu igerisine yerlestirildi. Kaslardan en kisa stirede kasiima

yanitlarinin kayitlanabilmesi igin iki organ banyosu es zamanl kullanildi.
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Sekil 3.9 Soleus ve EDL kaslarina ait goriintiler.

3.5.3 Kasilma Yanitlarinin Kaydedilmesi

Kaslar optimum gerginlikte olacak sekilde organ banyosuna yerlestirildi, ~30
dakikalik bir termoregililasyon ve dengelenme siiresinden sonra, tek sarsi izometrik
kasilma degerlerini kaydetmek icin 0.5 ms (15-20 V) siireli 1 Hz kare pulslarla
supramaksimal olarak uyarildi. Uygulamalar arasi ~30 dakika beklenerek 0.5 ms sireli
10, 20, 50 ve 100 Hz (15-20 V) frekansh kare pulslarla kasilma yanitlari kaydedildi. Kas
uyarilarina karsi elde edilen kuvvet degerlerini kaydetmek icin kuvvet gevirici transdiser
(FDT 10-A 500 g, Commat, Ankara, Turkiye) kullanildi. Kas izometrik kasiima kuvveti (Pt,
g-kuvvet), kasilma sdresi (CT, ms),
gevseme siresi (RT, ms) ve tetanik kasilma
kuvveti (Po, g-kuvvet) seklinde kasilma
yanitlari alindu. Kasilma  yanitlari
kaydedildikten sonra kaslarin  nemli
agirliklari kaydedildi. Kasilma kuvvetleri ve

parametrelerinin kayitlanmasinda Biopac

MP30 cihazi, MAY organ banyosu (MAY

WBC3044), MAY 1SO-150 stimiilator ve Sekil 3.10  Biyomekanik Kayit Sistemi.
MAY su isitici sirkiilatort kullanildi. Veriler Biopac Student Lab Pro v 3.6.7 programi ile

analiz edildi.
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3.7 ELiZA Analizleri

3.7.1 Doku Homojenizasyonu

Sakrifiye edilen siganlarin soleus ve EDL kaslari 100-150 mg pargalara ayrilip
eppendorf tiipler icinde -80 °C’'de saklandi. Daha sonra analiz ginii kas dokularindaki
hiicrelerin parcalanip proteinlerin serbest kalmasi icin asagida belirtildigi sekilde taze
olarak homojenizasyon sivisi hazirlandi;
a) 1 gram doku igin 10 mL RIPA buffer (w:v, 1:10) denk gelecek sekilde bos bir falkon
tlpe (50 mL) RIPA buffer (Boster, USA) sollisyonu ayrildi. RIPA buffer icerigi; 50 mM Tris
HCl pH=7.6, 150 mM NaCl, % 1 NP-40, % 1 sodium deoxycholate, % 0.1 SDS
b) 1 mL RIPA icin 1 mM PMSF den (Phenylmethanesulfonyl fluoride, % 99, Acros Org.)
100 uL (v:v, 1:100) oraninda eklendi.
c) 1 mL toplam RIPA+PMSF karisimi icin 1 mM sodyum ortovanadat’dan (Sodium
orthovanadate, % 99, Acros Org.) 100 puL (v:v, 1:100) oraninda eklendi.
d) 1 mL toplam RIPA+PMSF+Sodyum ortovanadat karisimi icin 1X Proteaz inhibitor
kokteylinden (Abbkine) 100 uL (v:v, 1:100) oraninda eklendi.
e) -80°C’den cikarilan dokular seramik havan icerisinde lizerlerine sivi azot dokilerek
iyice parcalandi. Toz haline getirilen dokular, buz dolu képik kutular igerisine gomulmus
steril boroslikat cam tliplere alinarak tzerlerine hazirlanan homojenizasyon sivisindan
eklendi ve steril baget cubuklarla iyice ezilerek homojenatlarin elde edilmesi saglandi.
f) Homojenatlar steril eppendorf tliplere aktarilarak, 10000 RPM’de 10 dakika santrifij

edildi. Santrifiij sonrasi, sipernatantlar toplanarak yeni steril tliplere aktarildi.

Sekil 3.11  Sivi azot icerisinde parc¢alanan kas dokusu.
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3.7.2 Bradford Toplam Protein Tayini

Total protein tayini Bradford sollisyonu (Serva, 5X) ve Bovin serum albumin (BSA,
pH 7.0 lyophil, Serva) kullanilarak hesaplandi. Sollisyonu kullanmadan 6énce birkag defa
ters cevirerek homojenizasyon saglandi. 5X konsantrasyondaki Bradford sollisyonu 2:7.5
oraninda distile suyla seyreltildi.

a) Kalibrasyon egrisi olusturmak igin BSA referans sollisyonu distile suyla
seyreltilerek standartlar hazirlandi; standart 1 (20 pg/mL), standart 2 (30 pg/mL),
standart 3 (40 pg/mL), standart 4 (50 ug/mL), standart 5 (60 pug/mL), standart 6 (80
ug/mL), standart 7 (100 ug/mL).

b) 50 pL distile su blank kuyucuguna eklendi.

c) Hazirlanan standart sollisyonlarindan 50 pL cekilerek standart kuyucuklarina
eklendi.

d) Protein tayini yapilacak orneklerden 50 uL cekilerek 6rnek kuyucuklarina
eklendi.

e) Daha sonra biitlin kuyucuklarin izerine 200 pL Bradford soliisyonundan eklendi.

f) 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi

g) 595 nm dalga boyuna absorbans degerleri okundu.

Sekil 3.12  Bradford protein tayini icin yiklenen Eliza plate.
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3.7.3 Eliza Platelerin Hazirlanmasi

Dokular homojenize edildikten sonra, eliza kitlerin kullanma talimatlarina gére
absorbans o6l¢limleri yapildi. p-Akt, mTOR, FOX0O3a, Myostatin (MSTN), MyHC4, Glut-4,
TNF-a ve kalpain-3 (CAPN-3) ve serum insilin eliza kitleri i¢in BT Lab (UK) GrUnleri
kullanildi. Birbirine cok benzer asamalari tekrarlamak yerine asagida 6rnek temsil etmesi
icin MyHC 4 (MyHC IIb) i¢in protein tayin asamalari anlatildi:

a) -80 °C’den cikarilan homojenatlar ve kit bilesenleri buz Gzerinde ¢ozillinceye
kadar beklendi. Kutu igerisinden ¢ikan 120 uL standart sollisyonu (16 ng/mL), 120 uL
standart seyreltici ile diliie edildi ve 240 uL hacimde 8 ng/mL miktarda standart stok
sollisyonu hazirlandi.

b) Standart stok sollisyonu oda sicakliginda 15 dakika dinlendirildikten sonra,
standart seyreltici kullanilarak 1:2 oraninda seri diliie edilerek standart tiipler hazirlandi.
Standart 0 (0 ng/mL), Standart 1 (0.5 ng/mL), Standart 2 (1 ng/mL), Standart 3 (2 ng/mL),
Standart 4 (4 ng/mL), Standart 5 (8 ng/mL).

120 nl 120 ul 120 nl 120 ul 120 ul

YR YR Y YV Y

sannls

Sekil 3.13  Eliza analizlerinde kullanilacak stok (referans) sollisyonlarin hazirlanmasi.

c) Yikama sollsyonu; 25X yogunlukta olan 20 mL yikama soliisyonu 500 mL distile
su ile karistirilarak 1X yapildi.

d) Mikroplate Gzerinde standart, blank ve 6rnek kuyucuklari belirlendi. Analizler
Ucll tekrarh olarak yapildi.

e) Hazirlanan standart 0-1-2-3-4-5 tiiplerinin her birinden 50 uL cekilerek ilgili
standart kuyucuklarina yiklendi. Blank kuyucugu bos birakildi.

f) Homojenatlarin her birinden 40 uL ¢ekilerek 6rnek kuyucuklarina yiklendi.
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g) 10 pL anti-MyHC4 ornek kuyucuklarina eklendi. Standart soliisyonlar
biyotinlenmis antikor icerdiginden standart kuyucuklarina eklenmedi.

h) 50 pL streptavidin-HRP hem 6rnek kuyucuklarina hem de standart kuyucuklara
eklendi.

i) Plate Uzeri membranla kapatildiktan sonra, Eliza Plate Okuyucu (Multiskan Go,
USA) icerisine alindi ve ilk 6nce 5 dakika orbital ¢calkama yapildiktan sonra 37 °C'de 60
dakika inklibasyona birakildi.

j) inkiibasyondan sonra eliza plate tizerinden membran ¢ikarildi ve 8 kanalli mikro
pipet yardimiyla dnceden hazirlanan yikama soliisyonu kullanilarak eliza plate 5 defa
yikandi. Yikama sonrasi kurulama igin steril absorbans kagitlar kullanildi.

k) Daha sonra 50 uL substrat sollisyon A ve 50 uL substrat sollisyon B her bir
kuyucuga eklendi.

[) Eliza plate yeni bir membranla kapatildi ve plate okuyucu icerisinde 37 °C'de 10
dakika inkiibasyona birakildi.

m) inkiibasyon sonrasi, her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi ve mavi
rengin hemen sariya dondigi gozlendi.

n) Eliza plate daha sonra absorbans olciimleri icin plate okuyucu igerisine
yerlestirildi ve 450 nm’de okumalar yapildi.

o) Plate okuyucu icerisindeki program yardimiyla standart egrileri olusturuldu ve

protein konsantrasyonlari belirlendi.

4
L
<
L

-

Sekil 3.14  Eliza plate okuyucu genel goriiniim (sol), absorbans 6l¢imu icin hazirlanan plate (sag).
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3.8 Real Time gPCR Analizleri

Galismamizda, MuRF1, MAFbx, FOX0O3a ve 4EB-1 gen ekspresyon analizleri igin
hayvanlar sakrifiye edildikten sonra soleus ve EDL kaslari 30 mg’lik parcalara ayrilarak
steril eppendorf tiplere alindi ve (izerlerine 10 kat hacimde (300 pL) RNA koruyucu
soliisyon (Biological Industries, israil) eklendi. RNA koruyucu soliisyon sayesinde dokular

-20 °C’de uzun sureli saklandi.

3.8.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin Zymo Research Direct-zol™ RNA Miniprep Plus kiti kullanildi.
RNA izolasyonu yapmadan once, sert dokulardan olan iskelet kas dokularinin
homojenizasyonu kit icerisinden ¢ikan TRI Reagent ile yapildi; RNA koruyucu icerisinde
saklanan (~30mg) kas dokusu niikleaz’dan arindiriimis tip icerisine alindi ve lizerine 800
pL TRI Reagent eklendi. Daha sonra tip icerisine metal bilye atilarak doku parcalayicida
(TissuelLyser Il, Qiagen) 25 Hz, 2 dakika siireyle parcalanmasi ve tam homojenize olmasi
saglandi. Metal bilye cikarildiktan sonra, tipler 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Supernatantlar toplandi (~800 uL) ve RNA izolasyon islemlerine bu 6érneklerle devam
edildi.

a) 40 mL % 95 etanol ile 160 mL Direct-zol™ RNA PreWash sollisyonu karistirildi.

b) 208 mL % 95 etanol ile 48mL RNA Wash sollisyonu karistirild.

c) 1500 U DNase | (toz halinde) ile 275 puL DNase/RNase icermeyen Water
karistirildi ve stok sollisyon elde edildi.

d) TRI Reagent icerisinde ¢ozdirilmis sipernatant 6rnekle (~800 pL) esit hacimde
% 95 etanol eklendi. Hazirlanan karisim toplama tipu igerisindeki Zymo-Spin™ 11ICG
kolonuna aktarildi ve 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Santrifij sonrasi toplama
tlpa atildi ve kolon yeni bir toplama tlipu icerisine alindi.

Tavsiye edilen DNase | uygulamasi yapildi;

-400 pL RNA Wash soliisyonu kolona eklendi ve 13000 rpm’de 30 saniye santrifij
edildi.

-Santriflj sonrasi toplama tlpd atildi ve kolon yeni bir toplama tlpl icerisine

alindi.
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-RNase free tip icerisinde 5 pL (6 U/uL) DNase | (c’de anlatildigi gibi dilie edilen
stok sollisyondan) ve 75 puL DNA pargalayici soliisyon karistirildi. Daha sonra hazirlanan
bu karisim kolon igerisine eklendi ve oda sicakhginda 15 dakika inkiibasyona birakildi

e) Kolona 400 pL Direct-zol™ RNA PreWash eklendi ve 13000 rpm’de 30 saniye
santrifiij edildi. Bu adim 2 defa yapildi. Santriflij sonrasi toplama tlipu atildi ve kolon yeni
bir toplama tipd icerisine alindi.

f) Kolona 700 puL RNA Wash soliisyonu eklendi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra kolon dikkatli bir sekilde RNase free tiip icerisine yerlestirildi.

g) Kolon icerisindeki filtrasyonla ¢ceperlere tutunan RNA’yi ayristirmak icin, 60 uL
DNase/RNase icermeyen Water kolon icerisine eklendi ve 13000 rpm’de 30 saniye
santriflj edildi. Santriflij sonrasi RNase free tlipimizde biriken 60 pL hacimdeki
soliisyondan RNA eldesi gerceklestirdik

RNA’larimizin saflik ve miktarini tayin icin Multiskan Go cihaziyla uyumlu puDrop
Plate (Thermo Scientific, USA) kullandik. uDrop Plate tzerindeki 6rnek kuyucuklarina 1
uL elde ettigimiz serumdan (doku homojenati) ve referans kuyucuguna da 1 pL
DNase/RNase icermeyen sudan ekledik. RNA konsantrasyonu ~120 ug/mL ve RNA saflik
(A260/A280) orani ~1,7 olarak bulundu.

Sekil 3.15  Kas dokularinin pargalanmasi icin kullanilan doku pargalayici (sol) ve Trizol ile muamele
sonrasi homojenize olmus kas dokusu (sag).
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3.8.2 cDNA Sentezi

Elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi abmGood OneScript® Plus cDNA
Sentez Kit’i kullanilarak yapildi

a) -80 °C'den cikarilan RNA ornekleri ve kit bilesenleri buz lizerinde ¢6ziinmeye

birakildi ve reaksiyon karisimlari asagidaki Cizelge 3.1’e gore hazirlandi;

Cizelge 3.1 cDNA sentez kit bilesenlerinin hazirlanmasi.

cDNA Sentez Kit Bilesenleri Hacim Son Konsantrasyon
Toplam RNA 10 ML 1 ng-2 [g/reaksiyon
Random Primerler (10 uM) 1ul 0.5 UM

dNTP (10 mM)P 1pl 500 LM

Nikleaz icermeyen H.O 2.5uL -

5X RT Buffer 4 ul 1X

RNaseOFF Riboniikleaz inhibitér (40 U/uL) 0.5 uL 20 U/reaksiyon
OneScript RTase (200 U/uL) 1puL 200 U/reaksiyon
Toplam 20 pL

Daha 6nce RNA izolasyonuyla her bir tipte ~120 pug/mL yogunlukta RNA elde etmistik.
cDNA sentez kitinde toplam RNA miktarinin 1 ng-2 ug/reaksiyon arasinda olmasi
istendiginden karisim hazirlanirken her bir reaksiyon igin uygun hacim olan 10 pL (~1.2
ug) kullanildi.

b) PCR tuplerinin icerisinde toplam 20 pl’lik karisimlar hazirlandi. Pipetleme ve
dislik hizda santrifiij yapildi. Daha sonra cDNA eldesi icin, PCR tlipleri Thermal Cycler

(Applied Biosystems Veriti) cihazinda asagidaki protokole tabii tutuldu.

Cizelge 3.2 Thermal Cycler cDNA sentez protokoli.

. Asama Il. Asama Ill. Asama IV. Asama
Sicakhk 25°C 42 °C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 50 dakika 5 dakika oo

c) Elde edilen cDNA 6rnekleri, -20 °C’'de saklandi.
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3.8.3 Real Time gPCR Analizler

Real Time gPCR analizlerinde, Metabion (Almanya) firmasinda hazirlatilan
primerler (1 cift, ortalama 25 baz, 40 nmol) ve Promega’nin GoTaq® qPCR Master Mix
kiti kullanildi.

a) cDNA ornekleri ve kit bilesenleri buz tzerinde ¢ozduruld.

b) Toplam 300 uL Nikleaz icermeyen suda 100 pmol/uL yogunlukta stok primerler
hazirlandi.

c) Stok primerden 30 pL alindi ve 270 pL Nikleaz icermeyen su ile karistirildi. Son
yogunluk 1:10 oraninda diliie edilerek 10 pmol/uL karisim elde edildi. Master Mix
hazirlanirken bu primer yogunlugu kullanildi. Master Mix karisimi asagidaki tabloya gore

hazirlandi.

Cizelge 3.3 Master Mix hazirlama protokoli.

gPCR Master Mix Bilesenleri Hacim Son Konsantrasyon
GoTaq® qPCR Master Mix (2X) 10 pL 1X

Forward Primer 2uL 200 nM-1uM
Reverse Primer 2 uL 200 nM-1uM

CXR Referans boyasi 0.2 pL/reaksiyon 300 nM

cDNA 6rnegi 1uL -

Niikleaz icermeyen su 4.8 uL -

Toplam 20 uL -

d) Hazirlanan karisimlar, 96’lik gPCR plate icerisine eklendi. Ornekler 3 tekrarli
olarak calisildi. Plate seffaf yapiskan film (New Bioscience) ile kapatildi ve asagidaki
dongl programinda calisiimak Gzere Applied Biosystems 7500 Real Time qPCR (Thermo

Fisher) cihazina yerlestirildi.

Cizelge 3.4 Real Time gPCR dongii protokoli.

Asama Doéngii Sicakhk Zaman
Polimeraz Aktivasyonu 1 95°C 2 dakika
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye
Birlesme ve Uzama 0 60 °C 1 dakika

51



Cizelge 3.5 mRNA gen ekspresyon analizlerinde kullanilan primerler.

Primerler 5 >3

Forward GGACCTGCCAACCATTCCAG
4E-BP1

Reverse GGGAGGCTCATCGCTGGTAG

Forward CCATCAGGAGAAGTGGATCTATGTT
MAFbx (FBX032)

Reverse GCTTCCCCCAAAGTGCAGTA

Forward GCTGCCAATCCCTACTGGAC
MuRF-1 (TRIM63)

Reverse CATGATCACTTCATGGCGGC

Forward TCTCCCGTCAGCCAGTCTAT
FOX03a

Reverse AGTCACTGGGGAACTTGTCG

Sekil 3.16  Real Time gPCR kayit sisteminin genel gériinim.

3.83.1 AACr Metodu
4E-BP1, MAFbx, MuRF1 ve FOXO3a genlerine ait mRNA ekspresyon miktarlarina
tayin etmek igin AACt yontemi kullanildi. Cr ¢ogaltilan gendeki ilk anlamli artisin oldugu

noktay! temsil eder.

ACr= Cr (Hedef Gen)-Cr (Referans Gen)
AACr= ACt (Ornek)-ACr (Kontrol)

Oran = 274ACT
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3.9 Isik Mikroskopi Yontemi

Isik mikroskobik incelemeler icin butiun gruplardan alinan kas doku 6rnekleri %
10'luk noétral formalin icerisine koyuldu ve 3 glin boyunca bekletildikten sonra tespit
gerceklestirildi. Daha sonra formalinin uzaklastirilmasi igin dokular distile su ile yikandi
ve Leica TP 1020 Ototeknikon Cihazi ile asagidaki Cizelge 3.6’da belirtilen doku takip

yontemi uygulandi.

Cizelge 3.6  Doku takibi icin uygulanan protokol.

Sicaklik islem Zaman

Oda sicakhgi Formalin 30 dakika

Oda sicakhgi % 70'lik etil alkol 1 saat

Oda sicakhgi % 80'lik etil alkol 1 saat

Oda sicakhgi % 90'lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakhgi Saf alkol 1 saat

Oda sicakhgi Saf alkol 1 saat

Oda sicakhgi Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakhgi Saf alkol+ksilol 1 saat

Oda sicakhgi Ksilol 1 saat

Oda sicakhgi Ksilol 1 saat 30 dakika
60 °C'de Parafin 1 saat

60 °C'de Parafin 1 saat 30 dakika
Bloklama

Bloklama islemini takiben mikrotom ile 5 um kalinhginda alinan histolojik kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Olympus BX53 isik mikroskobunda incelendi ve
fotograflari alindi. Bloklardan ayrica imminohistokimyasal incelemeler icin de doku

kesitleri alindi ve uygun yontemlerle hazirlandi.
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3.10 immiinohistokimya Analizleri

FBX032 (MAFbx), MuRF-1 ve FOXO3a imminokimyasal aktivite belirlenmesi igin
histolojik kesitler, polilizin kapl lamlar Gizerine alindi. Buzdolabinda bekletilen kesitler
isaretleme islemine gecilmeden 6nce kurutularak, tekrar buzdolabina alindi ve 15 dakika
kadar bekletildi. Buzdolabindan cikarildiktan sonra tekrar kurutulan kesitler, 60 °C'de
etlivde ksilol icerisinde 15 dakika deparafinize edildi. Daha sonra doku kesitleri, oda
Isisinda ksilol serilerinden gegirildi ve derecesi giderek azalan alkol serileri igerisinde
hidrate edildikten sonra distile su igerisine alindi. Kesitler daha sonra, sitrat sollisyonu
(pH:6) icerisine alinarak 95°C’lik su banyosunda, 30 dakika siireyle tutuldu ve antijenlerin
aciga cikarilmasi islemi gerceklestirildi. Oda i1sisinda 45 dakika sogutulan kesitler, distile
suda (dH,0) yikandi ve % 3’lik hidrojen peroksit (H,0,) icerisine alindi. dH,0’de yaklasik
10 dakika kadar bekletildikten sonra, saf su ve fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4)
gecirildi. Her bir kesitin lGzerine non-spesifik baglanmayi engellemek amaciyla bloklama
solisyonu damlatildi ve oda isisinda 15 dakika bekletildikten sonra, saf su ve fosfat
tamponundan gegirildi. Daha sonra anti-FBX032 (FBX032; anti-rat polyclonal antibody,
PA5-76680, Thermo Fisher, USA), anti-MuRF-1 (MuRF-1; anti-rat polyclonal antibody,
PA5-96226, Thermo Fisher, USA), ve anti-FOX03a (FOXO3a; anti-rat polyclonal antibody,
PA5-19519, Thermo Fisher, USA) primer antikorlari damlatildi. Primer antikor damlatilan
tim kesitler +4°C’de, nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif kontrol icin alinan
kesitlere primer antikorlar yerine, tampon sollisyonu damlatildi. Primer antikorla
muamele edilip 1 gece +4°C’de ve ardindan 1 saat oda sicakliginda bekletilen kesitler,
daha sonra distile su ve PBS’den gegcirildi ve lizerlerine Biotin sollisyonu damlatilarak 15
dakika oda isisinda tutuldu. 15 dakika sonra distile su ve PBS’de yikanan kesitlerin etrafi
kurulanip Avidin sollisyonu damlatilalarak, 20 dakika oda isisinda bekletildi. Distile su ve
PBS’den gecirilen kesitler lizerine, aminoetilkarbozol (AEC) sollisyonu damlatildi ve 10
dakika bekletildi, cesme suyu icerisinde yikandi ve doku kesitleri, zit boyama icin
Hematoksilen ile boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler, cesme suyunda yikanarak
kurumaya birakildi. Su bazh kapama maddesi damlatilarak dokular lamel ile kapatildi.

Kesitler Olympus BX53 isik mikroskobu (Japan) ile incelendi ve fotograflari cekildi.
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3.11 istatistiksel Analizler

Deney gruplarindan elde edilen veriler ortalamazstandart hata olarak ifade edildi.
Her grupta n=10 hayvan olacak sekilde ayarlandi. Normal dagilim testi, Kolmogorov-
Simirnov ile yapildi. Veriler ¢ok yonli varyans analiz testi (Multivariate Analysis)
kullanilarak karsilastirildi. istatistiksel olarak anlamli farkhlik p<0.05 degerinde kabul
edildi. Analizler IBM SPSS Statistics 20 programinda yapildi. Grafikler Microsoft Excel ve
Graphpad Prism 8.30 programi ile yapildi. Ayrica —Logio (p-degerleri) ve Log: (protein
konsantrasyon) degerlerine karsilik gelen p-volkan grafik dagilimlari da Graphpad Prism

8.30 programi ile yapildi.
4. BULGULAR

Tip 1 diyabetli hayvanlara uygulanan antioksidan (pterostilben ve resveratrol) ve
pulslu manyetik alan uygulamalarinin karsilastirmali etkileri istatistiksel ve morfolojik

olarak degerlendirildi.

4.1 Viicut ve Kas Agirlik Degisimleri
5 haftalik deney sliresi boyunca haftada bir kez gruplardaki siganlarin agirliklari

tartildi ve ortalama agirlik £ standart hata (SH) olarak ifade edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Deney gruplarindaki hayvanlarin ortalama agirlik degisimleri

Deney Gruplari Ortalama Agirlik Degisimleri (g)
(n=10) Haftalar
0 1 2 3 4 5 OrtalamazSH

K 400+3,7 395+3,9 403+4,8 410+3,8 415+4,4 422+4,0  408%4,1
DM* 395+9,2 372+9,1 350+10,2 335+9,2 31849,8 290+9,4 343+9,5
DM+P# 390+3,6 372+3,8 370%4,7 375+3,7 383+4,3 394139 381+4,1
DM+R# 385+3,7 358+3,9 360%4,1 364+4,4 368%4,8 375+3,8 368+4,2
DM+PMA¥# 392+6,2 364+6,6 352%5,7 355+5,5 36045,8 372+5,9 36615,9

DM+PMA+P* 385+7,8 375%6,8 378+6,9 392+6,7 405%7,0 421+7,4 393+7,2

DM+PMA+R* 392+4,1 368%4,3 370+5,2 380+4,8 386+4,4 395+4,3 382+4,6

* K grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farkhdir (p<0,05).
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Deney sonunda (5.hafta), diyabetik sicanlarin kontrol grubuna goére yaklasik % 30
vicut agirhk kaybina ugradigi goraldi. Diyabetik siganlara antioksidan ve PMA
uygulamalarinin, hicbir sey uygulanmayan DM grubuna kiyasla anlamli olarak farkhlik
gosterdigi belirlendi (p<0,05). Antioksidan ve PMA gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik géstermedigi gézlendi (p>0,05).

Deney sonunda siganlardan ¢ikarilan soleus ve EDL kas agirliklari hassas terazi ile
Olclildli ve istatistiksel olarak gruplar karsilastirildi. Kontrol grubuna gore diyabetik EDL
kas agirliklarinin diyabetik soleus kas agirliklarina gore daha fazla agirlik kaybina ugradigi
tespit edildi. Bu durum EDL kaslarinda gelisen atrofinin soleus kaslarina gére daha

siddetli olabilecegine yorumlandi.

SOLEUS EDL

Kas Agirlik (mg)

*~ 2§ %% % ~ 2§ % 2% %
(a] = < :E (a] x S < :i

2 3% S S 2 3% 5 S

= % % = % %

e = = e s s

6 o Gruplar 6 o

Sekil 4.1 Deney sonunda soleus ve EDL kaslarina ait nemli agirlik degisimleri.

Sonuglar, Ortalama % Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak farkhdir
(p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05), ¥ DM+PMA+P grubundan anlaml
olarak farkhdir (p<0,05).

Soleus kas agirlik degisimlerinde anlamli farkliliklar gézlenmezken, EDL kaslarinda
anlamh farklihklar gorildid. DM+PMA+P grubundaki sicanlarin EDL kaslarindaki agirlik

degisimi DM+PMA grubundan anlamli olarak farkli bulundu (p>0,05).
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Soleus kaslarinda; DM grubuna gore kas agirhginda en fazla artis (% 10,23)
DM+PMA+P grubunda, en az artis DM+P ve DM+PMA (% 3,41 ve % 3,39) gruplarinda
gozlendi. DM grubuna gore, antioksidan etkinlikleri karsilagtirmasinda ise DM+R (% 4,55)
uygulamasinin DM+P’den (% 3,41) daha fazla kas agirligini artirdigi bulundu.

EDL kaslarinda; DM grubuna goére kas agirliginda en fazla artis (% 32,88)
DM+PMA+P grubunda, en az artis DM+PMA (% 6,16) grubunda gozlendi. DM grubuna
gore, antioksidan etkinlikleri karsilastirmasinda ise DM+R (% 19,18) uygulamasinin
DM+P’den (% 16,44) daha fazla kas agirligini artirdigi bulundu.

STZ indiklenmesiyle birlikte EDL kaslarindaki agirlik kaybi soleus kaslarina goére
daha fazla olmasina ragmen, uygulanan yontemlerle birlikte EDL kaslarinda agirlik geri

doénisimiinin soleus kaslarina gore daha fazla oldugu gozlendi.
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Sekil 4.2 Soleus ve EDL kaslarina ait nemli agirlik ve viicut agirliklari oranlari.

Sonuglar, Ortalama * Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05),
# DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05), ¥ DM+PMA+P grubundan anlamli olarak farklidir
(p<0,05).

Kontrol grubuna gére DM grubundaki sicanlarin viicut agirlik degisimlerine gore
soleus ve EDL kas agirlik degisimlerine bakildiginda, DM grubundaki sicanlarin soleus
kaslarindaki agirlik kaybinin viicut agirlik kaybina gore daha az oldugu ve kas kitlesinin

nispeten korundugu gozlendi.
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Benzer kiyaslama EDL kaslari igin yapildiginda, EDL kaslarindaki agirlik kaybinin
vicut agirlik kaybina oranla daha fazla oldugu gozlendi. Gruplar, soleus kas agirlik
degisimleri ve vicut agirlik degisimleri oranina gore kiyaslandiginda anlamli farklihk
gozlenmedi (p>0,05). EDL kas agirhk ve vicut agirhk degisim oranina goére
kiyaslandiginda ise, antioksidan ve PMA uygulanan gruplarin DM’ye goére ve kendi
aralarinda anlamh farklihk géstermedigi ama DM, DM+P ve DM+PMA gruplarinin K'ya

gore anlamli olarak azaldigi gozlendi (p<0,05).

4.2 Kan Glikoz ve Serum insiilin Degerleri
Sicanlarin periyodik olarak her hafta sonu kan glikoz seviyeleri glikometre

yardimiyla ol¢ld.
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Sekil 4.3 Deney sonunda gruplara ait ortalama kan glikoz ve serum insiilin
seviyeleri.

Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. Sks (Kan Glikoz) ve J; (insilin) K
grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05), Qks (Kan Glikoz) ve Q; (insiilin) DM
grubundan anlamh olarak farkhdir (p<0,05).

5 hafta boyunca haftada bir 6lcllen kan glikoz degerleri ortalamasi alindi ve
standart hata payi ile verildi. Elde edilen bulgulara gére STZ indiklenmesiyle birlikte DM

grubu kan glikoz seviyesi K grubuna gore % 347,32’lik bir artis gésterdi.
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Diger gruplarin DM grubuna gore kan glikoz seviyelerindeki azalma orani; DM+P
(% 34,60) > DM+PMA+P (% 31,10) > DM+PMA+R (% 24,83) > DM+R (% 20,43) > DM+PMA
(% 14,63) olarak bulundu.

Deney sonunda siganlarin kanlarindan analiz edilen serum insilin seviyeleri
incelendiginde, DM grubundaki siganlarin serum insilin degerlerinin K grubuna gore %
57,08 oraninda azaldigl gorildi. DM grubuna gore diger gruplarin azalan insilin
seviyelerini hangi oranda artigina bakildiginda; DM+PMA+P (% 135,11) > DM+P (%
91,49) > DM+PMA+R (% 70,21) > DM+R (% 65,96) > DM+PMA (% 46,81) olarak bulundu.

Gruplar arasinda anlamhlik diizeyi karsilastirmasi asagidaki Cizelge 4.2’de verildi.

Cizelge 4.2  Gruplarin Kan Glikoz ve Serum insiilin degerlerinin karsilastiriimasi

KAN GLiKOZ
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0005 p=0,0001 p=0,0002 p=0,0008 p=0,0007 p=0,0010
DM p=0,0206 p=0,0955 p=0,3021 p=0,0226 p=0,0450
DM+P p=0,0756 p=0,0210 p=0,5005 p=0,3171
DM+R p=0,7892 p=0,3228 p=0,5682
DM+PMA p=0,2641 p=0,4008
DM+PMA+P p=0,7044
DM+PMA+R
SERUM iNSULIN

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0094 p=0,2678 p=0,0309 p=0,0132 p=0,9317 p=0,0376
DM p=0,0007 0,0029 p=0,0098 p=0,0004 p=0,0025
DM+P p=0,3869 p=0,0439 p=0,0756 p=0,3939
DM+R p=0,4938 p=0,0090 p=0,8637
DM+PMA p=0,0035 p=0,2447
DM+PMA+P p=0,0373
DM+PMA+R

Pterostilben antioksidan uygulamasinin hem kan glikoz hem de serum insilin
seviyelerini iyilestirmede daha etkili oldugu gorildi. Ayrica PMA uygulamasinin tek
basina antioksidan uygulamalari kadar etki etmedigi fakat antioksidan uygulamalariyla

birlikte PMA kullaniminin daha etkili oldugu goruldi.
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4.3 Kosu Bandi Performans Testlerinin Degerlendirilmesi
Sigcanlar haftada bir kez kosu bandi tizerinde performans testlerine tabii tutuldu ve

gruplar arasindaki farklihklar mesafe ve yorgunluk zamani olarak karsilastirildi.
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Sekil 4.4 Siganlarin kosu bandi lzerinde kaldiklari siire boyunca kat ettikleri

mesafe degisimleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farkhidir (p<0,05).

K grubuna gére DM grubundaki si¢anlarin daha az siire kosu bandi lzerinde
kalabildikleri ve daha kisa mesafe (% 38,63 daha az) kat edebildikleri gorildi. STZ
indliklenmesiyle birlikte olusan performans kaybi ve kaslardaki ¢abuk yorgunlugun, P
antioksidan uygulamasiyla DM grubuna gére anlamli farkhlik (p<0,05) gosterecek kadar
iyilestigi bulundu (DM+P; % 28,51 ve DM+PMA+P; % 37,74). R ve PMA uygulamalarinin
DM grubuna gore anlamh farklihk gostermedigi gozlendi (p>0,05). DM+PMA+P
grubunun DM+R ve DM+PMA gruplarindan, % 31,05 ve % 23,78 sirasiyla, daha fazla

performans artirici etki yaptigi gérildi (p>0,05).
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Sekil 4.5 Siganlarda yorgunluk goriliinceye kadar gegen siirenin gruplara gore
degisimleri.

Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Sicanlarda yorgunluk olusuncaya kadar gecen sireler analiz edildiginde, sadece
DM+PMA+P grubunda DM grubuna gore anlamli olarak yorgunluk sliresinin uzadigi
gorildi (p<0,05). Mesafe ve yorgunluk birlikte degerlendirildiginde, P antioksidaninin
R’den anlamlilik diizeyinde (p<0,05) olmasa bile nispeten daha etkili oldugu gorilda.

DM grubuna gore diger gruplarin; DM+PMA+P (% 28,27) > DM+P (% 21,20) >
DM+PMA+R (% 13,09) > DM+PMA (% 10,50) > DM+R (% 5,42) siralamasiyla etkili oldugu

gorild.

4.4 Biyomekanik Kayitlamalar

4.4.1 izometrik Tek Sarsi Kasilma Kuvvetleri ve Kasilma Parametreleri

Sicanlarin soleus ve EDL kaslari ¢ikarildiktan sonra organ banyosu icerisinde tek
sarsi kasilma yanitlari ve kasilma parametreleri kaydedildi. Kontrol grubundaki sicanlarin
EDL izometrik tek sarsi kasilma kuvvetleri soleus izometrik tek sarsi kasiima
kuvvetlerinden blylik olmasina ragmen; K grubuna gére DM grubundaki sicanlarin
soleus kaslarinda % 24,18 (p<0,05), EDL kaslarinda % 34,31 kuvvet azalmasi oldugu

gozlendi.

61



SOLEUS EDL

g 30 T #
= 1
= 25 +
00 1
- >0,05
& P 20 | .
© * 1
£ 15 +
g ]
b4 10 +
E J
& 5 1
=
() 0
- \*4
b4 E a -4 < a -4 X E a o < o o
+ + + * + + + +
[a] S < < o S < <
238 3s 2383 s
2 % % 2 T %
e = = e = =
o o o o
Gruplar
Sekil 4.6 Soleus ve EDL kaslarindaki Tek Sarsi (P:) kasilma kuvvetlerinin gruplara

gore degisimi.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farkhidir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Antioksidan ve PMA uygulamalarinin DM grubuna gore izometrik kasilma kuvvetlerini
hangi oranlarda artirdigina bakildiginda:

Soleus kaslari igin; DM+PMA+P (% 15,22) > DM+PMA+R (% 12,32) > DM+P (%
10,12) > DM+R (% 8,70) > DM+PMA (% 2,90) olarak bulundu.

EDL kaslari icin; DM+PMA+P (% 59,42) > DM+P (% 55,41) > DM+PMA+R (% 49,04)
> DM+R (% 45,86) > DM+PMA (% 35,03) olarak bulundu.

EDL kaslarinda STZ indiiklenmesiyle K’ya gore daha fazla kuvvet kaybi gozlenirken,

kuvvet geri kazanimi soleus kaslarina gére daha fazla olmustur.
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Sekil 4.7 Soleus ve EDL kaslarina ait kasilma siirelerindeki degisimler.

CT, kasilmanin tepe noktasina kadar olan sireyi géstermektedir. Sonuglar, Ortalama
+ Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Kontrol grubuna goére Diyabetik siganlarin soleus ve EDL kaslarinda kasiima
surelerinin sirasiyla % 26,19 ve % 16,23 oraninda uzadigl goérildi. Diyabetle birlikte
uzayan kasilma siresi yanitlarinin uygulanan yontemlerle DM grubuna gbre hangi
oranlarda azaldig:

Soleus kaslari icin; DM+R (% 10,90) > DM+PMA+P (% 7,86) > DM+PMA+R (% 7,55)
> DM+P (% 6,50) > DM+PMA (% 5,24) olarak bulundu.

EDL kaslari i¢cin; DM+R (% 8,94) > DM+P (% 5,59) > DM+PMA+R (% 3,91) > DM+R
(% 2,79) > DM+PMA (% 1,96) olarak bulundu.
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Sekil 4.8 Soleus ve EDL kaslarina ait gevseme siirelerindeki degisimler.

RT, kasilmanin tepe noktasindan bitimine kadar olan siireyi géstermektedir. Sonuglar,
Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak farkhdir
(p<0,05).

Kontrol grubuna gore Diyabetik sicanlarin soleus ve EDL kaslarindan kayitlanan
gevseme siirelerinin sirasiyla % 26,90 ve % 35,77 oraninda uzadigi gorildi. Diyabetle
birlikte uzayan gevseme siresi yanitlarinin uygulanan yontemlerle DM grubuna goére
hangi oranlarda azaldigi:

Soleus kaslari icin; DM+PMA+P (% 13,22) > DM+PMA+R (% 9,71) > DM+P (% 8,45)
> DM+R (% 7,76) > DM+PMA (% 1,89) olarak bulundu.

EDL kaslari icin; DM+PMA+P (% 9,63) > DM+PMA+R (% 8,92) > DM+P (% 7,65) >
DM+R (% 6,80) > DM+PMA (% 0,99) olarak bulundu.

Kasilma strelerini iyilestirmede her iki kas grubu icin, daha ¢cok R ve PMA+P
uygulamalari etkiliyken, gevseme sirelerini iyilestirmede P ve PMA+R’nin daha etkili

oldugu goruldi. Kasilmaya etki eden protein analizleri ile durum daha ayrintili incelendi.
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Sekil 4.9, Soleus ve EDL kaslarina ait izometrik tek sarsi kasilma yanitlarinin ve
toplam kasilma stirelerinin birebir 6lgekli olarak gorsel ifadesini temsil etmektedir. DM-
EDL kasilma kuvveti DM-Soleus’tan daha biylk oldugu gorilse de K grubuna gore

ylzdesel olarak en fazla DM-EDL’de kuvvet dislisi gozlendi.

K-EDL

K-SOLEUS

DM-EDL

DM-SOLEUS

5 g-kuvvet

100 ms

Sekil 4.9 K ve DM gruplarindaki soleus ve EDL kaslarina ait izometrik tek sarsi
kasilma kuvvetleri.

K-Soleus, kontrol grubu soleus kasi; K-EDL, kontrol grubu EDL kasi; DM-Soleus, DM
grubu soleus kasi; DM-EDL, DM grubu EDL kasina ait izometrik kasilma kuvvetleri.

4.4.2 Tetanik Kasilma Kuvvetleri ve Degisik Frekanslarda Kasilmalar

Tek sarsi kasima kuvvetleri kayitlandiktan sonra, 100 Hz frekans ve 0.5 ms sire ile

15-20 V uyaranla maksimum kasilma yanitlari (Po) kaydedildi.
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Sekil 4.10  Soleus ve EDL kaslarindaki Tetanik kasilma (Po) kuvvetlerinin gruplara
gore degisimi.

Sonuglar, Ortalama * Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Kontrol grubuna gére DM grubundaki soleus ve EDL kaslarinda tetanik kasilma
kuvvetlerinin sirasiyla % 38,43 ve % 48,58 oraninda azaldigi gozlendi.

Antioksidan ve PMA uygulamalarinin DM grubuna gore tetanik kasiima
kuvvetlerini hangi oranlarda artirdigina bakildiginda:

Soleus kaslari icin; DM+PMA+P (% 80,83) > DM+P (% 74,35) > DM+R (% 53,80) >
DM+PMA (% 48,19) > DM+PMA+R (% 46,37) olarak bulundu.

EDL kaslari icin; DM+PMA+P (% 80,61) > DM+P (% 67,59) > DM+PMA+R (% 67,04)
> DM+R (% 59,00) > DM+PMA (% 58,17) olarak bulundu.
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Sekil 4.11  Soleus ve EDL kaslarindaki P:/Po kuvvet oranlarinin gruplara gore
degisimi.

Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farkhidir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Soleus ve EDL kaslarindan kayitlanan tek sarsi ve tetanik kasilma yanitlarinin oranina
bakildiginda (P:/Po); uygulanan yontemlerin EDL kaslarinda DM grubuna gére anlamli
bir farklihk yapmadigi (p>0,05), soleus kaslarinda ise DM grubundan anlamli olarak

farkh bulundugu gozlendi (p<0,05).

K-EDL

/{-SOLEUS

DM-SOLEUS

DM-EDL

25 g-kuvvet

300 ms

Sekil 4.12  Soleus ve EDL kaslarina ait tetanik kasilma kuvvetleri.
K-EDL, kontrol grubu EDL kasi; K-Soleus, kontrol grubu soleus kasi; DM-EDL, DM grubu EDL kasi; DM-
Soleus, DM grubu soleus kasini ifade etmektedir.
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Sekil 4.12 Tetanik kasilma kuvvetleri ve kasilma surelerindeki degisimi birebir

Olgekli olarak gostermektedir. Her iki kas grubunda da diyabetik siganlarin toplam

kasilma siirelerinin uzadig1 goérilmektedir.

K SOLEUS-TETANI
—

DM SOLEUS-TETANI

20 g-kuvvet

400 ms K SOLEUS-TEK SARSI

DM SOLEUS-TEK SARSI

Sekil 4.13  Soleus kaslarina ait izometrik tek sarsi ve tetanik kasilma kuvvetlerinin gosterimi.

K EDL-TETANI

K EDL-TEK SARSI

DM EDL-TETANI
" e

20 g-kuvvet

400 ms

Sekil 4.14  EDL kaslarina ait izometrik tek sarsi ve tetanik kasilma kuvvetlerinin gosterimi.

Sekil 4.13 ve 4.14 soleus ve EDL kaslarina ait tetanik ve tek sarsi kasil kuvvetlerinin

birebir 6lcekli olarak karsilastirmasini géstermektedir.
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Sekil 4.15  Soleus kasi icin degisen frekanslarda izometrik kasilma kuvveti yanitlari.
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Sekil 4.16  EDL kaslari igin degisen frekanslarda izometrik kasilma kuvveti yanitlari.
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4.5 ELIZA Protein Derisimleri

K grubuna gére DM grubundaki si¢anlarin soleus ve EDL kaslarinda FOXO3a protein
derisimlerinin sirasiyla % 62,50 ve % 90,00 oraninda arttigi bulundu. Antioksidan ve PMA
uygulamalarina baglh olarak DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla FOXO3a

derisim azalmasinin DM+PMA+R grubunda oldugu goéruld, sirasiyla % 53,85 ve % 43,39.
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Sekil 4.17  Soleus ve EDL kaslarindaki FOXO3a protein derisimleri.
Sonuglar, Ortalama * Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak
farklidir (p<0,05), # DM grubundan anlamh olarak farkhdir (p<0,05).

Cizelge 4.3 Soleus ve EDL kaslarinda FOXO3a derisimlerinin gruplara gore karsilagtirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0086 p=0,9453 p=0,6749 p=0,0477 p=0,4751 p=0,0436
DM p=0,0196 p=0,0276 p=0,0463 p=0,0095 p=0,0100
DM+P p=0,4237 p=0,0357 p=0,7222 p=0,0402
DM+R p=0,4080 p=0,2831 p=0,0203
DM+PMA p=0,0328 p=0,0127
DM+PMA+P p=0,1365
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0014 p=0,0233 p=0,0267 p=0,0092 p=0,0806 p=0,7584
DM p=0,0248 p=0,0230 p=0,0881 p=0,0149 p=0,0094
DM+P p=0,8931 p=0,3832 p=0,5283 p=0,2042
DM+R p=0,4667 p=0,6354 p=0,1657
DM+PMA p=0,1876 p=0,0362
DM+PMA+P p=0,3370
DM+PMA+R
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Sekil 4.18

Soleus ve EDL kaslarindaki TNF-a protein derisimleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh
olarak farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Cizelge 4.4 Soleus ve EDL kaslarinda TNF-a derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0009 p=0,0009 p=0,0050 p=0,0126 p=0,0264 p=0,8094
DM p=0,0228 p=0,0091 p=0,0099 p=0,0098 p=0,0037
DM+P p=0,1915 p=0,0271 p=0,0296 p=0,0100
DM+R p=0,1505 p=0,1299 p=0,0091
DM+PMA p=0,8205 p=0,0247
DM+PMA+P p=0,0369
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0004 p=0,0010 p=0,0003 p=0,0002 p=0,0067 p=0,0283
DM p=0,0234 p=0,0094 p=0,0100 p=0,0090 p=0,0071
DM+P p=0,1324 p=0,0210 p=0,0192 p=0,0095
DM+R p=0,2563 p=0,0381 p=0,0097
DM+PMA p=0,6919 p=0,0255
DM+PMA+P p=0,0761
DM+PMA+R

K grubuna goére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda TNF-a protein
derisimlerinin sirasiyla % 198,78 ve % 330,85 oraninda arttigi bulundu. Antioksidan ve
PMA uygulamalarina bagh olarak DM grubuna goére soleus ve EDL kaslarinda en fazla

TNF-a derisim azalmasinin DM+PMA+R grubunda oldugu, sirasiyla % 68,16 ve % 69,11

gorulda.
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Sekil 4.19  Soleus ve EDL kaslarindaki MSTN protein derigimleri.

Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farkhdir (p<0,05).

Cizelge 4.5 Soleus ve EDL kaslarinda MSTN derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0003 p=0,0097 p=0,0098 p=0,0016 p=0,0328 p=0,0097
DM p=0,0418 p=0,0780 p=0,6675 p=0,0129 p=0,0354
DM+P p=0,8783 p=0,0575 p=0,1713 p=0,8911
DM+R p=0,2489 p=0,1564 p=0,9410
DM+PMA p=0,0217 p=0,2621
DM+PMA+P p=0,1112
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0008 p=0,0093 p=0,0046 p=0,0012 p=0,0093 p=0,0097
DM p=0,0369 p=0,0934 p=0,3975 p=0,0240 p=0,0306
DM+P p=0,7724 p=0,1587 p=0,7807 p=0,8987
DM+R p=0,4044 p=0,3862 p=0,6271
DM+PMA p=0,0485 p=0,1504
DM+PMA+P p=0,6526
DM+PMA+R

K grubuna goére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda MSTN protein
derisimlerinin sirasiyla % 101,54 ve % 111,66 oraninda arttigi bulundu. Antioksidan ve
PMA uygulamalarina bagl olarak DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla

MSTN derisim azalmasinin DM+PMA+P grubunda oldugu, sirasiyla % 35,88 ve % 33,62

gorulda.
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Sekil 4.20  Soleus ve EDL kaslarindaki CAPN-3 protein derisimleri.

Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak
farkhidir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farkhdir (p<0,05).

Cizelge 4.6 Soleus ve EDL kaslarinda CAPN-3 derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0004 p=0,0002 p=0,0087 p=0,0006 p=0,0029 p=0,0096
DM p=0,0438 p=0,0203 p=0,1922 p=0,0254 p=0,0181
DM+P p=0,4499 p=0,5696 p=0,4150 p=0,2428
DM+R p=0,0461 p=0,8900 p=0,5745
DM+PMA 0,1966 p=0,0492
DM+PMA+P p=0,7623
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0009 p=0,0018 p=0,0074 p=0,0004 p=0,0099 p=0,0477
DM p=0,0146 p=0,0098 p=0,2213 p=0,0096 p=0,0091
DM+P p=0,6347 p=0,0309 p=0,1755 p=0,0264
DM+R p=0,0193 p=0,4626 p=0,0354
DM+PMA p=0,0167 p=0,0091
DM+PMA+P p=0,1476
DM+PMA+R

K grubuna gore DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda CAPN-3 protein
derisimlerinin sirasiyla % 155,77 ve % 197,25 oraninda arttigi bulundu. Antioksidan ve
PMA uygulamalarina bagl olarak DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla

CAPN-3 derisim azalmasinin DM+PMA+R grubunda oldugu, sirasiyla % 37,97 ve % 58,01

gorulda.
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Sekil 4.21  Soleus ve EDL kaslarindaki p-AKT protein derisimleri.

Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamh olarak
farklidir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05), . DM grubundan
anlamli olarak farkli degildir (p>0,05).

Cizelge 4.7 Soleus ve EDL kaslarinda p-AKT derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0096 p=0,1755 p=0,0897 p=0,0362 p=0,3393 p=0,0934
DM p=0,1577 p=0,7719 p=0,8323 p=0,2554 p=0,4397
DM+P p=0,5433 p=0,4785 p=0,5117 p=0,6444
DM+R p=0,6165 p=0,4416 p=0,8759
DM+PMA p=0,0313 p=0,7244
DM+PMA+P p=0,3722
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0087 p=0,0583 p=0,0182 p=0,0096 p=0,3846 p=0,0131
DM p=0,0013 p=0,0095 0,2882 p=0,0010 p=0,0091
DM+P p=0,2861 p=0,0121 p=0,3977 p=0,1345
DM+R p=0,2581 p=0,0113 p=0,8393
DM+PMA p=0,0019 p=0,0268
DM+PMA+P p=0,2520
DM+PMA+R

K grubuna goére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda p-AKT protein
derisimlerinin sirasiyla % 27,22 ve % 53,93 oraninda azaldigl bulundu. Antioksidan ve
PMA uygulamalarina bagli olarak DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla p-

AKT derisim artisinin DM+PMA+P grubunda oldugu, sirasiyla % 18,52 ve % 77,23 goruldi.
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Sekil 4.22  Soleus ve EDL kaslarindaki mTOR protein derisimleri.
Sonuglar, Ortalama * Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak
farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Cizelge 4.8 Soleus ve EDL kaslarinda mTOR derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0097 p=0,0445 p=0,0354 p=0,0100 p=0,0578 p=0,0214
DM p=0,0099 p=0,0099 p=0,7543 p=0,0093 p=0,0093
DM+P p=0,8639 p=0,0365 p=0,9327 p=0,5071
DM+R p=0,0362 p=0,9657 p=0,5939
DM+PMA p=0,0093 p=0,0290
DM+PMA+P p=0,3290
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0100 p=0,0407 p=0,0124 p=0,0096 p=0,0924 p=0,0184
DM p=0,0002 p=0,0097 p=0,2032 p=0,0010 p=0,0090
DM+P p=0,2623 p=0,0134 p=0,9117 p=0,1574
DM+R p=0,0308 p=0,0349 p=0,8419
DM+PMA p=0,0071 p=0,0243
DM+PMA+P p=0,0573
DM+PMA+R

K grubuna goére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda mTOR protein
derisimlerinin sirasiyla % 50,86 ve % 59,56 oraninda azaldigi bulundu. Antioksidan ve
PMA uygulamalarina bagl olarak DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla
MTOR derisim artisinin DM+PMA+P grubunda oldugu, sirasiyla % 57,54 ve % 93,41

gorulda.
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Sekil 4.23  Soleus ve EDL kaslarindaki MyHC llb protein derisimleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlaml olarak
farkhdir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Cizelge 4.9 Soleus ve EDL kaslarinda MyHC IIb derisimlerinin gruplara gore karsilagtirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0100 p=0,2259 p=0,0301 p=0,3335 p=0,8180 p=0,0478
DM p=0,0273 p=0,2419 p=0,0096 p=0,0047 p=0,0347
DM+P p=0,3974 p=0,6832 p=0,0229 p=0,6021
DM+R p=0,1319  p=0,0094 p=0,7152
DM+PMA p=0,0724 p=0,3955
DM+PMA+P p=0,0306
DM+PMA+R

EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0095 p=0,0165 p=0,0094 p=0,0127 p=0,0274 p=0,0090
DM p=0,0135 p=0,3485 p=0,0110 p=0,0093 p=0,0306
DM+P p=0,2357 p=0,8395 p=0,6594 p=0,5852
DM+R p=0,1970 p=0,0229 p=0,3420
DM+PMA p=0,7368 p=0,5074
DM+PMA+P p=0,4464
DM+PMA+R

K grubuna gére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda MyHC Ilb
protein derisimlerinin sirasiyla % 40,63 ve % 54,12 oraninda azaldigi bulundu.
Antioksidan ve PMA uygulamalarina bagh olarak DM grubuna gore soleus ve EDL
kaslarinda en fazla MyHC llb derisim artisinin DM+PMA+P grubunda oldugu, sirasiyla %
75,66 ve % 48,98 gorildu.
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Sekil 4.24  Soleus ve EDL kaslarindaki GLUT-4 protein derisimleri
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. * K grubundan anlamli olarak
farkhidir (p<0,05), # DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Cizelge 4.10 Soleus ve EDL kaslarinda GLUT-4 derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0268 p=0,0278 p=0,0400 0,3628 p=0,0336 0,2489
DM p=0,8262 p=0,5715 p=0,0499 p=0,5937 p=0,1463
DM+P p=0,3069 p=0,0351 p=0,4590 p=0,0493
DM+R p=0,2138 p=0,8704 p=0,3465
DM+PMA p=0,3997 p=0,8387
DM+PMA+P p=0,3712
DM+PMA+R

EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0052 p=0,0059 p=0,0035 p=0,0350 p=0,0087 p=0,0090
DM p=0,2353 p=0,7433 p=0,0002 p=0,0090 p=0,0100
DM+P p=0,0393 p=0,0007 p=0,0057 p=0,0011
DM+R p=0,0003 p=0,0247 p=0,0092
DM+PMA p=0,0096 p=0,0100
DM+PMA+P p=0,3197
DM+PMA+R

K grubuna gére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda GLUT-4 protein
derisimlerinin sirasiyla % 30,48 ve % 73,21 oraninda azaldigi bulundu. Antioksidan ve
PMA uygulamalarina baglh olarak DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla
GLUT-4 derisim artisinin DM+PMA grubunda oldugu, sirasiyla % 23,08 ve % 166,67

gorulda.
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4.5.1 Bradford Toplam Protein Derisimleri

Toplam protein miktarinin K grubuna gére DM grubunda % 20,67 (soleus) ve %
28,89 (EDL) oraninda azaldigi bulundu. STZ indiklenmesiyle birlikte azalan toplam
protein derisiminin DM grubuna gére PMA+P uygulamasiyla % 18,49 (soleus) ve % 28,91

(EDL) oraninda arttig1 gérulda.
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Sekil 4.25  Soleus ve EDL kaslarindaki toplam protein derisimleri.

Cizelge 4.11 Soleus ve EDL kaslarinda toplam protein derisimlerinin gruplara gore karsilastirmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0404 p=0,6003 p=0,6969 p=0,3732 p=0,5828 p=0,5143
DM p=0,3774 p=0,3006 p=0,4932 p=0,1322 p=0,2306
DM+P p=0,8487 p=0,9603 p=0,8786 p=0,8656
DM+R p=0,9678 p=0,9848 p=0,9505
DM+PMA p=0,5251 p=0,6584
DM+PMA+P p=0,9972
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0318 p=0,4135 p=0,3100 p=0,1855 p=0,7718 p=0,5997
DM p=0,0423 p=0,0437 p=0,0448 p=0,0381 p=0,0327
DM+P p=0,9586 p=0,9583 p=0,9457 p=0,9889
DM+R p=0,9032 p=0,7482 p=0,8403
DM+PMA p=0,6819 p=0,5478
DM+PMA+P p=0,9150
DM+PMA+R
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4.6 Real Time qPCR Gen Ekspresyon Degerleri

4E-BP1, FOX03a, MAFbx (FBX0O32) ve MuRF-1 (TRIM63) gen ekspresyonlari
incelendi.
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Sekil 4.26  Soleus ve EDL kaslarinda 4E-BP1 gen ekspresyon katli degisim degerleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. W gruplar anlamli olarak farkli degildir
(p>0,05), u DM grubundan anlamli olarak farkhdir (p<0,05).

Cizelge 4.12 Soleus ve EDL kaslarinda 4E-BP1 gen ekspresyonlarinin gruplara gore karsilastirilmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0006 p=0,0006 p=0,0009 p=0,0005 p=0,0005 p=0,0006
DM p=0,0142 p=0,0302 p=0,1008 p=0,0092 p=0,0249
DM+P p=0,3117 p=0,0201 p=0,1258 p=0,6617
DM+R 0,2966 p=0,0315 p=0,9575
DM+PMA p=0,0143 p=0,1538
DM+PMA+P p=0,0237
DM+PMA+R

EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0003 p=0,0001 p=0,0003 p=0,0003 p=0,0003 p=0,0008
DM p=0,0090 p=0,0119 p=0,7171 p=0,0072 p=0,0097
DM+P p=0,1318 p=0,0081 p=0,0223 p=0,6696
DM+R p=0,0096 p=0,0091 p=0,5599
DM+PMA p=0,0090 p=0,0119
DM+PMA+P p=0,0097
DM+PMA+R

K grubuna gore DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda 4E-BP1 gen
ekspresyon miktarlarinin sirasiyla % 770,10 ve % 552,38 oraninda arttigi bulundu.
Antioksidan ve PMA uygulamalarinda, DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en
fazla 4E-BP1 gen ekspresyon azalmasinin DM+PMA+P grubunda oldugu, sirasiyla %
48,74 ve % 62,34 gorilda.
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Sekil 4.27  Soleus ve EDL kaslarinda FOXO3a gen ekspresyon kath degisim degerleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. W gruplar anlamli olarak farkli
degildir (p>0,05), L DM grubundan anlamli olarak farklidir (p<0,05).

Cizelge 4.13 Soleus ve EDL kaslarinda FOXO3a gen ekspresyonlarinin gruplara gore karsilastiriimasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0005 p=0,0026 p=0,0094 p=0,0004 p=0,0028 p=0,0104
DM p=0,0169 p=0,0099 p=0,0743 p=0,0092 p=0,0094
DM+P p=0,4822 p=0,0312 p=0,9626 p=0,0838
DM+R p=0,0094 p=0,3278 p=0,5686
DM+PMA p=0,0403 p=0,0172
DM+PMA+P p=0,1507
DM+PMA+R

EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0009 p=0,0227 p=0,2714 p=0,0044 p=0,0466 p=0,9681
DM p=0,0100 p=0,0098 p=0,0312 p=0,0100 p=0,0094
DM+P p=0,4562 p=0,0250 p=0,6273 p=0,0875
DM+R p=0,0098 p=0,8582 p=0,3265
DM+PMA p=0,0291 p=0,0098
DM+PMA+P p=0,1861
DM+PMA+R

K grubuna gére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda FOX0O3a gen
ekspresyon miktarlarinin sirasiyla % 189,11 ve % 150,50 oraninda arttigi bulundu.
Antioksidan ve PMA uygulamalarinda, DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en
fazla FOXO3a gen ekspresyon azalmasinin DM+PMA+R grubunda oldugu, sirasiyla %
52,68 ve % 58,50 gorildu.
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Sekil 4.28  Soleus ve EDL kaslarinda MAFbx gen ekspresyon katli degisim degerleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. W gruplar anlamli olarak farkl
degildir (p>0,05), . DM grubundan anlamli olarak farkhdir (p<0,05).

Cizelge 4.14 Soleus ve EDL kaslarinda MAFbx gen ekspresyonlarinin gruplara gore karsilastirilmasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0003 p=0,0187 p=0,0099 p=0,0007 p=0,4339 p=0,0091
DM p=0,0046 p=0,0099 p=0,4227 p=0,0056 p=0,0086
DM+P p=0,3288 p=0,0010 p=0,0612 p=0,8094
DM+R p=0,0010 p=0,0314 p=0,6762
DM+PMA p=0,0034 p=0,0094
DM+PMA+P p=0,0228
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0010 p=0,0003 p=0,0006 p=0,0007 p=0,0025 p=0,0005
DM p=0,0089 p=0,0097 p=0,1037 p=0,0074 p=0,0100
DM+P p=0,1341 p=0,0009 p=0,5031 p=0,5238
DM+R p=0,0071 p=0,0499 p=0,3332
DM+PMA p=0,0100 p=0,0095
DM+PMA+P p=0,1216
DM+PMA+R

K grubuna gére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda MAFbx gen
ekspresyon miktarlarinin sirasiyla % 270,98 ve % 392,11 oraninda arttigi bulundu.
Antioksidan ve PMA uygulamalariyla, DM grubuna goére soleus ve EDL kaslarinda en fazla
MAFbx gen ekspresyon azalmasinin DM+PMA+P grubunda oldugu, sirasiyla % 60,73 ve
% 58,09 gorildu.
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Sekil 4.29  Soleus ve EDL kaslarinda MuRF-1 gen ekspresyon kath degisim degerleri.
Sonuglar, Ortalama + Standart Hata olarak verildi. W gruplar anlamh olarak farkli
degildir (p>0,05), . DM grubundan anlamli olarak farkhdir (p<0,05).

Cizelge 4.15 Soleus ve EDL kaslarinda MuRF-1 gen ekspresyonlarinin gruplara gore karsilastiriimasi.

SOLEUS
GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0005 p=0,0003 p=0,0010 p=0,0008 p=0,0004 p=0,0010
DM p=0,1459 p=0,0119 p=0,4791 p=0,0248 p=0,0090
DM+P p=0,0350 p=0,7623 p=0,2820 p=0,0374
DM+R p=0,0094 p=0,4477 p=0,8165
DM+PMA p=0,0416 p=0,0213
DM+PMA+P p=0,3080
DM+PMA+R
EDL

GRUPLAR K DM DM+P DM+R DM+PMA DM+PMA+P DM+PMA+R
K p=0,0003 p=0,0002 p=0,0018 p=0,0002 p=0,0005 p=0,0327
DM p=0,0277 p=0,0090 p=0,0862 p=0,0199 p=0,0044
DM+P p=0,0339 p=0,2531 p=0,6376 p=0,0095
DM+R p=0,0048 p=0,0357 p=0,0355
DM+PMA p=0,0876 p=0,0096
DM+PMA+P p=0,0096
DM+PMA+R

K grubuna gére DM grubundaki sicanlarin soleus ve EDL kaslarinda MuRF-1 gen
ekspresyon miktarlarinin sirasiyla % 266,85 ve % 204,92 oraninda arttigi bulundu.
Antioksidan ve PMA uygulamalariyla, DM grubuna gore soleus ve EDL kaslarinda en fazla
MuRF-1 gen ekspresyon azalmasinin DM+PMA+R grubunda oldugu, sirasiyla % 41,56 ve
% 66,27 goruldi.
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4.7 istatiksel Dagilim p-Volkan Grafikleri

Anabolik ve katabolik yolaklarda atrofiyi yukari regile; 4E-BP1, FOXO3A, MAFbx,
MuRF-1, TNF-a, CAPN3 ve MSTN ve asagi regile; p-AKT, GLUT-4, mTOR ve MyHC llb
eden proteinlerin degisimleri —Logio (p-degerleri) ve Log. (protein konsantrasyon)
degerleri kullanilarak p-volkan grafikleri ile verildi. Calismada uygulanan yontemlerin
etki glicti, diyabetik sicanlara P ve R antioksidanlarinin uygulandigi gruplar (DM+ANT),
PMA uygulanan gruplar (DM+PMA), PMA ve P-R antioksidanlarinin uygulandigi
(DM+PMA+ANT) gruplar seklinde karsilastirmali olarak incelendi.
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Sekil 4.30 DM ve K gruplarinda soleus ve EDL kaslarina ait p-volkan protein dagihimi.
p=0,05 gizgisinin Ustl anlamli (p<0,05) alti ise anlamsiz (p>0,05) farkhliklari temsil etmektedir. Yukari
regile (kirmizi) ve asagi regile (mavi) proteinlerdir.
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Sekil4.31 DM ve DM+ANT gruplarinda soleus ve EDL kaslarina ait p-volkan dagilimi.

p=0,05 ¢izgisinin Usti anlamli (p<0,05) alti ise anlamsiz (p>0,05) farkliliklari temsil etmektedir. Yukari
regile anlamli (kirmizi), yukari regiile anlamsiz (siyah), asagi regtile anlamli (mavi) ve asagi regiile
anlamsiz (gri) proteinlerdir.
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Sekil 4.32 DM ve DM+PMA gruplarinda soleus ve EDL kaslarina ait p-volkan dagilimi.

p=0,05 c¢izgisinin Ustl anlamh (p<0,05) alti ise anlamsiz (p>0,05) farkliliklari temsil etmektedir. Yukari
regile anlamli (kirmizi), yukari regiile anlamsiz (siyah), asagi regiile anlamh (mavi) ve asagi regile
anlamsiz (gri) proteinlerdir.
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Sekil 4.33 DM ve DM+PMA+ANT gruplarinda soleus ve EDL kaslarina ait p-volkan dagilimi.
p=0,05 gizgisinin Ustl anlamli (p<0,05) alti ise anlamsiz (p>0,05) farkhliklari temsil etmektedir. Yukari
regile anlamli (kirmizi), yukari regiile anlamsiz (siyah), asagi regiile anlamli (mavi) ve asagi regiile
anlamsiz (gri) proteinlerdir.

p volkan grafigi dagilimlarina goére, atrofiyi yukari regiile eden ve asagl regile
proteinlerin uygulanan yontemlere gbre dagihimina bakildiginda, DM+PMA+ANT
uygulamasinin diyabetle gelisen yukari regilasyonu baskiladigi ve anlamli olarak asagi

reglilasyon proteinlerini aktive ettigi gorilmektedir.
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Sekil 4.34 DM ve diger uygulama gruplari arasindaki p-volkan dagilimu.

p=0,05 gizgisinin Ustd anlamli (p<0,05) alti ise anlamsiz (p>0,05) farkhliklari temsil etmektedir. Yukari
regile anlamh (kirmizi), asagi regiile anlamli (mavi) ve yukari-asagi regile anlamsiz (siyah) olarak
ifade edildi. SOL; soleus ve EDL; Ekstensor Digitorum Longus

Sekil 4.34 soleus ve EDL kaslari birlikte degerlendirildi, DM grubuna goére diger uygulama
gruplarinin (Antioksidan, PMA ve PMA+Antioksidan) dagilimini ifade etmektedir. 4E-BP1
konsantrasyon degisimin en fazla anlamlilik diizeyine sahip oldugu goérilmektedir. EDL
kaslarindaki anlamli diizeyde asagi diizenleyici iyilestirme sayisinin soleus’tan daha fazla
oldugu dagilimdan gorilmektedir. soleus ve EDL kaslari igin anlamli diizeyde yukari

dizenleyici iyilestirme sayisinin neredeyse esit oldugu gozlendi.

4.8 immiinohistokimya Gériintiileri

Diyabetik kas atrofisine aracilik eden isaretcilerin immiinreaktivitesinin
belirlenmesi amaciyla, tim gruplardan elde edilen soleus ve EDL kas dokusu
orneklerinde MuRF1, FBXO32 (MAFbx) ve FOXO3A ekspresyonlariimmiinohistokimyasal

yontemle degerlendirildi.
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Kontrol grubundan alinan doku orneklerinde MuRF1, FBX032 ve FOXO03A
ekspresyonlari, bazi alanlarda ¢ok zayif olarak izlenmekle birlikte, ¢ogu alanlarda

boyanma gozlenmedi (Sekil 4.35).

Soleus

MURF1

FBXO32

Sekil 4.35  Kontrol grubunda FOXO3A, MURF1 ve FBX0O32 immunoreaktivitesi.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesinin (*) minimal dizeyde oldugu ve periferal
yerlesimli cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. C)
Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. E) Soleus kasinda FBXO32 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBX032
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um
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Diyabet olusturulan gruptan (DM) elde edilen kas dokusu 6rneklerinde hem soleus
hem de EDL kasina ait hiicrelerin sitoplazmalarinda MuRF1, FBX0O32 ve FOXO3A
ekspresyonlarinin gok belirgin oldugu dikkati cekti (Sekil 4.36).

Soleus EDL

O TN

MURF1

FBXO32

Sekil 4.36  Diyabet grubunda (DM) FOXO3A, MURF1 ve FBX0O32 immunoreaktivitesi.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli gekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. C) Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 pm. E)
Soleus kasinda FBXO32 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBXO32 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um.
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DM+PMA grubu imminohistokimyasal olarak incelemesinde, soleus ve EDL
kaslarina ait hiicrelerde MuRF1, FBXO32 ve FOXO3A ekspresyonlarinin, yalnizca diyabet

olusturulan gruba yakin seviyelerde oldugu gozlendi (Sekil 4.37).

Soleus EDL

Sekil 4.37  DM+PMA uygulanan grubun FOXO3A, MuRF1 ve FBX0O32 immunoreaktivitesi.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli cekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. C) Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli c¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. E)
Soleus kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um.
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DM+R uygulanan gruptan elde edilen soleus ve EDL kaslarina ait hiicrelerde,
MuRF1, FBXO32 ve FOXO3A ekspresyonlarinin yalnizca diyabet olusturulan gruba gore
oldukga azaldig1 gbzlendi (Sekil 4.38).

Soleus EDL

FOXO3A,
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Sekil 4.38  DM+R uygulanan grubun FOXO3A, MURF1 ve FBX0O32 immunoreaktivitesi.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli gekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 pm. C) Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli g¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. E)
Soleus kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli cekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBXO32 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 pum.
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DM+P uygulanan grupta, MuRF1, FBXO32 ve FOXO3A ekspresyonlarinin her iki
kasa ait hiicrelerde azaldigi gozlenmekle beraber, ekspresyonlarda gorilen bu
azalmanin, ozellikle EDL kas hicrelerinde, cok daha belirgin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil

4.39).

Sekil 4.39  DM+P uygulanan grubun FOXO3A, MURF1 ve FBX0O32 immunoreaktivitesi.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli cekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. C) Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 pm. E)
Soleus kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 pum.
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DM+PMA+R uygulanan gruptan elde edilen her iki kasa ait hiicrelerde, yalnizca
diyabet olusturulan gruba gore, MURF1, FBXO32 ve FOXO3A ekspresyonlarinin belirgin
sekilde azaldigi goruldu (Sekil 4.40).

Soleus EDL

FOXO3A

FBX032 M

Sekil 440 DM+PMA+R uygulanan grubun FOXO3A, MURF1 ve FBXO32 immunoreaktivitesi.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. C) Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli gekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. E)
Soleus kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli cekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBXO32 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlegimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um.
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DM+PMA+P uygulanan grupta soleus ve EDL kaslarina ait hlicrelerde, MuRF1,
FBX032 ve FOXO3A ekspresyonlarinin oldukga belirgin olarak azaldigi gozlendi (Sekil
4.41).

Soleus

FOXO3A .

E <D '/
Sekil4.41  DM+PMA+P uygulanan grubun FOXO03A, MURF1 ve FBXO32 |mmunoreakt|V|te5|.

A) Soleus kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli cekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. B) EDL kasinda FOXO3A immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. C) Soleus kasinda MURF1 immunoreaktivitesi (*) ve
periferal yerlesimli c¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. D) EDL kasinda MURF1
immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um. E)
Soleus kasinda FBX032 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli ¢ekirdekler (oklar)
izlenmektedir. Bar: 100 um. F) EDL kasinda FBXO32 immunoreaktivitesi (*) ve periferal yerlesimli
cekirdekler (oklar) izlenmektedir. Bar: 100 um.
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4.9 Isik Mikroskopi Goriintiileri

K grubu soleus ve EDL kaslarina ait hiicrelerin periferal yerlesimli ¢cok sayida
cekirdege sahip olup, her bir kas lifinin normal morfolojiye sahip oldugu goruldi. Kas
liflerinin bir araya gelmesiyle olusan kas fasikulleri, bag dokusu olan perimisyum ile
sariliydi. Perimusyumda genis kan damarlari ve sinir lifleri bulunmaktaydi (Sekil 4.42).
DM grubu, kas fasikil olusumunda dizensizlikler ile birlikte kas bltinlGginin bozuldugu
dikkati ¢ekti. Kas liflerinin periferal yerlesimli ¢ekirdeklerinde piknotik degisikliklere
rastlandi (Sekil 4.43).

Sekil 4.42  Kontrol grubuna ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna kesitlerinin
1stk mikroskobik goriintisi.

A) Soleus kasina ait kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢cok sayida ¢ekirdege (oklar)
sahip olduklari izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL
kasina ait kas hucrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢cok sayida cekirdege (oklar) sahip
olduklari izlenmektedir. Kas fasikillerini saran perimisyumda (P) bag dokusu lifleri ve
fibroblastlarin ¢ekirdekleri (ok baslari) ayirt edilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um

Soleus
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Sekil 4.43  Diyabet grubuna ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna kesitlerinin igik
mikroskobik goriintiisi.

A) Soleus kasina ait kas hiicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ekirdeklerinin (oklar) ¢ogu alanda
piknotik degisiklikler gosterdigi izlenmektedir. Kas fasikiilini saran perimisyum (P) gérilmektedir.
Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL kasina ait kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli hiicre
cekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um.
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DM+PMA grubunda, DM grubuna kiyasla hem soleus hem de EDL kas liflerinin
organizasyonlarinin daha dizenli oldugu dikkati c¢ekti. Ancak bazi alanlarda kas
hicrelerinin periferal yerlesimli ¢ekirdeklerinde piknotik degisikliklerin devam ettigi

goraldu (Sekil 4.44).

Soleus

Sekil 4.44  DM+PMA uygulanan gruba ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna
kesitlerinin i1sik mikroskobik goriintisd.

A) Soleus kasina ait kas hticrelerinin (Kh) periferal yerlesimli gekirdekleri (oklar) ve kas fasikilinii
saran perimisyum (P) gortlmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL kasina ait kas
hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli hiicre ¢ekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum.
Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um.

DM+R grubunda; soleus ve EDL kas liflerinin organizasyonunda DM grubuna goére
anlamh bir iyilesme gozlenmezken, kas liflerinin periferal yerlesimli cekirdeklerinde

piknotik degisikliklerin devam ettigi gozlendi (Sekil 4.45).

Soleus ' EDL

Sekil 4.45  DM+R uygulanan gruba ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna kesitlerinin
1stk mikroskobik gorintisu.

A) Soleus kasina ait kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ekirdekleri (oklar) ve kas fasikulini
saran perimisyum (P) gorilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL kasina ait kas
hicrelerinin  (Kh) periferal yerlesimli hiicre c¢ekirdekleri izlenmektedir. P, Perimisyum.
Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 um
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DM+P grubu soleus ve EDL kas liflerinin diizenlenmesinde ve liflerin bitlnlGginde

diyabet grubuna gore anlamli sekilde iyilesme oldugu gozlendi (Sekil 4.46).

Sekil 4.46  DM+P uygulanan gruba ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna kesitlerinin
1stk mikroskobik goriintusi.

A) Soleus kasina ait kas hticrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ekirdekleri (oklar) ve kas fasikuliint
saran perimisyum (P) gorulmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL kasina ait kas
hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli hilicre ¢ekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum.
Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um.

DM+PMA+R grubu soleus ve EDL kaslarina ait bireysel kas liflerinde ve kas fasikil
organizasyonunda, DM grubuna gore anlaml sekilde iyilesme oldugu ve piknotik

cekirdek sayisinin belirgin sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil 4.47).

Soleus

Sekil 4.47  DM+PMA+R grubuna ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna kesitlerinin
1stk mikroskobik gorintisd.

A) Soleus kasina ait kas hlcrelerinin (Kh) periferal yerlesimli gcekirdekleri (oklar) ve kas fasikilinu
saran perimisyum (P) gortlmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL kasina ait kas
hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli hiicre cekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum.
Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 pm
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DM+PMA+P grubu, kas hicrelerinin gekirdek ve sitoplazmalarinin nispeten normal
yapida oldugu ve K grubuna benzer sekilde kas liflerinin bUtlinlGglinde ve

organizasyonunda iyilesme kaydedildigi dikkati ¢cekti (Sekil 4.48).

Soleus EDL
B

S\pl.

Sekil 4.48  DM+PMA+P grubuna ait soleus ve EDL kas dokularinin enine ve boyuna kesitlerinin
15tk mikroskobik goriintusi.

A) Soleus kasina ait kas hticrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ekirdekleri (oklar) ve kas fasikiliint
saran perimisyum (P) gortlmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um. B) EDL kasina ait kas
hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli hilicre ¢ekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum.
Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um
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5. TARTISMA VE SONUC

Tip-1 DM ile birlikte kas blyimesi ve gelismesi onemli 6l¢lide bozulmaktadir. Bu
durum, azalan kas kutlesi ve kas boyutu, metabolik kontrol yetersizligi ve glikolitik bir
fenotipe gecis ile sonuclanmaktadir (19, 43, 64). Tip-1 DM’li insanlar tizerinde yapilan ilk
calismalar, kapiler yogunlukta fark olmadigini bildirirken (177), Tip-1 DM’li farelerde
yapilan arastirmalar ise iskelet kasi kapilarizasyonunda ve anjiyogenezinde bir disus
oldugunu gostermistir (178). Kas yapisi ve metabolizmasindaki bu degisiklikler genellikle
kas fonksiyonlarindaki azalmalarla ilgilidir (75, 179-181). Biylume ve yapisal fonksiyona
ek olarak, kas rejenerasyonu c¢alismalarinda belirtildigi gibi, atrofik hasarlanmalar ve
tamir mekanizmasi Tip-1 DM’den olumsuz olarak etkilenmektedir (42, 182-185).

STZ'nin indukledigi Tip-1 DM’li wistar albino erkek si¢anlarda (350-400g, n=10)
yapilan bu calismada, soleus ve ekstensor digitorum longus iskelet kaslarinda meydana
gelen atrofik mekanizma ve metabolik aktivitelerinde meydana gelen degisimler
incelendi. Tip-1 DM’li sicanlarin bozulan protein ve gen aktivitelerinin iyilestirilmesine
katkida bulunacagini distindligiimiiz ve giiniimiz alternatif tibbinda da yaygin olarak
kullanilmaya baslanan antioksidan (pterostilben ve resveratrol) ve pulslu manyetik alan
uygulamalarinin diyabetik sicanlar izerindeki etkisi degerlendirildi. Ozellikle calismada,
yavas kasilan (soleus) ve hizh kasilan (EDL) tipte iki ayri kas dokusunun incelenmesi
iskelet kaslari 6zelinde daha genis ve ayrintili yorumlar yapmamiza olanak sagladi.

Elde ettigimiz bulgulara goére, DM grubundaki sicanlarin vicut agirliklarinin K
grubuna gore % 30,41 oraninda azaldig gorildi. P+PMA uygulamasinin DM’ye gére %
48 vicut agirlik kaybini 6nledigi tespit edildi. P ve R antioksidanlari hemen hemen benzer
etkiyi gosterdi. Buldugumuz sonuglar, Manickam ve arkadaslarinin (186) STZ ile
indiiklenmis sicanlarda, pterostilben uygulamasinin (oral) sicanlarda vicut agirlik kaybini
% 20 o6nlendigi yonindeki bulgular ile uyumludur. Calismamizda agirlik kaybinin daha
belirgin 6nlenmesi, antioksidanlarin i.p. olarak uygulanmasina baglanmaktadir. Deney
sonunda, sicanlarin nemli kas agirliklari tartildi ve DM grubunda gorilen kas
zayiflamalarinin antioksidan ve PMA uygulamalariyla iyilestirildigi goézlendi. EDL

kaslarinda kas agirlik kaybi soleus kaslarina goére daha fazla olmustur.
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Gruplarin soleus kas agirliklarinda anlamli farkhliklar gézlenmezken, EDL kas
agirhklarinda pterostilben antioksidanin PMA ile birlikte uygulamasinin DM grubuna
gore (% 32,88) kas agirligini anlamli olarak artirdigi bulundu. ilging bir sekilde, EDL
kaslarinda resveratrol antioksidani pterostilben antioksidanindan daha etkiliyken,
PMA+P uygulamasi resveratrol ve PMA+R uygulamasindan daha etkili olmustur. Soleus
ve EDL kaslarinda goriilen kas agirlik kayiplari atrofinin 6n belirtilerinden olmaktadir
(187). Tip-1 DM ile kan glikoz ve insulin seviyelerinde bozunmalar gorilmekte, iskelet
kaslarinin kasilma ve histolojik goruntilerinde geri donlsimsiz hasarlanmalar
olabilmektedir (44, 188). Enjekte edilebilir instlin kullaniminin maliyet ve uygulama
zorluklari yaninda, Bolim 2.1.1’de de deginildigi gibi Tip-1 DM’li bireylerde, yogun
insllin kullanim programlarina katilmalariyla, instline karsi direng gelisebilmektedir (33,
34). Bu sebeplerle alternatif tedavi yontemlerine olan ilgi gittikge artmaktadir (189).
Calismamizda, DM grubunda artan kan glikoz ve azalan insiilin seviyelerinin P, PMA+P ve
PMA+R uygulamalariyla anlamli farklilikta iyilesme gosterdigi bulundu. R grubu DM
grubuna gore % 20,43 kan glikoz artigini azaltsa da bu anlamli bir farklilik ifade etmedi.
DM grubuna gore serum insilin seviyelerinin artisina baktigimizda, bitin gruplarin
anlamli diizeyde iyilestirme yaptigi gézlendi. insilin seviyelerindeki iyilesmenin kan
glikoz seviyelerindeki iyilesmeden daha etkili olmasi, GLUT-4 aktivasyonu ve pankreatik
beta hiicre yenilenmesiyle iliskilendirilmektedir. Uygulanan yontemlerin beta hiicreleri
Uzerinde olumlu etkilerinin daha yogun oldugu seklinde yorumlanabilir. Bu yorum daha
once pterostilbenin beta hiicre granillenmesine katkida bulundugunu gosteren
calismalarla  desteklenmektedir  (190). Calismada, sicanlarin  kosu  bandi
performanslarina bakilarak iskelet kaslarindaki gli¢ geri kazanimi kiyaslandi. Diyabetik
sicanlarda, P ve PMA+P uygulamasinin anlaml bir sekilde sicanlarin daha uzun mesafe
yol kat edebilmelerine katkida bulundugu gozlendi. R, PMA ve PMA+R uygulamalarinin
DM grubuna gore anlaml farkhliklar gostermedigi gézlendi. Pterostilben uygulamasinin
baskin olarak gilic geri kazanimina yardimci oldugu gorildi. Bu durum, kas
zayiflamalarina ve glicslizligline sebep olan miyopatik sirecin iyilestirmesine katki
olarak yorumlandi. Gruplar arasindaki yorgunluk zamani farkhliklarina bakildiginda,

sadece PMA+P uygulamasinin anlaml dizeyde yorgunlugu geciktirdigi gozlendi.
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Caliskan ve arkadaslari kosu bandi egzersiz programinin Tip-1 Diyabet lzerindeki
etkilerini c¢alismis ve bunu Tip-1 DM ile zayiflayan/glic kaybi gosteren siganlarin
performanslarini degerlendirmede kullanmistir. DM grubuna gore daha kisa mesafe ve
¢abuk yorgunluk gosteren siganlar, uygulanan egzersiz programiyla gli¢ geri kazanimi
gostermistir (191).

Elde ettigimiz biyomekanik kayitlamalarda, K grubu EDL kaslarinin soleus kaslarina
gore daha bliylk kuvvetlerde kasildigi fakat STZ indiiklenmesiyle soleus kaslarinda %
24,18 EDL'de % 34,31 oraninda tek sarsi kuvvet kaybi oldugu gozlendi. Bu durum daha
onceki ¢calismamalarda da belirtildigi gibi atrofik kosullara karsi EDL kaslarinin daha
hassas oldugunu gostermektedir (67, 68, 74). DM grubunda, kasilma siiresinin soleus
kaslarinda daha c¢ok uzarken, gevseme siiresinin EDL kaslarinda daha ¢ok uzadig
bulundu. Diyabetik kosullarda kasilma ve gevseme mekanizmasi géz oniine alindiginda,
yavas kasilan kaslarda, kasilma proteinleri ve Ca*?nin troponin C'ye baglanma ilgisinin
EDL’ye gore daha gok azalmasi ile iliskilendirilebilir (192). EDL kaslarinda antioksidan ve
PMA uygulamalarinin DM grubuna gore anlamh kuvvet artisi sagladigi bulunurken,
soleus kaslarinda anlamh farklihk bulunmadi. Tetanik kasilma yanitlarina baktigimizda,
DM grubuna goére her iki kas icin de antioksidan ve PMA uygulamalarinin anlaml
dizeyde kuvvet artisi sagladigl gorildi. Bitin gruplarda, soleus ve EDL kaslarinda
birbirine ¢ok yakin tetanik kasilma kuvvet iyilestirmeleri gézlendi. Elde edilen bulgular
daha 6nce Fraysse ve arkadaslarinin soleus ve EDL kaslarinda Ca*2 homeostazisine bagl
olarak gerceklestirdikleri kuvvet yanitlariyla ve Moran ve arkadaslarinin yasa bagli olarak
yaptiklar arastirmalarla tutarlidir (193, 194). Kuvvet kaybinin EDL kaslarinda daha
belirgin olmasi, soleus kaslarina gére daha fazla normal olmayan kasilmalar ve sistolik
Ca*? konsantrasyonuna sahip olmasiyla iliskilendirilmistir.

iskelet kas atrofisinde, kasilma proteinlerinin ve bazi genlerin ekspresyonlarinin
olumsuz etkilendigi bilinmektedir (42). Bu sebeple, atrofi ve hipertrofi sinyal yolaklari
Gzerinde onemli rol oynayan protein ve genlerin analizi bu calismada yapildi ve

uygulanan yontemlerin karsilastirmali etkileri incelendi.
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Dogal bir antioksidan olan Resveratrol (R)'nin bazi in vitro ¢alismalarda protein
bozulmasini onledigi ve iskelet kas lifi atrofisini azalttigi gosterilmistir (91, 195-197).
RSV’nin, NF-kB aktivitesini ve MuRF1 gen ekspresyonunu inhibe ederek, anti-kagektik
etki yaptigi belirtilmektedir (198). TNF-a indiklenmesiyle olusturulan atrofi modelinde,
AKT’nin mTOR, p70S6K ve 4E-BP1 fosforilasyonunu saglayarak (195), deksametazon
indiklenmesiyle olusturulan atrofi modelinde ise, SIRT1 ve PGC-1a aktivasyonu yoluyla
MAFbx ve MuRF1 gen ekspresyonlarini azalttigi ve atrofik sireci baskiladigl ifade
edilmistir (196). Resveratrol, sahip oldugu gl¢li antioksidan o6zelligi, uygulanma ve
deneysel ¢alismalarda kullanilma sikligindan dolayi bu calismada kismen pozitif kontrol
antioksidani olarak tercih edildi. Bununla birlikte, bilimsel arastirmalarda bu kadar ilgi
goren resveratrol’lin diyabetik iskelet kas atrofisindeki terapotik etkinligini kapsamli bir
sekilde gosteren arastirma sayisi ¢ok azdir, calismamizda ayrintili olarak incelenme firsati
oldu.

Pterostilben (P)'nin noérolojik, kardiyovaskiler, metabolik ve hematolojik
hastaliklar dahil olmak lizere ¢ok cesitli insan hastaliklarinda koruyucu ve terapotik
Ozelliklere sahip oldugu diustnilmektedir (199). Resveratrol ve pterostilben arasinda
yapisal ve biyo-aktivite benzerlikleri olsa da, pterostilben’in farmakolojik 6zelliklerinin
genellikle resveratrol’den daha giiclii oldugu kabul edilir (137, 200, 201). iki metoksi
grubu ve bir hidroksil grubuna sahip olan pterostilben, ti¢ hidroksil grubuna sahip R'den
daha vyiksek lipofiliklige ve hiicresel alim potansiyeline sahiptir (123). Ayrica,
pterostilben, resveratrol ile karsilastirildiginda daha uzun bir yari mre (14 dakikaya karsi
105 dakika) ve daha yiksek oral biyoyararlanima (% 20'ye karsi % 80) sahiptir (137, 148,
202, 203). Literatilirde, diyabetik iskelet kas atrofisi Uzerine yapilan arastirmalarda
pterostilben uygulamasinin ¢ok fazla kullaniimadigini gérdik. Bu sebeple, ilk olarak
pterostilben’in diyabetik sicanlarin gastrokinemius kaslarindaki etkilerini deneysel
olarak inceledik ve cesitli parametreler (zerinden iyilestirici etkileri oldugunu
gozlemledik (16). Yaptigimiz calismada diyabetik atrofideki sinyal iletim yolaklari, gen
ekspresyon degisimleri ve imminohistokimya analizleri incelenememisti, bu ylizden

kullanilan antioksidanlarin etki mekanizmalari tam olarak aciklanamadi.
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Planlanan bu calismayla birlikte diyabetik atrofide pterostilben’in etki
mekanizmasi iki farkl kas dokusu Uzerinden daha ayrintili olarak ele alinabildi. STZ
indtklenmis farelerde olusan iskelet kas atrofisi incelendiginde; 1500 mg/kg/glin dozda
kurkumin uygulamasinin farelerin viicut agirliklarini, iskelet kas agirliklarini, kas lifi kesit
alanlarini artirdig1 gérilmustar. Ayrica, uygulanan kurkumin’in ubikitinlenmis protein
miktarini azaltarak, diyabetik siganlarda artis gosteren MuRF-1 ve MAFbx gen
ekspresyonlarini da inhibe ettigi iddia edilmistir (204).

Resveratrol Uzerine ¢ok fazla bilimsel calisma yapilmis ve disik dozlarda
antioksidan, yiksek dozlarda ise pro-oksidan etkisinin oldugu ifade edilmistir (205).
Antioksidan dozlari belirlenirken deneysel ¢alismalardaki uygulamalar da g6z 6niinde
bulunduruldu (122, 206-208). Hem yiiksek dozlarda nutrasotik alimindan sakinmak, hem
de deneysel etkinligi gozlenen antioksidanlarin daha az maliyetle (retilmesini
kolaylastirmak adina bu ¢alismada diisik dozda (20 mg/kg) Resveratrol ve Pterostilben
antioksidanlarinin karsilagtirmali etkilerini inceledik.

Yapilan bir ¢alismada, 6 hafta boyunca 30 dk./giin, 15 Hz (1.46 mT) uygulanan
pulslu elektromanyetik alan uygulamasinin, STZ indliklenmis siganlarin viicut
agirliklarini, kas kuvvetini, kas kitlesini ve insllin seviyelerini artirdigl gozlenmistir.
Ayrica, diyabetik sicanlarin kan glikoz seviyelerinde azalma ve AKT aktivesinde artma
oldugu belirtilmistir. AKT aktivitesine bagh olarak, myostatin, ActRIIB ve FOXO1
aktivitesinin de inhibe edildigi ifade edilmistir (168). Cok disik frekanslardaki PMA
(2300 Hz) uygulamasinin biyolojik sistemler Gizerinde ‘termal olmayan’ etkiler indikledigi
(209) ve STZ induklenmis diyabetik nefropatili sicanlarin bébrek yapisindaki patolojik
degisiklikleri hafiflettigi histolojik incelemelerle gosterilmistir (210). Manyetik Allan
uygulamalarinda “Adey Penceresi” olarak adlandirilan bir uygulama sitemi mevcuttur.
Bu sisteme gore, dogru manyetik alan uygulamasinin, hedef hastalik veya organ
tedavisinde terapotik etkinligi arttirdigi ifade edilmektedir. Enerjinin iletilmesi, en uygun
pencerenin “vurulmasi” olarak adlandirilir ve manyetik alanin glicti (genlik, yogunluk),
atimi (frekans), islem siiresi ve dolayisiyla enerji dagitim sekli gibi parametreleri icerir.
En uygun biyo ve klinik etkiler bu birlestirilmis doz uyumu ile elde edilmektedir. Optimal

pozisyondan uzaklastikca miidahale daha az etkili olmaktadir (154).
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PMA uygulamalarinin birgok iyilestirici etkilerinin oldugu ifade edilmekle birlikte
etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (173). Planladigimiz ¢calismada, ¢ok distik
frekans olarak kabul edilen 10 Hz ve 1.5 mT PMA’'nin diyabetik iskelet kas atrofisi
arastirmalarindaki etkilerini test etmeyi ve ¢ok yonli analizlerle de etki mekanizmasi
hakkinda literatlre katkida bulunmayi amagladik. Etki mekanizmasinin dogru bir sekilde
belirlenmesiyle, diyabetik iskelet kasi atrofisi rahatsizliklarinda, daha verimli iyilestirici
yontemlerin gelistirilmesi ve klinik arastirmalardaki uygulanabilirligi saglanmis olacaktir.
Ornegine sadece bir calismada rastladigimiz, 50 Hz (1 mT) manyetik alan uygulamasiyla
birlikte 10 mg/kg dozda pterostilben uygulamasinin boébrek iskemi-reperflizyonundaki
etkileri incelenmis ve iskemik hasar Uizerinde tedavi edici etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Arastirmacilar pterostilben’in endojen antioksidan sistemler lzerine olumlu
etki yaparak serbest radikallere karsi savunmada rol aldigini ifade etmigtir (211).

Calismamizdan elde edilen bulgular i1siginda, FOXO3a protein konsantrasyonunun
EDL kaslarinda daha fazla bulundugu dikkati cekti. Soleus ve EDL kaslarinda, pterostilben
ve resveratrol uygulamalari arasinda anlamli bir farkhlik gérilmedi. DM grubuna goére
DM+PMA uygulamasi EDL kaslarinda anlaml bir farkhlik yapmazken, soleus kaslarinda
anlaml diizeyde konsantrasyonu azaltmistir. Katabolik yolak icerisinde kas atrofisini
artiran TNF-a konsantrasyonlari DM grubu EDL kaslarinda soleus’a goére daha fazla
bulundu. DM grubuna gore hem soleus hem de EDL kaslarinda antioksidan ve PMA
uygulamalarinin  benzer dilizeyde iyilestirme etkisine sahip oldugu goézlendi.
Resveratrol’lin pterostilben’e ye kiyasla % 15-16’lik bir farkla etkili oldugu gozlendi.
Dagdeviren ve arkadaslari da STZ indiklenmis diyabetle birlikte TNF-a ve FOXO
konsantrasyonlarinin degistigini gostermislerdir (212). MSTN protein analizinden elde
edilen bulgular, bozunmanin EDL kaslarinda daha fazla oldugunu gosterdi. DM grubuna
gore, resveratrol hem soleus hem de EDL kaslarinda anlamli bir fark yapmazken, PMA+R
uygulamasi her iki kasta da anlamli diizeyde iyilestirme yapti. Bu durum PMA etkisiyle
resveratrol aktivasyonunun MSTN protein sentezi lizerinde artabilecegi (her iki kasta,

yaklasik % 5 artis) seklinde yorumlandi.
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Diger taraftan, pterostilben antioksidani PMA ile birlikte uygulandiginda, etkinligi
her iki kasta da yaklasik % 10-12 oraninda artti. Hasarlanmis sarkomerik proteinlerin Ub-
P sistem araciligiyla atilmasini kolaylastiran ve atrofinin siddetli oldugunun belirtisi olan
CAPN-3 protein dlzeyleri incelendiginde, Ito ve arkadaslarinin da kendi ¢alismalarinda
belirttigi gibi (13) DM grubunda CAPN-3 seviyelerinin kontrol grubuna goére arttigi
gozlendi. Yapilan istatistiksel karsilastirmalarda, en fazla CAPN-3 derisiminin EDL’'de
oldugu gorildi. Gruplar arasinda, CAPN-3 diizeylerinin iyilestiriimesinde resveratrol’lin
daha etkili oldugu belirlendi. p-AKT protein dlzeyleri analiz edildiginde, soleus
kaslarinda DM+PMA grubu disindaki gruplar K’dan anlamli olarak farkh degilken, EDL
kaslarinda P ve P+PMA uygulamalari disinda diger gruplar K’'dan anlamli diizeyde farklilik
gostererek azalmistir. p-AKT protein kaybindan EDL en fazla etkilenen kasken DM
grubuna gore geri donlisimin EDL kaslarinda daha fazla oldugu gézlendi. Bu durum EDL
kaslarinin pterostilben antioksidan uygulamasina daha hizlh yanit verdigi seklinde
yorumlandi. mTOR protein analiz bulgularina gére, DM grubunda azalan mTOR
seviyesinin PMA+P uygulamasiyla anlamli diizeyde iyilestirildigi gorildi. En fazla kayip
EDL kasinda gozlendi. DM grubuna gére, PMA uygulamasi tek basina en az etkiyi bu
protein lizerinde gdstermistir. Oyle ki, resveratrol uygulamasi DM grubuna gére % 50,88
ve % 54,40 (soleus ve EDL) iyilestirme yaparken, PMA+P uygulamasi bu orani % 41,05 ve
% 52,75’e (soleus ve EDL) dislirmuistir. MyHC llb protein ekspresyonlari; DM grubuna
gore soleus ve EDL kaslarinda resveratrol uygulamasi anlamli etki etmezken pterostilben
uygulamasi daha etkili olmustur. Kasilma proteinlerinden olan MyHC Ilb, izometrik tek
sarsl ve tetanik kasilma kuvvet artisinda gozlemledigimiz pterostilben uygulamasinin
etkisini dogrular nitelikte iyilestirilmistir. Daha 6nceki proteinler tzerinde ya anlamsiz ya
da c¢ok az anlamli diizeyde etki eden PMA uygulamasi GLUT-4 protein seviyelerinde en
fazla anlamli iyilestirici etki yaptigi gézlendi. Bu etki daha ¢ok EDL kaslarinda gozlendi.
PMA uygulamalarinin kanal kapilari tizerinde etkili oldugu daha 6nceki calismalarda
gosterilmisti (174, 213). Burada GLUT-4 kanal aktivasyonu ve translokasyonunun PMA

uygulamasiyla artirildigl yorumu yapildi
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Gen ekspresyon analizlerine bakildiginda, protein degradasyonunda etkili olan 4E-
BP1 gen ekspresyonunun DM grubunda arttigi bulundu. Daha o6nceki protein
analizlerinden farkli olarak en fazla bozunmanin soleus kasinda oldugu dikkat ¢ekti. Her
iki kasta da PMA+P uygulamasi en fazla etkiye sahip olmustur.

DM grubuna gore diger gruplar karsilastirildiginda PMA uygulamasi disinda diger
gruplarin anlamli diizeyde iyilestirici etki ettigi gorildi. Alamdari ve arkadaslari, TNF-a
indliklenerek olusturulan atrofi modelinde resveratrol antioksidan uygulamasinin 4E-
BP1 fosforilasyonunu yukari regiile ederek atrofiyi engelledigini gostermistir (195). Biz
de ¢alismamizda DM grubuna gore R uygulamasinin % 28,97 ve % 35,47 (soleus ve EDL)
etkili oldugunu gozlemledik.

FOX03a gen ekspresyon analizlerine baktigimizda; DM grubunda artan FOXO
transkripsiyon faktorlerinin, diyabetik soleus kaslarinda diyabetik EDL kaslarina gore
daha fazla oldugu gorildi. PMA uygulamasi tek basina anlamli farklilik gostermezken,
EDL kaslarinda PMA+R degerleri kontrole yaklastirmistir. Resveratrol antioksidani
FOXO3a gen ekspresyon diizenlenmesinde pterostilben’den % 14,61 ve % 11,11 (soleus
ve EDL) daha fazla etki gOstermistir. MAFbx ve MuRF-1 gen ekspresyon analizleri
incelendiginde, MAFbx diizenlenmesinde pterostilben antioksidaninin resveratrol’den %
12,50 ve % 19,26 (soleus ve EDL) daha etkili oldugu, MuRF-1 diizenlenmesinde ise
resveratrol antioksidaninin pterostilben’den % 26,56 ve % 29,08 (soleus ve EDL) daha
etkili oldugu gorildi. Bu sonuglar daha 6nce Wang ve arkadaslarinin (196, 201, 214,
215)yaptiklari galismalarla uyum gostermistir.

MuRF1, FBX032 ve FOXO03a ekspresyonlari immiinohistokimyasal yontemle
degerlendirildi. Kontrol grubundan alinan doku o6rneklerinde MuRF-1, FBXO32 ve
FOX03a ekspresyonlari, bazi alanlarda c¢cok zayif olarak izlenmekle birlikte, cogu
alanlarda boyanma gozlenmedi. Buna karsin, diyabet olusturulan gruptan elde edilen
kas dokusu orneklerinde hem soleus hem de EDL kasina ait hiicrelerin sitoplazmalarinda
MuRF1, FBX032 ve FOXO3A ekspresyonlarinin ¢ok belirgin oldugu dikkati cekti. Shereen
ve arkadaslari L-karnitin uygulanan Tip-2 DM’de MuRF-1 immiuinohistokimyasal
seviyelerde diizelme oldugunu ifade etmistir (216). Elde edilen immunohistokimya

bulgularina gore, PMA uygulamasi belirgin iyilestirmeler yapmamustir.
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Resveratrol antioksidan uygulamasi sadece DM grubuna gore ekspresyon
seviyelerinde azalma yapmistir. Pterostilben uygulamasinin EDL kaslarinda soleus’a gore
daha belirgin diizenleme yaptigi gdzlendi.

Metti ve arkadaslari da polifenol pterostilben uygulamasinin otofaji indiiklenmis
iskelet kas miyopatisinde iyilestirici etkileri oldugunu ifade etmistir (217). PMA+P
uygulanan grupta soleus ve EDL kaslarina ait hiicrelerde, MuRF-1, FBXO32 ve FOXO3Aa
ekspresyonlarinin oldukga belirgin olarak azaldigi gozlendi.

Diyabet olusturulmayan ve herhangi bir islem yapilmayan kontrol grubuna ait kas
dokusu o6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde; soleus ve EDL kaslarina ait
hicrelerin periferal yerlesimli cok sayida ¢ekirdege sahip olup, her bir kas lifinin normal
morfolojiye sahip oldugu goruldu.

Resveratrol antioksidani ve PMA+R uygulanan grubun stk mikroskobik
degerlendirilmesinde, soleus ve EDL kas liflerinin organizasyonunda DM grubuna gore
anlamli bir iyilesme gbzlenmezken, kas liflerinin periferal yerlesimli ¢ekirdeklerinde
piknotik degisikliklerin devam ettigi gozlendi. P ve PMA+P uygulamalarinin diger
gruplardan ve DM grubundan daha fazla diizenleyici etki gosterdigi goruldi.

Daha oOnce diyabetik iskelet kasi atrofisi arastirmalarinda, ozellikle 2 farkl kas
tirinde, bu kadar antioksidanin bir arada kullanildigi ve PMA uygulamasi ile birlikte
etkilerinin arastinldigi calismaya rastlanilmadi. Bu bakimdan kullanilan yontemlerin,
molekiler, genetik, histolojik, biyomekanik ve fiziksel performans testleriyle
desteklenerek, elde edilen veriler 1siginda diyabetik atrofi slireclerini aydinlatici bir
¢alisma olmasi amaglandi. Ayni zamanda, bu ¢alismanin sadece bu ¢alismada kullanilan
antioksidan ve PMA uygulamalarinda degil, diger alternatif terapi yontemlerinde de olasi
etki mekanizmalarini ve diyabetik iskelet kasi atrofisindeki uygulanabilirliklerini gdsteren
bir kaynak arastirma olmasi hedeflendi. Son zamanlarda diyabet hastaliginda bitkisel
ilaclarin biyolojik ve tibbi 6zelliklerini arastiran calismalara artan bir ilgi vardir. Bu
calismada planlanan detayl ve ¢ok yonli analizlerle birlikte ilk defa hem yavas hem de
hizli kasilan iskelet kaslarindaki diyabetik atrofiye bagh olarak gelisen metabolik
sureclerin makro olgcekten mikro Olcege kadar bitlinsellik icerisinde ele alinmasi

planlandi.
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Sonug olarak elde edilen bulgulara gore, antioksidan uygulamalarinin atrofik sinyal
yolaklarini dizenlemede etkili oldugu, o0zellikle pterostilben antioksidaninin
resveratrol’e kiyasla daha fazla parametre Uzerinde iyilestirici etkisinin oldugu goralda.
PMA uygulamasi tek basina anlamli diizeyde etki yapmazken, antioksidanlarla
kullaniminda iyilesmeyi artirici yénde etkisinin daha fazla oldugu gorldi. Bu bakimdan,
diyabetik atrofiye bagl gelisen anormalliklerin terap6tik etkinligi bilinen pterostilben ve
resveratrol antioksidanlari ve non-invazif PMA uygulamalariyla iyilestirilmesi yoniinde
daha ayrintili galismalar planlanmaktadir.

Bu calismada kullanilan pterostilben, resveratrol antioksidanlari ve pulslu manyetik
alan uygulamalarindan elde edilen bulgularin, diyabetik iskelet kas atrofisi konusunda
yapilan farmakolojik arastirmalara yardimci olmasini ve tipta alternatif tedavi
yontemlerinin gelismesine katki saglamasini bekliyoruz. Diyabetik gruplarda gozlenen
bozulmus atrofik mekanizmanin, uygulanan yontemlerle olasi iyilesmeleri ve kas atrofisi
sinyal yolaklarindaki etkileri ayrintili olarak incelendi. Buradan elde edilen bulgularin,
diyabetik kas atrofisi rahatsizhig1 ceken hastalarin kullanimi igin gelistirilen nutrasotik ilag
calismalarinda da faydali olacagina inaniyoruz. Boylelikle, hastaligin tedavisinde ortaya
¢citkan ekonomik yikin hafifletilebilecegi ve bu yontemlerin uygulanabilir kolayligindan

dolayi da hasta yasam kalitesi ve bakim ytkinn iyilestirilebilecegi 6n goriilmektedir.
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