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OzET

Ozerklig B, Egzersizle indiiklenen Hsp72’nin Glukokortikoid Kaynakli iskelet Kasi Atrofisini
Onlenmesindeki Rolii Hacettepe Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii Spor Bilimleri ve
Teknolojisi Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Fizyolojik ve patolojik bir cok kosul
ya da hastaliklarin tedavisi icin kulanilan ilaclar iskelet kasi atrofisine neden olur.
Glukokortikoidler immiinosupresif ve antiinflamatuar o6zellikleri nedeniyle cok sayida
hastaligin tedavisinde eksojen olarak yaygin bir bicimde kullanilmakta olup, ila¢ kaynakli kas
atrofisinin birincil nedenidir. Kas protein sentezinin azalmasi ve protein yilkiminin artmasi
iskelet kasi atrofisi ile sonuglanirken, glukokortikoid kaynakli atrofide temel mekanizmanin
protein yikimindaki artis oldugu bildirilmistir. Egzersizin iskelet kasi atrofisinin 6nlenmesinde
bilinen en etkili yontem oldugu ve glukokortikoid kaynakli kas atrofisini engelledigi veya
azalttig bilinmektedir. Aerobik egzersizlere bagli olarak hiicrede ortaya ¢ikan degisikliklerden
biri sicaklik artisidir. Viicut sicakhgini bir kag derece artiran bir sicak stresi, hiicrede sicak soku
proteinleri adi verilen bir grup proteini hizla indikler ve 6zellikle artan Hsp72 hiicresel
homeostazin korunmasinda kritik rol oynar. Egzersizin artan kontraktilite ve metabolik
aktiviteye bagl olarak ¢ok farkli hiicre ic¢i sinyal yolagini uyardigi bilinmesine karsin,
glukokortikoid kaynakh kas atrofisini hangi hiicresel ve molekiiler mekanizmalarla onledigi
aydinlatilabilmis degildir. Bu calisma egzersizin glukokortikoid kaynakli kas atrofisini
onlenmesine iliskin etkisini Hsp72 Gzerinden gergeklestirdigi hipotezini test etmek amaci ile
planlanmistir. Calismada 3-4 aylik disi Sprague Dawley sigan; kontrol (K), deksametazon (D),
normal egzersiz (NE), normal egzersiz ve deksametazon (NED), soguk egzersiz (SE) ve soguk
egzersiz ve deksametazon gruplarina (SED) (n=8/grup) ayrilmistir. Egzersiz gruplarindaki
sicanlara 5. glinden itibaren kademeli olarak 30m/dk hiz ve 60 dk/gtin siireye ulasacak sekilde
10 gunlik kosu egzersizi yaptirilmistir. D, SED ve NED gruplarina 6-10. giinlerde 1mg/kg/giin
dozda 5 giin slireyle subkutan deksametazon enjeksiyonu yapilmistir. Plantaris kasinda atrofi
kas agirliginin baslangic viicut agirhigina bolinmesi ile belirlenmis ve Hsp72, p-Akt, Akt ve p-
FoxO3 diizeyleri Western Blot yontemi ile belirlenmistir. Gruplarin plantaris kas agirliklar
karsilastirildiginda D grubu K grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0,05), diger taraftan
SED ve NED gruplarinin kas agirliklari D grubuna goére daha fazlayken (p<0,05) yalnizca NED
grubu K grubundan farkh degildir (p>0,05). NE ve NED gruplarinin Hsp72 diizeyleri K grubuna
gore artmistir (p<0,05). K grubu ile karsilastirildiginda D, SED ve NED gruplarinin p-Akt
dizeyleri azalirken (p<0,05) NED grubu p-Akt diizeyleri hem D hemde SED grubundan
ylksektir (p<0,05). Ayrica, gruplarin p-FoxO3 dizeyleri karsilastirildiginda yalnizca NED
grubunun D grubundan yuksek oldugu goriilmistiir (p<0,05). Sonuc olarak, deksametazon
kaynakli iskelet kasi atrofisinden normal sicakliktaki ortamda egzersiz yaptirilan sicanlarin
plantaris kaslari, soguk ortamda egzersiz yapan sicanlara gore K grubuna kiyasla daha fazla
korunmustur (SED-K; p<0,05 ve NED-K; p>0,05) ve bu bize egzersizin glukokortikoid
atrofisinden korumasindaki roliini kismen de olsa Hsp72 lizerinden oynadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Egzersiz, iskelat kas atrofisi, sinyal iletimi, Hsp72, Akt
Bu tez calismasi 2195175 numarali Turkiye Bilimsel Ve Teknolojik Arastirma Kurumu (Tibitak)
tarafindan desteklenmistir.



viii

ABSTRACT

Ozerklig B,The Role of Exercise Induced Hsp72 in Preventing Glucocorticoid Induced
Skeletal Muscle Atrophy. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Sport
Sciences and Technology Programme Master’'s Degree Thesis, Ankara, 2020. Many
physiological and pathological conditions or drugs used for the treatment of diseases cause
skeletal muscle atrophy. Glucocorticoids are widely used exogenously in treating many
diseases due to their immunosuppressive and anti-inflammatory properties and are the
primary cause of drug-induced muscle atrophy. It is very well known that exercise prevents
skeletal muscle atrophy, and glucocorticoid-induced muscle atrophy is not an exception. One
of the changes that occur in the organism due to aerobic exercises is the elevation of body
temperature. It has been known that the body temperature increases a few degrees rapidly
as a consequence of heat stress and induces a group of proteins in the cell called heat shock
proteins. Notably, the increase in Hsp72 plays a critical role in maintaining cellular
homeostasis and preventing skeletal muscle atrophy. Therefore, exercise plays a crucial role
in various intracellular signaling pathways due to increased contraction and metabolic
activity. However, it is remarkably essential to investigate the mechanisms in muscle cells
activated by exercise and protect skeletal muscle from glucocorticoid-induced muscle
atrophy.This study was designed to elucidate whether exercise protects against
glucocorticoid-induced skeletal muscle atrophy in an Hsp72 dependent manner. To this end,
3-4 month female Sprague Dawley rats were divided in to following study groups: control (C),
dexamethasone (D), warm exercise (WE), warm exercise and dexamethasone (WED), cold
exercise (CE), and cold exercise and dexamethasone (CED) (n = 8). The rats in the exercise
groups were given a 10-day running exercise gradually increasing the speed and duration of
30m/min 60min/day from the 5" day. Dexamethasone was injected subcutaneously at a dose
of 1mg /kg /day for 5 days to D, CED, and NED groups. Skeletal muscle atrophy muscle was
determined by dividing plantaris weight by the initial body weight, and the levels of Hsp72,
p-Akt, Akt, and p-FoxO3 were determined by Western Blot. D groups plantaris muscle weight
decreased significantly compared to the C group (p <0.05), while the muscle weights of the
CED, and WED groups were higher than the D group (p <0.05), while only the WED group was
not different from the K group (p > 0.05). Hsp72 levels of the WE and WED groups were
significantly increased compared to the C group (p <0.05). Compared with the C group, the
p-Akt levels of the D, CED and WED groups decreased significantly, while the p-Akt levels of
the WED group were significantly higher than both the D and CED groups (p <0.05). Finally,
when the p-Fox03 levels of the groups were compared, it was seen that only the WED group
was significantly higher than the D group (p <0.05). As a result, both exercising groups with
dexamethasone injection (CED and WED) attenuated plantaris muscle atrophy (p<0,05). On
the other hand, while there was no significant difference between control and WED groups
(p>0,05), plantaris muscle weight of group CED was significantly lower than control (p<0,05).
These results indicate that elevated body temperature plays a role in preventing
glucocorticoid-induced skeletal muscle atrophy through the expression of Hsp72 during
exercise.

Key Words: Exercise, skeletal muscle atrophy, signal transduction, Hsp72, Akt
This thesis is funded by The Scientific and Technological Research Council of Turkey (Tibitak),
project no:219S175
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1. GiRis

Viicut agirhiginin yaklasik %40-50'sini olusturan iskelet kaslari sadece gii¢
uretimi, hareket ve nefes almadan sorumlu olmayip enerji dengesi, glisemik kontrol
ve metabolik homeostazin korunmasi gibi canli yasamini dogrudan ilgilendiren
siireclerde de kritik bir rol oynamaktadir. iskelet kaslarinin biitiinligiiniin korunmasi,
glnlik yasamin slirdiridlmesinin 6tesinde insilin direnci, obezite ve tip 2 diyabet gibi
metabolik hastaliklardan korunma acisindan son derece 6nemlidir (1, 2). Diger
yandan hareketsiz yasam tarzi, immobilizasyon, denervasyon, yaslanma, sepsis,
kaseksi, kanser, diyabet, bobrek ve kalp yetmezligi ile uzun sireli glukokortikoid
kullanimi gibi cesitli fizyolojik ve patolojik kosullar iskelet kas kiitlesi kaybina neden
olur (3). Sonug olarak, nedeni ne olursa olsun iskelet kas kitlesi kaybi yasam kalitesini
disiriip, morbidite ve mortaliteyi artirdigi icin kas atrofisinin engellenmesi son
derece 6nemlidir (4, 5).

Glukokortikoidlerin gerek stres altindaki organizmada endojen olarak
salinmasi, gerekse imminosupresif ve antiinflamatuar ozelliklerinden o6tiri ¢ok
sayida hastaligin tedavisinde eksojen olarak kullaniimasi nedeniyle, iskelet kasi
atrofisine yol acan kosullar arasinda ayri bir yeri vardir (6, 7). Sepsis, kaseksi, aclik,
metabolik asidoz ve ciddi inslilinopeni gibi iskelet kasi atrofisi ile karaketerize bircok
patolojik kosulda endojen glukokortikoid diizeylerinin arttigi bilinmektedir (8-10).
insan ve hayvanlar iizerinde yapilan calismalar, eksojen glukokortikoid verilmesinin
iskelet kaslarinda protein sentezini azaltirken, protein yikimini da artirdigini ortaya
koymaktadir (11, 12). Bununla birlikte, kas atrofisi sirecinde artan protein
katabolizmasinin, protein sentezindeki inhibisyona gore ¢cok daha 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir (13). Saglkli insanlara giinlik 60 mg dozda Ug¢ giin siire ile uygulanan
prednizolon tedavisi protein katabolizmasinda hizli bir artisa neden olmustur (12).
Sicanlarda ise gunde 0,6-1,2 mg/kg dozdaki deksametazon gastroknemius ve
ekstansor digitorum longus kas agirliklarinda hentiz 3. glinde %20’nin Uzerinde bir
azalmaya yol agmis ve katabolik etki 5. glinde maksimum seviyelere yikselmistir (14,

15).



Glukokortikoidler en cok recete edilen ilacglar arasinda yer almakta olup,
kullanimi tiim dinyada giderek artmaktadir (6, 7). Nitekim, 1990-2010 yillari arasinda
3 aydan uzun sureli glukokortikoid kullanan hastalarin sayisinda %34’lik artis oldugu
(16), Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 10 milyon yeni glukokortikoid regetesi
yazildigi (17) bildirilmistir. ilac kaynakl iskelet kasi atrofisinin en yaygin nedeninin
glukokortikoidler oldugu g6z 6niine alindiginda (18), glukokortikoid nedeniyle olusan
iskelet kasi atrofisinin dnlenmesine yonelik stratejiler gelistiriimesi ciddi bir 6nem
tasimaktadir. Kas atrofisinde rol oynayan sinyal yolaklarinin benzerligi nedeniyle (19-
22), glukokortikoid kaynakl kas atrofisine iliskin mekanizmalarin aydinlatilmasi ve kas
kiitlesi kaybinin 6nlenmesine iliskin yaklasimlarin gelistirilmesi; sarkopeni, kaseksi,
ekstremite immobilizasyonu gibi birbirinden farkh kosullarin yol actigi kas atrofisinin
onlenmesi konusunda da katki saglayacaktir.

iskelet kasi atrofisi, bir cok molekdiliin birbiri ile etkilesim icerisinde oldugu
kompleks sinyal yolaklari tarafindan dizenlenir. Burada protein sentezinin temel
yolagi olan IGF-1/Akt/mTOR yolaginin anahtar elemani protein kinaz B (Akt)’'nin 6zel
bir yeri vardir. Akt bir yandan protein sentezini tetikleyen mTOR’u aktive ederken,
diger yandan protein degredasyonunu baslatan FoxO transkripsiyon faktorlerini
inhibe ederek protein yikimini azaltir (23). Gergekten de, bir cok atrofi modelinde Akt
fosforilasyonunun (p-Akt) azalmasina bagh olarak FoxO transkripsiyon faktorlerinin
Uzerindeki baskinin kalktigi ve o6zellikle FoxO3’iin ¢ekirdege gecerek ubikitin-
proteazom sistemi (UPS) aktive ettigi, diger bir deyisle iskelet kaslari icin protelotik
siireci baslattigi gosterilmistir (24). Ote yandan, Akt genetik manipiilasyon veya
farmokolojik yolla aktive edildiginde iskelet kasi atrofisinin dnlendiginin gosterilmis
olmasi (25), iskelet kas kiitlesini diizenleyen molekiiler mekanizmalarda p-Akt’nin
onemini acgik¢a ortaya koymaktadir.

Genel olarak, iskelet kasi atrofisinin 6nlenmesinde onerilen bir tedavi yontemi
olan egzersizin, protein sentez vyolagini tetikleyip degradasyon yolaklarini
baskilayarak kas protein sentezini arttirdigi bilinmektedir (26). Egzersizin,
glukokortikoid kaynakli kas atrofisinin dnlenmesi veya azaltilmasinda da etkili oldugu

cesitli calismalarla gosterilmistir (27, 28). Egzersizin iskelet kaslarini atrofiden



korumasinin altinda yatan nedenlerden birinin de protein sentez ve degredasyon
yolaklarinin  kesisim noktasinda bulunan Akt'nin fosforilasyonunun oldugu
bilinmesine karsin (29), bunu nasil ve hangi kosullarda gergeklestirdigi tam olarak
aydinlatiimamigtir.

Organizma herhangi bir strese maruz kaldiginda dolasim, endokrin ve eneriji
sistemlerinin yeni kosullara adaptasyonunu saglamada bir yanit olusturmasini
beraberinde getirir. Hlicresel diizeyde ise strese yanit olarak protein donglisiindeki
dengeyi bir grup proteinin korudugu bilinmektedir. Bunlardan sicak soku proteinleri
adi verilen bir protein ailesi (Hsp) sicak, oksidan stres, asidoz, hipoksi ve hiicre ici
kalsiyum artisi gibi cesitli stres kosullarinda yeni sentezlenen ya da sentez sonrasi
stres kosullarina bagh olarak, dogru katlanamayan proteinlerin dérdiincil yapilarini
olusturmasi ve hiicredeki hedef bolgelere tasinmasinda son derece 6nemlidir (30-32).
Bu proteinler icerisinde en iyi bilineni, 70kDa Hsp ailesinin indiiklenebilir bir Giyesi olan
sicak soku proteini 72 (Hsp72)'dir. Egzersizle artan viicut sicakhgina bagh olarak
indiklenen Hsp72’nin sican kalp kasini iskemi-reperfiizyon hasarindan korudugu
bilinmektedir (33). Benzer sekilde, kuyruktan asma yoluyla olusturulan
immobilizasyon modelinin 6ncesinde sicak stres uygulanarak dizeyleri 6nceden
artirllan Hsp72’nin soleus kasinda immobilizasyon nedeniyle olusan atrofiyi %50
oraninda azalttigl (34), deksametazon kaynakl sican ekstansor digitorium longus
(EDL) kasinda olusan atrofide EDL kas enine kesit alaninda meydana gelen kii¢liimeyi
engelledigi bildirilmistir (35). ilging olan Hsp72 dizeylerindeki artisin p-Akt
dizeylerini korudugunun gosterilmis olmasidir (36). Egzersizin, iskelet kasi basta
olmak Uzere bircok dokuda Hsp72 dizeylerini artirmasi (33, 37, 38), glukokortikoid
kaynakli iskelet kasi atrofisini engellenmesinin altinda egzersiz ile indiiklenen
Hsp72’nin Akt Gzerindeki etkisinin rol oynayabilecegini distindiirmektedir.

Bu nedenlerle bu calisma; egzersizin glukokortikoid kaynakl iskelet kasi
atrofisini engellemedeki roliinii Hsp72 ve kas protein sentez/degradasyon dengesi
Uzerinde temel rol oynayan Akt ve FoxO3 lizerinden degerlendirmek amaciyla

planlanmistir.



Hipotez 1

Kosu bandinda yapilan ve Hsp72 diizeylerinde artisa yol agan egzersizler, sigan
plantaris kasinda deksametazon uygulamasiyla meydana gelen kas atrofisinin
onlenmesine/azalmasina neden olur.

Bu hipotezi test etmek icin bes giinlik deksametazon uygulamasi 6ncesi ve
suresince, iskelet kasinda Hsp72 indiklenmesine yol agan 25°C’lik ortam sicakliginda
veya Hsp72 artisinin engellendigi 4-8°C’deki ortam sicakhiginda kosu egzersizine
alinan sicanlarda iskelet kas atrofisi, Hsp72 diizeyleri degerlendirilecektir. Buna gore,
ve deksametazonun iskelet kasinda yol agtigi atrofi Hsp72 diizeylerinin artmadigi 4-
8°C’deki ortam sicakhiginda yapilan egzersiz grubunda 6nlenemez/azaltilamaz iken,
25°C'lik ortam sicakhiginda yapilan egzersizlerde Hsp72 diizeylerinin artmasi ve iskelet
kasi atrofisinin dnlenmesi veya azalmasinin gézlenmesi hipotezimizin kabul edildigini

gosterecektir.

Hipotez 2

25°C’lik normal ortam sicakliginda yapilan egzersiz p-Akt diizeyleri ile sitozolik
fosforile FoxO3 (p-Fox03) diizeylerinin artisina/korunmasina neden olur.

Buna gore, deksametazon enjeksiyonu ile birlikte p-Akt ve sitozolik p-FoxO3
dizeylerinde meydana gelecek olan azalmada 4-8°C’lik ortam sicakhginda egzersiz
yapan grupta bir degisiklik gézlenmezken 25°C’lik normal ortam sicakliginda egzersiz
yapan grupta p-Akt ve sitozolik p-FoxO3 azalmanin onlenmesi bu hipotezimizin
desteklendigini gbsterecektir.

Boylece, deksametazon enjeksiyonu éncesinde egzersize baslayan gruplardan
soguk ortamda (4-8°C) egzersiz yapan hayvanlarin plantaris kasinda Hsp72
indiklenmesi gerceklesmeyecek ve bes glinliik deksametazon enjeksiyonu sonunda
p-Akt ve sitozolik p-FoXO3 diizeylerinde azalma ve kas atrofisi meydana gelecektir.
25°C'lik normal ortam sicakhiginda egzersiz yapan si¢canlarin plantaris kasinda ise
Hsp72 dizeyleri artacak, deksametazon uygulamasinin yol actig p-Akt ve sitozolik p-

FoXO3 diizeylerindeki azalma ile plantaris kas atrofisi dnlenecektir.



2. GENEL BILGILER

insan viicudundaki en biiyiik doku olan iskelet kaslari yalnizca gii¢ Gretimi,
postliriin korunmasi ve nefes almadan sorumlu olmayip ayni zamanda; metabolik
homeostazin korunmasi, glisemik kontroliin saglanmasi ve metabolik genlerin
reglilasyonunda son derece ciddi bir 6neme sahiptirler (2, 39, 40). Bu nedenlerle
saglikli bir kas kitlesine sahip olmak instlin direnci, obezite ve tip 2 diyabet gibi
metabolik hastaliklardan korunma agisindan son derece 6nemlidir (1).

Yiksek plastisiteye sahip olan iskelet kaslari maruz kaldigi ¢evresel ya da
fizyolojik streslere, kendini korumak ve organizmanin ihtiyaglarini en verimli sekilde
karsilayabilmek icin kas lif capini artirarak ya da kas lif capini azaltarak yanit verir.
Egzersiz, dall zincirli aminoasitler ve bazi sentetik anabolik steroidlerin kullanimi,
iskelet kasi protein sentezini artirarak lif capinda bliyime ve hipertrofiye neden
olurken (41); immobilizasyon, denervasyon, yiiksiizlestirme, yaslanma gibi kosullar
iskelet kasinda protein degradasyon siirecini hizlandirarak atrofiye neden olur (42).

immiinosupresif ve antiinflamatuvar 6zellikleri nedeniyle bazi hastaliklarin
tedavisinde, organ transplantasyonu (43) ya da omurilik yaralanmalari (44) gibi kritik
durumlarda kullanilan veya kronik obstriktif akciger hastaligi (45) sepsis (46) AIDS
(47), kanser (48), bobrek (49) ve kronik kalp yetmezligi (50) gibi patolojik kosullara
yanit olarak salinan glukokortikoidler, kas proteinlerinin 6zellikle miyofibriler
proteinlerin hizla degradasyonunu beraberinde getirerek periferik ve solunum
kaslarinda atrofiye neden olur. Ote yandan, glukokortikoid kullaniminin iskelet
kaslarinda atrofiye neden olmasi yasam kalitesini olumsuz etkileyerek morbidite ve
mortaliteyi 6nemli 6lglide artirir.

Son vyillarda glukokortikoidler diinya genelinde en cok regete edilen ilaglar
arasinda yer almakta ve kullaniminin giderek arttig1 gérilmektedir (6, 7). Gercekten
de, 1990-2010 yillari arasinda 3 aydan uzun sureli glukokortikoid kullanan hastalarin
sayisinda %34’lik artis oldugu (6, 16), Amerika Birlesik Devletleri’nde neredeyse 2,5
milyon hastanin oral glukokortikoid tedavisine ihtiya¢ duydugu ve bu hastalarin licte

birine 5 yildan uzun bir siire tedavi uygulandigi (51) bilinmekle birlikte, her yil 10



milyon yeni glukokortikoid regetesinin yaziliyor olmasi hatiri sayilir bir hasta
populasyonun glukokortikoidlere maruz kaldigini gostermektedir (17).

Glukokortikoidler nedeniyle olusan iskelet kasi atrofisinin ©6nlenmesine
yonelik ila¢ ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ciddi bir 6nem tasimaktadir. Benzer
sekilde, iskelet kas atrofisinde rol oynayan sinyal yolaklarinin benzerligi nedeniyle (19-
22) glukokortikoidlerin yol agtigi kas atrofisine iliskin mekanizmalarin aydinlatiimasi
ve kas kutlesi kaybinin dnlenmesine iliskin yaklagimlarin gelistirilmesi; sarkopeni,
kaseksi, ekstremite, immobilizasyonu gibi birbirinden farkli kosullarin yol actigi kas
atrofisinin 6nlenmesi konusunda da katki saglayacaktir.

Normal kosullarda iskelet kasi protein sentez ve degradasyonu bir denge
durumundadir (40). Bu dengenin protein sentezinin artmasi veya yikiminin azalmasi
yoninde degismesi kas kitlesinde artisa yol acarken, sentezin azalmasi ve/veya
protein degradasyonunun artmasi dengeyi iskelet kas kitlesi kaybina dogru
cevirmektedir. Fizyolojik diizeyde kas kitlesinde artis veya azalma seklinde gorilen
bu adaptasyon, hiicresel boyutta protein sentez ve protein degredasyon yolaklarinin
karstlikli iletisimi sonucu iskelet kasi protein donglsiiniin dizenlenmesiyle
gergeklesir. Bu iletisimin sonucunda protein sentezi artar ve degradasyon azalirlarsa
kas liflerinde adaptasyonun gozle gorilebilen en somut hali olan hipertrofi meydana
gelirken, sentezin azalmasi ve degradasyonun artmasi sonucunda kas atrofisi
gozlenir.

iskelet kas hiicresinde protein sentez ve degradasyonu iki temel sinyal yolagi
tarafindan dizenlenmektedir. Bunlardan insulin benzeri blyime faktoril—
fosfatidilinozitol-3-kinaz—Akt—rapamisin kompleksinin memeli hedefi (IGF1-PI3K—
Akt—mTOR) sentez yolagini kontrol ederken, donistirict bliyime faktori B (TGF-B)
ailesinin bir elemani olan miyostatin yolagi ise iskelet kasi protein sentezinin negatif
regllatori olarak gorev yapar (Sekil 2.1) ve sentezi baskilar (52). Protein
degradasyonu ise kalsiyum bagimli sistem olan kalpain-kaspazlar, lizozomal proteoliz
ve UPS basta olmak Uzere genellikle bircok sistemin es zamanl calismasiyla

gerceklesir.
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Sekil 2.1. iskelet kasi protein sentez ve degradasyon yolaklari (53).

Myogmln

2.1. Protein Sentez Yolagi

Son yillarda sayisi giderek artan ¢alismalarla, protein sentezinin farkl sinyal
molekadlleri ve yolaklarinin aktivasyonuyla gerceklesebilecegi gosterilmis olsa da (54,
55), iskelet kasi protein sentezinin temel diizenleyicisi halen IGF-1 sinyal yolagi olarak
kabul edilmektedir (Sekil 2.1). Hiicre zarinda bulunan reseptoriine baglandiktan sonra
IGF-1, PI3K’yi aktive ederek senteze iliskin sinyalin hicre icerisine aktarilmasini ve
protein sentezinin aktivasyonunu saglar. PI3K’in aktivasyonu sirasiyla, sinyal yolaginin
alt basamaginda bulunan Akt ve mTOR’un fosforilasyonunu artirarak protein
sentezini hizlandirir (23). IGF-1’in protein sentezi Gizerindeki pozitif roll bir ¢cok in vitro
ve in vivo ¢alisma ile ortaya konmustur (23). Ornegin, IGF-1 verilen iskelet kasi
hicrelerinde p-Akt dlzeyleri artmis ve bu artisa miyotlip ¢aplarindaki artis da eslik
etmistir (56). Benzer sekilde, iskelet kasina 6zgli IGF-1 izoformunun sirekli olarak
arttig1 transgenik farelerin iskelet kas kuvvetlerinin ve kitlelerinin ayni batinda
dogmus olanlarina (wild type) gore daha fazla oldugu, dahasi normal farelerin kas

kitleleri yasla birlikte azalirken IGF-1 transgenik farelerin kas kitlelerinin korundugu



bildirilmistir (57). IGF1-PI3K—Akt—-mTOR protein sentez yolaginin ana regilatoriinin
Akt oldugu bilinmektedir. Oyle ki, kasa spesifik IGF-1 reseptériiniin inhibe edildigi
farelerde, sinerjist kasin g¢ikarilmasinin IGF-1 sinyali olmamasina ragmen plantaris
kasinda Akt fosforilasyonunun arttigi ve buna bagh olarak hipertrofi olusturdugu
gosterilmistir (58). Akt'nin iskelet kasi protein donglisiindeki rolli yalnizca sentez
yolagindaki bir sonraki ana molekiil olan mTOR’u aktive ederek protein sentez hizini
artirmakla sinirli degildir. Akt ayni zamanda protein degradasyon yolaginda bulunan
FoxO (Forkhead Box) transkripsiyon faktorlerinin cekirdege gecerek DNA (zerinde
kendine 6zgi bulunan boélgeye baglanmasinive atrofi ile ilgili genlerin ekspresyonunu

artirmasini engeller, baska bir deyisle aktivasyonunu regiile eder (59).
2.2. Protein Degradasyon Yolagi Ubikiitin Proteozom Sistem

Okaryotik hiicrelerde protein degredasyonu temel olarak, ubikiitin proteozom
sistem araciligiyla veya 6tofaji-lizozom sistemi araciligi ile gerceklesmektedir. Otofaji-
lizozom 6zellikle hasarli organellerin ve bazi proteinlerin degradasyonundan sorumlu
olup, hiicre ici homeostazi korumak icin yapisal olarak bozulmus ya da islevini
kaybetmis organelleri ve proteinleri lizozomlar araciligi ile aminoasitlerine kadar
parcalayarak ihtiya¢ durumunda sentez i¢in yeniden kullaniimalarini saglar (60). Diger
taraftan, UPS ise daha ¢ok myofibriller proteinler gibi yari dmirleri uzun olmayan (61)
proteinlerin degradasyonundan sorumludur ve yikilacak proteinleri belirlenmesi igin
MuRF1 ve MAFbx gibi UPS’de gorev alan ligaz enzimleri araciligi ile proteinlerin yan
zincirlerine kovalent bir bag ile “ubikiitin” adi verilen bir polipeptit ekler. Daha sonra
ubikitinlenen proteinler degradasyona ugramalari icin proteazin katalitik bélgesine
tasinirlar ve polipeptitlere pargalanarak tekrar kullanilmak tizere hiicrenin aminoasit
havuzuna aktarilirlar (62). Protein degredasyonunda iki temel sistem olan UPS ve
lizozomal proteolizin yani sira, kalsiyum bagimh kalpainler (63), katepsinler (64) gibi
bir cok yardimci sistem atrofi stirecine dahil olsa da, asil roliin UPS’ye ait oldugu kabul
edilmektedir (65, 66).

iskelet kaslar yiiksek plastisiteye sahip olmalari nedeniyle, immobilizasyon,

ylksilizlestirme ya da uzun sireli glukokortikoid kullanimi gibi atrofiye neden olan



durumla karsi karsiya geldiginde hiicre icerisinde protein degradasyon yolaklari
aktifleserek ilgili genlerin ekpresyonunu arttirir. Boylece, hiicrenin degisen kosullara
uyum saglanmasi icin proteolitik stire¢c baslamis olur. Genel olarak iskelet kaslarinda
atrofinin son asamasinda aktive olan bu genler “atrogenler” olarak adlandirilirlar ve
miyofibriler proteinleri degrade ederek kasin kontraktil proteinlerinde azalmaya yol
acarlar (67).

iskelet kasinda temel atrogenler ubikitin ligazlardan MurF1 (muscle ring
finger-1) ve MAFbx (muscle atrophy F-box, atrogin-1) FoxO transkripsiyon
faktorlerinin hedef genleridir. Sitoplazmada fosforile formda bulunan FoxO’nun
cekirdege translokasyonu molekiliin defosforile olmasi ile mimkindir. FoxO'nun
defosforile olarak cekirdege gecmesi ile MuR1 ve MAFbx'nin ekspresyonlari artar
(Sekil 2.2).

MTOR’un ve FoxO’'nun regiilasyonunda dogrudan rol oynayan, protein sentezi
kadar protein degradasyonu vyolaginda da son derece o6nemli olan Akt
fosforilasyonunun, iskelet kasinda FoxO3’ln sitozoldeki fosforile formunun
korunmasini, dolayisiyla c¢ekirdege gecislerini engelleyerek atrofi yolaginin
baskilanmasini saglar. Diger yandan, atrofiye neden olan farkli kosullarda p-Akt
dizeylerindeki azalma, Akt’'nin FoxO uzerindeki kontrollinin azalmasina, boylece
defosforile olan FoxO transkripsiyon faktorlerinin sitozolden ¢ekirdege ge¢mesine yol
acar. Boylece atrogenlerin ekspresyonlari artar ve sonug olarak UPS aktivasyonu
Uzerinden kas atrofisi meydana gelir (68). Miyostatinin kas protein sentezinin negatif
regiulatori oldugundan yukarida s6z edilmisti. Miyostatin bu dizenlemeyi, Smad2/3
(mothers against decapentaplegic homolog)'ii aktive ederek gerceklestirir.
Fosforilasyonundaki artisla aktive olan Smad2/3, Akt fosforilasyonunu baskilayarak,
Akt’nin FoxO transkripsiyon faktorleri tizerindeki fosforilasyonunu azaltir ve boylece
ozellikle FoxO3 olmak lizere defosforile FoxO c¢ekirdege gecerek atrogenlerin gen
ekspresyonunu baslatir.

Hicre kiltird ve hayvan ¢alismalari, iskelet kasi atrofisinden MurF1 ve MAFbx
dizeylerindeki artisin sorumlu oldugunu goéstermektedir (69). Nitekim, transfeksiyon

yolu ile FoxO3’ln suirekli olarak defosforile kalmasi, kas hiicrelerinde MAFbx
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ekspresyonunun 6 kat artisina yol agmis, 24 saat sonunda da miyotiip caplarinda yari
yarlya azalma gorulmustir. Ayni g¢alismada hiicre ortamina glukokortikoid
verildiginde, p-Akt dizeylerini ve buna bagh olarak FoxO fosforilasyonu azaltarak

MAFbx ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (70).

Atrophy

Cytosol Activation Cytosol Deactivation

Q Pi

Atrophy related genes (4 atrogin-1, MuRF-1)
(E3 ligases in the ubiquitin-proteasome pathway) Atrophy related genes (4 atrogin-1, MuRF-1)

+ Protein degradation 4 Protein degradation

Sekil 2.2. Akt’nin FoxO transkripsiyon faktorlerini diizenlemesi (71).

2.3. Glukokortikodiler ve Fizyolojik Etkileri

Organizma maruz kaldigi cevresel ya da fizyolojik streslere merkezi sinir
sistemi ile endokrin, bagisiklik ve kardiyovaskiiler sistemler gibi periferal sistemlerin
kompleks etkilesimi ile yanit verir. Fizyolojide strese yanit néroendokrin sistemin
temel bir elemani olan hipotalamus, hipofiz bezi ve adrenal korteksten olusan (HPA
aksl) bir sistemle diizenlenir (72). Ozellikle strese karsi uzun dénem yanitta sirasiyla
once hipotalamustan kortikotropin salgilatici hormon (CRH) salinir. CRH ise hipofiz
bezinden adrenokortikotropik hormon (ACTH) salinmasina neden olur. ACTH
dolasima gecerek kan yoluyla adrenal bezlere ulasir ve buradan insanlarda kortizol,
kemirgenlerde ise kortikosteron adi verilen glukokortikoidlerin salinimini uyarir (73).

Sicaklik artisi, yogun egzersiz ve hipoksi gibi cesitli kosullar organizmada stres yaniti
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olusmasina neden olur. Organizmada hemen hemen her dokuda bulunan
glukokortikoid reseptord, kortizollin bagisiklik, kardiyovaskdler, sinir ve kas-iskelet
sistemi de dahil olmak Uzere butin sistemler Gzerinde etki gdstermesini saglar.
Organizmanin kortizole verdigi fizyolojik yanitlarin basinda immin sistemin
baskilanmasi, katekolamin salinimi, inslilinin baskilanmasi ve enerji depolarinin
mobilizasyonu gelmektedir. Ancak glukokortikoidin kelime anlamina bakildiginda da
glukoz ve adrenal korteksten salinan steroid kelimelerinin birlesimi oldugu, kisaca
glukoz metabolizmasinda rol oynayan steroid anlamina geldigi gorilmektedir. Baska
bir deyisle, glukokortikodilerin organizmada oynadigl temel rol stres altindaki
organizmanin enerji ihtiyacini karsilayabilmek icin basta triasilgliserolden elde
edecegi gliserol ve proteinlerden elde edecegi aminoasitler olmak (izere, karacigerin
glukoneogenez icin gereksinim duydugu substratlari elde etmektir. Bu durum kendini

iskelet kaslarinda protein degradasyonunun artmasina neden olarak gosterir (74).

2.3.1. Glukokortikoidler ve iskelet Kas Atrofisi

Glukokortikoidler hidrofobik yapida olduklarindan hiicre membranindan
kolaylikla gecer ve sitoplazmada bulunan reseptorlerine (GR) baglanarak ligand-GR
kompleksini olusturur. Bu kompleks cekirdege gecerek hedef genlerin promotor
bélgesinde bulunan hormon yanit elemanina (HRE) baglanir ve gen ekpresyonunu
reglile eder. Organizmada belirli bir dizeyin lzerindeki endojen ya da eksojen
glukokortikoid, kas proteinlerinin degradasyonunda artis ve mitokondriyal
disfonksiyona neden olarak kas kuvvetinde azalma ve atrofi ile karakterize bir duruma
yol acar (Dirks-Naylor, 2009; Liu, 2016).

Anti-anabolik ve katabolik 6zelliklere sahip olduklari bilinen deksametazon,
prednizolon ve betametazon gibi glukokortikoidlerin eksojen kullanimi ilaca bagh
gelisen iskelet kas atrofisinin en yaygin nedenidir (Fappi, 2019). Nitekim, insanlarda
kisa stireyle uygulanan prednizolon tedavisinin protein katabolizmasinda artisa neden
oldugu, deksametazon verilen sicanlarda ise yalnizca 3. glinde gastroknemius ve
ekstansor digitorum longus kas agirliklarinda %20’nin (zerinde bir azalmanin

gorulduga bildirilmistir (12, 14). Glukokortikoidlerin katabolik etkisinin altinda, IGF-
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1/Akt/mTOR protein sentez vyolagindaki Akt ve mTOR’un fosforilasyonunu
engelleyerek anabolizmay! inhibe etmeleri ve dolayl olarak FoxO lzerinden UPS'yi
aktive etmeleri yatmaktadir. Ornegin, deksametazon verilen kas hiicrelerinde Akt ve
dolayisiyla FoxO3’Gin fosforilasyonu azalmis ve FoxO3’lin transkripsiyonel
aktivitesinde artis gorulmustir. Benzer sekilde deksametazon, kas hiicrelerinde
FoxO3’lin defosforile olarak cekirdege gecmesine, MAFbx ve MurF1 ekspresyonlarini
artirarak miyotlip caplarinda kicilmeye neden olmustur (75). Hicre kiltirinde
transfeksiyon yolu ile Akt fosforilasyonun devamli hale getiriimesi, ortama
deksametazon verilmesine ragmen MAFbx ve MurF1 ekspresyonunu inhibe ederek
miyotlip capindaki azalmayi engellemis (76) ve glukokortikoidle olusan iskelet kas

atrofisinde Akt’nin roliini ortaya koymustur.
2.4. Sicak Soku Proteini (Hsp72) ve iskelet Kas Atrofisi

Sicak soku proteinleri (Hsp) tim canlilarda yapisal olarak var olan ve evrimsel
olarak oldukga iyi korunmus proteinlerdir (77). Bu proteinler hiicresel homeostazin
korunmasinda, polipeptidlerin dogru katlanmasinda ve saperon olarak vyeni
sentezlenen proteinlerin  hasara ugramadan hiicresel lokalizasyonlarina
ulastiriimasinda veya yanls katlanmis proteinlerin tekrar katlanmalarina ve hasarli
proteinlerin degrade edilerek hiicrede birikmelerinin engellenmesinde 6nemli bir rol
Ustlenirler. Baslangicta, organizmada vyalnizca artan sicakhga bagh olarak
indlklendigine inanildig icin sicak soku proteinleri olarak adlandirilan bu proteinlerin
dizeyleri; hipoksi, oksidatif stres, asidoz, hiicre ic¢i kalsiyum artisi, enerji veren
substratlarda azalma gibi ¢esitli kosullarda hizla artmakta (30, 31) ve daha sonra
ortaya cikan farkli stresler karsisinda hiicre ve dokuda koruma saglamaktadir (78).

Molekdiler agirliklarina gore siniflandirilan Hsp’lerin en iyi bilinenleri, Hsp70
gen ailesi tarafindan kodlanan ve bakteriden insana kadar tiim canli organizmalarda
var olan Uyelerdir. Bu ailenin géze carpan iki Gyesinden biri yapisal olarak bulunan
Hsp73, digeri ise 72kDa molekdler agirliga sahip ve strese yanit olarak indiiklenen

formu olan Hsp72’dir. Hsp72 hiicre korumasinda gorev alan temel sicak soku proteini
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olup, hiicre ve dokuyu sicak stresi ve kontraksiyona bagli hasar dahil olmak Uzere
farkli streslere karsi korumaktadir (79).

Hsp72'nin hicreyi olimcil streslere karsi korudugunun gosterildigi ilk
calismalardan birinde, egzersiz ve sicak stresi yolu ile kalp kasinda énceden Hsp72
diizeyleri artilan sicanlarin, onceden Hsp72 indiklenmemis gruba gore kalpte
olusturulan iskemi-reperfiizyon hasarindan daha fazla korundugu ortaya konmustur
(33). Onceden indiklenen Hsp72’nin iskelet kaslarini atrofiden koruyabilecegine
iliskin tasarlanan ilk ¢calismalardan biri ise, sicak stresi yoluyla indiiklenen Hsp72'nin
kuyruktan asma gibi bir yiksizlestirme modelinde meydana gelen soleus kasi
atrofisini 6nemli 6lclide engelledigini gostermektedir (34). Benzer sekilde, Hsp72
indiksiyonunun sican iskelet kasini immobilizasyon veya denervasyon atrofisinden
korudugu bildirilmistir (80). Hayvanda tim viicuda uygulanan sicak stresi yoluyla
Hsp72 dizeylerinin artirilmasi, diyafram kasinda kullanmamaya bagh hizla gelisen
atrofiyi onlemistir (81). Her ne kadar bu calismalar atrofinin Hsp72 (izerinden
engellendiginin dogrudan bir kaniti olmasa da, plasmid araciligiyla sican soleus
kasinda Hsp72 asiri ekspresyonunun 7 glinlik immobilizasyonun neden oldugu
protein yikim yolagi molekillerinin aktivasyonunu baskilamasi ve kas atrofisini
engellemesi Hsp72’'nin iskelet kasi atrofisini 0©nleyebileceginin 6nemli bir

gostergesidir (80).
2.4.1. Glukokortikoid Kaynakl Kas Atrofisi ve Hsp72

Glukokortikoid kaynakli kas atrofisi kosullarinda Hsp72’nin koruyucu roliine
iliskin molekller mekanizmalarin arastirildigi calismalar diger atrofi kosullarindaki
bulgulari destekler niteliktedir. Ornegin, kas hiicrelerine deksametazonla birlikte bir
Hsp72 indikleyicisi olan selastrol de verildiginde, deksametazon nedeniyle azaldigi
bilinen p-Akt ve p-FoxO3 diizeylerinin korundugu ve hiicre gaplarindaki azalisin
engellendigi bildirilmistir (82). Dahasi, deksametazon verilen sicanlarda sicak stresi
yoluyla artirilan Hsp72 diizeylerinin MAFbx ve MuRF1 gen ekspresyonundaki artisi
engelledigi ve kas enine kesit alanindaki dislisi tersine cevirerek atrofiyi onledigi

gosterilmistir (35). Bu bulguyu destekleyen bir baska in vitro calismada ise,
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deksametazon verilen kas hiicrelerine sicak stres uygulandiginda, protein sentez
yolaginin anahtar molekili olan p-Akt dizeylerinin  korundugu ve FoxO3a
defosforilasyonunun engellenerek (Sekil 2.3.) miyotiip ¢apindaki diglisiin 6nlendigini

gostermistir (83).
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Sekil 2.3. Glukokortikoid kaynakl iskelet kasi atrofisinin molekiiler mekanizmasi.

Glukokortikoidler sitoplazmadaki reseptoriine baglandiktan sonra ¢ekirdege gecerek miR-1
lizerinden Hsp72 dizeylerini azaltir. Hsp72, Akt'nin fosforile formunda (p-Akt) kalmasini sagladigi icin
azalan Hsp72 bir yandan Akt fosforilasyonunu azaltirken, diger yandan glukokortikoidlerin daha fazla
GR’ye baglanarak cekirdege gecmesine neden olur. Akt fosforilasyonunun yeteri diizeyde olmayisi
FoxO’nun defosforile olarak c¢ekirdege gecisini ve boylece atrofiye iliskin genlerin ekspresyonu ve
protein yikimini artirir.

Glukokortikoidlerin protein sentez yolaginda oldugu kadar protein
degradasyon yolaginda da kilit rol oynayan Akt'nin fosforilasyonunu azaltip, protein
degredasyonunda rol oynayan MuRF1 ve MAFbx’i aktive etmesinin yani sira,

proteinlerin diizenlenmesinde rol alan mikroRNA (miRNA)’lardan kasa spesifik
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miR1’in ekspresyonunu artirdigi bilinmektedir (Sekil 2.3). Kukreti ve digerlerinin (36),
glukokortikoid kaynakli iskelet kasi atrofisi hilicresel mekanizmalarinda Hsp72’'nin
yerini arastirdiklari calismada, miR1’in iskelet kasinda Hsp72 diizeylerinin azalmasina
yol actigini ve bu durumun daha fazla miktarda glukokortikoid reseptoriniin
cekirdege transloke olmasina neden oldugunu dolayisiyla buna bagli transkripsyonel
aktivitede artis gorildagu bildirilmistir. Ayni calismada Hsp72’deki azalmanin p-Akt
diizeylerinin azalmasina da neden oldugu belirtilmistir (36). Bu bulguyu destekler
nitelikte olan baska bir ¢alismada ise Hsp72’nin GR Uzerinde inhibe edici bir etkisi
oldugu ve Hsp72 ile baglandiginda GR’nin cekirdege translokasyonun azalmasiyla
transkripsiyonel aktivitesinin baskilandigi bildirilmistir (84). Tim bu calismalar bize
glukokortikoid kaynakli iskelet kas atrofisini énlemede de Hsp72’'nin roll oldugunu

gostermektedir.
2.5. Egzersizin iskelet Kas Atrofisini Onlemedeki Rolii

Egzersiz, iskelet kasi atrofisinin dnlenmesinde en etkili yontem olarak kabul
edilmektedir (85). Her ne kadar egzersizin kas atrofisi Gzerindeki koruyucu etkisini
iskelet kaslarinda protein sentez ve degradasyon yolaklarinda rol alan bazi sinyal
molekdillerini aktive/inhibe ederek gosterdigi bilinse de (26), egzersizin kas kitlesini
diizenleyen molekiler mekanizmalar Uzerindeki etkisi halen tam anlamiyla agiga
kavusturulamamistir.

Organizmanin fizyolojik bir stres uyarani olan egzersize uyum saglamasi,
sonrasinda c¢esitli patolojik ve cevresel nedenler ile olusabilecek iskelet kasi
atrofisinden korunmasini saglar. Bu ¢ercevede glukokortikoid kaynakl kas atrofisinin
engellenmesinde egzersizin dnemini gésteren ¢alismalar mevcut olmakla birlikte, bu
etkiyi nasil gosterdigi net olarak bilinmemektedir. Bu alandaki ilk calismalarin birinde,
motorize kosu bandinda haftada 5 giin 12 hafta slresince, hizi ve siresi giderek
artarak son 4 haftada 28 m/dk hiz ve ginde iki saat slireye ulasan bir egzersiz
protokoli ile antrene edilen sicanlarin plantaris ve gastroknemius kaslarinin
glukokortikoid kaynakli iskelet kasi atrofisinden korundugu gosterilmistir (86).

Gercekten de, gerek aerobik kosu egzersizleri gerekse tirmanma tipi direng
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egzersizlerinin (27) glukokortikoid veya ylkslzlestirme kaynakh atrofi modellerinde,
protein sentezi ve yikim yolaklarinin reglilasyonu yoluyla iskelet kaslarini, atrofiden
korudugu ortaya konmustur (87).

Egzersiz, iskelet kasi protein dongisini kontrol eden sentez ve degradasyon
yolaklarinda kilit rol oynayan Akt’nin fosforilasyonunu artirir. Ornegin, insanda direnc
ve dayanikhlik egzersizlerinin protein sentez yolagl Uzerindeki akut etkilerinin
incelendigi bir calismada, her iki tir egzersizin de egzersiz bitiminden itibaren 30
dakika igerisinde vastus lateralis kasinda Akt fosforilasyonunu iki kat artirdigi
gosterilmistir. (29). Buna paralel olarak egzersiz FoxO’nun defosforilasyonunu,
dolayisiyla cekirdege gecisini ve UPS’yi aktive ederek iskelet kasi protein donglisiiniin
degradasyon lehine dondirmesini engellemektedir (88, 89). Bdylece egzersiz sentez
ve degradasyon yolaklarindaki molekillerin aktivasyonlarini degistirerek, atrofiye yol
acan kosullarda yikim yoniinde bozulan protein yapim/yikim dengesinin yeniden

kurulmasini saglar.
2.5.1. Egzersiz ile indiiklenen Hsp72

Kosu egzersizleri sirasinda iskelet kas hicresinde sicaklik artisi, glikojen
depolarinin azalmasi, pH azalmasi, ve sitozolik kalsiyum konsantrasyonundaki artis
gibi Hsp72 indiiksiyonuna neden olan stres kosullarinin neredeyse tamami meydana
gelir (90, 91). Bu stres kosullari arasinda 6zellikle viicut sicakhgindaki artisin Hsp72
indiksiyonu acgisindan 6zel bir yeri vardir. Nitekim Ruell ve digerleri (92) Hsp72
indiksiyonunun, tiim vicuda degisen sire ve derecelerde uygulanan sicak stres
nedeniyle vicut sicakhginin  40°C ve (lzerine ulastiginda gercgeklestigini
gostermislerdir. Benzer sekilde, 30 m/dk hizda, 60 dk siiren kosu egzersizi sonrasi
sicanlarin vicut sicakliklarinin 40°C’nin lzerine ¢ikmasi, adrenal bez, iskelet kasi ve
plazmada Hsp72 indiksiyonuna neden olmustur. Diger taraftan, vicut sicakligindaki
artisin engellendigi ortam 1sisi olan 4-12°C’ de egzersiz yaptirilan hayvanlarin ¢ogu
dokusunda Hsp72 indiiksiyonunun engellendigi gosterilmistir (37, 38, 93). Egzersizin
ve iskelet kas atrofisinin arastirildig baska bir calismada ise, iki haftalik kuyruktan

asma yolu ile olusturulan yiksizlestirme modeli uygulanan sigcanlara, modelin ikinci
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haftasinda giinde 40 dakika %60 VOxmax'a denk gelecek aerobik egzersiz eklenmesi
soleus kasinda Hsp72 diizeylerini ve Akt fosforilasyonunu artirarak yiksizlestirmenin
yol agtigi kas atrofisini &nemli 6lglide geri cevirmistir (94).

Butlin bu bulgular bize egzersizde viicut sicakligina bagh olarak artan Hsp72
ile iskelet kas protein dongisinin merkezinde yer alan Akt arasinda bir iliski
olabilecegini diuslindirmektedir. Gercekten de, sicanlarda viicut sicakhgr artisinin
engellenmesiyle Hsp72’nin indiklenmedigi bilinen 4°C’lik ortamda yaptirilan kosu
egzersizinde Akt fosforilasyonu gerceklesmezken, sicanlar icin dogal sicaklik kabul
edilen 25°C’de egzersiz yapan grubun gastroknemius kasinda egzersizden hemen
sonra Akt fosforilasyonunun arttigi gosterilmistir (95). Egzersizden bagimsiz olarak
sicak stresi, gen transferi ya da farmakolojik yolla Hsp72 indiksiyonunun farkli atrofi
modellerinde iskelet kasi kaybini onledigini de go6z o6niline alacak olursak, kas
atrofisinin onlenmesinde bilinen en etkili yontem olan egzersizin bu etkisini artan
Hsp72 diizeyleri Gzerinden gerceklestirmis olabilecegi goriisti agirlik kazanmaktadir.

Yukarida tartisilan bitin bu literatir bulgulari egzersizin glukokortikoid
kaynakli kas atrofisini Hsp72 Gzerinden gerceklestiriyor olacagini distindirmektedir.
Glukokortikoid enjeksiyonu yapilan sicanlarda Hsp72’nin indiklenebilecegi veya
indiklenemeyecegi iki farkli ortam sicakhginda ayni siire ve siddette
gerceklestirilecek kosu egzersizlerinin iskelet kasi atrofisi {izerine etkisinin
arastirilmasi, egzersizin bu etkisini sicak stresi ile indiiklenen Hsp72 Uzerinden yapip
yapmadigl konusunu aydinlatmamizi saglayacaktir. Boylece bu tez c¢alismasiyla
glukokortikoid kaynakh kas atrofisinin dnlenmesinde egzersizin rolliniin protein
sentez/degradasyon sinyal yolaklarindaki molekiller ve Hsp72 Uzerinden
aydinlatiimasi planlanmistir. Sekil 2.4.’te bu ¢alismada ortaya atilan hipotez sematik

olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Viicut sicakhginin artigi ve artmadigi egzersiz kosullarinda, glukokortikoid
kaynakli kas atrofisinin molekiiler mekanizmasi.

Buna gore, oda sicakliginda yapilan kosu egzersizleri Hsp72 dizeylerinin
artmasina neden olacaktir. Artan Hsp72 dizeyleri p-Akt diizeylerini koruyacagi icin
FoxO fosforilasyonu korunacak ve atrofi ile ilgili genlerin transkripsiyonu, dolayisiyla
protein degradasyonu engellenmis olacaktir. Ayrica, oda sicakliginda vyapilan
egzersizle dizeyleri artan Hsp72, glukokortikoidlerin reseptorle baglanmasini da
engelleyecegi icin atrofi ile ilgili genlerin glukokortikoidler tarafindan aktivasyonu da
baskilanmis olacaktir. Soguk ortamda yapilan egzersizlerde ise Hsp72 dizeylerini
artirmayacagi icin p-Akt ve dolayisi ile p-FoxO3 diizeylerinde azalma ile protein

degradasyonu ve kas atrofisinin goriilmesi engellenemeyecektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirma Grubu

Bu calismanin etik onayl Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan alinmistir (2019/04-05). Kirksekiz adet 3-4 aylik disi Sprague Dawley
sican deney protokollerinin baslangicindan 6nce 12/12 saat aydinlhk-karanhk
dongilisiinde, her kafeste 2 hayvan olacak sekilde bir hafta sireyle barindirilarak
ortama adaptasyonlari saglanmistir. Hayvanlar adaptasyon siireci dahil olmak (lizere
deney protokolleri siiresince 22-23°C oda sicakhginda ve %50-60 nem olan ortamda
barindirilmistir. Deney protokolleri siiresince hayvanlarin beslenmeleri icin serbest
sekilde ulasabildikleri miktarda standart yem (%5,1 yag, %22,5 protein) ve su
verilmistir. Adaptasyon siirecinden sonra hayvanlar egzersiz ve deksametazon

uygulamalari icin asagidaki gruplara ayrilmistir.
3.2. Deney Gruplari

1) Kontrol (K; n=8): Bu gruptaki hayvanlar hi¢c bir uygulamaya tabi
tutulmaksizin, kafeslerinde standart kosullarda barindiriimis ve standart sican yemi
ile beslenmistir.

2) Deksametazon (D; n=8): Bu gruptaki hayvanlar deney protokoliiniin
baslangicindan itibaren K grubu ile ayni kosullarda barindiriimistir. D grubundaki
hayvanlara protokollin 6-10. glinleri arasinda subkutan olarak giinde 1 defa 1 mg/kg
dozda deksametazon enjeksiyonu yapilmistir.

3) Normal Egzersiz (NE; n=8): Bu gruptaki hayvanlara, 10 giin standart egzersiz
protokoli 25°C’lik oda sicakliginda uygulanmistir.

4) Normal Egzersiz ve Deksametazon (NED; n=8): Bu gruba NE grubundaki
hayvanlara uygulanacak olan egzersiz protokoliine ek olarak, deney protokolliniin 6-
10. gunleri arasinda 5 glin sureyle 1 mg/kg/gin dozda subkutan deksametazon

enjeksiyonu yapiimistir (Tablo 3.1).
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5) Soguk Egzersiz (SE; n=8): Egzersiz protokolinin 4-8°C’'deki odada
gerceklestigi gruptur. Bu gruptaki hayvanlar normal barinma kosullari olan 22-
23°C’de yasamlarini sirdirmius, yalnizca egzersiz sirasinda soguk odaya alinmistir.

6) Soguk Egzersiz ve Deksametazon (SED; n=8): SE grubuna uygulanan egzersiz
protokoliine ek olarak bu gruptaki hayvanlara 6-10. glinler arasinda 5 giin siireyle

1mg/kg/gun dozda subkutan deksametazon enjeksiyonu yapilmistir (Tablo 3.1).

3.3. Egzersiz Protokolii

Viicut sicakliginin 39,5-40 °C’ye ulastigl kosullarda bir cok dokuda Hsp72
ekspresyonunun arttigi bilinmektedir (92). Hamilton ve digerlerinin (96) sicanlarda
egzersiz nedeniyle artan vicut sicakliginin kalp kasinda Hsp72 diizeylerine etkisini
inceledikleri calismada, 25°C’'de 5 giin ard arda VOamaks'In %70’ine karsilik gelen
siddette yaptirilan kosu egzersizinin kalp kasinda Hsp72 dizeylerini artirdigi, ancak
4°C ortam sicakliginda ayni sire ve siddette egzersiz yapan hayvanlarda viicut
sicakhginda Hsp72 indiksiyonuna neden olacak 6l¢lide artis olmadigi gosterilmistir.
Benzer sekilde, Ogura (37) ve Akin (38) sicanlara 9 giin siresince 25°C ve 4°C oda
sicakhginda ayni siire ve siddette kosu egzersizi yaptirmis ve 25 °C’'de egzersiz yapan
hayvanlarda kalp, iskelet kasi, adrenal bezi ve plazmada Hsp72 diizeylerinin 4°C’'de
egzersiz yapan hayvanlara gore yiksek oldugu gorilmustir. Bu nedenle, ¢alismada
uygulanan egzersiz protokolinin vicut sicakligindaki artisa bagh olarak iskelet
kasinda Hsp72 indliksiyonu artirmak icin yeterli oldugu distintlmustr.

Sigcanlara 6zel olarak Uretilmis kosu bandinda (Sekil 3.1.) uygulanan egzersiz
protokoll Tablo 3.1'de 6zetlenmistir. Egzersizler ilk giin, % 0 egimde, 20-25 m/dk ve
10 dakika siire ile baslamis ve 5. gline kadar yogunlugu dereceli olarak artiriimistir.
Egzersiz protokoliniin 5. glininden son glin olan 10. gline kadar % 0 egim, 30 m/dk
ve 60 dk olacak sekilde uygulanmistir. Hayvanlara egzersizin baslangicinda kosmaya
motive etmek icin birkac kez elektrik uyarisi (30-40 V) verilmistir. Kosu bandinin
hayvanlar (zerinde yaratabilecegi stresin ortadan kaldirilmasi amaciyla kontrol
grubundaki hayvanlar diger gruplarin egzersiz yaptiklari siirede hareketsiz bir kosu

bandina yerlestirilmistir.



Sekil 3.1. Sicanlar icin Gretilmis motorize kosu bandi.

Tablo 3.1. Deney dizayni.
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Giinler
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kosu Hizi (m/dk) 2025 2025 2025 2025 30 30 30 30 30 30
Kosu Siiresi (dk) 10 20 30 40 60 60 60 60 60 60
Deksametazon (mg/kg) 1 1 1 1 i

3.4. Deksametazon Enjeksiyonu

Gunluk 1 mg/kg dozdaki deksametazonun sicanda 3. giinden itibaren iskelet

kasi atrofisine neden oldugu bilinmektedir (Minet-Quinard vd., 2000). Bu nedenle bu

¢alismada subkutan deksametazon enjeksiyonu D, SED ve NED gruplarina 5 giin

sureyle ginde 1 defa 1 mg/kg dozda yapilmistir (Tablo 3.1). Deksametazon

enjeksiyonunun 6. glinden baslayarak yapilmis olmasinin gerekgesi ise, 6zellikle 5 ve

6. glinlerde yaptirilan egzersizin siresi ve siddeti gbz 6niine alindiginda, bu siire ve

siddetteki egzersizin sicanlarin iskelet kasinda Hsp72 diizeylerini artiracak olmasidir.

Deksametazon verilmeyen gruplara ayni miktarda subkutan serum fizyolojik

enjeksiyonu yapilmistir.
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3.5. Viicut Sicakhginin Ol¢iimii

Her egzersiz seansinin dncesinde ve sonrasinda sican ve fare gibi kemirgenlere
Ozel tasarlanmis termistor prob aracihigi ile hayvanlarin viicut sicakliklari 6lctlmuastr.
Oda sicakliginda egzersiz yapan hayvanlarin viicut sicakhklarinin 40-41°C’ye ulastigi,
4-12°C’'deki ortam sicakliginda egzersiz yapan grupta ise 38-39°C araliginda kaldigi
belirtilmistir (Fonseca vd., 2014; Akin vd., 2017).

3.6. Otenazi Ve Doku izolasyonu

Egzersiz grubundaki hayvanlar deney protokoliinii tamamladiklari 10. glini
takip eden 24. Saatte (11. Gin) 90mg/kg ketamin-ksilazin enjekte edilerek derin
anestezi altindayken 6tenazi edilmistir. Protein analizleri icin doku alimlari arasinda
glinlin saati acisindan ciddi bir fark ortaya ¢ikmamasi icin deney protokoliine her giin
8 hayvan dahil edilmistir. Boylece 1. giin deney protokoliine dahil edilen 8 hayvan 11.
glinde otenazi edilirken, 8. giin dahil edilen 8 hayvan 19. giinde 6tenazi edilerek
deney protolokii tamamlanmistir. Her iki bacaktan plantaris kasi izole edildikten
sonra hizl bir sekilde hassas tartiile agirliklari belirlenmistir. Sag bacaktan izole edilen
plantaris kaslari polipropilen tipler icerisinde likit nitrojene daldirilarak dondurulmus
ve analiz edilinceye kadar -80°C dondurucuda saklanmistir. Plantaris kasinin tercih
edilmesinin nedeni, glukokortikoid kaynakl iskelet kasi atrofisinin daha ¢ok hizli kas
liflerinde (tip llx ve llb) gorilmesi ve plantaris kasinin da hizli kas liflerinden zengin

olmasindandir.
3.7. Analiz Yontemleri
3.7.1. Protein Analizi

Plantaris kasindan 50 mg alinarak 100 mM HEPES (pH 7.9), 10mM KCI, 0,1mM
EDTA (pH 8.0), 0,5 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT 0,1 mM PMSF, 0.05% NP40,
fosfataz ve proteaz inhibitérleri iceren homojenizasyon tamponu ile homojenize
edilmistir. Homojenizasyon sonrasi sitozolik protein analizi icin homojenatlar 7500

xg’'de 15 dakika santrifiij edilip stipernatantlar polietilen tliplere aktariimistir.
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3.7.2. Western Blot Analizi

Plantaris kasinda, Hsp72, p-FoxO3a, p-Akt1 ve Akt1 protein miktarlari Western
Blot ydntemi ile belirlenmistir. Orneklerin protein icerikleri bikinkoninik asit yéntemi
(BCA) ile belirlendikten sonra 20-40 pg protein, molekiiler agirliklarina gére degisen
ylzdelere sahip (%12, %10, %8) tek boyutlu sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)'ne yliklenmistir. Proteinler elektroforez sistemi (Bio-Rad,
mini protean) ile yaklasik 2 saat siireyle molekiler agirliklarina gore ayristiriimistir.
Ardindan proteinler 0,45um kalinliginda nitroseliiloz membranlara (BioRad), yari kuru
transfer sistemi (Trans-Blot Turbo, BioRad) ile 20 V elektrik akiminda 30 dakika
sliresince transfer edilmistir. Transfer islemi tamamlanan membranlar, Tween20-Tris
Salin (TBST) ile yikandiktan sonra icerisinde %3-5 BSA ya da kuru siit iceren TBST ile 1
saat oda sicakhginda bloklanmistir. Bloklamadan sonra tekrar TBST ile yikanan
membranlar Tablo 3.1’de gosterilen birincil antikorlar ile Gretici firmanin kullanim

talimatlarina uygun sekilde +4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

Tablo 3.2. Western Blot icin birincil antikorlar.

Molekil Agirligi Firma
Hsp72 72 Stressgen
p-Akt (Ser473) 60 Cell Signaling
Aktl 60 Cell Signaling
p-FoxO3a (Ser253) 97 Cell Signaling

Birincil antikorlar ile inblike edildikten sonra TBST ile yikanan membranlar,
alkalen fosfotaz (AP) veya “Horse Radish” peroksidaz (HRP) -konjuge ikincil antikorlar
ile oda sicakliginda bir saat inklibe edilmistir. Membranlar tekrar TBST ile yikandiktan
sonra protein bantlari kemiliiminesans substrat (Clarity Western ECL Substrate, Bio-
Rad, 170-5061) ya da BCIP/NBT (Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit, Bio-
Rad, 170-6432) kullanilarak gorintilenmistir. Protein bantlarinin yari nicel tayinleri

Imagel, NIH goriintli analizi ile belirlenmistir.
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3.7.3. Verilerin Analizi

Degiskenler, ortalama ve standart sapma biciminde gésterilmistir. ikiden fazla
sayida grubun karsilastirilmasinda Tek Yonli Varyans Analizi ve ikili karsilastirmalar
icin ise Tukey post hoc testi kullanilmistir. Viicut agirliklarindaki ve viicut sicakligindaki
degisimler, ikiden fazla zaman dilimi igin Cift Yonli Varyans Analizi Testi ile
degerlendirilmistir. istatistiksel analizlerin timiinde anlamh diizey olarak p<0,05

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma, glukokortikoid kaynakli olusan iskelet kasi atrofisinin
onlenmesinde egzersizle artan vicut sicakhgina bagh indiklenen Hsp72’nin, protein
sentez ve degradasyon yolaklarindaki molekiiller Gzerindeki etkisini arastirmak amaci
ile yapiimistir. Ortalama 235-245 g 48 adet disi Sprague Dawley cinsi sican; K, D, SE,
SED, NE ve NED olmak lizere 6 esit gruba dagitilmistir (n=8). SE, SED, NE, NED
sicanlarina hizi ve suresi giderek artan ve 5. glinde 30 m/dk hiz ve 60 dk sureye ulasan
kosu egzersizi yaptirilmistir. SE ve SED gruplarina 4-8°C’lik ortam sicakliginda egzersiz
yaptirilirken NE ve NED gruplarinda 25°C’lik ortam sicakhginda egzersiz yaptiriimistir.
Bununla birlikte D grubundaki sicanlara deneye dahil olduklarinda, SED ve NED
grubundaki sicanlara ise egzersiz protokoliiniin 6. giiniinde baslayarak 5 giin sire ile
ginde 1 mg/kg dozda deksametazon enjeksiyonu yapilmistir. K, D, SE, SED, NE ve NED
gruplarindan elde edilen plantaris kasinda Hsp72, pAkt, Aktl, pFoxO3 molekdillerinin

protein dizeyleri Western Blot yontemi ile incelenmistir.

4.1. Viicut ve Kas Agirligi Bulgulari

Tablo 4.1 'de deney hayvanlarinin deney baslangig ve bitis viicut agirliklarinin

standart sapmalari ile birlikte ortalama degerleri verilmistir.

Tablo 4.1. Deney hayvanlari vicut agirliklari (VA).

Baslangic VA (g) Otenazi VA (g)
Gruplar XSS XSS
K 241,6+21,3 241,5+21,1
D 246,61+24,9 209,1+23,4
SE 244,9+20,8 237,7£20,4
SED 245,6%26,0 214,7+24,2
NE 237,2+12,4 230,5+10,5

NED 237,1+8,6 199,5+8,3
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Sekil 4.1. Gruplarin 0.glin agirliklarina gore % vicut agirhgr degisimleri. *p<0,05 K
grubuna gore anlaml olarak disuk.

Sekil 4.1.de deksametazon enjeksiyonu yapilan D, SED ve NED grubu
hayvanlarin % olarak viicut agirliklarinin K grubuna gore anlaml olarak azaldigi
goriulmektedir (p<0,05). Sadece egzersiz yapan SE ve NE gruplarinin % vicut agirliklari
K grubuna gore anlamli olarak degismemistir (p>0,05)

Tablo 4.2’de tim hayvanlarin plantaris kas agirliklarinin baslangi¢c vicut
agirhklarina orani, tablo 4.4'te hayvanlarin egzersiz Oncesi ve sonrasi vicut

sicaklarinin karsilastiriimalarn verilmistir.

Tablo 4.2. Plantaris kas agirliklarinin baslangi¢ viicut agirliklarina (BVA) oranlari.

Plantaris (mg) Plantaris/BVA(mg/gr)
Gruplar XSS XSS
K 227,7+15,2 0,946+0,054
D 190,0+24,0 0,775%£0,044*
SE 231,0+22,4 0,944+0,058
SED 213,2+27,8 0,855+0,038*
NE 223,1+14,9 0,940+0,025
NED 206,4+17,4 0,875%0,050

*p<0,05 K’'dan anlamh olarak dusik K; Kontrol, D; Deksametazon, SE; Soguk Egzersiz, SED; Soguk
Egzersiz ve Deksametazon, NE; Normal Egzersiz, NED; Normal Egzersiz ve Deksametazon.



27

Deksametazon enjekte edilen hayvanlarin (D) plantaris/BVA oranlarinda
anlamli bir dusls gorilmektedir (p<0,05) , diger taraftan deksametazon ile birlikte
egzersiz soguk ortamda egzersiz yapan sicanlarin (SED) plantaris/BVA oranlarn D
grubuna gore anlamliolarak yliksek (p<0,05) ancak K grubuna gore distktir (p<0,05).
Deksametazon enjeksiyonu ile birlikte normal ortam sicakhginda egzersiz yapan NED
grubu sicanlarin plantaris/BVA orani D grubundanki disusten anlamli diizeyde

korunmustur (p<0,05) ve dahasi K grubuna gore farkh degildir (p>0,05).

Tablo 4.3. Plantaris kas agirliklarinin baslangig viicut agirliklarina (BVA) oranlarinin p
degeri tablosu.

Plantaris/BVA(mg/gr)
Gruplar K D SE SED NE NED
K p<0,001 p=1,000 p=0,014 p=1,000 p=0,095
D p<0,001 p=0,049 p<0,001 p=0,007
SE p=0,016 p=1,000 p=0,105
SED p=0,023 p=0,973
NE p=0,144

NED

*p<0,05 K’'dan anlamh olarak distik K; Kontrol, D; Deksametazon, SE; Soguk Egzersiz, SED; Soguk
Egzersiz ve Deksametazon, NE; Normal Egzersiz, NED; Normal Egzersiz ve Deksametazon.

Tablo 4.3’te K ile D grubu arasinda anlaml bir azalma oldugu goriilmektedir
(p<0,05). K ile SED arasinda anlamli bir azalma varken, (p<0,05) K ile NED arasinda
anlamli bir fark yoktur (p>0,05). SED ve NED gruplarinin ikisi de D grubuna gore
anlamli diizeyde fazladir (p<0,05)



Tablo 4.4. Deney hayvanlarinin egzersiz 6ncesi ve sonrasi viicut sicakliklari (°C).

28

Oncesi (°C) Sonrasi(°C)
Gruplar XSS XSS

K 37,9+ 0,25 37,8+0,24

D 37,9 £0,15 37,9+0,20

SE 37,9+0,13 38,4+0,11

SED 37,9 £0,23 38,3+0,11
NE 37,8 £0,20 40,2+0,36*§
NED 37,9 £0,33 40,1+0,33*§

*p<0,05 Grup icerisinde farkli (Oncesi-Sonrasi); §p<0,05 K, SE ve SED anlamli olarak yiiksek. K; Kontrol,
D; Deksametazon, SE; Soguk Egzersiz, SED; Soguk Egzersiz ve Deksametazon, NE; Normal Egzersiz, NED;
Normal Egzersiz ve Deksametazon.

Tablo 4.4’e gére normal oda sicakliginda egzersiz yaptirilan NE ve NED

gruplarinin egzersiz sonrasi viicut sicakliklarinin egzersiz 6ncesi viicut sicaklklarina

gore arttigi (p<0,05), soguk ortamda egzersiz yapan SE ve SED gruplarinin egzersiz

sonrasi viicut sicakliklarina gore anlamli diizeyde yiksek oldugu (p<0,05) ancak SE ve

SED gruplarinin egzersiz 6ncesi ve sonrasi viicut sicakliklari arasinda anlamli bir artis

olmadigi gorilmustir (p>0,05). Diger taraftan D grubu hayvanlarda deksametazon

enjeksiyonunun vicut sicakliginda bir fark yaratmadigi goérilmdastir (p>0,05).

Sekil 4.2. Farkli ortam sicakliklarinda egzersiz yapan SE ve NE gruplarinin egzersiz
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oncesi ve sonrasi vicut sicakliklari (°C). * Grup icerisinde farkli p<0,05; § K

ve SE’den farkli. K; Kontrol, SE; Soguk Egzersiz, NE; Normal Egzersiz.
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Sekil 4.2."de 4-8°C egzersiz yapan SE ve 25°C egzersiz yapan NE grubunun
egzersiz oncesi ve sonrasi vicut sicakhklari gérilmektedir. NE grubunun egzersiz
sonrasi vicut sicakhgi 6ncesine gore anlamli olarak artarken (p<0,05) SE grubunda bu
artis goriilmemistir (p>0,05). Diger taraftan K grubunun viicut sicakliklarinda bir

degisiklik gbozlemlenmemistir (p>0,05).

4.2. Western Blot Yontemi ile Protein Diizeyine iliskin Bulgular

K D 5E SED NE NED

i WS A —— ——
Hsp72 i +— 72 kDa

GappH S G G e - . o

Sekil 4.3. Deksametazon enjeksiyonu ve farkli ortam sicakliklarinda egzersizin iskelet
kasi Hsp72 protein diizeylerine etkisi (Western Blot).
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Sekil 4.4. Deksametazon enjeksiyonu ve farkli ortam sicakliklarinda egzersizin Hsp72
protein dlizeyleri Uzerine etkisi, K; Kontrol, D; Deksametazon, SE; Soguk
Egzersiz, SED; Soguk Egzersiz ve Deksametazon, NE; Normal Egzersiz, NED;
Normal Egzersiz ve Deksametazon,*p<0,05 K’'dan farkli.



30

Sekil 4.4.”de NE ve NED gruplarinin K grubundan anlamh diizeyde farkli oldugu

gorilmektedir (p<0,05). K ile SE ve SED arasinda anlamli diizeyde artis gérilmemistir

(p>0,05). Buna gore soguk ortamda egzersizin plantaris kasi Hsp72 diizeylerini anlaml

Olclide arttirmadigi gorilmektedir.

K D SED NED
pAktserd73 | — S« 60kDa
Akt1 . T - <«— 60kDa

Sekil 4.5. Deksametazon enjeksiyonu ve farkl ortam kosullarinda yaptirilan egzersizin

Sekil 4.6.

iskelet kasi p-Akt ve Aktl protein dizeylerine etkileri (Western Blot
goriintileri)
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Deksametazon enjeksiyonu ve farkli ortam kosullarinda yaptirilan
egzersizin p-Akt/Aktl dizeyleri Uzerine etkisi. * p<0,05 K'dan dusuk,
§p<0,05 D ve SED’den yiksek, K; Kontrol, D; Deksametazon, SED; Soguk
Egzersiz ve Deksametazon, NED; Normal Egzersiz ve Deksametazon.

Sekil 4.6.’e gore K grubu p-Akt dizeyleri biitiin deksametazon enjeksiyonu

yapilan gruplardan anlamh olarak yiksek (p<0,05). Diger taraftan NED grubu p-Akt

dizeyleri

D ve SED grubundan anlamli diizeyde yliksek (p<0,05).
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K D SED NED
p_FOXo3aSer253- S - +— 97kDa

GAPDH R —— . —— 37 kDa

Sekil 4.7. Deksametazon enjeksiyonu ve farkli ortam kosullarinda yaptirilan egzersizin
iskelet kasi p-FoxO3a/GAPDH protein dizeylerine etkisi (Western Blot).
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Sekil 4.8. Deksametazon enjeksiyonu ve farkl ortam kosullarinda yaptirilan egzersizin
p-FoxO3a/GAPDH diizeyleri Gzerine etkisi. *p<0,05 D’den anlamli olarak
yliksek. K; Kontrol, D; Deksametazon, SED; Soguk Egzersiz ve
Deksametazon, NED; Normal Egzersiz ve Deksametazon.

Sekil 4.8'te NED grubunun p-FoxO3 dizeylerinin D grubuna gore anlamh

diizeyede yiksek oldugu gorilmektedir(p<0,05).
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5. TARTISMA

immobilizasyon, denervasyon, inaktivite, kanser kaseksi, sepsis, kronik bébrek
ve kalp yetmezligi gibi bircok fizyolojik ve patolojik kosulun yani sira; tedavi amagli
kullanilan glukokortikoidler de kas kltlesinde ve kuvvetinde azalmaya birlikte iskelet
kaslarinda atrofiye neden olur(97). Azalan kas kitlesinin basta insilin direnci, tip 2
diyabet ve metabolik sendrom gibi kronik hastaliklara yol acgtigi, yasam kalitesini
disurerek morbitide ve mortalitede artisa neden oldugu bilinmektedir (1).

Glukokortikoidlerin, her yil 10 milyonun Uzerinde regete edilmesi ve ilag
kaynakli iskelet kasi atrofisi nedenleri arasinda ilk sirada yer aliyor olmasi nedeniyle
atrofi kosullari arasinda 0Ozel bir yeri vardir. Biitiin bu nedenlerle, glukokortikoid
kaynakli kas atrofisinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi ve kas atrofisinin
onlenmesine yonelik yeni tedavi yontemleri ve stratejiler gelistirilmesi son derece
onemlidir. Bu calisma egzersizin glukokortikoid kaynakli iskelet kasi atrofisini
onlemedeki roliniin Hsp72 Uzerinden gergeklestirip gerceklestirmediginin ortaya
konmasi amaci ile yapilmistir.

Calismada plantaris kasi tercih edilmesinin nedeni, deksametazonun iskelet
kaslarinda neden oldugu atrofiyi daha ¢ok hizli kasilan glikolitik tip IIx ve tip Ilb
liflerinden zengin kaslarda meydana getirmesidir (98, 99). Sican plantaris kas lifi
kompozisyonunun neredeyse %90'inin hizli kasilan liflerden meydana geldigi
bilinmektedir (100). Bu nedenle plantaris kasinin, c¢alismanin hipotezini test
edebilmek icin uygun bir kas oldugu distnilmistar.

Calismanin hipotezini ortaya atarken literatir bulgularindan yola ¢iktigimiz iki
on kosul bulunmaktadir. Bunlardan birincisi bes giinlik 1 mg/kg dozda subkutan
deksametazon enjeksiyonunun plantaris kasinda atrofiye yol agmasidir. Nitekim
plantaris kas agirligi/BVA oranlari gruplar arasinda karsilastirildiginda deksametazon
uygulamasinin anlamli olarak iskelet kasi atrofisine yol actigi gértlmiustir (p<0,05).
Bu durum bize hipotezimizi olustururken kabul ettigimiz bu 6n kosulun gerceklestigini
gostermistir.

Calismamizda hipotezlerimizi olustururken literatlir bulgularindan yola

cikarak kabul ettigimiz ikinci 6n kosul ise, 4-8°C’lik ortam sicakhginda yapilan
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egzersizin plantaris kasinda Hsp72 indliksiyonuna yol acmazken, 25°C’lik ortam
sicakhigindaki egzersiz grubunda iskelet kasi Hsp72 diizeylerinin artmasidir. Gergekten
de literatlir bulgulari 4-12°C’lik ortam sicakhginda egzersiz yaptirilan siganlarin kalp
kasi, iskelet kasi ve adrenal bezleri gibi ¢esitli dokularinda viicut sicakligindaki artisin
engellenmesine  bagh olarak  Hsp72 indiksiyonunun  gerceklesmedigini
gostermektedir (37, 38, 93). Bizim calismamizda da soguk ortamda egzersiz yaptirilan
sicanlarin plantaris kasi Hsp72 diizeylerinde anlamh bir artis gortilmezken (p>0.05),
25°C'lik ortam sicakligindaki egzersiz gruplarinin iskelet kasi Hsp72 diizeyleri anlamh
diizeyde artmistir(p<0,05) (Sekil 4.1). Bu bulgular bize hipotezimizi ortaya atmamizi
saglayan ikinci 6n kosulun da saglandigini gostermektedir.

Calismanin bulgulari egzersizin glukokortikoid kaynakl iskelet kas atrofisinin
korunmasindaki roliiniin kismen de olsa Hsp72 uzerinden gerceklesebilecegini
gostermektedir. Vicut sicakhigr artisinin gerceklestigi ortam sicakliginda egzersiz
yapan NED grubu hayvanlarinin, soguk ortamda egzersiz yapan SED grubuna gore
glukokortikoid kaynaklh iskelet kasi atrofisinden daha fazla korundugunu
gostermektedir (sirasiyla, p=0,007 ve p=0,049). Bu durum birinci hipotezimizin
desteklendigini gostermektedir. Buna ek olarak, Hsp72’nin indiklendigi NED
grubunda p-Akt dizeylerinin deksametazon grubu ve SED grubuna gére anlamli
olarak daha yilksek olmasi (p<0,05) ve sitozolik p-FoxO3 diizeylerinin yalnizca NED
grubunda D grubuna goére anlamli olarak yiksek olmasi (p<0,05) ikinci hipotezimizin
de desteklendigini gbéstermektedir. Asagida elde edilen bulgularin ayrintili tartismasi

verilmistir.
5.1. Plantaris Kas Agirhgindaki Degisiklikler

iskelet kas atrofisi; kullanmama, immobilizasyon, denervasyon ve uzun siireli
yatak istirahati gibi fizyolojik nedenlerin yani sira; kanser kaseksi, diyabet, kalp ve
bobrek yetmezligi, sepsis gibi cesitli patolojik kosullar kas kiitlesinde ve kuvvetinde
kayip ile karakterizedir. Ozellikle hayvanlarda, iskelet kas atrofisinin belirlenmesi icin
en temel yontemlerden biri kas agirliginin vicut agirhgina béliinmesidir. Calismada

iskelet kas atrofisi, hayvanlarin plantaris kas agirliklarinin, baslangic viicut agirliklarina
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bélinmesiile belirlenmistir. Deksametazon enjeksiyonunun siganlarda 5 giin gibi kisa
bir surede ciddi oranda kilo kaybina neden oldugu, ancak bu kaybin yalnizca bir
bolimu iskelet kaslarindan olustugu distnidlmektedir. Bu nedenle, baslangi¢ viicut
agirhklarinin hesaba katilmasi ile biitln siganlarin baslangic kas agirliklar esit kabul
edilecegi gibi deksametazon alan gruplarin kaybettikleri viicut agirliklarinin ne
kadarinin kas kitlesinden oldugu daha dogru bir sekilde analiz edilmistir. Benzer
sekilde immobilizasyon kaynakli olusan iskelet kas atrofisinin belirlenmesinde de kas
agirliginin baslangic vicut agirhgina oranlanmasi kullanilmaktadir (101).

Bircok hayvan calismasinda farkh tiir glukokortikoidlerin, cesitli siirelerde ve
degisik dozlarda kullaniminin 6zellikle tip Il liflerinden zengin EDL, tibialis anterior ve
gastrokinemius gibi kaslarin agirliklarinin azalmasina ve lif caplarinin kiiciilmesine yol
acarak atrofiye neden oldugu ortaya konmustur (35, 99, 102). Ornegin Minet ve ark.
(14) deksametazon enjeksiyonunun sicanlarda hangi doz ve slirede atrofi
olusturdugunu arastirdiklari  ¢alismada, 1,5 mg/kg/gin dozda verilen
deksametazonun yalnizca 3. giinde EDL ve gastrokinemius kas agirliklarinda anlamli
dislise neden olurken, tip | liflerden zengin soleus kasinda bu diisiisiin yasanmadigini
gostermislerdir. Ayni ¢alismanin devaminda ise 5 glin sire 0,75 mg/kg/gin, 1,5
mg/kg/gin ve 2,5 mg/kg/gin olmak Uzere 3 farkh dozda deksametazon
enjeksiyonunun gastrokinemius kas agirhiginda yaklasik %25’lik bir azalmaya yol
actigini ve dozlar arasinda iskelet kas atrofisi agisindan anlamli bir fark bulunmadigini
ortaya koymuslardir (14). Benzer sekilde sicanlarda farkl sentetik glukokortikoidlerin
degisik dozlarda verildigi ve iskelet kasi Uzerine etkilerinin arastirildigi baska bir
calismada ise deflazakort, deksametazon ve metilprednizolonun 1,25 mg/kg/giin ve
2,5 mg/kg/gln dozlarinin 10 giin boyunca subkutan enjeksiyonu tibialis anterior ve
gastrokinemius kaslarinin agirliklarinda anlamli bir distse yol actigi gosterilmistir.
Calisma bulgularinda verilen histokimya analizlerine gore tibialis anterior kasinda
glukokortikoid kaynakli olusan atrofinin neredeyse tamaminin tip Ilb liflerinde
meydana geldigi ve calismamizda da kullanilan deksametazonun degisik dozlari
arasinda kas atrofisi acisindan bir fark olmadigi belirtilmistir (103). Calismamizda

literatirdeki sonuglara paralellik gésteren bir sekilde, kullandigimiz 1 mg/kg/giin 5
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glin slire deksametazon dozu da D grubu hayvanlarin plantaris kas agirliklarinin viicut
agirliklarina oranlarinda, K grubuna gore %15’in (zerinde dilsise yol acmistir
(p<0,05).

Calismamizda deksametazon enjeksiyonun yaninda egzersiz protokoli
uygulanan gruplar olan SED ve NED’in plantaris kas agirliklarinin baslangi¢ viicut
agirhklarina oranlarina bakildiginda ise SED’de K grubuna gére anlamli olarak azaldigi
(p<0,05) goriliurken, NED grubunda bu azalis engellenmistir (p>0,05). Gercekten de,
¢ok sayida calisma egzersizin glukokortikoid kaynakli iskelet kasi atrofisi Gizerinde
koruyucu bir rol oynadigini géstermistir (27, 28, 86, 104). Nitekim, kosu egzersizi ile
antrene edilen sicanlara 10 gin sire ile glukokortikoid verildiginde plantaris ve
gastrokinemus kaslarinin atrofiden kontrol grubuna gore neredeyse %50’e varan bir
oranda korundugunun gosterilmesi, egzersizin glukokortikoid kaynakli iskelet kas
atrofisinden koruyabilecegine dair bir kanit niteligindedir (86). Benzer sekilde 11 giin
boyunca kortizol asetat enjeksiyonu ile birlikte 29 m/dk %10 egimde 90 dakika
egzersiz yapan sicanlarin plantaris kas agirliklarinin ve kas lif caplarinin korundugu
gosterilmistir (28). Her ne kadar bu c¢alismalarda egzersizin, glukokortikoid kaynakl
iskelet kas atrofisinden korudugu gosterilmisse de, egzersiz yapan hayvanlarin viicut
sicakhklari veya egzersiz yaptiklari ortam sicakliklari verilmemistir. Bu siddet ve
sirede yapilan egzersizin (28) vicut sicakhginda artisa yol actigi bilinmektedir (37,
38).

Egzersizin glukokortikoid kaynakh iskelet kasi atrofisi izerindeki koruyucu
rolinin vicut sicakhigindaki artisa bagli olup olmadigi, bir atrofi ¢alismasinda
bildigimiz kadar ile ilk defa kullanilan vicut sicakligl artisinin engellendigi soguk
ortamda egzersiz yapan SED grubu hayvanlari ile test edilmistir.

Calismada elde edilen bulgulara gore deksametazon enjeksiyonu ile birlikte 4-
8°C ve 25°C'lik iki farkli ortam sicakliginda egzersiz yapan NED ve SED grubu
hayvanlarin plantaris/BVA oranlari D grubuna gére korunmustur (p<0,05). Bununla
birlikte, NED grubu hayvanlarin plantaris/BVA orani K grubu ile karsilastinldiginda
farkli olmadigi (p>0,05) ancak SED grubu hayvanlarin plantaris/BVA oraninin K

grubuna goére anlamli olarak distiiglu gorilmektedir (p<0,05). Bitin bunlar bize
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egzersizin glukokortikoid kaynakli kas atrofisini geri cevirmesinde artan viicut

sicakhiginin rol oynadigini gdstermektedir.
5.2. Viicut Sicakhgi ve Hsp72 Bulgulari

Hsp72 dizeylerinin viicut sicakliginda artis basta olmak Uzere, sitozolik
kalsiyum dulzeylerinin artmasi ve hipoksi gibi birgok stres karsisinda arttig
bilinmektedir (30, 31). Artan Hsp72 dizeylerinin iskelet kaslarini denervasyon,
kuyruktan asma, immobilizasyon ve glukokortikoid kullanimi gibi c¢esitli atrofi
kosullarindan korudugu rapor edilmistir (34, 35, 105)

Egzersiz Hsp72 indiiksiyonuna neden olan neredeyse biitlin stres kosullarinin
ortaya cikmasina neden olmaktadir. Nitekim egzersizin, siddetine ve siliresine bagh
olarak iskelet kaslarinda Hsp72 diizeylerini artirdigi bildirilmistir (33). Ozellikle viicut
sicakhgindaki artisin Hsp72 indiiksiyonu icin kritik olmasi (92), viicut sicakhginda belirli
bir dizeyin (zerinde artisa yol agmayan egzersizlerin Hsp72 dizeylerini
artirmayacagini disindirmektedir. Nitekim vicut sicakligindaki artisin engellendigi
4°C’lik ortam sicakhiginda egzersiz yapan sigcanlarin kalp ve gastroknemius kaslarinda
Hsp72 indiiksiyonunun gerceklesmedigi gosterilmistir (37). Ayni calismada soguk
ortam egzersiz yaptirilan sicanlarin viicut sicakliklari en fazla 38,3 °C’ye ¢ikarken, 25°C
ortam sicakliginda ayni egzersiz siresi ve siddetinde kosan hayvanlarin viicut
sicakliklarinin Hsp72 indiksiyonu icin gereken 40°C’nin Uzerine ¢iktigl gézlenmistir.
Bizim ¢alismamizda da bu bulguyu destekler nitelikte 4-8°C’lik ortamda egzersiz
yaptirilan SE ve SED gruplarindaki sicanlarin vicut sicakliklari ortalama 38,4°C’'ye
ulasmis ancak, beklendigi gibi plantaris kasi Hsp72 dlzeyleri artmamistir (p>0,05).
Diger taraftan 25°C’lik ortam sicakliginda egzersiz yaptirilan NE ve NED gruplarindaki
sicanlarin viicut sicakliklari 40°C’'nin Gzerine ¢ikmistir ve plantaris kasi Hsp72 dlzeyleri
K grubuna goére anlamli diizeyde artmistir (p<0,05).

SED grubunda plantaris kasi Hsp72 dlzeylerinin artmamasina karsin, kas
agirhklarinin D grubuna gore yiksek olmasi (p<0,05), egzersizin glukokortikoid
kaynakli iskelet kasi atrofisinden korumadaki roliini tamamiyla Hsp72 (zerinden

gerceklestirmiyor olabilecegini distndiirmektedir. Nitekim SED ve NED gruplar
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arasinda plantaris/BVA acisindan anlaml bir fark bulunmayip (p>0,05), gerek SED ve
gerekse NED grubundaki hayvanlarda bu oran D grubuna goére anlaml olarak
ylksektir (p<0,05). Diger yandan, bu farklihgin 6zellikle SED grubunda daha belirgin
olmasi, ayrica NED grubunun aksine SED grubunda plantaris/BVA oraninin kontrol
grubundan anlaml olarak distk olmasi (p<0,05), SED grubunda da belirli Olglide
deksametazonun yol actigi atrofinin 6nlendigini gostermektedir.

Egzersizin, vicut sicakligina bagh olarak Hsp72 dizeylerini artirmasinin
yaninda iskelet kasi atrofisinde rol oynadigi bilinen oksidatif stres (106) ve
mitokondriyel disfonksiyon (107) gibi baska faktorler tizerinden de etkisini gosterdigi
bilinmektedir. Her ne kadar bu calismada oksidatif stres ya da mitokondriyal
disfonsiyona iliskin bulgu olmasa da, SED grubunun kas agirliginin D grubuna gore
ylksek olmasinin (p<0,05) egzersizin kas atrofisi Gzerideki koruyucu etkisini baska

mekanizmalar Uzerinden de gergeklestirdigini gosterir niteliktedir.
5.3. Akt ve FoxO Bulgulari

iskelet kasi protein sentezi ve degradasyon yolaklarinin merkezinde Akt
bulunmaktadir. Akt bir yandan protein sentezinin temel dizenleyicisi olan IGF-1
sinyal yolaginda bulunan mTOR’un fosforilasyonunu saglarken, diger yandan protein
degradasyonunda temel rol oynayan FoxO transkripsiyon faktorlerini kontrol eder.
Anti-anabolik ve katabolik etkilere sahip deksametazonun protein sentez ve
degradasyon yolaginda bulunan Akt'nin fosforilasyonunu azalttigi bir cok defa
gosterilmistir (70, 99, 108). Bu galismada D, SED ve NED gruplarindaki hayvanlarin
plantaris kasi p-Akt dizeylerinin azalmasi literatlir bulgularini destekler niteliktedir
(p<0,05).

Diger taraftan, beklenildigi gibi NED grubunun p-Akt dizeyleri D ve SED
gruplarindan yuiksektir (p<0,05). Nitekim vicut sicakligindaki artisin engellendigi
4°C’lik ortamda egzersiz yapan sicanlarda p-Akt diizeylerinin artmadigi, vicut sicakhgi
artisinin engellenmedigi 25°C’lik ortamda egzersiz yapan sicanlarin p-Akt diizeylerinin

arttigi gosterilmistir (95).
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Calismamizda deksametazon kaynakli plantaris kas kiitlesi kaybindan en ¢ok
korunan grup olan NED grubunun ayni zamanda deksametazon enjekte edilen gruplar
arasinda en yiksek Hsp72 ve p-Akt diizeylerine sahip olmasi hipotezlerimizi destekler
niteliktedir.

Sitozolde FoxO3 fosforilasyonunun azalmasi, FoxO3’ln cekirdege gegerek
transkripsiyonel aktivitesini artirmasina, diger bir deyisle UPS’yi aktive ettigi anlamina
gelmektedir. Deksametazonun UPS'yi aktive ettigi cesitli hiicre kiltlri ve hayvan
calismalarinda ortaya konmustur. Ornegin, sicanlarda 10 giin siire ile cesitli
glukokortikoidlerin ve dozlarinin iskelet kasi atrofisinde rol oynayan molekiller
Uzerinde etkilerinin arastirildig: bir calismada, calismamizda kullanilan 1 mg/kg/gun
doza yakin olan 1,25 mg/kg deksametazon dozunun tibialis anterior kasi p-FoxO3
diizeylerinde diuslise neden oldugu gosterilmistir (99). Benzer sekilde C2C12 kas
hiicrelerinin bulundugu ortama deksametazon verildiginde p-FoxO3 diizeylerinin
azaldig bildirilmistir (70). Elde ettigimiz bulgular bize, NED grubunda Hsp72 ve p-Akt
diizeyleriyle ayni dogrultuda sitozolik p-FoxO3 diizeylerininde yiksek oldugunu
gostermektedir. Tablo 4.4’te plantaris kas agirligi/BVA tablosu deksametazon
enjeksiyonu yapilan gruplar arasinda plantaris kas agirligi en ¢cok korunan hayvanlarin
NED grubunda oldugunu géstermektedir.

Bltln bu bulgular bize, glukokortikoid kaynakl kas atrofisinde egzersizin
koruyucu roliininin bir kismini artan viicut sicakhigina bagli olarak indiklenen Hsp72
Uzerinden gergeklestirdigini gdstermistir. Diger taraftan SED grubundaki hayvanlarin
plantaris kas agirliklarinin NED grubu hayvanlari kadar olmasa da kismen korunmasi
ve iskelet kaslarinda bir degradasyon belirteci olan p-FoxO3 dizeylerinin K grubu
seviyesinde olmasi glukokortikoid kaynakli atrofiden korunmada egzersizin etkisini
Hsp72 disinda baska molekiiller tGizerinde de yapiyor olabilecegini diistindirmektedir.
Ayrica bu bulgular, yalnizca glukokortikoid nedeniyle olusan kas atrofisi tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde degil, benzer molekiiler mekanizmalara sahip olmalari
nedeniyle atrofiye neden olan diger kosullarin molekiler mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda da yon verici olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

iskelet kaslari hareket etmek, giic liretmek ve nefes almanin yani sira glisemik
kontrol, metabolik gen reglilasyonu ve metabolik homeostazin korunmasi gibi
canhhgin devami igin son derece kritik siireglerde énemli rol oynarlar. Saglikl bir kas
kitlesine sahip olmak metabolik sendrom, tip 2 diyabet gibi bir¢ok kronik hastaliktan
korumaktadir. Diger taraftan, uzun sireli yatak istirahatleri, hareketsiz yasam bigimi
gibi fizyolojik kosullar da dahil olmak lzere endojen glukokortikoid dizeylerinin
arttigi sepsis, tip 2 diyabet, kaseksi gibi patolojik kosullar ve hastaliklarin tedavilerinde
kullanilan eksojen glukokortikoidler iskelet kaslarinda kiitle ve kuvvet kaybina neden
olurlar. Boylece kisinin kas kaybi nedeniyle bir yandan yasam kalitesi azalirken, diger
yandan kronik hastaliklara yakalanma ve dolayisiyla mortalite riski artmaktadir.
Egzersizin iskelet kasi atrofisine karsi korunmada en etkili yontem oldugu
bilinmektedir, ancak altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ¢ok
sayida atrofi kosuluna iliskin tedaviler gelistirilmesine 1sik tutacaktir.

Bu calismada egzersizle artan viicut sicakligina bagh olarak indiiklenen
Hsp72'nin glukokortikoid kaynakl iskelet kasi atrofisini 6nlemesindeki rolli protein
sentez ve degradasyon yolaklarinda kritik rol oynayan Akt ve FoxO3 molekiilleri
Uzerinden incelenmistir. Calismada deksametazon enjeksiyonu ile birlikte iki farkh
ortam sicakhginda egzersiz yaptirilan hayvanlarin iskelet kasi agirliklari Hsp72, p-Akt
ve p-FoxO3 dizeyleri incelenmistir. Bu c¢ercevede Hsp72 indiiksiyonunun
gerceklestigi 25°C’lik ortam sicakhginda egzersiz yapan hayvanlarin deksametazon
kaynakh p-Akt ve p-FoxO3 dizeylerindeki dists engellenirken, 4-8°C’lik ortamda
egzersiz yaptirilan hayvanlarin Hsp72 diizeyleri artmamistir ve p-Akt dizeylerinin
deksametazon enjeksiyonu kaynakh disis de engellenememistir. Her ne kadar
deksametazon enjeksiyonu yapilan bltln gruplarin p-Akt dizeyleri K grubuna goére
anlamli olarak azalmis olsa da, 25°C’lik ortam sicakliginda egzersiz yaptirilan NED
grubunda D ve SED grubuna goére daha fazla korunmustur (p-Akt diizeyleri agisindan
NED ve SED gruplari karsilastirildiginda).

Diger taraftan beklendigi gibi p-FoxO3 bulgulari p-Akt bulgulariyla parallelik

gostermektedir; plantaris kasi p-FoxO3 diizeyleri SED grubunda D grubundan
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farksizken, NED grubunda D grubuna gore yliksektir.. Bu bize Hsp72’nin indiklendigi
ortamda egzersiz yaptirilmasinin p-Akt ve dolayisiyla p-FoxO3 diizeyleri lizerinde
koruyucu bir etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Calismada elde edilen sonuglarin daha iyi yorumlanabilmesi ve c¢alismanin
daha ileri taginabilmesi igin oneriler;

1. Calismada, deksametazon enjeksiyonu 5 giin siire ile yapiimistir. Bu sire atrofi
olusturmak icin kisa ancak sinyal molekiillerinin aktivasyonunu goérebilmek
icin uzun bir stredir. Bu ¢alismada her iki durumun da degerlendirilebilmesi
icin 5 gin sireli deksametazon uygulamasi tercih edilmistir.  Atrofi
kosullarinin tamamen gelismesi icin 10 glinlik bir deksametazon kullanimi,
sinyal molekillerin aktivasyonu icin ise 2-3 ginlik bir kullanim sonunda
otenazi yapilmasi, dolayisiyla daha kisa ve daha uzun sireli deksametazon
uygulamasiyla iki ayri soruya daha net cevap verilebilmesi mimkiin olabilir.

2. Calismada hayvanlar son egzersiz veya deksametazon dozlarinin izerinden
20-24 saat gectikten sonra oOtenazi edilmislerdir. Burada farkli ortam
sicakhklarinda yaptirilan egzersizin akut etkisinin protein fosforilasyonu gibi
kisa slirede gerceklesen ve sona eren posttranslasyonel modifikasyonlar gibi
sirecler acgisindan degerlendirilebilmesi icin, egzersizden hemen sonra
otenazi edilecek gruplarin eklenmesi verilerin daha net yorumlanmasini
saglayabilecektir.

3. Cahsmada o6zellikle kosu tiri egzersizlere daha yatkin ve daha uysal olmalari
nedeniyle disi Sprague Dawley sican kullaniimistir. Literatirde farkh atrofi
modellerinde disi ve erkek sicanlarin 6zellikle inceledigimiz p-Akt ve p-FoxO03
gibi sinyal molekdlleri agisindan farkh yanitlar verdigi gosterilmistir. Ayni
calismanin erkek sicanlar ile tasarlanmasi deksametazona ve egzersize verilen

yanitlarin cinsiyet agisindan da yorumlanabilmesini saglayacaktir.
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