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OZET

Duchenne Muskiiler Distrofili Mdx Farelerde Yiizme Egzersizi, Diisiik Dereceli
Lazer veya Kombinasyonlarinin Dejenerasyon, Inflamasyon, Oksidatif Stres ve
Utrofin Proteini ile Irisin Peptiti Uzerine Olan Etkisi

Amac¢: Calismada; mdx fare modelinde faydali etkileri gosterilen yiizme
egzersizlerinin olas1 yan etkilerini azaltmak veya faydasini artirmak igin diisiik
dereceli lazer tedavisi (LLLT) ile birlikte uygulanmasinin kas dejenarasyonu, oksidatif
stres ve utrofin proteini ile irisin peptiti lizerine olan etkisini aragtirmak
amagclanmaktadir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismamizda 20 adet mdx fare dort gruba ayrilmistir. Gruplar;
sedanter ve plasebo LLLT (SK), sedanter ve LLLT (SL), otuz dakika yiizme egzersizi
(Eg) ve otuz dakika yiizme egzersizi ve LLLT (EgL) olarak adlandirilmistir. Sekiz
haftalik ylizme egzersizi sonrasinda kas testleri, biyokimyasal olarak; total oksidan
kapasite, total antioksidan kapasite, utrofin ve irisin seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Isik
mikroskobunda iskelet, diyafram ve kalp kas1 histopatolojik skor, iskelet kasi ile kalp
kas1 miyosit caplar1 belirlenmistir.

Bulgular: Grup SL’de SK’ya gore sadece irisin seviyelerinin arttigi goriiliirken,
egzersiz gruplarmin (Eg ve EgL) her ikisinde total oksidan kapasite, oksidatif stres
indeksi, kalp kasi histopatolojik skorlarimin azaltigi ve irisin seviyelerinin arttig
belirlendi (p<0,05). Ayrica, EgL grubunda ek olarak rotarod, utrofin seviyelerinde
artma, kas ve diyafram kasi1 histopatolojik skorlarinda azalma goriilmiistiir (p<0,05).
Tartisma: Mdx fare modelinde ylizme egzersizinin uygulanmasi iskelet kasindaki
irisin seviyesini artirirken oksidatif stres seviyelerini, kalp kasindaki dejenerasyonu,
enflamasyonu ve kardiyopatiyi azalttigi belirlendi. Egzersize ek olarak LLLT
uygulandiginda ise kas giici, iskelet kas1 utrofin seviyeleri artt1 ve iskelet ile diyafram
kast dejenerasyonu ve enflamasyonunda azalma goriildii. Ayrica, sadece LLLT
uygulamasinin iskelet kasi irisin diizeyinde artma yapti§1 saptands. Irisin, LLLT ve

egzersiz mekanizmalari lizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Duchenne, mdx fare, egzersiz, diisiik dereceli lazer tedavisi,

irisin.



ABSTRACT

The Effect of Swimming Exercise, Low-Lavel Lazer or Combinations on
Degeneration, Inflammation, Oxidative Stress, and Utrophin Protein and Irisin
Peptide in Mdx Mice with Duchenne Muscular Dystrophy

Purpose: In the study; It is aimed to investigate the effects of low-lavel lazer therapy
(LLLT) on muscle degeneration, oxidative stress, and utrophin protein and irisin
peptide, in order to reduce the possible side effects or increase the benefit of swimming
exercises, which have shown beneficial effects in the mdx mouse model.

Materials and Methods: In our study, 20 mdx mice were divided into four groups.
Groups; sedentary and placebo LLLT (SK), sedentary and LLLT (SL), thirty-minute
swimming exercise (Eg), and thirty-minute swimming exercise and LLLT (EgL).
After eight weeks of swimming exercise, muscle tests, biochemically; total oxidant
capacity, total antioxidant capacity, utrophin and irisin levels were measured. Skeletal,
diaphragmatic and cardiac muscle histopathological scores, skeletal and cardiac
muscle myocyte diameters were determined under the light microscope.

Results: While only irisin levels were increased in group SL compared to SK, it was
determined that total oxidant capacity, oxidative stress index, heart muscle
histopathological scores decreased and irisin levels increased in both exercise groups
(Eg and EgL) (p<0.05). In addition, in the EgL group, an increase in rotarod and
utrophin levels, and a decrease in muscle and diaphragm muscle histopathological
scores were observed (p<0.05).

Discussion: It was determined that the application of swimming exercise in the Mdx
mouse model increased the irisin level in the skeletal muscle, while reducing the
oxidative stress levels, degeneration in the heart muscle, inflammation and
cardiopathy. When LLLT was applied in addition to exercise, muscle strength, skeletal
muscle utrophin levels increased, and skeletal and diaphragmatic muscle degeneration
and inflammation decreased. In addition, it was determined that only LLLT application
increased the level of skeletal muscle irisin. More studies are needed on irisin, LLLT

and exercise mechanisms.

Keywords: Duchenne, mdx mice, exercise, low-lavel lazer therapy, irisin.



1 GIRIS VE AMAC

Muskiiler distrofiler, iskelet kaslarindaki ilerleyici zayiflik ve harabiyetle
karakterize genetik bir grup hastaligin genel adidir ve en yaygin goriileni duchenne
muskiiler distrofi (DMD)’dir (1). DMD, X kromozomuna bagli oldugu i¢in erkekleri
etkiler. Insidansmim 1/3.000-1/5.000 (ortalama 1/4.000) canli erkek dogumda bir
oldugu bildirilmistir. Tiirkiye’de yaklasik 15.000 civarinda (1-60 yas arasi) DMD
hastasinin oldugu ve yilda 140-150 kadar yeni vakanin da eklendigi tahmin
edilmektedir (2). DMD, distrofin proteininin kaybiyla sonuglanan genetik
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (3). Distrofin eksikligi, kardiyak ve iskelet kasi
hiicrelerinde sarkolemmanin distrofin-glikoprotein kompleksini bozarak instabiliteye
neden olur (1). Kas dokusu fibroz ve yag dokusuna dogru evrilir (4). Mdx fare gibi
transgenik hayvan modellerinin bu hastalikta kullanilmasiyla, potansiyel terapotik
stratejilerin kesfinde ileriye dogru biiyiik adimlar atilmistir. Mdx fare en yaygin
kullanilan DMD fare modelidir (5).

Utrofin, distrofin geninin protein iriinii olan, otozomik olarak kodlanmig bir
distrofin homologudur ve duchenne hastaliginin arastirilmasi sirasinda bulunmustur
(6). Irisin ise ilk olarak 2012'de enerji metabolizmasi ile ilgili birgok yolda yer alan
transkripsiyon kofaktér peroksizom proliferatorii  aktive edilmis reseptor-y
koaktivatorii la kodlayan transgenik farelerin kas hiicrelerinden salgilanan bir hormon
olarak tanimlanmistir (7). Insanlarda serum irisin seviyelerinin biseps kasinin gevre
Olclimii ve insulin benzeri bliylime faktorii-1 (IGF1) ile pozitif iligkisi gosterilmistir
(8). Dolayistyla irisinin kas kiitlesini artirmada gorevi olabilecegi ongoriilmiistiir. Reza
ve arkadaglarmin 2017 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada mdx farelere irisinin
intraperitoneal olarak uygulanmasinin distrofik kasta; kavrama giiciinii, kas agirligini
artirdigin1 ve fibrotik ile nekrotik doku yiizdesini azalttigini, sarkolemmal stabiliteyi
korudugu gosterilmistir (9). Dolayisiyla DMD tedavisinde irisinin bir rolii olup
olmayacag ile ilgili bir soru isareti olusturmustur. Egzersiz sirasinda serum irisin
seviyelerinin artig1 bilinirken (10,8), mdx farelere egzersiz yapildiginda irisinin nasil

PR

degistigi konusunda literatlirde heniiz bir bilgi bulunmamaktadir.



DMD'li gocuklarin tedavisinde egzersiz uygulamalari 6nemli bir yer tutar. Saglikli
insanlarda egzersizin faydalar bilinse de, muskiiler distrofili bireylerde tedavi edici
etkisinin olup olmadig1 ve kas dokusuna zarar verip vermedigi halen arastirilmaktadir
(4). Diizenli fiziksel egzersiz kas protein sentezini ve mitokondriyal biyogenezi uyarir
(11). Bu nedenle egzersiz, kas gliciinii korumak ve kontraktiirleri 6nlemek i¢in DMD
tedavisi olarak onerilmektedir (12,13). Ancak bu Oneri tiimiiyle kabul edilmemistir,
ciinkii egzersizin distrofik kaslara zarar verebildigi de bildirilmektedir (14). Ozellikle
diistik-orta siddetli aerobik egzersizlerin yararli olabilecegi literatiirde bildirilmektedir
(1,3,4,15,16). Yine de DMD'li gocuklarda egzersizin tipi, frekansi, siddeti ve siiresi ile
ilgili bilgiler yetersizdir (4,14).

LAZER terimi, Uyarilmig Radyasyon Emisyonu ile Istk Amplifikasyonu anlamina
gelir. Diistik seviye lazer tedavisi (LLLT), genellikle ortalama 10 mW-500 mW c¢ikis
araligina sahip bir smif 3B lazer cihazi kullanilarak terapotik amaglar igin 15181n
uygulanmasidir. (17). LLLT'nin doku yenilenmesini destekledigini, iltihabiazalttigini
ve agriy1 hafiflettigini gosteren giiclii kanitlar vardir (18,19). Iskelet kasi
yorgunlugunu yonetmek ve iskelet kasi iyilesmesini kolaylastirmak igin LLLT
kullanimi ise yeni bir aragtirma alanidir. Calismalarda mdx fare modelinde yapilan
LLLT uygulamalarinin enflamatuar belirtecleri, kreteain kinaz seviyesini ve
yorgunlugu azalttig1 ve rejenarasyon dongiisline yardimci olabilecegi gosterilmistir
(20, 21, 22, 23). Bu durum LLLT nin, DMD semptomlarinin tedavisinde yeni ve umut
verici bir terapotik arag¢ olarak kullanabilecegi, egzersizin olasi yan etkilerinde etkili
olabilecegi inancin1 dogurmaktadir. Fakat DMD’de diizenli egzersizin LLLT tedavisi

ile kombine etkisi konusunda bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

Bu nedenle mevcut calismada; mdx fare modelinde faydali etkileri gosterilen
yiizme egzersizlerinin olas1 yan etkilerini azaltmak veya faydasini artirmak ig¢in LLLT
tedavisi ile birlikte uygulanmasinin kas dejenarasyonu, oksidatif stres ve utrofin

proteini ile irisin peptiti lizerine olan etkisini arastirmak amaclanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Distrofinin Gen Yapis1 ve Fonksiyonu

Distrofin geni insanda bu zamana kadar tanimlanan en biiyiik gen tipidir. Gen
14000 niikleotid iceren mRNA ve 79 ekzondan olusur (24) ve X kromozomunun kisa
kolunda, p21 bandinda (Xp21) yerlesmistir (Sekil 1) (24). Tam uzunluktaki Xp21
numarali alana yerlesmis distrofin proteinini kodlayan 79 ekzonun bir veya birkaginin
mutasyonu sonucu duchenne muskiiler distrofi (DMD) fenotipine neden olan
fonksiyonel bir distrofin proteininin yokluguna sebebiyet verir (25). Genin biiyiik
boyutlara sahip olmasi mutasyona maruz kalma ve olusan hasarin biiyiilk olma
olasiligin1 arttirmaktadir (24). DMD hastaligi, RNA'nin agik okuma ¢ergevesini
kesintiye ugratan delesyonlar (%65), duplikasyonlar (% 6-% 10), nokta mutasyonlar
(%10) bagka yeniden diizenlemeler (26) gibi mutasyonlardan kaynaklanir. Delesyonlar
ve nadiren goriilen duplikasyonlar distrofin geninin her alaninda olusabilir (27).
Delesyonlar en cok DMD geninin 45. ve 45-47. ekzonunda ya da 45 ve 53. ekzonlar

arasinda gozlenmektedir (27).

Distrofin Geni 2.6 Mb ve 97 Ekzon
B g S pp—— --LNormal

Becker

" Genis bir alana sahip delesyon fakat okuma alani korunuyor

y'/‘M\\

Tr W"”‘“"“
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Ufak bir alana sahip delesyon ama okuma alani bozuluyor

Sekil 1. Duchenne geni.



Distrofin subsarkolemmal bolgede yerlesim gosterir. Saglikli kasta distrofin
proteini, miyofiberlerin tiim uzunlugu boyunca sarkolemmanin hiicre i¢i yiizeyinde

lokalizedir. Distrofinin kastaki temel gorevi, kasilmalar sirasinda lifleri N-terminal

alani ile F-aktine, C-terminal alani ile B-distroglikana baglanarak, kisaltict ve
sabitleyici bir protein olarak hareket etmesini saglamaktir. Ayrica kasin hiicre zarinda
(sarkolemma) glikoproteinlerle kompleks olusturarak hiicre membraninin
stabilizasyonunu saglar (28). Distrofinin kas hiicresindeki islevlerine benzer sekilde,
noronlarda da dengeleyici bir rol oynayabilecegi ve boylelikle sinapslarin biitiinliigiine
katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir. Distrofin sinapslarin olgunlagmasini, iyon
kanallarinin kalinlig1 ve kapasitesini gelistirmede direkt bir rol oynar. Ayni zamanda
hiicresel sinyal entegrasyonu ve sinaptik plastisitenin bir modiilatorii olarak islev
goriir. Distrofin dendritlerde bulunur ve postsinaptik yogunluklarda toplanma egilimi

gosterir, bu da ndronlar arasi transmisyonda olasi roliinii gosterir (29-31).

Ekstraseliiler matriks

Dist'mﬁn-Blrlesik
. gilikoprotein kempleks

C- terminali
Distrofin . * Baglanan proteinler
Aktin baglanma Aktin filamentleri

Sekil 2. Distrofin ve hiicre membraninin iliskisi.

Sekil 3’te distrofin ve Distrofin-Glikoprotein Kompleksi (DGK) goriilmektedir
(32). Distrofin, hiicre zarindaki DGK’y1 sabitleyen yapisal bir proteindir (33).

Glikoprotein kompleks distrofinin sarkolemma ile baglantisin1 saglar (34,35). Bir
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diger deyisle sarkomerik kasilma tarafindan iiretilen kuvvetleri ekstraseliiler matriks

(ECM)'e ileterek plazma zarinin stabilizasyonunu saglamaktadir.

Sarkolemma
Kollajen
l 000« =000 Laminin-2
Sarkopan
Ekstraselliler -
matriks Distroglikan o M @ Sarkoglikan
kompleks d ‘ kompleks
i Sarkolemma o Yy @ y
LA A
e 4 nNOS
r
Sitoplazma ",,‘/N b Sintrofin ‘.
Distrofin A Sisteinden
/ 2000in U a-distrobrevin
F-aktin o //J A PNOS
P
g
P ./{J
o000

Sekil 3. Distrofin-glikoprotein kompleksi (6).

Distrofin sarkoglikan, distroglikan, sintrofin, sarkospan, distrobrevin, caveolin-3
ve nitrik oksit sentazla (NOS) birlikte DGK’y1 olusturur. Distrofin-glikoprotein
kompleksinin goérevi, tekrarli kontraksiyonlarda kas hiicre membraninin biitiinligiini
saglamaktir (36-39). Membranda bulunan sarkoglikanlar ve distroglikanlar
aracilifiyla ekstraseliiler matriksle baglanti kurar. Boylece kas membrani her iki
yandan hiicre i¢ine ve disina saglam bir sekilde (32) baglanmis olur. Kas hiicresi
kasilma sirasinda membran ¢ok fazla yiik altinda kalarak gerildigi i¢in bu baglanma
cok dnemlidir. Clink{i membranin biitiinliigii ve baglanmasi bozulursa kasin yirtilmasi
da kolaylasir (40). Distrofin-Glikoprotein kompleksi, ECM ve ekstraseliiler aktin
arasinda c¢ok giicli bir mekanik baglanti saglar (37,39) ve tekrarlayan
kontraksiyonlarda sarkolemmanin yapisal biitiinliigiinii korur (29,41). Mekanik

fonksiyonuna ek olarak DGK’nin bir transmembran sinyallesme kompleksi olarak



hareket ederek, hiicresel iletisimde 6nemli bir role sahip oldugu ileri stiriilmiistiir (42).
Distrofin ve DGK’nin bilesenleri néromiiskiiler bileskede bulunur ve postsinaptik

matiirasyonda 6nemli bir rol oynar (43).

Distrofin eksikliginde, distrofin glikoprotein kompleksi ve diger baglantilarla
birlikte sarkolemmanin stabilizasyonu bozulur. Plazma zarindaki (sarkolemmada)
distrofin yoklugu, distrofinle iliskili proteinlerin hiicre zar1 disina ¢ikmalarina, hiicre
seklinde bozulmalara ve bunun sonucunda hiicre zar1 instabilitesine ve mekanik strese
maruz kalma olasiliginda artisa neden olur (35,36,44). Bunun nedeni ekstraselliiler
matriksin laminin, kollajen, fibronektin ve proteoglikanlar gibi birgok 6nemli proteini
biinyesinde barindirmasindan kaynaklidir. Distrofin  glikoprotein  kompleks,
sarkolemmayla bu proteinler arasindaki baglantiyr saglar. Stabilizasyonunun
bozulmasiyla kas kasilmalari sirasinda plazma membraninda yirtiklar olugsmaya baglar.
Hiicre i¢ine kalsiyum akisi gergeklesir ve bu hiicre i¢i proteolitik enzimlerin aktive

olmasina neden olur. Kademeli olarak siddetlenen kas nekrozu olusur (42).

2.1.1 Utrofin proteini

Insanda kromozom 6'da kodlanan utrofin (45), distrofinin yapisal ve islevsel bir
paralogu olup viicudun her bolgesinde eksprese edilir. Kaslarda, utrofinin ifadesi ve
konumu, farklilagma derecesine baglidir. Miyotiiplerde ve embriyonik liflerde utrofin,
sarkolemma boyunca dagilir (45,46-50). Distrofin ve utrofin ayni proteinlerle
etkilesime girer. Iki protein arasindaki bu benzerlik, poliklonal antikorlarin ilk
preparatlarinin ¢apraz reaksiyonlar sergiledigini gostermektedir (45). Utrofin, gec
embriyonik evrelerde kas zarinda distrofin ile kademeli olarak yer degistirmektedir
(51). Distrofik kasta onarim siirecinin bir parcasi olarak rejenere liflerin sarkomasinda
(52,54) utrofin seviyesi, 2-5 kat (52,53) artmaktadir. Her iki protein de yiiksek
diizeyde yapisal 6zdeslik tasir (47,55). Utrofin, normalde distrofin ile doldurulan (56),
plazma membranina bitisik ayni kortikal hiicre iskelet alanin1 kaplar ve ayni1 protein
tamamlayicisini, farkli molekiiler mekanizmalarla ¢aligsan birkag islevle baglar (55).

Calismalar, utrofin ve distrofinin ayni kas lifinin sarkolemmasinda birlikte ifade



edilebilecegini gostermektedir. Fakat distrofinin aksine, utrofin ¢ogunlukla
noromiiskiiler baglantilarda eksprese edilir (52). Olgun kasta, her ikisi de
noromiiskiiler kavsaklarda bulunur, ancak farkli subjonksiyonel lokalizasyona
sahiptir. Her ikisi de vaskiiler diiz kaslarda (57) ve kardiyomiyositlerde (58)
mevcuttur. Ayrica, her iki proteinin farkli izoformlar1 bildirilmistir. Tam uzunluktaki
distrofin, dokuya 6zgii bir modelde ifade edilen (59,60) dort izoformdan olusurken
(59,60) utrofin tam wuzunlukta iki protein olarak tanimlanmistir (61). DMD
tastyicilarinda, hem distrofin pozitif hem de negatif miyofiberlerdeki sarkolemmada
utrofin goézlenmistir (45,47). Bu nedenle, distrofin ve utrofin tabanli stratejilerin
potansiyel olarak distrofik kaslarda kombinasyon halinde kullanilabilecegi
sOylenebilir. Utrofin distrofinin yerine gegebilir ve sarkolemmay: stabilize edebildigi

bildirilmistir (63).

Mdx fare modelinde, utrofin tedavisi uygulanmasinin kas fonksiyonunu arttirdigi
ve patolojiyi azalttigr bildirilmektedir (64). Bundan dolay1 utrofin ekspresyonunu
arttiran terapiler oldukc¢a arzu edilir, ancak su anda higbiri klinik kullanimda degildir.
Distrofin-utrofin ¢ift mutantlarinin, sadece distrofin igeren mutant farelerden (mdx
fare) daha siddetli kas gii¢siizliigii sergiledigi gosterilmistir (65, 66). Mdx farede asir
utrofin ekspresyonu, bu farelerin herhangi bir kas distrofisi belirtisi gelistirmesini
engelledigi goriilmiistiir (67). Egzersizin utrofin ekspresyonunu artirabilecegi
bildirilmektedir. Sekiz haftalik aerobik egzersiz egitiminden sonra saglikli yetiskin
insanlarda, utrofin mMRNA'sinda %70 oraninda artis gosterilmistir (68). Duchenne
hastaliginda diisiik spontane asir1 utrofin ekspresyonu, telafi edici bir rol oynayabilir
ve seyri geciktirebilir, ancak dliimciil sonuctan kaginmak icin yetersiz olabilecegi
diistiniilmektedir. Ek olarak farelerde utrofin geninin aktivasyonu sinaptik iletimde
onemli morbidite veya rahatsizliklara neden olmadigindan, utrofinin rolii belirsizligini
korumaktadir (45). Bildigimiz kadar1 ile egzersiz yapan mdx farelerde kastaki utrofin

ekspresyonun arttigini gosteren literatiirde sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (63).



2.1.2 Irisin peptiti

Irisin ilk olarak 2012 yilinda Harvard Universitesi'nde Bostrom ve meslektaslari
tarafindan yaymlanmstir. Irisin, bir transmembran protein olan fibronektin tip 1lI
domain 5 (FNDCS5) den iiretilen 112 amino asitten olusan peptit yapisina sahip bir
miyokin olarak tanimlanmistir (69). FNDCS5; 29-amino asit sinyal peptidi, 94-amino
asit alan1 ve bir C-terminalini igeren glikolize tip I membran proteinidir. FNDC5’in
proteazlar araciligiyla béliinmesi sonras1 112 aminoasitten olusan bir yapi olarak irisin
dolasima salinir. Sadece insana 6zgii degil bircok memelide bu yap1 ve fonksiyon
tammlanmustir (70). Irisin salinmasina yol acan molekiiler yol kisaca su sekilde
siralanabilir: egzersiz, peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptér (PPAR) ve
peroksizom proliferatorii ile aktive edilen reseptdr-gama koaktivatorii (PGCla)
ekspresyonunu arttirir, bu da FNDCS5 igeren fibronektin tip III alaninin ekspresyonu
ile sonuglanir. FNDCS5, Fndc5 geni tarafindan kodlanan bir tiir transmembran
proteinidir ve irisin Onciisii olarak bilinir. Bu bilgiler 1s18inda irisinin, heniiz
bilinmeyen proteolitik enzimler tarafindan hiicre zar1 seviyesinde proteolitik bdliinme

ile tiretildigini soyleyebiliriz (71).

Irisin esas olarak iskelet kasinda, 6zellikle perimisyum ve endomisyumun niikleer
kisimlarindan salgilanmaktadir. Ayrica yag dokusu, pankreas, yag bezleri ve kalp kas1
da irisin salgi dokular1 olarak tanimlanmigtir. Irisin immiinoreaktivitesi tiikiiriik
bezleri, yumurtaliklar, testisler, rektum, intrakraniyal arterler, dil, optik sinir, mide,
noron hiicreleri ve ter bezlerinde salgilanir (70). Adipoz doku ayrica 6nemli bir irisin
kaynagidir. Farelerde, kas dokudan iiretilmis irisin, toplam dolasim seviyelerinin
~%72'sini temsil etmekte, geri kalan %28'i muhtemelen adipoz dokusundan
iiretilmektedir (72). Insanlarda, FNDC5'in yag dokusunda ekspresyonu, iskelet
kasindakinden 100-200 kat daha diistiktiir ve bu durum da yag dokusunun birincil irisin
kaynagi olmadigmin isaretidir (73). Irisin icin herhangi spesifik bir reseptdr heniiz
tanimlanmamistir. Son yapilan birtakim c¢aligmalarda, irisinin bazi dokularda
integrinlere, 6zellikle av integrin ailesinin liyelerine baglanarak etkisini gosterdigi

gorilmistiir (74).
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Irisinin ilk tanimlanmasinda, kasta transkripsiyonel ko-aktivatér PGCla 'y1 asir1
eksprese eden transgenik farelerde, FNDCS5 ve irisin ekspresyonunun arttigi
gorilmistiir (69). PGCla, kas hiicrelerinde mitokondriyal biyogenez ve fonksiyonun
yani1 sira gen ekspresyonunu da diizenler (75). PGCla ekspresyonunun &nemli
tetikleyicilerinden biri egzersiz oldugundan, bircok c¢alisma egzersizin irisin
sekresyonu tizerindeki etkisini aragtirmig ve celiskili sonuglar bildirmistir. Bunlara
ornek olarak iki ¢alismada PGCla, FNDCS, irisin ve egzersiz diizeyleri arasinda bir
iliski bulunmadig1 gosterilmistir (66). Farkli fiziksel egzersiz protokollerini kullanan
baz1 in vivo ¢alismalarda, irisin veya PGCla seviyeleri ile egzersiz arasinda bir iligki
tespit edilememistir. Bunlara karsilik insanlarda, 12 haftalik antrenmandan sonra,
iskelet kasindaki mRNA PGCla ve FNDCS seviyeleri, 26 kiside anlamli derecede
artmustir. Ancak dolasimdaki irisin seviyeleri paradoksal olarak 160°tan 143 ng/ml'ye
diistiigi goriilmiistiir (70). Benzer sekilde, insan kasinda FNDC5'in ekspresyonunun 8
haftalik bir dayaniklilik antrenman programindan sonra degismedigi bildirilmistir
(71). Bununla birlikte, bircok baska hayvan ve insan ¢alismasi, egzersizden sonra
dolagimdaki irisin seviyelerinin arttigin1 gdstermistir. Ornegin, FNDC5 mRNA
seviyeleri, egzersiz yapan farelerden alinan kas orneklerinde kontrol kaslarina gore
yaklasik ti¢ kat daha yiiksek iken dayaniklilik egzersizi sonrasi insanlardan alinan kas
orneklerinde, egzersiz yapmayan bireylerin kaslarina gore iki kat daha yiiksek
bulunmustur (63). Ayni arastirmacilar ayrica, insanlarda 12 haftalik ytliksek
yogunluklu aerobik antrenmani sonrasinda serumdaki irisin seviyelerinde 3.6
ng/ml‘den 4.3 ng/ml'ye artis oldugunu gostermislerdir (72). Baska bir caligmada
farelerde kosu band1 egzersizi sonrasi, irisin seviyesi iskelet kasinda iki kat, serumda
bir buguk kat daha yiiksek bulunmus fakat FNDC5 mRNA seviyelerinde eslik eden bir
degisiklik bulunamamistir. Immiinohistokimyasal analizde ise irisinin hiicre disi
olarak kas lifleri arasinda da bulundugu gosterilmistir. Ancak akut egzersizden sonra
irisin seviyelerinin artmasi, kas hiicrelerinden artmis fizyolojik veya kas hasarina bagl
saliniminin bir sonucu olup olmadigr heniiz bilinmemekte ve arastirilmaktadir (73).
Reza ve arkadaslariin 2017 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada mdx farelere irisinin
intraperitoneal olarak uygulanmasinin distrofik kasta; kavrama giiciinii, kas agirhigini
artirdigin1 ve fibrotik ile nekrotik doku yiizdesini azaltigini, sarkolemmal stabiliteyi

korudugu gostermislerdir (9). Dolayisiyla DMD tedavisinde irisinin bir rolii olup
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olmayacagi ile ilgili bir soru isareti olusturmustur. Egzersiz sirasinda serum irisin
seviyelerinin artig1 bilinirken (8,10), mdx farelere egzersiz yapildiginda irisinin nasil

degistigi konusunda literatiirde heniiz bir bilgi bulunmamaktadir.

2.1.3 Muskiiler distofiler

Muskiiler distrofiler (MD), ekstraselliiler matriks proteinlerini, transmembran ve
membran iligkili proteinleri, sitoplazmik enzimler ve niikleer matriks proteinlerini
kodlayan genlerin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan kaslarda giigsiizliik ve ilerleyici kas
dejenerasyonuyla seyreden, kas lifinin kayb1, bu kaybin yerine yag ve bag dokusunun
artisi, iskelet kaslarindaki ilerleyici zayiflik ve harabiyetle ile karakterize genetik bir
hastalik grubudur (36,76). Muskiiler distrofilerde bozukluk, kasin fibrinlerinde olup,
motor ndron ve periferik sinirlerde tutulum gostermez (1). Kas hiicrelerinde kalsiyum
homeostazinin bozuldugu ve bu bozulmanin da kas dejenerasyonuna sebep oldugu

diistiniilmektedir (77,78).

Hastaligin baslangi¢ yasinda, siddetinde, prognozunda ve yasam beklentisinde
onemli farklilik gosteren birgok farklt MD tiirii vardir (79). Bazt MD tiirleri dogum
oncesi baglarken, bazi tiirleri eriskin donemde ortaya ¢ikmaktadir. Bir kismi hizli bir
ilerleme gosterirken, bir kismi yavas seyir izlemektedir. Bazi 6zel formlar1 kardiyak
ve merkezi sinir sistem dahil olmak iizere ¢oklu sistem tutulumu ile iliskilidir (80).
Nadir goriilen formlarina beyin, i¢ kulak, géz gibi organlarin veya dokularin tutulumu
eslik edebilir. Muskiiler distrofiler, tarihsel olarak, baslangi¢ yasina, kalitim sekline,

etkilenen protein ¢esidine ve ana klinik bulgulara goére siniflandirilmistir (79).

2.1.3.1 Duchenne muskiiler distrofi

Muskiiler distrofilerden en agir tip olan DMD; fonksiyonel kas kiitlesinde azalma,
kas kiitlesinin yerine yag ve bag dokularinin olusmasiyla karakterize bir hastaliktir

(25). 11k kez 1868 yilinda, Guillaume Benjamin Duchenne tarafindan tanimlanmistir.
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Psodohipertrofik muskiiler distrofi veya ilerleyici kas distrofisi adiyla da bilinir (1).
DMD 3500 canli dogumda 1 insidans (81) ile diinya {izerinde ¢ocukluk ¢aginda en sik
goziiken, proksimal kas zayifligi ve pseudohipertrofi ile karakterize (82) bir MD
hastaligidir. Tirkiye’de yaklasik 15.000 civarinda (1-60 yas arasi) DMD hastasinin
oldugu ve yilda 140-150 kadar yeni vakanin da eklendigi tahmin edilmektedir. DMD,

X kromozomuna bagli resesif genetik gecis gosterir. Hastalik sadece erkek
cocuklarinda semptom verir. Yapilan arastirmalarda tasiyict grubun %2-20'sinde
klinikte yapilan testlerde kas zayiflig1 tespit edilmistir. Bilinen tasiyicilarin %50-
60'inda kreatin kinaz seviyesi (KK) yiiksek goriilmiistiir (81,83).

Spesifik olarak, DMD ilerlemesi, uydu hiicrelerin asimetrik olarak boliinmemesi
ve hasar-onarim dongiisiinii siirdiirmemesi ile iligkilendirilmistir (Sekil 4a ve 4b).
Bunun nedeni, DGK’da distrofinin, hiicre polaritesinin kurulmasinda ¢ok énemli bir
rol oynayan serin-treonin protein kinaz 2 (MARK?2) ile iligkili olmasidir (Sekil 4c).
Bununla birlikte, hastalikli dokulardaki uydu hiicrelerinin sayis1 da zamanla
tilkenmeye ugrar (84,85) bu nedenle DMD hastalarinda progresif kas kiitlesi kaybinin

da gosterdigi tizere hasarli miyofiberleri yenileyemez.

Distrofin eksikliginden kaynakli iltihaplanma siirecinin yani sira metabolik
anormallikler ve kusurlu otofaji de ayrica DMD'deki kas patolojisine neden olur. DMD
hastalarinda kas hasarinin neden oldugu kronik inflamasyon, hastaligin ilerlemesi
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (76,86). Distrofin yoklugu birka¢ nedenden dolay1
fizyolojik bir problem olarak kendini gosterir (43). Birincisi, miyofiber zarinin
inceliginden dolay1 kronik bir dejenerasyon ile rejenerasyon dongiisii ve rejenerasyon
potansiyelinde nihai bir kayip, fonksiyonel kas kiitlesinde ilerleyici bir bozulma ve
atrofi ile sonuglanmir (40). Ikincisi, distrofin yoklugu sekonder olarak DGK’nin
sentezini etkileyerek %90 oraninda azaltir. Sarkoglikan, distroglikan, sintrofin gibi
DGK’nin yapilarinda olan anormallikler kavsak tipi kas distrofisi gibi miiskiiler
distrofilere sebep olur (43,87). Distrofin-Glikoprotein Kompleksi’nin bilesenlerinde
olusan mutasyonlar distrofin proteinin yeteri kadarsentezlenememesine, ekstraseliiler

matriksle hiicre iskeleti arasindaki baglantinin bozulmasina, membran hasarlarina
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duyarliligin artmasina, kas biitlinliigliniin bozulmasina ve sonugta miiskiiler distrofiye
neden olur (12,41,88). Distrofin eksikliginde kontraksiyonlarin yogunlastigi membran

hasarlarina duyarlilik artar.
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Sekil 4. DMD'nin ilerleme stireci.
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Duchenne hastaliginda gen mutasyonlar1 sonucu, distrofin proteini tam olarak
sentezlenememekte ve sarkolemmal stabilite bozularak kas hiicresinde nekroza neden
olmaktadir. DMD genindeki mutasyonlar, distrofin fonksiyonunda kayiplara neden
olur ve bunun sonucunda prematiire, kisalmis, dayaniksiz bir distrofin proteini
olusturulur (89). Ayrica, DMD hastalarinda, miyofiberlerin rejeneratif yetenegi, kesin
olmamakla birlikte uydu hiicrelerinin tiikkenmesine (43) ve kasin fibroadipoz doku ile
degistirilmesinden dolay1r (35) kronik hasara neden olmaktadir. Fonksiyonel
distrofinden yoksun iskelet kas1 ve kalp mekanik olarak zayif kalir. Hiicrenin kasilmasi
(iskelet miyositleri ve kardiyak miyositlerde) hiicre zarinda hasara yol agar (43,90,91).
Bu durum, membran biitiinligiiniin kaybi, hiicreye artan kalsiyum akisi ve nihai hiicre

Oliimii ile sonuclanir.

Klinik olarak distrofin kaybi ilerleyici kas gii¢stizliigii olarak kendini gosterir (92).
Kaslar, hastalik ilerledik¢e dejenere olur, daha sonra rejenerasyona girer. Buna
dejenerasyon-rejenerasyon dongiisii denir. Bir siire sonra bu dongii dejenerasyon
yoniine daha fazla doéner, kas dokusu bozulur. Kas dokusu fibréz ve yag dokusuna
evrilir. Distrofin proteininin eksikliginde ya da (93) yoklugunda sarkolemmada
kasilmaya bagli olarak yaralanmaya asir1 duyarli hale gelir bu da asir1 kalsiyum (Ca 2+)
homeostaz1 kaybi, kalpain aktivasyonu, oksidatif stres ve miyofibril dejenerasyonu
gibi ¢ok sayida ikincil patolojiyi yayar (94,95). Bu durumlar ciddi kas kaybina,
solunum ve kalp yetmezligine ve ¢ogunlukla 30 yasindan 6nce 6liime sebebiyet verir
(89).

Hastalar dogumda klinik belirtiler gostermemektedirler. Semptomlar ilk olarak
erken ¢ocukluk (1-3 yas) doneminde fark edilir. Ortalama tani ise 4-5 yasinda, hastada
ilk semptomlar gozlenmeye basladiginda konmaktadir (Sekil 5) (24). Duchenne
hastaligina sahip cocuklar akranlariyla yaklasik olarak ayni zamanda yiiriimeye
baslarlar. Fakat ylirimeye bagsladiktan sonra yavas yiiriime, zeminden kalkmakta
giicliik ¢ekme, kosmada zorlanma, cabuk yorulma, merdiven ¢ikmada zorlanma, sik
kucaga alinmak isteme ve sik diisme gibi belirtiler gozlemlenir (83,88). Kalcada
bulunan ekstansor kaslarin zayiflamasi nedeniyle yardim icin kollar1 kullanmadan

ayakta duramama (Gower manevrasi), ayak parmaginda yiirime ve akranlara ayak
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uydurma zorlugu ile kendini gostermektedir. Baslangigta gastroknemius ve
gastrosoleus  kaslarinda psodohipertrofi  gozlenir. Gastroknemius en fazla
psodohipertrofiye ugrayan kastir. Psodohipertrofi baldirlarin ¢ocukluktan itibarensert
ve sis bir goriiniim kazanmasina neden olur (83). Kaslardaki bu dejeneratif siire¢
giderek gozle goriiniir hale gelir ve ergenlik donemiyle birlikte yaglh fibroz dokular
baskinken geriye kalan kas dokular1 azalir (43). Diger 6nemli belirtilere bas tutmada
gecikme, emeklemede zorluk, ayaga kalkmada zorluk, yiirimede isteksizlik, parmak
ucu yilirime ve asirt yorgunluk eslik eder. Yorgunluk kasin verilen aktiviteyi
gerceklestirebilmek i¢in istenen ya da beklenen kuvveti gosterememesi ya da kuvveti
devam ettirmede basarisizlik olarak tanimlanir (29). Noromuskiiler yorgunluk DMD'li
cocuklarin rehabilitasyon siireci boyunca fiziksel aktivitelerini kisitlamaktadir. Fakat

ayni1 zamanda kas harabiyetine karsi da koruyucu bir gorev gérmektedir (41).

Sekil 5. DMD klinik fenotipi (Netter kolleksiyonu, tibbi illiistrasyonlar, 2.bask1
Elsevier, 2013, s.265).

Viicudun biiyime hizinin hastalik hizin1 gectigi 4-8 yas arasinda ebeveynler
tarafindan goreceli bir iyilesme oldugu soylense de bu iyilesme yanilticidir (83). Klinik
olarak hastaligin hizli ilerlemesi 7-8 yaslarinda baslar (79). Arka bacak kaslarinda
olusan kontraktiirler asil tendonunu kisaltir ve hastalar parmak ucunda yliriimeye
meyillidir (83,88). Kol ve bacak kaslariyla birlikte kalca ve diz fleksorlerinde de
kontraktiirler olusur (96). Yerden kalkmak, ayakta durmak, yiirlimek, merdiven
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ctkmak, giderek baskasmin yardimi ile siirdiiriilmeye baslanir (83). Once alt
ekstremiteyi daha sonra iist ekstremiteyi etkileyen proksimal kas zayiflig1 hastayi
tekerlekli sandalyeye bagimli hale getirme noktasina kadar ilerler (97). Hastaligin
dogal seyrinde, hastalar yiirlime yetenegini kaybedip 11-13 yaslarinda tekerlekli
sandalyeye bagimli hale gelir (37,96). Tekerlekli sandalyeye gegis ve nerdeyse biitlin
hastalarda ortaya ¢ikan skolyoz nedeniyle solunum islevleri kétiilesir (83). Hastalarda
genellikle asemptomatik tasikardi goriilmekle birlikte neredeyse hepsinde kalp
tutulumunu gosteren bulgular gelisir. Klinik olarak belirgin kardiyomiyopati 10 yas
civarinda baglayabilir, 14 yasinda her {i¢ hastanin birinde goriiliir ve neredeyse biitiin
hastalarda 18 yastan sonra kardiyomiyopati bulgular1 saptanir (37,83). Hastalar 30'lu
yaslarindan 6nce genellikle kalp ya da solunum yetmezliginden dolay: hayatlarin

kaybederler (43,83,97).

2.1.4 Duchhenne muskiiler distrofili hayvan modelleri

Hastaligin arastirmalar1 1900'lii yillarin ortalarinda insan ¢aligsmalari ile baglamis
daha sonrasinda gelistirilen yontemler ile gesitli hayvanlar iizerinde ¢alismalara devam
edilmistir (127). Bu zamana kadar ¢ok sayida hayvan DMD modellemesi i¢in
kullanilmis ya da iretilmistir. Kullanilan modellere bakacak oldugumuzda yaygin
kullanima 6rnek olarak kas ekstrofisi olan Golden Retriver gosterilebilir. Bu model
ekzon 7 kaybina neden olan mutasyonundan dolay1 distrofin iliretemeyen CXMD
olarak da bilinir (98,99). Baska bir kpek modeli ise, 2009 yilinda Royal Veterinary
Collage'da yapilan ¢aligmalar sonucunda tespit edilmistir. Bu model ek olarak ekzon
50 mutasyonuna sahiptir (100). Bir baska kopek modeli, CRISPR-Cas9 tekli kesim
stratejisi kullanarak ekzon 51 atlanmasindan kaynaklanan distrofin seviyelerini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir (101). Sapje zebra baligi, protein distrofinden
yoksundur ve DMD’nin en kii¢iik omurgali modelidir. Kiigiik boyutlar1, biiyiik 6l¢ekli
ilag aragtirmalar icin idealdir (102). Baska hayvan modelleri de gelistirilmis ancak
yaymlanmis distrofin indiiksiyonu Orneklerinde heniiz kullanilmamistir. Bunlar

arasinda distrofik kediler (103), distrofik tavsanlar (104) yer alir. Bu modellerin
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icerisinde maliyet, yer tasarrufu, iiretim ve aragtirilma kolaylig1 agisindan en yaygin

kullanim mdx fare modelidir.

Mdx fare, distrofin geninin ekzon 23'inde kendiliginden olusan mutasyona
sahiptir (105). Bu da protein translasyonunun erken durmasina ve fonksiyonel
olmayan distrofinin kas distrofisinin tipik 6zelliklerine yol agar (106). Hasta insanlarla
karsilastirildiginda mdx farelerde fenotip daha hafif seyreder. Bu fenotip farki boyut,
mekanik yiiklenme ve yasam siiresi farkliligindan kaynaklanmaktadir (105,107). Fare
ve insan arasinda 2000-3000 kat boyut farki vardir. Postiir agisindan bakildiginda ise
insan iki ayak iizerinde duran bir canli iken fare dort uzvu ile hareket eder ve agirlik
aktarimini buna gore saglar. Son olarak yasam siiresi géz oniine alindiginda insanlar
farelere kiyasla daha fazla dejenerasyon-rejenerasyon dongiisiine maruz kalir bu da
uzun siirede kaslarda bozulmaya neden olur (107). Bu farkliliklar distrofik tiirler
arasinda fiziksel egzersiz calismalarinda gbéz Oniinde bulundurulmalidir. Mdx
farelerindeki farkli kaslar, distrofin yoklugundan esit derecede etkilenmez. Arka bacak
kaslar1 diyaframa gore daha fazla nekroza ugrar ancak rejenerasyonu takiben daha az

fibrozis gelistirler (108).

Resim 1. Mdx fare modeli.
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2.1.5 DMD'de tedavi yaklasimlar:

Ilag tedavileri; distrofilerde hastalik progresyonunu yavaslatabilir veya hastalik

semptomlarinin yonetimine yardimci olabilir (109,110). DMD tedavisinde kullanilan

ilaglar asagidaki gibidir.

Kortikosteroidler: Prednizon gibi glukokortikoidlerle tedavinin solunum
fonksiyonuna ek olarak kasin giiclinii ve kabiliyetini artirdigin1 gosteren
bir¢cok rapor yaymlanmistir. Boylece kas zayifliginin ilerlemesi yavaslatilir.
Ancak bu tedavi uzun siireli kullanimda kilo alimi, kemiklerin kirilmasi, kan

basincinda artis ve katarakt olusumu gibi yan etkilere sebep olabilir.

. Antikonviilsanlar: Bu ilaglar kas spazmlarin1 ve nobetlerini kontrol etmeye

yardimer olur.

Immiinosupresanlar: Genellikle otoimmiin bozukluklarin tedavisi igin
onerilmektedir. Olme asamasinda olan kas hiicrelerine verilen hasari
uzatmaya yardimei olabilir.

Antibiyotikler: Solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisi igin kullanilmaktadir.
Kalp ilaglari: Hastaligin durumu kalbi etkileyecek diizeyde ise beta blokerleri

ve anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorleri kullanilabilir

Fizik tedavi; kaslarin ve tendonlarin kisalmasi {izerine hasta fiziksel olarak

zorlanmaktadir. Bunun icin cesitli germe ve mobilizasyon igeren hareketler

yapilmalidir. Yapilan bu hareketler, uzuvlarin uzun siire hareketli kalmasina yardimci

olur. Bu hareketler, ylirime ve yiizme gibi standart diisiik etkili aerobik egzersizleri

igerir. Solunum sisteminin tedavisi; hastalik solunum fonksiyonuna yardimci olan

kaslarin zayiflamasina neden olur. Solunum sikintis1 ¢eken hastalarda gece boyunca

oksijen dagitimini artirmaya yardimci olan cihazlar kullanilabilir. Ciddi durumlarda,

solunum i¢in ventilator kullanilmaktadir (110).

Ergoterapi; tekerlekli sandalyeler gibi yardimci cihazlari kullanmak, farkli

teknikler kullanarak kisinin bagimsizligimi en iist diizeye c¢ikarmasina veya

gelistirmesine yardimci olur. Ergoterapi ayni1 zamanda evde de ¢esitli diizenlemeleri

19



yaparak hastanin kendi yapabileceklerine gore daha rahat bir ortamda yasayabilmesini

saglar (110)

Konugma terapisi; Bogaz ve yiiz kaslarinda gii¢siizliik yasayan hastalar, kisa nefes

alarak ve oOzel iletisim ekipmani kullanarak konusma yeteneklerini gelistirebilirler

(110)

Diizeltici cerrahiler; Hastalarin distrofiden kaynakli olarak yasadigi ikincil

sorunlari diizeltmede kullanilir. Ornegin kalp pili ya da katarakt ameliyatlar1 vb. (110).

Giincel tedavi yaklagimlari; DMD’li hastalarin yeni tedavi yaklagimlari olarak gen

terapileri, kok hiicre temelli terapiler, distrofin restorasyonuna yonelik c¢aligmalar

mevcut olup bu tedaviler ile ilgili klinik arastirmalar stirmektedir.

Viral vektorler (gen tedavisi); DMD’li bireylerde iskelet ve kalp kasina
fonksiyonel bir DMD geni saglayarak mevcut olan distrofin proteininin
yeniden diizenlenmesini amaglamaktadir (111). DMD geninin kritik
bolgelerini tastyan rekombinant adeno-iliskili viral vektorlerin kullanimi

erken asamada olup ¢alismalara devam edilmektedir (112).

. Antisense oligoniikleoidler (AONSs) ile ekzon atlama; Gen transkriptlerini

hedef almak tizere tasarlanmis, kii¢iik niikleik asit olan AONs'larin tedavide
kullanilma amact mRNA'larin degistirilmesini  (splicing) saglamaya
caligmaktir. Yani AONs'larin okuma ¢ergevesini yeniden yapar ve kismen
fonksiyonu olan distrofini iiretmek amaciyla ekzon atlama islemini baslatarak
ve splincingi yonlendirmeyi hedeflemektedir. Basaril bir sekilde uygulanirsa,
bir DMD gen transkripti, Becker Muskiiler Distrofi (BMD) benzeri
proteinindeki gibi sonug alinabilir (113).

Read-through stop kodon stratejileri; Ataluren stop kodonlarin ribozomal
okuma stratejilerini destekleyerek, translasyonun devam etmesine ve
fonksiyonel protein tretilmesini saglayan polisiklik organik bir molekiildiir
(114,115). Ataluren gibi stop kodon baskilama maddeleri sadece nonsense

mutasyonuna sahip bireylere yapilabilir (115). Bu konuda yapilan ¢aligmalar
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heniiz yetersiz olsa da su ana kadar ulasilan bilgilerde Ataluren’in distrofin
iretimini %11 arttirdig1 gortilmistiir (116).

iv. Utrofin modiilasyonu; 6zel olarak gen mutasyonlarii hedeflemez. Tim
DMD’li bireylerde kas hasarin1 6nlemeye yonelik distrofin eksikligini telafi
etmeyi hedefleyen ilaglardir (117). Utrofin ve distrofin arasindaki benzerlik
gdz Oniinde tutularak; DMD’li bireylerde utrofinin distrofin eksikligini

gidermede etkili olup olmadigina yonelik ¢alismalar siirdiiriillmektedir (118).

2.1.6 DMD’de fizyoterapi ve rehabilitasyon

DMD’de fizyoterapi ve rehabilitasyon programlarinda primer amagclar; kas
kuvvetini korumak ve miimkiin mertebede gelistirmek, fonksiyonu ve ambulasyonu
stirdliirmek ayrica kontraktiirleri miimkiin oldugunca énlemeye calismak sayilmaktadir
(119). Kas giiclini korumak ve miimkiin mertebe gelistirmede egzersiz

uygulamalarinin yani sira klinikte elektroterapi ajanlarindan da yararlanilmaktadir.

Elektrik akimlarinin tedavi amagl kullanimi, Sokrates donemine dayanmaktadir.
Gilinlimiizde elektroterapi adiyla anilan ve elektrik akimlarmin tedavi amach
kullanimin1 i¢eren uygulamalar ise 18. yiizyilin baslarinda ¢alisilmaya baglanmistir.
Genel olarak elektroterapinin iki dnemli fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Bu
fonksiyonlardan birincisi agriyr hafifletmek, ikincisi ise kas fonksiyonunu
tyilestirmek, korumak ve gelistirmektir (120). Elektroterapi ajanlarindan biri olan
diisiik seviye lazer tedavisinin de DMD’li hayvan modellerinde iyilestirici etkileri

olabilecegi belirtilmektedir (20,21,22).

2.1.6.1 Lazer tedavisi

Uyarilmis Radyasyon Emisyonu ile Isik Amplifikasyonu anlamina gelen lazer
tipik olarak dalga boyu, faz ve polarizasyonda nispeten tek diize elektromanyetik

radyasyon iiretir (121). Uyarilmis 1s1ma ile giiclendirilmis 1s18a lazer ad1 verilir. Lazer
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15181 1yi organize olmus, diizenli 1g1iktir. Diistik Seviye Lazer Tedavisi (LLLT) ise doku
yenilenmesini tesvik etmek, iltihab1 azaltmak ve agriyr hafifletmek i¢in uygulanan
biyolojik bir sisteme 151k uygulamasidir. Diger tibbi lazer prosediirlerinden farkl
olarak, LLLT'nin ablatif (uzaklasabilen) veya termal bir mekanizmaya sahip degildir.
Bunun yerine 118 emildigi ve kimyasal bir degisiklige neden oldugu anlamina gelen
bir fotokimyasal etki gostermektedir (122). Teknigin diisik seviye olarak
adlandirilmasinin nedeni, verilen optimum enerji yogunlugu seviyelerinin diisiik
olmasindan kaynaklanir (121). Uygulandig1 bolgede lazer 1s181n1n etkisiyle enzimatik
ve histokimyasal degisiklikler olusmaya baglar. Kollajen lifleri ve hiicre boliinmesini
arttirtr.  Yaralarin esneme direncini arttirir.  Vaskiilarizasyon artisa geger. Ayni
zamanda lenfatik akimin hizlanmasi eksuda absorbsiyonunu (6demin azalmasini)
saglar. Immun sistem iizerinde de (prostoglandinin azalmas: ile) olumlu etkileri olan
lazer 1g1inin ayrica antienflamatuar etkisi de vardir (123). Molekiiler ve hiicresel
mekanizmalari, LLLT'nin  fotonlarinin ~ mitokondri  tarafindan  emildigini
gostermektedir. LLLT'nin yararl etkilerinden sorumlu bir¢ok gen, transkript iiriintinii
indiiklemek icin daha fazla ATP iiretimini ve diisiik reaktif oksijen sistemleri (ROS)
seviyelerini stimule eder, bu da daha sonra NF-«kB gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu saglar. Nitrik oksit ayrica LLLT'de de rol oynar ve solunum
zincirindeki ve bagka yerlerdeki baglanma bdlgelerinden 1sikla salinabilir. Diisiik doz
isikla  diisiik  miktarlarda nitrik  oksit salimmminda da yararli olabilecegi

diistiniilmektedir (121).

Elektroterapi ajanlarindan olan LLLT’nin analjezik, antiinflamatuar ve
biyostimiile edici etkileri giiniimiizde kanitlanmis durumdadir. Kas-iskelet agrisinda
ilk plasebo kontrollii LLLT ¢aligmas1 1980'de yayinlanmis olup LLLT'nin romatoid
artritli hastalarda agriy1 ve kavrama giiciinii iyilestirdigini bulunmus ve bundan sonra
osteoartrit, tendinopatiler, yaralar, sirt agrisi, boyun agrisi, periferik sinir
yaralanmalar1 ve inme gibi bir¢ok hastalikta tedavi olarak kullanilmaya baglamistir.
LLLT'nin farmakolojik tedaviye gére onemli bir avantaji, yan etkilerin minimal
diizeyde olmasidir (124). Leal Junior ve arkadaslar1 yaptig1 calismalarda, egzersizden
once LLLT ve 151k yayan diyot terapisi (LEDT) uygulandiginda hem hayvanlarda hem

de insanlarda iskelet kas1 yorgunlugunun baslamasinin geciktigini gostermis hem de
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iskelet kas1 iyilesmesi ile ilgili biyokimyasal belirteclerin durumunun iyilestirdigi
sonucuna varmislardir (125,126). Bu bulgular sonucunda, LLLT'nin iskelet kasi

dokusu iizerinde koruyucu etkileri olabilecegi gliniimiizde tartisiimaktadir (124).

Iskelet kas1 yorgunlugunu yonetmek ve iskelet kas1 iyilesmesini kolaylastirmak
icin LLLT kullanimi ise yeni bir arastirma alanidir. Calismalarda mdx fare modelinde
yapilan LLLT uygulamalarmin enflamatuar belirtegleri ve kreatin kinaz seviyesini
azalttigl ve rejenarasyon dongiisiine yardimei olabilecegi gosterilmistir (20-22). Ek
olarak Silva ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda ise mdx farelerde
gastrokinemius kasina yapilan ii¢ glinliik LLLT uygulamasindan sonra, bir seans
yiiksek yogunluklu egzersiz yaptirilmis ve LLLT uygulanan farelerde, KK ve oksidatif
stresin daha az oldugu goriilmiistiir (23). Bu calismada LLLT ile tedavi edilen mdx
farelerinde yiiksek yogunluklu egzersiz sirasinda kosu bandinda daha uzun siire
calisabildiginden, redoks durumunu iyilestirdigi yani, bu hayvanlarda kas yorgunlugu
geciktirdigi de gortlmistiir (23).

Bu durum LLLT nin, DMD semptomlarinin tedavisinde yeni ve umut verici bir
terapotik arag olarak kullanabilecegi, egzersizin olasi yan etkilerinde etkili olabilecegi
inancin1 dogurmaktadir. Fakat DMD’de diizenli egzersizin LLLT tedavisi ile kombine

etkisi konusunda bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

2.1.6.2 Duchenne tedavisinde egzersiz

Egzersiz canli organizmanin karsilagtig1 en biiyilik stres kaynaklarindan biridir.
Siddeti ve siiresi kademeli olarak arttirilan fiziksel aktivitelere karsi viicut zaman
icerisinde adaptasyon gostermektedir. Boylece karsilasilan strese direng zaman
igerisinde artmis olur. Canli organizmaya verilen uyariya karsi organizma bir cevap
olusturur ve bir siire sonra organizma bu uyarana uyum saglar. Sonug olarak fizyolojik
stres viicut tarafindan tolere edilebilir dlciilerde oldugunda organizmada da fizyolojik
degisiklikler (fizyolojik kapasitede artis) gerceklesir. Egzersizin olumlu etkileri pek

cok bilimsel arastirma ile kanitlanmustir. Diizenli yapilan egzersizin viicutta fonksiyon
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gosteren biitiin sistemler {izerinde kalici ve olumlu etkileri mevcuttur. Sistemleri
giiclendirmek, metabolik siiregleri diizenlemek, motiliteyi arttirmakla beraber ayni
zamanda kronik hastaliklara gidisi engellemek, saglik risklerini azaltmak ve yasam

kalitesini arttirmak gibi etkileri de mevcuttur (127).

Yaklasik 50 yildir kas distrofisi olan hastalarda smirli egzersiz kullanimi
bildirilmistir. Diisiik yogunluktaki egzersizin bazilar1 tarafindan faydali oldugu
gosterilmistir (128). Fakat egzersizin bir tedavi olarak kullanimina iligkin kesin bir
insan caligmas1 yoktur. Diizenli fiziksel egzersiz, kas protein sentezini ve
mitokondriyal biyogenezi uyarir (11). Bu nedenle egzersiz, kas giiciinii korumak ve
kontraktiirleri onlemek i¢cin DMD igin bir tedavi olarak 6nerilmistir fakat kabul edilen
kesin bir tedavi yontemi degildir (4). Bunun nedeni egzersizin kendisinin de DMD
hastalarinda kas hasarmi siddetlendirebilmesidir. Bu nedenle, kas fonksiyonunu
iyilestirmek ve kas hasarini en aza indirmek i¢in sinirlar dikkatlice belirlenmelidir
(129).

Fizyolojik bir stres etkeni olarak egzersiz, strese adaptasyonu temsil eden genlerin
ve protein iiriinlerinin ifadesini artirmak igin ¢esitli sinyal yollarni uyarir (130) ve
sonucta fizyolojik islevde degisiklikler goriiliir. Bu yollarin tiim ayrintilar1 heniiz
netlik kazanmamustir fakat uyandirilan yollar stres etkeni tiirline bagl olarak degisir.
Egzersizin fizyolojik sonuclari; fiziksel aktivite sirasinda daha fazla gii¢, daha az
yorgunluk saglamak i¢in artan kas kiitlesi ve metabolik degisiklikleri igerir. Yasam
kalitesi agisindan bakildiginda, bunlarin tiimii DMD'li bireyler i¢in istenen ve son
derece olumlu sonuglardir (129). Egzersizin iskelet kasi zar1 lizerindeki potansiyel
yararli etkileri spesifik olarak bilinmemekle birlikte, saglikli bir kas lifi zarinin tizerine
yerlestirilen streslere uyum saglayacag diisiiniilmektedir ve zar yoluyla sinyal verme
islemlerinin daha verimli hale geldigi bilinmektedir (6rnegin glikoz alimi). Distrofik
kas zarlarmin benzer sekilde tepki verip vermedigi veya mekanik ve sinyal
biitiinliiglinlin diizenli egzersizle daha da tehlikeye atilip atilmadigi heniiz netlik
kazanmamistir. Egzersiz tipi ve miktari, potansiyel olarak fiziksel aktivitenin
gerceklestirildigi yas (hastaligin ilerleme durumu) distrofik baslangi¢ ve ilerlemenin

onemli belirleyicileri olabilir (129).
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Duchhene Muskiiler Distrofi’de egzersiz arastirmalarini sinirlayan etkenleri
temelde bes grupta inceleyebiliriz. Bunlardan ilki DMD tedavisinde egzersizin
oynayabilecegi rol hakkindaki bilginin yetersizligidir. Insan calismalar1 ve mdx
farelerdeki egzersiz caligmalar1 azdir ayrica dayamiklilik egzersiz performansinin
tanimlayict  Ol¢limleriyle de smirli  oldugu i¢in  diizglin bir bigimde
tanimlanamamaktadir (131,132). Bu smirlilik, DMD'nin tedavi edilemeyen hastaliklar
grubunda kalmasina buna bagli olarak hastalarin distrofik siirecinin kotiillesmesine ve
sonu¢  olarak  etik  sorunlara  yol  agmaktadir.  Ikincisi;  egzersiz,
dejenerasyonu/rejenerasyon dongiisiinii siddetlendirebilir ve potansiyel olarak bag
dokusu birikiminin artmasina ve uydu hiicre proliferatif kapasitesinin tiikkenmesine
neden olabilir. Ugiinciisii, distrofik kas zarmin kirilganhigindan dolayr kas
fonksiyonundaki iyilesme sinirli seyredebilir. Dérdiinctisii, su anda hayvan veya insan
distrofik kaslarinin, distrofik olmayan kaslarla ayni1 sekilde bir egzersiz stresoriine
tepki verip vermedigi bilinmemektedir. Son olarak, ilk dort sinirlama géz Oniine
alindiginda, fiziksel aktiviteden kaynaklanabilecek yaralanmayi1 onlemek i¢in dogru
bir egzersiz recetesinin nasil yapilacagit ve sonuglart 1yi bir sekilde tahlil

edilememektedir (129).

DMD, kas distrofilerinin en siddetli olanidir ve saglam bilimsel verilere
dayanmadig siirece egzersiz recetesi kontrendike olabilir. Hasta bireylerde yapilan
caligmalarda submaksimal aerobik egzersizlerin 6zellikle hastaligin erken evrelerinde
yararli olabilecegi belirtilmektedir (133,134). Kas fibrilleri DMD’de sarkolemmal
membranin mekanik destegindeki yetersizlik nedeniyle kontraksiyona baglh
yaralanmalara acik hale gelmektedir (135). Belirli bir miktarda gerceklestirilen kas
aktivitesinin kullanmama atrofisini 6nlemekte, rezidiiel kuvveti devam ettirmekte,
aktif hareketin potansiyel trofik etkilerini korumakta, fonsiyonel durumu ve esnekligi
koruyup gelistirmekte oldugu varsayilirken (133,136-138); eksantrik kas aktivitesi ve
yiikksek direngli egzersizin kontraksiyona bagimli kas yaralanmalarina sebep
olabilecegi nedeniyle uygunsuz oldugu, yasam boyunca kullanilmamasi gerektigi
belirtilmektedir (133,136-139). Son dénemde yapilan ¢alismalara dair sonuglara gore;
distrofin ve DGK olmamasia ragmen, distrofik membranlar erken olgunlagsma

sirasinda yaralanmaya daha az duyarhidir (140). Bu sonuglar bize egzersizlerin erken
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yasta baglatilmasi gerektigini gostermektedir (141). Yiiksek direngli kuvvetlendirme
egzersizleri DMD’li ¢ocuklara Onerilmez. Yiizme gibi submaksimal aerobik
egzersizler Onerilmektedir (115). Hyzewicz ve ark., 2015 yilinda yayimladig
derlemede o giine kadar yapilan egzersiz caligmalarin sonuglar1 Sekil 6’da

Ozetlenmektedir (4).

Bu bilgiler 1s181nda mevcut tez ¢alismamizin sorusu aerobik egzersizin (yiizme),
LLLT nin veya bu yontemlerin kombine uygulanmasinin DMD’li mdx farelerde;
dejenerasyon, oksidatif stres ve utrofin proteini ile irisin peptiti lizerine etkileri olup
olmadig1 ve yontemlerin birbiri {izerine istiinliikleri olup olmadigidir. Bu nedenle
calismamizda DMD’li mdx fare modelinde faydali etkileri gosterilen yiizme
egzersizlerinin olas1 yan etkilerini azaltmak veya faydasmi artirmak i¢in LLLT
tedavisi ile birlikte uygulanmasinin veya tek tek uygulanmasinin kas dejenarasyonu,
oksidatif stres, utrofin proteini ve irisin peptiti lizerine olan etkisini arastirmak

amagclanmaktadir.
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Egzersizin Distrofinden Yoksun Kaslar Uzerindeki Etkisi

Mdx Fare Uzerindeki Arastirmalar DMD'li Hastalar Uzerindeki Arastirmalar
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Sekil 6. DMD'de egzersizin hayvan ve insan ¢aligmalarindaki etkisi (4).
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3 GEREC VE YONTEM

“Duchenne muskiiler distrofili mdx farelerde yiizme egzersizi, diisiik dereceli
lazer veya kombinasyonlarinin dejenerasyon, inflamasyon, oksidatif stres ve utrofin
proteini ile irisin peptiti iizerine olan etkisi” adli calismamiza Acibadem Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir (HADEK-2020-21 Onay
yazis1 ekte sunulmustur). Calismamiz Acibadem Universitesi Bilimsel Arastirma Proje
Komisyonu (20/04/2020) tarafindan desteklenmistir.

3.1 Hayvanlar

Calismamiz igin Acibadem Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezinden (ACU-
DEHAM) 8 haftalik erkek Transgenik (20 gr) mdx fare (n=20) temin edilmistir.
Fareler 20-22 °C sicaklikta beserli olarak kafeslerde rahat hareket edebilecekleri
sekilde korunmuslardir. Laboratuvarda 12 saat gilindiiz /12 saat gece 151k uygulanmus,
deney baslangicindan sonuna kadar ki siire boyunca ACU-DEHAM laboratuvarinda
havalandirma ile diger temizlik kurallarina dikkat edilerek ve laboratuvar hayvanlar
bakim kilavuzlarina (1985 revize NIH yaymn numaras1 85-23) uygun olarak bakim
yapilmistir (United States. Department of Health and Human Services. NIH
Publication. 1985 revize). Hayvanlara; su ve yem (standart laboratuvar yemi) ad
libidum olarak verilmistir. Tiim farelerin viicut agirligi her hafta cuma giinii saat

08:00-09:00 arasinda tartilmistir.

3.1.1 Deney gruplar

Orneklem biiyiikliigii; G Power 3.1 programi (Kiel Universitesi, Kiel, Almanya)
ile, %95 giiven smirinda, 0,05 hata pay1 ile ¢alismanin gii¢ oranin1 %95 olarak elde

etmek i¢in her grupta en az 5, toplam 20 fare olacak sekide Zelikovich ve
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arkadaslarinin ¢alismasindaki kas giicii artisinin ortalamalart ve standart hatast goz

Ontine alinarak belirlenmistir (3). Deneyin protokolii Sekil 7°de gosterilmistir.

Deney 24 saat sonra
basglangici kavrama test
l protokolleri
0. Hafta 1. Hafta 9. Hafta 1
' Y Testlerden
24 saat
Egzersize Alisma Egzersizve/ veya LLLT sonra
Peryodu uygulamalari (8 Hafta) Otanazi

Sekil 7. Calisma protokolu.

Hayvanlar kapal1 zarf usulu seklinde asagidaki gibi dort gruba ayrildi:

i. Sedanter mdx fare + plasebo LLLT uygulanan grup (SK): n=5

ii. Sedanter mdx fare + LLLT uygulanan grup (SL):n=5

iii. 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare (Eg): n=5

iv. 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare + LLLT uygulanan grup (EgL): n=5

3.1.2 Egzersiz egitimi

Hayvanlar aerobik fiziksel aktivite olan yiizme egitim protokoliine alindi
(sedanter gruplar hari¢). Egitim protokolii adaptasyon ve egzersiz fazi olarak ikiye
ayrilip, ilk olarak adaptasyon fazinin birinci giinii, bir yuvarlak plastik tank iginde [60
cm x 150 cm x 45 cm; su sicakligi 32 + 1°C] 10 dakika yiizdiiriildii. Adaptasyon siiresi
boyunca hayvanlar 30 dk kesintisiz egzersiz yapabilene kadar her giin 10 dakika
egzersizde artirma yapilarak yiizmeye aligtirildi. Bir haftalik adaptasyon fazindan

sonra egzersiz fazina gecildi (142).
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Hayvanlar, her zaman ayni iki ¢alismacinin gozetiminde ayni saatte tanka
yerlestirildi. Tiim deney boyunca ¢alismacilar havuzunun basinda durarak nazik bir
sekilde ylizmeyen hayvanlari dokunarak, birbiri {istline ¢ikan hayvanlar1 ayirarak
hayvanlarin hepsinin esit bir sekilde ylizmesini saglandi. Tiim ylizme egzersiz fazi 8
hafta boyunca ve haftada 3 giin 30'ar dakikalik ylizme egzersizi olarak yapildi. Her
egzersiz seansinin sonunda, hayvanlar kurutularak ve sicak bir ortamda muhafaza
edildi (143). Yiizme egzersizinin Benthem ve arkadaslarinin yaptigi calismada
Maksimal oksijen tiiketiminin (VO2max) %60°ma denk geldigi ve orta dereceli
aerobik egzersiz olarak tanimlandigi da belirtilmektedir (144). Yiizme egzersiz
protokolii laboratuvarimizin ve yiiriitiiciiniin kullandigi bir yontem oldugu ve distrofik

farelerde yararl etkileri gdsterildigi i¢in se¢ilmistir.

Resim 2. Yiizme egzersizi uygulanan mdx fareler.
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3.1.2.1 LLLT uygulanmasi

Sedanter mdx fare + plasebo LLLT (SK) grubu hayvanlar 8 hafta boyunca haftada
3 kez gastrokinemiuslar iizerinde LLLT (Polaris 2, ASTAR®, Bielsko-Biata, Poland)
makinesi ¢alismadan kullanilarak plesebo olarak tedavi edildi. Sedanter MDX fare +
LLLT uygulanan grup (SL) ile 30 dk yiizme egzersizi yapan MDX fare + LLLT (EgL)
uygulanan grup hayvanlara haftada 3 kez gastrokinemiuslar iizerinde noktasal LLLT
(Polaris Sonda Puntale IR 400 mW / 808 nm) 90 sn boyunca uygulandi. Lazerin
uygulanma giicii iireticinin talimatlarina gére kas dokusuna kadar etki eden gii¢ oldugu

icin secilmistir.

Resim 3. LLLT uygulanan mdx fareler.

3.2 Kas Gicii Testleri

Hayvanlar sekiz haftalik egzersizi bitirdikten 24 saat sonra kas giiciinii testetmek
icin Aartsma-Rus ve arkadaslarinin 2014'te yaptig1 calismadaki gibi asma testleri ve

rotarod test protokollerine alindi (5).

Asma testleri (iki uzuvlu ve dort uzuvlu) ile denge, koordinasyon ve kas durumu

degerlendirilebilir. Bu testler, farelerin tiikenene kadar bir tel veya 1zgara tizerinde asili
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kalmaya istekli olduklar1 bilgisine dayanmaktadir. Testin baslangicinda sirasiyla bir
tel kullanilarak sadece iki 6n ayak ve dort uzvun kullanildig iki ayirt edici asma testi
kullanilir. Bu testlere gore fareler iki uzuvlu asma testinde ilk olarak 6n ayaklart 2 mm
kalinliginda askiyr tutacak sekilde asili tutturuldu (Resim 5) yaklasik 37 cm altinda
bezden yatak yapilarak konuldu. U¢ deneme yaptirildi ve en uzun siire kalma siiresi

saniye olarak not edildi.

Dort uzuvlu asma testine sigan kafesinin 1zgarasina dort ayakla farenin tutunmasi
saglandiktan sonra 1zgara ters ¢evrildi (Resim 6). Yaralanmasini 6nlemek i¢in 25 cm
altina siinger yatak konuldu. Ug deneme yaptirildi en uzun siire kalma siiresi saniye
olarak not edildi. Yabani tip farelerin ¢ogu 600 saniye asili kalabilirken distrofik

fareler 600 saniyeyi tamamlayamadig: bildirilmistir. (5).

Resim 4. ikili asma testi. Resim 5. Dortlii asma testi.

Rotarod testi ile kas kuvveti koordinasyonu ve denge durumu belirlenebilir. Bu
test i¢in fareler donen bir tiip lizerinde ¢alistirildi (Resim 7). Fareler baglangi¢ olarak
bir alisma siirecine tabi tutuldu ve bunun i¢in egitim programi baslatildi. Bir giin
Oncesinden egitim verilen fareler daha sonra rotarod iizerine konuldu. 3 kere test

tekrarland1 ve saglanan en yiiksek durma stireleri saniye olarak not edildi (5).
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Resim 6. Rotarod testi.

3.2.1 Kan ve doku orneklerinin alinmasi

Testlerin yapilmasindan 24 saat sonra Ketamin/Ksilazin (100/10 mg/kg)
anestezisi intraperitoneal olarak uygulanan hayvanlar kalplerinden kan alinarak feda
edildi. Serum hazirlanmasi i¢in alinan kan 6rnekleri, 6000 rpm de 10 dakika santrifiij
edilerek -80°C’de saklandi. Gastroknemiuslar, diafram kaslar1 ve kalp dokusu
cikartildi. Sag gastroknemius, diafram kaslar1 ve kalp dokusu histopatolojik analizler
icin %10 tamponlu formaldehit fiksasyonuna alindi. Sol gastroknemius westren blot

ve ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) dlciimleri icin -80°C’de saklandh.

3.3 Biyokimyasal Ol¢iimler

3.3.1 Kreatin kinaz (KK), utrofin ve irisin él¢iimleri

Serum Orneklerinde serum KK, serum ve kas Orneklerinde utrofin ve irisin
seviyeleri ELISA (Okuyucu cihaz: Biotek ELx800, Yikayici cihaz: Biotek EIX50,

Almanya) ticari kiti iireticinin talimatlarina gére kullanilarak belirlendi.
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3.3.2 Total oksidan kapasite (TOS) ve total antioksidan kapasite (TAS)

ol¢iimleri

Serum TAS ve TOS o6lgiilerek oksidatif stres indeksi belirlenecektir. TAS ve TOS
seviyeleri ticari olarak temin edilebilen kitler kullanilarak olgiildii (Relassay®,
Gaziantep, Tiirkiye). Yeni otomatik yontem, antioksidanlar tarafindan daha kararl bir
ABTS (2,2 Azino-bis (3 etilbenzotiyazol ne-6-siilfonik asit)) radikasyonunun
karakteristik renginin agartilmasmna dayanmaktadir. Test, %3'ten daha diisiik
miikemmel hassasiyet degerlerine sahiptir. Sonuclar m mol Troloksequivlent / L

cinsinden ifade edildi (145).

TOS yonteminde; numunede mevcut olan oksidanlar, ferrosiyon odianisidin
kompleksini ferriyona oksitlendi. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol
miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile arttirildi. Demir, asidik bir ortamda
ksilenolorange ile renkli bir kompleks tiretildi. Spektro fotometrik olarak 6l¢iilebilen
renk yogunlugu, numunede bulunan toplam oksidan molekiil miktariyla iligkilidir.
Deney hidrojen peroksit ile kalibre edilecek ve sonuglar mikromolar hidrojen peroksit
esdeger entperlitre (umol H202 esdegeri / L) cinsinden ifade edildi. (145). Ayrica
TOS'un TAS'ye oran1 oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul edildi. Hesaplama igin;
OSI=TOS (umol H202 esdegeri / L) / TAS (umol Troloksequivt / L) (145).

3.4 Histolojik Analizler

Diseksiyon sonrasi alinan gastroknemius kasi, diyafram ve kalp dokusu 6rnekleri,
%10'luk nétral tamponlu formalin ile 72 saat fikse edildi. Fiksasyonu takiben dokular,
yiikselen etil alkol serisi (%70, %90, %96, %100) ile dehidrasyon ve ksilenle
saydamlastirma asamalarindan gegirildi. Dokular daha sonra parafine gdmiildii.
Mikrotom ile 5 um kalinliginda alinan kesitler sicak su banyosuna aktarildi. Daha
sonra doku bloklarindan elde edilen kesitler histolojik boyamalar i¢in lamlara alinda.

Alinan kesitlere, gastroknemius kasi, diyafram ve kalp dokusundaki histopatolojik
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degisiklikleri gostermek amaciyla Hematoksilen-Eosin, Masson trikrom ve pikrosirius
boyalar1 uygulandi. Elde edilen preparatlardaki doku iyilesme/hasar derecesinin
histopatolojik degerlendirilmesi i¢in iyilesme ve hasar alanlarinda her preparat saat
yoniinde kaydirarak rastgele segilen 5 benzer alanda, x400 biiylitme altinda kas
dejenerasyonu, lokosit infiltrasyonu ve vazokonjesyon bazindaki histopatolojik
parametrelerle, her kriter icin 0 ile 3 arasinda degisen (O:hi¢c yok; 1:az; 2:orta ve

3:ciddi) bir skorlama sistemi kullanilarak (maksimum skor degeri 9) yapildi (146).

3.5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme i¢in Graphpad Prism 9 programi kullanildi. Tiim
veriler ortalama + standart sapma seklinde ifade edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda
parametrik verilerde; tek yonlii varyans analiz (ANOVA) sonras1 Tukey-Kramer ¢coklu
testi ile degerlendirilmesi yapildi. Nonparametrik verilerin degerlendirilmesinde
Kruskal Wallis sonrast Dunn testi ile yapildi. P degerinin 0,05 ve 0,05’ten kiigiik
olmasi (p<0,05) anlaml1 kabul edildi.
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4 BULGULAR

Calismamizda DMD’li mdx farelerde ylizme egzersizi, diisiik dereceli lazer veya
kombinasyonlariin dejenerasyon, inflamasyon, oksidatif stres ve utrofin proteini ile

irisin peptiti lizerine etkileri arastirilmis olup bulgular sirayla asagida verilmistir.

4.1 Kas Giicii Testleri

Gruplarin iki ekstremiteli, dort ekstremiteli asma ve rotarod testi ortalamalari ile
standart deviasyonlar1 Tablo 1'de gosterilmektedir. Iki ekstremiteli (F (3, 12) =1,089,
p = 0,39, Sekil 8) ve dort ekstremiteli asma (F (3, 12) = 1,819, p = 0,19, Sekil 9);
testlerinde gruplarin birbiri ile karsilastirilmalar1 sonucunda istatiksel bir anlamlilik

goriilmedi.

Rotarod testinde gruplarin birbiri ile karsilagtirilmalar1 sonucunda istatiksel
anlamlilik goriiliirken (F (3, 12) = 2,624, p = 0,09, Sekil 10); grup EgL'nin grup SK'ya
gore rotarod testi siiresi anlamli olarak yiiksekti (p = 0,03, Sekil 10). Diger gruplarin
birbiri ile kargilagtirilmasinda bir farklilik gériilmedi (p> 0,05).

Tablo 1. Gruplarin kas testlerinin ortalamalari ve standart deviasyonlari.

Kas Testi Grup SK Grup SL Grup EG Grup EGL
Sonuglari Ort: SD Ort£ SD Ort£ SD Ortx SD
iki ekstremiteli 45,00 + 7,80 69,00 + 4,77 108,3 + 57,73 91,00 + 78,58
asma testi (sn)

Dort 56,25 £ 6,59 121,5 £ 69,02 77,25+ 12,09 116,5 + 55,43
ekstremiteli

asma testi (sn)

Rotarod Testi 75,5+ 62,04 157,5 £ 54,71 177,5 £ 78,27 190,3 + 57,05
(sn)

Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk
yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL. 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Ort + SD:
ortalama =+ standart deviasyon.
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iki Ekstremiteli Asma Testi
150+
. 3 Grup SK
3 Grup SL
'g 100- =3 Grup Eg
: T o o
2 EgL
¢ 504 T
0

Sekil 8. Iki ekstremiteli asma testi.

Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk

yilizme egzersizi yapan Mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii
Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test.

Dort Ekstremiteli Asma Testi

200~
3 Grup SK
150+ /3 Grup SL
= —|_ T =3 Grup Eg
o J Grup
2 100 O
'E o EglL
n T
50+
0

Sekil 9. Dort ekstremiteli asma testi.

Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk

yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii
Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test.
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Rotarod Testi

T

300+

[

=

=
1L

Saniye (sn)

-

O Grup SK
O Grup SL
O Grup Eg
3 Grup EgL

Sekil 10. Rotarod testi

Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk
yilizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii
Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, grup SK’ya gore anlamlilik.

4.2 Biyokimyasal Olciimler

Biyokimyasal dl¢timlerden serum KK, serum ile kas TAS, TOS ve OSI’lerinin

ortalamalar1 ve standart deviasyonlar1 Tablo 2'de gosterilmektedir. Serum KK

diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirllmalar1 sonucunda istatiksel bir anlamlilik

goriilmedi (F (3, 14) = 0,214, p = 0,88, Sekil 11). Serum TAS diizeyleri (F (3, 14) =

0,876, p=0,47, Sekil 12) ve kas (F (3, 16) = 1,764, p = 0,19, Sekil 13) gruplar arasinda

istatiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi.
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Tablo 2. Gruplarin biyokimyasal 6l¢limlerin ortalamalari ve standart deviasyonlart.

. . Grup SK Grup SL Grup EG Grup EGL

Degerlendirmeler
Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD

Serum KK (U/L) 6731 + 1935 7318 + 1133 6993 + 819.6 6623 + 1522
Serum TAS (mmol/L) 1,890 + 0,33 1,740 £ 0,13 1,952 +£0,28 1,746 £ 0,17
Serum TOS (umol/L) 14,86 + 7,86 12,77 + 8,29 6,360 + 1,21 5,322+ 1,58
Serum Oksidatif indeks 0,96 + 0,58 0,77 + 0,52 0,32 + 0,04 0,30 + 0,08
Kas TAS (mmol/L) 0,93 + 0,22 1,136 £ 0,22 1,204 +0,18 1,080 + 0,10
Kas TOS (pmol/L) 19,68 + 3,33 20,07 £ 2,50 13,65 + 4,90 13,75 £ 2,00
Kas Oksidatif indeks 2,179 + 0,47 1,621 +0,15 1,109 + 0,27 1,279 £ 0,19

KK, Kreatin Kinaz, TAS, Total Antioksidan Kapasite, TOS, Total Antioksidan Kapasite, LLLT, Diisiik
dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve
LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx
fare ve LLLT; Ort + SD: ortalama + standart deviasyon.

Serum Kreatin Kinaz Duzeyleri
10000+
O Grup SK
8000+ - 3 Grup SL
T — T
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2000+
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Sekil 11. Gruplarin serum kreatin kinaz diizeyleri.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test.
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Serum TAS Duzeyleri
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Sekil 12. Gruplarin serum TAS diizeyleri

TAS, Total Antioksidan Kapasite, LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve
plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare,

Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc
Test.

Kas TAS Duzeyleri
1.57
=3 Grup SK
T
T — 3 Grup SL
g 109 T 3 Grup Eg
TE:) 3 Grup EgL
€ 0.5-
0.0

Sekil 13. Gruplarin kas TAS diizeyleri

TAS, Total Antioksidan Kapasite, LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve
plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare,

Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc
Test.

Serum TOS seviyelerinde gruplarin birbiri ile karsilastirilmalari sonucunda
istatiksel anlamlilik goriiliirken (F (3, 14) = 3,365, p = 0,04); grup Eg (p = 0,05) ve
grup EgL'nin (p =0,03), grup SK'ya gére anlamli olarak serum TOS seviyeleri diistiktii
(Sekil 14).
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Kas TOS seviyelerinde gruplarin birbiri ile karsilastiritlmalar1 sonucunda istatiksel
anlamlilik goriildi (F (3, 15) = 5,104, p = 0,01). Grup SK'ya gore Eg (p = 0,05) ve
EgL grubu (p = 0,01) kas TOS seviyeleri istatiksel olarak anlamli sekilde diistiktii.
Ayrica Grup SL’ye gore Eg (p = 0,02) ve EgL grubu (p = 0,04) kas TOS seviyeleri
istatiksel olarak anlaml sekilde disiiktii (Sekil 15).

Serum TOS Dizeyleri
20+
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154 —|_ ‘|’ 3 Grup SL
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Sekil 14. Gruplarin serum TOS diizeyleri
Kas TOS Duzeyleri
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204 T . 3 Grup SL
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Sekil 15. Gruplarin kas TOS diizeyleri

TOS, Total Oksidan Kapasite, LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve
plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare,
Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc
Test, *p<0,05, grup SK ya gore anlamhlik; * p<0,05, grup SL’ye gore anlamlilik.
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Serum OSI degerlerinde gruplarin birbiri ile karsilastirilmalart sonucunda
istatiksel anlamlilik goriiliirken (F (3, 14) = 3,576, p = 0,04), grup SK’ya gore grup Eg
(p =0,04) ve grup Egl.'de (p = 0,03) OSI degeri anlamli derecede diisiiktii (Sekil 16).

Kas OSI degerlerinde ise gruplarin birbiri ile karsilastirilmalar1 sonucunda istatiksel

anlamlilik bulundu (F (3, 15) = 11,48, p = 0,0004). Grup SK’ya gore grup Eg (p =

0,002) ve grup Egl'de (p = 0,004) OSI degeri anlamli olarak azaldi (Sekil 17).

Serum Oksidatif Stres indeksi
1.5-
] | T
0.5+ ) .
0.0 I;I

3 Grup SK
3 Grup SL
3 Grup Eg

Grup

M el

Sekil 16. Gruplarin serum oksidatif stres indeksi diizeyleri

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yénlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, grup SK’ya gére

anlamlilik
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Kas Oksidatif Stres indeksi
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Sekil 17. Gruplarin serum oksidatif stres indeksi diizeyleri

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yvapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, grup SK ya g¢oe
anlamlilik; # p<0,05, grup SL’ye gore anlamhlik.

4.3 Kas Utrofin Seviyeleri

Kas utrofin seviyelerinde gruplarin birbiri ile karsilastirilmalar1 sonucunda
istatiksel anlamlilik bulundu (F (3, 14) = 3,478, p = 0,04). Grup SK’ya gore grup
Egl'de utrofin anlaml1 olarak artt1 (p = 0,04, Sekil 18). Ayrica Grup SL’ye gore yine
grup Egl'de anlamli olarak utrofin degerlerinde artig goriildii (p = 0,01, Sekil 18).
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Kas Utrofin Diizeyleri
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Sekil 18. Gruplarin kas utrofin diizeyleri

LLLT, Diistik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, grup SK’ya gére
anlamhilik; # p<0,05, grup SL’ye gore anlamhilik.

4.4 Trisin Seviyeleri

Kas utrofin, serum ve kas irisin seviyelerin ortalamalar1 ve standart deviasyonlari
Tablo 3’te gosterilmektedir. Serum irisin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmalari
sonucunda istatiksel bir anlamlilik belirlenmedi (F (3,14) = 0,665, p = 0,58). Kas irisin
degerlerinde ise gruplarin birbiri ile karsilastirilmalar1 sonucunda istatiksel anlamlilik
bulundu (F (3,14) = 10,18, p = 0,0008). Grup SK’ya goére grup SL'de (p = 0,001), grup
Eg'de (p =0,01) ve Egl'de (p = 0,001) anlamli olarak kas irisin seviyeleri artt1 (Sekil
20).
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Tablo 3. Gruplarin biyokimyasal 6l¢limlerin ortalamalar1 ve standart deviasyonlart.

Grup SK Grup SL Grup EG Grup EGL
Degerlendirmeler

Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD Ort+ SD
Utrofin (ng/ml) 0,586 + 0,02 0,573 + 0,03 0,633+ 0,07 0,683 + 0,07
Serum frisin (pg/ml) 1243+ 1,73 121,2 £ 2,54 124,8 £2,22 123,8 + 6,58
Kas irisin (pg/ml) 588,6 + 148,2 970,0 + 79,68 900,1 + 127,5 824,6 + 31,28

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter

mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT

Serum irisin Dizeyleri
150+
3 Grup SK
— — — == 3 Grup SL
100+ = Grup Eg
E Grup
2 M EqL
50+
0

Sekil 19. Gruplarin serum irisin diizeyleri.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test.
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Kas irisin Diizeyleri
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Sekil 20. Gruplarin kas irisin diizeyleri

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, **p <0,001, grup SK'ya
gore anlamlilik.

4.5 Histopatolojik Degerlendirme

Gastroknemius kas dokusunun dejenarasyon ve inflamasyonu belirten 16kosit
infiltrasyonu ile vazokonjeksiyon skorlarmin birlestirildigi histolojik skor
sonuclarinda deney gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulundu (F (3, 16) =
1,846, p = 0,17, Sekil 21). Grup EgL’nin histopatolojik skoru SK (p= 0,004) ve SL
(p=0,017) grubuna gore istatiksel olarak anlaml1 sekilde diisiiktii (Sekil 21).
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Sekil 21. Deney gruplarinin gastroknemius kasi histopatolojik skor analiz grafigi.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, **p<0,01, grup SK 'ya gére
anlamhlik; # p<0,05, grup SL ye gére anlamlilik.

Gastroknemius kas1 histopatolojik inceleme i¢in kullanilan boyalarin gdsterimi
Sekil 22’de gosterilmektedir. SK grubunda gastroknemius kas morfolojisinde
dejenarasyon, 16kosit infiltrasyonu ve vazokonjesyon daha fazla gozlenirken (sekil 22
A-C) SL (Sekil 22 D-F) ve Eg (Sekil 22 G-I) gruplarinda SK grubuna nazaran daha az
histopatolojik hasar gozlendi. Egl. grubunda ise diger deney gruplarn ile
karsilastirildiginda morfolojik hasar daha azdi (Sekil 22 J-L).
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Sekil 22. Gastroknemius kasi histopatolojik inceleme ic¢in kullanilan boyalarin
gosterimi.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, (A-C), Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT; (D-F), Grup
SL: Sedanter mdx fare ve LLLT; (G-I), Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare; (J-L), Grup

EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Ok: dejenere kas lifi (A-J: H&E, B-K: Masson
trikrom, C-L: Pikrosirius, Parafin kesiz). (x400 biiyiitme alaninda bakilmigtir.)
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Gastroknemius kas1 drnekleri ¢gap parametreleri bazinda istatistiksel olarak analiz
edilmis ve anlamli olarak fark gosterilememistir (F (3, 194) = 1,923, p = 0,12) (Sekil
23).
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Sekil 23. Gastroknemius kasi ¢ap Slgiimleri.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test

Diyafram kas dokusunun dejenarasyon ve inflamasyonu belirten 16kosit
infiltrasyonu ile vazokonjeksiyon skorlarmin birlestirildigi histolojik  skor
sonuglarinda deney gruplar: arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulundu (F (3, 16) =
4,489, p = 0,01). Deney gruplar1 arasinda, EgL grubuna ait 6rneklerde histopatolojik
parametreler bazinda SK grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p=

0,022) bir skor diististi gozlendi (Sekil 24).
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Sekil 24. Deney gruplarinin diyafram dokusu histopatolojik skor analiz grafigi.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, grup SK’ya gére
anlamlilik

Diyafram kasi histopatolojik inceleme i¢in kullanilan boyalarin gosterimi Sekil
25’te gosterilmektedir Sedanter kontrol (Sekil 25 A-C) grubunda diyafram dokusunda
kas liflerinde dejenarasyon daha fazla gozlenirken, SL (Sekil 25 D-F) ve Eg (Sekil 25
G-I) gruplarinda SK grubuna nazaran daha az histopatolojik hasar gozlendi. EgL
grubunda ise diger deney gruplar ile karsilastirildiginda morfolojik hasar daha azdi

(Sekil 25 J-L).
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Sekil 25. Diyafram kasi histopatolojik inceleme i¢in kullanilan boyalarin gosterimi.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, (A-C), Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT; (D-F), Grup
SL: Sedanter mdx fare ve LLLT; (G-I), Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare; (J-L), Grup
EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Ok: dejenere kas lifi (4-J: H&E, B-K: Masson
trikrom, C-L: Pikrosirius, Parafin kesit). (x400 biiyiitme alaninda bakilmigtir.)

Kalp kas dokusunun dejenarasyon ve inflamasyonu belirten 16kosit infiltrasyonu
ile vazokonjeksiyon skorlarmin birlestirildigi histolojik skor sonuglarinda deney
gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulundu (F (3, 16) = 9,846, p = 0,0006).
Deney gruplart arasinda, Eg (p= 0,0179) ve EgL (p= 0,018) grubuna ait 6rneklerde
histopatolojik parametreler bazinda SK grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
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olarak anlamli bir skor diisiisii gozlendi. (Sekil 26). Kalp kasi histopatolojik inceleme
icin kullanilan boyalarin gosterimi Sekil 26’da gosterilmektedir SK (Sekil 27A-B)
grubunda kalp dokusunda kas liflerinde dejenarasyon diger deney gruplar ile
karsilastirildiginda daha fazlaydi, SL (Sekil 27 C-D) ve Eg (Sekil 27 E-F) gruplarinda
kas morfolojisinde SK grubuna nazaran iyilesme gozlendi. Egl. grubunda ise
morfolojik hasarin ¢aligmadaki tiim diger deney gruplar1 arasinda daha az oldugu

gozlendi (Sekil 27 G-H).
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Sekil 26. Deney gruplarinin kalp dokusu histopatolojik skor analiz grafigi.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yonlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, grup SK’ya gére
anlamlik.

52



MASSON TRIKROM

Sekil 27. Kalp kast histopatolojik inceleme i¢in kullanilan boyalarin gosterimi.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, (A ve B), Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT; (C ve D),
Grup SL: Sedanter mdx fare ve LLLT; (E ve F), Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare; (G ve
H), Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare ve LLLT; Ok: dejenere kas lifi (A-G: H&E, B-H:
Masson trikrom, Parafin kesit). (x400 biiyiitme alaninda bakilmistir.)

Kalp kas1 6rnekleri cap parametreleri bazinda istatistiksel olarak analiz edildi ve
anlaml olarak fark gosterdi (F (3, 203) = 12,05, p< 0,001). Deney gruplari arasinda,
Eg (p<0,001) ve EgL (p= 0,037) grubuna ait 6rneklerde kardiyomiyosit ¢ap 6l¢timleri
bazinda SK grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

belirlendi (Sekil 28). Ayrica deney gruplar1 arasinda Eg (p<0,001) ve EgL (p<0,001)
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grubuna ait Orneklerde kardiyomiyosit cap Olgiimleri bazinda SL grubu ile

karsilagtirildiginda da istatistiksel olarak azalma gozlendir (Sekil 28).
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Sekil 28. Kalp kas1 kardiyomiyosit ¢ap1 6l¢iimleri.

LLLT, Diisiik dereceli lazer tedavisi, Grup SK: Sedanter mdx fare ve plasebo LLLT, Grup SL: Sedanter
mdx fare ve LLLT, Grup Eg: 30 dk yiizme egzersizi yapan mdx fare, Grup EgL: 30 dk yiizme egzersizi
yapan mdx fare ve LLLT; Tek Yénlii Anova, Tukey-Kramer Post-Hoc Test, ***p<0,001, grup SK’ya
gore anlamlilik; # p<0,05, ### p<0,001, grup SL ye gore anlamlilik.
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5 TARTISMA

Muskiiler distrofiler icerisinde en sik gézlenen DMD erken g¢ocukluk ¢aginda
baslayan kas fonksiyon kaybi hastaligi olup X kromozomuna bagli genetik bir
bozukluktur. Bu bireyler i¢in heniiz kesin bir tedavi yontemi bulunamamistir. Diisiik
ve orta dereceli aerobik egzersizin yararl olabilecegi belirtilmektedir (3). Disiik
dereceli lazer tedavisinin, DMD semptomlarinin tedavisinde yeni ve umut verici bir
terapotik arag olarak kullanabilecegi, egzersizin olasi yan etkilerinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir (147). DMD’de diizenli egzersizin LLLT tedavisi ile kombine etkisi
konusunda bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir. Bu nedenle mevcut
calismamizda; mdx fare modelinde faydali etkileri gosterilen ylizme egzersizlerinin
olasi yan etkilerini azaltmak veya faydasini artirmak i¢in LLLT tedavisi ile birlikte
uygulanmasinin veya tek tek uygulanmasinin kas dejenarasyonu, oksidatif stres ve
utrofin proteini ile irisin peptiti tizerine olan etkisini arastirmak amaglanmistir. Mevcut
caligmada sedanter ve LLLT grubunda sedanter kontrole gore sadece irisin
seviyelerinin arttig1 goriiliirken, egzersiz gruplarinin her ikisinde total oksidan kapasite
(dolayisiyla OSI’nin de), kalp kasi histopatolojik skorlarinin azaltigi ve irisin
seviyelerinin sedanter kontrole gore arttigi belirlendi. Ayrica, egzersiz ve LLLT
uygulamasiin birlikte uygulandigi grupta ek olarak rotarod, utrofin seviyelerinde

artma, kas ve diyafram kas1 histopatolojik skorlarinda azalma goriilmiistiir.

Mdx fare en yaygin kullanilan DMD fare modelidir (5). Mdx fare, artmis kas
hasar1 ve zayifliginin oldugu hafif bir DMD formudur ve hastalardaki DMD
semptomlarina kiyasla hafif bir tutulum gosterirler (105,107). DMD hastalar1 ile
karsilastirildiginda, mdx farelerinde progresif kas hasar1 daha azdir ve kas dokusunda
daha az bag ve yag dokusuna dontisiim goriiliir (148,149). Mdx fareler daha 3 haftalik
iken muskiiler nekrozun basladigi gosterilmistir (150). Literatiire gore erken yasta kas
gelisiminin arttirtlmast ve olan kas kuvvetinin korunmasi amaci ile fareler 8
haftalikken deneye baslanmistir. Deney sonunda heniiz 16 haftalik olan farelerin de
literatiirde hem mdx fare olmasi hem de yasam siiresi bakimindan kiyaslandiginda

insan DMD hastalarina gore daha az tutulum gosterdigi bildirilmektedir (5).
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Diisiik dereceli lazer tedavisi, genellikle ortalama 10 mW-500 mW ¢ikis araligina
sahip bir sinif 3B lazer cihazi kullanilarak terapdtik amaglar igin 15181n uygulanmasidir
(17). Giliniimiize kadar lazer tedavisinin doku yenilenmesini destekledigi, iltihabi
azalttigit ve agriyr hafiflettigini gosteren bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir (18,19).
Yapilan caligmalar LLLT'nin Prostaglandin E2 (PGE2), Tiimor Nekroz Faktor Alfa
(TNFa), Interlokin 1 Beta (IL-1b) ve doku plazminojen aktivatorii dahil enflamatuar
belirteglerin salimimini degistirdigini gosterirken ayni zamanda 6dem ve hemorajik
formasyon, nekroz, nétrofil hiicre akimi, makrofajlar, lenfositler ve nétrofillerin
aktivitesi dahil olmak iizere inflamatuar siirecin gesitli yonlerini modiile ettigi
gosterilmistir (2). Iskelet kas1 yorgunlugunu ydnetmek ve iskelet kasi iyilesmesini
kolaylastirmak i¢in LLLT kullanimi1 ise yeni bir arastirma alanmidir. Literatiir de bu
konuda yapilan caligmalarda LLLT nin hiicre mitokondrilerinde fotokimyasal ve
fotofiziksel olaylar1 uyararak hiicresel enerji metobolizmas: gibi hareket ettigi
belirlenmistir. Ayrica LLLT kasta; mitokondriyal membran potansiyelini (151) ve
solunum zincirinde enzim aktivitesini artirir (122,152) Yapisal degisiklik, dahakiigiik
ve komsu mitokondrilerin zarlarinin birlesmesi yoluyla dev mitokondri olusumunu
igerir (153). Bu degisiklikler mitokondrinin hiicrelere daha yiiksek diizeyde solunum
ve ATP saglamasina olanak tanir (154-157).

LLLT nin kas hasar1 ve iyilesmesini artirmasinin nedeni olarak kas dokusunun
mitokondri yoniinden zengin olmasi, mitokondrinin baglica fotoalicilar olmas1 ve
mitokondride biraz Once bahsettigimiz degisikleri olusturmasi 6rnek gosterilebilir.
Ayrica LLLT'nin kok hiicreleri ve progenitor hiicreleri uyarma yetenegi, kas uydu
hiicrelerinin LLLT'ye iyi yanit verebilecegi ve kas onarimina yardimeci olabilecegi
anlamina gelir. LLLT'nin iltihab1 azaltma ve oksidatif stresi azaltma yetenegi, kas
yorgunlugu ve yaralanma durumlarinda da faydalidir (147). Fakat mevcut ¢alismada
sadece lazer uygulamasinin gastroknemius, diyafram ve kalp kasinda kas
dejenarasyonu ve 10kosit infiltrasyonu ile vazokonjesyon (enflamasyon
degerlendirmeleri) degerlendiren histopatalojik skorda istatiksel olarak anlamli bir
degisiklik mdx fare modelinde olusturamamistir. Egzersiz yapan gruba LLLT
eklendiginde ise bu durum degiserek anlamli bir azalma meydana getirdigi

goriilmiistir.
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Diisiik seviye lazer tedavisinin mdx fare modelinde iskelet kasi {izerine yaptigi
degisikliklerle ilgili olarak literatiirde birka¢ calisma bulunmaktadir. Oron ve
arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda sekiz yeni dogan mdx farede Ga-
Al-de diod LLLT (810 nm), 10 mW/cm bir gii¢ yogunlugu ile uygulanmistir.
Dogumdan 1 hafta sonra baglayarak 4 ardigik hafta boyunca haftada bir kez LLLT
uygulanmistir. Sonugta dogum sonrasi gelisim sirasinda mdx farelerine uygulanan
LLLT'in, bu farelerde rejeneratif kapasitenin indiiklenmesinde ve dejeneratif kas
odaklarinin azaltilmasinda 6nemli bir faydal etkiye sahip olabilecegini gostermistir
(20). Yine Macedo ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢aligsmalarinda; mdx
iskelet kasi hiicrelerinin primer kiiltiirleri LLLT ile 5 J / cm? akista 830 nm dalga boyu
ile sadece bir kez 1sinland1 ve 24 ve 48 saat sonra analiz edilmis sonu¢ olarak
inflamasyon ve oksidatif stres belirteglerinde azalma ve rejenerasyon seviyesinde
artma goriilmistiir (22). Leal-Junior ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 bir
calismada 6 haftalik mdx farelere 14 hafta boyunca haftada 5 kez tibialis anterior
kasinin tistiindeki bir noktaya LLLT (904 nm, 15 mW, 700 Hz, 1 J) veya plasebo LLLT
ile tedavi yapilmis ve LLLT'min TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 ve Prostaglandin
Endoperoksit Sentaz 2 (COX-2) dahil olmak {lizere ¢esitli enflamatuar belirteglerin
mRNA gen ekspresyonunu azalttigin1 bulmustur (17). Ayrica, KK aktivitesi plasebo-
kontrol grubuna gore LLLT grubunda anlamli olarak daha diisiik ¢ikmistir. Bu
calismalarda goriilen anlamli farklilik bizim calismamizda goriilmemistir. Bunun
nedeni olarak iireticinin kas {lizerine etkili oldugunu bildirdigi giicii kullanmamiza
ragmen lazerin giiciiniin (Polaris Sonda Puntale IR 400 mW / 808 nm) diger
caligmalardaki giiclere gore biraz daha diisiik olmasindan kaynaklanabilecegini

ongdrmekteyiz. Bu durum tezimizin bir kisitligini olusturmaktadir.

Duchenne hastaligina sahip ¢ocuklarin tedavisinde egzersiz uygulamalar1 6nemli
bir yer tutar. Saglikli insanlarda egzersizin faydalar1 bilinse de, muskiiler distrofili
bireylerde tedavi edici etkisinin olup olmadigi ve kas dokusuna zarar verip vermedigi
halen arastirilmaktadir. DMD'li ¢ocuklarda egzersizin tipi, frekansi, siddeti ve siiresi
ile ilgili bilgiler yetersizdir (4). Diizenli fiziksel egzersiz kas protein sentezini ve
mitokondriyal biyogenezi uyarir (11). Bu nedenle egzersiz, kas giiciinii korumak ve

kontraktiirleri dnlemek i¢cin DMD tedavisi olarak onerilmektedir (12,13). Ancak bu
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Oneri tiimiiyle kabul edilmemistir, ¢iinkli egzersizin distrofik kaslara zarar verebildigi
de bildirilmektedir (14). Zorlayic1 aktiviteler, maksimal direngli ve eksantrik
egzersizler kas harabiyetini arttir (1). Bu durumu yaratan distrofin eksikligi olan
kaslar1 egzersize karsi savunmasiz hale getiren bes mekanizma Markert ve
arkadaglarinin yaptig1 derlemede belirtilmistir. Bunlar; sarkolemmanin zayiflamasi,
artan kalsiyum akis1, oksidatif stres, tekrarlayan kas iskemisi ve bagisiklik sisteminin
sinirlerinin, hiicrelerinin ¢evre dokulara anormal sinyal vermesidir (151). Aerobik
egzersizin ise DMD olan gocuklarda kas giiclinii artirmak ve kontraktiirleri 6nlemek
icin kullamldig1 goriilmektedir. Ozellikle diisiik-orta siddetli aerobik egzersizlerin

yararli olabilecegi literatiirde bildirilmektedir (1,3).

Hyzewicz ve arkadaslar1 2015 yilinda DMD’li olan hayvanlar ve insanlarda
yapilan egzersiz ¢alismalarini derlemislerdir. Derlemede belirtilen ¢calismalarda mdx
fare ile yapilan 57 calismanin 37'si egzersizin olumsuz etkilerini, 15'1 sadece faydali
etkilerini ve 5'i hem olumsuz hem de olumlu etkilerini bildirmistir (4). Mdx fareler ile
yapilan egzersiz ¢alismalarmnin {ic amagla yapildig1 gériilmektedir. ilk amag farelerin
fiziksel kapasitelerinin degerlendirilmesi olurken, ikinci amag¢ bir ilacin etkilerini
degerlendirmeden oOnce fenotipin kotiilesmesi igin yiiksek derecede egzersiz
yapmaktir. Uciincii amag ise egzersizin distrofik kaslar {izerindeki etkilerinin
aragtirtlmasidir. Egzersiz egitimi modellerinde farkli tipte egzersiz ¢esitleri
denenmistir. Bunlar arasinda kullanilan en hafif yontemler arasinda yilizme, gontlli
tekerlek kosusu, rotarod veya diisiik hizli kosu bandi (<9 m/dk.) bulunmaktadir. En
zor olanlarda yiiksek hizli kosu bandi (>12 m/dk.) veya yokus asagi kosular
kullanmilmistir. Altt ve sekiz haftalik mdx fareleri kullanan kronik egzersiz
caligmalarinda, bir saat boyunca 23 m/dk'da 7° egimde (10 hafta) yokus asag
kosturduklarinda MAPK sinyal yolaklarinin asagi ¢ekilerek proteinlerin asiri fosforile
oldugunu gosterilmistir (158,159). Bu protokol ayn1 zamanda bagisiklik hiicrelerinin
hiicre i¢ine sizmasina, fibrozise ve yag dokularinin iskelet kas1 ve kalbe birikmesine
neden olmustur. Buna karsilik, diisiik yogunluklu antrenman faydali olarak
goziikmektedir. Mitokondriyal ve kas farklilagmasi genlerinin ekspresyonu, 4-8
haftalik hayvanlarda goniilli tekerlek calismasindan sonra arttigr gosterilmistir

(160,161). Gen¢ mdx farelerde diisiik yogunluklu yiizme ve kosma egzersizlerinin tip
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I1b ve tip lla kas liflerinin, tip I kaslara gegisi uyardigi gosterilmistir (15,16).
Matsakas ve arkadaslarinin 2013'te yaptig1 4 haftalik farelerde diisik yogunluklu
ylizme ¢aligmasi sonrasinda hem tip 1 hem de tip 2 tip iskelet kasinda sarkoglikan
ekspresyonu gosterilmistir  (15). Kontrol hayvanlarla ve mdx farelerin
karsilastirilmasinda; diisiik yogunluklu ylizme egzersizinin mdx kas fibrillerinde daha
sarkoglikan seviyelerini gosterdigi bildirilmistir (162). Bu gézlem, mdx farelerinin
kaslarinda, hipoksinin kontrol hayvanlarindan daha siddetli olmasi ile agiklanabilir.
Ciinkii HIF-1'in uyarilmasi, MAPK sinyal yolu yoluyla egzersize adaptasyonu baslatir
(15).

Yiizme egzersizinin Benthem ve arkadaslarinin yaptigi calismada Maksimal
oksijen tiiketiminin (VO2max) %60’1na denk geldigi ve orta dereceli aerobik egzersiz
olarak tanimlandig1 da belirtilmektedir (144). Bu nedenle mevcut ¢alismada yiizme
egzersizi kullanild1 ve fenotopi kétiilestirmeyen tam tersine egzersizin distrofik kaslar
tizerindeki etkilerini arastirmak igin kullanilan yiizme egzersizi 30 dk boyunca
uygulandi. Literatiire baktigimizda mdx fareler ile farkli yaslarda ve farkli diizeylerde
calisilmig ylizme egzersizi ¢alismasi goriilmektedir. Matsakas ve arkadaslarinin 2013
yilinda 6-8 haftalik erkek mdx fareler ile yaptig1 ¢alismada farelere her giin 30 dk
yilizdiiriilmiis bunun sonucunda calismamizin tersine KK seviyelerin arttig
goriilmesine (15) ragmen cogu calisma da calismamiza benzer sekilde KK
seviyelerinde bir farklilik belirlenmemistir (3,4). Hyzewicz ve arkadaslar1 2015 yilinda
yayinladiklar ¢aligmada 4 haftalik erkek mdx fareleri 4 hafta boyunca haftada 4 giin
olmak tizere giinde 30 dk ylizme egzersizine tabi tutmuslar ve calismamiza benzer
sekilde KK seviyelerinin gruplar arasinda degismedigini gostermislerdir (4). EK olarak
caligmalarda ve calismamizda goriilen KK diizeyinin artmamasi: kullandigimiz

egzersiz ve LLLT tedavisinin kasa bir hasar vermedigini bize gosterebilir.

Hyzewicz ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda 4 haftalik mdx farelere 4 hafta boyunca
yiizme egzersizi c¢alistirdiklarinda hayvanlarin  kavrama giliciiniin artigin1  ve
kontraksiyonda artis gordiiklerini belirtmiglerdir (4). Wineinger ve arkadaslar 4
haftalik mdx fareleri 56 hafta boyunca giinde 30 dk yiizdiirmiis ve kasta yorgunlugun

azaldig1 sonucuna varmiglardir (163). Hayes ve arkadaslariin 1993 yilinda yaptiklar
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calismada 5 haftalik mdx fareleri 15 hafta boyunca hergiin yiizme siiresini 5 dk
arttirarak toplamda 2 saat yiizdiirme yaptiklar1 ¢caligmada kasin yorgunluk direncinde
yiikselme gozlenirken (164). Ayni grubun 1998 yilinda 96 haftalik farelerle 10 hafta
boyunca yaptig1 ¢alismada fareler yorulana kadar ylizdiiriilmiis ve kaslarda goreceli
olarak yorgunluk gézlenmistir (165). Mevcut ¢alismada ise egzersiz yapilan gruplarda
kavrama giiclinii belirten asma testlerinde artig goriilmesine ragmen istatiksel olarak
anlaml bir artis belirlenmedi. Sadece lazer ve egzersizin birlikte kullanildig1 grupta
denge ile koordinasyon gerektiren ve kas giiciinii de 6l¢en rotarod testi istatiksel olarak
sedanter kontrol grubundaki hayvanlara gore daha fazla ¢ikmistir. Ayrica mevcut
calismada Zelikovich ve arkadaglarinin ¢alismalarina (3) benzer sekilde iskelet kasi
capinda bir degisiklik goriilmemistir. Bu durum da kas giicii testlerinin bazilarinda

neden anlamlilik ¢ikmadigini bize agiklayabilir.

Hem insan DMD hem de mdx fare kasi ¢alismalari, lipid, protein ve DNA
oksidatif hasarmin (166,167) ve daha yliksek antioksidan mRNA seviyelerinin ve
enzim aktivitelerinin (167) belirteclerinin arttigin1 bildirmektedir. (168). Iskelet
kasinda distrofinin yoklugu, kasi serbest radikal kaynakli yaralanmaya normal kasa
gore daha duyarli hale getirir (169). Ayrica, diistik distrofin igeriginin daha yiiksek kas
protein oksidasyonuna neden oldugu oksidatif hasara duyarlilik ile distrofin
ekspresyonu arasinda negatif bir iliski vardir. (170). Dolayisiyla oksidatif stres mdx
kasmin patogenezinde rol oynar (167,168) bu nedenle oksidatif stresi azaltmak

onemlidir.

Egzersizin oksidatif stres iizerine olan etkilerine bakildiginda 2013 yilinda
Baltgalvis ve arkadaslarinin 12 haftalik erkek mdx fareler ile yaptig: diisiik yogunluklu
egzersizin oksitadif stres kapasitesini iyilestirebilecegi bulunmustur (160). Hyzewicz
ve arkadaglar1 2016 yilinda yayinladiklar ¢aligmada 4 hafta boyunca giinde bir kez 30
dakika diisik yogunluklu ylizmenin inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigi
gostermislerdir (165). Hayes ve arkadaslarinin 1993'te erkek mdx farelerle 15 hafta
boyunca giinde 2 saat ve haftada 5 giin yapmis olduklar1 yogun programda dahi
oksidatif kapasitenin iyilestirilebilir oldugu gosterilmistir (164). Orta dereceli egzersiz

egitimi altinda, kuadriseps kasindan izole edilen mitokondri tarafindan hidrojen
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peroksit liretiminin, sedanter mdx farelere kiyasla egzersiz yapan mdx farelerde daha
diisiik oldugunu gosterilmistir (170). Bu durum egzersizin oksidatif stresi azaltmasinin
bir sebebi olarak goriilebilir. Ek olarak, aerobik egzersiz; oksidatif stresinde rol
oynadigi yaslanma sirasinda, mitokondriyal biyogenez ve metabolizmanin
diizenlenmesinde rol oynayan ana transkripsiyonel koaktivator olan PGC1a yolundaki
(171) azalmay1 da telafi eder. Mevcut ¢alismamizda da literatiire uyumlu olarak kas
ve serumda oksidatif stres indeksi diisiik bulundu. Fakat bu diisiikliige sadece
TOS’daki azalma yol agti. Ciinkii kas ile serum TAS diizeylerinde anlamli bir fark
gozlenmezken serum TOS diizeylerine bakildiginda egzersiz gruplarinin (Eg ve EgL)
sedanter kontrol grubuna gore azaldigi belirlendi. Gastroknemius kast TOS seviyesi
egzersiz gruplarinda her iki sedanter gruba gore (SK ve SL) azalma gosterdi.
Antioksidan enzim aktivitelerinde ve protein igeriginde 6nemli bir artis olmadan mdx
farelerinde diisiik yogunluklu egzersiz egitimini takiben daha diisiik serbest radikal
hasar1 belirteclerinin bulunmasi, mdx farelerinde bu egzersiz yogunlugunun ardindan

reaktif oksijen iiretiminin daha diisiik oldugunu bize gostermektedir (170).

Macedo ve arkadaglarini 2015 yilinda yaymlanan LLLT g¢aligmalarinda distrofin
eksikligi olan kas hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu tesvik etme ve oksidatif stres
ve inflamasyon siirecini azaltmada LLLT'nin olumlu sonuglar vedigini
gozlemlemislerdir (22). Ayrica Silva ve arkadaslarinin 4 haftalik erkek mdx fareler ile
yaptiklar1 ¢alismada LLLT ile tedavi edilen mdx fareleri, bir kosu bandinda zorlu
yiiksek yogunluklu egzersize tabi tutulan mdx farelerine gore onemli Glgiide daha
diisiik KK seviyeleri ve oksidatif stres gosterdigi bulunmustur (23). Biz ¢alismamizda
sadece lazer uygulanan gruplarinda bu verileri goremezken egzersiz gruplarinda
oksidatif stres indeksinin sedanter gruplara gore azaldigini gordiik. Bu azalma egzersiz

egitimi ile iliskili bir veri olarak goéziikmektedir.

Fiziksel egzersizden sonra LLLT kullanimu ilgili yapilan ¢alismalarda asagidaki
sonuclar bulunmustur. Fiziksel egzersizden sonra LLLT kullanimi mitokondriyal ve
metabolik disfonksiyonu diizelttir. Bunun yaparken ayni zamanda kas kasilmasi ve
reaktif oksijen/nitrojen metabolitlerinden kaynaklanan mekanik ve metabolik stresten

iretilen mikrolezyonlar1 onarmayr da amaglar. Aerobik egzersizinin mitokondri
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tizerindeki olumlu etkilerine LLLT eklendiginde, uyum stireci arttirilabilir (147). Dev
ve daha iglevsel mitokondri (daha yiliksek enzim aktivitesi), bu egzersizler sirasinda
yiiksek diizeyde hiicresel solunum ve ATP sentezi (122,156,157) saglayabilir, bu da
oksijen tiiketimini artirir (126) ve kas yorgunlugunu azaltir (155).

Ayrica laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyini de etkileyebilir. Laktat dehidrogenaz,
viicutta hemen her hiicrede tespit edilebilen ve sekerden enerji elde etmek igin
kullanilan bir tiir enzimdir. Cogunlukla hasar durumlarda diizeyi artar. Diisiik dereceli
lazer tedavisinin fiziksel egzersiz sirasinda LDH aktivitesini modiile ettigi
gosterilmistir (126,155,172,173). Bu ¢alismalarda mitokondride yetersiz ATP sentezi
ve oksijen arzinin yavas oldugu siireclerde bile LLLT nin LDH aktivitesini inhibe
ettigi gosterilmistir. Ek olarak LLLT, birincil foto alict olarak sitokrom c¢ oksidazi
(CCO) kullanir ve bu etkilesimin ana etkileri, artan ATP sentezi ve artan mitokondriyal
fonksiyondur (122,152,156,157). Isik, mitokondri, ROS ve reaktif nitrit metobolitleri
arasindaki iliski, ROS'un azalmasini ve nitrik oksit-sitokrom ¢ oksidazin (NO-CCO)
foto-ayrismasini igerir ve mitokondride oksijen tiiketiminin ve ATP sentezinin
restorasyonuna katkida bulunur (122,151-153,156,157,174-177). Bu sekilde egzersiz
sirasinda mitokondriyal fonksiyonu gelistirerek kas yorgunlugu geciktirir ve kas
performansini artirir. Mevcut calismada egzersiz sonrasinda ek olarak uygulanan
LLLT tedavisinin rotarod testindeki artma yapmasi, kas dokusunda utrofin
ekspresyonunun artmasi ve kalp, diyafram ile gastroknemius kasinda histopatolojik
skoru ve serum ile kastaki oksidatif indeks diisiirmesinin sebebi olarak yukarida

yazilan mekanizmalar goriilebilir.

Duchenne muskiiler distrofi, iskelet ve kalp kast liflerinin yapisal bir proteini olan
distrofin kaybindan kaynaklanir (178) ve viicuttaki distrofinin kaybi, apendikiiler ve
diyafram kaslarinda nekroz ve ilerleyici zayiflik ile sonuglanir (179,180). DMD'de
genellikle diyafram zayifligi gozlenir (180). DMD hastalarinin %90"indan fazlasi
kardiyomiyopati gosterir ve yaklasik %10-20'si kalp yetmezliginden 6liir (181-184).
Fiziksel egzersizin p38 MAPK, JNK1, ERK1/2 veya mdx kalp kasindaki kalsindrin
sinyallesmesini (158) aktive ettigi, kalp fibrozunu arttirdigr (173) veya kalp

fonksiyonunu bozarak kardiyomiyopati gelistirdigi (185) daha once gosterilmistir.
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Kronik, orta yogunlukta egzersizin normal tip farelerde kardiyak ozellikler igin
faydali olarak tanimlanmistir (186-190). Barbin ve arkadaslarinin ¢alismalarinda mdx
farelere haftada 6 giin bir saat boyunca 8 hafta yiizme egzersizi yapildiginda diyafram
ve kalp kasi fibrozisinde artma goriilmiis, egzersizin bu kaslara zararli olabilecegi
disiiniilmistiir (189). Zelikovich ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada haftada ¢
giin diistik ve orta diizey aerobik egzersiz mdx farelere yapildiginda iskelet kas1 ve
solunum fonksiyonunda iyilesme, distrofik kalbin elektriksel fonksiyonunu olumsuz
etkilemeden kardiyomiyopatinin ilerlemesini geciktirme, fibrozu, merkezi ¢ekirdekli
lifleri veya serum KK'sin1 6nemli dl¢iide artirmadan distrofik kalp, diyafram ve kas
fonksiyonununda iyilesme sagladigin1 belirtmislerdir. Ek olarak submaksimal
egzersizin, kas distrofisi ile iligkili hemodinamik ve metabolik programlamay1 olumlu
yonde degistirebilecegini ve bu gelismenin, gelismis kas ile kalp fonksiyonu ve artan
solunum kapasitesi olarak kendini gosterebilecegini belirtmislerdir (3). Mevcut
calisma da egzersiz yapan her iki grupta kalp histopatolojik skoru anlamli sekilde
azalirken, diyafram ve gastroknemius kasinda da histopatolojik skorda (dejenrasyon
ve enflamasyon skorlari igeren) anlamli azalma egzersiz ve LLLT’nin birlikte
kullanildig1 grupta goriilmiistiir. Ayrica egzersiz kalp kas1 miyosit ¢caplarinda istaitksel
anlamli sekilde sedanter gruplara gore azalma meydana getirmistir. Bu durum

uyguladigimiz egzersizin kardiyomiyopati olugturmadigini da bize gostermektedir.

Utrofin, distrofin proteinin homologudur ve fetal kastaki sarkolemma boyunca her
yerde bulunmaktadir. (191). Utrofin, ge¢ embriyonik asamalar sirasinda kas zarinda
distrofin ile asamal1 olarak degistirilir ve normal yetiskin kastaki miyotendinous ve
noromiiskiiler kavsaklar ve kan damarlar ile smirlidir (51). Utrofin, normal olarak
distrofin (192) ile doldurulan plazma membranina bitisik olan ayni kortikal hiicre
iskelet alanini1 kaplar ve farkli molekiiler mekanizmalar ile ¢alisan sadece birkag
fonksiyonla ayn1 protein komplementini baglar (55). Noromiiskuler bileskede utrofin
asetilkolin reseptorleri ile birlikte lokalize olur ve sinaptik hiicre iskeletinin
stabilizasyonunda gorev alir Bu nedenlerle ve utrofin ile distrofin ¢ok benzer
oldugundan, distrofin eksikligi olan kastaki distrofinin yerini alabilecegi
belirtilmektedir (193). Mdx fare modelinde, utrofin tedavisi uygulanmasinin kas

fonksiyonunu arttirdig1 ve patolojiyi azalttigi bildirilmektedir (64). Bundan dolay1
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utrofin ekspresyonunu arttiran terapiler oldukga arzu edilir fakat klinik anlamda yeterli

veri heniiz elde edilmemistir.

Literatiire baktigimizda LLLT tedavisinin kastaki utrofin ekspresyonunu
inceleyen bir calisma bulunmamaktadir. Egzersizin ise utrofin ekspresyonunu
artirabilecegi bildirilmektedir. Sekiz haftalik aerobik egzersiz egitiminden sonra
saglikli yetiskin insanlarda, utrofin m-RNA'sinda %70 oraninda artig gdsterilmistir
(68). Utrofinin kas rejenarasyonu sirasinda artigr da gosterilmistir (194). Bildigimiz
kadar1 ile egzersiz yapan mdx farelerde kastaki utrofin ekspresyonun arttigin1 gésteren
sadece bir ¢calisma bulunmaktadir. Caligmada mdx farelere 12 hafta boyunca goniilli
tekerlek egzersizi yapilmis ve hayvanlarin soleus ile kuadriseps kaslarinda utrofin
proteini artirdig1 gosterilmistir (63). Artan utrofin mekanizmasi belirlenmemis olsa da
olast bir mekanizma olarak proteinin translasyon diizenlemesi oldugu
diisiiniilmektedir. Onceki raporlar, utrofin protein translasyonunun aerobik egzersiz
(194-196) tarafindan aktive edilen sinyal yollar1 tarafindan diizenlendigini
gostermektedir. Diger bir potansiyel mekanizma, utrofin transkripsiyonunu artiran,
peroksizom proliferatoriiniin aktive ettigi reseptor-gama PGCla egzersiz aracili
aktivasyonudur (190). Baltgalvis ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptig1 calismada
kuadrisepsteki PGCla'nin protein igeriginin degismedigini sOylemislerdir, fakat
veriler gosterilmemistir (160). Ayrica bu farelerin plantar fleksor kaslari, artan aktivite
ve oksidatif metabolik enzimlerin protein igerigine ragmen higbir artis géstermemistir.
Ucgiincii bir potansiyel agiklama, bir lif tipi kaymasi veya tip II kas liflerinin tercihli
kaybidir. Kuadriseps, soleustan daha fazla glikolitik tip II kas lifi igerir ve tip II lifler
daha az endojen utrofin icerir (197). Bununla birlikte, bu farelerin plantar fleksor
kaslarinda lif tipi degismemistir. Bu yamiti agiklamak i¢in daha fazla mekanik
calismaya ihtiyag vardir. Mevcut ¢alisma da kas utrofin diizeyi, egzersiz yapan her iki
grupta da artmasina ragmen sadece egzersiz ve LLLT nin birlikte uygulandig1 grupta
sedanter gruplara gore anlamlilik gostermistir. Bu durumun nedeni hakkinda
LLLT nin egzersizle birlikte kullanimin yararli etkileri konusunda daha Once
anlattigimiz nedenler diginda bir bilgi bulunmamaktadir. Altta yatan mekanizma igin
daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Ayrica egzersize ek olarak uygulanan

LLLT uygulamasinin kas testleri, oksidatif stres ve histopatolojik degerlerdeki
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egzersize olan ek yararli etkisinin utrofin ekspresyonu artirmasindan dolayr da
olabilecegini de diislinmekteyiz. Fakat bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasina

ihtiya¢ bulunmaktadir.

Irisin ilk olarak 2012'de enerji metabolizmasi ile ilgili bircok yolda yer alan
transkripsiyon kofaktdr peroksizom proliferatorii aktive edilmis PGCla kodlayan
transgenik farelerin kas hiicrelerinden salgilanan bir hormon olarak tanimlanmustir.
Polonya'da yapilan bir ¢alismada, irisinin lipopolisakkarit aktiflestirilmis adipositlerde
belirgin anti inflamatuar aktivitede bulundugu gosterilmistir (7). Ayrica, egzersizin
anti inflamatuar etkisinin plazma irisin artisi ile iliskilendirilmesi, peptidin bu eylemde
de rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (198). Ancak egzersiz ile irisin arasindaki
iliski oldukca tartismalidir (199). Irisinin bir hiicre yiizeyi reseptdriine sahip oldugu
disiiniildigi i¢in (heniliz tanimlanamamuistir), irisin egzersiz sonrast iskelet kasi
tarafindan salinan diger salgi miyokinlerine benzer sekilde islev gorebilecegini
varsayllmistir (199). Bostrom ve arkadaslar1 sadece akut egzersizle degil 10 haftalik
dayaniklilik ve diren¢ egzersizlerinin de dolasimdaki irisin miktarinin yaklasik 2 kat
artirdigin1 ve bu artisin iskelet kast FNDCS5 mRNA ekspresyonundaki artis ile orantili
oldugunu gostermiglerdir (10). Wrann ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada egzersizin
kandaki irisin diizeylerini yiikselttigini ve bu peptidin kan beyin bariyerini gecerek
beyin kaynakli norotrofik faktdr gibi biligsel fonksiyonlarla iliskili genlerde ifade
artisina neden oldugunu ileri siirmiislerdir (200). In vitro olarak irisinin iskelet kasi
tizerindeki metabolik etkilerini aragtiran bir ¢aligmada irisin aracili mitokondriyal
biyogenez indiiksiyonu ve karsilik gelen gen ekspresyonu ile ayrilma yoluyla
miyositlerde artan metabolizma gdsterilmistir (201). Yine baska bir invitro ¢alismada
irisinin, in vitro olarak iskelet kasi {izerinde etki ederek, PGC1a'nin uyarilmasi yoluyla
artan enerji harcamasi ve artan oksidatif metabolizma olusturdugu gosterilmektedir
(199). Ayrica insanlarda serum irisin seviyelerinin biseps kasinin ¢evre 6l¢iimii ve
insulin biiylime faktorii-1 ile pozitif iligkisi gdsterilmistir (8). Dolayisiyla irisinin kas
kiitlesini artirmada gorevi olabilecegi ongoriilmiistiir. Miyojenik farklilagmasirasinda
irisin seviyeleri yiikselir ve irisin tedavisi, protein sentez yolunda yer alan p-Erk
ekspresyonunun artmasina neden olur (9). Birlikte ele alindiginda, bu ¢alismalar artan

irisin diizeylerinin iskelet kas1 biiylimesini destekleyebilecegine dair ipuglar1 saglar
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(9). Irisin, dengeyi artan protein sentezine ve azaltilmis protein yikimina dogru

kaydirarak iskelet kas1 hipertrofisini tesvik eder (9).

DMD’de (hem insan hem de hayvan deneylerinde) egzersizin ve LLLT nin irisin
seviyelerine olan etkisi ile ilgili bir calisma bildigimiz kadari ile literatiirde
bulunmamaktadir. Bu konuyu iceren yapilmis tek bir ¢alisma vardir. Reza ve
arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada mdx farelere irisinin intraperitoneal
olarak uygulanmasinin distrofik kasta; kavrama giicilinii, kas agirligini artirdigini ve
fibrotik ile nekrotik doku yiizdesini azalttigini, sarkolemmal stabiliteyi korudugu
gostermislerdir. Makalede ayrica, kasin utrofin seviyelerine de bakilmuis irisinin utrofin

seviyesinde bir artisa neden olmadan bu iyilesmeleri yaptig1 one stiriilmistiir (9).

Mevcut caligmada serum irisin diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmalar
sonucunda istatiksel bir anlamlilik belirlenmezken, beklenebilecegi gibi egzersiz
gruplarmin her ikisinde de kas irisin seviyeleri artmustir. Irisinin mdx fare modelinde
yapilan orta dereceli aerobik egzersiz sonrasi arttigini gosteren ilk c¢alisma mevcut
calismadir. Fakat ilging olarak sadece LLLT uygulanan grupta gastroknemius kasi
irisin seviyesi sedanter kontrol grubuna gére arttig1 gériilmiistiir. irisin salinmasina yol
acan molekiiler yolda gorevli peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor,
PGCla’nin artmasma yol agar o da FNDCS iceren fibronektin tip III alaninin
ekspresyonu ile sonuglanir. FNDC5, Fndc5 geni tarafindan kodlanan bir tiir
transmembran proteinidir ve irisin Onciisii olarak bilinir (71). Daha Onceki bir
calismada yakin kizilétesi 1s18a maruz kalmanin fare kas hiicrelerinde PGCla
ekspresyonunu yaklasik %20 oraninda arttirdigini gosterilmistir (202). Dolayisiyla
irisinin LLLT ile artmasit bu nedenle de gelisebilir. Fakat ¢alismamizdaki irisin
seviyesi LLLT uygulandiginda neredeyse iki katina yakin gelistigi i¢in sadece bu
sebep olamayabilir. Bu nedenle kas irisin seviyesinde artma goriinmesinin
uyguladigimiz diistik seviyeli lazer 151g1mn irisin peptiti lizerine soguk (203) ve sicak
(204) gibi stimule edici bir etkisi olabilecegini bize diisiindiirmektedir. Ayrica bu
konuda daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bunun yani sira kastaki

irisin seviyesini ¢alismamizda sadece ELISA yontemi ile 6lctiik, mRNA’sin1 veya
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protein ifadesini dl¢ebilecegimiz diger molekiiler yontemleri kullanamadik. Bu durum

calismamizin en 6nemli kisitliligini olusturmaktadir.
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6 SONUC

Sonug¢ olarak mevcut calismada, mdx fare modelinde yilizme egzersizinin
uygulanmasi iskelet kasindaki irisin seviyesini artirirken oksidatif stres seviyelerini,
kalp kasindaki dejenerasyonu, enflamasyonu ve kardiyopatiyi azalttigi belirlendi.
Egzersize ek olarak LLLT uygulandiginda ise kas giicti, iskelet kas1 utrofin seviyeleri
artt1 ve iskelet ile diyafram kas1 dejenerasyonu ve enflamasyonunda azalma goriildii.
Ayrica, sadece LLLT uygulamasinin iskelet kasi irisin diizeyinde artma yaptigi
saptand1. Ozellikle egzersiz ve LLLT nin irisin iizerine etkisi ve bu etkilerin mdx fare
modelindeki iyilesme parametreleri iizerindeki mekanizmalar iizerine daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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