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OZET

FARKLI SURELERDE UYGULANAN YUZME EGZERSIZINE YANIT OLARAK
ORTAYA CIKAN OLASI KAS HASAR VE REJENERASYONUNDA GOREV ALAN
YOLAKLARIN BELIRLENMESI

Ozgen KILIC ERKEK
Doktora Tezi, Fizyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Melek BOR KUCUKATAY

Ekim 2019, 103 Sayfa

Egzersizin iskelet kaslarina yararli etkileri oldugunun bilinmesine ragmen, bu surecte
gorev alan sinyal iletim yolaklari ve yiizme egzersizine yanit olarak zamana bagh kas
hasar ve rejenerasyon surecleri aydinlatilamamistir. Bu calismada, farelerde akut ve
uzun sureli yizme egzersizlerine cevaben erken ve ge¢ donem iskelet kasi hasar ve
rejenerasyonu ile bunlara aracilik eden sinyal iletim yolaklarinin ortaya g¢ikariimasi
amaclanmistir. 8-12 haftalik eriskin erkek fareler kontrol ve ylizme grubu olarak 2'ye
ayriimistir. Egzersiz gruplari kendi iglerinde akut ve kronik olarak bélindikten sonra
her biri egzersizi takiben deneyin sonlandiriimasina kadar gegecek zaman agisindan
(3, 24 saat) tekrar 2'ye ayriimigtir. Akut yizme egzersizi 30 dk, tek seans; kronik yizme
egzersizi 5 gun/hafta, 6 hafta, 30 dk/gun; olacak sekilde uygulanmistir. Farelerde
alinan kan orneklerinden plazma kreatin kinaz (CK) aktivitesi ticari kit araciligiyla
Olctlmustlir. Gastrocnemius-soleus kaslarindan histolojik olarak kas hasar ve
rejenerasyonu degerlendiriimistir. Kas dérneklerinden izole edilen RNA’lar ile Whole-
transkriptom analizi gerceklestiriimis ve sonrasinda verilerin dogrulanmasi amaci ile
gercek-zamanl PCR yontemi kullanilmistir. Egzersiz gruplarinda kas hasari ylzdesi,
H-skoru ve l6kosit infiltrasyonu kontrole gére yliksek olarak bulunmustur. Ancak; akut 3
saat, akut 24 saat ve kronik 3 saat gruplarindaki artiglar istatistiksel olarak 6nemli
dizeydeyken kronik 24 saat grubunda her (¢ parametredeki artis istatistiksel olarak
onemli dizeye ulasmamistir. Plazma CK aktivitesinde istatistiksel olarak énemli bir
farkllik saptanmamigtir. Whole transkriptom analizi sonuglarina gore tum egzersiz
gruplarinda Car3, Neb, Obscn, Ttn, Igfbp5, Igfbp7, Gsk3B ve Usp2 genlerinin kontrole
gbre down-regule oldugu tespit edilmistir. Whole-transkriptom analizinde en dramatik
ekspresyon degisimleri gozlemlenen 3 gene ait veriler gercek-zamanh kantitatif PCR
yontemi ile dogrulanmistir. Bulgular esliginde literatirden vyararlanilarak yizme
egzersizlerine cevaben ifadeleri degisen hedef sinyal iletim yolaklari ¢izilmistir. Veriler,
uygulanan egzersiz protokollerinin m. gastrocnemius-soleus kas kompleksinde kas
hasarina sebep oldugunu ve miyofibrilogenezi uyardigini géstermektedir. Ornekler
egzersizleri takiben 3. ve 24. saatlerde alinmig; ancak bu sureler miyofibrilogenez
gelisimi igin yeterli olmamistir.

Anahtar kelimeler: Ylizme egzersizi, iskelet kas hasari, kas rejenerasyonu,
transkritpom

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE PATHWAYS IN PONTENTIAL MUSCLE DAMAGE AND
REGENERATION IN RESPONSE TO SWIMMING EXERCISE IN DIFFERENT TIMES

KILIC ERKEK, Ozgen
PhD Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Melek BOR-KUCUKATAY (MD, PhD)

October 2019, 103 Pages

Although exercise is known to have beneficial effects on skeletal muscles, signaling
pathways involved in this process and time-dependent muscle damage and
regeneration processes in response to swimming exercise have not been elucidated.
The aim of this study was to investigate early, late skeletal muscle damage,
regeneration and the signaling pathways involved in response to acute, prolonged
swimming exercises. 8-12 weeks old male mice were divided as control, swimming.
Each exercise group was further divided in terms of time (3, 24 hours) passed from the
last exercise session till the end of the experiment. Acute exercise was applied as 30
min, one session, chronic group swam 5 days/week, 6 weeks, 30 min/day. Plasma
creatine kinase (CK) activity was measured by a kit. Muscle damage and regeneration
of gastrocnemius-soleus muscles were evaluated histologically. Whole-genome gene
expression analysis was applied to total RNA samples isolated from mice
gastrocnemius-soleus muscle complexes. Quantitative real-time PCR was used to
validate the microarray data. Percentage of muscle damage, H-score, leukocyte
infiltration were higher in exercise groups compared to control. Increases in acute 3
hour, acute 24 hour, chronic 3 hour groups were statistically signifficant, in chronic 24
hour group wasn’t significant. No alteration was observed in plasma CK activity. Car3,
Neb, Obscn, Ttn, Igfbp5, Igfbp7, Gsk3B and Usp2 were downregulated in all exercise
groups compared to control. Expression changes of 3 genes which demonstrated most
dramatic expression changes in whole-transcriptome analysis were confirmed by real-
time quantitative PCR. Based on the findings and literature, the signaling pathways
involved in skeletal muscle damage and regeneration in response to swimming
exercise were drawn. The results demonstrate that, swimming exercise causes muscle
damage and myogenesis. Samples were taken at 3 and 24 hours following the
exercises; however, these times were not sufficient for the development of
myofibrilogenesis.

Keywords: Swimming exercise, skeletal muscle damage, muscle regeneration,
transcriptom

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2017SABEQ014.
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1. GIRIS

Erigkin insan vucudunun agirhginin yaklasik %40’in1 iskelet kasi olusturmaktadir, bu
nedenle iskelet kasi insan viicudunun en biiyiik organidir (Hoppeler 1990). iskelet kasi
istemli ve koordineli vicut hareketlerinden sorumlu olup, ayni zamanda miyokin adi
verilen bir grup maddeyi de salgilayarak homeostazise katki saglar (Pedersen ve
Febbraio 2012). iskelet kasi hipertrofi, atrofi, yeniden sekillenme, rejenerasyon gibi
onemli 6zelliklere de sahiptir (Wolfe 2006). Yasam kalitesinin surdurilmesinde iskelet
kas kitlesinin korunmasi ve geligtiriimesi kritik 6neme sahip olup, bu sebeplerle
egzersizin kas kitlesi ve fonksiyonlari Gzerindeki etkilerinin ortaya konmasi yogun ilgi

goren bir calisma alani olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Hareket, bir grup motor néronun bilingli aktivasyonuyla gerceklesen buyuk
oranda istemli bir olaydir. Egzersizin sarkomer sayisi, miyofibril icerigi ve dolayisiyla
kas guclinde artisa sebep oldugu bilinmektedir. Tekrarlayan kas kasiimalari
dayanikliigin artmasina yol agan uzun sureli adaptasyonlari uyarir (Boppart vd 2013,
Kraemer ve Castracane 2015). Ote yandan, egzersizin tipi, siddeti, sikligi ve siiresine
badl olarak kas hasari meydana gelebilmektedir. Egzersiz ile gelisen kas hasarinda Z
bantlarinda ayrilmalar ve miyofibril yapilarinda bozulmalar gérilir ve membran yapisi
bozularak kas i¢i enzim ve proteinlerin (kreatin kinaz-CK, karbonik anhidraz 3-CAS3,
troponin 1, 2-tnni2 gibi) hiicre disina sizmasina neden olabilir (Hornemann vd 2000, Fu
vd 2009, Chapman vd 2013). Egzersize cevaben gelisen kas hasar/rejenerasyon
suregleri birbiri ile i¢ ice gecmis kompleks bir grup reaksiyonlar dizisi olarak ele
alinabilir (Burd ve De Lisio 2017). Literatirde o6zellikle akut eksantrik egzersiz
protokollerine bagh olarak gelisen kas hasarinin miyofibrilin yeniden sekillenmesine yol
acabildigi gosterilmistir (Teran-Garcia vd 2005, Bellafiore vd 2007, Lehti vd 2007).
Egzersiz protokollerini takiben sarkomerde a-aktinin, titin, nebulin, obskurin gibi protein
kayiplari gézlenebilmektedir. Bu olayi aktin filamentlerinde uzama, a-aktinin, titin ve
nebulin proteinlerinin  reintegrasyonu ve dolayisiyla sarkomer olusumu takip
edebilmektedir (Yu vd 2003). Egzersizin herhangi bir parametre Uzerindeki etkilerini

inceleyen calismalarda uygulanan egzersizin tird, siklik/slre/siddeti ve egzersizden



sonraki 6rnek toplama zamani 6nemli degiskenler olarak g6z énune alinmalidir. Yizme
egzersizi kolay uygulanabilen, ¢ok fazla kas grubunu calistiran bir egzersiz tarudur. Su
yuzeyinde yapildigindan alt ekstremiteye binen yik ¢ok fazla olmaz ve bu sebeplerle
ylizme pek ¢ok kisiye rahatlikla énerilebilir ve hastalar tarafindan nispeten kolay tolere

edilebilir. Hayvanlar i¢cin de ylizme dogal bir davranis modelidir (Arshadi vd 2015),

iskelet kasi tamiri; etkin yeniden sekillenme (remodeling), doku bitinliginin
idamesi ve egzersizi takiben gelisen adaptasyon slreci igin énem arz etmektedir
(Boppart vd 2015). iskelet kasi erigkin kok hiicreleri satellit (uydu) hiicreler ve uydu
olmayan veya mezensimal kdk hicreler (MSC’ler) olarak 2’ye ayrilabilir (Boppart vd
2013). Egzersize cevap olarak meydana gelen iskelet kasi rejenerasyonu agirlikli
olarak satellit hicrelere atfedilmigtir. Satellit hicreler hasar olusturucu bir uyaran
karsisinda aktive ve prolifere olarak doku rejenerasyonunda etkin rol oynarlar (Hawke
ve Garry 2001, Macaluso ve Myburgh 2012). Ote yandan, iskelet kasinda yerlesmis
olan bir grup MSC’nin de egzersizle uyarilan kas onarimina katkida bulundugu
gOsterilmigtir (Valero vd 2012, Huntsman vd 2013, De Lisio vd 2014). Post-egzersiz
miyogenezde MSC’ler hucre uyarimina cevap olarak meydana gelen satellit hucre
aktivasyonu ve bu sulregte bir takim blylime faktorlerinin roline isaret eden gincel
veriler mevcuttur (Macaluso ve Myburgh 2012). Hyldahl ve arkadaslar tek bir eksantrik
egzersiz seansini takiben 3 saat sonra nukleer faktoér kappa B (NF-kB) aktivitesinde ve
interlokin-6 (IL-6), vaskuler endotelyal buyume faktord (VEGF), transforme edici
buyume faktoru-beta (TGF-B) gibi NF-kB yolagi ile iligkili sitokinlerin miktarinda artig
tespit etmiglerdir (Hyldahl vd 2011). Ote yandan, bu konuda celigkili veriler de ileri
surtlmastir (Tantiwong vd 2010, Durham vd 2004). Yakin zamanda yayinlanan bir
baska calismada diren¢ egzersizinin fosfatidil inositol 3 kinaz (PI3K)/protein kinaz B
(Akt) yolagi ile iligkisi ortaya konmustur (Dickinson vd 2018). Bununla beraber, kisa ve
uzun sureli egzersize yanit olarak iskelet kasi erigskin kdk hlcre yanitlari ve egzersizle
uyarilan/inhibe olan baska olasi yolaklar ve bunlar arasindaki etkilesim net olarak
ortaya konmamigtir. Kas hasar/rejenerasyonu zamana bagl gelisen suregler
oldugundan bu olaylarda gorevli mekanizma ve yolaklarin aydinlatiimasinda egzersizi

takiben ornek toplama zamani1 6nem kazanmaktadir.
1.1. Amag¢

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda mevcut doktora tezi kapsaminda, kisa ve uzun sureli yizme
egzersizlerini takiben m. gastrocnemius-soleus kompleksinde zamana bagl hasar ve
rejenerasyonun belirlenmesi ve bu slreclerde gorev alan olasi sinyal iletim yolaklarinin

aydinlatiimasi1 amaglanmistir.



2. KURAMSAL BiLGIiLER VE LITERATUR TARAMALARI

2.1. iISKELET KASI

2.1.1. Gelisimi ve Fizyolojisi

2.1.1.1 Embriyogenez

Embriyogenezis surecindeki molekiiler etkilesimler kas gelisimi ve rejenerasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Kas olusumu erken embriyogenez esnasinda paraksial
mezodermden kaynaklanir (Buckingham vd 2003). Paraksial mezoderm segmentlere
ayrilir ve epitelyal kirelerden olusan somitler néral tipU olusturur. Somit 6zellikler
dermomiyotomu olusturur. Dermomiyotom ise dorsalde Ilokalize olup gévde ve
ekstremitelerin derisi ile iskelet kasini olusturur (Miller vd 1999, Pirskanen vd 2000).
Progenitorler dermomiyotomdan epiaksial bolgenin dorsomedialine kaslari olusturmak
lUzere goc¢ ederler (Ordahl vd 2000). Bitisik notokord, néral tip ve lateral plak
mezoderminde progenitdor hicrelerin  gen ekspresyonlari hicre dongusu ve
farklilasmasiyla birbirinden ayrilir. Buna ek olarak proliferasyon hucreleri
dermomiyotomdan direkt olarak miyotoma go¢ ederler ve MyoD ailesine ait farklilasma

belirtecleri eksprese olmadan proliferasyona baslarlar (Relaix vd 2005).

2.1.1.2. iskelet kasi erigkin kok hiicreleri

iskelet kasi erigkin kdk hiicreleri satellit (uydu) ve mezensimal kdk hicreler (MSC)-
(uydu olmayan kok hiicreler) olmak lzere iki sinifa ayrilirlar. Uydu hiicreleri kasa 6zgu
kok hucreler olup, sarkolemma ve bazal lamina arasindaki niste bulununurlar. Normal
sartlar altinda mitotik olarak sessiz, kiguk cekirdekli, bol sitoplazmali, az miktarda
organel iceren ve erigkin tipi Pax 7 progenitor hicrelerdir (Fry vd 2014). Uydu
hicrelerinin yasla birlikte kas kitlesinin korunumunda énemli rol oynadidi gosterilmistir

(Fry vd 2017). Hicre dongusunin GO fazinda (dinlenme fazi) mitotik olarak sessiz



duran bu hicreler embriyonal miyogenezde rol alan transkripsiyon faktorlerinin
yonlendirmesi ile aktive olur, g¢ogalir, bir kismi kendini yeniler ve bir kismi da
farkllagirlar (Murphy vd 2011). Uydu hucreleri GO fazinda Pax7 ve Myf5, aktive
olduklarinda miyojenik dizenleyici faktorler Myf5 ve MyoD eksprese ederler. MyoD
miyoblastlarin proliferasyon basamaginda, farklilagsma ve kas fibriline flizyonda énemli
rol oynar (Wosczyna vd 2012). Buna karsilik Myf5 ekspresyonu, uydu hicrelerinin
surekli olarak sayica korunmasinda 6nemlidir (Baroffio vd 1996).

Mezensimal kdk hicreler (MSC) Uluslararasi Hicre Terapisi Dernegi tarafindan
ig-seklinde, plastige yapisan, Sca-1"CD105*, CD73*, CD90*, CD45, CD34, CD14
,veya CD11b, CD79,eya CD19,ve HLA-DR’, multipotent hicreler olarak
tanimlanmaktadir (Dominici vd 2006, Huntsman vd 2013). Side population (SP)
hicreler, mezengimal progenitdrler, perisitler, kastan tlremis kok hucreler,
fibro/adipojenik progenitérler (FAPs), ve interstisyel kok hicreler (PW1%) iskelet
kasindan izole edilmis Pax7- (MSC), multipotent kok hicrelerdir (Qu-Petersen vd 2002,
Motohashi vd 2008, Joe vd 2010, Mitchell vd 2010, Uezumi vd 2010, Doyle vd 2011,
Valero vd 2012). MSC'’lerin 6zellesmis yeni hiicre gruplari olusturulabilme potansiyelleri
ve daha da fazlasi konakg¢ida immun yanit olusturmama &zellikleri (Keating 2006), bu
hicrelerin tedavide olasi kullanim alanlari Gzerindeki ilginin artmasina yol a¢gmistir.
MSC’lerin VEGF, fibroblast bliylime faktéri-2 (FGF-2), hepatosit blyime faktori
(HGF) ve insulin benzeri buyime faktéri (IGF-1), IL-6, epidermal biylime faktori
(EGF) gibi faktorleri sentezleyip salabilme 6zellikleri tespit edilmistir (Gnecchi vd 2006,
Valero vd 2012, Huntsman vd 2013). Bu durum, hasara ugrayan doku tarafindan
salgilanan -henlz net olarak tanimlanamamig- bazi faktoérlere cevaben MSC’lerce
salinan lokal veya sistemik faktorlerin uydu hiicre aktivasyonu ve dolayisiyla doku
rejenerasyonunda etkin rol oynuyor olabilecedi yénundeki hipotezin kurulmasina neden

olmustur (Boppart vd 2013).

2.1.1.3. iskelet kasi gelisiminde genetik faktorler

iskelet kasi gelisiminde rol oynayan temel transkripsiyon faktérleri olan MyoD, Myf5,
myogenin, ve Myf6 miyogenezin molekiler kaskadini regtile ederler (Weintraub 1993).
MyoD ailesinin tyeleri somitlerden eksprese edilirler ve embriyogenez sirecinde iskelet
kasini olusturular. Gen pargalama teknolojileri ile MyoD ailesine ait Gyelerin miyogenez
surecindeki 6nemi gosterilmistir (Braun vd 1992, Rudnicki vd 1992, Zhang vd 2018).
Son dénemlerde yapilan ¢alismalar MyoD, Myf5 ve Myf6é’nin iskelet kasi belirteci olarak
ele alinabilecegini, bununla birlikte tek ve ¢ift mutant embriyolarin iskelet kasi

gelisiminde genetik hiyerarside Myf5 ve Myf6’nin MyoD’den daha Ustte oldugunu



goOstermistir (Kassar-Duchossoy vd 2004). Myf4 ise kas gelisiminde miyogeninin
inaktivasyonu sonucunda kas farklilagsmasini baskilar ve neonatal 6limlere neden olur
(Hasty vd 1993, Nabeshima vd 1993). Paired-box (Pax) transkriptér faktérler de
miyogenezde Onemli rol oynar. Pax3 embriyo gelisiminde hipaksiyal dermomiyotom,
noral tlip ve noral krest olusumunu saglar. Pax3 geninde mutasyon ve néral tlip defekti,
noral krest defekti, somit defekti olusmus Splotch fareler ile yapilan ¢alismalarda, kas
progenitdr hicrelerin migrasyonunda hasar ve kaslarda gugsuzlik gdzlemlenmistir
(Goulding vd 1994, Borycki vd 1999). Pax3 tirozin kinaz reseptérindn transkripsiyonel
aktivator oldugu, kas progenitdr hiucrelerinin delaminasyon ile migrasyonunda gérev
aldigi gosterilmistir (Tajbakhsh vd 1997, Dietrich vd 1999, Brohmann vd 2000). Pax3
MyoD ailesi Gyelerinden genetik olarak daha usttedir (Maroto vd 1997, Tajbakhsh vd
1997). Pax3 ve Pax7 ise birbirinin paralogudur. iskelet kasi gelisiminde Pax3’e ait

fonksiyonlar Pax7’de de gorulebilir (Relaix vd 2004).

2.1.1.4. iskelet kasinin morfolojisi

Eriskin insan agirhginin yaklasik yarisini iskelet kasi olusturmaktadir. iskelet kasi,
iskelet ile kurmus oldugu baglanti sayesinde istemli ve koordineli viicut hareketlerini
saglar (Wolfe 2006). Otonom sinir sisteminin uyarilar ile istemsiz kasilan diiz kas ve
kalp kasinin aksine iskelet kasi somatik sinir sisteminden aldigi uyarilarla istemli olarak
kasiimaktadir. Hareket yetenegini saglamanin yani sira vicut posturinin korunmasi,
solunum ve dolasim gibi yasamsal iglevlerde goérev almaktadir (Bladt vd 1995,
Kierszenbaum 2006). Kas lifleri, 10-100 um capinda ve 80 cm’ye kadar uzayabilen
uzun kas hucreleri olup, her bir kas lifi kasin bir ucundan diger ucuna uzanan ¢ok
cekirdekli bir kasiima dnitesidir. Bol damarli ve sinirli bir yapiya sahip olan iskelet kasi,
demetler halinde ve zarla sarilmis olarak bulunur. Bu zarlar, bulunduklari yerlere gére
epimisyum, perimisyum ve endomisyum olarak adlandinlirlar (Frontera ve Ochala
2015).

iskelet kaslari organizmanin kasilma birimleri olup, kemiklerin periosteumuna
fasyalar araciligiyla tendonlarla baglanirlar. Kas yapisi, fasyalarin farkli katmanlari ile
¢evrelenmistir, en dis tabaka, bir bitln olarak organi ¢evreleyen bad dokusu tabakasi
olan epimisyumdur. Perimisyum, miyositleri iceren kas liflerinden olugan ¢ok sayida
fasikulleri cevreler (Thomas 2013). Fasikiller, endomisyum ile ¢cevrelenmis ¢ok sayida
kas lifi icerir. Endomisyum, kas liflerini tek tek ayirir ve hicre zarina en yakin olan,
destekleyici bir ag olarak iglev géren bazal membrana kas liflerini baglar (Schleip vd
2012). Her kas lifi cok sayida kasilabilen birbirine paralel uzanan miyofibrilden olugur

(Sekil 2.1). Her bir miyofibril ise ince ve kalin olmak Uzere iki farkli yapida



miyofilamentlerden olusur. Kalin filamentler miyozin proteininin blylk polimerlerini
temsil eder: ince filamentler aktin, tropomiyozin ve troponinden olusur (Gordon vd
2000).
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Sekil 2.1 iskelet kasinin morfolojisi (Sciorati vd 2016)

iskelet kasi hicrelerinin  membranina  sarkolemma, sitoplazmasina
sarkoplazma, endoplazmik retikulumuna sarkoplazmik retikulum adi verilir (Voeltz vd
2002). Kas lifleri cok sayida cekirdek icerir ve cekirdekler sarkolemmanin altinda
eksantrik olarak yerlesmistir. Sarkolemma ekstraseliler siviya uzanir ve hiicre igerisine
invajinasyonlar yaparak tubiler yapilari olusturur (Huxley ve Taylor 1958).
Ekstraselller siviyla temas halinde olan bu tlbuler yapilar parmak benzeri ¢ikintilarla
sarkoplazmaya uzanir ve transvers tubdller (T-tlbdlleri) olarak adlandirilir. T-ttbdlleri
kasilma igin gerekli olan Ca*?dan zengin sarkoplazmik retikulumun membranéz
kanallari ile temas halindedir. Sarkoplazmik retikulum, longitudinal tibuller adi verilen
enine tubullerden ve terminal sisterna adi verilen blyutk bdlmelerden olusur (Flucher
1992). T-tubuli ve T-tibdlinin her iki yaninda yer alan terminal sisternalarin
olusturdugu yapiya triat adi verilir (Sekil 2.2). Uyarilar T-tabdlleri ile sarkolemma
boyunca hiicre igerisine iletir. iletilen uyarilar terminal sisterna ve longitudinal tiibillerde
yer alan Ca*? kanallarini agarak sarkoplazmik retkulumdan Ca*?un salinmasi saglar
(Franzini-Armstrong 1994). Sarkoplazma sodyum (Na*), potasyum (K%), kalsiyum
(Ca*™®) ve magnezyum gibi elektrolitleri, glikojeni, oksijeni depolamak ve tasimak igin
miyoglobini, enerji kaynaklarini mobilize eden kreatin kinazi (CK), mitokondri gibi
organelleri icerir. Mitokondri adenozin trifosfat (ATP) Uretir ve kasilma sirasinda gerekli

olan enerjiyi saglar (Beigneux vd 2004).
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Sekil 2.2 iskelet kasinda T-tlbdili ve iligkili yapilar (Marieb-Elaine 2007)

2.1.1.5. iskelet kasinin mikroskobik gériiniimii

iskelet kasi elektron mikroskobunda incelendiginde agik ve koyu bantlar seklinde
cizgilenmeler gorulur. Bu cizgilenmeler aktin ve miyozin molekulleri ve bunlar arasi
etkilesimlerce olusturulur. Miyozin molekdilleri birleserek miyozin filamentlerini olusturur
ve polarize 1s1§1 ¢ift kirma o6zelliklerinden dolayr koyu renkli goérinime sahip A
bantlarint (anizotropik bant) olustururlar (Lange vd 2005). Aktin, troponin ve
tropomiyozin molekiillerinden olusan aktin filamenti 151g1 tek kirma 6zelligi ile agik renkli
gbrinime sahip | bandini (izotropik bant) olusturur (Gordon vd 2000). Dinlenim
durumunda kas gevsek olarak bulundugunda aktin filamentleri miyozin filamentlerinin
ucunu orter; ancak A bandinin orta kismini 6rtmez ve burasi saf miyozin bélgesidir. Bu
bdlge nispeten daha acik renkli olan H bandini olusturur. Kasilan bir kasta aktin
filamentleri miyozin filamentlerinin Gzerinde kayar ve H bandi ortadan kalkar; koyu bir A
bandi kalir (Craig ve Padron 2004). Dinlenimde H bandi ve kasilma evresinde ise A
bandinin tam ortasinda miyozin molekullerinin kuyruklarinin birbirine baglandigi alan
koyu bir ¢izgi olarak gorinir; buna M ¢izgisi adi verilir. | bantlar orta noktalarindan
enine Z bandi ile ayrilir. Aktin ile miyozinler Z bandina tutunarak bir duzen halinde
dizilirler (Yamada vd 2003). Sarkomerler miyofilament adi verilen protein yapisindaki
kasilabilir yapilardan olusan, iki komgu Z cizgisi arasinda bulunan yapilardir. Kasin
fonksiyonel Unitesi olan sarkomer, miyofibrillerin sonlandidi kisimlarda interaktif ve
organize bir sekilde dizilen proteinleri igeren bir yapidir. Sarkomer bir A bandi ve iki
yarim | bandindan olusur. Kas kasilmasi ile A bandi ve | bantlari merkeze dogru cekilir.
| bantlarinin boyu kisalir A bandinin boyu ise degismez. | bantlari merkeze dogru
hareket ederken beraberinde Z bantlarini da ¢eker ve sarkomerin boyu kisalr (Sekil
2.3) (Chen vd 2018).
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Sekil 2.3 iskelet kasinin gevsek ve kasili oldugu durumda sarkomerin yapisi (Lodish
vd 2000)

2.1.1.6. iskelet kas proteinlerinin molekiiler yapisi

Miyozin; Her bir miyozin molekili 2 agir zincir (agir meromiyozin), 4 hafif zincir (hafif
meromiyozin) ve 2 globuller bagtan olusur. Agir meromiyozin iki zincirin spiral olarak
sariimasiyla olugur ve her bir zincir miyozinin globuler bas kismini olugturur (Zhang vd
2016). Globuler bas, miyozin ATPaz enzimi aktivitesi ile ATP’yi yikarak kasilma igin
enerjiyi elde eden bir katalitik bolgeye ve kasilma esnasinda aktin Uzerine baglanan
bolgeye sahiptir (Sekil 2.4). Bas kismi hareketli olup, kontraksiyon boyunca aktin
filamentlerini baglar. Baglanmayi takiben miyozinin, aktin filamentlerini sarkomerin
merkezine dogru c¢ekmesiyle (gli¢ vurumu) kas kisalir ve kas gucinin olugsmasi
saglanir. Miyozin ve aktinin aktif kenetlenmesine “kayan filamentler teorisi” adi verilir
(Huxley ve Hanson 1954)

Globiiler bag

Hafif zincir

Aktin baglanma

Wlogler ABir zincir

ATP baglanma
bolgeleri

Sekil 2.4 Miyozin filament yapisi (Walsh 2011)

Aktin; Heliks seklinde polimerize olan bir mikrofilamenttir. Aktin iki ayri
bicimde bulunur: Globuler monomerik formu G-aktin ve polimer formu F-aktindir. Aktin
molekiilleri 375 amino asitlik (43 kDa) globiiler (G) proteindir ve ylizeyinde adenozin
difosfat (ADP) molekulu tutunmustur. G proteinleri ATP’nin hidrolize olmasi ile F-aktin
formuna polimerize olurlar (Sweeney ve Houdusse 2010). iki polipeptid yapidan olusan

F-aktin dizisi sarmal yaparlar. Sarmal yapan zincirlerin Gzerinde miyozin basinin
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baglanmasi icin zikzak olarak yerlesmis aktif bolgeler bulunur. Ayni zamanda F-aktin
yuzeyinde tropomiyozin ve troponin proteinleri yer alir (Sekil 2.5) (Dominguez ve
Holmes 2011).

Tropomiyozin; Aktin gift sarmalinda her kol igin bir tropomiyozin bulunur. ince
heliks yapisinda bir protein olan tropomiyozin, F-aktin sarmalinin kenarlarinda spiral
olarak bulunur (White vd 1992). Her bir tropomiyozin, dinlenim durumunda aktif aktinin
7 baglanma boélgesini kapatir. Bdylece miyozinin aktine baglanmasini engeller (Sekil
2.5).

Troponin; Troponin kompleksinin troponin C (TnnC) 18,000 Da; troponin |
(Tnnl) 21,000 Da; troponin T (Tnnt) 37,000 Da olmak Uzere farkl molekiler agirliklara
sahip Ug¢ farkh proteini vardir (Sekil 2.5) (Giannoni vd 2009): TnnC, Ca*?u baglar.
Baglanmayi takiben tropomiyozin molekulinin seklini degistirerek aktinin miyozin
baglanma boélgelerini agiga cikarir ve kas kasiimasini aktive eder. Tnnt tropomiyozine
baglanarak troponin-tropomiyozin kompleksini olusturur ve kasin kasilmasi ile
dayanikhligini diizenler. Ug tip Tnnt bulunur; yavas (Tnnt1), kardiyak (Tnnt2), ve hizli
(Tnnt3) (Gomes vd 2004, Brotto 2005). Tnnt1 ve Tnnt3 iskelet kasinda bulunur. Tnnl,
kardiyak, hizli ve yavas olmak (zere Ug¢ izoforma sahiptir (Schilder vd 2011).Tnnl1
yavas kasilan kas, Tnnl2 hizli kasilan kas ve Tnnl3 kardiyak troponin | olmak Gzere Ug¢
homolog gene sahiptir. Tnnl1 ve Tnnl2 erigkin iskelet kaslarinda bulunur (Sheng ve Jin
2016).

Miyozin
baglanma
bolgeleri

Sekil 2.5 Aktin, troponin ve tropomiyozin molekiillerinin yapisi (Copper 2000)

Iskelet kasinda kontraktil proteinlerin yaninda yapisal proteinler de vardir. Bunlar
a-aktin, nebulin, titin, obskurin gibi proteinler olup asagida agiklanmistir;

a-aktin; a-aktin sarkomerik ince filamentin esas yapisini olusturur ve Z diski ile
de etkilesim halindedir. a-aktin kas kasilmasinda temel rol oynar ve kas kasilmasi
sirasinda yeterli glic olusturmak igin kalin filament miyozinle baglanmaya aracilik eder

(Donkervoot vd 2017). a-aktini kodlayan ACTAL geninde olusan mutasyon sonucunda,
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G-aktinin F-aktine polimerizasyonunda, aktin filamentlerinin kayma hizinda, Ca*?
regulasyonunda veya a-aktinine baglanma guciinde degisiklikler olusur. Yapilan
calismalarda ACTALl geninde saptanan mutasyonlarin miyopatiler ile sonuclandigi
gosterilmigtir (Clarke vd 2007, Feng ve Marston 2009). Miyofibrilogenezis slirecinde de
ACTAZ’in 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Guo vd 2016). Erken farklilagsma evresinde
miyoblastlar tek c¢ekirdekli miyositlere, sonraki geg farklilasma evresinde flizyon ile ¢ok
cekirdekli miyottplere farklilasirlar. Cok gekirdekli miyotlpler miyozin agir zincir, CK ve

a-aktin gibi kasin yapisal proteinlerini eksprese ederler (You-Na ve Eun-Joo 2013).

Proliferasyon

gl s ﬂﬂ:ﬁjﬁm

MyoD, Myf5 Myogenin, MRF4

MHC, MCK, a-Actin

Mezoderm Miyoblast Miyosit Miyotip Miyofibril

Sekil 2.6 a-aktin’in miyojenik farklilagmada rolu (You-Na ve Eun-Joo 2013)

Nebulin; ~600-900 kDa agiriga sahip bir protein olan nebulinin kesfi icin
bayukligunden dolayr megadaltonlar ayristiran kuguk gdzenekli jellere ihtiyag
duyulmustur (Wang ve Willamson 1980). ik kesfedildiginde fonksiyonlari
tanimlanamadigindan adina nebulin denilmistir (Jin ve Wang 1991). Yapilan ilk
¢alismalarda, nebulinin polipeptit formunda filament benzeri bir yapi oldugu ve bu
yapinin aktin filamentleri ile ayni alanda lokalize oldugu gésterilmistir (Yu vd 2003).
Devam eden calismalarda nebulinin Z-diski ile aktin filamentine ylksek afinitede
baglandigi, aktin filamentine paralel seyrettigi (Pappas vd 2008) ve aktini Z-diskine
bagdladigr gosterilmistir (Sekil 2.7). Nebulin aktin filamentlerinin  uzunluklarinin
belirlenmesi, kas kasiimasinin dizenlenmesi, Z bantlarinin olusumu, ve miyofibril
organizasyonunu da iceren bir grup hiicresel olayda rol oynar (Chu vd 2016). Nebulin
SH3 domaini igerir ve kendi fonksiyonlarina ek olarak Z bandina birden fazla protein ile
baglanir. Baglanan proteinler sirasiyla; a-aktinin iceren aktin hiicre iskeleti, myopalladin
ile ubiquitin eksprese eden homologu palladin, Ena/VASP ve sistin proteini zengin
(CSRP) aile Gyeleri ve zyxin’dir (Bang vd 2001, Ma ve Wang 2002, Li vd 2004, Chitose
vd 2010).

Titin; Sarkomerin yarisini olusturan buylk ve elastik yapida sarkomerik protein
olan titin (~3.7 MDa), vicuttaki en buylk proteinlerden biri olup Z-diskinin major

yapisal proteinidir (Luther ve Squire 2002). Titin ¢izgili kas sarkomerinde Z-gizgisini M-
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gizgisine baglar (Sekil 2.7). Nebulinin SH3 domaini, biri Z diskinde digeri | bandinda
lokalize olmak Uzere titinle iki alanda baglanir (Ma ve Wang 2002, Ma vd 2006, Witt vd
2006). Bununla birlikte nebulin ve titin arasindaki etkilesimin islevi henlz net olarak
bilinmemektedir. Titin iskelet kasinin elastik 6zelliklerinin saglanmasinda gérevli oldugu
dusunulen Z-gizgisi baglayici proteindir (Pellegrino vd 2016). Bdylece miyozin
filamentlerinin stabilize olmasini saglar. Titin filamentdz yapida oldudu icin ¢ok esnektir.
Bu Ozellik sarkomere esneklik kazandirir. Aktin ve miyozin icin hlcre iskeleti gérevi
gérerek bir arada tutar. a-aktinin ve titin proteinlerinin ileri strllen 6zellikleri mekanik
gerilimde duzenleyici proteinlerin birbiri ile etkilesimini, kas gen ekspresyonu ile kontrol
etmeleridir (Clark vd 2002).

Obskurin; Buyuk bir miyofibriler protein olup, birka¢ yapiyla etkilesim moduline
sahiptir Bunlardan biri, kasa-6zgul ankirin molekuline ve titine baglanmaya aracilik
etmesidir (Young vd 2001,). M-bandinin yapisina katiir ve titin, miyomesin
proteinleriyle etkilesim halindedir (Sekil 2.7) (Kontrogianni-Konstantopoulos vd 2009).
Sarkomerik proteinlere ek olarak, obskurin ankrin proteinlerinin birka¢ izoformuyla
etkilesime girer (Bagnato vd 2003, Kontrogianni-Konstantopoulos vd 2003, Armani vd
2006, Borzok vd 2007, Cunha ve Mohler 2008). Ankrinler adaptor proteinlerdir. integral
membran proteinleri ile spektrin temelli hiicre iskeleti arasinda kdpri gdrevi gorir ve
plazma membraninin spesifik bolgelerinde protein komplekslerinin baglanmasini saglar
(Bennett ve Baines 2001, Bennett ve Healy 2009). Obskurin ile kasa-6zgul ankirin
sAnk1.5 arasindaki etkilesim iskelet kasinda sarkoplazmik retikulum organizasyonunu
diizenler. iskelet kasinin kasiimasinda da énemli rol oynar (Carlsson vd 2008). Erigkin
iskelet kaslarinda dominant izoform obskurin A olup, bu molekdlin hicre digi sinyali
kinaz fosforilasyon yonleri ile reglile eden 420 aminoasitten olusan alanlari bulunur
(Young vd 2001). Obskurin, miyofibrilleri gelismekte olan iskelet ve kalp kasinda M-
bandi diizeyinde cevreler. iskelet kasi ndromuskiiler baglantilarinin postsinaptik

bdlgedeki dnemli bir komponenti olup, erigkin kalpte bulunmaz (Randazzo vd 2017).
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Sekil 2.7 iskelet kasi proteinleri (Meyer ve Wright 2013) Nebulin (yesil), obskurin

(mavi) ve titinin (kirmizi) sarkomer igindeki yerlesimini gdéstermektedir.
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2.1.1.7. iskelet kasi kasilmasi
2.1.1.7.1. Uyarilma-kasilma eglesmesi

Uyariima-kasiima eslesmesi terimi 1952 yilinda elektriksel uyarinin mekanik cevaba
doénisuimind aciklamak icin kullaniimistir. Serebral korteksten ¢ikan uyarilar, hiicre
gbvdeleri medulla spinalisin ventral boynuzunda yer alan a-motor néronlar ile iskelet
kasini innerve ederler. Ventral kdkten c¢ikan motor néron aksonlari periferik sinirlerle
kaslara ulasir. Bir motor néron ve bu néronla uyarilan kas liflerinin timtne “motor Unite”
adi verilir (Sekil 2.8). Motor néronun uyariimasina bagl olarak bir motor Unitenin
innerve ettigi tim kas liflerinde kasilma es zamanl olarak meydana gelir (Heckman ve
Enoka 2012). Motor néronlarin aksonlari ve iskelet kas lifleri arasinda yer alan
kavsaklara sinir-kas kavsagdi veya motor son plak adi verilir. Bir motor sinir, sinir-kas
kavsagina yaklasirken miyelin kilifini kaybeder ve ¢ok ince dallara ayrilir. Aksonun ug¢

dallari asetilkolin (Ach) vezikilleri tasir (Lebrasseur vd 2003).

Motor Unite

Tek bir
motor
néron
tarafindan
I innerve
A olan kas
fibrili

tor

Sekil 2.8 Motor Unite (Lichtman vd 1987)

Motor korteksin uyariimasi sonucunda motor néron boyunca akson ucuna
kadar aksiyon potansiyeli iletilir ve akson ucunun depolarize olmasiyla voltaj kapili Ca*?
kanallari agilir, intertisyel sividaki Ca*? kendi elektrokimyasal gradiyenti dogrultusunda
akson ucuna akar (Martin vd 2012). Ca*? artmasi ile Ach vezikilleri plazma zari ile
birlesir ve Ach ekzositozla sinaps araligina salinir. Ach sinir-kas kavsagina birakilinca,
sarkolemma Uzerindeki motor son plakta bulunan Ach reseptdrine baglanir (Kaminski
vd 2004). Bu baglanma sirasiyla Na* ve K* gecirgenligini arttirir. Na* iyonlarinin kas lifi
icine akigl ile depolarizasyon gerceklesir. Kasin depolarize olmasi ile aksiyon
potansiyeli fibril membranindan baslar ve T-tlbdlleri boyunca fibril i¢clerine dogru ilerler.
T-thbdlleri boyunca yayilan aksiyon potansiyeli sarkoplazmik retikulumda bulunan iyon
kanallarini agar ve sarkoplazmaya Ca*? iyonunu salar (Takekura vd 2003).

T-tUblllerinde lokalize olan L-tipi Ca* kanallarina voltaj duyarl dihidropiridin
reseptori (DHPR), sarkoplazmik retikulumda bulunan Ca*? serbestleyen kanallara ise
riyanodin reseptorleri (RyR) adi da verilir (Beam ve Bannister 2010). DHPR’ler RyR

‘lere baghdir. DHPR depolarizasyon ile aktive oldugunda L-tipi Ca™ kanallarinin
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konformasyonel olarak degisime ugramasi ile hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu artar
(Golini vd 2011). Serbestlenen Ca*? aktin filamentinin troponin C’sine baglanir ve bu
bagdlanmayi takiben ¢apraz-képri déngusi baslar (Rebbeck vd 2014). Motor néron
aktivitesi sonlandiginda DHPR dinlenim durumundaki yapisina déner ve RyR kapanir.
Ca'? ATPaz (SERCA) ile uzaklastirilan Ca*? Troponin C’den ayrildidi igin ¢capraz koprii
déngusii durur (Fan vd 2004). Ca*?un hiicre membrani araciligiyla hiicre disina
uzaklastiriimasi buyik 6lglide Na*- Ca*? degistiricisi tarafindan saglanmaktadir. Na*-
Ca* degistiricisi elektrojeniktir ve bu sebeple fonksiyonu, membran potansiyelinden
6nemli diizeyde etkilenmektedir (Rebbeck vd 2014). Na*- Ca*? degistiricisinin aktivitesi
Na* ve Ca*?un hicre ici konsantrasyon degerleri tarafindan diizenlenmektedir. Na*-

Ca*? degistiricisi hiicre icinden Ca*®

u uzaklastirirken, intraseliler ortamdaki Na+
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir (Wada vd 2013). Bu duruma karsilk hicre
ici Na® konsantrasyonu, N*-K* ATPaz tarafindan Na+'un aktif olarak uzaklastiriimasi ile

korunmaktadir (Li vd 2019) (Sekil 2.9).

kas
. membrani
e €

sarkoplazmik
retikulum

T-tubuiu

o7

miyozin

Sekil 2.9 Uyariima-kasiima eslesmesi (Lamb 2000)

2.1.1.7.2. Kasilma mekanizmasi (¢apraz koépri dongiisii)

Kayan filamentler teorisi 1954 yilinda iki birbirinden badimsiz grup tarafindan, ATP
hidrolizi ile aktin ve miyozin filamentlerinin birbiri Gzerinde kaymalarinin kas kasiimasi
ile sonucladigini géstermeleri ile ortaya konmustur (Huxley ve Hanson 1954). Bu teori
glinimuze kadar bir ¢gok kez modifiye edilse de artik genel bir kas kasiima modeli
olarak kabul gérmustir (Geeves vd 2005). Capraz képru dongusinde kasiima, miyozin
basinin aktin baglanma bdlgelerine baglanmasi ve sarkomerin merkezine dogru
ilerlemesi ile gergeklesir. Bu olaya “capraz kdpru doéngusud” adi verilir (Gunther vd

2018). Ca*? Troponin C'ye baglanir ve tropomiyozin aktin baglanma alanlarini agiga
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¢ikarir. Aktinin baglanma bdlgesi agiga cikinca, gu¢ vurumu oncesi miyozin basi
nukelotid baglama 6zelligi ile ATP varhiginda gevsek olarak aktine baglanir. Miyozin
boynu ATP’nin hidrolizi ile hareket eder (Sweeney ve Houdusse 2004). Once miyozin
basi, ATP’yi, ADP ve inorganik fosfata (Pi) ayirir bdylece miyozin basi gl¢ vurumu
oncesi pozisyona hazirlanir. Aktin-miyozin-ADP-Pi kompleksi olusur ve miyozin baslari
90 derecelik aci ile baglanir. Miyozin basi aktine baglaninca ATP’den bir Pi salinir ve
miyozin basinda konformasyonel degisiklik gerceklesir (Geeves vd 2005). Miyozin
basinin boyunla yaptigi a¢i 90 dereceden 50 dereceye diser ve aktine gi¢ vurumu
uygular (Fitts 2008). Boylece, aktin ve miyozin filamentleri birbiri (zerinden kayarlar.
GU¢ vurumunun bitimini takiben ADP miyozin basindan salinir, buna rigor evresi adi
verilir. Miyozin basindan ADP ayrilinca acgi 45 dereceye duser ve kayma islemi sonlanir
(Sekil 2.10). Aktinden ayrilan miyozin basi yeni bir ATP’ye baglaninca rigor durumu
sona erer ve miyozin basinda yeni bir gii¢ vurumuna hazirlik icin sekil dedisikligi
gerceklesir. Tium bu déngi aktin filamenti boyunca ayni sekilde devam eder. Kas
gevseme doneminde aktin ve miyozin arasindaki etkilesim, diizenleyici proteinler olan
tropomiyozin-troponin kompleksinin aktinin miyozin baglanma bdlgelerini bloke

etmesiyle sona erer. Bu dongli Ca*2 ve ATP var oldugu sirece tekrar eder.

Gapraz kopra
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Sekil 2.10 Capraz kdpru dongusu (Widmair vd 2014)

2.1.1.8.iskelet kas lifi tipleri

Kas lifleri kasilma hizi ve metabolik 6zelliklerine dayandirilarak Tip | (kirmizi lifler) ve
Tip Il (beyaz lifler) seklinde siniflandiriimistir (Ciciliot vd 2013). Kirmizi lifler daha fazla
kapiller igerir, daha ylksek konsantrasyonda miyoglobin ve daha buyUk mitokondriye
sahiptir; esas olarak aerobik solunum yoluyla ATP Uretirler. Bahsedilen 6zellikleri
sebebiyle Tip I lifleri yorgunluga karsi dayanikhdir. Hicresel ¢aplar kiguktar. Tip |

liflerde miyozin basi-ATPaz oranlari nispeten azdir, bu da yavas tempoda kasiima
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dongustyle sonuclanir (Clarke 2011). Bu liflere oksidatif kapasiteleri yiksek oldugu icin
yavas oksidatif lifler adi da verilir. Posture katki saglarlar. Soleus gibi postur ile ilgili
kaslarda fibril tip | orani daha yuksek bulunur (Serrano vd 2008).

Tip Il lifleri daha az kapiller icerir ve beyaz fibriller adini da alirlar. Bununla
birlikte, miyoglobin igerigi, mitokondri yogunlugu ve oksidatif enzimleri daha azdir
(Larsson vd 1993). Anaerobik kapasiteleri Tip | liflere oranla daha yuksektir.
Fosfofruktokinaz, fosforilaz, laktat dehidrogenaz gibi glikolitik enzimleri daha fazladir
(Ciciliot vd 2013). Bu nedenle tip Il fibriller ATP yenilenmesinde anaerobik suregleri
daha fazla kullanirlar. Anaerobik enerji kaynadi sinirlidir ve ¢abuk tukenir. Cabuk
tikenme 6zelliklerinden dolayir bu fibriller sirat ve kuvvet aktiviteleri ile ilgilidirler
(Schiaffino ve Reggiani 2011). Tip lla ve Tip llb olmak lzere 2’ye ayrilirlar .

Hizl oksidatif glikolitik lifler (Tip Ila), ¢cap olarak biraz daha buylk olmalarl ve
yuksek htcre icgi glikojen icerigine sahip olmalari haricinde, tip | lifleri ile benzer
Ozelliklere sahiptir. Kirmizi renkli olup, anaerobik glikoliz yoluyla ATP Uretirler. Miyozin
baslari ATP'yi tip | fibrillere kiyasla daha buyulk bir oranda hidrolize eden ATPaz'a
sahiptir (Bottinelli vd 1994). Hizli glikolitik lifler (tip lix/b) beyaz renklidir. Hicre igi
glikojen duzeyleri yuksektir. Temel olarak glikoliz yoluyla ATP olugtururlar, miyoglobin
icerikleri disiUk olup, az sayida mitokondriye sahiptirler (Capitanio vd 2006). Bu
Ozellikleri yliksek anaerobik kapasiteye sahip olmalarina yol agar. Cabuk yorulurlar.
Guclu kasilmalar saglayan cok sayida miyofibril icerirler. En blylk g¢apa sahip olup,
hizli kasilirlar (Tablo 2.1) (Bottinelli vd 1994). Posturel kaslar yavas lifler agisindan
zengin olup, hizh ve etkili hareketlerde gbrev yapan kaslarin buydk bir kismi hizl

kasilan liflerden olugturur (Ciciliot vd 2013).

Tablo 2.1 iskelet kasindaki farkli lif tiplerinin yapisal, metabolik ve iglevsel

karsilastiriimasi

Yavas lifler Hizl lifler
Ozellik Tip Tip lix/b Tip lla
Mitokondri sayisi Yuksek Dusuk Yuksek
Baskin metabolik yol Aerobik Anaerobik Anaerobik/Aerobik

Yorgunluga direng Yiksek Dusuk Yiksek/Orta

ATPaz etkinligi Dusuk Yiksek Yiksek

Kasilma hizi Yavas Yuksek Yuksek

Kuvvet Gretimi Orta Yiksek Yiksek

2.2. KAS HASAR VE ONARIMI

iskelet kasi, yeniden sekilenme (remodeling), onarim ve rejenerasyon kapasitesi
ylksek dinamik bir dokudur (Boppart vd 2015). Normal sartlar altinda yetigkin iskelet

kas! stabil olup ancak gundelik yipranmalarin baskisi altinda ¢ok dusuk oranda
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yenilenme gosterir (Beiner ve Jokl 2001, Counsel ve Breidahl 2010). Akut iskelet kasi
hasarlari genellikle asin fiziksel aktiviteye bagll olarak gelismektedir (Bes ve Hunter
2000, Huard vd 2002). Kas hasarinin somut belirtisi sarkomer yapisinin bozulmasidir
(Mchugh vd 1998).

Kas hasar ve onarimi kompleks surecler olup, bu sureglerde basamaklar
halinde dejenerasyon, inflamasyon, rejenerasyon ve fibrozis olaylari gerceklesir (Burd
ve De Lisio 2017). iskelet kasi hasar sirasinda olugsan degisimlere adapte olabilecek
dinamik kapasiteye sahiptir. Hasari takiben ilk olarak gergceklesen dejenerasyon ve
eslik eden infalamasyon fazi kas hasarini takiben ilk birka¢ glinde gergeklesir. Kaslarda
dejenerasyon, hasarli kas fibrillerinin nekrozisi ile baslar. Nekrozun nedeni,
sarkolemmanin ¢éziinmeye baglamasi ve kas lifinin permeabilitesinin artmis olmasidir.
Sonug olarak, hucre ici kas proteinleri hicre digi ortama salinabilir (Beiner ve Jokl
2001). Ote yandan, bazi hiicre digi maddeler kas liflerine diflize olabilirler. Kas lifi
nekrozu sirasinda gegirgenlik artigsina bagli hiicre iginde agir Ca*?2 birikimi gordlir. Ca*?
miktarindaki artis, Ca*? bagimli proteazlari aktive eder ve kas yikimi yoninde etki eder
(Counsel ve Breidahl 2010). Kas lifi nekrozu ayrica kompleman kaskadlarinin
aktivasyonu ile inflamatuvar cevabin baglamasina da neden olur. Nétrofiller ve
makrofajlar nekrotik dokuya gé¢ eder.

Hasardan yaklasik 6 saat sonra nétrofiller lokal inflamasyon alanina ulasirlar.
Notrofillerin reaktif oksijen turleri (ROS) Uretmek icin gugli bir kapasiteye sahip
olduklari iyi bilinmektedir. Blyuk miktardaki serbest oksijen radikalleri yapiminin amaci
yabanci mikroorganizmalarin ortadan kaldiriimasidir (Fielding vd 1993). Goé¢ eden ilk
makrofajlar pro-inflamatuvar sitokinler salgilamak suretiyle hicre debrislerinin
fagositozundan sorumludurlar. Daha sonra gé¢ eden makrofajlar ise anti-inflamatuvar
sitokinler salgilar ve inflamasyon bitene kadar hasarli bolgede kalirlar. Inflamasyonu
rejeneratif cevap izler. Kas rejenerasyonunda temel olarak iki farkli makrofaj islev
gorir. M1 makrofajlari inflamasyonu arttirmak icin pro inflamatuvar sitokinler sekrete
ederken, M2 makrofajlari ise CD68-/CD163+ ylzey belirteci ile karakterize olup,
inflamasyon sona erene kadar anti inflamatuvar sitokinler sekrete ederler (Cantini vd
2002, Sonnet vd 2006). Hasarli bélgeye gé¢ eden makrofajlar lokal fibroblastlarla
beraber ortama cesitli bliylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler salgilarlar.

Kas hasarini takiben genel olarak ilk 1 haftada rejenerasyon sureci baglar, 2.
haftada pik yapar ve 3-4. haftada azalir. Ortama salinan sinyal molekulleri uydu
hicrelerinin aktivasyon, proliferasyon ve goé¢ etmesine neden olur. Rejenerasyonun ilk
basamag! sessiz halde bulunan kas uydu hicrelerinin aktivasyonudur. FGF-2, HGF,
IGF-1, IL-6, EGF, insllin benzeri bayume faktori-2 (IGF-2), TGF-B, I6semi inhibe edici
faktor (LIF), trombosit-kaynakli buyume faktora (PDGF), timor nekroze edici faktor-alfa
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(TNF-a)'y1 iceren biylme faktorleri gibi cok sayida intrensek ve ekstrensek faktér uydu
hicre aktivasyonuna aracilik eder (Hawke ve Garry 2001, Macaluso ve Myburgh
2012). Aktive olan uydu hucreleri asimetrik olarak bdlinerek miyoblastlara prolifere
olurlar, bir kismi kék hucre 6zelliklerini koruyarak nislerinde kalirken digerleri
proliferasyona devam eder. Miyoblast proliferasyonu IGF-1, IL-6, TGF-B’'y1 da iceren
ekstraselller sinyaller araciigiyla gerceklestirilir (Charge ve Rudnicki 2004). Gelisen
miyoblast, kas ¢ekirdeginin rutin onarimi igin bir kas lifiyle fizyona ugrayabildigi gibi,
sporadik bir hasar veya immobilizasyona bagll gelismis cekirdek kaybinin yerine
konmasina da yol agabilir (O'Reilly vd 2008).

Kas rejenerasyonunun son basamagi miyoblastlarin birbirleri ile flizyona
ugramasiyla yeni kas liflerinin olugsmasidir. Miyoblastlarin bazilar flizyona ugramaz,
tekrar uydu hicre nisine katilir. Kas lifi tamamen nekroza ugramis oldugunda, geride
kalan bazal lamina iskele olarak kullanihr (Baoge vd 2012). Yeni olugsmus kas liflerinin
iki dnemli gostergesi c¢ekirdeklerin hicre merkezinde yerlesmis olmalari ve kas
liflerinde embriyonik miyozin agir zincir protein varligidir. Rejenerasyon basinda bu
yeni kas lifleri protein sentezi ve embriyonik miyozin agir zincir ifadelerinden dolayi
bazofiliktir. Rejenere kas lifleri digerlerine gore kuguk olarak izlenir (McCarthy vd 2011).
Yeni olusan kas lifleri hiicre i¢i kontraktil eleman ifadelerini arttirarak olgunlagsmaya
baslarlar. Bu sekilde merkezi yerlesimli ¢cekirdek zamanla kas lifi periferine go¢ eder
(Yin vd 2013). Erigkin kas rejenerasyonu ¢ok basamakli bir stire¢ olup ¢ok ¢ekirdekli
erigkin miyofibril gelisimi ile sonlanir (McCarthy vd 2011, Bellamy vd 2014). Kas fibril
rejenerasyonu sirasinda kas hasarindan sonraki ikinci ve uguncu hafta arasinda, tip |

ve tip lll kollajen sentezlenmesi sonucunda fibrozis olusabilir (Huard vd 2002).

2.2.1. Kas hasar belirtegleri

Kas membraninin bozulmasi sonucunda dolasima karisan bazi kasa ait enzimler kas
hasar varligi ve derecesini gosteren biyokimyasal belirtecler olarak kabul edilirler.

Bunlar asagida 6zetlenmistir.

Kreatin kinaz (CK);

CK iki subtiniteye sahip dominant bir enzimdir ve her bir Gnitesi 43—45 kDa olan dimerik
globller proteindir. CK, kreatinin fosfokreatine ve ADP'nin ATP'ye geri donisumli
fosforilasyonunu katalize eder ve hlicresel ATP'nin rejenerasyonunda énem arz eder.
Boylece kasin ATP dlzeyini sabit tutar (Brancaccio vd 2007). CK c¢izgili kas (CK-MM),
kalp kasi (CK-MB) ve beyinde (CK-BB) bulunur. Ozellikle iskelet kasinda gok aktiftir. 5

izoformu vardir; G¢ izoenzimi sitoplazmada (CK-MM, CK-MB, CK-BB) ve iki izoenzimi
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(non-sarkomerik ve sarkomerik) mitokondride bulunur. iskelet kasindaki CK
aktivitesinin %99"unu CK-MM izoenzimi olusturur (Schneider vd 1995). Hasara bagl
doku harabiyetinde sitoplazmik izoenzimler (CK-MM, CK-MB, CK-BB) spesifik bilgi
verirler. Kompleks bir yapiya sahip olup en az 28 farkh protein icerir. CK-MM
miyofibrillerde ATP tiketiminin oldugu c¢esitli domainlerde bulunur ve dnemli kas hasari
belirtecidir (Hornemann vd 2000). Direng egzersizlerinde sarkolemma ve Z-disklerinde
yapisal bozulmalar ile iskelet kas hasari gelisir ve toplam plazma CK dizeyi artar
(Epstein 1995).

Kreatin fosfat+ADP< >Kreatin+ATP (Lohmann reaksiyonu)

Kreatin kinaz

Tnnl;

Tnnt ve Tnnl hasar belirteci olarak goérev alirlar. Kronik kas hasari olan hastalarda Tnnt
konsantrasyonu artar. Kardiyak Tnnl ise miyokardiyal hasari belirlemek igin olcultr
(Collinson 1998). iskelet kasi Tnnl kas fibriline spesifik olup iskelet kasi hasari igin
duyarl bir belirtectir (Sorichter vd 1997). Plazma membraninda, miyofilamentlerde ve
ara filamentlerde mekanik hasara bagli olarak gelisen kas fibril nekrozu sonucunda
plazmada Tnnl artar. iskelet kasina spesifik troponini belirlemek amaciyla gelistirilen
tahlil yontemleri, farkli troponin izoformlari ile hasarin sadece kdkeni hakkinda bilgi
vermekle kalmaz; ayni zamanda turinu belirlerlemeye de yardimci olur (Onuoha vd
2001). Egzersizin tirline bagh olarak egzersiz ile gelisen hasarlarda Tnnl’'nin arttigi

gOsterilmigtir (Chapman vd 2013).

Karbonik anhidraz 3 (CA3);

Karbonik anhidrazlar bakir (Cu*?) igeren metalloproteaz enzimler olup, farkli izoformlari
mevcuttur. CA 1, 2, 3, 7, and 13 sitozolik, CA 4, 9, 12, 14, ve 15 membran bagimli,
CAs 5A ve 5B mitokondriyal ve CA 6 tukurik ve sitte bulunan izoformlardir (Karhumaa
vd 2001). CA karbondioksit (CO2) hidrasyonunu geri dénisimli olarak katalize eder ve
tamponlama sisteminde gérev alir:

CO;2 + H0 <> H2CO3 «» H* + HCO3 (Vaananen vd 1982).

CA3, tip 1 iskelet kaslarinda ekprese edilir ve iskelet kas hasarinin énemli bir
belirteci olarak kabul edilir (Fu vd 2009). Egzersizi takiben ve ndromuskuler
hastaliklarda CA IlII'in serum konsantrasyonunun arttigi gosterilmistir (Lippi vd 2008).
CA3 eksikliginde gastrocnemius kasinin mitokondriyal ATP sentezinde bozulmalar
g6zlemlenir. Klinikte kas hastalidi icin tanisal belirte¢ olarak kullanimi vardir. CK ve
aldolaz’'dan daha fazla hassasiyetle tip | lif anormalliklerini yansitir. CA3

konsantrasyonlarindaki artis ve azaliglar CK, AST ve LDH’tan daha hizldir (Beuerle vd
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2000). Bu 6zelliklerinin yaninda son yillarda erken kas gelisiminde mezodermal belirtec

olarak da gorev aldigi gosterilmistir (Zhang vd 2018).
2.3. EGZERSIz

Egzersiz fiziksel iyilik halinin saglanabilmesi icin gerceklestirilen tekrarli, planlanmig ve
yapilandiriimis fiziksel aktiviteler olarak tanimlanabilir (Armstrong vd 2006). Duzenli
yapilan egzersizin, insan sagli§i acisindan pekcok olumlu etkisi bilinmektedir (Adamu
vd 2006, Prasad ve Das 2009).

Egzersiz tipleri, kullanilan enerji kaynaklarina gore genel olarak aerobik ve
anaerobik olarak iki sinifa ayrilabilir. Bazi spor dallarinda enerji kaynaklarindan biri
digerine oranla daha baskin kullanilirken, bazilarinda ise hem aerobik hem de
anaerobik enerji sistemlerinin katkisi énemli dizeydedir (Wilmore ve Costill 2001).
Vucudun egzersize fizyolojik cevabi da egzersiz tipine goére degisiklikler
gostermektedir. Anaerobik enerji Uretimi egzersiz suresi kisalip, yogunlugu arttikca
artarken; egzersiz siresi uzayip, yogunlugu azaldik¢ca aerobik enerji Uretimi artar.
Yurime, jogging, kosma, ylizme, paten, bisiklet, kiirek, kayak, aerobik egzersizlerdir.
Aerobik egzersiz ayni zamanda endurans (dayaniklilik) egzersizi olarak da bilinmekte
olup, uzun sure is yapabilme ve eforu devam ettirebilme yetenegi olarak
tanimlanmigtir. Aerobik kapasite oksijen sistemi ve kardiyorespiratuvar sistem
kapasitesinin gdstergesi olup, VO:2max ile degerlendiriimektedir (Kalyon 2000).

Direng egzersizleri (izometrik egzersiz, Anaerobik egzersiz), hiicrenin enerji
ihtiyacini oksijenden bagimsiz olarak sagladigi kisa slreli ve yuksek siddetli
calismalardir. Tenis, agirlik kaldirma, kisa sureli hizh kosular, futbol, basketbol,
hentbol, sprint ve ziplama gibi aktivitelerde anaerobik slrecler hakimdir (Egan ve
Zierath 2013). Amerikan Spor Tip Koleji (ACSM) diren¢ antrenmanini; kas kuvvetini ve
kas dayanikhligini arttirmaya yonelik alistirmalardan olusan 6zel bir calisma sekli
olarak tanimlamistir (Armstrong vd 2006). Direng egzersizleriyle olusan fizyolojik ve
biyokimyasal cevaplar, endurans egzersizlerinden farkhidir. VOomaxIn agir direngli

egitimden énemli oranda etkilenmedigi digunulmektedir (Cubukcu vd 2007).

iskelet kasi sarkomerlerinin kisalmasi, kuvvetin kaslardan viicudun kaldirac
sistemine aktariimasi icin sarttir. Tekrarlayan kas kasilmalari dayanikhligin artmasina
yol acan uzun sureli adaptasyonlari uyarir (Boppart vd 2013, Kraemer ve Castracane
2015). Egzersizin sarkomer miyofibril icerigi, sarkomer sayisi ve dolayisiyla kas
gucinde artisa sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica, fiziksel aktivite, kas

hipertrofisi/kuvveti/yorulmaya kargi direnci arttirarak kas atrofisine kargi koruma
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saglayabilir (McPhee vd 2016). Egzersiz iskelet kasinda, kontraktil protein
izoformlarinda, protein turnover’inda, mitokondriyal fonksiyonlar, hiicre i¢i sinyaller veya
transkripsiyonel cevapta olusturdugu degisikliklerle gesitli adaptasyonlara neden olabilir
(Sekil 2.11) (Smiles vd 2016, Goodpaster ve Sparks 2017).

EGZERSIZ
Aerobik Anaerobik
Mitokondriyal biiogeneziste artis Anabolik ve antikatabolik etki
Kapiller kan akiminda artis Hizli kasilan fibiillerde hipertrofi
Kasin oksidatif kapasitesinde artis Miyofibriler proteinlerde daha hizli
yenilenme
Sarkomerik proteinlerde daha hizl Hizl kasilan fibrillerde kalitatif
yenilenme yeniden gekillenme
Tip | ve tip IA fibrillerinde kalitatif Kasilma kuvvet kapasitesinde artig
yeniden sekillenme
Endurans kapasitesinde artis

Sekil 2.11 iki temel egzersiz tipinin iskelet kasina etkisi

2.3.1. Yizme Egzersizi

Ylzme egzersizi, su igerisinde gerceklestirilen anlamli hareketler buttiintdur (Hanula
2001) ve hayvanlar icin dogal bir davranig modelidir (Arshadi vd 2015). Tum vucut
kaslarinin kullanildigi bu fiziksel aktivitenin kaslarda kuvvet kazanimi Gzerine olumlu
etkileri bulunmaktadir. Suyun igcinde yatay olarak yapilir ve bodylece slrtinme kuvveti
en aza indirilir veya yok edilir. Bu egzersiz tipi minimal dizeyde mekanik stress
olusturmakta ve bu o6zellikleriyle tercih edilebilmektedir (Grasii vd 1992). Hastalar
tarafindan eksantrik tipteki egzersizlere gére daha kolay tolere edilebilen bir egzersiz
tiri  olmasindan dolayi, hastaliklarin tedavisinde siklikla &nerilen fiziksel
aktivitelerdendir (Tanaka 2009). Eklemlere binen yik miktari da azaldigi icin pek ¢cok

kronik hastalik tedavisinde guvenli bir egzersiz tipidir (Lazar vd 2013).

2.3.2. Egzersize bagh kas hasari ve onarim siire¢leri

Egzersiz tip, siddet, siklik ve sliresine bagli olarak kas hasari ve ardindan miyofibril

yeniden sekillenmesine yol agabilir. Fiziksel aktivite doku yeniden sekillenmesinin giglu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanaka%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19402742
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bir uyarani, sagligin korunmasinin énemli bir bileseni olarak ele alinmakta olup, bu
konudaki calismalar hizla artmaktadir.  Birbiri icine gec¢mis, karmasik
fizyolojik/biyokimyasal/molekller kas hasar ve onarim mekanizmalari guncel literatur
bilgisi kapsaminda asagida tartisiimigtir.

iskelet kasi tamiri; etkin yeniden sekillenme (remodeling), doku bUtinlGguanin
idamesi ve egzersizi takiben gelisen adaptasyon sureci igin sarttir (Boppart vd 2013,
Boppart vd 2015). Egzersizi takiben miyofibrillerin hasar ve yeniden sekillenmesi
basamaklari igin ileri sdrilen mekanizmaya gore; egzersize bagl kas hasari
sarkomerde a-aktinin, titin ve nebulin proteinlerinin kaybina neden olur. Bu durum,
sitoplazmik havuzlarda G-aktin iglevi ve aktin filamentlerinin fokal blylimesini
kolaylastirabilir. Aktin filamentlerinin uzamasi yeni sarkomer olusumu ve a-aktinin, titin
ve nebulin proteinlerinin reintegrasyonuna yol acar. Aktin ve desmin filamentleri
olasilikla bu yeniden olusum i¢cin mekanik ve yapisal bir ¢cati olusturmakta, a-aktinin ve
titin ve daha sonra da nebulin bu sarkomerik olusuma katilmaktadir.

Yukarida agiklanan mekanizmalara ek olarak, literatiirde titinin egzersize bagli
iskelet kas hasari ve yeniden sekillenmesinde birbirinden farkl, ¢cok sayida goérevleri
olabileceqi ileri sUrilmektedir (Kriger ve Kétter 2016). Bunlar asagdida 6zetlenmisgtir;

1. Egzersiz ile tetiklenen doku hasarina cevap olarak titin olasilikla sarkomerdeki
yerinden ayrilir, pargalanir ve adaptif hipertrofik sinyallerde 6nemli basamaklara
aracilik eder.

2. Sarkomerde yerinde kalan titin filamentleri post translasyonal degisikliklerle
guclenerek sarkomer stabilitesi, butinligu ve egzersiz kaynakli kuvvet artigina katkida
bulunur.

3. Titin proteininin posttranslasyonal modifikasyonlari muhtemelen titinin sertligi ve
dolayisiyla mekanik kas kasiimasi performansini etkiler. Sicanlarda tek seferde 15
dakika sureyle uygulanan eksantrik egzersizin titinin PEVK-domaininin fosforilasyonu
sonucu m. vastus lateraliste titin esasli sertlesmeye neden oldugu ileri surdimugtur
(Miller vd 2014). Ca*? titinin PEVK elementi ile iligkilidir (Labeit vd 2003). Titin
sertlesmesi egzersiz slresince sarkomerin butinligind korur ve kasiima-gevseme
doéngusunun etkinligini arttirir.

4. Sarkomer hasari titini de iceren proteinlerin kalpain aracili degradasyonunu baglatir.
Ayni zamanda sarkomerogenezis ve fibril onarimini destekleyen titin ile ilgili hipertrofik
cevaba aracilik eder. Tekrarlayan egzersizler sonucu bu hipertrofik cevap artar ve
adaptif kas yeniden sekillenmesi gelisir. Yeniden sekillenme titin, desmin, distrofini de
iceren yapisal proteinlerin gen ekspresyonlarindaki artis ile iligkilidir (Teran-Garcia vd
2005, Bellafiore vd 2007, Lehti vd 2007).
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Yukaridaki mekanizmalara ek olarak, farkh egzersiz tirlerinin ROS olusumu
yoluyla oksidatif strese ve cevaben de antioksidan savunma sistemi aktivasyonuna
sebep olabildigi literatiirde ayrintili olarak incelenmistir (Harju vd 2013). Ote yandan,
egzersiz sirasinda ROS asir dretiminin  antioksidan savunmayi engelleyerek
hemeostazisin bozulmasina neden olabildigi de ileri strtlmuastir. Bu durum, hicresel
lipit, protein ve nukleik asitlerin etkilenmesi yoluyla farkh dizeyde hiicresel hasara
neden olabilir (Sen 1992). Fiziksel aktivite sirasinda, ROS temel kaynaginin aktif kas
mitokondrileri oldugu ileri surllmektedir. Duzenli uygulanan aerobik antrenman
egzersizin neden oldugu stresin buyukligini ve bdylece egzersiz sirasinda meydana
gelen hicresel hasari azaltabilir (Margaritis vd 1997).

Mitokondriler oksidatif fosforilasyon yoluyla gerekli enerjinin yaklasik % 90'ini
ATP seklinde Uretmeleri sebebiyle “hicrenin gl¢ merkezi” olarak adlandinlirlar.
Mitokondriyal solunum zinciri 5 adet multi subUniteli enzim komplekslerini iceren bir
diziye (kompleks I, Il, lll, IV ve V) ve iki elektron tasiyiciya (ubikinon ve cyc) sahiptir. Bu
iki elektron tasiyicisi, elektron tasima zincirindeki (ETS) elektronlarin etkin transferinde
kritik rol oynamaktadir (Kushnareva vd 2002, Koopman vd 2007). Sitokrom ¢ (cyc)
kiguk (molekiler agirhigr: ~ 12,500 Da, 104 aminoasit), suda ¢ozunebilir aktif bir
metalloprotein olup mitokondri ic membraninda yerlesmistir (Martinou vd 2000). Yiksek
oranda korunmus U¢ boyutlu (3D) bir yapiya sahiptir ve kovalent olarak aktif hem
prostetik grubuna eklenmistir (Harju vd 2013). Kritik elektron transfer proteini olarak
tanimlanmig olan cyc ve mitokondriyal ETS’nin bir pargasi olarak elektron transferine
katilan enerji Uretim slrecinin vazgecilmez bir parcasidir (Leanne vd 2003, Luo vd
2008). Enerji uretiminde mitokondriyal solunum zincirinde, kompleks IIl ve kompleks IV
(cyc oksidaz)lerin membraninda elektron tasiyici olarak fonksiyon goérir. Mitokondriyal
elektron transfer reaksiyonu sirasinda, cyc indirgenmis demir (Fe*?) ve oksitlenmis
demir (Fe*?) arasindaki elektron degisiminde gorev alir (Wang vd 2002).

Cyc ¢ok fonksiyonlu bir enzim olup, hiicrenin hem yasam hem de 6lim kararini
belirler (Raisanen vd 1999). Mitokondriden cyc salinimi apoptozom olugsumu ve hiicre
OlumuU sureglerinin ilerlemesi icin dnemli bir adimdir (Huttemann vd 2011). Bu yénuyle,
salinan cyc miktari mitokondriyal disfonksiyon ve hicresel apoptozun &nemli
gostergelerinden biri olarak ele alinabilir (Wang 2001). ROS Uretimi yiksek oldugunda,
mitokondriden cyc salinimi meydana gelir. Kisa sureli fiziksel egzersiz ile serbest
birakilan cyc’nin, sitozolik faktorlerle etkilesime girerek apoptozom olusturdugu
gOsterilmistir (Kowaltowski vd 2001, Yuan vd 2013).

Hem kimyasal hem de egzersiz/asiri yiklenme ile olusan kas hasarina yanit
olarak ortaya gikan kas rejenerasyonunda uydu htcrelerin roli ortaya konmustur (Sekil

2.12). Egzersizi takiben kaslarda olusan mikro hasarlar gibi degisimlere cevaben,
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sessiz halde duran uydu hiicreler aktive olurlar. iskelet kaslari, daha fazla kas kaybini
onlemek icin (Shi ve Garry 2006), rejenerasyon kapasitesi ylksek olan uydu hicre
havuzunda devamli olarak uydu hucrelerini aktive ederler. Kas aktivitesi uydu
hicrelerin proliferasyonunu artirirken, kaslarin inaktif olmasi ise satelit hicrelerin
proliferasyonunu azaltir (Bazgir ve Asgari 2015). Uygulanan egzersizin siddeti,
yogunlugu, suresi ve tipi bunlara ek olarak cinsiyet, yas ve antreman dizeyi uydu hlcre
aktivasyonunu etkiler (Bazgir vd 2017).

Sessiz uydu hticreleri Aktive olmus uydu hiicreleri Miyoblastlara farklilasma

Miyosit Miyotiip
@
(D)
@ o @ @?@ ..
Farklilasmi
D Y ' - -
() @ O @

[ Fiziksel aktivite

Sekil 2.12 Fiziksel aktiviteye yanit olarak uydu aktivasyon proliferasyon ve

farklilasmasi (Bazgir vd 2017)

Egzersize cevaben ortaya c¢ikan kas rejenerasyonunda MSC kdék hicrelerin
indirekt olarak rol oynuyor olabilecedi konusundaki 6n veriler, dikkatlerin egzersizle
MSC hicre gruplan arasindaki iliskiye yonlendiriimesine yol agmistir. Literatlirde
eksantrik tipteki egzersizleri takiben MSC kok hucrelerin kas tamirine katkisini
inceleyen az sayida, fakat Onemli veriler sunan caligma mevcuttur. Bahsedilen
arastirmalarin dnemli bir kismi farelerde gergeklestirildigi icin mevcut tezde de verilerin
karsilastirilabilir olmasi sebebiyle deney hayvani olarak fare tercih edilmistir. Valero ve
arkadaslari, tek seferlik akut eksantrik egzersizi takiben (20° egim, 17 m/dk, 30 dk)
MSC kok hiicre oranini akim sitometri ile incelemis ve egzersizden 24 saat sonra kas
orneklerinde MSC kdk hlicre sayisinda iki kathk artis tespit etmiglerdir (Valero vd
2012). Kas kaynakli MSC’lerin (1x10*) yukarida 6zellikleri verilen egzersiz protokoliini
takiben 1 saat icinde alici kasina nakli, uydu hiicre sayisi ve yeni lif sentezinde artisa
yol acmistir (Valero vd 2012). Transplantasyonun erigkin farede, tekrarlayan eksantrik
egzersiz seanslarini (haftada 3 kez, 4 hafta) takiben miyonukleer toplanma, kas lifi
buyimesi ve kas kuvvetinde artisa neden oldugu gosteriimistir (Zou vd 2015).
MSC’lerin direk olarak yeni lif sayisinda artisa yol agmadigi gézlenmis; bu hicrelerin
kas tamirini lokal faktorler salgilamak suretiyle gergeklestirebildikleri, bu faktérlerin de
uydu hlicre uyarimina yol acabilecedi ileri suriimustur (Valero vd 2012, Huntsman vd

2013, De Lisio vd 2014). Literatirdeki konu ile ilgili galismalarda agirlikli olarak akut
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egzersizin etkileri incelenmistir (Crameri vd 2004, Bellamy vd 2014, Nederveen vd
2015). Hyldahl ve arkadaglan insanlarda uyguladiklari tek bir eksantrik egzersiz
seansini takiben erken yaniti (3 saat) incelemis ve nukleer faktér kappa B (NF-kB)
transkripsiyon faktérinin eksantrik egzersize yanit olarak etkilenen anahtar molekuler
eleman oldugunu ortaya koymuslardir (Hyldahl vd 2011). Arastiricilar egzersizi takiben
NF-kB DNA baglanma aktivitesinde 1.6 kathk artis tespit etmislerdir.
immiinohistokimyasal kolokalizasyon analizleri NF-kB-pozitif c¢ekirdeklerin gogunun
perisitlerde lokalize oldugunu gostermistir. Ote yandan, egzersizden 3 saat sonra
alinan kas érneklerinde uydu hiicre sayisinda bir artis tespit edilmemistir. Bu verinin
uydu hucrelerin eksantrik egzersize yanit olarak ortaya c¢ikan rejeneratif yanita
katilmadiklari seklinde yorumlanmasindan ziyade, 3 saatlik slrenin uydu hicre
aktivasyonu icin yeterli olmadigi seklinde yorumlanmasinin daha uygun olacagi
sonucuna varilmigtir (Hyldahl vd 2011). Bu sav, benzer bir diz ekstansiyon protokolinu
takiben Pax7* uydu hucrelerin 24, 72, 120 saat gibi ge¢ zaman dilimlerinde arttiginin,
ancak 4 saat sonra yuksek bulunmadiginin gésteriimesiyle desteklenmistir (McKay vd
2009). Olasilikla egzersize erken yanitta perisit uyarimi ve perisit NF-kB aktivitesi artisi
meydana gelirken, ileri donemde uydu hilcre aktivasyonu ve dolayisiyla kas
rejenerasyonu gerceklesmektedir. Hyldahl ve arkadaslarinin mikroarray verileri ve
takiben yaptiklari kantitatif reverse transkriptaz PCR (qRT-PCR) sonuglari IL-6, VEGF
gibi NF-kB yolagi aktivasyonuna baglh ekspresyonlari artan ve TGF-B gibi NF-kB
kompleksi aktivasyonunda rol alan sitokinlerin miktarlarindaki kath artiglari (fold
change) ortaya koymustur (Hyldahl vd 2011). Ote yandan, akut direng ve dayaniklilik
egzersizlerine yanit olarak NF-kB aktivasyonunu inceleyen calismalardan biri artis
bildirirken (Tantiwong vd 2010), digeri fark gézlenmedigini ortaya koymustur (Durham
vd 2004). Sonuclar arasindaki uyumsuzluk, egzersize yanit olarak goézlenen kas
hasar/rejenerasyon mekanizmalarinin ortaya c¢ikarilmasinda; uygulanan egzersiz
turine ek olarak 6rnek toplanma zamaninin da dnemine igaret etmektedir. Egzersiz ve
kas rejenerasyonu ile ilgili calismalarda genellikle eksantrik egzersiz protokolleri
uygulanmistir (Farup vd 2014, Imaoka vd 2015).

Dickinson ve arkadaslari ise yakin zamanda (Dickinson vd 2018) 6 saglkl aktif
geng erkekte bir seferlik direng egzersizinin egzersizi takiben erken dénemde alinan
vastus lateralis kas oOrneklerinde PI3K/Akt yolagiyla iligkisini gdstermis ve farkli
egzersiz tlrlerinin (aerobik-direng) iskelet kasinda farkl molekiler aktiviteleri uyardigini
ileri sirmuslerdir. GUnimuzde akut egzersiz veya antrenmani takiben kas hasar ve
rejenerasyonuna aracilik eden yanitlar, yolaklar ve bunlarin birbirleri ile etkilesimi
hendz net olarak ortaya cikarilamamistir. Yizme egzersizi hayvanlar icin dogal bir

davranis modeli olup (Arshadi vd 2015), pek ¢ok kisiye rahatikla dnerilebilecek,
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hastalar tarafindan da eksantrik tipteki egzersizlere gére daha kolay tolere edilebilen bir
egzersiz tlrid olmasi sebebiyle secilmistir. Farkli tip ve sdrelerle (akut-kronik)
uygulanan ylizme egzersizlerini takiben zamana bagl kas hasar ve rejenerasyonu ile
bu sireclerde rol oynayan yolaklari ve birbirleriyle etkilesimlerini inceleyen herhangi bir
galismaya rastlanmamistir.

Yukarida tanimlanan bilgi eksikliklerinin bir kismini giderebilmek amaciyla
mevcut doktora tezi kapsaminda; akut ve kronik ylzme egzersizlerini takiben kas
hasari ve kas rejenerasyonunun iki farkli zaman diliminde (3 ve 24 saat) belirlenmesi
amacglanmigstir. Ek olarak, Whole-transkriptom analizi ve takiben ekspresyon
degisimlerinin verifikasyonu yapilarak ylizme egzersiziyle uyarilan kas hasari/yeni kas
lifi olusumu silreciyle es zamanh ifadeleri degisen hedef sinyal iletim yolaklari
cizilmistir. Mevcut calisma, bahsedilen olasi yolaklar ve bunlarin birbirleriyle
etkilesiminin ortaya ¢ikarilmasinin, iskelet kasi iyilesmesinin hiz ve etkinligini arttirmaya
yonelik farmakolojik olmayan, minimal dizeyde yan etkiye sahip yeni tedavi stratejileri

gelistiriimesine yol agabilececegi 6n gortlerek planlanmistir.

2.2. Hipotez

Yukaridaki bilgiler isiginda doktora tezimin hipotezleri su sekilde siralanabilir;
1) Yuzme egzersizi kas hasar ve rejenerasyonuna sebep olur.
2) Yuzme egzersizini takiben ortaya ¢ikan kas hasari ve miyogenezde henuz

tanimlanmamis sinyal iletim yolaklari gérev alir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Calisma kapsaminda hayvanlarin temini, bakimi, egzersiz programlarinin uygulanmasi
ve Ornek alma asamalar icin Pamukkale Universitesi (PAU) Deney Hayvanlari
Arastirma birimi (DEHAB) kullaniimistir. Alinacak kan o6rneklerinden CK aktivitesi
dlclimi, Gastrocnemius-soleus kas kompleksi diseksiyonu PAU Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda gercgeklestiriimistir. Bu dokulardan kas rejenerasyonu
degerlendiriimesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali; Whole-transkriptom analizi ve
analiz sonrasi sonuglarin verifikasyonu PAU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gerceklestiriimistir. Arastirmanin tim asamalarr PAU Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu (PAUHADYEK) yonetmeligine uygun olarak yapilmistir.
Calismaya PAUHADYEK tarafindan onay verilmistir (PAUHADYEK-2017/17).

3.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Gruplandiriimasi

Deneylerde 8-12 haftalik 25 erigkin erkek fareler kullaniimistir. Hayvanlar ¢alisma
sliresince standart sartlar altinda havalandirmali, sabit 1sili odalarda, % 50 = 5 nem
ortaminda, 12 saatlik aydinhk—karanlk siklusu bulunan laboratuvar kosullarinda
barindirilarak, 6zel hazirlanmis kafeslerde tutulmus; veteriner hekim kontrolli altinda
bakilmigtir. Fareler enfeksiyon yonunden ¢ok siki (gun agir) veteriner hekim esliginde
kontrol edilmistir. Farelerin beslenmesinde 8 mm’lik standart fare pellet yemi
kullanilmistir. icme suyu olarak musluk suyu verilmistir. Hayvanlarin istedikleri kadar
yem ve su tuketmelerine izin verilmistir Deney gruplari asagidaki sekilde planlanmigstir
(Sekil 3.1); Fareler kontrol grubu ve ylzme egzersizi grubu olarak 2'ye ayrilmistir.
Sedanter gruptakilerin kafeslerinde serbestce dolagsmalarina izin verilmis, ancak her
gun handling uygulanmistir. Egzersiz gruplari kendi iglerinde akut ve kronik egzersiz
olarak 2’ye bdélindikten sonra her biri egzersizi takiben deneyin sonlandiriimasina
kadar gececek zaman acisindan (3 saat, 24 saat) tekrar 2’ye ayriimistir. Boylece
toplam 5 deney grubu olusturulmustur. Akut yizme egzersizi 30 dk ve tek seans
olarak; uzun sireli yizme egzersizi ise 6 hafta/haftada 5 gin 30 dk; olacak sekilde

uygulanmistir. Fareler DEHAB’dan aralikh olarak elde edilerek egzersiz programina
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alinmistir. Boylece egzersiz uygulama yasinin tim hayvanlar igin ayni olmasi

saglanmistir.

1.Kontrol (n=5)

-3 saat sonra doku eldesi,
deneyin sonlandiriimasi
-Akut (n=5)

30dk -24 saat sonra doku
eldesi, deneyin
sonlandiriimasi (n=5)

2.Ylzme egzersizi

-3 saat sonra doku eldesi,
deneyin sonlandiriimasi

-Kronik (n=5)
6 hafta, haftada 5 gtn, —2; saat sonra doku
gunde 30dk

eldesi, deneyin
sonlandiriimasi (n=5)

Sekil 3.1 Deney gruplarinin sematik gosterimi

3.2. Yiizme Egzersizi

Ylizme egzersizleri DEHAB’da bulunan su tankinda su isis1 32 + 3°C’da sabit tutularak
uygulanmistir. Bu tank; 44 cm en, 68 cm boy ve 34 cm ylksekligindedir. Akut yizme
egzersizi 30 dk ve tek seans olarak; uzun sureli yizme egzersizi 6 hafta/haftada 5 gln
30 dk uygulanmistir. Farelerin yizmeye alistirimasi amaciyla, 1. giin 10 dakika ile
baslanmisg, her gin slresi orantili olarak arttirilarak 3. gin 30 dk’ya cikilmigtir. Her
ylzme egzersizi uygulamasindan sonra fareler havlu ile kurulanmisg, sonra kafeslerine

alinmistir (Scomparin vd 2011).

3.3. Deneyin Sonlandiriimasi, Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Fareler Ketamin-HCIl/Xylazine-HCI (75mg/kg-10 mg/kg) anestezisi altinda kalpten steril
heparinli enjektérle kan almak suretiyle kansizlastirilarak éldirilmustir. Deney boylece
sonlandiriimigtir. Gastrocnemius-soleus kaslari diseke edilmis, bir kismi histolojik
incelemeler icin ayriimis, digerleri Tibbi Genetik AD’'nca kullaniimistir. Doku 6rnekleri
hizlica sivi azot tankinda dondurularak, daha sonra analiz ediimek lzere -80 °C’de
saklanmistir. Kan 6rnekleri ayni giin santrif(j edilerek (5000g, 5 dk), plazmalar plazma

CK aktivitesi 6lgtimi igin -80 °C’de saklanmistir.
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3.4. Histolojik incelemeler igin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku takibi, bloklama ve boyama islemleri uygulanmigtir. Dokular ilk olarak
formaldehitte bekletilmistir (Formaldehit koruyucu sivi CH20) (%10’luk formol). Takiben
dehidratasyon islemi uygulanmistir. Dehidratasyon igin sirasiyla %70, %80, 90, 95 ve
100’IUk etil alkolde dokular 1’er saat bekletilmistir. Takiben ksilen’de 1 saat bekletilerek
seffaflastirma ve parafin’de 1 saat (60 °C) bloklama, mikrotomda kesit alma ve lama
aktarma islemleri uygulanmigtir (Kesim 6ncesinde +4 °C’de saklanmistir. Kesim aninda
dokuya ve blogun durumuna goére buz Ustinde kesimler yapiimistir). Deparafinizasyon
islemi icin lamlar 58-60 °C’deki etlivde 15 dakika bekletilmistir. Kesitlerin lama
yapistiriimasi ve parafinin dokudan uzaklastiriimaya baslanmasi saglanmistir. Ksilol'de
5 dakika bekletilerek fazla parafinin uzaklastiriimasi ve sertlestirimesi saglanmigtir.
Ardindan sirasiyla, %100, %95 ve %70lik alkolde 5er dakika bekletilmistir. Bu
hidratasyon igleminin amaci Ksilen’in giderilmesidir. Doku kesitleri distile suda 10
dakika bekletilerek kaybettikleri su tekrar kazandiriimis ve bodylece deparafizasyon

islemi sonlandiriimigtir.

Hematoksilen-Eozin ile boyama iglemi icin sirasiyla su islemler uygulanmistir;
- Hematoksilen’de 4-5 dakika bekletilmistir
- Cesmede akan suda 2 dakika yikama yapilmistir
- Asit-alkol ¢ozeltisinden (%80’lik alkolde %1’lik HCI ¢dzeltisi) 10 saniye gegirilmistir

Diferansiyasyon, fazla boyanin uzaklagtiriimasi iglemidir.

- Cesme de akan suda 1 dakika yikama yapilmistir (differansiyasyonun durdurulmasi).
- Amonyakli suda 10 saniye bekletilmistir (%1 Amonyakli ¢ozelti, bazik ortamda
mavilesmenin saglanmasi).
- Cesmede akan suda 1.5 dakika yikama yapilmistir.
- Eozin’de 1 dakika bekletilmistir.
- Cesmede akan suda 30 saniye yikama yapilmistir.
Kapatma islemi igin asagidaki basamaklar uygulanmistir;
- %70’lik alkolde 1-2 dakika bekletilmigtir.
- %95’lik alkolde 1-2 dakika bekletilmigtir
- %100’luk alkolde 10 dakika bekletilmistir.

Kurutma islemi igin; Ksilol'de 5-10 dakika bekletilmistir (Havalandirmali kapakli
kabinde 5 dakika kadar kurutuldu). Kapatma (Montaj) islemi uygulanmistir: Doku
Uzerine 1 damla entellan damlatiimistir. Entellan doku (zerinde ince bir tabaka olacak
sekilde lamelle kapatiimistir. Hava kabarcigi olusturmamaya dikkat edilmigtir ve

kurumaya birakilmistir.
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3.5. Kas Hasarinin Histolojik Olarak Belirlenmesi

Kas hasari; kas hasar yuzdesi, histolojik hasar skorlamasi (H-skoru) ve I0kosit
infiltrasyonu belirlenerek degderlendirilmistir. Bu dederlendirme sirasinda kas lifleri arasi
acllmalar, liflerin  bitinligdnin kaybolmasi ve Z bantlarindaki dalgalanmalar
incelenmigtir. Parafin bloklardan alinan her kesitte 1000 adet kas lifi yukaridaki
kriterlere gore teker teker sayilmistir. 1000 lifte bulunan hasarli ve hasarli olmayan
miyositler belirlenmistir. Hasarli miyositler tUm miyositlere oranlanmig ve kas hasari
yuzdesi asagidaki formule gore belirlenmistir (Hori vd 2013);

(Hasarli miyositler/toplam miyositler) x 100 = Hasar ylzdesi

Histolojik hasar skorlamasi (H-skoru) asagidaki sekilde belirlenmistir;
H-skoru (O=normal, 1=hafif, 2=orta, 3= siddetli) (Erkanli vd 2005).

Lokosit infiltrasyonu belirlenmesi igin her preparatta 16kosit sayimi yapilip 0-25 arasi
I0kosit sayisi 0=normal olarak kabul edilmistir. Preparat basina 25-50 arasi Iokosit
sayllari 1=hafif, 50-75 arasi 2=orta, 75-100 arasi |6kosit sayilari 3= siddetli olarak

skorlanmistir.

3.6. Histolojik Olarak Kas Rejenerasyonu Degerlendirilmesi;
Yeni olusan kas liflerinin boyut olarak klclk ve cekirdeklerinin merkezi yerlesimli
oldugu bilinmektedir (McCarthy 2011). Hematoksilen eozin ile boyanma sonrasi kas lifi

boyutlari ve merkezi yerlesimli cekirdekler histolojik olarak belirlenmisgtir.

3.7. Plazma CK Aktivitesi Olgiimii

Creatine Kinase Activity Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK) kullanilarak
gerceklestiriimistir (Sengle vd 2015). Kit asagidaki prensibe gére ¢alismaktadir;

Kreatin + ATP » Fosfokreatin + ATP

CK enzim CK gelistirici

ADP * Ara > Renk degisimi (450nm)
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Standartlar asagidaki sekilde hazirlanmistir;

Standart NADrII—| standart CK assay buffer Kuyucuklarda son
numarasi acim (W konsantrasyon
(i) degeri (nmol/well))
1 0 150 0
2 6 144 2
3 12 138 4
4 18 132 6
5 24 126 8
6 30 120 10

Okumalar duplike yapiimig, AODuaso belirlenmis ve asagidaki sekilde hesaplanmigtir;
Tek bir 6rnek icin hesaplama ;
(Ornekz- Ornekz gs) - (Orneki- Orneky sc) = AODaso
Ornek; = T1 siiresinde okunan érnek
Ornek1 e = T1 sliresinde okunan arka plan kontrol érnek
Ornek; = T2 siiresinde okunan 6rnek
Ornekzsc = T2 siiresinde okunan arka plan kontrol érnek
Elde edilen standart grafigi asagidaki sekildedir;
v =0,0174x-0,0078

00,1800 RZ=1
00,1600 0,1667
0,1400

0,1318
0,1200

“® 0,1000 0,0969
& 0,0800
0,0600 0,0620

0,0400

0,0200 0,0271

0,0000
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
NADH Konsantrasyonu
y (absorbans)= NADH konsantrasyonu = 0,0174x (konsantrasyon degeri) — 0,0078
(NADH konsantrasyonu/AT x V) x dilisyon faktéri = CK aktivitesi (nmol/min/mL veya
muU/mL)
AT= d6lgUmler arasi stre

V= kuyucuklara eklenen drneklerin miktari (ul)

3.8. Total RNA izolasyonu;

RNAlater stabilizasyon solusyonu (AM7020, Ambion) icinde saklanan m.
Gastrocnemius ve soleus doku drneklerinden total RNA izolasyonu ticari kit (RNeasy
Mini Kit, Qiagen) yardimi ile yapiimistir. Kitin galisma prensibi, agagidaki basamaklari

icerir;
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- Denature edici kosullarda, doku lizis tamponu ve proteinaz K uygulamasi ile drnekteki
hicrelerin par¢alanmasi saglanmistir.

- Etanol yardimi ile izolasyon kolonunun membranina, pargalanmis hlicrelerden agiga
cikan RNA’nin baglanmasi saglanmistir.

- Yikama tamponlari ile énceki basamaklardan arta kalan hticre artiklari ve kimyasallar

uzaklastirnildiktan sonra total RNA, RNaz icermeyen tamponla yeni bir tipe alinmistir.

izole edilen total RNA &rneklerinin safli§i ve konsantrasyonu spektrofotometrik

yontemle (NanoDrop 2000C, Thermo Sci.) belirlenmistir.

3.9. Whole-Transkriptom Analizi;

izole edilen total RNA &rneklerinden, gen ekspresyon analizleri Whole-transkriptom
fare mikroarray chipleri (Affymetrix GeneChip® Mouse Gene ST Arrays, Affymetric
Inc.) ve bu transkriptom analizine 6zgin protokol kullanilarak belirlenmistir. Bu
protokolle analiz edilecek total referans transcript sayisi 35.240 olarak tanimlanmistir

(Bu transkriptlerden 26.191’ini kodlama yapan transkriptler olusturmaktadir).

Whole-transkriptom analiz protokoliiniin basamaklari:

1.g0n
I. Total RNA orneklerinin Poly-A ile isaretlenmesi

ik basamakta uygulanan bu asama, mikroarray'in ekzojen pozitif kontroliini
amaclamaktadir. Dolayisiyla ¢alisma sonunda 6rneklerden sinyal alinamadiginda,

ornek kaynakl problemlerin oldugunu yorumlayabilmek amaci ile uygulanmaktadir.

A. Total RNA 6rneklerini hazirlanma
- izole edilen total RNA 6rnekleri, toplamda 50 ng konsantrasyonda olacak sekilde
nikleaz icermeyen su yardimi ile 3 pl hacime ayarlanmistir (Reaksiyona girebilecek en

yuksek hacim 3 pl olarak belirtilmistir).

B. Poly-A RNA kontrolleri hazirlama (GeneChip mikroarray’lerin hibridizasyon
yogunluklarini denetlenmek amaciyla kitle birlikte sagdlanan kontrol RNA 6rnekleri,
calisma ornekleri ile birlikte isaretlenmistir)

- Mikroarray analizi igin kitle birlikte saglanan Poly-A kontrol stogu (901864) ve Poly-A

kontrol diliisyon tamponu (901863) kullanilarak 4 seri diliisyon hazirlanmistir. Ozetle;
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Poly-A kontrol stoktan 2 ul alinmis ve tUzerine 38 pl Poly A kontrol dilusyon tamponu
eklenerek 1/20 dilisyonda karisim elde edilmistir. Bu karisimdan 2 pl alinmis ve
Uzerine 98 pl Poly-A kontrol dilisyonu eklenerek 1/50 dilisyonda karisim elde
edilmistir. Yine bu karisimdan 2 pl alinmig ve 98 ul Poly-A kontrol dilisyon tamponu
eklenerek 1/50 dilisyonda karisim elde edilmistir. Son olarak yine bir Onceki
basamakta olusan karisimdan 10 ul alinmis ve Uzerine 180 ul Poly-A kontrol dillisyon
tamponu eklenerek 1/20 dilisyonda karisim elde edilmistir. Boylece, Poly-A kontrol

stogu sirasiyla 20 kat, 50 kat, 50 kat ve 20 kat dilie edilmistir.

C. isaretleme
- A maddesinde belirtildigi sekli ile hazirlanan total RNA &rneklerinin Uzerine, B
maddesinde belirtildigi sekilde hazirlanan son konsantrasyondaki karisimdan 2 pl

eklenmis ve vorteks yardimi ile homojenize edilmistir.

II. Tek iplik (ss) cDNA sentezi

Kitle birlikte saglanan tek iplik enzimi (901898) ve tamponu (901892) kullanilarak, bir
onceki asamada hazirlanan érneklerden tek iplik cDNA sentezi gerceklestiriimistir.

- Ornek bagina 1 pl tek iplik enzimi ve 4 pl tek iplik tamponu eklenerek yeni bir karigim
hazirlanmis ve homojenize edilmistir. Ornekler 25°C’de 60 dk, 42°C’de 60 dk ve 4°C’de
2 dK'lik tek bir dénguden olusan kosullarin gergeklestiriimesi amaciyla thermal cycler
cihazina (SimpliAmp, Life Sci.) yerlestiriimis ve sonrasinda tek iplik cDNA sentezini

gerceklestirilmistir.

lll. Cift iplik (ds) cDNA sentezi

Kitle birlikte saglanan cift iplik enzimi (901900) ve tamponu (901899) kullanilarak, bir
Onceki asamada hazirlanan érneklerden cift iplik cDNA sentezi gergeklestiriimistir.

- Bir 6nceki agsamada elde edilen her bir érnege 2 pl cift iplik enzimi ve 18 pl ¢ift iplik
tamponu eklenerek yeni bir karisim hazirlanmis ve homojenize edilmistir. Ornekler
16°C’de 60 dk, 65°C’de 10 dk ve 4°C’de 2 dK'lik tek bir dongliden olusan kosullarin
gerceklestiriimesi amaciyla thermal cycler cihazina (SimpliAmp, Life Sci.) yerlestirilmis

ve sonrasinda cift iplik cDNA sentezi gergeklestiriimistir.

IV. In vitro transkripsiyon ile cRNA sentezi
Kitle birlikte saglanan in vitro transkripsiyon enzimi (901901) ve tamponu (902098)
kullanilarak, bir Onceki asamada hazirlanan Orneklerden cRNA sentezi

gerceklestirilmistir.
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- Bir 6nceki asamada elde edilen her bir 6rnege 6 ul in vitro transkripsiyon enzimi ve 24
gl in vitro transkripsiyon tamponu eklenerek yeni bir karisim hazirlanmis ve homojenize
edilmigtir. Ornekler 40°C’de 16 saat inkiibasyonu igeren tek bir déngiden olusan
kosullarin gergeklestiriimesi amaciyla thermal cycler cihazina (SimpliAmp, Life Sci.)

yerlestiriimis ve sonrasinda cift iplik cDNA 6érneginden cRNA sentezi gerceklestiriimistir.

2.gln

V. cRNA pirifikasyonu

Kitle birlikte saglanan magnetik boncuklar (901893) kullanilarak, bir énceki asamada
elde edilen cRNA o6rneklerinin purifikasyon asamasi tamamlandi.

- Bir dnceki asamadan elde edilen 6rnekler 16 saat sonunda buz Gstlne alinmis ve her
bir drnekten 2 ul alinarak, steril ependorf tiplne aktariimistir.

- Orneklerin Gzerine, kitle birlikte saglanan purifikasyon boncuklarindan 100 pl eklenmis
ve 10 dk inkiibasyona birakilimistir (Purifikasyon boncuklarinin dibe ¢ékmemesi igin her
kullanimda iyice homojenize olmasi saglanmistir. Kullanilan bu magnetik boncuklar,
elde edilen RNA’lara baglanarak RNA’larin purifiye edilmelerini saglamaktadir).

- inkiibasyon sonrasi érnekler, manyetik standa (Magnetic Seperation Rack, BioLabs)
yerlestiriimis ve ependorf tliplerindeki sivi tamamen seffaf olana kadar (yaklasik 5 dk)
inktbe edilmistir (Sekil 3.2) (RNA’ya bagh halde bulunan magnetik boncuklar, manyetik

standin yizeyinde bulunan miknatis yardimi ile RNA 6rneklerinin ependorf tipl icinde

) (’fXﬁ’«,g:)/

kalmasini saglamaktadir).

"n@ L) .»—w::..-——

Sekil 3.2 Magnetik Seperasyon Rack’i kullanilarak, magnetik purifikasyon boncuklari
yardimi ile RNA érneklerinin ependorf tiplerindeki gorinimi

- Inklibasyon sonrasi, ependorf tiipleri icinde kalan berrak sivi mikropipet yardimi ile
uzaklastinimig ve her bir drnege 200 pl %80’lik etanol (Merck) eklenmis ve 30 sn
inklbe edilmigtir (Tamponlardan gelen tuzlari alkol yardimi ile uzaklastirmak amaci ile

bu basamak uygulanmigtir)
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- Ependorf tipleri icinde kalan etanol, mikropipet yardimi ile uzaklastiriimis ve ependorf
tuplerinin kapaklari agilarak kurumaya birakilmistir.

- Her bir 6rnege 27 pl nukleaz-icermeyen su (65°C) (160010429) eklenmis (boncuklara
tutunan RNA’larin serbest kalmasi amaci ile) ve iyice homojenize edilmistir.
Sonrasinda, bir énceki asamalarda amplifiye edilen RNA &rneklerinin (aRNA'lar)
safliklari ve konsantrasyonlari bir kez daha spektrofotometrik yéntemle (NanoDrop
2000C, Thermo Sci.) belirlenmigtir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1 aRNA drneklerinin konsantrasyonlar ve saflik degerleri

Ornek | Azoso | Konsantrasyon Ornek | Azorso | Konsantrasyon
no (ng/pl) no (ng/pl)
1 2.10 566.1 14 2.09 446.1
2 2.12 563,2 15 2.09 429.9
3 2.09 472,7 16 2.09 358.1
4 2.10 497,5 17 2.09 418

5 2.11 617 18 2.09 416.7
6 2.10 433,2 19 2.09 412.8
7 2.10 438,7 20 2.09 446.3
8 2.10 471,2 21 2.10 451.1
9 2.10 384,5 22 2.09 404
10 2.08 488,2 23 2.09 413.2
11 2.11 460,2 24 2.09 435.5
12 2.09 373,9 25 2.07 387.2
13 2.13 516,9

VL. ikinci-déngii ss-cDNA sentezi

Kitle birlikte saglanan ikinci déngi primerleri (902099), enzimi (902100) ve tamponu
(902101) kullanilarak gerceklestiriimistir. Bu basamak, yeni cDNA igin primerlerin
baglanmasi asamasidir.

- Her bir érnekte toplam 625 ng/ul olacak sekilde purifiye cRNA 6érnedi hazirlanmistir
(24 pl nikleaz-icermeyen su icinde 15 ug cRNA'ya esittir).

- Her bir 6érnege 4 pl ikinci déngu primerleri eklenmis (toplam hacim 28 pl) ve iyice
homojenize edilmistir. Ornekler 70°C’de 5 dk, 25°Cde 5 dk ve 4°Cde 2 dk
inkibasyonu iceren tek bir dongiden olusan kosullarin gerceklestirimesi amaciyla
thermal cycler cihazina (SimpliAmp, Life Sci.) yerlestiriimis ve primerlerin baglanma
asamasi gercgeklestiriimistir.

- Bir 6nceki asamada elde edilen her bir 6rnege 4 pl ikinci dongl ss-cDNA enzimi ve 8
Ml ikinci dongu ss-cDNA tamponu eklenerek yeni bir karisim hazirlanmis ve homojenize
edilmigtir. Ornekler 25°C’de 10 dk, 42°C’de 90 dk, 70°C’de 10 dk, ve 4°C’de 2 dk

inkiibasyonu iceren tek bir donglden olusan kosullarin gergeklestirimesi amaciyla
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thermal cycler cihazina (SimpliAmp, Life Sci.) yerlestiriimis ve reverse transkripsiyon

asamasi gercgeklestiriierek RNA’dan cDNA 6rnegi elde edilmigtir.
VII. RNaz H kullanilarak RNA hidrolizi

Kitle birlikte saglanan RNaz H enzimi (902222) kullanilarak gerceklestiriimistir. Bu
basamak, bir dnceki asamada geride kalan ve ¢evriimeyen RNA’larin enzim yardimi ile

hidrolize edilerek uzaklastiriimasi amaciyla uygulanan bir basamaktir.

- Her bir érnege (toplam 40 ul) 4 yl RNaz H eklenmis ve iyice homojenize edilmistir.
Ornekler 37°C’de 45 dk, 95°C'de 5 dk ve 4°C’de 2 dk inkiibasyonu iceren tek bir
doénglden olusan kosullarin gerceklestiriimesi amaciyla thermal cycler cihazina
(SimpliAmp, Life Sci.) yerlestiriimis ve ortamda eger varsa RNA’larin uzaklastiriimasi

asamasi gercgeklestiriimistir.

VIII. ikinci déngii ss-cDNA Piirifikasyonu
Kitle birlikte saglanan magnetik boncuklar (901893) kullanilarak, bir 6nceki asamada

elde edilen cDNA 6rneklerinin purifikasyon agsamasi tamamlanmistir.

- inkiibasyon sonrasi herbir érnek tizerine 11 pl niikleaz-icermeyen su eklenmis ve
ikinci déngu ss-cDNA purifikasyon asamasina gecilmistir.

- Orneklerin tizerine, kitle birlikte saglanan pirifikasyon boncuklarindan 100 pl eklenmis
ve 10 kez alt-Ust yapilarak homojenize olmasi saglanmistir. Homojenizasyon sonrasi
herbir ss-cDNA/boncuk 6rnegine 150 pl %100’k etanol eklenmis ve 20 dk
inkilbasyona birakilmistir.

- Inkiibasyon sonrasi ependorflar manyetik standa vyerlestirimistir (6’l). Bead'ler
miknatisa tutununca geri kalan sivi mikropipet yardimi ile uzaklastiriimigtir.

- Her bir 6rnede 200 pl %80’lik etanol eklenmis ve 30 sn inkiibasyondan sonra
mikropipet yardimi ile etanol uzaklastinimistir. Ependorf tuplerinin kapaklar agilarak
kurumaya birakilmistir.

- Her bir 6rnege 30 pl niikleaz-icermeyen su (65°C) (160010429) eklenmis (boncuklara
tutunan ss-cDNA’larin serbest kalmasi amaci ile) ve iyice homojenize edilmistir.

Ornekler -20°C’de (overnight) saklanmigtir.
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VIII. -Saf ss-cDNA miktar tayini
Ornekler -20°C’den gikartilmis ve NanoDrop yardimi ile ss-cDNA miktarlari dlgtimistir
(Tablo 3.2). Tim o&rnekler 5500 ng ss-cDNA ve son hacmi 31,2 ul olacak sekilde

hazirlanmistir.

Tablo 3.2 ss-cDNA miktarlari

Ornek ng/ul A260 A280 260/280 260/230
saylsl

1 207,6 6,292 3,067 2,05 2,25
2 267,8 8,114 3,946 2,06 2,25
3 189,7 5,75 2,831 2,03 2,24
4 202,7 6,143 3,287 1,87 1,76
5 2999 9,086 4,445 2,04 2,22
6 220,6 6,684 3,269 2,04 2,2
7 196,2 5,945 2,903 2,05 2,21
8 2239 6,783 3,306 2,05 2,21
9 1954 5,922 2,9 2,04 2,22
10 204,3 6,190 3,011 2,06 2,19
11 204,5 6,196 3,034 2,04 2,19
12 1315 3,985 1,191 2,08 2,23
13 257,5 7,802 4,009 1,95 1,98
14 167,4 5,073 2,493 2,04 2,16
15 174,4 5,285 2,584 2,05 2,22
16 136,2 4,128 2,028 2,04 2,22
17 159 4,817 2,359 2,04 2,22
18 188,6 5,716 2,787 2,05 2,21
19 165,9 5,027 2,464 2,04 2,20
20 237,2 7,188 3,518 2,04 2,18
21 178,4 5,405 2,624 2,06 2,19
22 172,9 5,239 2,564 2,04 2,2
23 152,3 4,614 2,278 2,03 2,14
24 173,5 5,258 2,590 2,03 2,19
25 101,9 3,088 1,517 2,04 2,17

X. Fragmentasyon agamasi

Kitle birlikte saglanan UDG (900719) ve APE1 (900715) enzimlerinin yanisira DNA
isaretleme karisimi (10x cDNA fragmantasyon tamponu) (900717) kullanilarak
gercgeklestirilmistir.

- Fragmantasyon asamasinda ilk olarak fragmantasyon karisimi hazirlanmistir. Bu
amagla o6rnek basina 10 pl nikleaz igermeyen su, 4,8 ul 10x c-DNA fragmantasyon
tamponu (900717), 1 yl UDG (900719), 1 ul APE 1 (1000U/pl (900715) olacak sekilde
toplamda 16.8 pl karisim hazirlanmistir. Bu karisimin Gzerine bir dnceki basamakta
elde edilen ss-cDNA 6rneklerinden 31,2 ul eklenmis ve vorteks yardimi ile homojenize
edilmistir. Ornekler 37°C’de 1 saat, 93 °C’de 2 dk, 4°C’de inkiibasyonu iceren tek bir
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donguden olusan kosullarin gerceklestiriimesi amaciyla thermal cycler cihazina

(SimpliAmp, Life Sci.) yerlestirilmistir.

Xl. Etiketleme agsamasi

- Ornek basina 15 pllik karisim hazirlanmistir. Bu karnisim 12 pl 5x TdT buffer
(900679), 1 ul DNA labelling Reagent (900713), 2 ul TdT, 30 U/ul (enzim) icermis ve bir
dnceki basamakta elde edilen karisima eklenmistir. Ornekler 37°C’de 1 saat, 70°C’de
10 dakika, 4°C’de dakika inkibasyonu iceren tek bir déngiden olusan kosullarin
gerceklestiriimesi amaciyla thermal cycler cihazina (SimpliAmp, Life Sci.)

yerlestiriimistir.

XIl. Hibridizasyon agsamasi

Kitle birlikte saglanan 4 farkh hibridizasyon tamponu [Hibridizasyon-part 1 (902433),
Hibridizasyon-part 2 (902434), Hibridizasyon-part 3 (902435) ve Hibridizasyon-part 4
(902436)], kontrol oligoniikleotid B2 (900298) ve 20x hibridizasyon kontrolli (900455)
kullanilarak gergeklestiriimistir. Hibridizasyon; hibridizasyon karisimin hazirlanmasi,
orneklerin mikroarray chip’lerine ylklenmesi ve hibridizasyon firininda inkibasyon

olmak Uzere 3 asamada tamamlanmistir.

A. Hibridizasyon karisimin hazirlanmasi

- ik olarak 4 farkh hibridizasyon tamponu kullanilarak 2x hibridizasyon karisimi
hazilanmigtir. Bu amacla &6rnek basina toplamda 86 pl olacak sekilde 75 pl
hibridizasyon-part 1, 6,8 ul Hibridizasyon-part 2, 3,2 ul hibridizasyon-part 3 ve1 l
hibridizasyon-part 4 iceren karisim hazirlanmigtir.

- Her bir 6rnek basina 2,5 pl kontrol oligonukleotid B2, 7,5 pl 20x hibridizasyon kontroll
85,5 pl 2x hibridizasyon karisimi ve 13.5 pl nikelaz icermeyen su iceren yeni bir
hibridizasyon tamponu hazirlanmistir.

- Etiketleme asamasindan sonra elde edilen drneklerden 41 pl alinmig ve yeni bir tlipe
aktariimistir. Uzerine yeni hazirlanan hibridizasyon tamponundan 109 ul eklenmis ve
vorteks yardimi ile homojenize edilmistir. Ornekler, her ne kadar ss-cDNA olsalar da,
sekonder katlanmalarin olusabilece§i ve bu nedenle de hibridizasyonun
gerceklesmeyecegdi olasiligl nedeniyle 95°C’de 10dk, 40°C’de 3dk inkUbasyonu iceren
tek bir dénguden olusan kosullarin gergeklestiriimesi amaciyla thermal cycler cihazina

(SimpliAmp, Life Sci.) yerlestirilmistir.
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B. Orneklerin mikroarray chiplerine yiiklenmesi

inkiibasyon sonrasi, érneklerden 130 ul alinarak mikroarray chip’lere yiklenmistir.
Yikleme 6ncesi mikroarray chip’lerin arkasinda bulunan bosluklara mikropipet uclar
yerlestiriimis ve boylelikle ylkleme vyapilirken icerideki havanin disariya atiimasi
saglanmistir. Yikleme tamamlandiktan sonra, mikropipet uclari ¢ikarilmis ve bosluklar
O0zel bantlarin (Though- Spot Microtube USA Diversifie DBiotech) yardimi ile
kapatilimistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 mikroarray chip’lere érneklerin yliklenmesi

C. Mikroarray chiplerin hibridizasyon firininda inkube edilmesi

Miroarray chipleri daha 6nceden 50°C’ye isitilmis hibridizasyon firinina (Affymetrix
GeneChip Hybridization Oven) yerlestiriimis ve 60 rpm’de 18 saat inkibe edilmistir
(Sekil 3.4 A).

A B

Sekil 3.4 Mikroarray chiplerin hibridizasyon firininda inkiibe edilmesi ve yilkanmasi

4.9in

XIlil. Yikama Asamasi

- Yikama asamasi Affymetrix Gene Chip 1-888-DNA-Chip (362-2447) Fluedi CS
cihazinda tamamlanmigtir (Sekil 3.4 B) . Bu amagla cihazda bulunan yikama
Unitesindeki 1 numaraya 600 ul Stain Buffer 1 (902440), 2 numaraya 600 ul Stain
Buffer 2 (902441), 3 numaraya 800 pl Array Holding Buffer (902442) yerlestiriimistir.
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Ayrica ylkama Unitesinde ylkama tamponlari icin ayrilan boélimlere de Yikama
Tamponu A (902438) ve Yikama Tamponu B (902439) yerlestiriimistir.

- Mikroarray chiplerin arkasindaki bantlar ¢ikartilmigtir. Yikama bloklari agiimis ve
sirasiyla mikroarray chipleri yerlestirilmistir. Her bir érnek i¢in yikama asamasi yaklasik
1 saat 19 dakika slrmuistir. Yikama islemi tamamlaninca mikroarray chiplerinin
Uzerinde bulunan bosluklar yine 6zel bantlarla kapatiimistir.

XIV. Tarama Agsamasi

- Tim &rneklerin yilkama igslemi tamamlandiktan sonra, analiz asamasina gegilmistir.
Mikroarray sisteminde yer alan yaziima 6rnek sayisi ve kullanilan mikroarray tipi
belirtildikten sonra tarama islemi baslatiimis ve tamamlanmistir (Affymetrix GeneChip
Scanner 1-888-DNA-CHIP-(362-2447).

3.10. Mikroarray Verilerinin Verifikasyonu;

Whole-transkriptom analizi sonrasinda, elde edilen verilerin verifikasyonu amaci ile en
dramatik ekspresyon degisimlerini gbzlemledigimiz 3 adet gene (Acta1, Cycs, ve
Tnni2) ait ekspresyon degisimleri gercek-zamanlh PCR yodntemi ile konfirme edilmistir.
Bu amagla éncelikle hedeflenen bu genlere ve referans gen olarak secilen B-aktine
6zgun primer-Tagman problari karigimlarini iceren single assay kitleri (Roche Diagn.)
kullanilarak gercek-zamanli PCR (LightCycler 2.0, Roche Diagn.) ile ekspresyon
degisimleri relatif olarak belirlenmistir. Bu amagla uygulanan protokol asagida

Ozetlenmistir:

A. izole edilen total RNA 6rneklerinden cDNA sentezi
- Bu amagla ticari kit (Evoscript universal cDNA master, Roche Diag.) kullaniimigtir.

Herbir 6rnek icin asagida belirtilen reaksiyon karsimi hazirlanmistir:

Komponent Miktar

Reaksiyon tamponu (5x) 4.0 ul

Total RNA 1 Mg

PCR-grade su (her érnek icin ayri hesaplandi)
Enzim (10x) 2 ul

Toplam hacim 20 pl

- Ornekler hazirlandiktan sonra 42°C’de 15 dk, 85°C’de 5 dk, 65°C’de 15 dk ve 4°C'de
0 saniye inklibasyonu igeren tek bir dongliden olusan kosullarin gerceklestiriimesi
amaciyla thermal cycler cihazina (SimpliAmp, Life Sci.) yerlestiriimistir ve total RNA

orneklerinden cDNA sentezi gergeklestiriimistir.
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B. Gergek-zamanh PCR ile relatif kantitasyon
- Elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak, asagida belirtildigi sekli ile reaksiyon karigimi

hazirlanmistir:

Komponent Miktar
Fast Start Essential DNA Probe Enzimi (2x) 10 pl
Single assay 1l
PCR-grade su 5ul
cDNA 6rnegi 4 ul

Toplam hacim 20 pl
- Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra, asagida belirtildigi sekli ile reaksiyon

protokoll uygulanmistir:

Analiz modu Dongi  Segment Isi Siire Kazanim modu
Pre-
inkiibasyon
1 95 °C 10 dk -
Amplifikasyon
Denatirasyon 95 °C 10 sn -
40 Annealing 60 °C 30 sn -
Ekstensiyon 72 °C 1sn Single
Sogutma
1 40 °C 30 sn -

Gergcek zamanh PCR sonrasinda, hedef genlerde gézlenen kath degisimin
hesaplanmasinda
AACT analizi kullaniimigtir. Bu amagla kullanilan formuller asagida sirasi ile

belirtilmistir:

ACT (kontrol) = CT (hedef gen) — CT (B-aktin)
ACT (6rnek)= CT (Hedef gen) — CT (B-aktin)
AACT= ACT (6rnek) — ortalama ACT (kontrol)
Kath degigim = E A2CT
Her bir drnek birbirinden bagimsiz 3 kez ¢alisiimis ve katl degisim hesaplamasinda bu

3 deg@erin ortalamasi alinarak veriler sunulmustur.

3.11. Hedef Sinyal iletim Yolaklarinin Belirlenmesi;

Whole-transkriptom analiz sonucunda farkli dizeyde eksprese olduklar belirlenen
genlerin listesi, mikroarray sisteminde kayith donanimlar kullanilarak hem grafiksel
olarak hem de excel dosyasi olarak elde edilmistir. Bu hedef genlerin yer aldigi sinyal
iletim yolaklarinin belirlenmesi amaciyla internette bulunan kamuya acik veri tabanlar

kullaniimistir.
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3.12. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 24.0 paket programi ile analiz edilmistir. Stirekli degiskenler ortalama *
Standart Sapma, ortanca (minimum ve maksimum degerler) ve kategorik degiskenler
sayl ve yuzde olarak verilmistir. Fizyolojik ve histolojik veriler icin bagimsiz grup
farkliliklarinin  karsilastinimasinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve posthoc
incelemeler igin Bonferroni Dizeltmeli Mann Whitney U testi kullaniimistir. p<0,05
istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir. Mikroarray analiz protokollerinin tim
basamaklari  Affymetrix Mikroarray Platformu (Affmetrix, USA) kullanilarak
tamamlanmistir. Analiz asamalarinda Affymetrix tarafindan Ucretsiz saglanan
Expression Console ve Transcriptome Analysis Console (TAC) programlari kullaniimig
ve mikroarray verileri icin 6ncelikle CEL dosyalari elde edilmistir. Expression Console
yazilimi ile CEL dosyalari kullanilarak, verilerin normalizasyonlari yapilmigtir. Ayni
program ile kalite kontrol degerlendirmeleri de yapildiktan sonra, TAC programi ile ileri
analize gegilerek gruplar arasindaki gen ekpresyon seviyelerindeki farkliliklar (Fold
Change, p-value vb.) 6zgln filtreler kullanilarak belirlenmistir. Mikroarray verileri icin
badimsiz grup farkhliklarinin kargilastiriimasinda tek yénla varyans analizi (ANOVA) ve
posthoc incelemeler igin Tukey testi kullanilimistir. istatistiksel olarak anlamlilik p<0.05
go6zlendiginde kabul edilmistir. Yukarida belirtilen programlar kullanilarak ayrica, PCA
(Principle Component Analysis) yapilarak drnek dagilimlari incelenmistir. Signal Box
Plot analizi ile normalizasyon sonrasi herbir grupta elde edilen verilerin ortak bir
medyanda toplanip toplanmadiklari dederlendirilmistir. Mikroarray verileri kullanilarak
bir Heat Map analizi yapilmis ve ¢alismada degerlendirilen érneklere ait ekspresyon

profilleri gdzlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik incelemeler:

Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan Gastrocnemius-soleus kas kompleksine ait
kesitler Sekil 4.1 de gosterilmistir. Kontrol grubunda kas dokusu normal gdérinimde
izlenmistir. Bu grupta nekrotik gérinimlli kas hUlcrelerine ve polinikleer ile
mononukleer hiicre inflrasyonuna rastlanmamistir (Sekil 4.1 A). Deney gruplarinda ise
kas dokusunda butinligin kayboldudu, kas liflerinde yer yer agilma ve ayriimalarin;
liflerde dalgalanmalarin oldugu izlenmistir. Bazi kas liflerinde ¢izgilenmenin bozuldugu
ve belirgin polinikleer ve mononukleer hucre infiltrasyonun oldugu izlenmigtir (Sekil 4.1
B-E). Akut 3 saatlik grupta (Sekil 4.1 B) dikkat c¢ekici diizeyde kas liflerinde
dalgalanmalar ve lifler arasinda agilmalar gézlenmektedir. Enine gegmis kesitlerde kas
lifinin ortasinda erimelerin oldugu ve liflerde bitinligun kayboldugu izlenmistir. TUm
gruplarda goérinimun birbirine benzemesine kargin Kronik 24 saatlik gruplarin diger
gruplara nazaran daha az dejeneratif goérinime sahip oldugu belirlenmigtir. Tim
gruplarda kas rejenerasyonunu gésteren merkezi yerlesimli ¢cekirdege sahip kas lifleri
¢ok az sayida izlenmigtir. Bununla birlikte; kas rejenerasyonu igin immunohistokimyasal

analizlerin yapilmasi sonuclarin daha net olarak ortaya konmasini saglayacaktir.
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Sekil 4.1 Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan Gastrocnemius-soleus kas

kompleksine ait kesitler. igi dolu ok; kas lifleri arasindaki ayriimalari; ok basi Z
cizgilerini; asteriks kas liflerini; bos ok; doku kayiplari olan alanlari géstermektedir. A;
kontrol grubu, B; Akut 3 saat, C; Akut 24 saat, D; Kronik 3 saat, E; Kronik 24 saat
grubu. Hematoksilen&Eozin, Bar: 20um, X1000

Kas hasari yluzdesi ve H-skoru verileri sirasiyla Sekil 4.2 ve 4.3’te gosterilmigtir.
Tdm gruplarda bu iki parametre kontrole gore yuksek olarak bulunmustur. Bununla
beraber; akut 3 saat, akut 24 saat ve kronik 3 saat gruplarindaki kas hasar yluzdesi ve
H-skorundaki artiglar istatistiksel olarak 6nemli dizeydeyken (sirasiyla, p<0,05 ve
p<0,001); kronik 24 saat grubunda her iki parametredeki artis istatistiksel olarak dnemli
dizeye ulasmamistir. Kas hasari ylzdesi ve H-skorunda egzersiz gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmemistir.

Kas hasar yuzdesi

100
90

* " *
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70
60
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40
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20
.
0

Kontrol Akut 3 saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

%

=]

Sekil 4.2 Gruplarin kas hasari yuzdeleri. OrtalamaxSS. *: p<0,05 kontrol grubundan
fark.
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Kas hasari skorlamasi

* %
| I | |

Kontrol Akut 3 saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

H-Skoru

[y

0

w

Sekil 4.3 H-skoruna goére kas hasari belirlenmesi. OrtalamazSS. **: p<0,001 kontrol

grubundan fark.

Loékosit infiltrasyonu ise Sekil 4.4’te goOsterilmistir. TUm egzersiz gruplarinda
kontrole gore artmis l6kosit infiltrasyonu tespit edilmistir. Akut 3 saat (p<0,05) ile akut
24 saat ve kronik 3 saat (p<0,001) gruplarinda gbézlenen l6kosit infiltrasyonu artigi
kontrole gore istatistiksel olarak Onemli dizeydeyken; kronik 24 saat grubunda

gbzlenen degdisim istatistiksel olarak 6nemli diizeye ulasmamistir.

Lokosit infiltrasyonu

2,5

i *%
*
15
0 - '

Kontrol Akut 3 saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

o]

Lékosit skorlamasi

w

o

Sekil 4.4 Deney gruplarinda gdzlenen I6kosit infiltrasyonu. OrtalamaSS. *: p<0,05
kontrol grubundan fark, **: p<0,001 kontrol grubundan fark.
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4.2. Plazma CK Aktivitesi incelemeleri:

Uygulanan egzersiz protokolleri gruplar arasinda plazma CK aktivitesi degerleri

acisindan istatistiksel olarak 6nemli dizeyde bir farka sebep olmamistir (Sekil 4.5).

Plazma Kreatin kinaz aktivitesi
3000

2500

2000

1500
1000
50

0

Kontrol Akut 3saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

muU/ml

(=]

Sekil 4.5 Gruplarin plazma CK aktivite duzeyleri. OrtalamaSS.

4.3. Whole Transkriptom Analiz Verileri;

PCA (principal component analysis) analizleri sonucu deneklerin birbirleriyle olan
genetik yakinliklari Sekil 4.6’da gosterilmigtir. Ayni gruptaki denekler ayni renkler ile
isaretlenmistir. PCA haritalamasi kontrol grubunun ylizme gruplarindan belirgin olarak

ayrildigini géstermektedir.

Signal Box Plot

Signal {Log2)

s ([T T T T

Sekil 4.6 Normalizasyon sonrasi elde edilen verilen ortak bir meridyende

toplandiklarini gosteren Signal box plot grafigi
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Sekil 4.7 PCA (principal component analysis) analizleri ile 6rneklerin dagilimi

) PCA farkh gruplardaki érneklerden elde edilen verilerin dagilimini gésterir (Sekil
4.7).

m. Gastrocnemius-soleus kas komplekslerinden izole edilen RNA &6rneklerinden
yapilan Whole-transkriptom analizi sonucunda; akut 3 saat ile kontrol grubu
kargilastirimasinda 8 gende up-regulasyon, 1764 gende down-regilasyon
g6zlemlenirken (Tablo 4.1), akut 24 saat ile kontrol grubu karsilastiriimasinda 1 gende
up-regilasyon, 1665 gende down-regllasyon izlenmigtir (Tablo 4.2). Uzun sureli
ylzme egzersizi yapan gruplarla kontrol grubu Kkarsilastirildiginda; kronik 3 saat
grubunda kontrole gbére 17 gende up-regulasyon, 1931 gende down-regulasyon
gbzlemlenmistir (Tablo 4.3). Kronik 24 saat grubunda ise kontrole gbére 13 gende up-

regllasyon, 1823 gende down-regulasyon gézlemlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.1-4.4 incelendiginde; tim egzersiz gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
karbonik anhidraz 3 (Car3), nebulin (Neb), obskurin (Obscn), titin (Ttn), insulin benzeri
blylime faktérleri baglayici protein 5 (igfbp5), insilin benzeri buyime faktorleri
baglayici protein 7 (igfbp7), Glikojen sentaz kinaz 3 B (Gsk3B) ve ubiquitin spesifik
proteaz 2 (Usp 2) genlerinde down-regulasyon gorulmustir. Bu genlere ek olarak
kronik 3 saat grubunda aktin alfa 1 iskelet kasi (Actal), kreatin kinaz kas (Ckm),
troponin | iskelet hizli 2 (Tnni2) ve kronik 24 saat grubunda Actal genleri kontrol
grubuna kiyasla down-reglle olmustur. Tium down-reglle olan genlerde bu kath
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. En dramatik down-regtlasyon kronik 3
saat grubu, kontrol grubuna goére kiyaslandiginda actal geninde gergeklesmistir (-128

kat, p<0,001). Ayni gen kronik 24 saat grubunda kontrol grubuna gére 19 kat down-
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regule olmustur (p=0,022). Kronik yizme 3 saat grubunda kontrol grubuna gére Ckm (-
53 kat, p<0,001) ve Tnni2 (-24 kat, p<0,001) down-regile olmustur. Kronik yizme 3
saat grubu ile kargilastirildiginda akut yizme 3 saat grubunda; Ckm (17 kat, p=0,03),
Actal (34 kat, p=0,04) ve Tnni2 (15 kat, p=0,04) 'nin upregile oldugu gdsterilmistir.
Bununla birlikte bu iki grup karsilastiriimasinda Tnnt3'te de (20 kat, p=0,04) up-

regulasyon gozlemlenmistir.

Tablo 4.5-4.8 egzersiz gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda elde edilen
sonuglari gostermektedir. Akut ylzme 24 saat grubunda, kronik ylizme 24 saat
grubuna goére Cycs (6 kat, p=0,04) upregtle olmustur (Tablo 4.6). Benzer sekilde, akut
ylzme 24 saat grubunda Cycs akut yizme 3 saat grubuna gore (6 kat, p=0,01)
upregule olmustur (Tablo 4.7). Kronik yuzme 24 saat grubunda, kronik yuzme 3 saat

grubuna gére Ndufb9 (15 kat, p=0,04) upregiile olmustur (Tablo 4.8).

Tablo 4.1 Akut 3 saat ile kontrol grubunun affymetrix microarray analizi katl
degisim karsilagtiriimasi

Akut 3 Saat ile Kontrol Grubu Karsilastiriimasi

Gen Kath

Gen adi semboll | degisim p degeri
1. Nebulin Neb -45,75 p<0,001
2. Titin Ttn -28,55 p<0,001
3. Karbonik anhidraz 3 Car3 -53,17 p<0,001

4. Obskurin, cytoskeletal calmodulin and titin-

interacting RhoGEF Obscn | -3,71 p<0,001

5. Insiilin Benzeri Bluylime faktorleri baglayici Igfop5 3,75 p<0,001

protein 5

6. insiilin Benzeri Biiyiime faktérleri baglayici

protein 7 Igfbp7 -2,4 p<0,001
7. Glikojen sentaz kinaz 3 B Gsk3B -2,16 p<0,001

8. Ubiquitin spesifik proteaz 2 Usp 2 -3,95 p<0,001




48

Tablo 4.2 Akut 24 saat ile kontrol grubunun affymetrix microarray analizi kath

degisim karsilagtiriimasi

Akut 24 Saat ile Kontrol Grubu Karsilagtiriimasi

Gen Kath .
Gen adi semboli | degisim p degeri
1. Nebulin Neb -61,55 | P<0,001
2. Titin Ttn -30,51 | p<0,001
3. Karbonik anhidraz 3 Car3 -62,73 | p<0,001
4. Obskurin, cytoskeletal calmodulin and titin- p<0,001
interacting RhoGEF Obscn 3,65
5. insiilin Benzeri Biiyiime faktorleri baglayici p<0,001
protein 5 lgfop5 34
6. insiilin Benzeri Biiyiime faktérleri baglayici
protein 7 lgfbp7 -2,22 p<0,001
7. Glikojen sentaz kinaz 3 8 Gsk3p -2,18 p<0,001
8. Ubiquitin spesifik proteaz 2 Usp 2 -3,45 p<0,001

Tablo 4.3 Kronik 3 saat ile kontrol grubunun affymetrix microarray analizi kath

degisim karsilastiriimasi

Kronik 3 Saat ile Kontrol Grubu Karsilastiriimasi

Gen Katl .
Gen adi semboll | degisim p degeri
1. Nebulin Neb -69,27 p<0,001
2. Titin Ttn -30,69 p<0,001
3. Karbonik anhidraz 3 Car3 -66,13 p<0,001
4. Obskurin, cytoskeletal calmodulin and titin-
interacting RhoGEF Obscn -3,77 p<0,001
5. insiilin Benzeri Biiyiime faktérleri baglayici
proteinler 5 lgfbp5 -3,76 p<0,001
6. insiilin Benzeri Biiyiime faktérleri baglayici
proteinler 7 Igfbp7 -2,14 p<0,001
7. Glikojen sentaz kinaz 3 8 Gsk3p -2,17 p<0,001
8. Aktin, alfa 1, iskelet kasi Actal -128,28 p<0,001
9. Ubiquitin spesifik proteaz 2 Usp 2 -3,70 p<0,001
10. Kreatin kinaz, kas Ckm -53,06 p<0,001
11. Troponin |, iskelet, hizl 2 Tnni2 -24,71 p<0,001
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Tablo 4.4 Kronik 24 saat ile kontrol grubunun affymetrix microarray analizi kath

degisim karsilagtiriimasi

Kronik 24 Saat ile Kontrol Grubu Karsilastiriimasi

Gen Kath .
Gen adi semboll | degisim p degeri
1. Nebulin Neb -61,59 p<0,001
2. Titin Ttn -30,28 p<0,001
3. Karbonik anhidraz 3 Car3 -63,85 p<0,001
4. Obskurin, hiicre iskeleti kalmodulin ve titin-
RhoGEF etkilegim Obscn | -37 | p<0,001
5. insiilin Benzeri Biiyiime faktérleri baglayici
protein 5 Igfbp5 -3,39 p<0,001
6. insiilin Benzeri Biiyiime faktorleri baglayici
protein 7 lgfbp7 -2,07 p<0,001
7. Glikojen sentaz kinaz 3 Gsk3p -2,17 p<0,001
8. Ubiquitin spesifik proteaz 2 Usp 2 -3,71 p<0,001
9. Aktin, alfa 1, iskelet kasi Actal -19,41 0,022

Tablo 4.5 Akut 3 saat ile kronik 3 saat grubunun affymetrix microarray analizi

kath degisim karsilastiriimasi

Akut 3 Saat ile Kronik 3 Saat Grubu Karsilastiriimasi

Gen adi Gen semboll | Katli degisim p degeri
1. Aktin, alfa 1, iskelet kasi Actal 34,03 0,048
2.Troponin |, iskelet, hizhi 2 Tnni2 14,98 0,0453
3.Kreatin kinaz, kas Ckm 17,24 0,0319
4. Troponin T3, iskelet, hizli Tnnt3 20,18 0,0434

Tablo 4.6 Akut 24 saat ile kronik 24 saat grubunun affymetrix microarray analizi

kath degisim karsilastiriimasi

Akut 24 saat ile Kronik 24 saat grubu Karsilastiriimasi

Gen adi

Gen semboli

Katli dedisim

p degeri

1. Sitokrom c, somatik

Cycs

591

0,0443

Tablo 4.7 Akut 24 ile akut 3 saat grubunun affymetrix microarray analizi kath

degisim karsilagtirnimasi

Akut 24 ile Akut 3 Saat Grubu Karsilagtinnimasi

Gen adi

Gen sembolil

Katl degisim

p degeri

1. Sitokrom c, somatik

Cycs

6,01

p<0,001
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Tablo 4.8 Kronik 24 ile kronik 3 saat grubunun affymetrix microarray analizi kath
degisim karsilagtiriimasi

Kronik 24 ile Kronik 3 saat Grubu Karsilastiriimasi

Gen adi Gen sembolt | Katli degisim | p degeri
1. NADH dehidrogenaz (Ubikinon) 1 Ndufbo 15.17 0.0396
beta subkompleks, 9

— >
= - (==

Igfbp7

Gsk3b

Obscn

Igfbp5s

Usp2

Ttn

Car3

Ml Kontrol I Akut 3 saat Il <ontrol I Akut 24 saat

588
075
y
08

Igfbp7
Gsk3b
Obscn
Igfbp5
Usp2
Ckm
Actal
Neb
Car3
Ttn

Tnni2

M kontrol [l Kronik 3 saat B ontrol [l Kronik 24 saat

Q

C

Sekil 4.8 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda egzersize yanit olarak ekspresyonlarinda
anlamh degisiklikler gozlenen genlere ait heat map. Kirmizi renk ifadesinde artis olan,
yesil renk ise ifadesinde azalma olan genleri gostermektedir. A: Akut 3 saat grubunun
Kontrol grubu ile karsilastiriimasi, B: Akut 24 saat grubunun Kontrol grubu ile
kargilastirimasi, C: Kronik 3 saat grubunun Kontrol grubu ile karsilastiriimasi, D:

Kronik 24 saat grubunun Kontrol grubu ile karsilastiriimasi.
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4.4. Mikroarray analiz verilerinin validasyonu:

Calismaya dahil edilen gruplara ait kas doku &rneklerinde Whole-transkriptom
analizinde en dramatik ekspresyon degisimlerini gézlemledigimiz Actal, Cycs, Tnni2
genleri mRNA ekspresyon duzeyleri S-aktin geni mRNA dizeyine goére real-time
kantitatif PCR yontemi ile konfirme edilmistir. Actal, Cycs, Tnni2 genlerinin mRNA
ekspresyon duzeyleri sirasiyla Sekil 4.9, Sekil 4.10 ile Sekil 4.11’de goésterilmigtir.
Gruplarda gozlemlenen katli degisimler Whole-transkriptom analizi ile elde edilen
veriler ile uyumlu bulunmustur. Elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu olmasi, Whole-
transkriptom analizinin verifikasyonu igin secilmis genlere ait ekspresyon degisimlerinin

real-time kantitatif PCR yontemi ile dogrulandigini géstermektedir.

Actal

25

) -
0

. - B

kath degisim

Kontrol Akut 3 saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

Sekil 4.9 Gruplarin Gastrocnemius-soleus kas kompleksi Actal geni mRNA

ekspresyon duzeyleri OrtalamazSS.

Gruplarin Gastrocnemius-soleus kas kompleksi Actal geni mMRNA ekspresyon
duzeyleri kontrol grubunda kath degisim degeri 1+0,093, akut 3 saat grubunda katl
degisim degeri 1,7840,758, akut 24 saat grubunda katl degisim degeri -0,13+0,11,
kronik 3 saat grubunda katli degisim degeri -0,60+0,181, kronik 24 saat grubunda kath
degisim degeri 0,7710,165’dir.
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Cycs
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Kontrol Akut 3 saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

Sekil 4.10 Gruplarin Gastrocnemius-soleus kas kompleksi Cycs geni mRNA
ekspresyon dizeyleri OrtalamazSS.

Gruplarin Gastrocnemius-soleus kas kompleksi Cycs geni mRNA ekspresyon
duzeyleri kontrol grubunda katl degisim degeri 1+0,18, akut 3 saat grubunda kath
degisim degeri -28+0,24, akut 24 saat grubunda katl degisim degeri -27+0,17, kronik 3
saat grubunda kath degisim degeri -52+0,18, kronik 24 saat grubunda katl degisim
degeri -32+0,1°dir.

Tnni2
Ry
i1e)]
D
el
Kontrol Akut 3 saat Akut 24 saat Kronik 3 saat Kronik 24 saat

4.11 Gruplarin Gastrocnemius-soleus kas kompleksi Tnni2 geni mMRNA ekspresyon

dizeyleri OrtalamazSS.

Gruplarin Gastrocnemius-soleus kas kompleksi Tnni2 geni mRNA ekspresyon
duzeyleri kontrol grubunda katli degisim degeri 1+0,18, akut 3 saat grubunda kath
degisim degeri -11+1,96, akut 24 saat grubunda kath degisim degeri -30£0,45, kronik 3
saat grubunda katl degisim degeri --46+0,8, kronik 24 saat grubunda katl degisim
degeri -33+0,57’dir.
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4.5. Hedef sinyal iletim yolagi ¢izimi:

Mikroarray analizleri sonucunda Elde edilen veriler dogrultusunda uygulanan egzersiz
protokolline cevap olarak ifadeleri degisen mRNA’lara dayali olarak hedef sinyal iletim

yolaklari gizilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Uygulanan ylzme egzersizi protokolinini takiben 3 saat ve 24 saatte
alinan drneklerde egzersize cevap olarak ifadeleri degisen genler ve hedef sinyal iletim
yolaklari
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5. TARTISMA

Mevcut calisma kapsaminda farelerde uygulanan akut ve uzun sureli ylzme
egzersizlerini takiben m. gastrocnemius-soleus kas kompleksi hasar ve rejenerasyonu
iki farkli zaman diliminde (3 saat ve 24 saaat) incelenmigtir. Egzersizin protein
turnoverini arttirarak iskelet kasinda onarim ve yeniden sekillenmeyi saglayabilecegi
ileri suralmektedir (Waskiw-Ford vd 2018). Verilerimiz hem kisa sureli, hem de kronik
ylizme egzersizinin erken ve ge¢ donemde alinan Orneklerde kas hasarina sebep
oldugunu gostermektedir. Bununla beraber, 6 haftalik ylizmeyi takiben 24 saat sonra
alinan kas orneklerinde tespit edilen dejenerasyon en alt seviyededir. Kas
rejenerasyonunun goéstergesi olarak ele alinan merkezi yerlesimli ¢ekirdeklere sahip
kas lifleri tUm egzersiz gruplarinda ¢cok az sayida gdézlenmistir. Whole-transkriptom
analizi sonucunda tim egzersiz gruplarinda Car3, Neb, Obscn, Ttn, igfbp5, Igfbp7,
Gsk3B ve Usp 2 genlerinin kontrole gére down-regile oldugu gézlenmistir. Ek olarak
kronik 3 saat grubunda Actal, Ckm, Tnni2 ve kronik 24 saat grubunda Actal genleri
kontrol grubuna gdére 6nemli dizeyde down-reglle olmustur. En dramatik down-
regllasyon kronik 3 saat grubu, kontrol grubuna goére kiyaslandiginda Actal geninde
gerceklesmistir (-128 kat). Egzersiz gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda akut
yuzme 3 saat grubunda; Ckm, Actal Tnni2 ve Tnnt3 genlerinin kronik yuzme 3 saat
grubuna gére upregile oldugu tespit edilmistir. Akut ylzme 24 saat grubunda, akut
yuzme 3 saat ve kronik ylizme 24 saat grubuna gére Cyc’nin (6 kat) upregile oldugu
izlenmistir. Kronik yizme 24 saat grubunda, kronik ylizme 3 saat grubuna gére Ndufb9
geni upregule olmustur. Whole-transkriptom analizinde en dramatik ekspresyon
degisimlerini gézlemledigimiz Actal, Cycs, Tnni2 genleri mRNA ekspresyon dizeyleri
B-aktin geni mMRNA duzeyine gore real-time kantitatif PCR yontemi ile dogrulanmistir.
Elde edilen veriler dogrultusunda uygulanan egzersiz protokoline cevap olarak

ifadeleri deg@isen sinyal iletim yolaklari Sekil 4.11’de gosteriimektedir.

Literatlirde fakli egzersiz tlrlerine cevap olarak meydana gelen kas hasar ve
rejenerasyonunu inceleyen calismalar mevcuttur. (Boppart vd 2013, Boppart vd 2015).

Hem hayvan, hem de insan modellerinde eksantrik egzersizin kas hasarina sebep


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waskiw%26%23x02010%3BFord%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29363132
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oldugu gosterilmistir (Crameri vd 2004, Schoenfeld 2010, Damas vd 2016). Hasar
derecesinin egzersizin tird, inceleme icin kullanilan kas grubu, kullanilan kas hasar
belirteci (direk/indirek) ve egzersizi takiben inceleme suresi gibi faktérlere bagh oldugu
ifade edilmistir (McCully ve Faulkner 1985, Smith vd 1997, Lovering ve Brooks 2013).
En sik gézlenen hasar belirteclerinden biri Z-bantlarindaki dalgalanmalardir (Raastad
vd 2010, Paulsen vd 2012). iskelet kas hasari dokuda birka¢c makromolekiille sinirli
kalabilecegi gibi, sarkolemma, bazal lamina ve bag dokuda biylk yirtiklara da sebep
olabilir (Schoenfeld 2010). Kasin uzamasina gereksinim gosteren eksantrik
egzersizlerin konsantrik ve izometrik kasiimalarla kiyaslandiginda daha fazla kas
hasarina sebep oldugu bildiriimistir (McHugh vd 2000). Ozellikle direng egzersizi veya
yokus asag! kosular gibi adir eksantrik yliklenmeler iceren akut egzersizlerin kaslarda
birkag giin boyunca devam edebilen protein hasari, agri ve islev bozukluguna sebep
olabildigi gosterilmistir. Z-cizgileri ve sarkomer bozulmalar egzersizi takiben 1 ve 3.
glnler arasinda en Ust seviyeye ulasmakla beraber, 6-8 gin boyunca ylksek
seyredebilmektedir (Clarkson vd 1992, Crameri vd 2004, Malm vd 2004, Yu vd 2004).
Ote yandan, direng egzersizinin uzun sireli tekrarlanmasi kas hasar derecesinin
azalmasi, yeniden sekillenme/dokularin glglenmesi ve kas hipertrofisine yol agan
cevaplarin uyariimasi gibi olumlu adaptasyonlara sebep olabilir (Chen vd 2009; Damas

vd 2016, Tang vd 2008). Calismamiz kapsaminda kas hipertrofisi incelenmemistir.

Etkin yeniden sekillenme, dokunun korunmasi ve egzersizi takiben yararl
adaptasyonlarin ortaya c¢ikabilmesi icin iskelet kasi tamiri sarttir. Ote yandan kas doku
yapisi ve islevinin idamesi igin gerekli tamir sdrecinin kas hasari tarafindan
tetiklenebildigi de ileri strilmektedir (Sambasivan vd 2011). Rejenerasyonun temelini
immin hicrelerin toplanmasi ve uydu hiicre aktivasyonu gibi bir seri olay
olusturmaktadir. Bununla beraber egzersize cevaben kas hasari-yeniden sekillenmesi
gibi aslinda i¢ ice gegmis ve biri digerine gereksinim gosteriyor gibi géruinen olaylar
dizenleyen mekanizmalar henliz tam olarak agikhda kavusturulmamistir. Hasara
cevap olarak kas rejenerasyonunu iceren literatiirde yaygin olarak kabul géren olaylar
serisinde inflamatuar yanit dnemli rol oynar (Boppart vd 2013). Bu model, dokuda yer
alan makrofajlarin aktivasyonu, notrofil toplanmasi (1-2 saat), makrofaj infiltrasyonu
(12-24 saat) ve kastaki primer progenitor hiucrelerin gogalma ve aktivasyonlarini (1-8
gun) icermektedir (Saclier vd 2013). Orta derecede kas hasari olusturan dayaniklilik
egzersizini (bisiklet binme ve kosu) takiben iskelet kasi transkriptomunda zamana bagh
meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir ¢calismada, egzersizi takiben 3. saatte kasta
erken I6kosit gogl ve immuin aktivasyon tespit edilmistir (Neubauer vd 2014). Lokosit

infiltrasyonu, immudn yanitla iligkili sinyallerin ortaya c¢ikmasi ve adaptif yeniden


https://journals.lww.com/nsca-jscr/fulltext/2010/10000/The_Mechanisms_of_Muscle_Hypertrophy_and_Their.40.aspx#R116-40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3817631/#B39
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sekillenmeyi iceren transkripsiyonal aktivitenin ise egzersizi takiben 96. saate kadar
gerceklestigi gozlenmistir (Neubauer vd 2013). Bu veriler kas hasari olusturan
dayaniklilik egzersizini takiben ilk 96 saat icinde kas toparlanmasinin henlz

tamamlanamadigini géstermektedir.

Literatirde ylUzme egzersizini takiben olasi kas hasar ve rejenerasyonunu
inceleyen herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bizim verilerimiz yukarida 6zetlenen
calismalarin verileriyle uyumlu olarak tim egzersiz gruplarinda m. gastrocnemius-
soleus kas kompleksinde lif batlinligunin kayboldugunu, kas liflerinde yer yer aciima
ve ayriimalarin; dalgalanmalarin oldugunu géstermistir. Bazi kas liflerinde cizgilenmeler
bozulmus ve belirgin mono ve polintkleer hicre infiltrasyonu tespit edilmistir. Bununla
beraber histolojik gorintuleme sonucunda en belirgin kas hasarinin akut ylzme
egzersizi yapan grupta, egzersizden 3 saat sonra alinan kas orneklerinde ortaya
ciktigini izlenmistir. Zit olarak, uzun sureli yizmeyi takiben 24 saat sonra alinan doku
drneklerinde diger gruplara gére daha az dejeneratif gériinim izlenmistir. Ote yandan
deney gruplarimizda kas rejenerasyonunun gostergesi olan merkezi yerlesimli
cekirdeklere sahip, klUglUk kas lifleri ¢cok az sayida tespit edimigti. Deney
protokolimizde Ornekler egzersizleri takiben 3 ve 24. saatlerde alinmis olup;
verilerimiz bu surelerin kasta rejenerasyon geligsimi icin yeterli olmadidini
dusundiurmektedir. Calismamiz kapsaminda egzersize cevap olarak meydana
gelebilecek olasi kas rejenerasyonunun daha net olarak tespitine olanak saglayacak

ileri immunohistokimyasal analizler yapilamamigtir.

Plazma/serum CK aktivitesi egzersiz, hastaliklar ve travmaya cevaben olusan
kas hiicre nekrozu ve doku hasarinin belirteci olarak ele alinmaktadir (Baird vd 2012).
Yiksek siddete uygulanan egzersizlerden sonra oksidatif strese bagh olarak gelisen
kas hasarinda hicre zar butinligu bozularak sitozolik enzimlerden CK’nin serumda
arttigi bilinmektedir (Tzu-Shao vd 2014). Farelerde 60 dk/gin, 4 hafta boyunca
uygulanan yizme egzersizi plazma CK aktivitesinde artisa sebep olmustur (Xie vd
2019). Literatlirde eksantrik ve konsanrik egzersizi takiben plazma CK dizeyini artmis
bulan ¢aligmalar mevcut olmakla beraber, kosu bandinda 70% VO2mas Uygulayan bir
diger calismada plazma CK miktarinda degisim gézlemlenmemistir (Sorichter vd 1997).
Kan CK aktivitesinin eksantrik egzersizden 2 giin sonra arttigi, 4-5 glin sonra en Ust
seviyeye ulastigi da gosterilmistir (Hyldahl vd 2017). Mevcut ¢alismada plazma CK
aktivitesi ticari bir kit araciligi ile dlgtimus ve gruplar arasi istatistiksel olarak dnemli bir
fark saptanmamistir. Bu durum 6rnek toplama zamanlariyla iligkili olabilir. Plazma CK

aktivitesini egzersizden 3 ve 24 saat sonra aldigimiz drneklerden dlgmus
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oldugumuzdan artislari yakalayamamis olabiliriz. Verilerimizin istatistiksel olarak énemli
degisimler icermemesi kismen standart sapmalarimizin yuksekligine de bagl olabilir.
Ote yandan, kas hasar belirteglerinin plazma ya da serumda 6lgiimlerinin her zaman
kas hasar dlzeyini kesin olarak yansitmayabilecegi de ileri surtlmektedir (Damas vd
2016). CK'nin kandan temizlenme mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir.
Olcllen plazma/serum CK sadece kas hasarina bagll salinan CK miktarini degil,
salgilanan CK’nin enzim aktivite derecesi ve plazma/serumdan temizlenme hizini da

yansitmaktadir (Thompson vd 2006).

Calisma kapsaminda, akut ve uzun sureli ylizme egzersizlerini takiben m.
Gastrocnemius-soleus kas komplekslerinden izole edilen RNA o6rneklerinden Whole-
transkriptom analizi yapilmistir. Calismamiz ylzme egzersizini takiben gbzlenen
degisiklikleri Whole transkriptom analizi ile inceleyen literatlrdeki ilk ¢alismadir. Whole
transkriptom analizi i¢in kullanilan ticari chip fare genomundaki bilinen tim genlerin
ifade degisimlerini incelememize olanak sagladigindan; analiz sonucunda ¢ok sayida
genin ifadesinde katli degisim saptanmistir. Bunlardan bir kismini da tanimlanmamis
genler olugturmaktadir. Akut 3 saat ile kontrol grubu kargilastinidiginda 8 gende up-
regllasyon, 1764 gende down-regulasyon gézlemlenirken, akut 24 saat ile kontrol
grubu karsilastirimasinda 1 gende up-regilasyon, 1665 gende down-regllasyon
izlenmigtir.  Uzun sdreli ylzme egzersizi yapan gruplarla kontrol grubu
karsilastirildiginda; kronik 3 saat grubunda kontrole gére 17 gende up-regtlasyon,
1931 gende down-regulasyon gdzlemlenmistir. Kronik 24 saat grubunda ise kontrole
gbre 13 gende up-regulasyon, 1823 gende down-regllasyon gézlemlenmistir. Burada
istaistiksel olarak 6nemli bulunan ve en yiksek kath degisim goésteren bulgular;
Ozellikle tim egzersiz gruplarinda kontrole goére dnemli dlizeyde dedisim gosterdigi
tespit edilen genler tartisilacaktir. Ek olarak, kas hasari ve rejenerasyonu ile ilgili

oldugu bilinen genlere agirlik verilecek ve alt basliklar seklinde ele alinacaktir.

Nebulin (Neb);

Kas kasilmasinin dlzenlenmesi, Z bantlarinin olusumu ve miyofibril
organizasyonunu da iceren bir grup hlcresel olayda rol oynayan nebulin, Z diskine
bagl ince filamentlere paralelel seyreden ve aktin filamentlerinin uzunluklarinin
belirlenmesinde goérev aldigi dislnllen bir proteindir (Chu vd 2016). Tek seferlik
yuksek siddetli eksantrik diz ekstensor direng egzersizinden 24 saat sonra alinan m.
vastus lateralis nebulin protein diizeyinde egzersiz 6ncesine gore %15’lik azalma tespit
edilmistir (Trappe vd 2002). Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde tim egzersiz

gruplarinda kontrol grubuna kiyasla Neb, geninde 45-69 kathk down-regllasyon
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gorulmustur. Post-egzersiz Neb down-regilasyonunun nedeni hentiz aydinlatilamamig
olmakla beraber, direk hasar veya degradasyon sonucu ya da egzersize yanit olarak
farkli miyofibriler proteinlerin turn-over hizindaki bir degisim sonucu ortaya c¢ikmis
olabilecegi ileri surilmektedir. Ek olarak, kas gerimine bagl sireglerin Z diskinden

nebulin salinimina sebep olmus olabilecedi de 6n gérilmektedir (Trappe vd 2002).

Titin (Ttn);

Titin (konnektin) blyuk elastik yapida bir protein olup, ¢izgili kas sarkomerinde Z
cizgisini M ¢izgisine baglar. Pasif gu¢ olusturucu olarak islev gérmesine ek olarak,
miyofibrilogenez sirasinda sarkomer proteinlerinin dizenlenmesinde molekiler bir
cetvel olarak gorev aldigi ileri striimektedir (Udaka vd 2008). Egzersize cevap olarak
kas titin degisimi ile ilgili ¢eligkili literatlr bilgileri mevcuttur. Titin miktarinin egzersiz tipi,
siddet ve slresi ile egzersiz sonu 6rnek toplama zamanindan énemli oranda etkilendigi
bilinmektedir (Kriiger ve Koétter 2016). 20 gin boyunca glin asir eksantrik direng
egzersizi uygulanan gruplarda son egzersizden 12 saat sonra alinan m. gastrocnemius
kas orneklerinde titin protein diizeyinin degismedigi gosterilmistir (Ochi vd 2007). Bir
diger calismada, submaksimal duzeyde tuketici egzersizi takiben 3 saat sonra titin gibi
gerim-duyarh proteinlerin aktive oldugu bulunmustur (Koskinen vd 2017). Maksimal
siddette sigrama egzersizinden 3 saat ve 2 giin sonra alinan kas biyopsi érneklerinde
PCR ile ttn ekspresyon dizeyinin degismedigi gosteriimekle beraber, kronik orta
siddette kosu egzersizinin kas titin ifadesinde artisa sebep oldugunu gosteren calisma
da mevcuttur (Koskinen vd 2017). Bizim calismamizda tim egzersiz gruplarinda
kontrole gore titin geninde yaklasik 30 kathk down-regllasyon gdzlenmistir. Bizim
bulgularimizla uyumlu olarak, Trappe ve arkadaslari da tek seferlik yiksek siddetli
eksantrik diz ekstensor direng egzersizinden 24 saat sonra alinan m. vastus lateralis
titin protein dlzeyinde egzersiz Oncesine gore %30’luk azalma tespit etmislerdir.
Aragtiricilar bu bulgunun olasilikla lif hasarina cevap olarak sarkomerik protein turn-
overinda artisa isaret ettigini ileri surmuslerdir (Trappe vd 2002). Egzersiz ile tetiklenen
doku hasarina cevap olarak, titin olasilikla sarkomerdeki yerinden ayrilir, pargalinir ve

adaptif sinyallerde dnemli basamaklara aracilik eder.

Karbonik anhidraz 3 (Car3);

iskelet kasinda yer alip, miyokardda bulunmadigindan ve hasari takiben
dolagsima salindigindan iskelet kasi hasarinin énemli bir belirtecidir (Fu vd 2009).
Literatirde egzersize cevaben kas CA3 protein degisimi ile ilgili de geliskili veriler
vardir. Tek seferlik 21 km kosu egzersizini takiben 24. saatlerde alinan kan
orneklerinde CA3 proteininde 2,9 katlik artis tespit edilmigstir (Lippi vd 2008). 30 dk/giln,
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30 gun suresince duslik siddette kosu egzersizi uygulanmis, quadriceps kasindan
ornek alinmig ve western blot yontemiyle CA3 protein duzeyinin degismedigi
go6zlenmistir (Fontana vd 2015). 30 dakikalik intermittan yokus yukari ve asag! kosu
egzersizlerinden 2-12 saat sonra alinan kan érneklerinde CA3 dlzeyinin arttidi, 48 saat
sonra ise kontrol seviyesinin altina distigu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda akut
ve kronik yizme egzersizlerini takiben m. gastrocnemius-soleus kas kompleksi car3
gen ifadesinde 50-60 katlik down-regulasyon gdézlenmigstir. Farkli egzersiz protokolleri
icermelerine ragmen, son iki ¢alisma verileri beraber degerlendirildiginde, kan CA3
seviyesinin artigi ile es zamanh olarak kas Car3 geninin down-regile oldugu ifade

edilebilir.

Obskurin (Obscn);

Son yillarda Gzerinde durulan énemli bir kas proteini de obskurindir (Borisov vd
2006). Periferal miyofibriler M bantlarini sarkolemma ile iliskilendirir. Egzersize yanit
olarak miyofibril yeniden sekillenmesinde hiicre iskeleti olarak rol oynar (Randazzo vd
2017). Miyofibrilogenez, farkl proteinlerin islevsel sarkomeri olusturmak lzere bir araya
gelip organize olmasini igeren karmasik bir suregtir (Sanger vd 2002). Obskurin,
miyofibrilogenez sirasinda yapisal batunlak, miyofibril organizasyonu ve dayanikhhgini
saglamayl da iceren farkli basamaklarda goérev alir. Miyozin gibi diger kasici
proteinlerin  uygun sekilde konumlandiriimasini sagladigi ileri surilmektedir
(Kontrogianni-Konstantopoulos vd 2009, Potts vd 2017). Carlsson ve arkadaslari tek bir
eksantrik egzersiz seansindan 1 saat, 2-3 gun, 7-8 gun sonra m. soleus biyopsisinde
sarkomerogenezle iligkili bulgular tespit etmiglerdir. Arastiricilar, immunohistokimyasal
analizler sonucunda obskurinin azalmadigini ancak M bandi seviyesinde korundugunu
ya da sarkomer Uzerine difiize oldugunu ve A bantlarinin olusumu ve devaminda
onemli bir rol oynayabilecegini ileri sirmuslerdir (Carlsson vd 2008). Yukaridaki savi
destekler sekilde, bizim ¢alismamizda da tim egzersiz gruplarinda 3 ve 24. saatte kas

Obscn geninde kontrole gore yaklasik 3 katlik down-regulasyonlar izlenmistir.

insiilin benzeri biiyiime faktérleri baglayici protein 5 ve 7 (Igfbp 5 ve 7);

Verilerimiz Igfbp 5’in tim egzersiz gruplarinda kontrole gore 3 kat, Igfbp 7’nin
ise 2 kat down-regile oldugunu gdstermektedir. Igfbp’ler, IGF1’in IGF-1 reseptdriine
baglanmasini inhibe ederler (Delafontaine vd 2004). S$ekil 5.1’de gdsterilen
mekanizmalara gore uyguladigimiz egzersiz protokollerine yanit olarak Igfbp 5 ve 7'nin
azalmasinin, IGF1’in reseptoriine baglanarak PI3K vyolagi Uzerinden Aktyi ve
dolayisiyla  nebulini  baskilamasina ve aktin  polimerizasyonu aracilidiyla

miyofibrilogeneze yol agacagi ileri surilebilir (Sekil 5.1) (Schiaffino ve Mammucari
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2011). Uyguladigimiz yizme egzersizlerinin Neb geninde down-regllasyona sebep

olmasi da bu savi destekleyici niteliktedir.

= = = IGF-1reseptiri e e cv o o o o o o o = - —— - - -

GSK3p ——| nebulin —» N-WASP

|

elF2B Aktin polimerizasyonu

Miyofibrilogenez
Protein sentezi

-2

Sekil 5.1 IGF-Akt yolagi(Schiaffino ve Mammucari 2011)

Bizim verilerimizle uyumlu olarak, tek seans bacak egzersizini takiben Igfbp 5
ekspresyonunun azaldi§i gosterilmistrir (Dennis vd 2008). Ote yandan, Moore ve
arkadaslari tek seferlik ekstremite direng egzersizini takiben 3, 24, 48. saatlerde m.
vastus lateralis Igfbp 5 mMRNA dizeylerinde degisiklik olmadigini bulmuslardir (Moore
vd 2018). Igfbp 7 ile ilgili literatirde tek bir galisma mevcuttur. Bu galismada, askerlere
23 gun boyunca yaptirilan ileri askeri antrenmanin post-egzersiz 72. saatte kan Igfop 7

konsantrasyonunu degistirmedigi gézlenmistir (Redd vd 2017).

Glikojen sentaz kinaz 3 B (Gsk3p);

Gsk3p glikojen metabolizmasi ve protein turn overinda duzenleyici olarak gérev
alir (Cohen ve Frame 2001). Cok yakin zamanda Theeuwes ve arkadaslari Sekil 5.1 ile
uyumlu olarak gastrocnemius kasinda Gsk3B proteininin inhibisyonunun miyojenik
farklilasma ile iligkisini gOstermislerdir. Arastiricilar ayrica Gsk3p proteininin
baskilanmasinin hiicresel oksijen tiketimi arttirdigini da ifade etmislerdir (Theeuwes vd
2018). Bizim bulgularimiz tim egzersiz gruplarinda Gsk3f'nin kontrole gore yaklagik 2
kat down regule oldugunu gostermektedir. Sekil 5.1 incelendiginde, yukarida Neb ve
Igfbpler ile ilgili tartismalar hatirlandiginda uygulanan ylizme egzersizlerinin birkag

genin ekspreasyonunu birlikte etkileyerek miyofibrilogenezi uyardigi ileri sirtlebilir.
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Aktin, Alfa 1 (Actal);

Actal ile kodlanan iskelet kasi a-aktin erigkin iskelet kasinin en baskin aktin
izoformudur. iskelet kasinda a-aktin’den polimerize olan F-aktin tropomiyozin, troponin,
nebulin ve Z gizgisinin preklrsori olan a-aktinin ile etkilesim igindedir (Laing vd 2009).
Tek seferlik eksantrik egzersizden 1 saat sonra alinan m. soleus kas biyopsilerinde a-
aktinin, titin ve nebulin protein seviyelerinin degismedigi, ancak 2 gin sonra arttigi ve 9.
glne kadar yuksek seyrettigi gOsterilmistir. Arastiricilar bu proteinlerden hi¢ birinin Z
gizgisinin bir pargasi olarak bulunmadigini, miyofibrillerdeki artmis sarkomer sayisi
iceren alanlarda yer aldiklarini gézlemlemiglerdir. Bu veriler isiginda a-aktinin, titin ve
nebulinin eksantrik egzersize yanit olarak yeni sarkomer olusumunu igeren miyofibril
yeniden sekillenmesinde rol oynuyor olabildiklerini ileri surmuglerdir (Yu vd 2003).
Bizim galismamizda kronik ylzme egzersizini takiben 3. ve 24. saatte alinan kas
orneklerinde Actal geninin kontrole goére sirasiyla 128 ve 19 kat down-reglle oldugu
tespit edilmistir. Ek olarak, akut egzersizi takiben 3. saatte alinan orneklerde Actal’in
kronik 3 saat grubuna gore 34 kat up-regtle oldugu goézlenmistir. Bizim 6rnek toplama
zamanimiz Yu ve Dieterin galismasindaki 6érnek toplama araliginda yer almakla
beraber, bire bir uyusmamaktadir. Egzersiz tipleri de farkhdir. Bununla beraber iki
calisma verileri beraber degerlendirildiginde Actal ve a-aktinindeki degisimlerin
egzersizi takiben 3-24 saat araliginda kas hasari, 2-9. glinlerde ise rejenerasyona bagh
olarak gelistigi spekule edilebilir. Hem insan hem de hayvan ¢alismalarinda iskelet kasi
hasarini takiben dolagsima a-aktin salinimi oldugu gésterilmistir (Martinez-Amat vd
2005, Martinez-Amat vd 2007). Klein ve arkadaslari intakt Actal’in azalmasinin
olaslikla sarkomerin mekanik parcalanmasina bagli olabilecedini ileri stirmuslerdir
(Klein vd 2014). Benzer sekilde, Fuchs ve arkadaslari da kasin kontraktil kitlesinin
kaybi ile Actal gen ifadesi degisimi arasinda iliski oldugunu géstermiglerdir (Fuchs vd

2008). Bu veriler, yukaridaki spekilasyonu destekler niteliktedir.

Egzersizi takiben miyofibrillerin hasar ve yeniden sekillenmesi basamaklar
literatlirde yaygin olarak calisiimaktadir. Bu basamaklar Yu ve arkadaslari tarafindan
cizilen Sekil 5.2’de su sekilde ifade edilmektedir (Yu vd 2003): A; normal sarkomer
yapisini gostermektedir. ileri siiriilen mekanizmaya gére; egzersize bagh kas hasari
sarkomerde a-aktinin, titin ve nebulin proteinlerinin kaybina yol agar (Sekil 5.2 B).
Miyofibriler lezyonlar lokal olarak aktin filamentlerinin uzamasina neden olur. a-aktinin,
titin, nebulin gibi proteinlerin lokal kayiplari sitoplazmik havuzlarda G-aktin iglevi ve
aktin filamentlerinin fokal bliylimesini kolaylastirabilir (Sekil 5.2 C). Aktin filamentlerinin

uzamasl yeni sarkomer olugsumu ve a-aktinin, titin ve nebulin proteinlerinin
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reintegrasyonuna yol agar. Aktin ve desmin filamentleri olasilikla bu yeniden olusum
icin mekanik ve yapisal bir ¢ati olusturmakta, a-aktinin ve titin ve daha sonra da nebulin
bu sarkomerik olusuma katilmaktadir (Sekil 5.2 D). Son basamak sarkomerogenezin
tamamlanmasidir  (Sekil 5.2 E). Bu Dbilgiler, bizim verilerimizle birlikte
degerlendirildiginde  yaptirdigimiz egzersizlere cevap olarak &rnek toplama
zamanmizin sekilde “B” ile ifade edilen zaman dilimine karsilik geldigi ifade edilebilir.
Bu durum, histolojik incelemelerde kas hasar gdzlenip, henuz rejenerasyona bagl

yeterli bulgu elde edemeyisimizi de aciklamaktadir.
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Sekil 5.2. Egzersiz ile olusan kas hasarini takiben miyofibrillerin yeniden sekillenmesi
basamaklari (Yu vd 2003)

Ubiquitin spesifik proteaz 2 (Usp2);

Usp ailesinin bir tyesi olup, 6zellikle testisler ve iskelet kaslarinda bol miktarda
eksprese oldugu gosterilmistir (Kitamura vd 2013). Farkli dokularda sitokin Gretimini,
glikoz ve lipid metabolizmasini dizenlemek gibi gorevleri vardir (Zhang vd 2014,
Kitamura vd 2017). Net olamamakla beraber, mitokondrileri aktive ederek miyoblast
¢ogalmasi ve miyotlplere farklilagsmada rol oynadigi dusunilmektedir (Hashimoto vd

2019). Cahismamizda Usp2nin tim egzersiz gruplarinda kontrole gore yaklasik 3 kat
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down reglle oldugu izlenmistir. Bu veriler egzersizleri takiben alinan o6rneklerde
miyoblast proliferasyon ve farklilasma asamasina henuz gelinmedigi savini destekler
niteliktedir.

Troponin T3 (Tnnt3);

Kas kasilimasi ve dayaniklihdini dizenleyen saglikh ve hasta bireylerde iskelet
kasi yapi-fonksiyon iligkisinin énemli molekuler belirteglerindendir (Schilder vd 2011).
LiteratUrdeki egzersize yanit olarak Tnnt3 dlzeyini inceleyen tek calismada; 8 set 10
tekrarli bilateral bacak ekstansiyonu protokolinden 24 saat sonra alinan m. vastus
lateralis 6rneklerinde Tnnt3 gen ifadesinin degismedigi saptanmistir (Coble vd 2015).
Calsmamiz kapsaminda ise, akut 3 saat grubunda Tnnt3 ekpresyonunun kronik 3 saat

grubuna gdére 20 kat upregule oldugu gdsterilmigtir.

Troponin | (Tnni2);

Tnni2 hizli kasilaan liflerin ince filamentlerinde troponin kompleksinin inhibitér
alt Gnitesi olup, kasin kasilma ve gevseme siirecinde Ca*? diizenlenmesinde anahtar
rol oynar (Seng ve Jin 2016). iskelet kasi hasar belirtecidir (Moshiri vd 2016). Mevcut
tez kapsaminda kronik 3 saat grubunda Tnni2 gen ifadesinin, kontrole gore 24 kat
down-regule oldugu; akut 3 saat grubunda ise kronik 3 saat grubuna goére 14 kat up-

regule oldugu gosterilmistir.

Kas Kreatin kinazr (Ckm);

CKM sarkomerde yer alan miyofibriler M gizgisine 6zgul olarak baglanan
sitozolik bir enzimdir. iskelet kasinda miyogenez ve hasar belirtecidir (Brancaccio vd
2007). Verilerimiz Ckm gen ifadesinin kronik 3 saat grubunda, kontrole gére 53 kat
down-regule oldugunu, akut 3 saat grubunda ise kronik 3 saat grubuna gére 17 kat up-
reglle oldugunu gostermektedir. Kas hasar belirtegleri Thni2 ve Ckm gen ifadelerindeki
degisim beraber degerlendirildiginde birbiri ile ¢cok benzer yénde dedisimler izlendigi
goriulmektedir. Bu sonuglar, histolojik incelemeler sonucu gdézlemlenen akut 3 saat
grubundaki dikkat ¢ekici diizeydeki kas hasari ile de uyumludur. Literatlirde tek seferlik
eksantrik egzersize cevaben serum 1-4. glinlerde Tnnl ve CK dizeylerinin arttigi, 14.
gunde bazal degere indigi tespit edilmistir (Chapman vd 2013). Bir bagka ¢alismada da
egzersizi takiben tek seferlik eksantrik, konsantrik ve 20 dk yokus asagi kosu
egzersizlerini takiben 6 ve 24. saatte plazma Tnnl ve CK duzeyleri yiksek bulunurken,
20 dk %0 egimlik treamill kosu egzersizini takiben her iki belirtecin dizeylerinin
degismedigi izlenmistir. Bu celigkili veriler, kan degerleri olup gen ekspresyon

degisimleri degildir.
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Ek olarak, Actal ve Ckm’nin miyojenik farklilagsma surecinde miyotiplerden
eksprese edildikleri gosterilmistir (You-Na ve Eun-Joo 2013). Calismamiz kapsaminda
egzersiz gruplarinda Actal ve Ckm down regulasyonu, Usp 2 down regtlasyonu ile
uyumlu olarak post-egzersiz drnek alma zamaninin henlz miyojenik farklilasma

asamasina gelinmeden yapildiginin géstergesi olabilirler.

Sitokrom C somatik (Cycs);

Bu gen mitokondriyal elektron transport zincirinin merkezi bileseni olarak gérev
yapan kuguk bir hem proteinini kodlar. Kodlanan protein (cyc) mitokondri i¢
membraninda olup, elektron alicisi olarak gorev yapar ve sitokrom B’den sitokrom c
oksidaz kompleksine elektron transferi yapar (Tafani ve Farber 2002). Sitokrom c¢
oksidaz eksikliginde mitokondriyal disfonksiyon ve buna bagh olarak endurans
egzersizinde performans eksikligi gosterimistir (Samelman 2000). Salinan cyc
miktarinin mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve apopitoz gostergesi oldugu
bilinmektedir (Skulachev 1998). Luo ve arkadaslar kronik direng egzersizinde
mitokondriden sitozole salinan cyc miktarinin azaldigini gostermis ve uzun sureli
egzersizin mitokondri bagimli apopitozu baskiladigini ileri stirmuslerdir (Luo vd 2013).
Bizim ¢alisma bulgularimiz da benzer sekilde kronik 24 saat grubunda Cycs’nin akut 24
saat grubuna gore down regule oldugunu gostermektedir. Histolojik verilerimiz
dogrultusunda kronik 24 saat grubunun en az dejeneratif gérinime sahip bulgular
icerdigi g6z o6ndne alindiginda uzun sdreli ylzme egzersizinin apopitozun
baskilanmaisyla iligkili olabilecegi distntlebilir. Ote yandan verilerimiz akut 24 saat
grubunda Cycs upreglilasyonu varhgini gostermistir; ancak histolojik bulgularimiza
gbre en belirgin kas hasari akut 3 saat grubunda gbézlenmistir. Bu veriler hasari takiben
apopitozla iligkili olabilecek Cycs upregulasyonu icin belli bir slire gegmesi gerektigi

seklinde yorumlanabilir.

Calismaya dahil edilen gruplara ait m. gastrocnemius-soleus kas kompleksi
orneklerinde Whole-transkriptom analizinde en dramatik ekspresyon degisimlerinin
g6zlendigi Actal, Cycs, Tnni2 genleri mRNA ifade dlzeyleri B-aktin geni mRNA
dizeyine gore real-time kantitatif PCR yontemi ile dogrulanmistir. Calismanin tim
verileri birlestirilerek uygulanan egzersiz protokollerine cevap olarak ifadeleri degisen
genlere ait sinyal iletim yolaklar c¢izilmis ve Sekil 4.12°de paylasiimistir. Verilerimiz
beraber degerlendirildiginde akut ve 6 haftalik yizme egzersizinin m. gastrocnemius-
soleus kas kompleksinde kas hasarina sebep olabildigi ve miyofibrilogenezi uyardigi

goOzlenmistir. Kas ornekleri son egzersiz seansini takiben 3 ve 24. saatlerde alinmis;
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ancak bu sureler belirgin rejenerasyon gozlenmesi icin yeterli olamamistir. Konunun
aydinlatilmasi icin farkli tip/siddet/siklik/siredeki egzersiz protokollerini takiben daha
uzun sureli érneklem takipleri iceren deney protokolleri hazirlanmasina gereksinim

vardir.
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6. SONUGLAR

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Histolojik bulgular akut 3 saat, akut 24 saat ve kronik 3 saat gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamh dizeyde kas hasar oldugunu
gOstermektedir. Kronik 24 saat grubunda da kas hasari gdzlenmis olup,
istatistiksel olarak 6nemli duzeyde degildir.

Histolojik olarak belirgin kas rejenerasyonu tespit edilmemistir.

Plazma CK aktivitesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli dizeyde
fark saptanmamistir.

Whole transkriptom analizi sonuglarina gére tim egzersiz gruplarinda Car3,
Neb, Obscn, Ttn, Igfbp5 ve Igfbp7 Gsk3B ve Usp2 genlerinin kontrole gore
down-reglle oldugu tespit edilmistir.

Kronik 3 saat grubunda Actal, Ckm, Tnni2 ve kronik 24 saat grubunda Actal
genleri kontrol grubuna gore énemli dizeyde down-regule olmustur.

En dramatik down-regilasyon kronik 3 saat grubu, kontrol grubuna goére
kiyaslandiginda Actal geninde gerceklesmistir (-128 kat).

Egzersiz gruplart kendi aralarinda karsilastirildiinda akut ylzme 3 saat
grubunda; Ckm, Actal, Tnni2 ve Tnnt3 genlerinin kronik yizme 3 saat grubuna
gbre upregule oldugu tespit edilmistir. Akut ylzme 24 saat grubunda, akut
yuzme 3 saat ve kronik ylizme 24 saat grubuna goére Cyc’nin (6 kat) upregiile
oldugu izlenmigtir. Kronik ylizme 24 saat grubunda, kronik ylizme 3 saat
grubuna gére Ndufb9 geni upreglile olmustur.

Whole-transkriptom analizi verileri real-time kantitatif PCR yontemi ile

dogrulanmistir.

Tuam veriler beraber degerlendirildiginde akut ve uzun streli ylizme egzersizinin m.

gastrocnemius-soleus kas kompleksinde akut 3 saat grubunda daha fazla olmak

Uzere kas hasarina sebep oldugu ve miyofibrilogenezi uyardidi ileri surdlebilir.

Kronik ylizme egzersizinden 24 saat sonra hasarin azaldi§i gdzlenmistir. Ornekler

egzersizleri takiben 3 ve 24. saatlerde alinmis; ancak bu sureler miyofibrilogenez

gelisimi igin yeterli olmamstir.
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