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OZET

Akut yogun egzerszin kalp hastaliklar1 agisindan bir risk tasidigi bilinmektedir.
Melatonin pineal bezden salgilanan ve kalp i¢in koruyucu etkisi olan bir hormon olup
yoksunlugunda kalp damar sistemi olumsuz etkilenmektedir. Bu calisma ile melatonin
yoksunlugu veya ilavesinin akut yogun egzersiz sonrasi bazi yangisel ve kardiyak

parametreler lizerrine olan etkisinin aragtirilmasi hedeflenmistir.

Bu amagla calismada gruplara pinealektomi operasyonu (PLT), i¢cme suyuna
melatonin katilmasi (0.3 mg/kg) ve egzersizden 6nce melatonin uygulamasi (10 mg/kg
i.p.) islemleri gergeklesitirilmistir. Calisma kullanilan 35 adet erkek Wistar Albino
cinsi sigandan 5 grup (SHAM, SHAM+MLT30, PLT, PLT+MLT30, PLT+MLT)
olusturulmustur. Calismanin 7. gliniinde tiim gruplara akut yogun egzersiz uygulamis
kan ve kalp dokusun 6rnekleri alinmistir. Kan 6érneklerinden kortikosteron, ¢Tnl, CK-
MB, PCT, IMA, NF-«kf, TNF-a diizeyleri ile sol ventrikiil dokusundan ise kaspaz-3 ve

TLR-4 gen ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Lokosit, TNF-a, PCT, CK-MB ve IMA diizeylerinin PLT yapilan gruplarda yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Kortikosteron ve NF-kB diizeyleri ise MEL uygulanan gruplarda
diisiik bulunmustur. TLR-4 ve caspaz-3 gen ekspresyon diizeylerinde ise anlamli

degsiklikler belirlenmemistir.

Sonug olarak pineal melatonin yoksunlugu olusturulan gruplarda yogun egzersiz
sonras1 yangisel belirteclerdeki artisin daha yiiksek oldugu ve melatoninin
verilmesinin bu parametrelerdeki bozulmayi diizelttigi anlasilmistir. Dolayisi ile
melatonin yoksunluguna maruz kalan bireylerin akut yogun egzersize bagli olumsuz

yan etkilere diger insanlara gore daha duyarl olacaklar1 diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, inflamasyon, kalp, apoptozis, IMA, akut yogun

egzersiz.



ABSTRACT

Acute intense exercise is known to be a risk for heart disease. Melatonin is a
hormone that is secreted from the pineal gland and has a protective effect on the heart.
The aim of this study is to investigate the effect of melatonin withdrawal or addition
on some inflammatory and cardiac parameters after acute intensive exercise.

For this purpose, pinealectomy operation (PLT), melatonin addition to drinking water
(0.3 mg / kg) and melatonin administration before exercise (10 mg / kg i.p.) were
performed. The study group consisted of 35 male Wistar Albino rats (SHAM, SHAM
+ MLT30, PLT, PLT + MLT30, PLT + MLT). On the 7th day of the study, blood and
heart tissue samples were taken to all groups. Blood expression levels of
corticosterone, cTnl, CK-MB, PCT, IMA, NF-«xf, TNF-a and caspase-3 and TLR-4
gene expression levels were determined from left ventricular tissue.

Leukocyte, TNF-a, PCT, CK-MB and IMA levels were high in PLT operated groups.
Corticosteron and NF-«xB levels were low in MLT treated groups. cTnl was found to
be low in PLT groups. There was no change in TLR-4 and caspaz-3 gene expression
levels.

As a result, it was found that the increase in inflammatory markers after intensive
exercise in pineal melatonin deprivation groups was higher and melatonin
administration improved the deterioration in these parameters. Therefore, individuals
exposed to melatonin withdrawal may be considered to be more sensitive to adverse

side effects due to acute intense exercise than to other people.

Key words: Melatonin, inflammation, heart, apoptosis, IMA, acute exhaustive

exercise.
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1. GIRiS

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) pineal bez hiicreleri tarafindan tiretilen
ve salgilanan bir hormondur. Sirkadiyen ritim, uyku, tireme ve bagisiklik gibi bircok
sistem ve isleyiste gorev alir (Yazici1 ve Kose, 2004). Melatonin salgisini diizenleyen
en onemli uyaran 1siktir. Isik enerjisindeki degisimler gozii etkileyerek, pineal beze
sempatik sinirler ile ulasir. Bir dizi biyokimyasal etkilesimden sonra pineal bezden
melatonin sentezi baglatilmis olur. Melatonin lipofilik 6zelliginden dolayr kana ve

diger dokulara kolaylikla gecer (Wurtman ve Axelrod., 1965).

Melatoninin kardiyovaskiiler sistem iizerine olan koruyucu etkileri ¢ok iyi
bilinmektedir. Bu etkileri antioksidan, antiinflamatuar, immunomodiilator,
antihipertansif, antiadrenerjik ve antlipidemik o6zelliklerine bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Melatonin bu 6zellikleri sayesinde; kalp miyositlerinde apoptozisin ve
nekrozisin azalmasina, kalp hipertrofilerinin Onlenmesine, fibrozis gelisiminin
yavaglamasina ve kan basincinin diismesine yol agarak kalp iizerine gii¢lii bir
koruyucu etki gosterir. Bu nedenle, melatonin kalp damar sistemi hastaliklarinin
Onlenmesi ve iyilestirilmesinde potansiyel bir farmakolojik ajan olarak

diisiiniilmektedir (Nduhirabandi ve Maarman, 2018).

Melatoninin birgok hastalikta koruyucu bir ajan olarak disaridan verilmesi
diisiiniiliiyor olmasina ragmen giiniimiizde bir¢ok farkli nedene bagli olarak melatonin
yoksunlugu olustugu da bir gercektir. Ozellikle melatonin salgilanmasinin basladig
gece saatlerinde cep telefonu, bilgisayar ve televizyon seyredilmesi veya baska bir 11k
kaynagina maruz kalinmasi melatonin salgisinda énemli azalmalara yol agmaktadir.
Bu durum melatoninin koruyucu etkilerinin ortaya c¢ikmasini engellemektedir

(Chindamo ve ark., 2019).

Diizenli fiziksel egzersiz kan basincinin diizenlenmesinde ve kalp fonksiyonlarinin
iyilestirilmesinde ¢ok faydali bir uygulamadir (Stephen ve Kolwicz, 2018). Ancak
yiizme ve kosma gibi yogun egzersizler yeterli On antrenmanlar yapilmadan
uygulanirsa kalpte oksidan ajanlarin ortaya ¢ikmasina yol acarak apoptozisi uyarir ve
kalp kas1 hiicrelerinde hasar olusmasina neden olur (Slu ve ark., 2004; Ahmadiasl ve

ark., 2012).



Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fazla tiretimi, kalp miyositlerinde DNA kirilmasina
da neden olurlar (Sahna ve ark., 2007). Kalp miyositlerinin postnatal dénemde kendini
yenileme kapasitesi olmadigi/diisiik oldugu i¢in her bir kalp hiicre hasar1 kalp
ejeksiyonunda bir azalmaya yol acar. Dolayis1 ile kalp miyositlerini miimkiin
oldugunca hasara kars1 korumak ya da herhangi bir sekilde hasarlanan hiicrenin hizlh
bir sekilde iyilesmesini saglamak etkin bir kalbe sahip olmanin en temel kuralidir.
Kalp kasi hiicrelerinde meydana gelen apoptozisin molekiiler mekanizmasi viicuttaki
diger hiicrelerde olduguna benzer sekilde gerceklesir ve kaspaz-3 proapoptotik bir
molekiil olarak etki gosterir (Kwak, 2013). Akut tiiketici egzersiz kalp kasi
hiicrelerinde apoptozisi tetiklemesinin yan1 sira yangisal siiregleri de baslatabilir. Bu
stireclerde bircok sitokin gorev almakta ve farkli bazi yolaklar iizerinden yangisal
stiregler uyarilmaktadir. Timor nekrozis faktor alfa (TNF-o) 6nemli bir proinflamatuar
sitokin olarak bilinir ve tiiketici egzersizlerde kalp kasindaki diizeyleri de artar (Suzuki
2018). Yangisal siireclerde anahtar rol oynayan reseptorlerden bir tanesi de hiicre
zarmna gomiilii sekilde bulunan ve toll like reseptdr-4 (TLR-4) olarak isimlendirilen
protein yapisinda bir molekiildiir. TLR-4 kalp kasinda, yangisal siireci uyaran veya
reaktif oksijen tiirlerinin artiran egzersiz vb. durumlarda miyosit i¢erisindeki niiklear
faktorli aktiflestirerek ntikleer faktor kabba P’ye (NF-xfB) donlismesini saglar.
Aktiflesen NF-xf ise nukleus i¢erisinde TNF-a gen ekspresyonunu uyararak yangisel
stireglerin baglamasina yol agar (Zhou ve ark., 2018).

Akut yogun egzersiz antrene olmayan bireylerde daha fazla olmak {iizere bir stres
kaynagi olarak da goriilebilir (Donatto ve ark., 2010). Stres durumlarinda insanlarda
kortizol salgis1 artarken siganlarda ayni islev kortikositoren (CORT) gergeklestirilir.
Bu nedenle sicanlarda kortizol degil kortikosteron diizeyleri Ol¢lilmmektedir
(Contarteze ve ark., 2008). Kalpte geri doniistimlii veya geri donlisiimsiiz miyokart
hasarlar1 birlikte Akut koroner sendrom (AKS) olarak tanimlanir. AKS’de kalp
kasinda meydana gelen iskeminin siiresi miyokart hasar ve nekrozunun diizeyini
belirler. Miyokart hasarinin gostergesi olarak kreatin kinaz miyoglobin b (CK-MB) ve
kardiyak troponin I (cTnl) yaygin olarak kullanilan biyokimyasal belirte¢lerdir (Dawie
ve ark., 2011).



Bu enzimlerin AKS teshisinde 6zgiinliigiiniin diisiik olmasi, nekroz olugsmadan ortaya
cikmamalar1 ve AKS sonrasi uzun bir siirecte kandaki diizeylerinin artmasi daha 6zgiin
belirteclerin ortaya konulmasini zorunlu kilmistir. Bu amacla son yillarda en fazla
basvurulan molekiillerden bir tanesi de iskemi modifiye albiimin (IMA)’dir. Bu
nedenle IMA AKS teshisinde, CK-MB ve cTnl’nin dezavantajlarin1 ortadan kaldiran
daha giivenli bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir (Can ve Yosunkaya, 2017). Bu
nedenle ¢alismamizda egzersiz sonrast IMA diizeyleri de belirlenmistir.

Normal sartlarda sepsis ve bakteriyel enfeksiyonlarin bir gostergesi olarak kullanilan
prokalsitoninin (PCT) son yillarda iskemik kalp hastalarinda da bir biyobelirteg
olabilecegi diisiiniilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda Pct’nin rolii konusunda
oldukea sinirli diizeyde ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde Pct’nin
kalp krizlerinde teshis amaclh kullanilabilecegi ileri siirilmiistiir (Banach ve ark.,
2018).

Bu bilgiler 1s18inda yapilan bu calismada pinealektomi yapilarak melatonin
yoksunlugu olusturulmus veya digsaridan melatonin verilmis siganlara akut yogun
egzersiz yaptirilarak kalp kasinda baz1 apoptozis ve yangisal belirteclerin incelenmesi

amagclanmistir. Bu amacla;

v Yangisel siireglerin ortaya konulmasi igin; kanda TNF-a, NF-kB, IMA ile kalp
TLR-4 gen ekspresyon diizeyleri,

v Apoptozis ve iliskili hiicre hasar1 belirteglerini ortaya koymak igin; kan ¢Tnl
ve CK-MB diizeyleri ile kardiyak kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri,

v Egzersiz uygulamasinin doguracag stresi belirlemek i¢in kan kortikosteron
seviyeleri belirlenmistir.

Sonug olarak;

v' Akut yogun egzersizin kalp hiicrelerinde hasar olusturup olusturmayacagi,
hasar gostergesi olarak molekiiler ve biyokimyasal belirteclerin diizeyindeki
degisimler,

v" Hasarin molekiiler ve biyokimyasal olarak degerlendirilmesi,

v Pineal bez kaynakli melatonin yoksunlugu veya ilavesinin, akut yogun
egzersizde kalp kas1 hiicreleri lizerinde koruyucu etkilerinin olup olmadigini

gosterecek bilimsel verilere ulasilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. PINEAL BEZ VE MELATONIN

2.1.1. Pineal Bez

Pineal bez baslica sekresyon iiriinii melatonin olan sirkumventrikular bir organdir
(Reiter 1991). 11k kesfedildigi yillarda melatonin yalnizca pineal bezden salgilanan bir
hormon olarak biliniyor olmasina ragmen glinlimiizde neredeyse tiim hiicreler, dokular

ve organlarin melatonin salgiladigi bilinmektedir (Pevet ve ark., 2017).

Pineal bez, insanlarda beynin geometrik merkezinde bulunur. Insan pineal bezi
yaklasik olarak piring tanesi biiyiikliigiinde ve 150 mg agirliga sahiptir (Golan ve ark.,
2002).

Ugiincii ventrikiiliin postero-dorsal tarafi iizerinde konumlanmis pineal bez, pineal
oylukta serebrospinal siv1 ile dogrudan temas halindedir (Hewing 1978). Ugiincii
ventrikiiliin serebrospinal sivisinda melatoninin daha yiliksek olmasina neden olur

(Tricoire ve ark., 2002).

Pineal
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Sekil 1. Pineal bezin insan beynindeki konumu (Reiter ve ark., 2015).



Bir fotonoroendokrin organ olan pineal bezin melatonin sentezi 1s1k tarafindan
diizenlenir. Isik varligi veya yoklugu ise melatoninin gilinliik ritminin ortaya ¢ikmasini

saglar (Ganguly ve ark., 2002).

Pinealosit, pineal bezin temel hiicresidir. Bununla birlikte pineal bezde 3 farkl: hiicre

tipinin bulundugu bilinmektedir. Bunlar;

1. Tipik bir fotoreseptor (PhR),
2. Literatiirde genelde fotoreseptdr olarak adlandirilan bir modifiye fotoreseptor
(mPhR),

3. Fotoreseptor olmayan pinealosit (PSS) hiicreleridir (Meissl ve ark., 1986).
Sicanlarda pineal bezden melatonin sentezinin nokturnal artig1 bu organi innerve eden
sempatik sinirlerden norepinefrinin gece salinimi tarafindan kontrol edilir (Klein ve
ark., 1991). Sican pineal bezi yaklasik olarak bir toplu igne kafasi biiyiikliigiindedir.
Anatomik olarak insan pineal bezine gore farkli bir yerlesim gdsterir ve beyin zarlari
cikartildiktan sonra tectumun yiizeyinden rahatlikla pineal beze ulasilabilir. Eriskin
pineal bezinin medullaya uzanan transvers zarla ayrilmis medulla ve korteks bolgeleri

vardir (Calvo ve Boya, 1981).

Serebellum

Serebrum

Pineal bez

Optik kiazma

Hipofiz

Sekil 2. Sicanlarda pineal bezin konumu (Smith ve Schenk, 2001).



Pinealositlerin sitoplazmalar1 graniiler endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi
aparati, yogun bir sitoplazma ve yogun igerikli graniiller, sinaptik bant mikrotiibtilleri,
lipit damlaciklar1 ve ¢ok fazla sayida mitokondri igerir. Mitokondriler siklikla ¢ekirdek
etrafinda yer almaktadir. Sitoplazmik uzantilar1 olan mikrotiibiillerin sentriollerden
koken aldigr distiniiliir (Welsh ve Reither, 1978). Pinealositler birbirleri ile neksus,

desmozom ve ara baglant1 kompleksler ile baglanirlar (Leeson ve ark., 1985).

Ayrica pineolositler hem parandron hem de amin prekiirsorlerini alan ve dekarboksile
eden (APUD) hiicre serisine ait Ozellikler de tasirlar. Yogun c¢ekirdekli olan
pinealositler, graniiler ve agraniiler vezikiiller iceren aktif salgilanabilen yapilara

sahiptirler (Saunders ve Arendt, 1995).
2.1.2. Melatonin
2.1.2.1. Melatoninin Tarihcesi

Melatonin ilk olarak 1958 yilinda Lerner tarafindan kesfedilmistir (Lerner ve ark.,
1958). Melatonin salgisinin mevsimsel ve sirkadiyen bir ritim gosterdigi ise yillar

sonra ancak anlasilabilmistir.

Melatonin sentezinin anahtar enzimlerinin ve melatonin reseptdrlerinin bir¢ok dokuda
varligi, melatoninin giiclii antioksidan ve antiinflamatuvar Ozelliklerinin ortaya
konulmasi, onceleri sadece bir hormon olarak tanimlanan bu molekiiliin giiniimiizde
cok yonlii 6zelliklere sahip bir ajan olarak dikkat ¢ekmesine neden olmustur (Reiter

1991; Reiter ve ark., 2010).

Pineal bez ve melatonin konusunda ilk yilarda yapilan ve kilometre tasi olarak kabul

edilen bazi 6nemli kesifler asagida belirtilmistir.

- Pineal bezin fizyolojik aktivitesinin fotoperiyodik ¢evre tarafindan
etkilendiginin belirlenmesi (Quay 1956; Hoffman ve Reiter (a), 1965),

- Pineal bezin N-acetyl-5-methoxytriptamine ya da endokrin 6zelligi olan
melatonini i¢erdiginin ortaya konulmasi (Lerner ve ark., 1958, Lerner ve ark.,
1959),

- Pineal bezin islevlerinin sempatik innervasyon ile diizenlendiginin anlasilmasi

(Reiter ve Hester, 1965; Wurtman ve ark., 1964).



- Rodentlerde ilk basarili pinealektomi oparasyonunun yapilmasi (Hoffman ve

Reiter (b), 1965).
2.1.2.2. Melatoninin Reseptorleri

Melatoninin bir¢ok organ ve dokuda hem hiicre i¢inde hem de hiicre membraninda
reseptorleri bulunmustur. Diger taraftan melatonin etkilerini hem reseptdér bagiml

hem de reseptor bagimsiz olarak gerceklestirebilir.

Melatonin reseptorleri MT1 ve MT2 olarak tanimlanmistir ve bunlar hiicre
membraninda karakterize edilmis guanin-nukleotit bagli diizenleyici protein (G
protein) ailesine aittirler (Emet ve ark., 2016). Melatonin ayrica retinoid iliskili orphan
nuklear hormon reseptor ailesi (RZR/ROR) i¢in de dogal bir liganddir (Hardeland ve
ark., 2011).

Melatoninin MT1 reseptorleri araciligi ile, kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve
noronal yangiyr inhibe ettigi, iireme ve metabolik islevleri kolaylastirdigi
belirlenmistir (Lew ve Flanders, 1999; Liu ve ark., 2016). Melatonin tarafindan MT1
reseptorlerinin aktivasyonu Gql1 araciligi ile sitozolik kalsiyum diizeylerinin artigina
yol agarken, G proteinler lizerinden cAMP’nin inhibisyonuna bagl birgok farkl

yanitlara da neden olur (Brydon ve ark., 1999).

Melatoninin reseptdr bagimli etkileri kalpte yogun olarak ortaya ¢ikmakta
(kardiyomiyositler, sol ventrikiill ve koroner arterler) ve vaskiiler membran
melatonerjik reseptorler (MT1 ve MT2) araciligi ile gergeklesmektedir (Ekmekcioglu
ve ark., 2003; Slominski ve ark., 2012).

Melatonin MT2 reseptorleri iizerinden; vazodilatasyonu ve immun yaniti1 uyarirken
arteriyollerde 16kosit birikmesini ve retinada dopamin salinimini inhibe eder.
Melatonin reseptdr bagimsiz etkilerini ise mitokondriyal yolaklar1 ve antioksidant
sistemi etkileyerek gosterir (Hardeland ve ark., 2011). MT2 reseptorlerine melatonin

baglanmasi cAMP ve cGMP inhibisyonuna neden olur (Petit ve ark., 1999).

Gilinlimiizde, tigiincii bir melatonin baglanma bolgesi olarak guinone reduktaz 2 (MT3)
de tanimlanmustir. Bu reseptor hiicrelerin ksenobiyotik metabolizmasi ile iliskilidir,
fakat bu enzimi MT1 ve MT2 gibi klasik bir melatonin reseptorii olarak tanimlamak

zordur (Nosjean ve ark., 2000).



Melatoninin nukleusta a, B, y ve ROR orphan olmak tizere dort farkl: alt birimi olan
reseptorlere sahiptir (Becker-Andre ve ark., 1994). Melatonin ayrica sitoskeleton
regiilesyonu ve niiklear reseptorlerin kontroliinden sorumlu kalmodulin ve kalretikulin
iceren sitozolik proteinler ile etkilesim halindedir (Benitez-King ve ark., 1993; Macias

ve ark., 2003).
2.1.2.3. Melatonin Sentezi ve Metabolize Edilmesi

Melatonin baglica pineal bezden sentezlenir. Pineal bezden melatonin disinda
peptidler ve indolaminler de salgilanmaktadir. Indolaminlerden en énemlisi melatonin
olarak adlandirilan ve 232 molekiil agirlikli N-asetil-5-metoksitriptamindir (Ebels ve
Balemans, 1986). Gece boyunca suprakiyazmik nukleus (SCN) cekirdekten gelen
aksiyon potansiyelleri post sinaptik aralikta norepinefrin salinimini baglatir.
Norepinefrin melatonin salgilanmasini diizenleyen en 6nemli uyarandir. Norepinefrin
melatonin salgilatict etkisini postsinaptik pinealosit membranindaki o ve f
reseptorlerine baglanarak gergeklestirir. Melatonin sentezinin % 85’1 B reseptorleri,

%15°1 ise a reseptorlerinin uyarilmasi ile ortaya c¢ikar (Ustundag ve Canatan, 1999).

Melatonin sentezi, aktif transportla triptofanin pineal bez i¢ine girmesi ile baglar (Eren
ve Dursun 1992). Triptofan, bir mitokondriyal enzim olan triptofan 5-hidroksilaz
enzimi tarafindan 5- hidroksitriptofana (5-HT) doniistiiriiliir, bu ise sitoplazmik bir
enzim olan aromatik amino asit dekarboksilaz araciligi ile 5-hidroksitriptamine
(serotonin) doniistiiriiliir. Daha sonra, arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT)
tarafindan serotonin asetilasyona ugratilarak, N-Asetil serotonin olusur ve sonugta
hidroksiindol-O- metiltransferaz (HIOMT) enzimi araciligi ile melatonin sentezlenir

(Galzin ve ark., 1988).

Sicanlarda gece AANAT proteininin sentezindeki artistan dolayr AANAT enzim
aktivitesinde yiikselme goriliir (Maronde ve Stehle, 2007). Sempatik sinir sisteminden
norepinefrinin gece boyunca saliniminin cAMP seviyelerini neredeyse yiiz kat
artirdigi hem o hem de B-adrenerjik reseptorlerdeki dl¢limler ile anlasilmaktadir (Klein

1985).



Insanlarda, plazma melatonin konsantrasyonu gece 02:00-04:00 saatleri arasinda pik
degerine ulasir. Melatonin sekresyonu eriskin bireylerde genellikle saat 21:00-22:00
arasi baglar ve 07:00-09:00 arasinda ise {liretim sona erer. Melatonin yiiksek lipofilik
ozelliginden dolayi tiim biyolojik sivi ve dokulara kolaylikla erisebilir. Plazmada %

70’1 alblimine bagl olarak bulunur (Ercument ve ark., 2000).

Insanda melatonin ilk olarak karacigerde ve daha sonra bobreklerde metabolize olur.
Karacigerde % 90’1 mikrozomal enzimlerle metabolize edilir ve son iiriin olan 6-
hidroksimelatonin siilfat (6-HMS) olarak % 70-80’1 idrarla atilir (Cam ve Erdogan,
2003).
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2.1.2.4. Melatonin Antioksidant/Prooksidant Etkileri

Melatoninin antioksidan etkileri ilk olarak Janus ve ark., (1991) tarafindan ortaya
konulmugtur. Melatonin hiicresel membranlardan iceri alindiginda, membran
fosfolipidlerinin polar baslarina yakin cift tabakali lipitte yilizeysel olarak konumlanir
(Ceraulo ve ark., 1999). Bu pozisyon serbest radikal siipiiriicii olarak is yapmasina
olanak saglarken ayrica membranlarin oksidatif hasara karsi direnebilmesine de

dolayli yoldan imkan saglar (Garcia ve ark., 1997; Garcia ve ark., 1998).

Melatonin, egzersizin neden oldugu iskelet kaslarinda oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonunun neden oldugu doku hasarini azalttig: ile ilgili bircok deneysel
model vardir. Melatonin doku hasarin1 azalmak i¢in NF-kf aktivasyonunu inhibe
ederek onemli bir antiinflamatuvar etki gosterir. Melatonin tedavi ¢alismalarinda ise
akut egzersizin neden oldugu iskelet kas1 doku hasarini NF-«xf yolagini bozarak ve

iNOS’un asir1 iiretimini bloke ederek engeller (Veneroso ve ark., 2009).

Melatonin, norodejeneratif hastaliklar, yaslanma ve iskemi/reperfiizyonun deneysel
modellerinde oksidatif stresele iligkili siireglere kars1 koruyucu etki gostermistir. Buna
ek olarak immun sistemin modiilatorii olarak, ROS kars1 koruyucu ve sirkadiyen ritmi

diizenleyici olarak rol oynar (Guerrero ve Reiter, 2002).
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2.1.2.5. Melatonin ve Kalp

Giinliik ritim ile kalp atimi sayisi, kan basinci, platelet ve endotelyal islevler
arasinda iliski oldugu giiniimiizde bilinmektedir. Nitekim yapilan epidemiyolojik
calismalarda ventrikiiler artimiler, ani kalp 6liimii, miyokard infarktiisii, iskemik inme
gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin sabah vakti doruga ulastigi rapor edilmistir.
Miyokardiyositlerde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve endotelial hiicrelerde

sirkadiyen ritmin varlig1 belirtilmektedir. (Marsh ve ark., 1990; Muller 1999).

Kardiyovaskiiler sistemin herbir hiicrelesindeki sirkadiyen saatler ndérohormonel
uyarinin (uyanmadan Once sempatik sinir uyarisinin artmasi gibi) baslangicindan
itibaren kardiyovaskiiler fonksiyonu etkileme potansiyeline sahiptir, dolayisiyla uygun

hizl1 yanit alir (Young 2006).

Melatonin intraselliiler Ca*? kiimelesmesini ve reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini
inhibe ederek morfolojik hasari uyaran iskemi/reperflizyona karsi sican ventrikiiler
miyositlerini koruyucu etki gosterir (Salie ve ark., 2001). Arastirmalar,
iskemi/reperflizyon hasar1 sonrasi kalp dokusu hasar1 ve anormal kalp islevleri lizerine
farmakolojik dozda uygulanan melatoninin yararli etkileri oldugunu gostermistir
(Szarszoi ve ark., 2001; Lee ve ark., 2002). Melatoninin antioksidan etkilerinin 6nemli
bir kismi siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz gibi
antioksidan enzimleri uyarmasindan, iNOS’u ise inhibe etmesinden kaynaklanabilir

(Rodriguez ve ark., 2004; Sahna ve ark., 2005).

Melatonin tedavisi apoptozisi (kaspaz 3) bloke edip, inflamatuvar yaniti

smirlandirarak miyokardiyal hasar1 hafifletir (Reiter ve ark., 2016).

Konjestif kalp hasari, iskemik kalp hastaligi, hipertansiyon gibi birgok patolojik
durumda ve akut miyokart infarktiisii geciren hastalarda melatonin seviyeleri diisiik

bulunmustur (Seithikurippu ve ark., 2017).
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2.2. EGZERSIZ

Egzersiz, fiziksel olarak viicudu desteklemek ya da korumak amaci ile, planh

olarak yapilan tekrarl1 viicut hareketleridir (Biddle 1995).
2.2.1. Egzersiz Metabolizmasi

Fiziksel aktivite i¢in yiliksek diizeyde enerjiye ihtiya¢ vardir. Yiizme, bisiklet ve
kosma gibi egzersizler enerji ihtiyacini 120 kat artirabilir. Bu enerjinin kaynagi;
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarindan koken alan organik fosfat

bilesikleridir (Samuel ve Toriola, 1998).

Egzersizde aerobik veya anaerobik yollarla karbonhidratlar ve yaglar yikilarak ATP
tiretilir (Sloan ve Weir, 1970). Kullanilan enerjinin kaynag: egzersizin tiirii, siddeti ve

stiresiyle yakindan iligkilidir.

Egzersiz izotonik (dinamik) ve izometrik (statik) olarak temelde iki sinifta incelenir.
Bu egzersiz tipleri de enerji kaynagi agisindan kendi igerisinde aerobik ve anaerobik

olarak iki farkl1 sekilde degerlendirilir (Korkmaz ve Oter, 1998).

Aerobik egzersiz, solunum kapasitesini artirmak ve kalp damar sistemini daha iyi hale
getirmek icin yapildigindan ‘kardiyovaskiiler egzersiz ‘olarak da bilinir (Kilig 2014).
Kalp hizinin % 50-80’1 ile yapilan aerobik egzersiz, biiyiik kas gruplar1 kullanilarak
ve hafif veya orta siddette hareketlerin uzun siireli olarak tekrar edilmesiyle yapilir.
Enerji kaynagi olarak da kasta depolanan enerjinin yaninda karaciger ve kastaki

glikojen kullanilir (Doganay ve ark., 2014).

Anaerobik egzersiz ise; kalp hizinin % 85-90°1 ile yapilan, egzersiz yogunlugu ve
siddetinin artt1g1, kasin miktari, gilici ve dayanikliligimi artirmak icin yapilan

hareketlerden olusur (Cavusoglu 2013).
2.2.2. Egzersiz ve Kalp

Diizenli fiziksel egzersiz kardiyovaskiiler sistem {izerine bilinen faydalarinin yan1
sira duyarli bireylerde ani kalp 6liimii ve akut miyokardiyal infarktiise de neden olur

(Veneroso ve ark., 2009).
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Akut egzersiz ile uyarilan kardiyak kas dokusunda hiicre hasar1 tespit edilebilmektedir.
Sicanlara uygulanan akut egzersiz sonras1 miyeloperoksidaz aktivitesi, TNF-o ve NF-
KB aktivitelerinin arttig1 gézlemlenmis ve bunlarin olusturdugu olumsuz etkilerin
melatonin tarafindan azaltildig1 ortaya konmustur (Veneroso ve ark., 2009). Egzersiz
yapilan bir¢cok calismada, kardiyomiyosit hasarini uyarabilen, TNF-a ve IL-6 gibi
sitokin seviyelerinde artis gdzlenmistir (Horton ve ark., 2003; Prabhu 2004).

Ventrikiillerin sistolik ve diyastolik islevlerini azaltarak kisa siireligine kalpte
fonksiyon bozukluguna neden olan uzun siireli yogun egzersizin duyarli bireylerde
akut miyokart infarktiisii ve ani 6liimii tetikleme potansiyeli bulunmaktadir (Powers

ve ark., 2008).

Egzersizde kalp kasini etkileyen en 6nemli faktorlerden bir tanesi oksidatif strestir.
Egzersizin siddetine bagli olarak ortaya cikan serbest radikaller kalp kasinda farkli
diizeylerde hasara yol acabilir. Egzersizin yogunlugu ve siiresi arttikca metabolik
stire¢ ve oksijen tiikketimi artacagindan serbest radikal olusumu da artacaktir. Bu durum

kalp kasindaki hasarin diizeyini de artirir (Colakoglu ve ark., 1998).

Ozellikle kosma ve yiizme sporlar1 gibi yogun bir sekilde uygulanan egzersizlerde,
apoptozun uyarilmasi ve sebest oksijen radikallerinin ortaya c¢ikmasi artan kalp

hasarina yol agarak kalbte islev kayiplarina yol agar (Ahmadiasl ve ark., 2012).
Egzersiz siiresince ortaya ¢ikan serbest radikaller birkag farkli yolla olusabilir. Bunlar;

1. Siiperoksit anyon radikali veren, ubikitin-sitokrom c iizerinden mitokondrideki
elektron tagima sisteminde bir zayiflama olmus olabilir. Bu reaksiyonda, hidrojen
iyonlart ve elektronlar son iiriin olarak su veren oksijene elektron tasiyicisi
tarafindan tasmilabilir (4H" + 4e¢” + O2 —2H,0).

2. Yogun egzersiz siireci, viicudun belli bolgelerinde hipoksi ya da gegici olarak
iskemiye neden olabilir. Aktivite artist hipoksiyi daha da fazla artirir. Yogun
egzersizden sonra hasarlanmis bolgeler tekrar oksijenlenir ve daha sonra iskemi-
reperfiizyonun tiirettigi serbest radikaller meydana gelir (Apple ve ark., 2002).

3. Arasidonik asitin lipit peroksidasyonu siiperoksit radikalleri iiretir (Jiang ve ark.,

2004).

15



Antioksidan liretiminin azalmasi ve lipit peroksidasyonunun artmasinin kalp hasari ile
iliskilendirildigi hayvan c¢alismalar1 bulunmaktadir (Chiccko ve ark., 2006; Kim ve
ark., 2006).

Oksidatif metabolik 6zelliklere sahip diger ¢izgili kaslara kiyasla, miyokardiyumun
antioksidan savunma sistemi daha zayiftir (Kumar ve ark., 2013). Kalpteki bazal
metabolizma hizinin yiliksek olmasi oksidatif hasar riskini artiran bir diger faktordiir

(Kumar ve ark., 1992).

Oksijen tiiketiminin artmasi, reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin {iretimi kalbin reaktif
oksijeni noétrolize etme yetenegini sinirlandirir ve bdylelikle kardiyak dokuda

antioksidan potansiyel azalir (Wonders ve ark., 2007).

Oksidatif stres, inflamatuvar reaksiyona katilan farkli mediyatorlerin salinimiyla
iligkilendirilir. Akut egzersiz proinflamatuvar sitokinler ve adezyon molekiilleri gibi
inflamatuvar hasar mediyatorlerinin artisina neden olur (Garci’a-Mediavilla ve ark.,

2007; Kretzmann ve ark., 2008).
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Sekil 5. Akut yogun egzersizin kalp kasi iizerine etkilerini gosteren baz1 molekiiler mekanizmalar (Juana ve ark., 2015).



Sekil 6. Akut yogun egzersize bagli oksidatif stresin ve inflamasyonun miyokart hasar1

olusturma mekanizmasinin farkli bir gésterimi (Gomez-Cabrera ve ark., 2005).
2.3. TUMOR NEKROZIS FAKTOR-ALFA (TNF-a)

TNF-0, immiinoinflamatuar reaksiyonlarda diisiik konsantrasyonlarda (10-9 M)
bile gii¢lii parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Ayn1 zamanda bir¢ok hiicre tipinde
bliyiime ve farklilagmayr da diizenler. Bir proinflamatuvar sitokin olan TNF,
programlanmis hiicre dliimii, proliferasyon ve inflamasyonu da igeren bir¢ok farkl
fizyolojik siiregte anahtar rol oynar. TNF’in buradaki pleitropik ve biyolojik etkileri
hiicreler aras1 farkli sinyal yolaklarini aktive etmesinden kaynaklanir. TNF-a hiicre i¢i
yangisal iglevler lizerine olan etkilerini TNFR 1 reseptoriine baglanarak ve boylelikle
hiicre igerisinde RIP, TRADD ve TRAF2’den olusan Komleks I’in ortaya ¢ikmasini
uyararak gerceklestirir (Micheau ve Tschopp, 2003).

Burada ortaya ¢ikan kompleks 1, NF-kf’nin aktivasyonuna neden olan bir
transdiiksliyon sinyali baslatir. Kisacasi, sitoplazmada NF-«kf3‘ye aktifken baglanabilen
inaktif haldeki Ixf’nin inhibitériinii fosforile eden I-kf kinaz (Ixk)’nin aktive
olmasiyla k3 serbest kalir ve niikleer faktore baglanarak aktif hale gelir. Aktif NF-«f3
nukleusta TNF-a olusumunu uyarir. Ayrica NF-kf} aktivasyonu, kompleks 1’den
uyarilmig TNF sinyali c-jun aktive eden kinaz (JNK), ekstraselliiler diizenlenmis kinaz
(ERK), mitojenle etkilesen protein kinaz (MAPK) ve mitojen aktive eden protein kinaz
p38’in aktivasyonuna neden olur (Beyaert ve ark., 2002).
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Uyarilmig TNF sinyali Fas iliskili 6liim domaini (FADD) ve kaspaz 8 olusumunu
destekleyerek kompleks 2 olusumuna da neden olur (Micheau ve Tschopp, 2003).
Yukaridaki yolaktan farkli olarak bu yolakta kaspaz 8 etkindir. Aktif hale gelen bu
kaspaz-8, Bid’i (proapoptotik) ayirarak apoptozisi diizenler. Bunun sonucunda tBid
(kirpilmis Bid-ayrilmis), mitokondryial dis membranin gecirgenligine neden olan
bolgeye baglanir. Boylelikle hiicre 6liimiine neden olan diger kaspazlarin baska
mitokondriyel apoptogenetik faktdrlerin ve sitokrom c’nin salinimina neden olur

(Beyaert ve ark., 2002).

Yapilan caligmalar, TNF-o’nin akut inflamasyonda ve antitimdral immiinitede ¢ok
onemli bir sitokin oldugunu gdstermektedir. TNF-a, notrofil ve endotel hiicrelerini
uyararak adezyon ve kemotaksisi yonetir. Bu etkileri ortaya ¢ikaran TNF-a, aktive
monositler, makrofajlar, aktive T hiicreleri, B hiicreleri, mast hiicreleri, fibroblastlar,
keratinositler, kupfer hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve bazofil gibi bircok farkli hiicre

tipinden salgilanmaktadir (Kuralay ve ark., 2006).

Bir¢ok farkli dokuyu etkileyen TNF-a, kalp kasini da etkilemektedir. Nitekim TNF-a
miyokardin kasilabilirligini azaltarak doku perflizyonunu bozulmasina yol agar. Bu
etkisini NO {izerinden gosterir ve kardiak miyositteki NOS’u aktive ederek argininden,
sitriilin ve NO olugmasini saglar. Olusan NO’da myokart kasilabilirligini azaltir. TNF
ayni zamanda, damar diiz kaslarin1 gevseterek kan basincini1 ve doku perflizyonunu
azaltir. Bu Ozelliklerini diiz diiz kas hiicrelerini dogrudan etkileyerek gosterebildigi
gibi, damar endotel hiicreleri tarafindan salgilanan prostasiklin ve NO gibi damar
genisleticileri uyararak dolayli yoldan da gosterebilir (Vasalli P 1992; Farrar ve
Schreiber, 1993; Abbas ve ark., 1994; Nororiha ve ark., 1995).
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Sekil 7. TNF’in programlanmis hiicre 6liimii, proliferasyon ve inflamasyon igeren fizyolojik stireclerdeki roliiniin sematize

edilmesi (Wullaert ve ark., 2006).



2.4. NUKLEER FARKTOR KAPPA B (NF-xp)

NF-«B; inflamasyon, immun yanit, sitokin/kemokin tiretimi, apoptozis ile hiicre
biiyiimesi ve gelisimini i¢eren bir¢ok hiicresel islevi etkileyen bir redox transkripsiyon

faktoriidiir (Gilmore 2006).

Omurgalilarda NF-«3; p50 (NF-xf 1), p52 (NF-kB 2), p65 (RelA), RelB ve c-Rel
olmak tizere bes alt iinite iceren homodimer ve heterodimerlerden olusur. Uyaran

cesidine bagli olarak NF-«f tli¢ farkl yolla aktive edilebilir. Bunlar;

1. Klasik yol (cononical pathway),

2. Alternatif yol (non-cononical pathway),

3. DNA hasari sonucu devreye giren yolaklardir.

Klasik yolak, inflamasyon diizenlenmesi i¢in lenfoid hiicrelerin yikimindan ve
cogalmasindan sorumludur (Hoffman ve Baltimore, 2006). p50/RelA dimeri bu
yolakta olusur. NF-xf} dimeri (pS0/RelA) normalde IkP adi verilen inhibitor proteine
bagli oldugundan DNA’ya baglanamaz. Inaktif durumdaki dimerler pro-inflamatuvar
sitokinler (TNF- a gibi) ya da lipopolisakkaritler tarafindan uyarilir. inhibitdr proteine
bagli dimerler bir enzim olan Ikk tarafindan fosforillenerek ubikitin proteozom
aracilig1 ile degredesyonu gergeklesir. NF-kf} serbest kalir ve ¢ekirdege lokalize olur

(Calzado ve ark., 2007).

Alternatif yolakta ise p52/RelB dimeri aktive olur. Bu yolak geleneksel yola gore daha
yavastir. Bu nedenle p52/RelB dimerinin aktivitesi daha ge¢ gerceklesir ancak daha
uzun siirer. Normal sartlarda, sitoplazmada inaktif olarak bulunan p100/RelB dimeri,
lenfotoksin B, CD 40 ve B hiicre aktive edici faktér (BAFF) ligandlariyla uyarilir
(Calzado ve ark., 2007; Hoffman ve Baltimore, 2006). p52°nin onciilii olan p100, Ixk
tarafindan fosforlanir. Bu fosforilasyonun sonucu olarak p100, p52’ye doniistiirtiliir.
pS2/RelB aktif hale gelir ve niikleer lokalizasyonunu gercgeklestirir (Lindstrom ve
Bennett, 2005; Hoffman ve Baltimore, 2006; Calzado ve ark., 2007).

Uciincii yolakta ise Ikk’ya ihtiya¢ yoktur. DNA hasarina kars1 bu yolak olusur.

Her ii¢ yolak da NF-kf’nin niikleusa lokalize olmasini uyaran molekiil olarak bilinen
niikleer lokalizasyon sinyal domainin (NLS) uyarilmasina yol acarak Ixf’den NF-«kf3

dimerlerinin ayrilmasina neden olur.
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Pro-inflamatuvar sitokinler, viriisler ve TLR aktivasyonu klasik yolu uyaran faktorler

olarak bilinir (Gilmore ve ark., 2012).

NF-«B, kardiyak stres durumunda hizli bir sekilde eksprese edilir (Ao ve ark., 2007).
Kalp kasinda, egzersizden sonraki 2 saatte NF-«xf aktivasyonunda artis oldugu
goriilmistiir (Balan ve Locke, 2010). Hiicrenin inflamasyona verdigi yanitta TNF-a

apoptozisi uyarirken, NF-«f3 ise apoptozisi baskilar (Yildirim ve ark., 2010).

KLASIK YOL ALTERNATIF YOL
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Sekil 8. NF-kB’nin klasik yol ve alternatif yol ile uyarilmasinin sematik gosterimi.
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2.5. KARDIYAK TROPONIN I (¢Tnl)

Troponinler, tropomiyozin ile birlikte iskelet ve kalp kast kasilmasinin
diizenlenmesinde rol alan yapisal proteinlerdir ve kas proteinlerinin %5’ ini

olustururlar.

Troponin T, I ve C’den olusan troponin kompleksi, aktin ve miyozinin kalsiyum
araciligi ile etkilesimini saglamakta ve ince filamentlerde yer almaktadir (Jaffe 1999;
Sheehan ve Vasikaran, 2001). Buradaki proteinler, iskelet kasi ve kalp kasinin
miyofibrillerinin i¢ine lokalize olur ve farkli genler tarafindan kodlanirlar. Genler,

miyozin ile aktinin etkilesiminde anahtar rol oynarlar (Mair ve ark., 1992).

Kardiyak troponinler kalp kasi hasarinin duyarli ve 6zgiil belirtecleri olarak kabul
edilirler. Miyokardiyal hasardan sonra kanda bu proteinlerin diizeyinde artis maydana
gelir. Miyokardiyal hasar sonrasinda troponinlerin salgilanma mekanizmasi iki sekilde

aciklanabilir;

1. Diislik miyokardiyal hasara bagli olarak membranin biitiinliigiiniin bozulmas1
ve sitozolik kisimdan troponinlerin gegici olarak hiicre disina sizmasi,
2. Yiiksek kardiyak hasarlarda proteolitik enzimlerin aktivasyonu ile kasilabilir
yapinin ¢oziinmesi (Ishikawa ve ark., 1997; Ooi ve ark., 2000).
Kalp kasi hasar1 olan hastalarin yaklasik olarak % 49’unda troponin seviyelerinin
yiiksek olmasi; inflamatuvar mediyatorlerin  salinimi, oksidatif stres, renin-
anjiyotensin sisteminin aktive olmasi, sempatik uyar1 ve duvar geriliminin fazla olmasi
gibi ¢oklu mekanizmalarla iligkilendirilir. Troponin seviyelerinin arttig1 hastalarin %
28’inde tasikardi, % 10’unda perikarditis, % 5’inde kalp hasar1 gézlemlenmisken %
10’unun ise yogun egzersize maruz kaldig1 belirlenmistir (Bakshi ve ark., 2002).
Insanlarda yapilan birgok calismanin yani sira yapilan birgok deneysel hayvan
caligmasinda da uzatilmis yorucu egzersizden sonra miyokart infarktiisiiniin diizeyini
klinik olarak ortaya koymak i¢in serum kardiyak troponinlerinin artmis kan
seviyelerinden faydalanildigi belirtilmistir (Shave ve ark., 2007; Scharhag ve ark.,
2008).
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Saglikli atletlerde egzersize bagli olarak, sitoplazmadaki serbest cTnl’ nin gecici
salinimi ile kalp kasi hiicrelerinin membran ge¢irgenliginde geri doniisiimlii artis
olabilir. Geri doniisiimlii olan bu membran sizintis1 ¢Tnl ve ¢TnT arasindaki erken ve
ge¢ salmim potansiyelinden dolayr farkli acgiklanabilir. Egzersiz sonrast kiiciik
molekiil olan cTnl saliniminin cTnT’ ye gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (Scharhag

ve ark., 2008).

Kalpte iskemik hasardan sonra c¢Tnl’ serumdaki seviyesi artar. Melatonin infarktin
siddetini azaltir. Kalp dokusundaki bu koruyucu etkisini ise notrofil inhibisyonu ve

kuvvetli bir antioksidan olmasi ile gosterir (Dwaich ve ark., 2016).
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Sekil 9. Kardiyomiyositlerden kardiyak troponin I salinim1 (Lemos 2013).



2.6. KREATIN KiNAZ- MiYOGLOBIN B (CK-MB)

Kreatin kinaz (kreatin fosfokinaz olarak da bilinir) ¢izgili kas ve kalp kasinda
tagima veya kasilma sistemlerindeki ATP’nin yenilenmesinden sorumlu bir enzimdir.
Her kontraksiyon dongiisiinde kreatin fosfat yeniden ATP olusturur. Bu durum kasin
ATP diizeyini sabit tutar. Geri doniisiimlii olan bu reaksiyonda CK katalizor olarak yer

alir (Murray ve ark., 1998).

Kreatin kinaz CK-MM, CK-BB ve CK-MB olarak {i¢ farkli izoenzim yapiya sahiptir.
Buradaki izoenzimler sitozolde bulunur, mitokondrinin i¢i ve disindaki yiiksek enerjili

fosfatazlarin ¢ikisini kolaylastirir (Pant ve ark., 2012).

Kreatin kinazin CK-MM ve CK-MB izoenzimi 6zellikle miyokardiyumda yiiksek
diizeylerde bulunur ve miyokardiyal hiicre duvari hasari i¢in spesifik bir belirtectir
(Walker ve ark., 1990). Hipoksiye veya baska nedenlere bagl kalp kas1 hasarlarinda
hiicre membrani1 bozulmasi sonucunda CK sistemik dolasima salinir (Sobel ve ark.,

1975).

CK-MB’nin plazmadaki artis1 miyokardiyal infarktiisten farkli olarak bir grup klinik
caligmalarda da rapor edilmistir. Bunlardan bir tanesinde maraton kosucularinda kan
CK-MB seviyelerinde artiglar tespit edilmistir. Yine akut yogun egzersiz yapan
sporcularda da egzersiz sonras1t CK-MB diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Egzersiz
sonrast CK-MB diizeylerindeki artisin miyokardiyal hasarin bir gostergesi oldugu
diistintilmiistiir (Miller ve ark., 1989). Deneysel bir calismada ise, tiiketici egzersiz ve
sirekli egitim programi kopeklerde kalp kasi ve diger kas gruplarindan salinan

biyobelirte¢ diizeyinin etkilendigi belirlenmistir (Cerqueira ve ark., 2018).

Melatoninin kalp kasi iizerine koruyucu etkileri CK-MB iizerinden de gdsterilmistir.
Nitekim serbest radikal siipliriicii olarak bilinen melatoninin, kalp kasi hiicresi
icerisinde olusan serbest radikalleri azaltarak CK-MB salinimini azaltir (Zhou ve ark.,
2018). Tavsanlarda yapilan bir ¢galigmada, hipoksi olusturulan grupta ¢calisma sonunda
CK-MB diizeylerindeki artis, literatiirdeki veriler ile bagdasmaktadir. CKMB
diizeyindeki bu artis gruplarda hipoksi ve miyokardiyal hasarin meydana geldigini

gostermistir.
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Calisma sonunda melatonin uygulamasi yapilan grupta ise CKMB seviyelerinde
yiikselmenin olmamasi bu grupta miyokardiyal hasarini onlendigini gostermektedir.
Olusan kiiclik ¢apta miyokardiyal hasarin saptanmasinda ise serum CKMB

diizeylerinin yeterli olmadigin1 belirlenmistir (Narin ve ark., 2004).

A-PPP A-P-PP
(ATP) (ATP)
CK EGZERSIZ CK DINLENIM DURUMU
Kreatin P-KREATIN
(Fosfokreatin)

Sekil 10. Egzersiz ve dinlenim durumunda CK ve ATP yenilenme mekanizmasi.
2.7. ISKEMI MODIiFiYE ALBUMIN (IMA)

Akut iskemik durumlar kalp kasinda bircok degisiklige neden olabilir. Bu
degisiklikler cogu zaman kalbin pompalama yetenegini etkileyeceginden hayati 6nem
tasir. Bu nedenle kalp kasindaki iskemik durumlarin zamaninda tespit edilmesi 6nem
arz etmektedir. Gliniimiizde bu amaca yonelik ¢alismalar devam etmekte olup son

yillarda IMA bu amagla kullanilabilecek belirte¢lerden biri olarak dikkat ¢gekmektedir.

IMA dretim mekanizmasi heniiz bilinmemekle beraber albiiminin N-ucundaki
modifikasyon miyokardiyal iskemi-reperfiizyonda iiretilen ROS’la iliskilendirilir.
Akut iskemik durumlar albiimini, iskemi modifiye albiimin olarak bilinen proteine
doniistiirerek demir, nikel ve kobalt gibi gecis metallerin baglanma kapasitesini azaltir.
Reaktif oksijen tiirleri ve iskemi-reperfiizyon, albuminin N-ucunda modifikasyona
neden olarak serbest hidrojen iiretimine neden olur. ROS’un insan serumundaki

albiimini degistirerek IMA iiretimine neden oldugu bilinmektedir (Ramasamy, 2011).
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IMA’nin hiicre icinde {retilmesi kalp kast hiicresindeki nekrozun boyutunu
sinirlandirip, kalp kasi hasarii onleyerek iskemi igin etkili bir endojen mekanizma
olarak yorumlanabilir. Akut iskemide oldugu gibi albuminin ge¢is metallerine
afinitesinin azalmasi sonucu aktif kobaltin plazmadaki konsantrasyonundaki yiikselme
iskemi-reperflizyon hasarini sinirlandiran IMA artisina neden olur (Sinha ve ark.,

2004).

IMA infarktiiste ilerleyisin onlenebilmesi ve kardiyak hastaliklarda gecici olmayan
kalp hasarmin baslangicindan 6nce iskeminin degerlendirilmesi i¢in yararhdir.
Iskemiyi erken saptayabildigi, ucuz ve duyarli oldugu i¢in IMA kullanimi
yayginlagmaktadir. IMA iskeminin baslangicindan hemen dakikalar igerisinde
yiikselir ve 6-12 saat kadar yiiksek kalir. Ayrica IMA’nin miyokard iskemisini
gozlemlemede CK-MB’den daha faydali olacagi belirtilmektedir (Can ve Yosunkaya,
2017).

2.8. PROKALSITONIN (PCT)

Prokalsitonin, kalsitonin hormonunun bir prohormonu olarak ilk kez 1986 yilinda
Ghillani ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Prokalsitonin, 116 amino asitten
olusan bir proteindir ve tiroid bezinde parafolikiiler C hiicrelerinden sentezlenen
kalsitoninin prohormonu olarak kabul edilmektedir (Oczenski W, Fitzgerald RD ve

Scwarz S., 1998; Maisner 2000).

PCT sentezi onciil protein olan preprokalsitonin translasyonu ile baslar. PCT nin N-
ucunda (N-ProCT), kalsitonin ve PCT’nin C-ucunda (katakalsin) olmak iizere iki
bolgesi bulunmaktadir. Proteolizle ilk olarak PCT ve daha sonra kalsitonin hormonu

aciga cikar (Maisner 2000; Gendrel ve Bohuon, 2000).

PCT otoimmun ve inflamatuvar hastaliklarda monitorize etme, hastaligr 6nleme ve
tan1 koymada 6nemli bir gosterge olarak onerilmektedir. PCT nin hipotalamo-hipofiz
aksu ile iligkili oldugu ve noronal, hormonal ve biyolojik aktiviteleri ile cok yonlii bir

etkiye sahip oldugu diisliniilmektedir (Ojeda ve ark., 2000).
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Serumda meydana gelen PCT seviyesindeki artis sadece bakteriyel enfeksiyonun
varliginda degil ayn1 zamanda bu artisa degil ayn1 zamanda sistemik inflamasyon
kaynakli da olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii PCT salinimi TNF-a aracilig: ile de

uyarilabilir (Papassotiriou ve ark., 2008).

Prokalsitonin ilk kesfedildigi yillarda enfeksiyon iliskili bir molekiil olarak
belirlenmesine ragmen son yillarda kalp hastaliklari ile de iliskilendirilmistir. Bir akut
faz proteini olan PCT’nin, kalbin durmas1 durumunda olusan metabolik dengesizligin
hassas inflamatuvar bir gostergesi oldugu belirtilmistir (Krzych ve ark., 2017).
Nitekim kalp hasar1 olan ancak enfeksiyon bululnmayan hastalarda kontrol grubundaki
insanlara gore PCT diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Daha da 6nemlisi bu artis kisa

stireli mortalite ile iligskilendirilmistir (Aissou ve ark., 2018).

Benzer sekilde yapilan deneysel ¢alismalarda da benzer bulgular elde edilmistir.
Bakteri enfaksiyonunun olmadigi bir¢ok durumda PCT serum diizeylerinde artis
goriilmektedir. PCT seviyelerinintam olarak etkilendigi iki yaygin durum vardir.
Bunlar; konjesif kalp yetmezligi ve renal fonksiyon bozuklugudur. Insanlarda yapilan
sinirl1 ¢alismalar sonucunda bakteriyal enfeksiyondan farkli olarak konjesif kalp
yetmezligi ve renal fonksiyon bozuklugunda PCT diizeylerinin kullanimi

desteklenmistir (Covington ve ark., 2018).
2.9. KORTIKOSTERON (CORT)

Kortikosteron bobrek iistii bezinin korteksinden strese yanit olarak salgilanan
glikokortikoid yapida bir hormondur. Organizmanin strese fizyolojik yanit1 iki asamali
olarak gerceklesir. Ilk olarak, sempatik sinir sisteminin uyarilmasi ile dolasima
katekolaminler salinir. Strese yanitin ikinci asamasinda ise hipotalamus-hipofiz-
adrenal (HHA) aks aktive olur. Bir¢ok endokrin siirecin aktivasyonunu igerdigi i¢in
bu asama ilk asamaya gore daha yavas gerceklesir. Ikinci asamadan sonug olarak
dolagima glukokortikoit hormonlar (insanda kortizol, siganda kortikosteron) salgilanir

(McCormick ve ark., 2010).
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Sekil 11. Kortizol salinim mekanizmas1 (Burtis ve ark, 2012).

Fizyolojik stres durumunda, plazmada adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve
kortizol diizeyleri artar. Uyari merkezi sinir sistemi yolu ile hipotalamustan
kortikotropin salgilatici hormon (CRH) salgilanmasi ile baslar. Salgilanan CRH ise
hipofizden ACTH salgilanmasini uyarir (Greenspan ve ark, 2004).

HHA aksinin diizenlenmesinde immun sistem de etkilidir. Sistemik enfeksiyonlar ve
inflamatuvar mediyatérler HHA aksini aktif hale getirerek, kortizol salinimini artirirlar

(Turnbull ve ark, 1999).

Kortikosteron, proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini baskilarken antiinflamatuvar
sitokinlerin iiretimini artirir. Periferik dolasimdaki nétrofil sayisim1 kemik iliginin
uyararak artirsa bile, 16kositlerin hasarli bolgeye migrasyonunu, fagositik aktivitesini
ve genel olarak hiicresel immiiniteyi baskilar. Kortikosteron salinimimin miktari

sirkadiyen ritme gore ayarlanmakta ve diizenlenmektedir (Demir ve Tifekc¢ioglu,

2008).
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Yogun egzersizin HHA aksisini aktive ederek CORT salgilanmasini uyarict bir etki
gosterdigi bilinmektedir. Oncesinde egitim olsun ya da olmasin yiiksek yogunlukta
fiziksel egzersize maruz birakilan siganlarda CORT diizeylerinin arttig1 belirlenmistir.

(Lotzerich ve ark., 1990; Ortega ve ark., 1996).

Tiketici fiziksel aktivite ya da 6ncesinde e8itim olmadan yapilan akut fiziksel aktivite
caligmalarinda CORT seviyelerinde artis oldugu saptanmistir. Giiniimiizde yapilan
caligmalarda egitimli yiiziiciilerdeki CORT diizeyleri akut olarak ylizdiiriilenlere gore
daha diisiik bulunmustur. Sicanlarda akut yiiziiclilerdeki CORT diizeyleri egitimli
yiiziicii sicanlarla karsilastirildiginda 1,5 kat daha yiiksek oldugu saptanmis ve
dinlenimden sonra ise daha diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir (Salmana ve ark.,

1999).

Yogun egzersiz uygulamasi olarak; ylizme egzersizi, ¢ark kosusu ya da treadmill gibi
uygulamalar yapilabilir. Bu tip egzersizler organizmada kalp hizi, oksijen tiiketimi,
sempatik sinir sistemi aktivitesi ile insiilin ve glukagon salinimda artis gibi bir takim
akut etkiler olustururlar. Egzersiz siiresince kullanilan kas kitlesi oranina gore enerji
harcanmasi da artar. Biitiin bu faktorler sonug olarak CORT saliniminda da artisa yol

acarlar (Hare ve ark., 2014).
2.10. TOLL LiKE RESEPTOR 4 (TLR 4)

TLR’ler makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilen tip 1
transmembran proteinleridir ve {i¢ boliimden olusurlar. Bunlar; transmembran heliks
boliimii, baglanma bolgelerinin tanimasindan sorumlu olan ekstraseliiler kisim ve
sinyal yolaklarinin baslangici olan intraseliiler toll-like/interlokin-1 reseptoriidiir (TIR;
Nomura ve ark., 1994; Taguchi ve ark., 1996).

TLR’ler son yillarda hiicrelerde yangisal siireglerin diizenlenmesinde 6nemli bir
molekiil olarak dikkat cekmektedir. immun yanitin ilk basamaginda TLR’lerin rol
oynadigi belirtilmektedir. TLR kdkenli uyarilar ¢cogunlukla, hiicre 6liimii ve yasamu,
immiin ve inflamatuvar yanitlar igeren baglica genlerin diizenlenmesinde énemli rol

oynayan NF-«f yolagini aktive ederler (Faure ve ark., 2001).
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TLR’ler i¢in tanimlanan baglanma bolgeleri sadece savunma yanmiti ve TLR
aktivasyonu icin degil, bir¢ok inflamatuar siirecin olusmasinda da etken rol alirlar.
TLR’ler enfeksiyonlarla iliskendirilmesine ragmen son yillarda yapilan ¢alismalar,
iskemi/reperflizyon ve bakteriyel olmayan durumlarda da TLR2 ve TLR4
aktivasyonunun 6nemli oldugunu gostermistir.

TLR’ler etkilerini NF-xf yolag1 tizerinden gosterirler. Nitekim TLR-4’ilin
ekspresyonundaki artisin NF-xf aktivasyonu ve sitokin iretiminde artisa yol agtig
belirlenmistir. Diger taraftan insanlarda iskemik kalp hasarinda TLR-4
ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir. Organ nakli, miyokard infarktiisii ve inme gibi
durumlarda olusan iskemi reperfiizyon hasarmin TLR4 ve TLR2 bagh olarak
artabilecegine dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Barsness ve ark., 2004; Wu ve ark.,
2007). Oyama ve ark., (2004), miyokard iskemisi ile ortaya ¢ikan hiicresel sinyallerin
aktivasyonu i¢in TLR-4’{in gerekli oldugunu belirtmislerdir

TLR-4 uyarilmas1 dogrudan hiicrelerarasi sinyal ile baslatilabilecegi gibi siliperoksit
anyonlari tarafindan dolayl olarak da balsatilabilir. Ornegin, iNOS artisina sebep olan
septik soklarda TLR-4 aktivasyonu gerceklesebilir (Cobb 2001). Burada
siiperoksitlerin TLR-4 ile dolayli etkilesimi hiicresel aktivasyonlar1 baslatir. Bagka bir
ornekte ise; hemorajik sok durumunda ortaya ¢ikan hidrojen peroksitin TLR4’iin
membran lipidlerine baglanmasini artirdigi belirlenmistir (Powers ve ark., 2006). Son
yillardaki ¢aligmalar ise, ROS’un neden oldugu inflamasyonda diger TLR tiplerinin
de onemli olabilecegini diisindiirmiistiir (Murray ve ark., 2008; Cavassani ve ark.,
2008).

TLR ekspresyonunun egzersizle baskilanma mehanizmasi heniliz tam olarak
bilinmemesine ragmen, dolasimdaki sitokin ve 1s1 soku proteinleri (HSPs)
seviyelerindeki artis ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Egzersiz sonrasinda NF-
kB sinyal yolagimin uyarilmasina bagli TNF-a diizeylerindeki artiglarin TLR
ekspresyonunu azalttigi diisiiniilmektedir (Ostrowski ve ark., 1999; Pedersen ve Saltin,
2006). Egzersiz sonrasinda toplana kanda TNF-o diizeyindeki artisin TLR
ekspresyonunu sinirlandirdigr diistiniilmistiir (Lancaster ve ark., 2005; Gleeson ve

ark., 2006).
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TLR’ler endojen tehlike sinyalleri olarak da isimlendirilirler. Miyokardiyal
iskemi/reperfiizyon hasarinin sonucunda ortaya ¢ikan hiicre 6liimiinde de TLR,’ lerin
aktivasyonunda artis gozlenir. TLR lerin bu etkilerinin ortaya ¢ikmasina bagli olarak
koruyucu birtakim ajanlarin kullanilmasi giindeme gelmistir. Bu amacla kullanilan
molekiillerden biri de melatonindir. Yapilan bir ¢slismada izole sican kalbine iskemik
hasardan 6nce melatonin uygulanmasinin TLR-4 sinyalini inhibe ettigi belirlenmistir.
Melatoninin bu etkiyi proinflamatuvar sitokinleri (TNF-a vb.) azaltarak, TLR-4’lin
LPS-baglanma boélgesi ve CD-14 proteini gibi membran dis ylizeyindeki sinyal
birimlerini bloke ederek gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (Zhou ve ark., 2018).

2.11. APOPTOZIS

Apoptozis, enerji bagimli bir olaydir ve genlerle diizenlenerek programli bir
sekilde hiicrelerin kendi kendilerini yok etmeleriyle homeostatik hiicre 6ltim sekli

olarak bilinmektedir (Kerr ve ark., 1972; Paweletz ve Walther, 2001).

Bir hiicre apaptoz uyarisi aldigi zaman ortamindan uzaklasir, komsu hiicrelerle
baglantisin1  koparir, biiziisiir ve kromatini yogunlasir. Organelleri yapisal
biitlinliiklerini korur. Hiicre zarinda bulunan fosfotidil serin hiicre zarinin dis yiiziine
transloke olur. Cekirdek kii¢iiliir, parcalara ayrilir. Hiicre zartyla sarili tomurcuklar
halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir bu cisimcikler de makrofajlar tarafindan
taninir ve fagosite edilir, fakat inflamasyon goriilmez (Ellis ve ark., 1991; Bellamy ve

ark., 1995).
2.11.1. Apoptoz’un Diizenlenmesi

Apoptozun diizenlenmesinde; kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller,

p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler, mitokondriler rol oynar.

Apoptotik siire¢ siiresince hiicre i¢ine siirekli olarak kalsiyum girisi olur. Kalsiyum
iyonlarini kullanildig: yerler; endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonu ve

gen diizenlenmesi ile hiicre iskeleti organizasyonudur (Adams ve Cory, 2001).
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2.11.2. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi apoptozun diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir ve birbirine zit 2

gruptan olusur. Bunlar;

- Proapoptotik grup tiyeleri,

- Antiapoptotik grup tiyeleridir.

Hiicre icerisinde bu molekiillerden hangisinin fazla oldugu apoptoz siirecini belirleyen
bir faktordiir. Eger hiicre icerisinde proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptotik
stirece girmeye yatkin iken antiapoptotik proteinler fazla ise hiicrenin apoptoza girme
egilimi azalir (Adams ve Cory, 2001).

Proapoptotik grubun iiyesi olarak sitoplazmada bulunan; Bad, Bax, Bid, Puma, BclXs,
Bim, Bak ve Noxa gosterilebilir. Proapoptotik iiyeler sitokrom-c ve apoptoz

indiikleyici faktor (AIF) salinimini artirarak apoptozu uyarirlar.

Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 ise endoplazmik retikulumda, mitokondrinin dis zarinda ve
cekirdek zarinda yer alan antiapoptotik iiyelerdir. Por olusumunu saglayarak iyon
tasinmasini diizenlerler. Hiicre igerisindeki Ca++ diizeyinin kontroliinli saglarlar.
Ayrica kaspazlarin oncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salimimini bloke ederek
apoptozu inhibe ederler (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve
ark., 2004).

2.11.3. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteaz yapisindadirlar ve aspartik asitten sonraki peptid bagini

kirarlar. Hiicrede inaktiftirler, uyar1 alindiginda birbirlerini aktiflestirirler.
Ug farkl etki tipi vardr:

- Bagslatici kaspazlar; Kaspaz 2,8,9,10

- Efektor kaspazlar; Kaspaz 3,6,7

- Inflamatuar kaspazlar; Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14
Kaspazlar, DNA tamiri ve replikasyonunda gorev alan enzimleri inaktive ederler
(Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004). Aktiflenen
kaspazlarin bazilar1 lamin proteinlerini parcalarken bazilari da hiicre ici iskelet

protienlerine saldirirlar.
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Bir diger kaspaz da DNaz inhibe eden proteine baglanip DNaz’in serbest kalmasini
saglar boylece serbest DNaz ¢ekirdek DNA’sin1 parcalara ayirir. Kaspaz zincirinde yer
alan enzimler bir kez aktive olduktan sonra geri doniisii yoktur ve hiicreyi dliime

gotiiriirler (Yildirim ve ark., 2010).

Kaspaz-3 kalp kasinda meydana gelen apoptozisin belirlenmesinde 6nemli bir molekiil
olarak bilinmektedir. Nitekim oksidatif strese bagl gerceklesen mitokondriyal DNA
(mtDNA) biitlinliigliniin bozulmasi1 kaspaz-3 ile iliskilendirilebilir (Gadaleta ve ark.,
1992). Egzersize bagh gerceklesen sol ventrikiil kas hiicre apoptozunda kaspaz-3’iin

yanisira sitokrom-c ve Bax/Bcl-2 oraninda artis belirlenmistir (Le Page ve ark., 2009).

Apoptozis intrinsik ve ekstrinsik olarak iki farkli yolla gerceklesir. Bunlardan
mitokondriyal yolak intrinsik, 6liim reseptorii yolagi ise ekstrinsik yolak olarak bilinir.
Bu yolaklarda gorev alan molekiiller ve yolaklarla ilgili diger bilgiler sekil 12° de

gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun izni ile yiiriitiildii (2017/04-13). Calismanin hayvan deneyleri kismi, elde
edilen dokulardan RNA izolasyonu, cDNA eldesi, RT-PCR analizi, l6kosit
sulandirma, I6kosit ¢esitlerinin ve yogunlugunun saptanmasi i¢in Giemsa-May
Griinwald ile boyama islemleri COMU Deneysel Arastirmalar Uygulama Ve
Arastirma Merkezi'nde gerceklestirildi.
3.1. Hayvan Materyali ve Deney Ortami

Bu ¢alismada, Wistar albino tiirii 2-3 aylik 250-300 gr agirliginda 35 erkek sigan
kullanildi. Calisma i¢in viicut agirliklarina gore, her biri 7°ser adet hayvandan olusan
5 grup olusturuldu. Deney siiresince hayvanlar 12 saat gece 12 saat giindiiz
dongiisiinde, 22+2 °C’lik ortam 1sisina sahip oda kosullarinda barindirildi. Deney
hayvanlarinin beslenmesi i¢in standart yem ad libitum olarak ve i¢gme suyu ise aydinlik
dongiide sebeke musluk suyu olacak sekilde verildi. Karanlik donemde ise musluk
suyu igeren siseler alind1 ve yerlerine her bir grup i¢in asagida belirtilen icerigi ihtiva
eden siseler yerlestirildi.
3.2. Gruplarin Olusturulmasi

Gruplar olusturulmadan 6nce tiim siganlar tartildi ve agirliklar1 dikkate alinarak
her grupta 7 si¢an olacak sekilde 5 grup olusturuldu. Tiim gruplarin uygulama siiresi
7 giin olarak belirlendi ve ¢aligma siiresince 1siklar 20.00’da kapatilip 08.00°da agildi.
Boylelikle deney siiresince tiim gruplarin 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda
bulunmasi saglandi. Sular 151811 agilip kapanmasina gore degistirildi.
Grup 1 (SHAM, n=7): Bu gruba tiim pinealektomi prosediirii uyguland: fakat pineal
bez ¢ikarilmadi. Calisma siiresince icme sularina 7 giin boyunca 3 ml vehicle (1.5 ml
serum fizyolojik + 1.5 ml % 2’lik etanol) eklendi. Egzersizden 30 dakika 6nce 3 ml
vehicle intraperitonal (i.p.) olarak enjekte edildi.
Grup 2 (SHAM+MLT30, n=7): Bu grupta SHAM pinealektomi operasyonu yapildi.
Sicanlarin icme sularma 7 giin 20.00-08.00 saatleri arasinda yaklagik 3 ml/si¢an olacak
sekilde vehicle eklendi. Egzersizden 30 dakika dnce 10 mg/kg melatonin i.p. olarak
enjekte edildi.
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Grup 3 (PLT, n=7): Bu gruba pinealektomi operasyonu asagida belirtilen sekilde
yapildi. Calisma siiresince siganlarin igme sularina 3 ml vehicle eklendi. Egzersizden
30 dakika once sicanlara 3 ml i.p. vehicle enjeksiyonu yapildi.

Grup 4 (PLT+MLT30, n=7): Bu gruba pinealektomi operasyonu yapildi. Calisma
siiresince si¢canlarin igme sularina 3 ml vehicle eklendi. Egzersizden 30 dakika once

sicanlara 10 mg/kg intraperitonel melatonin enjeksiyonu yapildi.

Grup 5 (PLT+MLT + Vehicle, n=7): Bu grupta pinealektomi operasyonu yapildi.
Sicanlarin igme sularina 7 giin boyunca yaklasik olarak 10 mg/kg olacak sekilde
melatonin eklendi. Egzersizden 30 dakika 6nce 3 ml vehicle intraperitonal olarak
enjekte edildi (sudaki etanol oran1 % 0,0004).
3.3. Yontem

Gruplara yapilan uygulamalar i¢in gerekli bilgiler asagida belirtilmistir.
3.3.1. Melatonin Uygulamasi

Melatonin, igme suyuna eklenmek ve intraperitonal olarak uygulanmak tizere iki
farkli sekilde ve dozda hazirlandi.
Intraperitonal uygulama igin, melatonin % 2’lik etanol (Absolute GR for analysis,
MERCK) iceren 1.5 ml serum fizyolojik (SF) ¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriildii (son
etanol konsantrasyonu % 0,01). Elde edilen 3 mI’lik SF-etanol ¢6zeltisini her bir sican
icin 10 mg/kg dozda melatonin olacak sekilde melatonin eklenerek i.p. enjeksiyon
yapild1 (Veneroso ve ark., 2009). Bu amagla, hazirlanan melatonin egzersizden 10
dakika once hazirland1 ve egzersizden 30 dakika sonra siganlara i.p. olarak enjekte
edildi.
Igme suyuna eklemek igin ise, % 2’lik etanol igeren 1.5 ml serum fizyolojik ¢ozeltisi
icerisinde 0.3 mg/kg melatonin ¢6ziindiiriilerek hazirlandi. Bu miktar belirlenirken;

a) Dbir sicana uygulanacak melatonin dozu,

b) bir sicanin gece 12 saatte igtigi su miktar1 dikkate alindi. Bu amagla gruplarin

bir gecelik su tiiketimleri dl¢tildi.
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Belirlenen sonuglara gore her bir hayvan basina 66 ml su olacak sekilde igme suyu
suluklara koyuldu (son etanol konsantrasyonu % 0,0004). Bu islem melatonin verilen
gruplara 7 giin boyunca 20:00-08:00 saatleri arasinda yapildi. Sabah 08:00°da
melatonin igeren sular alinarak yerlerine musluk suyu konuldu. Melatonin ihtiva eden
sular her giin taze olarak hazirlandi.
3.3.2. Vehicle Uygulamasi

Vehicle, hem i¢me suyuna hem de intraperitonal uygulama icin ayri1 ayri
hazirlandi. Intraperitonal uygulama igin, 1.5 ml % 2’lik etanol, 1.5 ml serum fizyolojik
¢ozeltisi igerisinde ¢dziindiiriildii. Igme suyuna eklemek icin ise, 1.5 ml (bir hayvan
icin ¢ozdiirme dozu) % 2’lik etanol igeren 1.5 ml (bir hayvan i¢in ¢ézdiirme dozu)
serum fizyolojik ¢ozeltisi i¢erisinde ¢ozdiiriilerek daha 6nce bir hayvanin bir gecede
tiikkettigi su miktar1 olarak belirlenen yaklasik 66 ml’lik suya eklendi.
Uygulanacak olan % 2’lik ethanol uygulama siiresince taze olarak hazirlanmdi. igme
suyuna vehicle ekleme uygulamasi 7 giin siiresince aksam 20.00 sabah 08.00 saatleri
arasinda yapildi. Enjeksiyon seklindeki vehicle uygulamalarinda ise vehicle
egzersizden 10 dakika once hazirland1 ve egzersizden 30 dakika once de siganlara
intraperitonal olarak enjekte edildi.
3.4. Hayvanlar Uzerinde Yapilan Uygulamalar

Bu c¢aligmada siganlara calismanin baslangicinda ilk olarak asagida belirtilen
prosediire gore SHAM pinealektomi veya pinealektomi operasyonlar1 yapildi.
Operasyon sonrasi siganlar post operasyon odasina alinarak bir siire beklendi. Bu
siirede siganlar yukarida bahsedilen ortam kosullarinda barindirildi. Operasyonun
yapildigi giiniin ertesi sabah1 ¢alismanin 1. giinii olarak kabul edildi ve 7. gline kadar
melatonin uygulamalari yapildi. Bunun disinda bir islem yapilmadi. Calismanin 7.
giinlinde tiim islemlere sabah 1siklar agildiktan sonra baslandi ve 12.00’da tamamlandi.
3.4.1. Anestezi Islemi

Genel anestezi pinealektomi operasyonu ve deney sonrasi kalpten ve vena
jugularisten kan alimi i¢in uygulandi. Bu amagla ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (8

mg/kg) uygulandi.
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3.4.2. Pinealektomi

Pinealektomi operasyonu grup 3, grup 4 ve grup 5’e uygulandi. Anestezi
isleminden hemen sonra siganlarin kafa derisi traslandi ve batikonla temizlendi.
Kafatasinin list kismina 20 numara bistiiri ucuyla 3 cm’lik bir kesi atild1 ve cilt agild1.
Kafatas1 goriintir hale geldikten sonra kafatasi kemigine ulasmak icin bistiiri
yardimiyla zarlarindan aridirildi ve lambda-bragma bolgeleri goriiniir hale geldi.
Lambda bolgesinden 3-5 mm ¢apinda drill (disci turu) yardimiyla acilan dairenin
ortasindaki kalin kemik forsepsle kullanilarak kaldirildi. 60° lik bir ag¢idan ince uglu
forseps yardimi ile pineal bezin bulundugu bolgeye girilerek pineal bez sap kismindan
tutulup ¢ikarildi. Olas1 kanamalarin Oniine ge¢mek i¢in steril gazli bezler serum
fizyolojikle 1slatilarak kullanildi. Kanama olmadigindan emin olunduktan sonra 3/0
ipek stiturla dikilerek kapatildi (Ovali ve Uzun, 2017). Grup 1 ve grup 2’ye ise pineal
bezin c¢ikarilmasi islemi hari¢ diger tiim prosediirler aynen uygulandi. Egzersiz
prosediirii melatonin yoksunlugu olugmasi i¢in operasyonlardan 7 giin sonra

uygulandi.
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Resim 1. Pinealektomi operasyonunun yapilisi.
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3.4.3. Egzersiz Protokolii

Caligsmanin 7. giiniinde sicanlar egzersiz yapmak {lizere hazirlandi. Bu amagla gece
sularina melatonin katilan gruplara egzerzisten 30 dakika 6nce vehicle intraperitoneal
olarak, melatonin verilmeyen gruplara ise 30 dakika 6nce melatonin ¢ozeltisi i.p. yolla
verildi. Bu islemler tiim gruplarda birliktelik saglanmasi agisindan sabah 09:00°da
baslatildi. Enjeksiyondan 30 dakika sonra (saat 09:00°da) sigcanlar treadmill kosu
bandina alindi. Treadmill’in hiz1 25 m/dk’ya ayarlandi ve siganlar eletrik uyarisina
ragmen artik kosamayacak diizeye gelene kadar egzersize devam edildi (Veneroso ve
ark., 2009).
Egzersizden oOnce sicanlar 3 dakika siire ile egzersize alistirildi. Sicanlarin artik
egzersize devam edemeyecegine karar verilmesi i¢in asagidaki kriterler kullanildi.

- Hayvanin kosu bandinda yliriimeyi siirdiirememesi,

- Elektrik soku veren 1zgaradan kagmayip lizerinde oturmast

- Manuel tesvike ragmen kosu bandina donmemesi

- Normalde varolan “dogrulma refleksi’nin kaybolmasi (Kayatekin ve Sermin,

2003).

Resim 2. Egzersiz protokoliiniin uygulanmasi.
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3.4.4. Kanin Alinmasi

Egzersiz islemi tamamlandiktan sonra kan alma islemine gegildi. Anestezi altinda
sicanlarin juguler veninden kan sayimi i¢in 2 ml vendz kan alindi ve EDTA’1 tiipe
konuldu. EDTA’l1 tiipe alinan kan hizli bir sekilde 16kosit sayimi ve periferik yayma
1sleminde kullanildi.
Daha sonra hayvanlarin gogiis bolgesi agilarak kalpleri agiga ¢ikarildi ve kardiyak kan
alinarak sogutmali santrifiijde +4°C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen serumlar ELISA yapilmak iizere efendorflara alinip -80
°C’de ¢alisma giiniine kadar depolandi.

Otenazi Yapilmasi:
Kan ornekleri alindiktan sonar hayvanlar servikal dislokasyon ile 6tenazi edildi.

3.4.5. Kalbin Alinmasi

Otenazi sonrast sicanlarin kalpleri c¢ikarildi. Sol ventrikiil kalbin diger
boliimlerinden ayrilip uygun tiiplere alindi ve sivi azot igerisine atildi. Hizlica
dondurulan sol ventrikiil 6rnekleri genetik caligmalar yapilincaya kadar -80°C’de
saklandi.
3.5. Hematolojik Analizler
3.5.1. Lokosit Sayimi

Lokosit sayimi Truck soliisyonu kullanilarak Thoma laminda manuel yolla
gerceklestirildi.
3.5.2. Lokosit Tiplerinin Belirlenmesi

Lokosit tipilerini belirlemek amaci ile alinan taze kan orneklerine yaymalarin
May-Griinwald /Giemsa boyamasi yapildi. Periferik yaymada mikroskop altinda
16kosit tipleri belirlendi.
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4%

Resim 3. Boyanan l6kositlerin 100X objektifte goriintiisii.



3.6. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen serumlardan; TNF-a, IMA, NF-«f, cTnl, CORT ve CK-MB
diizeyleri ELISA yontemi ole belirlendi (Wuhan fine biological technology co. Ltd,
Fine Test, Cin).
3.6.1. ELISA Analizleri

Kortikosteron icin elisa calismasi, inonii tiniversitesi, Tip Fakultesi, Fizyoloji
Anabilim dali’nda yiriitiilmustiir. Diger analizleri ELISA asagidaki TNF-a ELISA
prosediirii takip edilerek c¢alisildi. Calisilan parametrelerin farkli kalibrasyon
konsantrasyonlar1 belirtildi.
3.6.1.1. TNF-a ELISA Prosediirii

Kandan serum orneklerinden TNF-a diizeyleri ticari ELISA kiti (kiti yaz ve lot)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla kitte belirtilen yontemler uygulanmailtir.

Calismaya baslamadan once yapilan hazirliklar:

1. Yikama tamponu: konsantre 30 ml yikama tamponunu 750 ml deiyonize ya da
distile suyla diliie edildi ve hazirlanan bu dillisyon elisa plate yikama cihazina
(Elisa Plate Yikayici Biotek ELx50) yerlestirildi.

2. 5000 pg/ml standart solusyonunun hazirlanmasi: Standart tiipiin i¢ine 1 ml
sample/standart diliisyonu eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

3. 2500 pg/ml > 78 pg/ml standart solusyonunun hazirlanmasi: Alt1 efendorf 1’den
6’ya kadar numaralandirildi. Herbir tiipe 0,3 ml simple/standart diliisyon tamponu
eklendi. 1.tiipten 2.tiipe 0,3 ml aktarildi. 2.tiipten 3.tiipe 0,3 ml aktarildi ve bu

aktarma isi 6. Tlpe kadar ayn1 miktarda devam ettirildi.

0.3ml
/"\, 0.3ml 0.3 ml 0.3 mi 0.3 ml 0.3 ml

N/ NS N/ v/ blank

vV vV ¥ Y, ,
0

1000pg 500 250 125 625 31.25 156

pg/ml

Resim 4. TNF-a kalibrasyon konsantrasyonlar1 (Kitin standart prosediiriidiir).
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Biotin-Detection Antibody Working soliisyonu:

(Calismadan 1 saat 6nce hazirlandi. Calismada kullanilacak miktar hesaplandi (0,1ml

kuyu X kuyu sayisi). 1:100 Antibody soliisyonuyla Biotin-Detection Antibody diliie

edildi (1 pl Biotin-Detection Antibody, 99 ul Antibody diliisyon tamponu).

HRP-Streptavidin Conjugate (SABC) Working soliisyonu:

Calismadan 30 dakika once hazirlandi. Calismada kullanilacak miktar hesaplandi
(0,Iml kuyu X kuyu sayist). 1:100 SABC diliisyon tamponuyla SABC diliie edildi (1
ul SABC, 99 ul SABC diliisyon tamponu).

Elisa ¢alisma prosediirii:

1.

Standartlar1 ve oOrnekleri plate’deki kuyulara yiliklenmeden once plate yikama
cihazinda 2 kez yikandi.

Standartlar kuyulara yiiklendi. Serumlar vortexlendi ve 0,1 ml’lik (100 pl)
voliimlerle kuyulara yiiklendi. Kit igerisindeki seffaf bantlarla plate kapatildi ve
37°C’de 90 dakika inkiibasyona birakildi.

100 pl (0,1 ml) Biotin detection antibody working soliisyon her bir kuyuya eklendi.
Plate kapland1 ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra seffaf kaplama banti ¢ikarildi ve plate
yikama cihazina yerlestirilerek 3 kez yikanda.

100 ul (0,1 ml) SABC working soliisyonu her bir kuyuya eklendi. Plate kaplandi
ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra seffaf kaplama bant1 ¢ikarildi ve plate
yikama cihazina yerlestirilerek 5 kez yikanda.

90 ul TMB substrat eklendi. Karanlikta 37°C’de 15-20 dakika inkiibe edildi ve
renk degisimi gozlemlendi (normalde sar1 olan kuyularin mavi renge doniismesi

beklenir).

50 ul durdurma (stop) soliisyonu eklendi. Renk tamamen sar1 oldugunda plate

spektrofotometri cihazina (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, Thermo

Scientific™, Finlandiya) kondu ve 450 nm’de okuma yapildi.
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3.6.1.2. NF-xp ELISA Kalibrasyon Konsantrasyonlari

/\V 0.3ml 03m| 03ml 03ml 03m|

blank
5000pg 2500 1250 625 3125 15625 78.1
pg/ml

Resim 5. NF-«f kalibrasyon konsantrasyonlar1 (Kitin standart prosediriidiir).

3.6.1.3. ¢Tnl ELISA Kalibrasyon Konsantrasyonlari

0.3ml
/\vosml 03m| 03m| 03m| 03ml blank

SYVYVVVVY 0O

2000pg 1000 500 250 125 625 31.25
pa/ml

Resim 6. cTnl kalibrasyon konsantrasyonlari (Kitin standart prosediiriidiir).

3.6.1.4. CK-MB ELISA Kalibrasyon Konsantrasyonlari

0.3ml
/\, 0.3ml 03ml 03ml 03ml 03m| blank

?3555

2000pg 1000 500 250 125 625 3125
pg/mi

Resim 7. CK-MB kalibrasyon konsantrasyonlar1 (Kitin standart prosediiriidiir).
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3.6.1.5. IMA ELISA Kalibrasyon Konsantrasyonlari

0.3ml

0.3ml 0 3ml 03m| 0.3 ml 0.3ml
/-\' /"\ blank

VY VY90G

400ng 200 100 50 25 125 6.25
ng/mi

Resim 8. IMA kalibrasyon konsantrasyonlar1 (Kitin standart prosediiriidiir).

3.6.1.6. PCT ELISA Kalibrasyon Konsantrasyonlari

0.3ml

0.3ml 0.3 ml 0.3 mil 0.3 ml 0.3 ml

v vV § 0 0 0

1000pg 500 250 125 62.5 31.25 15.6
pg/mi

Resim 9. PCT kalibrasyon konsantrasyonlar1 (Kitin standart prosediiriidiir).

3.6.1.7.  6-Hidroksimelatonin  Siilfat (6-HMS) ELISA Kalibrasyon

Konsantrasyonlari

0.3mi
0.3ml 0.3ml 0. 3 ml 0.3ml
/\V o blank

é”%i@@@@

250 125 62.5 3125 15625 7813
pg/mi

Resim 10. 6-Hidroksimelatonin siilfat kalibrasyon konsantrasyonlari1 (Kitin standart

prosediiriidiir).
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3.6.1.8. Kortikosteron ELISA Prosediirii
Ornekler, sigan serumunda kortikosteron dlgiimii yapmak iizere gelistirilen ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) kitiyle analiz edildi (Cakan ve ark., 2016).
Kisaca, 96-kuyucuklu immun plakalar (Kod: 439454, Thermo Scientific Nunc A/S,
Kamstrupvej, Danimarka) kortikosteron: BSA stok soliisyonuyla kaplandi (1 pg ml—1,
200 pl/kuyucuk, seyreltme igin karbonat tamponu, pH 9.6). Plakalar +4 °C’de
geceboyu inkiibe edildi ve yikama soliisyonu ile yikandi. Baglanma olmayan bdlgeler,
bloklama soliisyonuyla (200 pl/kuyucuk) bloklandi ve 2 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Farkli bir plakada (Kod: 249950, Thermo Fisher Scientific, Rochester, ABD), 6rnekler
ve standartlar 45 dak 37 °C’de primer antikor ile preinkiibe edildi. Preinkiibe edilen
ornekler ve standartlar, duplike olarak kapli plaklara aktarild1 ve 45 dak 37 °C’de
inkiibe edildi. Yikama asamasindan sonra kuyucular biyotin ile isaretlenmis anti-rabbit
antikorlartyla (100 ul/kuyucuk) inkiibe edildi (30 dak 37 °C).
Kuyucuklar tekrar yikandi ve streptavidin peroksidaz soliisyonuyla (100 pl/kuyucuk)
15 dak 37 °C’de inkiibe edildi. Plakalar tekrar yikandi ve substrat (tetrametilbenzidin)
eklendi (150 pl/kuyucuk). Inkiibasyondan sonra (karanlikta 10 dak), durdurma
sollisyonu eklendi (stilfirik asit %10’luk, 50 ul/kuyucuk) ve aborbans plaka-okuyucu
spektrofotometrede (Biotek, Synergy HT, PA, ABD) 450 nm’de okundu. Yazilim
yoluyla veriler degerlendirildi (Biotek, GenS5, PA, ABD). Test i¢i varyasyon katsayisi
<%7 diizeyindedir. Test 10-2000 ng/ml dinamik araliga sahiptir.
3.7. Genetik Analizler

Genetik analizler alman sol ventrikiil doku orneklerinde gergeklestirildi. -
80°C’den c¢ikarild1 ve buz akiisiiniin tizerine konuldu.
3.7.1. Total RNA izolasyonu

Her dokudan 25-30 mg olacak sekilde 2 ml’lik steril efendorf tiiplere konuldu.
Ependorf tiipler 10 sn sivi azotta bekletildi. Homojenizatérde (Retsch MM400)
dokular homojenize edildi. RNA izolasyonu i¢in PURE Link RNA Mini Kit (Cat
No.121B301BA) kullanildi. islemler kitte belirtilen prosediire gore yapildi. Elde
edilen RNA o6rneklerinin saflig1 ve konsantrasyonunu belirlemek i¢in NanoDrop ND-
1000 kullanilarak 6l¢iim yapildi. Saflik oranini ise 260/280 nm’de 6l¢iim yaptigimiz
RNA’lardan 1.8-2.1 aras1 degerler kabul edildi.
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3.7.2. cDNA Eldesi

PCR islemi i¢in RNA, su ve reaksiyon i¢in gerekli tampon miktar1 hesaplandiktan
sonra cDNA kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems™) ve RNA eldeleri steril kabin icgerisine buz akiisiinlin iizerinde
konumlandirildi.
Tampon bilesenleri ve miktarlar: asagidaki gibidir.

Tablo 1. cDNA Sentez Protokoli

c¢DNA sentezi 1 6rnek icin hacim
10 x RT Buffer 2 ul
dNTP 0.8 ul
Random Primer MultiScribe® 2 ul
Reverse Transcriptase 1l
dH20 4.2 nl
RNA 10 ul
TOPLAM 20 pl

Hazirlanan tiipler PCR cihazina (The Applied Biosystems®, 2720 Thermal Cycler)
yerlestirildi ve asagidaki prosediir izlendi.

Tablo 2. PCR Kosullar

PCR Kosullar

Sicaklik Zaman
1.Adim 25°C 10 dk
2.Adim 37°C 120 dk
3.Adim 85°C 5dk
4.Adim 4°C 00

Toplamda 2 saat 15 dakikalik prosediirden sonra elde edilen ¢cDNA’lar RT-PCR
caligma giiniine kadar -20°C’de depolandi.
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TLR 4 (GenBank NC 005104.4 ve Rn00599848 ml), CASPASE 3(Gen-Bank
NC 005115.4 ve Rn00563902) ve genlerinin normalizasyonu ic¢in hamarat
(housekeeping gene) gen olan B-Actin (Gen-Bank NC _005111.4 ve Rn00667869) icin
TagMan® gen ekspresyon kiti kullanildi. Gen ekspresyon seviyelerindeki olasi
degisiklikler 6nceden tanimlanmis metod olan RQ kullanilarak tespit edildi (Crespo
ve ark., 2008).
3.7.3. RT-PCR calismasi

Quantitive Real-Time PCR (StepOnePlus™ Real-Time PCR System) ¢alismasi
icin elde edilen cDNA ornekleri kullanildi. Gen ekspresyon seviyelerinin analizi i¢in
TagMan (RealQ Plus 2x Master Mix, Ampliqon, Danimarka) kullanildi. Belirlenen
genlerin ekspresyonu i¢in agsagidaki prosediir uygulandi.

Tablo 3. Real Time PCR ingradiyent miktarlari

Ingradiyent Bir ornek icin hacim
RealQ Plus 2x Master Mix 10 ul
Probe Iyl
PCR Grade Su 8 ul
cDNA 1l
Toplam 20 wl

TLR 4 ve Caspaz-3 gen ifadeleri i¢in bu genlerin normalizasyonu hamarat gen
(housekeeping gene) olan B-Actin kullanilmistir. Bu ¢alismada PCR yontemindeki
sonuglart dogrulamak i¢in Real-Time PCR (qRT-PCR) cihazi kullanilarak qRT-PCR

caligsmasi yapilmistir.
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3.8. istatistiksel Analiz

Genetik analizler qRT-PCR yonteminden elde edilen CP (crossing points)
degerleri diizenlendi. Genetik istatistik igin ise QRT-PCR sonuglart 222t formiilii

kullanilarak hesaplandi.

Elde edilen veriler ortalama + standart hata (SH) olarak belirtildi. Verilerin istatistiksel
anlamlilik diizeyleri “SPSS for Windows version 16” (Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak belirlendi. Coklu grup karsilastirmasi Kruskal-Wallis testi ile yapildi. iki
grup arasindaki karsilagtirmada ise Mann Whitney U-testi kullanildi. Anlamlilik

diizeyi en az p<0.05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada; grup 1 (SHAM), grup 2 (SHAM-+MLT30), grup 3 (PLT), grup 4
(PLT+MLT30) ve grup 5 (PLT+MLT) olmak iizere 5 farkli grup olusturuldu. Calisma
siiresince toplam 35 adet sican kullanildi. Calismanin 7. giinlinde tiim gruplara
egzersiz protokolii uygulandi ve egzersiz sonrasi alinan kan ve doku 6rneklerinden

hedeflenen hematolojik, biyokimyasal ve genetik analizler yapildi.
4.1. Sicanlarin Canh Agirhklan

Calismaya baslamadan 6nce sicanlar tartilarak tiim gruplarin birbirine yakin canlt
agirlik degerlerine sahip olmasi saglandi. Bu amagla ortalama canli agirliklar1 250-300
g araliginda olan sigcanlar ¢alismaya dahil edildi. Calismanin 7. giiniide canli agirlik

degerleri tekrar dlctildii.
4.2. Hematolojik veriler

Bu amagla alinan kan Orneklerinden 16kosit sayimi yapildi. Total kan
orneklerinden ayrica periferik yayma yapilarak 16kosit sayimi ve lokosit yiizdesi

belirlendi.
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4.2.1. Kan Lokosit Diizeyindeki Degisiklikler

Kan I8kosit sayilar1 agisindan en yiiksek deger 16.936 + 920 /mm?® olarak grup 3’

de ve en diisiik deger ise 8493 + 48 /mm? olarak grup 4’te belirlendi. Gruplarin kan

l6kosit diizeylerindeki degisimler ve istatistiksel farklilar1 sekil 13°de gosterdildi.

(p<0,05).
. o
LOKOSIT
—_
— 18000 - b
£
g
=~
g
2 a,C
512000 A > o
= ///jé/// 2
= A, C DN K
— SIS, ettty
SAEEEEEES, EEDEIS
& " OISO
| SAEEEEEES, EEDEIS
6000 SAEEEEEES, L
Q FALEELLE, ettty
- SAEEEEEES, PEOLIEIEN
SAEEEEEES, PEOLIEIEN
SAEEEEEES, PEOLIEIEN
I St SAEEEEEES, PEOLIEIEN
= B e &
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22 24 ~ 24
) o] ] @)
GRUPLAR

Sekil 13. Tiim gruplara ait kan I6kosit sayist degerlerindeki degisimler (Farkli

harflerle ifade edilen degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0,05).

GRUPLAR

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

SHAM PLT
PLT

AKUT  YOGUN
EGZERSIzZ

30" ONCE
VEHICLE ENJ

30' ONCE
MELATONIN
ENJ

7 GUN
VEHICLE
iCEREN SU

+

7

GUN

MELATONINLI

SU
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4.3. Biyokimyasal veriler

Calismada biyokimyasal analizler icin si¢canlardan kan 6rnekleri alinarak serum
elde edildi. Elde edilen serum Orneklerinden egzersiz, PLT ve melatoninin stres
tizerine olan etkilerini incelemek icin CORT diizeyleri, yangisal durumun ortaya
cikmasi lizerine olan etkilerini belirlemek i¢in TNF-a, NF-kp ve PCT diizeyleri, kalp
kas1 hasar1 iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in CK-MB ve cTnl diizeyleri ile kalp

iskemisi iizerine olan etkilerini arastirmak i¢in ise IMA seviyeleri belirlendi.
4.3.1. Kan TNF-a Diizeyindeki Degisiklikler

Deneklerden elde edilen serum Orneklerinde belirlenen TNF-a seviyeleri
acisindan grup 5’te belirlenen degerin grup 1 ve 2’ye gore anlaml diizeyde diisiik
oldugu anlasildi. TNF-a seviyeleri agisindan en yiiksek deger grup 3’te belirlendi. Tiim
gruplara ait TNF-a verileri sekil 14’de gosterildi.

TNF-a
- 25 - a.b
E
&
515 - a a aT’b
% I ///-I/// |:|: :I:
z s it b
- o
= & a & £
=) =) =) =) =)
= = = = ~
O O O O O
GRUPLAR

Sekil 14. Tiim gruplara TNF-a ait degerleri (Farkli harflerle ifade edilen degerler
birbirlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0,05).

GRUPLAR SHAM PLT AKUT  YOGUN 30’ ONCE 30’ ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSiz VEHICLE ENJ MELATONIN  VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU

GRUP 1 + = + + - +

GRUP 2 + - + - + +

GRUP 3 - + + + - +

GRUP 4 - + + - + +

GRUP 5 - + + + - - +
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4.3.2. Kan NF-kp Diizeyindeki Degisiklikler

NF-«p diizeyleri acisindan en diisiik degerin grup 5°te oldugu (603 £173 pg/ml)

belirlendi. Grup 4’e ait NF-kf} diizeylerinin de diger gruplara gore diisiik oldugu ve bu

azalmanin grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi belirlendi (p<0.05).

Tiim gruplara ait NF-xf verileri sekil 15°de gosterildi.

NF-kp
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a,b
z ,[ ab
& 800 { [l ab
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~ 2 [~4
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GRUPLAR

Sekil 15. Tiim gruplara ait NF-«f3 degerleri (Farkli harflerle ifade edilen degerler
birbirlerinden istatistiksel olarak farkl, p<0,05).

GRUPLAR

GRUP 1

GRUP 2

GRUP 3

GRUP 4

GRUP 5

SHAM PLT
PLT

AKUT YOGUN
EGZERSIiZ

30" ONCE 30’ ONCE 7 GUN
VEHICLE ENJ MELATONIN  VEHICLE
ENJ ICEREN SU
+ - +
+ +
+ +
+ +

7 GUN
MELATONINLI
SU
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4.3.3. Kan cTnl Diizeyindeki Degisiklikler

Deney sonrasi si¢anlardan elde edilen kan 6rneklerinde cTnl diizeylerinde 2. ve

4. grup arasinda anlamli istatistiksel anlamlilik oldugu goriilmiistiir. Elde edilen

sonuglara gore en yliksek deger pinealektomi uygulamasi yapilip egzersizden 30

dakika once melatonin enjeksiyonu yapilan 4. grupta 16.3 + 1.4 pg/ml oldugu ve en

diisiik degerin ise tamamen melatonin yoksunlugu olusturulmus 3. grupta 14.4 + 1.1

pg/ml oldugu saptanmistir. Tiim gruplara cTnl ait verileri sekil 16’da gosterildi.

c¢Tnl
19 A
b
- I
g :::T:: a.b
&5 ab ik
Ja-— LI I B |
= i a a.b HHRE £
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g i aas
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[~4 [~4 =4 ~ [~4
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GRUPLAR

Sekil 16. Tiim gruplara ait cTnl dizeyleri. (Farkl: harflerle ifade edilen degerler

birbirlerinden istatistiksel olarak farkii, p<0,05).

GRUPLAR SHAM PLT
PLT

GRUP 1 +

GRUP 2 +

GRUP 3 - +

GRUP 4 - +

GRUP 5 - +

AKUT  YOGUN
EGZERSIZ

30' ONCE
VEHICLE ENJ

30' ONCE
MELATONIN
ENJ

7 GUN
VEHICLE
ICEREN SU

+

+

dy

7 GUN
MELATONINLI
SU
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4.3.4. Kan CK-MB Diizeyindeki Degisiklikler

Deneklerden alinan kan 6rneklerinde CK-MB diizeylerinde 1. ve 4. grup arasinda,
1. ve 5. grup arasinda, 3. ve 4. grup arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
belirlenmistir. Gruplar arasinda en diislik deger 4. Grupta 138 + 9 pg/ml iken en yiiksek
deger 1. Grupta 240 £ 29 pg/ml oldugu saptanmistir. Tiim gruplara ait CK-MB verileri
sekil 17°de gosterildi.

CK-MB
a
250 A -[
g :-:-J-:-: a.c*
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= IRICIENEN
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Sekil 17. Tiim gruplara ait CK-MB degerleri (Farkli harflerle ifade edilen degerler
birbirlerinden istatistiksel olarak farklh, * p<0,05, ** P<0,01).

GRUPLAR SHAM PLT AKUT  YOGUN  30' ONCE  30' ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSIiz VEHICLE ENJ MELATONIN  VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU

GRUP 1 + = + + - +

GRUP 2 + - + - + +

GRUP 3 = + + + o +

GRUP 4 - + + - + +

GRUP 5 = + + + = = +
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4.3.5. Kan IMA Diizeyindeki Degisiklikler

Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde IMA seviyeleri arasinda 2. ve 3. grup, 2. ve
4. grup, 3. ve 5. grup, 4. ve 5. grup arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
belirlenmistir. Bununla birlikte en yiiksek deger 3. grupta 23.5 = 9.1 pg/ml oldugu ve
en diisiik degerin ise 2. grupta 2.7 = 0.7 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Tiim gruplara ait
IMA verileri sekil 18’de gosterildi.

IMA
a,Cc
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Sekil 18. Tiim gruplara ait IMA diizeyleri. (Farkli harflerle ifade edilen degerler
birbirlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0,05).

GRUPLAR SHAM PLT AKUT  YOGUN  30' ONCE  30' ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSIiz VEHICLE ENJ MELATONIN  VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU

GRUP 1 + = + + - +

GRUP 2 + - + - + +

GRUP 3 = + + + o +

GRUP 4 - + + - + +

GRUP 5 = + + + = = +

59



4.3.6. Kan PCT Diizeyindeki Degisiklikler

PCT diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamasina ragmen grup 3’te belirlenen PCT diizeyinin (123 + 49 pg/ml) diger
tiim gruplara gore 3-4 kat daha ytliksek oldugu anlasildi. Diger gruplardaki veriler ise

birbirlerine yakin olarak belirlendi. Tiim gruplara ait PCT verileri sekil 19°da

gosterildi.
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Sekil 19. Tiim gruplara ait PCT degerleri.
GRUPLAR SHAM PLT AKUT  YOGUN  30' ONCE 30’ ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSIzZ VEHICLE ENJ MELATONIN VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU
GRUP 1 + = + + o +
GRUP 2 + - + R + N
GRUP 3 = + + + o +
GRUP 4 - + + - + +
GRUP 5 = + + + - - +
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4.3.7. Kan CORT Diizeylerindeki Degisimler

CORT diizeyleri acisindan bakildiginda en diisiik deger grup 2’de en yiiksek deger
ise grup 1’de belirlendi. Grup 2’den belirlenen 313,5+48,1 degerin diger tiim
gruplardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu anlasildi (p<0.05). CORT

diizeyleri agisindan gruplara ait degerler ve istatistiksel onemi sekil 20’de verildi.
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Sekil 20. Tim gruplara ait CORT diizeylerindeki degisimler (Farkli harflerle ifade
edilen degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farkl, p<0,05).

GRUPLAR SHAM PLT AKUT  YOGUN  30' ONCE  30' ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSIizZ VEHICLE ENJ MELATONIN  VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU

GRUP 1 + = + + o +

GRUP 2 + - + - + +

GRUP 3 = + + r - +

GRUP 4 - + + - + +

GRUP 5 = + + + - - +
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4.4. Genetik Veriler
4.4.1. Sol Ventrikiilde TLR-4 Diizeyindeki Degisiklikler

Deneklerden alman kalp dokusu Orneklerinde TLR-4 gen ekspresyon
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik belirlenememistir.
Bununla birlikte en yiiksek TLR-4 diizeyi 4. grupta 1.18 & 0.04, en diisiik ise 2. grupta
0.76 £ 0.04 oldugu belirlenmistir. Tiim gruplara ait TLR-4 verileri sekil 21°de

gosterildi.
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Sekil 21. Tiim gruplara ait TLR-4 diizeyleri.

GRUPLAR SHAM PLT AKUT YOGUN 30’ ONCE 30’ ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSIizZ VEHICLE ENJ MELATONIN VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU
GRUP 1 + - + + o + =
GRUP 2 + - + - + + _
GRUP 3 - + + + o + =
GRUP 4 - + + - + + -
GRUP 5 = + + + - - +
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4.4.2. Sol Ventrikiilde Kaspaz-3 Diizeyindeki Degisiklikler

Sicanlardan alinan kalp dokusu orneklerinde kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamuistir. En yiiksek kaspaz-3 seviyesi
5. grupta 1.32 £+ 0.05 ve en diisiik seviyesi ise SHAM grubunda yani 1. grupta 0.99 +
0.00 oldugu belirlenmistir. Tiim gruplara ait kaspaz-3 verileri sekil 22’de gosterildi.
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Sekil 22. Tiim gruplara ait kaspaz-3 diizeyleri.
GRUPLAR SHAM PLT AKUT  YOGUN 30’ ONCE 30’ ONCE 7 GUN 7 GUN
PLT EGZERSIizZ VEHICLE ENJ MELATONIN VEHICLE MELATONINLI
ENJ ICEREN SU SU
GRUP 1 + = + + - + R
GRUP 2 + - + R + N ;
GRUP 3 - + + + o + o
GRUP 4 - + + - + + -
GRUP 5 - + + + - - +
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5. TARTISMA

Bu calisma ile erkek sigcanlarda, akut tiiketici egzersizin kalp kasi iizerine olan
etkilerinin melatoninin hormonu ile iligkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amagla
melatonin yoksunlugu olusturulmus veya disaridan melatonin verismis gruplara akut
tilketici egzersiz yaptirilarak egzersiz sonrasi kalp sol ventrikiil dokusu ve kan
ornekleri alinmistir. Bu amacla; kardiyak doku hasar1 gostergeleri olarak serum cTnl
ve CK-MB diizeyleri, genel yangisel durum gostergeleri olarak PCT, TNF-a ve NF-
kP seviyeleri ile kalbin iskemik yanitinin belirteci olarak IMA diizeyleri serum
orneklerinden, genel yangisel durumun hiicresel gostergesi olarak notrofil, lenfosit ve
total lokosit sayilart kan orneklerinden ve sol ventrikiil apoptozis uyariminin
gostergesi olarak Casp-3 ile inflamasyonun anahtar molekiilii olarak TLR-4 gen
ekspresyon diizeyleri sol ventrikiil dokusunda incelenmistir. Boylelikle akut tiiketici
egzersizin kalp saglhigini nasil etkiledigi, kalp hiicrelerinde meydana getirdigi hasarin
boyutunun ne oldugu ve hem antioksidant hem de antiinflamatuvar bir hormon olan
melatonin yoksunlugunun veya ilavesinin belirlenen parametreleri nasil etkiledigi

ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Egzersiz normal sartlarda kardiyovaskiiler sistem i¢in faydali bir islemdir. Hem kan
basinct tizerine olan diizenleyici etkisi hem de viicuttaki fazla enerjiyi harcama 6zelligi
ile koruyucu etki olusturur (Booth ve ark., 2012). Ancak uzun siireli egzersizin
ozellikle kalp tlizerine olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (Scharhag ve ark., 2008).
Ozellikle uzun siireli maraton kosucularinda veya yogun ve uzun siireli yiizme
sporlarinda kalp kasi etkilenmektedir. Kalp kasmnin bu tip egzersizlerde etkilendigini
gosteren bir biyokimyasal belirte¢ler olarak ¢Tnl ve CK-MB en yaygin olarak
kullanilan enzimlerdir. Her iki enzim ayni zamanda miyokardial iskemi, kalp kasi
hasar1 ve kardiyak disfonksiyon olusan hastalarda artmaktadir (Chiang ve ark., 2000).
Benzer sekilde ayni enzimler oOzellikle uzun siire kosan atletlerde de artis

gostermektedir.

Ancak bu artisin klinik olarak karsiligi olan bir kalp hasar1 veya hastaliginin gostergesi
mi oldugu yoksa uzun siire devam eden yorucu veya tiiketici egzersize kars1 sekillenen
fizyolojik bir yanitin sonucu olarak m1 ortaya ¢iktig1 tam olarak bilinmemektedir. Bu

nedenle bu alanda halen yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Uzun siireli devam eden tiiketici egzersizlerde kalp veya c¢izgili kas doksusunu
etkileyen temel patolojik siirecler olarak; lokal ve sistemik yangi, kas hasar1 ve
oksidatif stres dikkat ¢cekmeketdir (Davis ve ark., 2007). Hatta bu amacla egzersiz
sonrasi kas hasarini engellemek i¢in antiinflamatuar ajanlarin kullanim potansiyeli de

arastirilmistir (Lanier 2003).

Melatonin antiinflamatuar, antiapoptotic ve antioksidan etkileri ¢ok iyi bilinen bir
hormondur (Sener 2010). Melatoninin, NF-xf8 aktivasyonunu inhibe ederek ve
proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarin1 azaltarak ve antioksidan etki gostererek
kaslar1 hasardan korudugu bilinmektedir (Gilad ve ark., 1998; Sasaki ve ark., 2002;
Veneroso ve ark., 2009).

Calismamizda kalp dokusunda hasarin gostergesi olarak kan ¢Tnl ve CK-MB enzim
diizeyleri arastirilmistir. Bunlardan ¢Tnl diizeyleri tiim gruplarda birbirine yakin
degerler gostermistir. En yiiksek ¢Tnl seviyesi grup-4’de belirlenmis en diisiik seviye
ise grup-3’te gozlenmistir. cTnl diizeyleri agisindan elde edilen sonuglar melatonin
varlig1 veya yoksunlugu ile anlamli bir iligski kurulabilecek 6zellikte bulunmamustir.
Bunun nedeni olarak kan 6rnekleri alinan zamanda cTnl diizeylerindeki degisimlerin
tam olarak ortaya ¢ikmamis oldugu diisiiniilebilir. Ciinkii cTnl diizeyleri kalp hasari
basladiktan genel olarak yaklasik 2 saat sonra en yiiksek seviyeye ulasmaktadir (Peela
ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda ise egzersiz yaklasik 45 dakika i¢inde

tamamlanmis ve arkasindan hemen kan 6rnekleri alinmistir.

Hyun ve ark., (2017) yaptiklar1 benzer bir ¢alismada egzersiz grubunda cTnl
seviyelerinin anlamli diizeyde arttigin1 belirlemislerdir. Bu sonuglar bizim
bulgularimiz ile gelisiyor gibi goriinse de bu calismada uygulanan egzersiz siiresi 3

saattir ve egzersize dort hafta boyunca devam edilmistir.

(Calismamizda kardiyak hasarin bir baska gostergesi olan belirledigimiz CK-MB
diizeylerinin cTnl’ya gore daha degisken oldugu ve melatonin ile iligkilendirilebilecek
sonuclarin ortaya koydugu sdylenebilir. Clinkii en diisiik CK-MB seviyeleri melatonin
verilen gruplarda ortaya ¢ikmistir. Bunlardan 4. ve 5. gruplarda elde edilen sonuglar
grup-1’e gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Yine grup-3, grup-1 ile birlikte en

yiiksek CK-MB seviyelerini gostermistir.
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Grup-1’e SHAM operasyonu yapilmis ve pineal bezi ¢ikarilmamistir. Yani fizyolojik
diizeyde melatonin salgisinin oldugu gruptur. Bu gruba disaridan herhangi bir
melatonin uygulamasi yapilmamistir. Bu nedenle, grup-1’de CK-MB diizeylerinin
yiiksek ¢ikmasinin nedeni olarak akut yogun egzersizde fizyolojik olarak salgilanan
melatoninin kalp hasarina karst koruyucu etki olusturacak diizeyde olmadigini
disiindiirmektedir. Diger taraftan PLT grubundaki CK-MB diizeyleri SHAM
grubundan daha diisiik ¢ikmistir. Bu durum bireysel farkliliklara bagli agiklanabilecegi
gibi pineal bez dis1 kaynaklardan salgilanan melatoninin koruyucu etkilerine bagh
olarak olusmus olabilir. Pineal bez ¢ikarilinca olusan oksidatif hasar1 azaltmak icin

melatonin salgilayan diger kaynaklar aktivitelerini artirmis olabilir.

Akut tiiketici egzersizlerde kalp kasi hiicrelerinin yapisindaki hasara bagli olarak
serum CK, CK-MB ve LDH enzim diizeylerinde 6nemli derecede artis oldugu
belirlenmistir (Wang ve ark., 2013). Egzersizle birlikte kanda hem CK hem de CK-
MB seviyelerinin birlikte arttif1 goriilmektedir. Bunlardan CK biiyiik oranda iskelet
kasinda ortaya ¢ikar. CK-MB ise kalp kasindan kaynaklanan bir enzimdir, dolayisi ile
kalp kas1 hasarlariin bir gostergesidir (Konig ve ark., 2007). Yapilan bir ¢calismada
maratoncularda ve akut miyokart enfarktiisii gecirmis hastalarda CK-MB
aktivitesindeki artiglarin yiizde olarak benzerlikler gosterdigi belirtilmistir. Hatta bu
nedenden dolay1 egzersiz sonrasi miyokart infarktiisii benzeri agr1 yasayan birgok
insan kalp krizi stiphesi ile hastanelere basvurmakta ve artan kardiyak enzim diizeyleri
nedeni ile de tetkik edilmektedir. Bunun yaninda bu enzimin kandan
uzaklastirilmasinda ise gruplar arasinda farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Ornegin; CK-

MB’nin uzaklastirilmasi maratoncularda daha yavastir (Hazar 2004).

Doku hasar1 ve yangisal siireclerin basladiginin gostergelerinden biri olarak dl¢iilen ve
degerlendirilen TNF-a seviyeleri agisindan ¢calismamizda gruplar arasinda istatistiksel
diizeyde oOnemli farkliliklar belirlenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda
pinealektomi yapilan grupta 16 pg/ml degeri ile en yiiksek TNF-a seviyesinin oldugu
goriilmektedir. Bunun yamn sira en diisiik TNF-a seviyesi ise 6.6 pg/ml ile grup-5’te
gozlemlenmistir. Diger gruplarda ise ortalama 11-12 pg/ml diizeylerinde TNF-a
seviyeleri ortaya ¢ikmustir.
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Bu sonuglara gére normal melatonin salgilayan grup ile egzersizden 30 dakika once
melatonin verilen gruplarda TNF-a seviyeleri benzer ¢ikmistir. Melatoninin
egzersizden 30 dakika dnce uygulanmas1 TNF-a diizeylerine etkilememisken bir hafta
boyunca uygulanmast TNF-a diizeylerinde 6nemli oranda azalmaya yol agmustir.

Melatonin antioksidan 6zellikleri olan bir hormondur.

Kalp kast hiicrelerinde iskemiye kars1 gelisen tolerans, TNF-a inhibitoriiniin plazma
aktivitesindeki arti ve TNF-o konsantrasyonundaki azalma ile gosterilmektedir.
Miyokardiyal iskeminin sonucunda mortalite, hemodinamikler, bolgesel miyokardiyal
kan akis1 ve infarktin boyutunu anlamak ic¢in serumda TNF-a ve TNF-a inhibitor

aktivitesi 6nemli rol oymaktadir (An ve ark., 2016).

Melatonin hem akut egzersizde hem de kardiyovaskiiler hastaliklarda artan
proinflamatuvar sitokinlerin artisin1 engelledigi bilinmektedir (Veneroso ve ark.,
2009). Son zamanlarda melatonin lizerine yapilan deneysel ¢aligmalarda, oksidatif kas
hasar1 ve tiiketici egzersizin neden oldugu hasar iizerinde durulmustur (Borges ve ark.,

2015).

Bu caligmalarin sonucunda melatoninin kas icerigindeki artmis TNF-a, IL-1p ve IL-6
gibi proinflamatuvar sitokinlerin seviyelerini azalttig1r goriilmiistiir (Hong ve ark.,
2014). Melatonin bu etkisini kas hiicresi i¢erisinde antioksidan savunma enzimlerinin
seviyesini artirip oksidatif stresi baskilayarak gergeklestirdigi distiniilmektedir
(Borges ve ark., 2015). Diger taraftan, melatonin tedavisinin, serum ve kalp kasi
hiicrelerinde artmis durumda olan TNF-a, IL-13 ve HMGBI1 seviyelerini baskilayarak

inflamasyonu 6nemli derecede azalttig1 gosterilmistir (Belosjorow ve ark., 1999).

Bircok hiicresel islevi etkileyen bir redox transkripsiyon faktorii olan NF-kf3 seviyeleri
acisindan calismamizda gruplar arasinda anlamli farkliliklar belirlenmistir. Elde edilen
verilere gore en yliksek NF-kf seviyesi 1. grupta 887 + 101 pg/mg olarak
goriilmektedir. Pinealektomi yapilip melatonin uygulamasi yapilmayan 3. grupta ve
egzersizden 30 dakika Once melatonin enjeksiyon uygulanan 2. grupta NF-«f
diizeyleri birbirine yakin iken pinealektomi operasyonu yapilip egzersizden 30 dakika
once melatonin enjeksiyonu yapilan 4. grupta NF-«} diizeyinin 623 + 53 pg/ml olarak

diger gruplardan daha diisiik seviyede oldugu saptanmistir.
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En diisiik NF-kf3 seviyesi ise pinealektomi yapilip gece sularina melatonin eklenen 5.
grupta 603 + 173 pg/ml olarak belirlenmistir. Calismanin sonucunda, melatonin
yoksunlugunun NF-kf} {izerine olan etkisi anlamli bulunmamisken, disaridan ilave

melatonin verilmesi NF-«f3 azaltic1 etki gostermistir.

NF-«f aktivasyonu kas fibrili atrofisiyle bagdastirilir (Cai ve ark., 2004; Bar-Shai ve
ark., 2008). Yogun ya da baslangi¢ seviyesinde egzersiz lizerine yapilan ¢alismalardan
elde edilen verilere dayanarak, egzersizin inflamatuvar yaniti yeniden diizenlemeyi
aktive edebilecegi sdylenebilir. Yogunluga bagli olarak egzersiz siiresince ve egzersiz
sonrasinda miyokardiyal NF-xf aktivasyonun arttifim1 goriilmiistiir. Egzersiz

miyokardiyal NF-«xf’yi klasik yolla aktive edebilir (Balan ve Locke, 2010).

Melatonin NF-kf’ye bagli proinflamatuvar yanitlar1 azaltir, redoks dengesini ve
mitokondriyal homeostazisi diizenler (Garcia ve ark., 2019). Melatonin makrofajlarda,
karacigerde, bobreklerde, akciger ve kalpte NF-xf3 aktivasyonun azaltir. Ayrica
melatonin, inflamatuvar yanit1 proinflamatuvar agsamasinda bloke ederek NF-«xf’yi
inhibe eder. Boylece NF-k’nin niikleer translokasyonunu bloke etmis olur (Markus

ve ark.,2013).

Calismamizda, iskemi sonrasinda serumda albliiminin modifikasyonu olarak bilinen
IMA diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir. En yiiksek
IMA seviyesi pinealektomi operasyonu yapilan 3. grupta 23.50 = 9 pg/ml diizeyinde
goriilmiistiir. Melatonin salgisinin bozulmadigi grup 1 ve pinealektomi operasyonu
yapilip gece sularina melatonin eklenen grup 5’te IMA diizeyleri birbirine yakin ve en
diisiik degere sahiptir. IMA sonuglar1 {izerinde melatonin ilavesinin her durumda

azaltic1 etki gosterdigi anlasilmistir.

Koroner arter hastaliginin tanisinda IMA erken biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.
IMA salinimu tiiketici egzersizde goriilen miyokardiyal iskemi boyunca artar. IMA
salmimindaki artigin iskemi-reperfiizyon ya da diger mekanizmalarin koroner kalp
akiminda azalmasina neden olan oksidatif stresteki artistan kaynaklandigi

gosterilmistir (Sinha ve ark., 2003).
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Geleneksel olarak kalp kas1 hiicre hasari i¢in bakilan, miyoglobin, CK-MB, ¢Tnl gibi
biyobelirtegler hiicre hasarindan 3-6 saat sonra yiikselmektedir. Iskemik olmayan kalp
hastaliklarinda, gastrointestinal hastaliklarda ve immiin sistem bozukluklarinda IMA

artmaz (Can ve Yosunkaya, 2017).

Melatonin oksidatif hasara kars1 kalbi reaktif oksijen siipiiriicii olarak korur. Ornegin;
serbest radikal {retimi ve elektron sizintisin1 azaltarak mitokondriyal solunum
zincirinde yer alabilir. Alzheimer, koroner kalp hastalig1 ve kanser gibi ROS igeren
bircok hastalikta melatonin seviyesi saglikli bireylere gore diistiktiir. Bu kapsamda
yapilan siirekli egzersizden sonraki 24-48 saatte IMA diizeyinde artis oldugu
goriilmiistiir (Rodriguez ve ark.,2008).

Kalsitoninin prohormonu olarak bilinen PCT seviyeleri agisindan pinealektomi
yapilan grupta diger tiim gruplara gore yaklasik 3-4 kat daha yiiksek diizeyde deger
elde edilmistir. Nitekim, pinealektomi grubunda 123.21 + 48.91 pg/ml olarak
belirlenen PCT diizeyleri diger gruplarda 18.95-36.02 pg/ml arasinda degismistir. Bu
sonuglar tiiketici egzersizde melatonin yoksunlugu durumlarinda PCT diizeylerinde
onemli artislar oldugunu ve melatoninin gerek fizyolojik diizeyde varliginin,
egzersizden 30 dakika Once uygulanmasinin ve gerekse igme sularina katilarak

verilmesinin PCT diizeylerindeki artiglar1 engelledigini gostermistir.

Diisiik lenfosit seviyesi, inflamasyon gostergesi olan 16kosit sayist ve PCT
konsantrasyonu arasinda Onemli bir korelasyon vardir (Banach ve ark., 2018).
Enfeksiyon olmadigi durumda PCT, inflamatuvar sitokinler aracilifiyla uyarildigi
diisiiniilen mononiikleer periferal kan hiicreleri ve karacigerden salgilanir (Maisel ve
ark.,2012). Ayrica akut koroner sendromlu hastalarda da PCT seviyesinde artis
goriilmiistiir (Picariello ve ark., 2009; Kelly ve ark., 2010).

Daha 6nce kalp hasar1 gecirip koroner arter hastasi olan bireylerde PCT diizeylerinin
arttigr tespit edilmistir. PCT diizeyi daha sonra kalp 6limi gerceklesen bireylerde
bagimsiz bir gosterge olarak kullanildi. Bu baglamda kalp kasi hasarina neden olan
iskemi PCT seviyelerini artirmistir (Sinning ve ark., 2011). Sol ventrikiiler
fonksiyondaki bozukluklar ve akut miyokart infarktiisii gibi olumsuz major advers

olaylar ve PCT arasinda bir iligki oldugu belirlenmistir (Kelly ve ark., 2010).
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Stirekli 1s18a maruz birakilan siganlarda yapilan melatonin ¢alismasindan elde edinilen
verilere gore melatonin yoksunlugu sonucunda serum PCT diizeylerinde artis
saptanmistir (Akbulut, 2016). Melatonin-egzersiz ve PCT arsindaki iligki ilk kez bu
caligma ile ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglar tiiketici egzersizin melatonin
yoksunlugunda PCT diizeylerini 6énemli oranda arttirdigini gostermektedir. Kalple
ilgili diger yangisel ve apoptoz parametreleri ile 16kosit sayilart dikkate alindiginda bu
artisgin kalp ile ilgili olmaktan ziyade genel sistemik bir yangisel cevaptan

kaynaklandig: diistintilmustiir.

Insanlarda bu amagla salgilanan ana hormon kortizol olmasina ragmen siganlarda ise
CORT’dur. Bu nedenle ¢alismamizda kortizol diizeyleri yerine CORT degerlerini
belirledik. Elde edilen sonuglar incelendiginde; en yiiksek CORT diizeyi fizyolojik
diizeyde melatonin salgis1 devam eden 1. grupta belirlenmistir. Pinealektomi gruplari
olan 3., 4. ve 5. gruplarda CORT seviyesi yiiksek ve birbirine yakindir. En diisiik
CORT diizeyi ise melatonin salgis1 bozulmadig halde egzersizden 30 dakika once
melatonin enjeksiyonu yapilan 2. grupta 313 + 48 oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
tiikketici egzersiz yaptirilan gruplarda melatonin CORT seviyelerindeki degisimlerin

melatonin yoksunlugu ile anlamli bir iligkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.

Tiiketici egzersiz canlilarda hipotalamus-hipofiz-bobrek {istli bezi aksisini aktive
ederek CORT salinmasina yol acar (Hau ve ark., 2016). Fizyolojik diizenleyici ag
bilesenleri tarafindan diizenlenen homeostazisin, glukokortikoid aracili strese yanitta
korundugu bilinmektedir (Cohen ve ark., 2012). Homeostazis glukokortikoid aracili
streste immiin sistem dengesi ve oksidatif denge ile korunur. Glukokortikoidlerin
immun foksiyon iizerine baskilayici etkisini gosterdigi diisiiniilmektedir (Apanius

1998).

Fiziksel antrenmanin olusturdugu akut strese karsi viicudun verdigi otonom yanit ve
hormonal degisimler ortaya konulmustur. Egzersizin siddeti ve siiresi sporcularda
hormonal degisikliklere neden olur. Antremana en hizli tepki veren hormon ise
kortizoldur. Kisa siireli yogun egzersizler ve uzun siireli submaksimal yogun
egzersizde plazma kortizol seviyesi normalin {i¢ kati fazla oldugu goriilmiistiir

(Erdemir ve Tiifekgioglu, 2008).
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Cark kosusu HPA aksisini degistirir. Ornegin; sican ve farelerde cember kosusu
ditirnal aktif periyodun baslangicinda CORT artar (Adlard ve Cotman, 2004;
Stranahan ve ark., 2006). Cark kosusu yapan kemirgenlerde tekrarlayan akut stres
HPA aksisini degistirir. HPA aksisindeki bu degisiklik kronik stres (ditirnal CORT) ve
strese direnci gosterir (Hare ve ark., 2014). Glukokortikoidler TNF-a seviyesini
azaltirlar. Egzersiz dolasimdaki kortikosteronun seviyesini artirir (Pervaiz ve ark.,

2012).

Calismamizda tip 1 transmembran proteini olan TLR-4’{in sol ventrikiil kasindaki gen
ekspresyon diizeyleri acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.
Egzersizden 30 dakika once melatonin uygulamasi yapilan 2. ve 4. gruplarda
melatonin diizeyleri diisiik ve ayni seviyede olmasina ragmen 1., 3. ve 4. gruplarda
TLR-4 gen ekspresyon seviyeleri birbirine yakin ve yiiksek oldugu saptanmistir. Elde
edilen bulgular, tiikketici egzersiz yaptirilan sicanlarda melatoninin varligi, uygulamasi
ve yoksunlugunun TLR-4 gen ekspresyon diizelerini anlamli bir sekilde etkilemedigini

gostermektedir.

TLR-4, NF-kf’nin aktivasyonunu uyarir (Medzhitov ve ark., 1997). Hipoksik stres
TLR-4 tarafindan diizenlenen inflamatuvar sinyallere makrofajlarin duyarliliginm
artirir (Kim ve ark., 2010). Kalp kasinda TLR-4 ekspresyonu 1 haftalik kronik stres
sonrasinda biiyiik Ol¢lide artmistir (Wang ve ark., 2011). TLR1, TLR2 ve TLR4
ekspresyonu egzersiz sonrasi ve dinlenme sirasinda elde edilen Orneklerle
kiyaslandiginda 2 saatlik iyilesmeden sonra anlamli olarak disiiktii. Egzersiz
yaptirilmig deneklerin viicut 1sisindaki artis egzersizin neden oldugu strese yanit ve
TLR ekspresyonu iizerine egzersizin etkisini incelemeyi miimkiin kilmaktadir
(Lancaster ve ark., 2005). Egzersizin baskiladigi TLR ekspresyon mekanizmalarinin
bilinmemesine ragmen dolasimdaki sitokin diizeylerinin azalmasi, 1s1 soku proteinleri
ve glukokortikoidlerin artmasi TLR baskilanmasini agiklayabilir. Akut uzatilmig
aerobik egzersizde TLR ekspresyonunun azalmasi, dolagimdaki farklilasmis
monositlerin harekete ge¢mesinden kaynaklanabilir (Ziegler-Heitbrock 1996).
Atletlerde, egzersizin neden oldugu immun baskilama sonucu enfeksiyona duyarliligin

daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.
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TLR ekspresyonunda uzun siireli azalma, 16kositlerin inflamatuvar kapasitesindeki
azalmaya neden olan yararli etkiler ortaya koyabilir. (Gleeson ve ark., 2006).
Karacigerde iskemi reperflizyon hasarindan sonra artan hepatik TLR-4 ekspresyonunu
melatonin azaltmistir (Kang ve ark., 2011; Kang ve ark., 2012). TLR-4 uyarisinin
diisliniilen proinflamatuvar etkileri, siddetlendirilmis immun yanitlarin varliginda
antiinflamatuvar olarak ya da immun baskilayict olarak melatoninin etkisini

desteklemektedir (Yang ve ark., 2000; Mauriz ve ark., 2013).

Calismamizda efektor kaspazlardan biri olan ve apoptozisin gostergelerinden biri
olarak bilinen kaspaz-3 gen ekspresyonu seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir
farklilik saptanmamistir. En yliksek kaspaz -3 ekspresyon diizeyleri pinealektomi
yapilan 4. ve 5. gruplarda goriilmektedir. En diisiik kaspaz-3 seviyesi ise 0.9994 +
0.006 degerinde kontrol grubu olan 1. grupta oldugu belirlenmistir. 2. ve 3. grupta ise
birbirine yakin kaspaz-3 diizeyleri birbirine yakin bulunmustur. Calismanin sonucunda
melatonin varligl, uygulamasi ve yoksunlugunun tiiketici egzersiz yaptirilan siganlarda
kalp kas1 kaspaz-3 gen ekspresyonu diizeyleri lizerine anlamli bir etkisinin olmadigi

anlasilmaktadir.

Sol ventrikiilde tiiketici egzersiz sonucunda apoptozisi gosteren gdstergeler olan
kaspaz-3 ve Bax/Bcl-2 oraninda artis goriilmiistiir. Tiiketici egzersiz sol ventrikiil
apoptozisini uyarir ve bunu da mitokondri kaynakli diizenlemeler yoluyla
gerceklestirir (Huang ve ark., 2009). Kaspaz-3, hiicre 6liimiinden 6nce kontraktil
disfonksiyona neden olan apoptozisi uyaran miyofibriler proteinleri ayirir (Communal
ve ark., 2002; Moretti ve ark., 2002). Miyokard infarktiisiinde iskemi reperfiizyondan
sonraki birka¢ saat icinde apoptozis infarkt bolgesinde tespit edilebilir. Kaspaz-3
aktivasyonu basinca bagl asir1 yiiklenmede son ventrikiil disfonksiyonuna neden olur
(Philipp ve ark., 2004). Yapisal hasara ragmen, kaspaz-3 farenin kardiyomiyositinde
tam bir apoptotik yanit1 tetiklemez (Condorelli ve ark., 2001). Melatonin kalp dokuda,
Bcl-2 ekspresyonunu artirirken, Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu azaltmistir (Zhai ve

ark., 2017).
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6. SONUC ve ONERILER

Melatonin yoksunlugu i¢in yaygin olan pinealektomi operasyonu amacina uygun
bir sonu¢ vermistir. Melatonin yoklugunda melatoninin aktif rol oynadigi
antiinflammatuvar ve antiapoptotik etkileri olmayacagindan akut yogun egersiz
sonrasinda kalp dokuda olusan oksidatif hasar artacak ve bunun sonucunda hiicre
icerisinde hasar yolaklar1 aktiflencek. Bu yolaklara melatonin etkisi ne olurdu? Ve

nasil olurdu? Sorularinin cevabi bu ¢alismada yeteri kadar verilmistir.

Verilerden de anlasilacagi iizere, melatonin yoksunlugu olusturulmus gruplarda genel
olarak hiicre hasar parametresi olan CK-MB, oksidatif hasar gdstergesi olan IMA,
inflamatuvar yanit parametreleri olan TNF-a’da artis vardir. Bu grubun tiiketici
egzersiz uygulamasi ile kalp hiicrelerinde hiicre i¢i etkilerinin anlasilabilmesi ic¢in
TLR-4 gen ekspresyonunun seviyelerinin diizeyleri belirlenmistir. Calismamizda
caspaz-3 gen ekspresyon diizeylerinin degismemis olmasi kalp kasinda apoptozisin

heniiz baglamadigini diisiindirmektedir.

Kalp hiicreleri akut yogun egzersizin neden oldugu oksidatif hasarla zarar goriir. Genel
olarak antioksidant enzimler her ne kadar bu durumu stabilize etmeye caligsa da
egzersizin tlirii akut yogun oldugundan antioksidant enzim miidahalesi yetersiz kalarak

bu durum hiicre hasariyla sonuglanir.

Calismanin daha iyi degerlendirilebilmesi i¢in egzersiz uygulamasi yapilmayan

sedenter gruba ihtiya¢ duyulmustur.
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EK-1 Gruplara ait istatistiksel veriler ve standart sapmalar.

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

Istatistik
11383
11321
16936
8493
10136

Istatistik
515
313
413
488
421

Istatistik
12

12

16

12

6

Istatistik
887
786
781
623
603

Istatistik
36,02
27,03
123,21
23,74
18,95

Lokosit
+ Standart sapma
1272
1693
920
480
862

CORT
+ Standart sapma
86
48
58
102
68

TNF-a
+ Standart sapma
1,29
0,64
8,08
2,89
0,54

NF-xp
+ Standart sapma
101
115
83
53
173

PCT

+ Standart sapma
6,65
6,20
48,91
6,85
5,93
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GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

GRUPLAR
GRUP 1
GRUP 2
GRUP 3
GRUP 4
GRUP 5

Istatistik
240
164
194
138
153

Istatistik
13,85
12,77
12,80
16,34
14,41

Istatistik
5,64

2,78
23,50
13,09
3,19

Istatistik
1,0098
0,7633
1,0417
0,7668
1,1848

Istatistik
0,9994
1,1127
1,1105
1,1974
1,3290

CK-MB
+ Standart sapma
28,54
16,88
17,14
8,710
33,53
c¢Tnl
+ Standart sapma
0,89
0,86
0,82
1,40
1,10
IMA
+ Standart sapma
1,50
0,72
9,19
4,15
0,86
TLR-4
+ Standart sapma
0,0448
0,0469
0,1127
0,0773
0,0420
Kaspaz-3
+ Standart sapma
0,006
0,042
0,107
0,059
0,050
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EK-2 ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C.
0 CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI 27.03.2017

TOPLANTI SAYiS! 20704

DOSYA KAYIT NUMARASI 2007110271

KARAR NUMARASI 201704-13

YARDIMCI ARASTIRMACILAR Kilbra SAF]

HAYVAN TORO VE SAYISE Wistar cinsi sigan - 35 + 10*

Prof, Dr, Metehan UZUN, 1arafindan Eiik Kurulumauza sunelan “Akut Yogun Egzersiz Yaptunimig
Erkek Sicanlardn Baz Yanwsal Belinegler Ve Kalp Hasar Uzerine Melatoninin Ekilerinin
Aragtinimass” baghkls proje Hayvan Dencylerine iligkin mevzusun emirleri dogrultusunda
incejenerek, ilgili mevzuat hikimleri erpevesinde Hayvan Deneyleri Eligi agisindan uygun
olduguna; oybirligi ile karar verilmigiir.
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Prof. Dr. Ali I§
Oye
(Baglan)
Prof. HER Dog. Dr. Murat TOSUNOGLU
ye ye
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Yrd. Dog. Dr. Cemil TOLO Yed. Dég. T, Bagak BOY UK
0 Uye
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EK-3 OZGECMI$

Kisisel Bilgiler
Adi KUBRA Soyadi SAFI
Dogum Yeri EMINONU Dogum Tarihi 11.02.1991
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 19460004374
E-mail kubrasafi@gmail.com Tel (505)0677900
Egitim Duzeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanlik
Yiiksek Lisans Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2015-2019
Lisans Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2010-2014
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Sire (Y1l - Yil)
Monitér Medikal Arastirma Ve
1. Saha destek elemant -2016-2017
Danigsmanlik Ltd. Sti.
Canakkale Onsekiz Mart
2. Biyokimya Teknikeri . -2012-2013
Universitesi Hastanesi

Yabanci Dil Sinav Notu”

KPDS YOK |YDS IELTS
DiL

TOEFLIBT | TOEFL PBT

TOEFL CBT | FCE CAE

81,75

# Basarilmus birden fazla smav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir* KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil

Smavi; UDS: Universitelerarasi Kurul Yabanci Dil Smavi; YDS: Yabanci Dil Sinavi; IELTS:

International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-

Internet-Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL

CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English;
CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in English

98




EK-4 SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal renkte venl12

punto yaziimalidir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirti tez yazim kilavuzuna

uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu ayni olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi konmalidir.

Sol > [ | | KX

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

/

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) ingilizce 6zetin basinda konu baghgi yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tima 1,5 aralikh olmalidir.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullaniimalidir.

11) Web sayfa kaynaklari metin i¢inde de gegmelidir (parantez icinde glincelleme
tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de climlenin en sonunda Erigim adresi ve

Erisim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en arkasina konmalidir.

A
q
A
A
/
A

Adi ve Soyadi, Adi ve Soyadi,

Tari%/@zo.[7 Tarih:Z.g/Q?_/ 2018
Ogrenci Pm/%a'ﬁmm U

o A MWM

p—— 7
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EK-5 CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM

KONTROL LISTESI
KONTROL BASLIGI OGRENCI | DANISMAN

Tez vazmmda kullamilan vazi tipi #UYGUN ZUYGUN
Sayfa kenar boshiklar FUYGUN aUYGUN
Kapak savfasidiizeai ZEYGUN U YGUN
{¢ kapak sayfasidiizeni - hvouN ZUYGUN
Onay savfasi dilzeni AUYGUN FUYGUN
Bevan savfasi icerigi ve diizeni AUYGUN FUYGUN
I¢indekiler sayfas: diizeni FUYGUN AUYGUN
Tesekkiir sayfast #UYGUN zUYGUN
Tirkce dzet uyaouN ZUYGUN
Ingilizce 6 zet AUYGUN FUYGUN
Simgeler ve kisalmalar dizini ZYaUN ZUYGUN
Sekiller dizini FUYGUN AUYGUN
Tablolar dizini #YGUN ZUYGUN
Tezin 6n savfalarmm swralamas: AUYGUN zUYGUN
On savfalarm numaralandriimas: AYGUN 2UYGUN
Sayfalarmm numaralandiriimas: ZUYGUN FUYGUN
Bashklarmm numaralandriimas: ZUYGUN ZUYGUN
Sekil resim ve tablo AUYGUN ZUYGUN
numaralandirmasi

Yontem ve Gereg ZUYGUN AUYGUN
Bulgular ZUYGUN AUYGUN
Tartsma ZUYGUN #UYGUN
Sonu¢ ve Oneriler 2ZUYGUN SUYGUN
Kaynaklar ZUYGUN ZUYGUN
Atflar (almtive géndermeler) ZUYGUN AIYGUN
Ekler (etik kurul onayy vs) 2ZUYGUN | ZUYGUN
Tez plam ZUYGUN ZUYGUN
Dil (anlatm, yazm —imla) AUYGUN BUYGUN
Kagit ve baski ozelligi AUYGUN FUYGUN
Tezin son seklnin ekektronik AUYGUN ZUYGUN
kopyasi
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