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OZET

Farkh Siddetteki Aerobik Egzersizin Endoplazmik Retikulum Stresine ve IL-23
Diizeyine Etkisi

Amagc: Giinimiizde sedanter yasam seklinin insan viicudu iizerindeki olumsuz etkilerinden
bahsedilirken egzersizin 6nemi uzmanlar tarafindan vurgulanmaktadir. Ancak egzersizin sikliginin,
siddetinin, siiresinin ve tiiriiniin {izerinde durmak gerekir. Orta siddetli aerobik egzersizin viicut
tizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Egzersizin yogunlugu arttik¢a proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmas1 ve kas dokuda hasara yol agabilecek endoplazmik retikulum (1) stres
belirteclerinin degistirebilecegini gbsteren ¢alismalar mevcuttur. Planladigimiz c¢alisma ile farkli
yogunluktaki ylizme egzersizinin ER stresi tizerine etkisi ile serumdaki IL-17 ve IL-23 diizeylerini
degistirip degistirmedigi arastirilacaktir.

Materyal ve Metot: Siganlar kontrol (n=9), normal yiizme egzersizi (NYE)(n=8), ve agirlik
yiikli yiizme egzersiz (AYYE) (n=9) grubu olmak iizere 3 ayr1 gruba ayrildi. 10 hafta boyunca NYE
gruplarindaki sicanlar 10 dk ile yiizme egzersizine baslatilip her 2 haftada bir siiresi 10’ar dk
arttirlarak yiizdiiriildii. AYYE grubundaki siganlar egzersizin ilk haftasi hayvanin viicut agirhigmin
%5’1 oraninda agirlik baglanarak yiizme egzersizine baslatildi. NYE grubundaki gibi her 2 haftada bir
10 dk siire artisinin yani sira her 2 haftada bir baglanan agirlik orani da %1 oraninda arttirilarak
yiizdiriildii. Hayvanlar feda edildikten sonra ¢izgili kas ve kalp dokulari homojenize edildi ve Western
Blot teknigi ile ¢izgili kas dokusunda Glikoz Ile Regiile Protein 78 kDA (GRP78/BIP) ve Aktive Edici
Transkripsiyon Faktor 4 (ATF4) yogunluklari ile kalp kasindaki ATF4 yogunluklari 6l¢iildii. Alinan
serum 6rneklerinden ELISA yontemiyle IL-23 ve IL-17 diizeyleri 6l¢iildii. Veriler Kruskal Wallis testi
ile kargilagtirildi. Anlamli ¢ikan verilerde géreceli Benforroni Mann-Whitney U testi yapilarak gruplar
aras1 farklilik test edildi.

Bulgular: IL-23 ve IL-17 diizeylerinde gruplar arasinda (P>0.05) anlamli bir fark gériilmedi.
Cizgili kas dokusundan elde edilen GRP78 diizeyleri NYE grubunda AYYE ve kontrol grubuna gore
anlaml olarak azaldi. ATF4 protein diizeyi ise AYYE grubuna gore ve kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak artti. Kalp kasinda ATF4 diizeyi AYYE grubunda NYE grubuna kiyasla azaldigi

goriildi; ancak kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark goriilmedi.

Sonug: Her 2 yilizme egzersiz tiiriinde proinflamatuar sitokinlerden olan I1L-23 ve IL-17
diizeyinin degismedigi halde ER stres belirteglerinin degistigi gézlendi. Kalp ve ¢izgili kas dokusunda
uzun siire uygulanan yiiksek yogunluklu yiizme egzersizinde ER stresine kars1 yeterli bir adaptasyon

cevabi gelismedi.

Anahtar Kelimeler: ER Stresi, Yiizme Egzersizi, GRP78, ATF4, IL-23, IL-17



ABSTRACT

The Effects of Different Intensity of Aerobic Exercise on Endoplasmic Reticulum
Stress and IL-23 Levels

Aim: Today, while the negative effects of sedentary lifestyle on the human body are
mentioned, the importance of exercise is emphasized by experts. However, the frequency, intensity,
duration and type of exercise should be emphasized. Moderate aerobic exercise is known to have
positive effects on the body. There are studies showing that secretion of proinflammatory cytokines
and endoplasmic reticulum (ER) stress markers that may cause muscle tissue damage may increase as
the intensity of exercise increases. The aim of this study is to investigate whether IL-17 and IL-23
levels in serum change with the effect of different intensity swimming exercise on ER stress.

Material and method: The rats were divided into three groups as control (n = 9), normal
swimming exercise (NSE) (n = 8), and weight-loaded swimming exercise (WLSE) (n = 9). For 10
weeks, rats in NSE groups were started swimming exercise with 10 minutes and then swimming time
was increased for 10 minutes in every 2 weeks time. In the first week of the exercise, rats in the WLSE
group were started to swim by tying up a weight of 5% of the body weight of the animal. As in the
NSE group, swimming time was increased 10-minutes in every 2 weeks, as well as the bound weight
ratio was increased by 1% in every 2 weeks. After sacrificing the animals, the striated muscle and
heart tissues were homogenized and the glucose-regulated protein 78 kDA (GRP78 / BIP) and
Activating Transcription Factor 4 (ATF4) concentrations in the striated muscle tissue, ATF4
concentrations in the heart muscle were measured by Western Blot technique. IL-23 and IL-17 levels
were measured by ELISA from serum samples. Data were compared with Kruskal Wallis test.
Significant data were compared by using the relative Benforroni test.

Results: There was no significant difference in IL-23 and IL-17 levels between the groups
(P> 0.05). GRP78 levels obtained from striated muscle tissue decreased significantly in NSE group
compared to WLSE and control group. ATF4 protein levels were significantly increased compared to
WLSE | group and control group. ATF4 levels in heart muscle were found to be decreased in the
WLSE group compared to the NSE group, but there was no significant difference compared to the
control group.

Conclusion: It was observed that the levels of IL-23 and IL-17, proinflammatory cytokines,
did not change in both swimming exercise types, but ER stress markers changed. There was no
adequate adaptation response to ER stress in high intensity swimming exercise performed for a long
time in heart and striated muscle tissue.

Key Words: ER Stress, Swimming Exercise, GRP78, ATF4, IL-23, IL-17
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GIRIiS

Egzersizin koruyucu ve tedavi edici etkileri son zamanlarda c¢ok calisilmistir.
Egzersizin fayda veya zarar diizeyini egzersizin siddeti, siiresi gibi faktorlerin etkiledigi
diisiiniilmektedir. Egzersizin siddetli yapildigi zaman bazi proinflamuar sitokinlerin
salgilanmasin1 degistirdigi veya degistirmedigi yoniinde sonuglar vardir. Bu yilizden
egzersizin siddetinin fayda/zarar diizeyini belirlemede 6nemli rolii oldugu
distintilmektedir. Fiziksel egzersizin endoplazmik retikulum (ER) stresini azalttigina dair
calismalar mevcut oldugu gibi baz1 yorucu egzersizlerin ER stresine yol agarak kas
hasarina sebep olabilecegini belirten ¢alismalar da vardir (2-5).

ER, kompleks proteinlerin katlanmasi, olgunlastirilmas1 ve taginmasini saglayan
protein sentezinin kalite kontrol merkezi olarak da bilinen 6nemli bir organeldir (6, 7).
Bazen hiicresel ortamda yeni sentezlenen proteinler yanhs katlanarak veya birikerek
toksik etki olusturur, bu da ER stresine yol agabilir (8). Olusan bu stresi engellemek i¢in
ilk olarak Endoplazmik Retikulum iliskili Y1ikim (ERAD) mekanizmasi devreye girer. Bu
mekanizma ile katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler sitoplazmada, proteozomlar
tarafindan yikilmaya c¢alisilir (9). ER stresi ERAD mekanizmasiyla diizeltilemezse,
hiicrede ER stresini engellemek ve tekrar homeostazisi saglamak i¢in Katlanmamis
Protein Yanit1 (UPR) adi verilen yolagin aktiflesmesi gerekmektedir. Hiicrelerde, protein
birikmesini engelleyen ve etkin katlanmanin gergeklesmesini saglayan karmasik bir
molekiiler saperon agi vardir. Saperon proteinlerinden biri olan GRP78 ile UPR yolagi
aktiflestirilir (10). UPR, daha uzun siireli bir adaptasyon saglayarak katlanmamis
proteinlerle basa ¢ikmak ig¢in ER kapasitesinde bir artis meydana getirir (11). Yine de
hiicre homeostazi saglanmazsa ¢evre dokularin korunmasi igin hiicre 6liimii (apopitoz)
gerceklesir (12).

Hiicre homeostaz1 korunamadigi durumlarda ER stresi bir nevi canlida uyar
mekanizmasi olarak gorev yapar. Boylece hiicredeki bu uyar1 inflamatuar bir siireci de
baglatabilir. Hiicrede ER stresi gibi viicudu uyaran bazi inflamatuar durumlarinda ortaya
cikan sitokinler de vardir. Bunlardan IL-23 ve IL-17’nin organa 0zgii inflamatuar
otoimmiin hastaliklarin olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 bulunmustur. Ayrica ER
stresi aktivasyonunda IL-23 salgilanmasinin arttig1 da goriilmiistiir (13, 14).

Planladigimiz ¢aligsma ile siganlarda farkli siddetteki egzersizin iskelet kasinda ER

stresi tizerindeki etkileri degerlendirildi. Ayrica yiiksek yogunluklu egzersizin IL-23 ve

1



IL-17 salgilanmasi tlizerindeki etkisinin arastirilmasi hedeflendi. ER stresi ile sitokin
seviyeleri arasindaki baglanti arastirilarak egzersizin siddetinin viicut ¢izgili kas ve kalp

kas1 dokusu tizerindeki etkinligi degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Egzersiz

Egzersiz, fiziksel uygunlugu gelistirme veya koruma amaciyla yapilan, kilo
kontrolii saglamanin yani sira kronik hastaliklarin tedavisinde uzmanlarin énerdigi, viicut
mekanizmasini diizenlemek gibi olumlu etkileri olan tekrarlayici viicut hareketleridir (15,
16). Diizenli egzersizin kalp hastaliklari riskini, tromboz riskini azaltir, yag ve glikoz
diizeylerini disiirtir, psikolojik durumu iyilestirir ve uyku kalitesini diizeltir, kemik
mineral yogunlugunu arttirir ve bazi Kanser tiirleri ile kronik agriy1 azaltir (17).

Egzersiz aninda, insan hareketlerinin olusumunu saglayan kas kasilmalarinda
enerji tiiketilir. Bu enerji viicuttan sirasiyla asagida 6zetlendigi gibi karsilanmaktadir.
Iskelet kas1 dokusunda ilk énce depo halinde bulunan yiiksek enerjili fosfat baglarina
sahip Adenozin Tri-Fosfat’taki (ATP) son bagin indirgenmesiyle enerji agiga ¢ikarilarak
harcanir. Cizgili kasin kasilmasi i¢in temel enerji kaynagi olan ATP, kas lifi hiicrelerinde
kas giiciinii ortalama 3 sn siire boyunca siirdiirebilecek kadar bulunur. Ve devamli olarak
yeniden iiretilmesi gerekir. Ikinci olarak kreatin fosfat kullanilir. Kreatin fosfat ise,
yiiksek enerji bagi iceren bir bagka bilesiktir. Kreatin fosfat iyonlarina ayrilarak yiiksek
miktarda enerji serbestlestirir. Kaslarmn biiytik bir kisminda ATP’nin 2 ile 4 kat1 arasinda
kreatin fosfat vardir. Kreatin fosfattan enerji tretilmesi ¢ok kisa bir siirede
gerceklesmektedir. Uciincii olarak ise elektron tasima zinciri sayesinde glikoz veya
glikojen oksijenin katkisiyla tiiketilecek biiylik miktardaki enerjiyi serbestlestirmesiyle
gerceklesir. Ancak uzun siireli yapilan egzersizde alinan oksijen yetersiz kalir ve
ilerleyen anlarda oksijen gereksinimini karsilayamaz diizeye gelir. Bunun sonuncunda
canli oksijen borcuna girer. Siirenin uzunluguna bagl olarak siklikla kullanilan glikolitik
yol ile kandaki laktat diizeyi devamli olarak artar. Son olarak kas dokuda yeterli oksijen
kalmaz ve bu durumda da anaerobik glikoliz yolu devreye girerek ATP olusturulur (18-
23).

2.1.1. Egzersiz Tiirleri

Egzersiz aerobik ve anerobik egzersiz olmak iizere 2 gruba ayrildig1 gibi aerobik,

kas giiglendirici (direngli egzersizler) ve germe egzersizleri olmak tizere 3 gruba da ayrilir
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(24, 25). Aerobik egzersiz, biiyiik kas gruplarinin siirekli olarak ritmik bir sekilde
tekrarlanmasiyla yapilan dinamik egzersizlerdir. Aerobik, oksijene ihtiyag duyan
anlamina gelir ve enerji lireten siirecler oksijen kullanimiyla ilgilidir. Aerobik egzersizler
oksijen dongiisii saglayan kardiyovaskiiler sistemi gelistirirler. Yani kalp ile akcigerlerin
calismasina neden olarak oksijen kapasitesini arttirmay1 hedefler. Ritmik ytiriime, ritmik
kosu, bisiklet siirme, dans etme ve ylizme gibi aktiviteler aerobik egzersiz tiirlerindendir.
Aerobik egzersiz sirasinda nefes alip verme hizlanir, derinlesir, ve kalp daha giicli
atmaya baslar (26, 27). Kas giiglendirici egzersizler, direng kas kuvvetini ve dayaniklilig
arttirmak amaciyla yapilir. Kas kuvvetlendirici egzersizlerde gittikge arttirilan yiiklenme
prensibi vardir. Kas kuvvetlendirici egzersizler serbest agirliklar kullanilarak
yapilabilmektedir (23) Germe egzersizleri ise ana kas-tendon gruplarina uygulanan

egzersizlerdir (28) .

2.1.2. Egzersizin Etkileri

Egzersiz, gliniimiizde pek ¢ok sistemik hastaligin tedavisine ek olarak verilerek
giinliik yasam aktivitelerinin rutini haline getirilmesi onerilmektedir. Boylece kronik
hastaliklarin k6tii prognozu engellenebilir (29). Egzersizin metabolik hastaliklar tizerinde
olumlu etkileri bilinmektedir ve uzmanlar tarafindan bazi hastaliklarin tedavisinde
diizenli egzersiz, medikal tedavinin yaninda siklikla onerilmektedir (30). Ancak bu
olumlu etkilerinin yaninda egzersizin olumsuz etkileri olabilecegi de diisiiniilmektedir.
Ozellikle egzersizin yogunlugunun, tiiriiniin ve siiresinin fayda/zarar durumunu
etkilemesi agisindan heniiz bir netlige varilamamistir. Ancak tolere edilemeyecek
diizeyde asir1 egzersizin siklikla yorgunluk, bagisiklik sistemi islevlerinin baskilanmasi,
tekrarlayan doku travmasi, kaslarin ve i¢ organlarin iltihab1 ve kronik saglik sorunlari ile
iliskili oldugu gosterilmistir (5).

Egzersizin yogunlugu, siiresi ve fiziksel aktivitenin tiirli, bagisiklikla baglantili
olan sitokin profilini etkileyebilir (31). Hatta yorucu egzersizin, asir1 diizeyde kas hasari,
kardiyomiyopati ve hiicre 6liimiine yol agabilecek ER stresi ile iliskili olabilecegi de
sOylenmistir (32). Egzersizin, Heat Shock Protein (H.S.P.) seviyelerini etkiledigi
gosterilmistir. H.S.P. hiicresel fonksiyonlari stabilize etmek ve hayatta kalmay1 saglamak
i¢in gerektiginde hiicresel strese cevap olarak diizenlenir. Ozellikle H.S.P.70, biraz daha

farkli gibi goriinen ve H.S.P. yanitinin iki yonliiliiglinii yansitan immiinolojik bir etkiye



sahiptir (33, 34). Bunun yaninda bir uyari mekanizmasi gibi ¢alisan sitokinler de yorucu
egzersiz, stres hormonlari, enerji krizi ve oksidatif stres gibi ¢esitli fizyolojik uyaranlarla
da modiile edilerek enfeksiyon ve doku hasar1 gibi patolojik uyaranlara karsi inflamatuar
tepkilere aracilik etmede merkezi bir rol oynar (35). Hatta bir ¢alismada diizenli ve orta
dereceli egzersizin, sedanter yasam tarziyla karsilastirildiginda enfeksiyon riskini
azalttig1, uzun siireli, yogun egzersizin ise enfeksiyon riskini arttirdigi bulunmustur (36).

Ancak uzatilmis yogun egzersiz periyotlarinin bagisiklik iizerinde olumsuz

etkileri olmadigini gésteren galismalar da vardir (37, 38)

2.2. Endoplazmik Retikulum ve Saperon Proteinleri

Salgi yolu olarak da isimlendirilen ER, diizenli bir membranéz agdaki ilk
kisimdir (39). ER, tipki sitokinler ve hormonlar gibi salgi proteinlerinin translasyon
sonras1 modifikasyonundan, katlanmasindan ve taginmasindan sorumludur (40). Uygun
organel hedeflenmeden Once, transmembran proteinleri ve salgi proteinleri, ER'de
katlanarak fonksiyonel aktivite kazanir (41). Tiim hiicresel proteinlerin yaklasik iicte biri
saperonlar tarafindan uygun {igiinciil yapilarini olusturmak tizere degistirildikleri ER
limenine taginir (42).

Proteinler heniiz sentez agamasindayken katlanma hatalar1 olugsmas1 durumunda
hiicrede ¢okerler. Boylece hiicre iginde pek cok gorevi olan bu proteinler islevsiz
kalabilirler. Dolayisiyla hiicre yasamsal fonksiyonlar1 etkilenebilir. Hiicre i¢cinde bu gibi
tehlikeler molekiiler saperon agi ile 6nlenmeye c¢alisilir. Saperon agi, olduk¢a dinamik
olan protein molekiillerini devamli kontrol ederek hiicre homeostazini korumaya c¢aligir
(43, 44). Saperon proteinleri hiicre homeostazisini, yeni sentezlenen proteinlerin yanlis
katlanmasini ve ¢okmesini Onleyerek saglar (45-47). Saperonlar, heniiz katlanmamis
proteine gegici olarak baglanir; ama kendileri degismez. Baglandigi proteinin
katlanmasin1 bekler, katlanma tamamlandiktan sonra da baska bir proteinin dogru
katlanmasini saglamak iizere baglandigi proteini birakir (10, 48). Protein katlanmasinda
onemli olan bu saperonlar hem Ca?* tamponlayici proteinlerdir hem de aktivitleri i¢in Ca
iyonuna ihtiyag duyarlar (49).

Cogu H.S.P. olan bir¢ok molekiilden olusan bu saperon ag1 protein sentezi
sirasinda yeni sentezlenen proteinlerin dogru bir sekilde katlanarak olgunlasmasini saglar.

H.S.P. ilk kez 1962 yilinda tanimlanmustir. H.S.P., yiiksek 1siya (42-46°C) maruz kalan



hiicrelerde iiretiminin artmasi sonucunda fark edilmesiyle kesfedilmistir. H.S.P.
hiicredeki sicaklik degisimlerinin yan sira hipoksi, reaktif oksijen metabolitleri, glikoz
diizeylerindeki degisiklik, yaslanma gibi birgok fizyolojik stres durumlarinda {iretimi
artmaktadir (50, 51). Hiicre i¢i ve hiicre diginda bulunabilen H.S.P. farkli gorevlere
sahiptir. Hiicre 6ldiigiinde hiicre disina atilan bu proteinler hastalik veya enfeksiyon gibi
durumlarda bagisiklik sistemini uyarirken, hiicre iginde ise proteinin dogru
katlanmasindan sorumludur (52). Stres proteinleri olarak da adlandirilan H.S.P.aminoasit
dizilim benzerlikleri, hiicredeki yerlesimlerine ve islevlerine gore gore; H.S.P.100,
H.S.P.90, H.S.P.70, H.S.P.60, kiigiik H:S.P. ve ubikuitin olarak 6 sinifa ayrilir (53).
H.S.P.70 ailesinde HSP70, HSP72, HSP73 ile GRP75 ve GRP78 olmak iizere 5 tip
protein bulunmaktadir (54).

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Bir hiicrede, salg1 proteinlerinin fazla sentezlenmesi, hatali katlanmis proteinlerin
birikmesi, katlanma islevinin gerceklestirilmesinde gorevli proteinlerdeki mutasyonlar,
ER’deki Ca?" seviyesindeki anormal degisimler gibi sebepler ile ER fonksiyon kapasitesi
asilabilir (55). Bunlar gibi ER fonksiyon kapasitesinin asilmasina yol agan bazi fizyolojik
veya patolojik durumlarda ER liimeninde katlanmamis veya yanlis katlanmis protein
birikmesi olabilir. Bunun sonucunda ER protein yiikii artar ve ER stresi meydana gelir.
Bir diger deyisle ER'de katlanmamis proteinlerin yiikii ile bu yiikii idare eden hiicresel
mekanizmanin kapasitesi arasinda bir dengesizlik oldugunda ER stresi olusur. ER stresi
zararl bir sekilde hiicre homeostazini etkileyebilir. ER’de protein birikimini tetikleyen
faktorler; salgi proteinlerinin yiiksek miktarda sentezlenmesi, hatali katlanmisg
proteinlerin birikmesi, katlanma iglevinin gergeklestirilmesinde gorevli proteinlerdeki
mutasyonlar, besin kithg, ER’deki Ca?" seviyesindeki anormal degisimler, viral
enfeksiyonlar olabilir (55-58). ER stresine yol agan proteinlerin birikiminin hiicreler
tizerinde de toksik etkisi vardir. Ayn1 zamanda hiicreye zarar vermektedir. Tip 2 diyabet
ve obezite gibi metabolik hastaliklar, Parkinson, Alzheimer, serebral iskemi, uyku apnesi,
multiple sklerozis gibi norodejeneratif hastaliklar ER stresi ile iliskilendirilmis ¢esitli

patofizyolojik hastaliklar olarak bilinmektedir (59, 60).



2.4. Hiicrenin ER Stresinden Korunma Mekanizmalari

Hiicrede ER stresi oldugu zaman katlanmamis proteinler veya yanlis katlanmig
proteinler ilk olarak Endoplazmik Retikulum Iliskili Yikim (ERAD) aracilig1 ile
uzaklastirilir. ERAD mekanizmasinin Stresin {istesinden gelemedigi durumlarda ise
proteozom inhibitérleri ERAD yolagini bloke eder ve sonug¢ olarak UPR olarak
isimlendirilen sinyal yolagi uyarilir (61, 62). UPR, protein katlanmasinda hem ER’nin
boyut, sekil ve bilesenlerini hem de farkli fizyolojik ve patolojik kosullarin
iyilestirilmesinde diger ER fonksiyonlarini diizenler (63). Yine de hiicre homeostazi

saglanmazsa ¢evre dokularin korunmasi igin hiicre 6liimii (apopitoz) gergeklesir (12).

2.4.1. Endoplazmik Retikulum Iliskili Yikim (ERAD)

ER stresi durumunda bozulan hiicre homeostazini yeniden saglanmak i¢in gesitli
koruyucu/diizeltici mekanizmalar devreye girer. Ilk olarak ER stresini engellemek icin
katlanmamis proteinler sitoplazmada proteozomlar tarafindan yikilmaya caligilir. Bu
mekanizmaya endoplazmik retikulum iliskili protein bozulmasi (ERAD) mekanizmasi
denilmektedir (9, 64, 65). Katlanmamis proteinlerin katlanmasini tesvik etmek ve
birikmesini 6nlemek i¢in, bir dizi saperon ve enzim, ERAD araciligiyla is yiikiinii
sinirlamaya calisir. ER protein katlama mekanizmasindaki en iyi karakterize edilmis ve
en bol miktarda bulunan saperonlardan biri, yanlis katlanmis proteinleri ERAD'a

yonlendiren glikoz diizenleyici protein78 (BIP / GRP78)’ dir (66).
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Sekil 2. 1. ER stresiyle karsilastiginda olusan hiicre cevabi.



2.4.2. Glikoz ile Regiile Protein 78 kDA (GRP78/BIP) ile Aktiflesen Katlanmans
Protein Yamit1 (UPR)

Glikoz ile regiile protein 78 (GRP78), 78 kDa’dur. GRP78’in monomerik ve
dimerik formlar1 bulunur. Monomerik formu saperon olarak gorev alir. Grp78, ER
organeli disinda ¢ekirdek ve mitokondride de vardir. ER’de stres durumlarinda hiicre
yasaminin devaminin saglanmasinda Grp78 6nemli bir kurtarici rol oynamaktadir (67,
68). Proteinin, ER’ye translokasyonunun diizenlenmesi, proteinin dogru bir sekilde
katlanmasinin saglanmasi, apoptozisin diizenlenmesi, sensér yanitinin diizenlenmesi,
protein kalite kontroliiniin saglanmasi ve protein yikimimin diizenlenmesi Grp78’in
baslica gérevlerindendir (69). Bunun yaninda Grp78, ER'deki en fazla Ca*? baglayan
saperonlardan biridir. Dolayisiyla sarkoplazmik retikulumda Ca*? diizenlemesinden
sorumlu ana saperon olarak kas kasilmasinda da 6nemli role sahiptir (70). Bir saperon
proteini olan GRP78, proteinlerin dogru katlanmasinin yani sira katlanmamis
proteinlerden kaynakli ortaya c¢ikan ER stresinin diizeltilmesinde de gorev alir. Hiicrede

ER stresi yokken GRP78, Protein Kinaz RNA (PKR) Benzeri ER Kinaz
(PERK), Inozitol Gerektiren Kinaz 1 (IRE1) ve Aktive Edici Transkripsiyon Faktor
6(ATF6) transmembran proteinlerine bagl olarak, o proteinleri inaktif halde tutmaktadir
(71). Biriken yanlis katlanmis proteinlerle veya ER stresine sebep olacak herhangi bir
durumla karsilastiklarinda ERAD mekanizmasi ile homeostaz saglanamazsa GRP78,
UPR indiiklenir ve tekrar homeostazisi saglamaya caligirlar (72). ER’de olusan stres
durumunda GRP78, bagli oldugu ATF6, IRE1 ve PERK transmembran proteinlerinden
ayrilarak liimene gider ve aktiflesen transmembran proteinleri de UPR yolagini indiikler.

Ve boylece protein katlanmasi diizenlenerek hiicre hayatta kalabilir (73).

ATFo6 PERK IRE1

Sekil 2. 2. Artan protein ylikiine karsilik ER kapasitesinin yetersiz kalmasi.



UPR de ER stresi durumunda homeostazisi yeniden saglayan oldukg¢a 6nemli bir sinyal
mekanizmasidir. UPR’nin aktiflesmesiyle hiicre normal durumuna geri donebilir. Ama

stres bas edilebilecek diizeyden yiiksek ise hiicre 6limii gerceklesir (74).

2.4.3. Protein Kinaz RNA (PKR) Benzeri ER Kinaz (PERK) Sinyal Yolu

PERK, ER membraninda bulunan tip 1 transmembran proteinidir. Ayni1 zamanda
ER stres sinyalizasyonunda 6nemli bir role sahiptir. PERK vasitasiyla UPR cevap
genlerinin upregulasyonu saglanarak hatali proteinlerin birikimi ve protein translasyonu
azaltilir. Normal kosullarda PERK daha 6nce de bahsedildigi gibi Grp78 ile birlikte
inaktif durumda bulunur (39, 75, 76). Hiicrede ER stresi olustugu durumlarda ise beraber

bulundugu Grp78 ayrilarak liimene gider, PERK ise fosforillenir.
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Sekil 2. 3. ER stresi durumunda PERK tranmsmembran proteinin fosforile

olmasi ile baslayan hiicre koruyucu mekanizma.

Grp78 liimende protein katlanmasini diizenlerken, aktiflesen PERK sekil 2.3’te de
gosterildigi gibi okaryotik baslama faktoriint (elF2a) fosforile eder. Fosforillenen elF2a,
genel translasyonu hiicre iginde durdurur. Bu agsamadan sonra elF2a ile genel translasyon
durdurulmus olsa da ATF4 translasyonu devam eder. ATF4’{in amino asit metabolizmasi,
stres yanit1 ve protein salgilanmasinda rol alan genleri indiikleyerek hiicre sagkalimini
arttirirdigl daha 6nceden rapor edilmistir. Ancak bunun yaninda ATF4’in translasyonu
ile C/EBP homolog proteini (CHOP) de uyarilabilir (41, 77-79). CHOP, apoptozu idare

eden proapoptotik transkripsiyon faktoriidiir. CHOP’un gii¢lii uyarilmasi hiicrenin



biliylimesinde duraklamaya ve apoptozise sebep olmaktadir. Bundan dolayr CHOP, ER
stresinde apoptozisin aktiflesmesinde 6nemli rol oynar (80, 81).

Dolayisiyla ER stresi sonucu tetiklenmis olan apoptoz, dogrudan ER
membraninda yerlesik olan transmembran proteinleri tarafindan degil, bunlar tarafindan
aktive edilmis alt bilesenlerle uyarilir. ER stresi tarafindan uyarilmis apoptoz i¢in 3 temel
yolak aydinlatilmigtir. Bunlardan biri; PERK/elF2a tarafindan uyarilan ATF4 araciligr ile
aktive edilen CHOPu igeren yolaktir. Digerleri ise IRE1 araciligiyla aktive edilen ASK1
(apoptoz sinyal kinaz 1) / JNK (c-Jun NH2-terminal kinaz) yolaginin ve ER’de lokalize
olan kaspaz 12’nin aktivasyonudur (74, 82, 83).

2.4.4. ATF4 (Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 4)

ATF4 Losin Fermuar Aktifleyici Faktor (bZIP) ailesinin bir tiyesidir (84). Luo ve
arkadagslar1t ATF4’lin ER'de hiicrenin hayatta kalmasina katkida bulunabilecek biiyiik bir
saperon proteininin transkripsiyonel aktivasyonunu temsil ettigini soylemislerdir (85).
Ancak yapilan bir baska calismada GRP78 eksikliginde ATF4’{in uyarilmasityla UPR'nin
aktive edildigi bulunmustur (86). ATF4’iin translasyonu ise elF2a 'nin fosfosforile
oldugu durumlarda fark edilir bir avantaj saglamaktadir. Ayrica hiicrenin devamliliginda
elF2a sinyali merkezi rol oynamaktadir (87). Fosforile edilen elF2a, mRNA’da
translasyonel aktivitide azalmaya yol agarak ribozomal baslama komplekslerinin
olusumunu engeller (88). Fosforile edilen elF2a, translasyonu hiicre i¢inde durdururken,
PERK yolaginda da ATF4 uyarilir. tranlasyonel indiiksiyonuyla CHOP u uyarilabilir.
Ancak CHOP, apoptozu idare eden, proapoptotik transkripsiyon faktoriidiir. CHOP’un
giiclii uyarilmasi hiicrenin bilylimesinde duraklamaya ve apoptozise sebep olmaktadir. Bu
sebeple, CHOP, ER stresinde hiicrede apoptozisin aktive olmasinda énemli rol oynar (77,

80).

2.4.5. Inozitol Gerektiren Kinaz 1 (IRE1)

Transmembran proteini olan Inozitol Gerektiren Kinaz 1 (IRE1), UPR dalinin
en fazla korunan eksenidir. Normal fizyolojik kosullarda GRP78’e bagl olarak bulunan
IREL ER stres sirasinda Grp78’in ayrilmasiyla dimerize olur ve otofosforile olur (89).
Aktive edilmis IRE1, X-Box Baglayici Protein 1 (XBP1)’in mRNA’sindan 26 niikleotidli

bir boliimiin eklenmesini uyarir. Eklenmis mRNA’dan doniistiiriilen XBP1 sonunda
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niikleusa gecerek ER homeostazini diizeltmek icin protein katlanmasin1 ve ERAD’da rol

alan genlerin transkripsiyonunu arttirarak ER stresinin azaltilmasini saglar (1, 90).

2.4.6. Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6)

ER stres sinyalinin bir diger sinyal diizenleyicisi olan ATF6 tip 2 ER
transmembran proteinidir. ATF6, bir liiminal C-terminaline, bir transmembrana ve bir
sitoplazmik N-terminal alan1 olmak tizere 3 yapisal alana sahiptir (91, 92). ATF6,
merkezi bir transmembran alani icermesi ve ER membranlarina lokalize olmasi nedeniyle
bir bZIP dir. Bu sayede ATF6, bZIP transkripsiyon faktorii olusturarak golgi aygitina
gecer. ATF6 normalde ER membraninda Grp78 ile birlikte inaktif formdadir. ER stresi
durumunda Grp78 limene katlanmaya yardimci olmak i¢in ayrilir. GRP78’in
ayrilmasiyla birlikte, ATF6 golgi organina gider ve orada site 1 ve site 2 proteazlarla
kesilerek aktif forma dontisiir. (82, 93, 94). Aktiflesen ATF6, ¢ekirdege aktarilarak alt
yolaklarinda bulunan genlerin aktivasyonunun ger¢eklesmesini saglar (95). Boylece ER

stresi ile basa ¢ikmak i¢in gerekli olan pek cok gen ekspresyonu indiiklenir (96).

2.4.7. Egzersiz ve ER Stresi Arasindaki Iliski

Egzersiz son zamanlarda kas hasarina yol a¢ip agmadig1 konularda arastirilma
konusu olarak goriilmeye baslanmistir. Obez si¢anlarla yapilan bir ¢aligmada egzersizin
ER stresini azalttigini bulmuslardir (4). Baska bir ¢alismada egzersizin enerji harcamasini
arttirarak, ER stres yolunun aktivitesini onleyecegini ongorerek yapildigi halde tam
tersine c¢alismada egzersizin, ER stres yollarmin aktive ettigine dair bulgular elde
etmiglerdir (97). Egzersizin tiirii, siddeti, siiresinin 6nemli oldugu kadar hormonal
degisiklerin de egzersizi etkileyecegi diislinlilmiis olmali ki premenopozal donemdeki
kadinlarin katildig1 8 haftalik orta siddetli tempolu yiiriime egzersizi sonrasinda tempolu
ylriiyiisiin ER stresi tizerine olumlu etkileri bulunmustur. Ve bu ¢alisma neticesinde ER
stresindeki azalmanin ileri donemde olusabilecek metabolik hastaliklart 6nlemek igin
etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir (98). Egzersiz ¢alismalarinda ¢esitli sonuglar elde
edilmesi dolayisiyla literatiirde hala arastirllmasi gereken bir konu oldugu

diistiniilmektedir.
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2.5. Interlokinler

Interldkinler, bagisiklik sisteminde, ¢esitli hiicreler arasindaki sinyalleri ileten,
daha kapsamli bir polipeptit sinifi olan sitokinlerin 6nemli bir bolimiidiir (99). Cesitli
hiicreler tarafindan tretilen veya salgilanan sitokinler, inflamasyon, hiicre biiyiimesi,
iyilesmesi ile yaralanmaya kars1 sistemik yaniti da i¢ine alan bagisiklik ve inflamatuar
durumlart diizenleyen hormon benzeri peptidlerdir (100). Sitokinler lenfositler,
notrofiller, monositler ve diger hiicrelerin aktivasyonuna olanak tanimakta ve bu hiicreler

dokunun antijenden temizlenmesinde ve iyilesmesinde rol oynamaktadir (101).

2.5.1. Interlokin-17 (1L-17)

Interlokin-17( IL - 17), 1993 yilinda yardimer T lenfositleri (Th 17) tarafindan
tiretilen bir sitokin olarak kesfedilmistir (102). IL-17, en az 6 alt tipi olan (A-F) bir sitokin
ailesidir. Ozellikle IL-17A ve IL-17F, IL-17 ailesinin en iyi karakterize edilen
sitokinleridir. Bunlar Th17 hiicreleri tarafindan iiretilir ve indiiklenir. IL-17"nin dolasim
icine salinmast yoluyla Th17 lenfositleri, proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
diizenleyen bir protein kompleksi olusturarak inflamatuar bir tepki olusturabilir (103). IL-
17, Th17 hiicreleri tarafindan {iretilmesine ragmen bunun disinda dogal oldiiriicii
hiicreler, makrofajlar, dendritik hiicreler, sinovyal hiicreler, endotel hiicreleri, g¢esitli
proinflamatuar sitokinler, kemokinler, eozinofiller ve notrofillerin de dahil oldugu bir ¢ok
hiicre tipinin olusturdugu bir hiicre tarafindan da iretilebilmektedir (104, 105). Bunun
yaninda Kono ve arkadaslarinin sekil 2.4.te de gosterdigi gibi IL-17 diger inflamatuar
sitokinlerin tiretilmesinde gorev alan nétrofil, endotel, fibroblast ve makrofaj hiicreleri

uyarir (106).
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Sekil 2. 4. IL-17’nin diger inflamatuar sitokinleri iireten hiicreleri uyarmast

Bazi kronik hastaliklarda IL-17 seviyelerinde anlamli derecede arttig1
bulunmustur (107). Ayni sekilde yapilan deney hayvanlari ve insan ¢alismalarinda, IL-
17 ve TH17 hiicrelerinin, iltihaplanma ve otoimmiinite patogenezinde kilit bir rol
oynadigimi bulunmustur. Bu gozlemlere dayanarak, IL17 ve Th17 hiicrelerinin ¢esitli

hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel hedefler oldugu disiiniilmektedir (108).

2.5.2. Interlokin-23 (I1L-23)

Interldkin -23 (IL-23) , I1L-12 ailesine ait bir heterodimerik sitokindir (109). IL-
23, organa 0zgii inflamatuar otoimmiin hastaliklarin olusumunda 6nemli bir rol oynar
(110). IL23'"in, aktive edilmis fare ve insan monositlerinden, makrofajlarindan, dendritik
hiicrelerinden, T ve B hiicrelerinden, endotel hiicrelerinden salgilandigi bulunmustur
(111).

Aktif T hiicrelerinin IL-17 tiretimini, IL-23 desteklemektedir. Bu nedenle IL-23
ve Th17 hiicreleri arasinda giiglii bir baglanti kurulmustur (112). Ayrica IL-23, sayisiz
immiin patolojinin gelisimine neden olan Th17 hiicrelerinin gelisimini ve genislemesini
de saglamaktadir (113, 114). Hatta T hiicrelerinden IL-17 {iretimini hizli bir sekilde
indiikleme kabiliyetine sahip olan IL-23 bu sayede patojenlere kars1 etkili, acil, dogal bir
bagisiklik tepkisi saglar (115). Bundan dolay1 IL-23"in, patojenlere erken immiin yanitta

onemli bir itici giicli oldugunu ileri stirmiislerdir (116).
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2.5.3. Egzersizin ile 1L-23 ve I1L-17 Diizeylerinin iliskisi

Birer proinflamatuar sitokin olan IL-17 ve onu indiikleyen IL-23 ile ilgili yapilan
caligmalara bakildiginda cesitli sonuglar elde edilmistir. Diizova ve arkadaslar1 2009
yilinda yaptiklar1 zorlu egzersiz sigan modelinde IL-17 diizeyinin arttigin1 gostermislerdir
(2). 2012 yilinda Sugama ve arkadaslari tarafindan triatlon yarismasina katilan erkek
sporcularda yapilan c¢alismada uzun siireli dayamiklilik egzersizi sonrasinda IL-17
diizeyinin arttig1 gézlemlemislerdir (117). Tofighee ve arkadaslar1 ise 40 profesyonel
atletin katildig1 bir ¢alismada kisa anaerobik egzersizin IL-17 diizeylerine bir etkisi
olmadigini bulmuslardir (118). 6 ay boyunca ilerleyici direngli egzersiz yaptirilan
multiple sklerozlu hastalarda proinflamatuar siirecin gostergesi olan IL-17 ve 1L-23
salgilanmasinin  azaldigin1  gozlemlemislerdir (119). Yukaridaki c¢alismalarda da
gosterildigi gibi IL-17’nin sadece zorlu egzersizlerde yiikseldigi gosterilmistir (2). Ancak
IL-23’{in yiiksek yogunluklu egzersizden veya zorlu egzersizden nasil etkilendigi

konusunda literatiirde bir bilgiye rastlaniimamustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Planinin Olusturulmasi

Bu ¢aligma Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
alinan onay (2019/A-09) ile Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali laboratuvarinda gerceklestirildi. Calismadaki biitiin uygulamalar etik kurul
protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi. Deney siiresi boyunca kafeslerin bulundugu
ortam 20-22°C sicaklik araliginda ve 12 saat 1sik/karanlik periyodu olacak sekilde
diizenlendi. Hayvanlar normal musluk suyu ve standart sican yemi ile ad libitum olarak
beslendi.

Bu ¢alismada etik kurul onay1 alindiktan sonra 8 haftalik Sprague Dawley cinsi
toplam 30 adet erkek sigan kullanildi. Egzersiz yaptirilacak olan siganlarda egzersiz
kapasitesi ve kas yapist daha uygun oldugu i¢in aym1 zamanda hormonal aktiviteden

etkilenme olmamasi agisindan erkek siganlarda yapilmasi tercih edildi.

3.1.1. Deney Gruplarindaki Hayvanlarinin Sayisinin Belirlenmesi

Her gruptaki hayvan sayisinin saptanmasi gii¢c analizine gore yapildi. Daha 6nce
yapilmis olan ¢alismalar 6rnek alinarak Grp78 diizeylerindeki degisimin anlamli
¢ikabilmesi i¢in %95 giiven diizeyinde (a=0,05) ve %80 gii¢ (B=0,20) ile karsilagtiriimasi
icin etki biytkligi 0,6849 olarak Ongoriildiigiinde grup basina alinmasi gereken
minimum hayvan sayis1 8 (sekiz) olarak hesaplandi. Hayvanlar rastgele atama yontemine
gore 3 gruba ayrilmistir. Egzersiz protokoliine uymama ve hayvan kaybi olabilecegi gz

onilinde bulundurularak grup basina 10 toplamda 30 tane hayvan alind1.

3.1.2. Deney Gruplar

Gruplar olusturulurken sicanlar tartilarak agirlik ortalamalar birbirlerine en yakin
olacak sekilde rastgele 3 gruba ayrildi.
1.Grup: Kontrol grubu (n=10)
2.Grup: Normal yilizme egzersizi yaptirilan gruptur. (n=10)

3.Grup: Agirlik yiiklii ylizme egzersizi yaptirilan gruptur. (n=10)
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3.1.3. Deney Siireci

Hayvanlar, calismaya alinirken ve her haftanin basinda tartildi. Egzersize
baslamadan once siganlar 1 hafta boyunca yiizmeye adapte edildi. Adaptasyon normal
ylizme egzersizi yapan ve agirlik yiikli yiizme egzersizi yapan gruplardaki siganlar: 10
dakika olmak {izere giinde 1 defa, 5 giin boyunca, 31(+1)°C sicaklikta suda yiizdiirerek
saglanmistir. Kontrol grubundaki (grup 1) siganlar ylizme egzersizi yaptirilan si¢anlarla

ayn1 ortamda tutuldu.

NYE

Sekil 3.1.3. Sicanlara uygulanan ylizme egzersizi

Egzersiz yaptirilan sigcanlara (2 ve 3.gruplar), 10 hafta boyunca asagida verilen
tablo 3.1.3’teki protokole uygun olarak egzersiz yaptirildi. Her iki grupta da egzersiz
stiresi 2 haftada bir 10 dakika arttirilarak devam etmistir. Ayrica 3. Grupta siire artisinin
yani sira her bir sicanin viicut agirliginin yiizde 5’1 agirliginda yiik baglanarak egzersize
baslanip ve 2 haftada bir viicut agirligimin %1°1 oraninda arttirilarak sirastyla %6, %7,
%8, %9 ve son olarak %10 seklinde yiik baglanarak ylizme egzersiz tamamlandi (120,
121).

Tablo 3.1.3. Yiizme protokiilii (Speretta ve Gobatto’nun deneyleri 6rnek alindi.)

Kontrol | NYE Grubu (Siire ve | AYYE Grubu (Siire ve
Grubu | Agirlik Yiik | Baglanan Yiik Degerleri
Degerleri) (Yik= Viicut Agirliginin
Yiizdesi)
Uyum Haftasi | - 10 dk 10dk % 5
1-2 Hafta - 20 dk 20dk % 6
3-4 Hafta - 30 dk 30dk % 7
5-6 Hafta - 40 dk 40dk % 8
7-8 Hafta - 50 dk 50dk % 9
9-10 Hafta - 60 dk 60 dk % 10
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3.2. Dokularin Alinmasi ve Analizleri

Kontrol grubundan bir sigan, normal ylizme egzersizi yapan grupta 2 hayvan ve
agir ylizme egzersizi yapan grupta 1 hayvan deney siiresi tamamlanmadan 6lmiistiir.
Tablo 3.1.3’teki protokole gore egzersiz yaptirilmis sican gruplar1 ve kontrol gruplari,
akut egzersiz stresinin olasi etkilerini dislamak igin son egzersiz seansindan 2 giin sonra
hayvanlara intraperitonel olarak 5 mg/kg ksilazin ve 45 mg/kg ketamin ile anestezi altinda
kalplerinden kan alinarak feda edildi. Alinan kan 6rnekleri vakit kaybetmeden 4000 Rpm
hiz ile 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen serum 6rnekleri ependorf
tiiplere transfer edilerek -80°C’ye saklandi. Bu islemlerin yani sira her bir siganin ayni
cizgili kasindan doku 6rnekleri alinmistir. Alinan dokular analizler yapilana kadar -80°C

derecede saklanda.

3.2.1. Hayvanlarin Agirhiklarinin Olciimleri

Deneyin baslangicindan itibaren her hafta basinda biitiin gruplardaki hayvanlar
icindeki bulunduklar1 kabin darasi alinarak tartildi. Elde edilen veriler not edilerck

Excel’e aktarildi.

3.2.2. ELISA Testi ile Serum IL-23 ve IL-17 Diizeyinin Olgiilmesi

-80°C’de saklanan serum &rnekleri analiz giiniinden 1 giin dnce +4°C derecede
buzdolabinda bekletildi (122). ELISA Kkiti oda sicakligina getirildi ve serumlar
¢oziinlinceye kadar bekletildi. Serumlarin ¢oziindiikten sonra ilk olarak standartlar
hazirlandi. Standard ¢ozeltiler seri diliisyonla seyreltildi. Plate, paketinden ¢ikarildi.
Kuyucuklarin en iist ve en alt kism1 numaralandirildi. 1k iki siitun standart kuyucuklar
icin diger numara verilen siitunlar serum kuyucuklar1 i¢in hazirlandi. Standard
tiiplerinden, 50 pl standart ¢ozeltisi alinip plate tizerindeki standart kuyucuklarina sirayla
eklendi. Her serum tiiptinden, 40 pl serum alinip plate iizerindeki numaralandirilan gift
tekrarli kuyucuklara serumlar ilave edildi. Yalniz serum kuyucuklarinin lizerine ayri ayri
10ul (anti 1L-23 (SunRed,201-11-0126) ve I1L-17 (SunRed,201-11-0116)) antibody
eklendi. Standart ¢6zeltiye biyotin ile antikor i¢erdiginden standart eklenmedi. Plate
tizerindeki her kuyucuga 50 pl streptavidin-HRP eklendi. (Not: std7- BLK hari¢) Platein
seffaf film ile kapatildi. 60 dk boyunca 37°C de etiivde inkiibe edildi. Yikama evresine
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gecildi. Oncelikler Wash Buffer hazirlandi. Daha sonra etiivden cikarilan plate icindekiler
dokiildi. Her bir kuyucuga 350 pl wash buffer eklendi. 30 saniye siire gegtikten sonra
yavasca ¢alkalanarak lavoboya dokiildii. Toplamda 5 kez ayni islem tekrarlandi. Yikama
islemi bittikten sonra, kuyucuklara 6nce 50 pl substrate solution A sonra 50 pl substrate
solution B ¢ozeltileri eklendi. Plate tekrar seffaf film ile kapatilip 10 dk 37°C’de etiivde
inkiibe edildi. Etiivden ¢ikan plate i¢indekiler dokiilmeden her bir kuyucuga 50 pl stop
soliisyonu eklendi. Bu islemle birlikte mavi renkteki kuyucuklar hizla sar1 renge dondii.
Plate 10 dk igerisinde ELISA cihazina (Bio-Rad,CODA) yerlestirildi ve 450 nm’de
okutuldu. Veriler optik yogunluk&konsantrasyon grafigi ¢izilerek en uygun egri ¢izildi.
Bu hesaplamalar en iyi bilgisayar tabanli egri uydurma yazilimi ile yapilabilmektedir. En

iyi uyusma ¢izgisi regresyon analizi ile belirlendi.

3.3. Western Blot Yontemiyle GRP78 VE ATF4 Proteinlerinin Analizi

3.3.1. Proteinlerin Yiiriitiilecegi Jelin Hazirlanmasi

Oncelikle proteinlerin yiiriitiilmesi igin ihtiyactimiz olan poliakrilamid jel
hazirlanmaya baglandi. Bunun i¢in 6nce %10 Separating (Lower) jel hazirlandi. Her bir
jel i¢in 15 ml’lik tiiplerinde hazirlanan jelin igine 2 ml saf su, 1.67 ml %30
Acrylamide/Bis-acrylamide, 1,25 1.5M Tris (pH=8.8), 25yL %20 SDS, 25yL %10
Amonyum Persiilfat (APS) ve en son 2.5 yL Temed konularak hazirlandi. Biri ince digeri
daha kalin olan 2 cam (Bio-rad, Mini-PROTEAN) arasina doktiikten sonra tizerindeki
kopiikleri gidermek i¢in izopropil alkol eklenmistir. Separating jel donduktan sonra
camlarin arasindaki izopropil alkol dokiildii. Daha sonra 2. jel olan Stacking Jeli (%5)
hazirlanmaya baslandi. Stacking jel hazirlanirken bagka bir 15 ml’lik bir tiipii alinarak
igerisine; 2.088 ml saf su, 0.506 ml %30 acrylamide/BIS, 0.375 ml 1M Tris (pH=6.8),
15yL %20 SDS, 15yL %10 APS ve en sonunda 1.5 yL Temed eklenerek hazirlandi.
Separating jel 2 cam arasina (Bio-rad, Mini-PROTEAN) dokiildiikten hemen sonra

lizerine taraklar yerlestirildi. Ve jelin donmasi beklendi.

Sekil 3. 3.1. Proteinlerin yiiriitilmesi i¢in gerekli jelin hazirlanmasi
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3.3.2. Dokularin Homojenizasyonu ve Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

Gastroknemius ve sol ventrikiilden alinan doku 6rnekleri -80°C’den ¢ikarilip buz
iizerinde protein ekstraksiyon kiti (GeneAll,701-001) ve (Serva,39102.01) proteaz
inhibitor kokteyl eklenerek 16.000 devir/dk hizda 3 dk homojenize edildi. Daha sonra 10
dk +4°C’de 4000 RPM hiz ile santrifiij edildi (IKA, Germany). Daha sonra protein
Ol¢timii yapildi (DeNovix,DS-11). Boylece kuyucuklara yiiklenecek proteinler arasinda
esitlik saglanabildi.

3.3.3. Yiiriitiilecek Orneklerin Hazirlanmasi

1.5 ml’lik ependorf tiiplere 3 birim hacim homojenat 1 birim hacim 4x yiikleme
tamponu ile karistirildiktan sonra cam behere konularak suyun i¢inde ependorf tiiplerin
icindeki karigim 5 dk boyunca kaynatildi (Daihan,MSH-20A). Ardindan kaynamis olan
karisim oda sicakliginda 1 dk 4000 RPM devirde santrifiij edilmistir (IKA, Germany).

3.3.4. Elektroforetik Yiiriitme Sisteminin Kurulmasi

Yiirtitme tankinin hazirlanmasi asamasinda ilk olarak jeller tarakli kismi ig tarafa
bakacak sekilde diizenegin igine yerlestirildi. Jellerin arasi ve kap dolacak sekilde 1X
Runnig Buffer ile dolduruldu. Ornekler jel kuyucuklarma yiiklendi ve yiiriitme islemi 80
V ile siirdiriildii (Bio-Rad, Powerpac Basic). Yaklasik 3 saatin sonunda proteinlerin

ylirtimesi tamamlandi.

Sekil 3. 3.4. Elektroforez yontemiyle yliklenen 6rneklerin yiiriitiilmesi.
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3.3.5. Jeli Commassie Blue ile Boyama

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra her membran i¢in hesaplama yapmak tizere
aym anda yiritilmis jellerden biri commassie blue ile boyandi. Boyama 30 dk
stirdiiriildi. Daha sonra 2 defa 15’er dk Destaining Soliisyonu (%10 asetik asit,%50
Methanol) ile yikandi.

3.3.6. Proteinlerin Jelden Membrana Gecirilmesi ve Antikor Muamelesi

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra proteinleri jelden membrana(Bio-Rad,
PVDF Membran) transfer igslemi i¢in sandvi¢ yontemi yapildi (Thermo Scientific, Pierce
Power Blotter). Membran steril bir sekilde cimbizla alinarak 50 ml’lik tiipe
yerlestirildikten sonra 1 saat boyunca membran oda 1sinda 1X (tris buffered saline ) TBS-
T ile hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu ile birlikte ¢calkaland1 (Blood Tube Roller Mixer).
Daha sonra GRP78 (GRP 78 Antibody, (76-E6): sc-13539) ve ATF4 (CREB-2, Antibody
(B-3): sc-390063) antikorlar1 1/200 oraninda siit tozuna eklenerek gece boyunca +4°C’de
calkalanmaya devam etti. Ertesi giin yikama soliisyonu hazirlanarak (50ml PBS 1X ph:
7.4 ve 50 yLTween) 3 kere 10 dakika boyunca oda sicakliginda yikama yapildi. Yikama
isleminden sonra primer antikorlarla uyumlu olan anti rat IgG HRP (Abcam, ab97057)
sekonder antikoru ve (BT LAB,BT-AS00006) anti Mouse IgG HRP sekonder antikoru
1/5000 oraninda siit tozu i¢inde hazirlanarak membranla birlikte 1 saat oda sicakliginda
calkalama islemi yapildi. Devaminda tekrar 3 defa 10 dakika boyunca oda sicakliginda
yikama yapildu.

3.3.7. Membrandaki Proteinlerin Goriintiilenmesi

Enhanced Chemi Luminescence (ECL) soliisyonu membranin iizerine karanlik bir
ortamda dokiildii. Ardindan gériintiileme yapildi. Veriler bilgisayara kaydedildi. islem

her protein i¢in tekrarlandi.

3.3.8. Protein Yogunluklarim1 Hesaplanmasi

Ayni anda yiiriitiilmiis jellerden birisi boyama yapilarak protein miktarlar

(GeneSys) hesaplandi. Daha sonra membrandaki protein miktarlart da (GeneSys)
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hesaplandi. Membrandaki her bir protein miktarini boyama yapilan jeldeki ayni

kuyucuktaki protein miktarina oranlayarak elde edilen veriler kaydedildi.

3.3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler bilgisayar IBM SPSS 22.0 paket programu ile yapildi (123).
Nicel veriler ortalama ve min-max seklinde ifade edildi. Verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi arasindaki farklarin belirlenmesinde Kruskal Wallis testi yapildi ve 3
grup arasindaki fark anlamli ¢iktig1 durumlarda gruplarin birbiriyle kiyaslanabilmesi i¢in

goreceli Benforroni Mann Whitney U testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Haftahk Kilolarimin Olciim Sonuglar:

Deney baslangic ve bitis haftalarinda yapilan kilo dl¢limleri sonuglarina gore her

3 grupta da anlamli olarak kilo artis1 oldugu goriildii.

Tablo 4. 1. Baslangig ve Bitis Haftalarinda Hayvanlarin Kilo Degisimleri
(Veriler median, min-max seklinde sunulmustur.)

Baslangic (gr)  Bitis (gr) P degeri
Kontrol Grubu 393 (301-444) 436 (342-471) 0.008
NYE Grubu 398 (313-468) 453 (334-551) 0.012
AYYE Grubu 364 (330-411) 401 (368-441) 0.008

Gruplar arasinda kilo artis1 farklar1 arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi.

4.2. Kan Serum IL-17 ve IL-23 Diizeylerinin Analizi

Calismamizda, farkli egzersiz gruplarinin kontrol gruplarindaki kan serumlarinda
bulunan IL 17 seviyeleri analiz edilmistir. ELISA cihazinda 450 nm de okunmasi ile elde
edilen sonuglarin matematiksel degerleri ve ortalama degerleri veri dokiimleri tablo

4.2.’de verilmistir.

Tablo 4. 2. Serum IL-17 ve IL-23 analizlerinin sonuglar1 (Veriler median, min-
max seklinde sunulmustur.)

Kontrol Grubu NYE Grubu AYYE Grubu P
n=9 n=8 n=9 degeri
1L-17 54.4 (42,6-271,5) 64.7 (54.35-72.42) 58.7 (39.6-166.8) 0.541
(pg/ml)
IL-23 4.67 (4.1-5.6) 5.02 (4.45-5.47) 457 (4.04-6.01)  0.434
(pg/ml)
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Yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda medyana gore yapilan hesaplamada IL-
17 ve IL-23 degerlerin gruplar arasinda (P>0.05) degerler arasinda anlamli bir fark

goriilmedi.

4.3. Cizgili Kas Dokusundaki GRP78 ve ATF4 Proteinlerinin Analizi

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda dokulardan elde edilen proteinlere hem commassie
boyama yapilmis ve hem de membrana transferi saglandi. Olgiilen protein yogunluklar:
(Syngene, GBox ) cihazinin programinda hesaplandiktan sonra Excel’e aktarildi. 3
grubunda ¢izgili kas dokusundaki proteinlerin boyama yapilan jel ve membrandaki

protein yogunluklar1 oranlanarak karsilastirildi.

COMMASSIE

MARKER

Sekil 4. 1. Cizgili kas dokusu boyama yapilan jel ve membrandaki GRP78
proteini

COMMASSIE

MARKER

Sekil 4. 2. Cizgili kas dokusu boyama yapilan jel ve membrandaki ATF4 proteini
Yapilan Kruskal Wallis testine gore veriler istatiksel olarak hesaplandi ve anlamli olarak

goriildii.
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Tablo 4. 3. Cizgili kas dokusundan elde edilen GRP78 ve ATF4 protein
diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi (Veriler median, min-max seklinde

sunulmustur.)

Kontrol Grubu NYE Grubu AYYE P

Grubu degeri

GRP78 0.007 (0.01-0.02) 0.041(0.00- 0.102(0.01- 0.005

(Karsilastirilmis 0.01) 0.01)

Orant1)

ATF4 0.0136(0.01- 0.0159(0.01- 0.0187(0.01- 0.005

(Karsilastirilmigs  0.02) 0.03) 0.03)

Orant1)

Benforroni diizeltmeli Mann Whitney U testine gore gruplar arasindaki farklilik hesaplandi.

4.4. Kalp Kas1 Dokusundaki ATF4 Proteinlerinin Analizi

Yapilan Kruskal Wallis testine gore veriler istatiksel olarak hesaplandi ve anlamli olarak

goriildil.

Tablo 4. 4. Kalp kas1 dokusundan elde edilen ATF4 protein diizeylerinin gruplar

arasi karsilastirilmasi (Veriler median, min-max seklinde sunulmustur.)

Kontrol Grubu NYE Grubu AYYE Grubu P

degeri
ATF4
(Karsilastirilmis ~ 0.55(0.21-0.70) 0'92(01'50 i 0'30120'15' 0.001
Oranti) 1) -35)

Benforroni diizeltmeli Mann Whitney U testine gore gruplar arasindaki farklilik hesaplandi.

COMMASSIE

b
MARKER
43

Sekil 4.3. Kalp kast dokusunda boyama yapilan jel ve membrandaki ATF4

proteini
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5. TARTISMA

5.1. Yiiksek Yogunluklu Egzersizin IL-17 ve IL-23 Diizeylerine EtkKileri

Egzersizin yogunlugu, siiresi ve fiziksel aktivitenin tiirii, bagisiklikla baglantili
olan sitokin profilini etkileyebilir (31, 124). Birer proinflamatuar sitokin olan IL-17 ve
onu indiikleyen IL-23 ile ilgili yapilan egzersiz calismalarina bakildiginda ¢esitli sonuglar
elde edilmistir (2, 125). Egzersizden sonra olusan inflamatuar yanit, immiin hiicreler ve
etkilenen doku igerisinde proinflamatuar ve hiicre 6liim yanitlarini baslatabilir, ancak bu
biiyiik olgiide egzersizin modalitesine ve yogunluguna baghdir (126). Boyle bir yanitin
bir 6rnegi, yogun bir dayaniklilik egzersizinden sonra dolagimda gesitli dokular {izerinde
birgok inflamatuar etkiye neden olabilen IL-17 ve IL-23 diizeylerindeki artigla
gosterilmistir (127).

Bu tez ¢alismasinda AYYE grubundaki si¢anlara yaptirilan yiiksek yogunluklu
egzersizin, NYE ve kontrol grubundaki siganlara kiyaslandiginda anlaml bir degisiklik
olmadigi bulundu. Yapilan bir ¢alismada si¢anlar hafta i¢i 5 giin/10 hafta boyunca bir
grubu 30dk kostururken diger grubu 60 dk kosturmuslardir. Egzersiz bitirildigi giin
sicanlar feda edilerek egzersizin akut etkilerine bakilmis olup 60 dk kosturulan si¢anlarda
IL-17 seviyelerinin arttig1 bulunmustur (2). Bir bagka ¢aligsmada ise 5 haftalik orta siddetli
acrobik egzersiz ile diyetle obez yapilmis farelerdeki artmig IL-17 ve IL-23 seviyelerinin
azaldigini rapor etmislerdir (128). Sugama ve arkadaslar1 40 kadin atlete yaptirdiklar1 5
km kosu, 40 km bisiklet ve 5 km kosudan olusan dayaniklilik egzersizinin IL-17 diizeyini
arttirdigini rapor etmislerdir (117). Ancak bir arastirmada kisa siireli yiiksek yogunluklu
oryantiring (Yiiksek yogunluklu bir egzersiz olan, fiziksel ve bilissel aktiviteyi birlestiren
ve sporcunun bilinmeyen arazide miimkiin olan en kisa siirede dagitilan birkag¢ noktaya
ulagmasi gereken bir yiiksek yogunluklu egzersizdir) egzersizinin IL-17 diizeylerini
degistirmedigini bulmuslardir (129). Tofighee ve arkadaslarmin 40 profesyonel atlete
kisa stireli anaerobik egzersiz yaptirildiktan sonra atletlerin IL-17 diizeylerinde anlaml
bir degisiklik olmadigi gézlenmistir (118). 3 giinliik kesintili egzersiz programina tabii
tutulan yarismacilarda 1. giin yiizme 2. ve 3. giin kosu egzersizi yaptirilmistir. Yaristan
once ve sonra alman kan Orneklerinde I1L-17 ve IL-23 diizeylerinde anlamli bir farka
bulunamamistir (125). Multiple sklerozlu hastalarda yapilan bir ¢alisma ise egzersize
baslamadan 6nceki IL-17 diizeyinin uygulanan ilerleyici direngli egzersiz sonucunda

azaldigini bulunmustur (119).
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IL-17 ve IL-23 sitokinlerinin gruplar arasinda anlamli bir degisiklige yol agmadigi
gbzlendi. Kademeli agirlik yiiklii egzersizin IL-17 ve 23 serum diizeyini artirmamis
olmasi; egzersiz tiiriine, doku 6rnegini alinig zamanina, c¢alisilan doku tiiriine ve yontem
ile ilgili olabilir. Ayrica, saglikli siganlarda kademeli olarak arttirilan yiiksek yogunluklu

egzersizin canlida sitokin yanitina kars1 adapte olabilecegini gosterdi.

5.2. Yiiksek Yogunluklu Egzersizin Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine
Etkileri

ER stresine giren hiicre kendini savunamazsa diger dokular hasar gérmesin diye
ER stresi ile ilgili diizenlemeler yapar ya da bu diizenleme yetersiz kalirsa hiicre 6liimii
gergeklesir. Hiicre 6liimiine yol agan ER stresi pek ¢ok hastalikla iligkilendirilmistir (59,
60). Egzersizin ise ER stresi tizerindeki etkisi arastirildiginda yorucu egzersizin asiri
diizeyde kas hasar1 ve hiicre 6liimiine yol acgabilecegi rapor edilmistir (32).

Bu calismada normal yilizme egzersizi yapan siganlarin (NYE) c¢izgili kas
dokusundaki GRP78 protein diizeyinin kontrol ve agirlik yiiklii ylizme egzersizi yapan
gruba gore azaldig1 goriilirken ATF4 diizeyinin kontrol ve AYYE grubuna kiyasla arttig
goriildii. Gonzalez ve arkadaglarinin (2000) yaptiklari ¢alismada si¢anlarda 3 aylik kosu
bandi egzersizinin kas dokusunda GRP78 sentezini arttirdigimi bulmuslardir (130).
Pereira ve arkadaglarinin 2016 yilinda farelerde yaptiklar1 ¢alismada eksentirik egzersiz
calismasinda, 8 hafta boyunca 15 dk ile baslanip 60 dakikaya tamamlayacak sekilde
stirdiiriilen ¢alismada deney sonunda eksentirik egzersiz yapan gruptaki farelerin kas
dokusundaki GRP78 degerlerinin diger gruplara gore arttigin1 gérmiislerdir (131). Kim
ve arkadaglari tarafindan 2014 yilinda si¢anlara yiiksek ve diisiik siddetli aerobik egzersiz
yaptirilmistir.  Yiiksek yogunluklu egzersiz grubundakilerin iskelet kasi dokusunda
kontrol grubuna kiyasla GRP78 diizeylerinin anlamhi derecede azaldigi goriilmiistiir.
Iskelet kas1 dokusunda yiiksek yogunluklu aerobik egzersiz yapan grup ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda, ATF4 diizeyinin kontrol grubuna kiyasla azaldig: goriiliirken, kontrol
grubu ve diisiik siddetli egzersiz grubu arasinda fark bulunmamistir (132). De Moraes ve
arkadaslar1 kismi nefrektomi yaptiklar1 sicanlarda 8 hafta 5 giin boyunca 20° egim
verilerek kosu bandi egzersizi yaptirilan sicanlarda, UPR aktivasyonunu onlendigini
gormiislerdir. Kronik bobrek hasart olusturulan sicanlarda orta yogunluklu aerobik

egzersizin, cizgili kastaki GRP78 diizeyini hem sedanter nefrektomi yapilmis siganlarda
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hem de egzersiz yaptirilan nefrektomi yapilmis si¢anlarda daha ¢ok arttirdigini
gormiislerdir (133)

Khadir ve arkadaslarinin obezlerde GRP78 diizeylerinin zayif insanlara
kiyasladiklarinda daha yiiksek diizeyde bulmuslardir. Haftada 3 giin olacak sekilde 3
aylik orta siddette aerobik egzersiz ile direng egzersizinin kombine ederek yaptirdiklari
fiziksel egzersizle GRP78 diizeyinin sonucunda azaldigi goriilmistiir (134). Luz ve
arkadaslar1 obez si¢anlara viicut agirliginin % 5'ine karsilik gelen bir agirlik baglanarak,
32 ° C'de suda giinliik 1 saatlik ylizme egzersizi yaptirildi. Egitim 8 hafta boyunca haftada
5 gilin gerceklestirilmistir. Calismada uygulanan egzersizin  PERK ve elF2a
fosforilasyonunu azaltarak ER stresinde azalmaya yol ac¢tigi rapor edilmistir (4). Bu
calismanin bizim ¢alismadan farkli olmasindan dolay1 ER stres belirteglerinde azalma
goriilmiis olabilir.

Yapilan bir diger calismada, premenopozal donemdeki kadinlarin katildigi 8
haftalik orta siddetli ve tempolu yiirlime egzersizi sonucunda ER stresin azaldigini
bulmuslardir. ER stresindeki azalmanin ileri donemde olusabilecek metabolik hastaliklar1
onlemek i¢in etkili olabilecegi sonucuna varmuslardir (98). Egzersizle beraber ER
stresinin azabilecegi yonilindeki bu calismalarin aksine sonuglar da bulunmustur.
Egzersizin enerji harcamasimi arttirarak, ER stres yolunun aktivitesini Onleyecegini
ongorerek yaptiklar1 ¢aligmada Kim ve arkadaslari tam tersine egzersizin, ER stres
yollarini aktive ettigine dair bulgular elde etmislerdir (97).

Calismadan elde ettigimiz veriler neticesinde normal aerobik egzersizin ¢izgili kas
tizerinde fark yaratarak olumlu etkileri olabilecegi fikrini verdi. NYE grubundaki
sicanlarin ¢izgili kas dokularinda ATF4 diizeyinin artmasimi daha once yapilan bir
calismada GRP78 protein diizeyinin eksikliginde ATF4 ekspresyonunun artigina benzer
bir etkiden kaynaklandigini sdyleyebiliriz (86). Ayni zamanda ATF4’in amino asit
metabolizmasi, stres yanit1 ve protein salgilanmasinda rol alan genleri indiikleyerek hiicre
sagkalimini arttirirdigr daha onceden rapor edilmistir (79). ATF4 diizeyinin normal
yogunluktaki yiizme egzersiziyle artmasi protein metabolizmasinin diizenlenerek ER
stres faktorlerinin dnlenmesine yardimci oldugunun gostergesi kabul edilebilir.

AYYE grubundaki si¢anlarin kalp dokularindaki ATF4 diizeyinin NYE grubuna
kiyasla azaldigi bulundu. NYE ve AYYE gruplarindaki si¢anlarin kalp dokularindaki
ATF4 diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak degismedi. Literatiirde yaptigimiz
taramada egzersizle kalp dokusunda ATF4 diizeyi ile ilgili ¢alismaya rastlayamadigimiz

icin karsilastirma imkani1 bulamadik. Ancak ER stresiyle kalp dokusu arasindaki iliski ile
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ilgili olarak baska ¢alismalar bulundu. Saglikli siganlarda 13 hafta boyunca yaptirilan orta
ve yiiksek yogunluklu egzersizin kalp fonksiyonlarini iyilestirmede esit derecede etkili
oldugunu ve yiiksek yogunluklu egzersizin kalpte gelismis kilcal damar yogunluguna
sebep olmasindan dolay1r daha faydali oldugunu sdylemislerdir (135). Ancak ATF4
proteinin, ER stresini dnleyerek hiicre sag kalimini giliglendirdigi de bilinmektedir (79).
Buradan yola ¢ikarak kalp dokusunda buldugumuz sonuclara gére ER stresi normal
yogunluklu egzersiz ile hiicreyi koruyabilecegi; ancak yliksek yogunluklu egzersizde
hiicre hasarina yol acabilecegi gorlisiine varilabilir. Tip 2 diyabet modeli yapilmis
sicanlar 2 gruba ayrilarak 12 hafta boyunca diisiik ve yiliksek yogunluklu egzersiz
yaptirildiktan sonra o6zellikle yiiksek yogunluklu egzersizin ER stres ile indiiklenen
GRP78 ve CHOP diizeyini azaltarak apoptozise yol agan diyabetik kardiyomyopatiyi
iyilestirdigini gostermislerdir (136). Tip 2 diyabetli adolesanlarin bir kismina diisiik
yogunluklu bir kismina ise yiiksek yogunluklu egzersiz 12 hafta siireyle yaptirmislardir.
Calisma bittiginde iki grup, GRP78 diizeylerinde iyilesme gosterdi ancak gruplar arasi
etkinin boyutu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (137). Bozi ve arkadaslar
sicanlarin deneysel olarak kalp krizi gegirmelerini sagladiklart galismada GRP78 protein
seviyesinin ve yanlis katlanmis proteinlerinin sayisinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Kalp
krizinden 4 hafta sonra siganlara 8 hafta aerobik egzersiz yaptirmislardir. Deney
sonucunda, aerobik egzersizin UPR protein seviyelerini ve yanlis katlanmig proteinlerden
kaynaklanan GRP78 diizeyini azalttigini bulmuslardir (138). Bir baska ¢alismada 12 hafta
boyunca bir gruptaki siganlara aerobik egzersiz diger gruptaki siganlara direngli egzersiz
yaptirmiglardir. Calisma sonunda kalp kasinda ER stres belirteci olan GRP78
seviyelerinde anlamli bir fark bulunmadigini séylemislerdir (139).

Normal yiizme egzersizin her iki tiirlinde de IL-17 ve IL-23 diizeylerini
degismedi. Normal yiizme egzersizin ¢izgili kas dokusunda ATF4 protein miktari
artarken GRP78 diizeyinde azalma goriildii. Buna karsin agirlik yiikli yiizme egzersizi
yapan si¢anlarda ¢izgili kas dokusunda ATF4 ve GRP78 proteinlerinde anlamli bir
degisiklik goriilmedi. Normal yogunlukta egzersizin ER stresinde bas etmede kullanilan
protein yanitini giiclendirerek, yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini onler. Yogun
egzersizin bunlan azalttig1 boylece cizgili kas ve kalp kasinda myopati gelisim i¢in bir
yolak olabilecegi konusunda bize ipuglar1 verebilir. Ayrica bazal ER stres proteinlerin
seviyelerini geri kazandi ve egzersiz toleransini arttirdi. Bu nedenle, bulgularimiz protein
katlanmasin1 korumak ve agir egzersizin koruyucu mekanizmada yetersiz kalabilecegi

sOylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Daha once yaptirilan zorlu egzersizin IL-17 diizeylerini arttig1 rapor edilmis
olmasina ragmen, saglikli sicanlara farkli yogunlukta yaptirilan egzersizin sonucu
olarak serum IL-17 ve IL-23 seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
goriilmedi. Bunun, uyguladigimiz yiizme egzersizi, doku orneklerinin alinma
strelerinin ~ diger  c¢aligmalardan  farkli  olmasindan  kaynaklandigim
diisiinmekteyiz. Ayrica egzersizin yogunlugunun ve siiresinin kademeli olarak
arttirilmasinin canlinin sitokin fizyolojisini adapte edebilmis olabilir.

Yiiksek yogunluklu egzersizin kalp dokusunda normal egzersize kiyasla ER stresi
belirteclerinden ATF4 diizeyini azaltirken diizenli yapilan normal yiizme
egzersizinin ER stresinde hiicre ATF4 diizeyini arttirdigin1 goézlemlendi. Agirlik
yikli ylizme egzersizi ise ATF4 diizeyini azaltti. Bu da normal yiizme
egzersizinin ER stresine karsi koruyuculugu gii¢lendirdigini; ancak agir
egzersizin bu yolag: tiiketerek hiicre hasarina karsi hiicreyi duyarli hale
getirebildigi sonucuna ulasildi.

Normal yogunluktaki aerobik egzersizin siganlarin c¢izgili kasindaki GRP78
diizeyinin yiiksek yogunluklu egzersiz grubuna kiyasla azaldig1 bulundu. Boylece
normal yogunluktaki aerobik egzersizin ¢izgili kas dokusundaki GRP78
diizeyinin azalmasini saglayarak ER stresini dnleyebilecegi sonucunda varildi.
Normal yogunlukta yapilan egzersizin yiiksek yogunluktaki egzersize kiyasla
cizgili kas dokusunda ER stresine kars1 koruyucu mekanizmalar giiclendirdigi
goriildii. Buradaki farklilik ER stres yolaklarinin aktiflestiren baska uyar1 agi
olabilecegi ve egzersiz ¢alismalarinin daha kapsamli bir sekilde siirdiiriiliip bir

sonraki agsamanin takip edilmesi sonucuna ulastirdi.
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