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OZET

Senay, S. Iskelet Kasinda Tiim Viicut Titresimi ve Immobilizasyonun Protein
Sentez ve YiIkiminda Rol Oynayan Sinyal Yolaklar1 Uzerine Etkisi. Hacettepe
Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Spor Bilimleri ve Teknolojisi
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2015. [skelet kasi atrofisi; immobilizasyon,
denervasyon, yiiksuizlestirme gibi kullanmamaya bagli olarak veya cesitli
fizyolojik ve patolojik kosullarda ortaya cikan kas kitle ve kuvvet kaybi ile
karakterize bir durumdur. Giiniimtizde kas atrofisinin énlenmesi i¢in uygun bir
girisim veya tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu ¢ergevede, son yillarda artan
sayida calismanin kas kitle ve kuvvetini arttirdigi ifade ettigi tiim viicut titresimi
(TVT) dikkatleri ¢ekmektedir. Diger yandan TVT'nin bu etkiyi hangi
mekanizmalar ile gerceklestirdigi bilinmemektedir. Bu c¢alisma, iki haftalik
immobilizasyon ve TVT'nin iskelet kas1 atrofi ve hipertrofi yolaklarinda gorev
alan bazi sinyal molekiilleri tizerine etkisini degerlendirmek amaci ile yapilmistir.
Dort aylik disi Wistar sicanlar kontol (K), iki haftalik immobilizasyon (i), bir
haftalik remobilizasyon (IR), bir haftalik remobilizasyon sirasinda TVT (IT) ve
yalnizca bir hafta TVT (T) uygulamasi olmak tizere bes farkli gruba (n=6, her
grup) ayrilmistir. immobilizasyon, plantar fleksiyonda bilateral alcilama yoluyla,
TVT ise 45Hz, 3mm genlik ve dordiincii giinden itibaren 20dk siireli aralikh
olarak toplam bir hafta boyunca uygulanmistir. Soleus kasi izole edilerek; MuRF1,
MAFbx, Fox01, Fox03a, miyostatin, Akt1, mTOR, p70S6K ve AMPK’ye iliskin gen
ekspreyonlari ile MuRF1, MAFbx, p-Fox03a, p- ve total AMPK, p-Akt ve mTOR ile
Hsp72 ve Hsp25 protein miktarlar1 belirlenmistir. I grubunda Soleus /viicut
agirhigr orani K grubuna gore anlaml olarak azalmistir (p<0,05). K grubu ile
karsilastirildiginda al¢1 gruplarinda MuRF1 gen ekspresyonunda bir azalma
gorilirken (p<0,05), diger genlerin mRNA diizeylerinde gruplar arasinda fark
bulunmamustir (p>0,05). Diger yandan p-FoxO3a ve p-4EBP1’in I, IR ve IT
gruplarinda (p<0,05), mTOR ve p-Aktl ise sadece I grubunda azalma
gostermistir (p<0,05). MAFbx ve MuRF1 diizeyleri I grubunda K grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). p-AMPK/AMPK orani | grubunda K
ve IT gruplarina gore daha diisiik bulunmustur (p<0,05). Son olarak,
immobilizasyon Hsp72 diizeylerinde anlaml bir diisiise yol acarken (p<0,05), IR
grubunda bu degerler K grubuna yiikselmis, IT grubundaki yiikselme ise IR
grubunun gerisinde kalarak K ve IR grubundan diisiik bulunmustur (p<0,05).
Hsp25 diizeylerinin ise IR ve IT gruplarinda K grubunda gére arttigi goriilmiistiir
(p<0,05). Bu sonuclar iki haftalik al¢1 uygulamas:1 yoluyla gerceklestirilen
immobilizasyonun kas atrofisinde kilit rol oynayan sinyal molekiilerinin protein
diizeyinde artislara, protein sentez yolaginda rol alan molekiillerin diizeyinde ise
azalmaya yol actigini gostermistir. Diger yandan, molekiiler etki mekanizmalari
ilk kez bu ¢alismayla incelenen TVT'nin uyguladigimiz frekans genlik ve siirede
sadece remobilizasyon doneminde yapilan uygulama ile sinirli kalan bir etkisinin
oldugu gozlenmistir.

Anahtar Sézciikler: immobilizasyon, Remobilizasyon, Tiim Viicut Titresimi,
Atrofi, Soleus.



Vi

ABSTRACT

Senay, S. The Effects of Whole Body Vibration and Immobilization on
Signaling Pathways Regulating Protein Synthesis and Degradation.
Hacettepe University Institude of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Sports
Sciences and Technology, Ankara, 2015. In addition to disuse such as
immobilization, denervation and hindlimb suspension, some physiologic and
pathologic conditions result in skeletal muscle atrophy. Although atrophy is an
important clinical problem, there are no known therapeutic interventions.
Recently, there is a growing interest on Whole Body Vibration (WBV) which has
shown to increase muscle mass, strength and balance. The molecular
mechanisms of the effect of WBV on skeletal muscle are unknown. This study was
designed to elucidate the effects of immobilization, remobilization and WBT on
signaling pathways involved in muscle atrophy and hypertrophy. Four months
old female Wistar Albino rats randomly divided to five groups (n=6 each group):
Control (C), two weeks of immobilization (I), immobilization followed by one
week of remobilization (IR), immobilization followed by one week of
remobilization and WBV (IRV) one week of WBV (WBYV). Bilateral casting was
done at plantar flexion position. One week of WBV was done at 45Hz and 3mm
amplitude reaching 20min of daily duration at day 4t. Following experimental
procedure, soleus muscles were isolated. Gene expressions of MuRF1, MAFbx,
Fox01, Fox03a, myostatin, Aktl, mTOR, p70S6K and AMPK were evaluated by
using RTPCR. Protein levels of MuRF1, MAFbx, p-Fox03a, p- AMPK/AMPK ratio,
p-Akt, mTOR, Hsp72 and Hsp25 were analyzed by immunoblotting. Soleus/Body
weight ratio decreased in group I compare to group C. MuRF1 gene expressions
of groups of [, IR and IRV significantly lower than that of group C (p<0.05). There
were no significant differences among groups in terms of Fox01, FoxO3a, MAFbx
and myostatin gene expression (p>0.05). Protein levels of p-FoxO3a and p-4EBP1
were significantly lower in groups I, IR and IRV compare to group C (p<0.05). In
addition, p-Fox03a levels in group I was lower than that of group IRV (p<0.05)
and the levels of p-4EBP1 was lower in group I compare to groups IR, IRV and
WBYV (p<0.05). mTOR and p-Akt1 protein levels were lower in group I compare
to others (p<0.05). Both MAFbx and MuRF1 levels were higher in group I
compare to groups C and IRV (p<0.05). Ratio of p-AMPK/AMPK was lower in
group I compare to groups C and IRV. In terms of HSP expression, Hsp72 levels
were lower in group I compare to all other groups (p<0.05). Hsp25 levels have
tend to decrease in group I but it was not significantly different than group C
(p>0.05). On the other hand, the levels of Hsp25 were higher in groups IR and IRV
compare to groups C, I and WBYV. These findings show that two weeks of
immobilization resulted in decrease in the protein expressions of the molecules
involved in protein synthesis an increase in the protein levels of the molecules
involved in protein degradation. It seems that WBT with the duration, frequency
and amplitude used in this study has limited effect on signal transduction
pathways involved in both protein synthesis and degradation since only the
regulation of p-4EBP1, MuRF1 and MAFbx were affected in IRV group.

Key words: Immobilization, Remobilization, Whole Body Vibration, Atrophy,
Soleus, skeletal muscle
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1. GIRIS

Kullanmamaya bagl kas atrofisi; kanser kaseksisi, bobrek yetmezligi, kalp
yetmezligi diyabet, kronik obstriiktif akciger hastaligl, inme gibi kronik hastalik
kosullar1 yani sira sarkopeni, spinal kord yaralanmasi, periferik sinir zedelenmesi
veya biiyiik operasyonlar sonrasi nekahat donemlerinde 6zellikle viicut agirligini
tasiyan bacak kaslarinda olmak tizere genel olarak diizenli kontraksiyona
katilmayan iskelet kaslarinda ortaya ¢ikmaktadir. Hareketsiz bir yasamin eslik
ettigi sz konusu kronik hastaliklara diisiik dereceli inflamasyon eslik eder ve
IL6, IL8, IL10 gibi ¢esitli miyokinler yani sira glukokortikoidler, TNFalfa ve CRP
gibi proteinlerin konsantrasyonlarinda artis meydana gelir (74). Bu artislardan
ozellikle IL6 ve TNF alfa, iskelet kasi atrofisini de beraberinde getirir (72, 42).
Hastalik durumunda yasam siireci ve kalitesinin uzatilmasi, kas kaybinin éniine
gecilmesi ve kas kitle ve kuvvetinin arttirilmasi i¢cin amino asit takviyesi, anabolik
ilaclar veya diren¢ antrenmanlari gibi ¢esitli uygulamalar ortaya konmustur.

Diger yandan, cesitli spor yaralanmalar1 veya ortopedik problemler
nedeniyle belirli bir ekstremitenin al¢1 veya atele alinarak immobilize edildigi
durumlarda da ilgili ekstremitede kullanmamaya bagh atrofi gézlenir. Olusan kas
kitlesi ve kuvvet kaybi, immobilizasyon ortadan kalktiktan sonraki donemde
sporcunun spor yasamina, diger bireylerin normal is yasamina dénme
stireclerinde gecikmelere neden olur. Bu siirecin kisaltilmasi gerek ekonomik ve
gerekse sosyal agcidan 6nem tasimaktadir.

Kullanmama kosullarinda ortaya c¢ikan kas atrofisi, yas, fizyolojik
fonksiyon, ilgili kasin lif 6zellikleri ve kullanmamanin derecesine bagh olarak
degisiklikler gosterir (16). Diger yandan, biiylime ve gelisme, mekanik yiikiin
varligl, diren¢ antrenmanlari, bliyiime hormonlar: ve anabolik steroidler, kas lif
cap1 ve kas kitlesini gelistirerek kas hipertrofisini olusturur (172). Kas kitlesinin
boyutu, kas hiicresinde protein sentezi ve degredasyonu arasindaki dengeye
baghdir. Bu dengede, sentezin artmasi veya yikimin azalmasi hipertrofiye,
yikimin artmasi veya sentezin azalmasi ise atrofiye yol acar (26). Kullanmama
stirecinde ortaya ¢ikan kas protein kaybinda rol alan molekiiler mekanizmalar ile

bu kaybin engellenmesi, azaltilmasi veya kas protein sentezinin arttirilmasina



iliskin molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ¢esitli hastaliklar ve cevresel
kosullar nedeniyle olusan kas kitle ve kuvvet kaybinin 6nlenmesi yani sira, olusan
kayiplarin daha hizli ve dogru bir sekilde tedavi ve rehabilitasyonu i¢in yontemler
gelistirilmesi a¢isindan 6nem tasimaktadir.

Kullanmamaya bagh kas atrofisi olduk¢a yaygin bir problem olmasina
karsin, bu sorunun ¢éziimii i¢cin kabul gérmts iyi bir ila¢ veya tedavi modalitesi
soz konusu degildir. Bu cercevede sadece direng egzersizleri kas atrofisi sonrasi
toparlanma déneminde kas kitle ve kuvvetini iyilestirmede rol oynamakta olup,
bunun icin gereken siddette egzersizin yapilabilmesi her zaman miimkiin
olamamaktir. Son yillarda tiim viicut titresimi (TVT)'nin noéromuskiiler
adaptasyonlar yolu ile kasin trettigi gii¢ ve dayaniklilikta artis meydana getirerek
direng egzersizlerine benzer bir etki gosterdigi bildirilmistir (20). Ozellikle TVT
uygulamasinin yash kadin ve erkeklerde kas hipertrofisine de yol actiginin
gosterilmesi (112). Yeterli siddette direng egzersizi yapmanin risk olusturdugu
durumlar ve yaslilikta TVT nin kas kitle ve fonksiyonun korunmasi i¢in uygun bir
yontem olabilecegini distindiirmektedir.

Diger yandan, TVT'nin iskelet kasinda kitle artisina neden olan sinyal
yolaklar1 tizerine etkisi net olarak bilinmemektedir. TVT’nin iskelet kas
atrofisinde rol oynayan sinyal yolaklari tizerine etkisinin aydinlatilmasi, 6zellikle
alci, atel veya ameliyat gibi atrofiye neden olan kosullarda ve belki de sarkopeni
gibi yasa bagh kas kitle ve kuvvet kaybinda tedavi ve rehabilitasyon
modalitelerinin belirlenmesi agisindan da 6nem tasimaktadir.

Iskelet kasi atrofisi ve hipertrofisi, cok sayida molekiiliin birbiri ile
etkilesim icerisinde rol aldig1 ¢esitli sinyal yolaklarinin olduk¢a kompleks bir is
birligi ile gerceklesir. Iskelet kasi hipetrtrofisinde yer alan iki temel sinyal
yolagindan birisi, pozitif rol oynayan IGF1-PI3K-Akt/PKB-mTOR yolagi, digeri ise
negatif dizenleyici olan myostatin-SmadZ2/3 yolagidir. Bu yolaklarda yer alan
bazi molekiiller, yolaklarin genel aktivasyonu konusunda bilgi vermesi agisindan
ayr1 bir 6nem tasir (186). Bunlarin icerisinden Akt, protein sentezini mTOR ve
daha sonraki basamaklarda rol alan 4E-BP1 ve p70S6K iizerinden uyarirken
FoxO transkripsiyon faktori araciligi ile de protein degredasyonunu kontrol

eder. Oyle ki, aktif Aktl FoxO transkripsiyon faktérlerinin fosforilasyonunu



engeller (57). Boylece MuRF1 ve atrogin-1/MAFbx ekspresyonu inhibe olur (4).
Diger yandan AMPK, mTOR aktivitesini inhibe ederek kas hipertrofisini onler
(172). Negatif diizenleyici yolak olan miyostatin-Smad2/3 yolag1 protein
degredasyonundan sorumludur. mTOR, miyostatin yolagindaki Smad?2’yi
baskilayarak degredasyona engel olurken, ayni zamanda 4E-BP1
fosforilasyonunu diizenleyerek protein sentezini hizlandirir. Dolayisiyla sadece
tek tarafli bir sinyal yolaginda rol alan molekiillerin degerlendirilmesi resmin
tamaminin anlasilmasint miimkiin kilmamaktadir. Buradan anlasilacag: lizere,
Aktl, mTOR, 4E-BP1, p70S6K, AMPK, Fox03, FoxO1, MuRF1, atrogin-1/MAFDbx,
miyostatin iskelet kasi atrofisi ve hipertorfisinde icerilen temel molekiiller olup
bu ¢alismada da incelenen molekiillerdir.

Alc1veya atel yoluyla olusan immobilizasyon gerek spor yaralanmalarinda
ve gerekse diger ortopedik yaralanmalarda siklikla yapilan bir uygulamadir. S6z
konusu immobilizasyon siirecinde rol oynayan molekiiler mekanizmalar yani
sira al¢1 sonrasi remobilizasyonda bu mekanizmalarda meydana gelen
degisikliklerin degerlendirilmesi tedavi modalitelerinin gelistirilmesi a¢isindan
onemlidir. Bu ¢ercevede son yillarda olduke¢a sik rastlanan TVT uygulamasinin
remobilizasyon donemindeki etkinligi de merak konusudur.

Diger yandan sicak soku proteinlerinde 70 kDa ailesinin indiiklenebilir
liyesi olan Hsp72 ve Hsp25 iskelet kas hiicresinde koruyucu rol iistlenmektedir.
Artmis Hsp72 diizeyleri kuyruktan asma yoluyla olusturulan soleus atrofisini
%50 oraninda azalttigi (130), immobilizasyon sonrasi remobilizasyonda
miktarlarinin arttig1 ve toparlanmada rol alabilecegi bildirilmistir (190). Artmis
Hsp27 (Hsp 25’in insanda bulunan formu) diizeylerinin ekzentrik egzersizlerle
olusan kas hasarindan hiicreyi korudugu (147) bildirilmistir. Bu bulgular
immobilizasyon atrofisinde Hsp25 ve Hsp72’nin miktarinin azalabilecegi ve
remobilizasyon donemde ise miktarlarinin artacagi ve kas dokusunun
toparlanma siirecine katkida bulunabilecegini gostermektedir. Bu calismada, alg1
yoluyla olusturulan immobilizasyon ve TVT uygulamasinin Hsp25 ve Hsp72’nin

protein diizeyindeki ekspresyonu da degerlendirilmistir.



Amag:

Bu calismanin amaci immobilizasyon ve TVT uygulamasinin iskelet kasi
atrofi ve hipertrofi yolaklarinda rol oynayan molekiller tizerine etkisini
degerlendirmektir. Calismada ayrica immobilizasyon sonrasi bir haftalik
remobilizasyon siirecinde bu molekiillerin aktivasyon ve diizeylerinin nasil
degistigi ve bu siirecte TVT uygulamasinin toparlanmaya molekiiler diizeyde
etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi da amag¢lanmistir.

Boylece calismada, Aktl, mTOR, 4E-BP1, p70S6K, AMPK, Fox03a, Fox01,
MuRF1, atrogin-1/MAFbx, miyostatinin mRNA diizeyleri yanmi sira, MuRF1,
atrogin-1/MAFbx, fosforile ve fosforile olmayan AMPK, fosforile FoxO3a, Akt ve
mTOR ile Hsp72 ve Hsp25 protein diizeyleri de incelenmistir. Calismada

immobilizasyon modeli olarak iki haftalik al¢1 kullanilmistir.

Hipotez 1:

Algilama yoluyla olusturulan iki haftalik immobilizasyon soleus kasinda
atrofiye yol acar. Bu atrofiye, protein sentezinde rol alan proteinlerin mRNA ve
protein duzeylerindeki azalma ve protein yikiminda rol alan molekiillerin ise
mRNA ve protein diizeylerinde artis eslik eder. Stres proteinleri diizeylerinde ise

azalma s0z konusu olacaktir.

Hipotez 2:

TVT, soleus kasinda protein sentezinde rol alan proteinlerin mRNA ve
protein diizeylerindeki artma ve protein yikiminda rol alan molekiillerin ise
mRNA ve protein diizeylerinde azalmaya yol agar. Stres proteinleri diizeylerinde

ise artis s6z konusu olacaktir.

Hipotez 3:

iki haftalik alg1 yoluyla olusturulan immobilizasyon sonunda uygulanan
bir haftalik TVT protein sentezinde rol alan proteinlerin mRNA ve protein
diizeylerindeki artma ve protein yikiminda rol alan molekiillerin ise mRNA ve
protein diizeylerinde azalmaya yol acarak toparlanmaya katkida bulunur. Bu
donemde TVT uygulamasi sadece remobilizasyona gore stres proteinleri olan

Hsp72 ve Hsp25 diizeylerinde artisa yol acacaktir.



2. GENEL BILGILER

Viicut agirhginin yaklasik %40’1n1 olusturan iskelet kaslari, insan
viicudundaki en biiyiik doku olarak bilinmektedir. Iskelet kaslari, gii¢ iiretimi,
hareket ve nefes almadan sorumlu olmanin yani sira; glisemik kontrol, metabolik
genlerin regililasyonu ve metabolik homeostazin saglanmasinda kritik bir rol
ustlenmektedir (56). Gergekten de, saglikli bir kas kitlesinin varlig1 stres
kosullarinda gereken enerjinin hayati organlara ulastirilmasinda oldugu gibi,
instlin direnci, obezite ve tip II diyabet (12) gibi metabolik hastaliklardan
korunma agisindan da son derece onemlidir. Bunlara ek olarak, son on yil
icerisinde kas kasilmasi sirasinda iskelet kaslarindan c¢ok sayida sitokinin
salgiladig1 ortaya konmus ve bu sitokinler ‘miyokin’ olarak tanimlanmistir (150).
Boylece kontraksiyon yolu ile iskelet kasindan salinan miyokinlerin diger doku
ve organlarin metabolizmasina etki ettigine iliskin ¢alismalar sonucunda, iskelet

kasinin bir endokrin organ oldugu diistincesi giderek kabul gérmiistiir (149).

Iskelet kasi normal kosullarda oldukca stabil bir miyofibriler protein
yapim/yikim dengesine sahiptir (179). Ancak bu denge, organizmadaki fizyolojik
ve patolojik kosullara uyum saglamak icin pozitif ya da negatif yonde
degismektedir. Iskelet kasi, mekanik yiikiin artmasi ve anabolik hormon
stimiilasyonuna kas kitlesinde artisla (hipertrofi), mekanik yiikiin azalmasi ve
katabolik hormon salinimindaki artisa da kas kitlesinde azalmayla (atrofi) yanit
vermektedir (172). Ornegin; egzersiz, insulin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)
ve dalli zincirli amino asitler (BCAA), veya biiyiime hormonlar1 gibi anabolik
uyaranlar protein sentezini indiikleyip protein yikimini baskilayarak iskelet
kasinda hipertrofiye neden olmaktadir. Inaktivite, mekanik yiikiin ortadan
kalkmasi ve denervasyon gibi stresler ya da kanser kaseksisi, sepsis, diyabet, kalp
yetmezligi, kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi hastaliklar ise iskelet kasinda
proteolizi tetikler ve atrofiye neden olur (153). Nitekim, atrofi siirecinde %60’1n1
kas proteinlerinin olusturdugu miyofibriler sistem elemanlarinin, ¢6ziinebilir
proteinlere gore cok daha fazla azaldigr ve kas kitle kaybina neden oldugu

bildirilmistir (41).



2.1. Kas Kitlesini Diizenleyen Molekiiler Mekanizmalar

Kas kitlesi ve lif boyutunun diizenlenmesi, kas hiicresindeki protein
dongiisiinii ifade eden protein sentez/yikim dengesine baghdir. Hiicre, herhangi
bir strese maruz kaldiginda adaptasyonun saglanmasi i¢in bazi molekiller
tarafindan uyarilir. Molekiiliin kendisine spesifik reseptorii ile etkilesimi, mesajin
hiicre icerisine iletimini saglar. Boylece, bir¢ok sinyal molekiiliiniin gorev aldig
yolaklarin aktivasyonu ya da inhibisyonu ile transkripsiyon ve protein sentezi
diizenlenir (65). Kas lifinde protein dengesini kontrol eden iki ana sinyal yolagi
vardir. Insulin benzeri biiyiime faktoriil-fosfatidilinozitol-3-kinaz-Akt-
rapamisin kompleksinin memeli hedefi (IGF1-PI3K-Akt-mTOR) yolag1 kas
gelisiminde pozitif diizenleyici olarak rol oynarken, doniistiirticii biiytime faktori
B (TGF-B) ailesinin bir elemani olan miyostatin yolagi tam tersi bir mekanizma ile

calisarak protein sentezini baskilar.

2.1.1. IGF1-PI3K-Akt-mTOR Sinyal Yolagi

IGF-1, iskelet kasinda gorev alan anabolik yolaklar i¢in son derece 6nemli
bir diizenleyicidir. IGF-1'in hiicre zar1 reseptoriine baglandiktan sonra PI3K’yi
aktive ederek sinyali hiicre igerisine aktarmasi, protein sentezinin aktivasyonu
icin bir baslangictir (38). Bu basamaktan sonra PI3K tarafindan fosforillenen Akt,
bu yolagin diger bir elemani olan mTOR’u aktiflestirir ve protein sentez hizi artar
(Sekil 2.1). Hiicre kiiltiirii ve hayvan iskelet kasi tizerinde yapilan ¢alismalar ile
bu yolak fonksiyonlarini arttiran veya azaltan genetik uygulamalar, IGF-1’in kas
gelisimi ve rejenerasyonundaki 6nemini desteklemektedir (171). Ornegin, kasa
spesifik IGF-1 reseptori inaktivasyonunun kas gelisimini negatif yonde
etkileyerek kas lif sayis1 ve boyutunda azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(120). Benzer sekilde sistemik yolla IGF1 enjeksiyonu kas protein sentezini
arttirir ve protein degredasyonunu inhibe eder (205). Ayrica, transgenik
farelerde kasa spesifik IGF-1'in asir1 ekpresyonu kas Kkitlesini arttirmis ve buna
kas kuvvetindeki artis da eslik etmistir (42, 127). Viral aracii IGF1 gen
ekspresyonunun hem gen¢ hem de yasl sicanlarda kontrol bacaga gore ekstensor
digitorum longus kas kitle ve kuvvetini arttirdig1 ve kuvvet artisinin genclerde

%15 diizeyindeyken, yashlarda %27’ye ulastigi gorilmiis ve diger bacakla



karsilastirildiginda yaslanma ile gozlenen tip II kas lifi kaybinin tamamen
diizeldigi ve 27 aylik fare EDL kasu tip II lif sayisinin 6 aylik fare diizeyinde oldugu
gosterilmistir (11).

IGF-1 yolaginin iki elemani1 Akt ve mTOR, kas hiicresinde protein dongiisii
acisindan son derece kritik bir 6neme sahiptir (101). Lai ve digerleri (2004),
yapisal olarak aktif Akt formuna sahip transgenik farelerde, Akt aktivasyonunun
in vivo induklenmesinin hipertrofiyi tetiklemede yeterli oldugunu ve bu
aktivasyona sonraki basamaklarda yer alan p70S6K (p70S6 kinaz) aktivasyonun
da eslik ettigini gostermislerdir (98). mTOR, Akt'nin asagi akiminda yer alir ve
Akt tarafindan aktive edilir. Boylece hedef molekiiller olan 4E-BP1 (Eukaryotic
translation initiation factor 4E-binding protein 1) ve 70kDa ribosomal protein
S6K1’i uyararak translasyonun artmasini saglar (100). Normal kosullarda 4EBP1
elF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E)’e baglanarak translasyonu
inhibe ederken, mTOR'un 4EBP1’i fosforile etmesi ile eIF4E aktif hale gelir (64).

Translasyonu kontrol eden bir diger 6nemli sinyal molekiili olan
Okaryotik elongasyon faktori 2 (eEF2) ise, mTOR tarafindan p70S6K tlizerinden
indirekt olarak regiile edilir (193). mTOR yolaginin kasa etki eden yiik arttiginda
hemen aktive oldugu ve toparlanma periyodunda bir saat icinde protein sentezini
arttirdigr bildirilmistir (22). Eger direng¢ egzersizlerinden énce mTOR inhibe
edilirse, protein sentezinin engellendigi gosterilmistir (96). Bodine ve digerleri
(2001), Akt/mTOR yolaginin hipertrofide up-regiile, kullanmamaya bagh
atrofide ise down-regiile oldugu, dahasi farkl hipertrofi modellerinde rapamisin
ile bloke edilen mTOR'un kasta hipertrofiyi %95 oraninda engelledigini
gostermistir (18). Bu ve benzeri calismalar, mTOR’un aktivasyonunun hipertrofik
yanitta ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Boylece, Akt/mTOR yolag:
aktivasyonu ve bu yolagin sonraki basamaklarinda yer alan p70S6K ve 4E-BP1’in
kas lif boyutunun regiilasyonunda net bir sekilde rol aldig1 ve Akt/mTOR yolagi
aktivasyonunun kullanmamaya bagh atrofiyi engelledigi ortaya konmustur (18).

Akt ve mTOR, farkh hiicresel siirecler ile iliskili olmalar1 agisindan da
iskelet kas protein dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Akt,
mTOR araciligl ile protein sentezini, FoxO (Forkhead box) transkripsiyon

faktorleri araciligi ile de protein degredasyonunu kontrol eder (128). mTOR ise,



protein degredasyonundan sorumlu olan miyostatin yolagindaki Smad2’yi
baskilayarak degredasyona engel olurken, ayni zamanda 4E-BP1
fosforilasyonunu diizenleyerek protein sentezini hizlandirir (57). Sekil 2.1’de
Akt/mTOR yolagi ve yukarida bahsedilen p70S6K ve 4E-BP1 aktivasyonu, Akt'nin
FoxO’yu inhibisyonu ve mTOR'un Smad2 iizerinden miyostatin yolagini

baskilamasi gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Kas protein dengesini diizenleyen sinyal yolaklar1 (57).



2.1.2. Miyostatin-Smad2 /3 Sinyal Yolagi

Kas gelisimini kontrol eden ikinci ana yolak (Sekil 2.3), dontsturicu
biiylime faktérii  (TGF-B) ailesinin bir tiyesi olan miyostatin (GDF-8)’dir. Iskelet
kasi tarafindan sentezlenen miyostatin, hiicre zarindaki aktivin reseptor tip IIB
(ActRIIB)’ye baglanarak protein dongiisiinii negatif yonde diizenlemektedir (103,
104). Miyostatinin ActRIIB’ye baglanmasi ile aktiflesen Smad2 (mothers against
decapentaplegic homolog) ve Smad3, Akt fosforilasyonunu baskilar. Akt normal
kosullarda protein sentezini korumak iizere FoxO transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonunu engeller. Bu transkripsiyon faktorleri aktif durumdayken,
MuRF1 (muscle ring finger-1) ve atrogin-1 olarak da adlandirilan MAFbx (muscle
atrophy F-box) isimli iskelet kasina spesifik iki ubikitin ligazin ekspresyonunu
saglar (37). Akt'nin yeteri kadar fosforile olmamasi, FoxO transkripsiyon
faktorlerinin fosforilasyonunu engelleyemeyecegi icin, FoxO aktivasyonunu
sturdirir ve MuRF1 ile MAFbx ekspresyonu artar (4). Boylece, bir yandan protein
sentezinin azalmasi ve diger yandan degredasyonun artmasi negatif bir protein

yapim/yikim dengesini beraberinde getirir.

Miyostatin geninden yoksun farelerin; gastroknemius/plantaris, soleus ve
kuadriseps kas kitlesinde gozlenen 2-3 kat artisin, lif sayisinin artmasi ve lif
capinin biiyiimesinden kaynaklanmasi miyostatinin kas gelisiminde negatif bir
regiilator oldugunun gostergesidir (122). Diger yandan saflastirilmis miyostatin
ile inkiibe edilen hiicrelerde ubikiitin proteozom sistemin aktivasyonu ile
sarkomerik protein degredasyonunda artis saptanmis ve protein kaybina yol
acan mekanizma, miyostatinin FoxO1 ve atrogin-1/MAFbx ekspresyonunu

Smad3 iizerinden tetiklemesi olarak agiklanmistir (111).

2.2. Kas Atrofisi ve Molekiiler Mekanizmalan

Kas lifinde kii¢liilmeye bagh olarak gelisen kas atrofisi; kas kesit alaninda
daralma, hiicre organelleri, sitoplazma ve protein iceriginin azalmasi ile kas
lifinde gii¢c kaybin1 beraberinde getirir (50). Iskelet kasinda atrofi, kasa etki etken
yukiin ve noral aktivitenin azalmasi, inaktivite, yaslanma, yetersiz beslenme,
inflamatuvar sitokinlerin ve glukokortikoidlerin artmasi gibi streslere yanit

olarak olusmaktadir (16). Insan viicudundaki en biiyiik protein deposu olan
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iskelet kaslarindaki asir1 protein yikimi kas kuvveti ve dayanikliiginda azalmaya
(36) neden olarak yasam kalitesini azaltmakta, hastaliklar sonrasi toparlanma
slirecini uzatmakta, morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir (176). Yasamin
erken donemlerinde lokomotor disfonksiyon gosteren nematodlarda, yasam

stiresinin daha kisa oldugu belirtilmistir (78).

Iskelet kasina etki eden mekanik yiikiin ortadan kalkmasi ve néral
aktivitenin azalmasi ‘kullanmama’ olarak ifade edilir. Inaktivite (202), tedavi
sonrasi uzun siireli yatak istirahati (85), denervasyon ve immobilizasyon (113)
iskelet kasinda kullanmamaya bagh atrofiye neden olan durumlardir.
Kullanmamaya bagh kas atrofisinin mimik edildigi al¢cilama ve kuyruktan asma
gibi yliksiizlestirme modellerinin insan (33, 67, 146) ve hayvan (87) iskelet kas
protein sentezini negatif yonde etkiledigi ve kas kitlesinde azalmaya neden
oldugu bilinmektedir. Ornegin, 7 giin siiresince uygulanan algllamanin sigan
soleus kasinda atrofiye neden oldugu ve geng siganlarin kas kitlesi kaybina
yaslilara gore daha yatkin oldugu bildirilmistir (88). Kuyruktan asma modelinin
sicanlara 3 hafta siiresince uygulandig1 Bederman ve digerlerinin ¢alismasinda
(2015), negatif protein dengesi ve soleus kas kitlesinde 3 hafta sonunda %52’lik
bir azalma belirlenmistir (14). Caron ve digerlerinin (2009) fare ayak bileginde
tek tarafli olarak dorsotibial immobilizasyon yaptiklar1 deneysel modelle, iki
hafta sonunda tibialis anterior kasinda olusturduklar1 atrofide kasa o0zgi
lizozomal ve proteozomal yolaklarin uyarildig: bildirilmistir. Bu tip kas kaybinda
protein sentezinde ana regulator olan mTOR sinyali inhibisyonu da kas protein
degredasyonunda rol oynamaktadir (33).

Bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumda meydana gelen kas atrofisinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar énemli bir arastirma konusu olmaya
devam etmektedir. Gilincel bilgilere dayanarak kas atrofisinde, ubikiitin-
proteozom sistem ve otofaji-lizozom yolak aktivitesindeki artisin rol aldigi
distiniilmektedir. Ubikiitin-proteozom sistem ve lizozomal yolak birbirlerini
farkli diizeylerde kontrol ettikleri gibi, farkli yolaklardaki bazi noktalarda

koordineli bir sekilde ¢alisarak protein yapim/yikim dengesi diizenler.
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2.2.1. Atrofi Siirecinde Ubikiitin-proteozom Sistem ve Lizozomal
Yolak

Hiicrede  proteolitik  sistemin  aktivasyonu,  bir¢ok  genin
transkripsiyonundaki artis ve azalma ile diizenlenir. Genel olarak bu genler,
miyofibriler proteinlerin degredasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilen atrofi ile
ilgili genler ya da ‘atrogenler’ olarak adlandirilir (164, 170). Normal kosullarda
protein sentezini tetikleyen ve IGF-1 yolaginda gorev alan Akt, bir taraftan da
FoxO transkripsiyon faktorleri tizerinden ubikiitin-proteozom sistem ve otofaji-
lizozom yolaginin fonksiyonunu da diizenler (168). Bu diizenleme FoxO ailesi
tiyelerinden Fox01, Fox03 ve Fox04 isoformlarinin her ti¢iiniin de Akt tarafindan
fosforile edilerek sitoplazmadan ¢ekirdege gecisinin engellenmesi ile gerceklestir
(Sekil 2.2). Bu nedenle Akt sadece protein sentezi icin degil, ayn1 zamanda
ubikiitin-proteozom sistem ve otofaji-lizozom yolag1 acisindan da kritik bir

oneme sahiptir (159).

Activation Deactivation

Nuclear
translocation

Nucleus

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

+ Protein degradation t Protein degradation

Sekil 2.2. FoxO transkripsiyon faktorlerinin Akt tarafindan diizenlenmesi (97).
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Gercekten de, bir¢ok atrofi modelinde Akt aktivitesindeki azalmaya
sitoplazmada fosforile FoxO seviyelerindeki azalma ve niikleer FoxO’daki artis
eslik etmistir (30). Kuyruktan asma yontemi ile uygulanan yiiksiizlestirme
modelinin si¢an iskelet kasinda Akt fosforilasyonu, mTOR aktivasyonu ve protein
ekspresyonunda azalmaya neden olmasi (18), Akt'nin iskelet kasina etki eden

yukiin yokluguna dogrudan yanit verdiginin bir gostergesidir.

FoxO transkripsiyon faktorlerinin translokasyonu ve transkripsiyonel
aktivitesi ubikiitin-proteozom sistem ve otofaji-lizozom yolaginda gorev alan
bir¢cok genin transkripsiyonu icin 6nemlidir. Keza Sandri ve digerleri (2004),
besin kisitlamasinin hiicre kiltiriinde miyottip atrofisine neden oldugu ve buna
bagh olarak azalan PI3K/Akt aktivitesinin FoxO transkripsiyon faktorleri ve
atrogin-1 indiiksiyonunu arttirdigini gostermislerdir. Ayni ¢alismada IGF-1’in
atrogin-1 ekpresyonuna etkisini Akt tizerinden gosterdigini belirlemek amaci ile
deksametazon yoluyla atrofi olusturulmus ve kiltiir ortamina eklenen IGF-1 ya
da adenoviral vektor kullanilarak Akt indiklenmistir. Elde edilen sonuglar,
hiicrede artmis IGF-1 ve aktif olan Akt'nin Fox01 ve 3 fosforilasyonunu arttirarak
deksametazonun tetikledigi atrogin-1 ekspresyonunu onledigi gosterilmistir
(170). Benzer sekilde Kamei ve digerleri (2004), kasa 0zgi FoxO1 asiri
ekspresyonuna sahip transgenik farelerde artan protein degredasyonunun kas
kitlesinde azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (83). Biitiin bu bulgular, kas
atrofisinin spesifik sinyal yolaklar1 ve genler tarafindan kontrol edilen aktif bir
siire¢ oldugu gostermektedir. FoxO transkripsiyon faktorleri tarafindan
indiiklenen kasa spesifik ubikiitin ligazlardan atrogin-1/MAFbx ve MuRF1
ekpresyonlarinin, farkli atrofi modellerinde ubikiitin-proteozom sistem
tizerinden protein degredasyonunu gerceklestirmek tlizere arttig1 bilinmektedir
(105). Bodine ve digerleri (2001), immobilizasyon ve denervasyon ile olusan
kullanmamaya bagh atrofi modellerinin iskelet kasinda MuRF1 ve atrogin-

1/MAFbx expresyonlarini arttirdigini géstermistir (18).

Atrofi siirecinde aktif olan MuRF1 ve atrogin-1/MAFbx (69, 41), hiicrede
biiytime ile iliskili stirecler ya da hayati 6nem tasiyan yolaklardaki molekiilleri

hedef alirlar. Ornegin, atrogin-1/MAFbx icin su ana kadar az sayida substrat
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tanimlanabilmisse de, protein sentezinde o6nemli bir aktivator olan elF3-f
(eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F) (46) ve onemli bir kas
transkripsiyon faktorii olan MyoD (185) atrogin-1/MAFbx’in hedefidir. MuRF1
ise; aktin, miyozin agir zinciri ve miyozin hafif zinciri 1, 2 (152, 41) gibi kas
fonksiyonlar1 i¢in son derece o6nemli olan miyofibriler proteinlerin
degredasyonuna neden olmaktadir. Gergekten de, farelerde besin
kisitlamasindan kaynaklanan kas atrofisi atrogin-1/MAFbx gen expresyonunun
inhibisyonu ile engellenmistir (45). Diger yandan Baehr ve digerleri (2011)
farelerde MuRF1 gen inhibisyonunun deksametazon kaynakli kas atrofisini
engelledigini, ancak ayn1 kosullara atrogin-1/MAFbx gen inhibisyonunun yanit
vermedigini gostermistir (8). Bir baska ¢alismada ise farelerin atrogin-1/MAFbx
ve MuRF1 genlerinden yoksun olmasinin, immobilizasyonun neden oldugu kas
atrofisine direnci arttirdig1 gosterilmistir (17). Bu calismalar iskelet kasina
spesifik ubikitin ligazlar olan atrogin-1/MAFbx ve MuRF1'in atrofiye yol acan
uygulamalarin bir kismina birlikte bir kismina ise ayri yanmit verdiklerini

gostermektedir.

2.2.2. Atrofi Siirecinde Miyostatin Yolagi

Donitistliriicii biiylime faktorlerinden miyostatin, biiyime ve gelisim ile
ilgili olan IGF-1 yolag ile etkileserek miyofibriler proteinlerin sentezinin
baskilanmasi ve miyogenezin inhibisyonundan sorumludur. Miyostatin geninden
yoksun farelerde gelisim stiresince kas lif sayisinda ve kitlesinde artis meydana
geldigi bilinmektedir (122, 123). Miyostatinin stirekli inaktif kalmasina neden
olan mstn genindeki dogal mutasyonlar, iskelet kasinda hipertrofiye neden
olmaktadir (82). Zhou ve digerleri (2010) farelerde olusturduklari kanser kaseksi
modelinde, c¢oziinliir formda ActRIIB verilmesi ile gastroknemius kasinda
ubikiitinlenen protein miktarinin azaldigl, kas kitlesinin korundugu, kas
kuvvetinin geri kazanildig1 ve yasam stiresinin arttig1 sonuclarini elde etmislerdir
(206).

Immobilizasyona bagl kas atrofisi ile ilgili bircok durumda miyostatin
ekspresyonunun insanda ve hayvanda arttigi bilinmektedir. Ornegin, ortopedik

ameliyat oncesi yatak istirahati alan hastalarin iskelet kaslarinda miyostatin
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ekspresyonu artmistir (158). Kuyruktan asma modeli ile 10 giin stresince
uygulanan immobilizasyonun, plantaris kasinda miyostatin gen ekspresyonunu
%110, miyostatin protein ekpresyonunu %37 arttirdig1 ve kas kitlesinde %16
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (194). Benzer sekilde, 17 giin siiresince
mikrogravite yolu ile uygulanan immobilizasyon sican kasinda miyostatin
ekpresyonunu arttirmistir (99).

Gecmiste  miyostatinin  kas  gelisimini  miyofibriler = protein
degredasyonunu etkileyerek mi yoksa miyogenezi engelleyerek mi diizenledigi
konusunda net bilgilere sahip degilken, son on bes yilda yapilan ¢alismalar
miyostatinin IGF1-PI3K-Akt-mTOR yolagiyla olan iliskisini ortaya koymustur.
Song ve digerlerinin (2006) IGF-1'in Smad3't PI3K/Akt yolag tizerinden inhibe
ettigini gostermelerinden sonra (177), Trendelenburg ve digerleri (2009)
miyostatinin Akt aktivasyonunu inhibe ettigi ve IGF-1'1n miyostatinin hiicre
farklilasmasini engelleyen etkisini azaltmada etkili oldugu sonucunu elde
etmislerdir (188). Bununla birlikte, farelere 4 giin siliresince miyostatin
antikorunun enjekte edilmesi miyofibriler protein sentezinin aktivasyonundan
sorumlu sinyal molekiillerinden olan p70S6K fosforilasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (197). Miyostatin inhibisyonunun mTOR tarafindan fosforile edilen
p70S6K aktivasyonunu arttirmasi, miyostatinin miyofibriler protein sentez hizi
lzerine de etki gosterdigini aciklamaktadir. Tim bu bulgular, protein
sentez/yikim dengesinin IGF-1, Akt, mTOR, miyostatin, Smad3 sinyal molekiilleri
tarafindan diizenlendigini gostermektedir. Miyostatin yolaginin IGF-1 yolag ile

iligkisi Sekil 2.3’de gosterilmistir (58).
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Sekil 2.3. Miyostatin yolaginin IGF-1 yolag ile iliskisi (58).

Kas kitlesindeki kayiplar fiziksel inaktivite ile olusmakta ve organizmay1
olumsuz yonde etkilemektedir. Kas Kkitlesinin sadece %5’ini kaybetmek bile
immiin sistemin baskilanmasina neden olurken (90), kisinin saglik durumu (10 )
ve yast (124) gibi faktorlerin varhi@li sorunun ciddiyetini arttirmaktadir.
Ektremitelerde meydana gelen kemik kiriklari, spor yaralanmalar ya da cerrahi
girisimler, belirli bir stire tedavi amac¢lh uygulanan immobilizasyonu zorunlu kilar
(25). Hizhh bir kas atrofisinin gozlendigi immobilizasyon sonrasi kas kitle ve
kuvvetini yeniden kazanmaya yo6nelik yapilan bilimsel arastirmalar, hastalik ya
da sakatlik sonrasi toparlanma siirecine daha 6zenle yaklasilmasi gerektigi
konusuna dikkat cekmektedir (16). Ozellikle spor yaralanmalarinda, sporcunun
bir an oOnce eski formunu kazanmasi, diizenli ve istenilen siddette

antrenmanlarina baslayabilmesi spor hekimliginin en 6nemli sorunlarindandir.
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2.3. AMPK ve Iskelet Kasi Atrofisindeki Olas1 Rolii

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), hiicre igerisinde enerjiyi
algilayan ve buna iliskin sinyal olusturan bir proteindir. Kas hiicresi igerisinde
AMP/ATP orani, bir metabolik stres belirtisi olan AMPK aktivasyonuna yol acar
(154, 167). Enerji duzeyini algilayan bir molekiil olarak AMPK aktivasyonu
ATP’yi kullanan yolaklar1 inhibe ederek enerjinin korunmasi, yerine konmasi ve
stirdiirtilebilmesi yoniinde rol oynar (75). Boylece ATP gerektiren anabolik
stireclerin inhibisyonu saglanmis olacaktir. Bununla iliskili olarak AMPK, TSC2
(Tuberous Sclerosis Complex 2)’yi fosforile ederek aktivasyonunu saglar. TSC2,
mTOR ve p70S6K’yi inhibe eder.

Diger yandan AMPK'nin FoxO3’i Aktl den bagimsiz olarak cesitli
noktalarda fosforile ettigi ve FoxO3’iin transkripsiyonel aktivasyonunu arttirdigi
bildirilmistir (70, 71). Bolster ve digerleri (2006), AMPK aktivasyonunu kimyasal
yolla arttirmak i¢in 5-aminoimidazole-4-carboxamide 1-beta-d-ribonucleoside
(AICAR) enjekte ettikleri erkek sicanlarda 6zellikle alpha2 AMPK aktivitesinin
kasta %51 oraninda arttigi ve AICAR enjeksiyonun protein sentezini %45
oraninda azalttigini gostermislerdir. Bu ¢alismada protein sentezindeki azalmaya
mTOR, p70S6K ve elF4G fosforilasyonunda azalmanin da eslik ettigi belirtilmistir
(21). Akut olarak dinlenim boyunun oOtesinde uzatilmis olan kasta elektrik
uyarisinin neden oldugu 4E-BP1 ve p70S6K1 fosforilasyonundaki artis1 AICAR
yoluyla AMPK’nin aktivasyonunun baskiladigi bildirilmistir (184). Diger yandan,
Nakashima ve Yakabe (2007) kas kiiltliriini AICAR eklenmesiyle FoxO lizerinden
atrogin-1 ekspresyonu ve protein yikiminin arttigini gostermislerdir (131).
Miyofibriler AMPK, enerji stresinde (yetersiz enerji) Fox03'ii aktive ederek
atrogin-1 and MuRF1 ekspresyonunu arttirmaktadir (163). Ayrica, AMPK
aktivasyonun LC3 ve Bnip3 gibi otofaji ile iliskili genleri indiikledigi bildirilmistir.
Boylece FoxO3’iin otofaji ve protein yikiminda rol oynadigi ileri stirilmustir
(163).

Thomson ve digerleri (2008), gen¢ ve yash sicanlarda gastroknemius
kasinda tek tarafli tenotomi yolu ile sinerjist kaslar olan soleus ve plantarise etki
eden yiiki arttirmayr hedefledikleri calismada, yaslida artmis fosforile AMPK

diizeylerinin yiikiin arttirildigi plantaris kasindaki hipertrofiyi azalttigini
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gozlemislerdir (184). Krawiec ve digerleri (2007), iskelet kas1 hiicresi olan C2C12
hiicrelerini farkli dozlardaki AICAR veya bir diger AMPK aktivatorii olan
metformin ile 24 saat inkiibe ettiklerinde MAFbx ve MuRF1 mRNA’larinin doza
bagh olarak arttigin1 gézlemislerdir. AMPK inhibitoriiniin kiltiire eklenmesi ise,
MAFbx ve MuRF1 mRNA’larindaki artis1 engellemistir. Boylece arastirmacilar
AMPK'nin iskelet kas atrofisinde gorev alan sinyal yolaklar1 lizerinden etkin
oldugunu gostermislerdir (94). Sekil 2.4’de AMPK aktivasyonunun mTOR’un
inhibisyonunda ve iskelet kasi spesifik ubikiitin ligazlar olan atrogin/MAFbx ve

MuRF1'i FoxO tizerinden aktive ettigi gorilmektedir.
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Sekil 2.4. Kas hiicresinde de protein sentezi ve degredasyonlarina yol acan ana
yolaklar (169).

Sonug olarak AMPK fosforillenmesi bir yandan mTOR tzerinden protein
sentezini inhibe ederken (21, 182), diger yandan FoxO3 iizerinden protein

degredasyonunu uyararak kas atrofisinde rol almaktadir (94, 131).
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Sicanda kuyruktan asma yoluyla olusturulan atrofi modelinde enerji
depolarinin azaldig1 ve protein dongiisiiniin yikim yoniinde degistigi (27) goz
onlne alindiginda, yiiksiizlestirme sirasinda AMPK aktivasyonunun artacagi ve
bu aktivasyonun atrofide rol oynayacagini diistintilebilir. Diger yandan, sicanda
kuyruktan asma yoluyla olusturulan ytiksiizlestirme veya denervasyonun AMPK
aktivasyonunun azalmasina yol a¢tig1 bildirilmistir (73, 108, 148). Bu nedenle
immobilizasyon ve TVT uygulamasinin AMPK diizeylerini nasil degistirecegi

merak konusudur.

2.4. Immobilizasyon Sonrasi Toparlanma Siirecine iliskin
Yaklasimlar

Kullanmamaya bagh kas atrofisi sonrasindaki toparlanma stireci olduk¢a
yaygin klinik bir problem olmasina karsin, kas kitlesi ve beraberindeki kuvvet
kaybini 6nleyecek basarili bir terapi ya da ilag tedavisi bulunmamaktadir. Su ana
kadar sadece direng egzersizlerinin, kas atrofisini geriye dondiirme ya da kas
kitlesi ve kuvvetini korunmada uygulanabilecek bir yontem oldugu
kanitlanmistir (66, 16). Gercekten de, diren¢ egzersizlerinin iskelet kasinda
yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden oldugu hayvan ve insan ¢alismalari ile
ortaya konmustur. Ornegin Baar ve digerleri (1999), sicanlar anestezi altinda
iken siyatik sinirin toplam 22 dakika siiresince uyarildig1 (100 Hz; 60 kasilma)
bir direng egzersizi protokolii uygulayarak kas kitlesinin, tibialis anterior (TA)
kasinda %14,4+3,15 ve ekstansor digitorium longus (EDL)'de %13,9+3,01
arttigin1 saptamislardir. Bu ¢alismada ayni zamanda protein sentez yaniti da
incelenmis ve S6 protein kinaz (p70S6k) fosforilasyonunun 3 ve 6. saatler
arasinda TA'da %363,2+29,4 ve EDL'de %353,4%+39,5 arttifi sonucu elde
edilmistir (7). Hayvan ¢alismalarindan elde edilen bulgular insan ¢alismalari ile
paralellik gostermektedir. On iki haftalik diren¢ egzersizlerinin dominant
olmayan kolda biceps brachii kas kesit alaninda erkeklerde %14,8, kadinlarda
%12,6 ve dinamik kuvvette erkeklerde %48,2, kadinlarda %72,1’lik artisa neden
oldugu saptanmistir (129). Apré ve digerleri (2013) ise, orta diizeyde
antrenmanli 10 katihmcinin yaptigi 45 dakikalik yiiksek siddetteki direng

egzersizi sonrasinda mTOR fosforilasyonunun 2 kat ve onun etkiledigi S6 kinase
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1 S6K1 (S6K1) fosforilasyonun 14 kat arttigini gostermistir (6). Direng
egzersizlerinin sadece genclerde degil, yashlarda da kas kitle ve kuvvetini
arttirdig1 bilinmektedir. Sarkopeni olarak tanimlanan ilerleyen yasla birlikte kas
kitle ve kuvvetinde ortaya ¢ikan kayiplarin (178) etkilerinin azaltilmasinda
direng egzersizleri ile artan kas kitle ve fonksiyonunun 6énemli bir yeri vardir
(109, 194, 151). Ote yandan uygulamaya yonelik bazi zorluklar, direng
egzersizlerini bir tedavi yontemi olarak her zaman kullanilabilmesini
sinirlamaktadir.  Ornegin, kas Kkitlesinde artisin tetiklenmesi icin direng
egzersizlerinin belirli bir siddetin listiinde olmasi gerekmektedir. Ancak, 6zellikle
yasl bireylerde kisinin saglhk kosullar1 o siddetteki diren¢ egzersizlerini tolere
edecek durumda olmayabilir. Bu da yapilan egzersizin hedeflenen amaca
ulasmamasina neden olur. Diger yandan egzersiz programin takip edecek bir
uzman, egzersizlerin yapilacagl uygun bir ortam, kisilerin aktivite diizeyi ve bu

programin maliyeti de bir bagka tartisma konusudur (66).

2.5. Iskelet Kasi Sicak Soku Proteinleri

Organizmanin strese uygun bir sekilde yanit vermesi, homeostazisin
korunmasi ve hiicrenin canliligini siirdiirebilmesi icin yasamsaldir. Bu yanitta en
onemli rolii sicak soku proteinleri veya stres proteinleri olarak adlandirilan
HSP’ler oynar. HSP’ler canli diinyasinda evoliisyon siireci boyunca oldukea iyi
korunmus bir grup protein ailesinden olusmakta olup kronik veya akut stres
kosullarinda hiicre homeostazisinin korunmasinda rol alir (91). Hsp’ler canl
organizmalar, dokular ve hiicrelerde birbirinden farkli ¢ok cesitli fizyolojik
siireclerde rol oynamaktadir. HSP’lerin sitoplazmik konsantrasyonlar1 basta
sicak stresi olmak {lizere, serbest radikaller, protein denaturasyonu ve
agregasyonu, hiicre ici asiditenin artmasi, proteoliz gibi cok ¢esitli streslerde artis
gosterir (106, 196).

Yasam stireci boyunca iskelet kaslar1 biiylime ve gelisme ile yaslanma
basta olmak tizere cesitli cok cesitli adaptif siireclerden geger. Viicudun en biiytik
organi olarak nitelendirilen iskelet kaslar1 bu uyum siirecini siirdiirebilmesi ve
diger cesitli streslere yanit verebilmesi icin gerek yapisal ve gerekse

indiiklenebilir olduk¢a genis bir HSP ailesi liyelerine sahiptir. Bunlar 70 kDa
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ailesinin yapisal ve indiiklenebilen tiyeleri olan Hsp72 ve Hsp73, mitokondrial
saperon olarak rol alan Hsp60 ve Hsp75, Hsp90, Hsp47, Hsp32, Hsp25/27 ve
diisiik molekiiler agirlikli HSP’ler olan HspZ20, alfa beta crystallin ve digerleridir
(92, 135). Bunlarin icerisinden Hsp72 ve Hsp25/27'nin (insandaki formu Hsp27)
iskelet kaslar1 i¢in ayr1 bir 6nemi vardir.

Iskelet kaslari farkl tip kas liflerinden olusmustur. Sican iskelet kasinda
yavastan hizliya dogru sirasiyla tip |, tip Ila, tip IIx ve tip IIb olmak iizere dort
farkli kas lif tipi bulunmaktadir. Iskelet kaslarinda lif tiplerinin dagilimi kasin
bulundugu yere ve buna gére kasin fonksiyonuna bagh olarak degisir. Ornegin
yer cekimine karsi ayakta durmay1 saglayan soleus ve medial gastroknemius
agirlikli olarak tip I liflerinden olusmusken EDL kasinda tip IIb yiizdesi en fazladir
ve tip I neredeyse hi¢ bulunmaz (53). Bazal kosullarda, tip I ve tip Ila liflerinden
zengin tonik olarak aktif olan soleus gibi postir kaslar1 daha yiiksek HSP
icermektedir (136). Bu durumun, bazal diizeyde bu kas liflerindeki artmis
aktiviteye ve oksidan strese bagli artan transkripsiyon ve dolayisiyla bu koruyucu
proteinlere olan ihtiyacin arttirmasi nedeniyle mi olustugu konusu net degildir.
Bununla birlikte, kas miyozin fenotipinde degisiklige yol acgan, tiroid hormon
diizeylerinin artirilmasi (102) veya kas hipertrofisine iliskin ¢alismalar (138)
Hsp72’nin bazal diizeylerinin belirlenmesinde miyozin profilinin daha etkili
oldugunu gostermektedir. Genel olarak tip I ve Ila liflerinde Hsp72 ekspresyonu
bazal diizeyde de yiiksek iken, tip IIx ve IIb liflerinde diisiiktiir (110, 102, 138,
139).

70kDa HSP ailesinin indiiklenebilir iiyesi olan Hsp72, protein sentezi
sirasinda yeni olusan peptidlere eslik ederek onlarin proteazlar tarafindan
parcalanmasinin  6nlenmesinde, dogru katlanmalarinda ve hicre ici
lokalizasyonlarina giivenli tasiniminda rol oynar (13). Immobilizasyonu takiben
yapilan remobilizasyon doneminde Hsp72 miktarlarinin arttig1 gosterilmis olup,
bu artisin atrofi sonrasi toparlanmaya yardimci olabilecegi belirtilmistir (190).

Egzersiz, artmis kas ici sicaklik, metabolik diizensizlik ve olasi kas hasari
ile karakterize, hiicrenin ¢ok da alisik olmadigi bir stres olusturur (136). Egzersiz
sirasinda sicaklik artisinin egzersizin siddetine bagl olarak arttig1 bilinmektedir

(166, 89). Boylece egzersiz, hiicrede HSP artisina neden olan hiicre igi
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degisiklikleri gerceklestirerek o6zellikle HSP diizeylerinde artisa yol acar (54,
130, 140, 137). Egzersizin yol actig1 bu HSP artisy, egzersiz tipi, siddeti, siklig1 ve
stiresi (54, 53) gibi faktorler yani sira daha 6nceki antrenman durumu gibi
faktorlerden etkilenir (126). Hsp72 ve Hsp27’nin insanda ekzentrik (147) veya
izometrik egzersizler (189) sonrasinda artis gosterdigi belirtilmistir.

Kasin yiikstizlestirilmesi genel olarak HSP diizeylerinde bir diisiise yol
acarken, sinerjist kasin tenatomisi yoluyla gercgeklestirilen yiikiin arttirilmasi
kosullarinda HSP seviyelerinde artis goriiliir. Iki haftalik immobilizasyon Hsp72
ve Hsp60 diizeylerinde onemli 6l¢lide distise yol actigi (141) ve Hsp25
fosforilasyonunu azalttigl bildirilmistir. Diger yandan plantaris kasinda ytikiin
arttirilmasi, lif tipinin yavas tip yoniinde degisimi ile birlikte bazal dizeyde
Hsp72 diizeylerinde artisa neden olmustur (110).

Hsp72 ve Hsp25 iskelet kasinda hiicreyi koruyucu 6zellige sahip stres
proteinlerindendir. Iskelet kasmin elektrik stimiilasyonu yolu ile
kontraksiyonunun kasin uyarilma sirasindaki boyuna gore degistigi
gorilmektedir. Dinlenim boyundan daha uzun pozisyonda tutularak yapilan
elektrik stimiilasyonunda daha kisa pozisyonda tutularak yapilan elektrik
stimiilasyonuna gore takip eden 8. saatten 7. gline kadar kas hasari sergiledigi ve
bu hasara Hsp72 ve Hsp25’in eslik ettigi goriilmiistiir. Diger yandan Inoue ve
digerleri (2009), dort haftalik al¢1 yoluyla immobilizasyonun ardindan bir hafta
remobilizasyon ve pasif germenin soleus Hsp72 ve Hsp25 diizeylerin etkisini
inceledikleri ¢alismada pasif germenin kas hasarini azaltmasina Kkarsin
remobilizasyona gore daha az HSP proteinlerine sahip oldugunu belirtmistir
(81). Bu ¢alismalar hasarin varligi durumunda Hsp25 ve Hsp72 indiiklenmesinin
daha yiiksek diizeyde kaldigini gostermektedir.

Sekiz giinliik kuyruktan asma yoluyla gerceklestirilen atrofi modelinde, 24
saat Oncesinde sicak stresi yoluyla Hsp72 indiiklenmesi kas atrofisini %32
oraninda azaltmaktadir (130). Benzer sekilde Duchenne kas distrofisinde (DMD)
BGP-15 isimli farmakolojik Hsp72 indiikleyicisi araciligiyla intramiiskiiler Hsp72
diizeylerinin arttirilmasinin; farelerde olusturulan iki farkli DMD modelinde
sarkoplazmik retikiiliim Ca*2ATPaz'in fonksiyonunun korunmasini saglayarak

distrofik patolojiyi azalttigl, kas kuvvetini korudugu, kontraktil fonksiyonlarini
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iyilestirdigi ve ekstremite kaslarinda goriilen distrofik patolojiyi gerileterek fare
omruini uzatttigl gorulmustir (63).

Bu ¢alismalar, iskelet kasi atrofisinde azalmasi beklenen Hsp diizeylerinin
arttirllmasinin = remobilizasyonda karsimiza ¢ikan fonksiyon kaybinin

azaltilmasinda rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

2.6. Tuim Viicut Titresimi

Son yillarda tiim viicut titresimi (TVT)'nin néromuskiiler adaptasyonlar
yolu ile kasin trettigi giic ve dayaniklilikta artis meydana getirerek direng
egzersizlerine benzer bir etki gosterdigi bildirilmistir (115, 19). TVT ile kuvvet
kazaniminin temel olarak kas kontraksiyonunu baslatan gerim refleksi
duyarlhiliginin artisina bagh noral faktorlerden kaynaklandigi bildirilmis (62,
145). Yatay bir platformun vertikal diizlemde diisiik genlik ve yiiksek frekansta
titresimler Uretmesi ile uygulanan TVT, alfa motor noronlar1 uyararak kas
kasilmasini baslatir (35). Genel olarak insanda 20-40Hz frekans ve 1-5mm genlik,
sicanda ise 17-90Hz ve 0,1-3mm olarak uygulanan protokollerin kas kasilmasini
uyaran nitelikte oldugu belirtilmistir (116, 157). Antrenmansiz geng
yetiskinlerde haftada 3 defa olmak ilizere 12 hafta siiresince TVT iizerinde
uygulanan statik ve dinamik diz ekstansor egzersizlerinin, izometrik diz
ekstansor torkunda %16,6£10,8 ve dinamik kuvvette %9,0+3,2 artisa neden
oldugu bildirilmistir (51). Ayni ¢alismada TVT uygulanan grup ile ayn1 zaman
dilimi icerisinde diren¢ egzersizleri yapan grup (RES) ve TVT’nin plasebo
etkisinin test edildigi bir diger grup olusturulmustur. izometrik diz ekstansor
torku ve dinamik kuvvette TVT grubunda oldugu gibi RES grubunda da artis
gozlenmis ancak, plasebo grubunda herhangi bir degisiklik olmamistir. Diger
yandan, sigrama yiiksekliginde (%7,6+4,3) patlayic1 glicteki gelisime bagh olarak
sadece TVT grubunda anlamli bir artis gézlenmistir. Bu bulgular, kronik TVT
uygulamasinin iskelet kas kuvvetinde gelisime neden oldugunu ve bunun bir
plasebo etkisi olarak yorumlanamayacagin1 gostermistir. Benzer sekilde 50Hz
frekans ve 4mm genlikte, 60sn titresim ve 60sn dinlenmeden olusan TVT seansini
haftada haftada 2 giin bile yapmanin yagsiz kas kitlesinde ve izokinetik kuvvette,

60, 180 ve 270 derecelerde artisa yol actig1 ve haftada 3 giin yapanlarda bu
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etkinin daha fazla gorildigli ifade edilmistir. Boylece, bu vibrasyon
modalitesinin gen¢ sporcularda kas kitle ve kuvvetini gelistirmekte
kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir (119). Wilcoock ve digerleri (2009), antrene
sporcularda yapilmis olan alt1 calismadan yola ¢ikarak vibrasyonun genel olarak
kas tizerine etki eden g-kuvvetini artirdig1 ve yapilan egzersiz ytikii lizerine ilave
bir yiik sagladigi ve bu yiikiin kas hipertrofisine yardimci oldugunu belirtmistir
(199). Her ne kadar Wilcoock'un soziinii ettigi vibrasyon kassal antrenman
sirasinda uygulanan vibrasyon olsa da, ndéromiiskiiler potansiyelin artisi
acisindan TVT uygulamasi ile benzerlik gostermektedir. Calismalar TVT’nin EMG
aktivasyonunda artisa yol agtigini gostermistir (31, 47). TVT nin akut etkisi tonik
vibrasyon refleksi adi verilen kassal refleks ortaya c¢ikarmasidir (118).
Vibrasyonun esas olarak kas igciklerinden gelen afferent uyarilarin gerime daha
duyarl hale gelmesine neden oldugu, bdylece alfa motor néron aktivasyonunu ve
dolayisiyla motor tUnite katihmini, atesleme frekansini ve motor {niteler
arasindaki uyumu arttirdigi bildirilmis ve bunlarin sonucu olarak daha giiglii bir
kas kasilmasinin ortaya ciktig1 ifade edilmistir (199).

TVT uygulamasinin yash kadin ve erkeklerde kas hipertrofisine de yol
actig1 gosterilmistir (112). Bu nedenle, yeterli siddette direng egzersizi yapmanin
risk olusturdugu durumlar ve yaslillikta TVT'nin kas kitle ve fonksiyonun
korunmasi i¢in uygun bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger yandan,
TVT’nin iskelet kasinda kitle artisina neden olan sinyal yolaklari lizerine etkisi
bilinmemektedir. In vitro olarak miirin hiicre kiiltiiriinde ve in vivo olarak alt
glinliik CD1 fare kasindan elde edilen uydu hiicrelerde ve CD1 farelerin 30Hz
frekansta vibrasyona tabi tutulduktan sonra hipertrofi ve atrofi sinyal
yolaklarinin incelendigi ¢calismada mekanik vibrasyonun CD1 fare kasinda atrofi
genlerini ve miyostatini gii¢lii bir sekilde down-regiile ettigi ve uydu hiicrelerin
flizyonunu sagladig1 saptanmistir. Diger yandan miirin hiicre kiltiiriinde yapilan
proliferasyon c¢alismasinda uyarilan hiicrelerin biiylime hizinin azaldigi
gorilmiistiir (34). TVT'nin iskelet kas atrofisinde rol oynayan sinyal yolaklari
tizerine etkisinin aydinlatilmasi, 6zellikle algi, atel veya ameliyat gibi atrofiye

neden olan kosullarda ve belki de sarkopeni gibi yasa bagh kas kitle ve kuvvet
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kaybinda tedavi ve rehabilitasyon modalitelerinin belirlenmesi agisindan da
onem tasimaktadir.

Diger yandan, TVT sirasinda vibrasyonun mekanik enerjisinin doku ve
cesitli kompartmanlardaki viicut sivilar: tarafindan absorbe edildigini (191) ve
bunun da, sicaklik artisina neden oldugu bildirilmistir (39, 40). On bes dakika
stireli 100Hz frekansh lokal vibrasyon uygulamasini takiben 6n kolda deri
sicakliginin arttigt ve 10dk boyunca yiiksek kaldigi, ayrica deride eritem
olusturdugu bildirilmistir (144). Keza 16dk 45Hz frekansinda, 2mm genlikte
aralikli vibrasyon uygulamasinin uyluk deri sicakligini arttirdigi, bunun kas lif
uzunlugunda degisiklige yol acan refleks kasilmaya bagh kas i¢i sicaklig1 artisi ve
1siy1 uzaklastirmak igin deri kan akimi artirisindan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir (77).

Iskelet kas1 kullanmamaya atrofi ile yanit verir. Bu siirecte proteoliz hiz1
protein sentez hizinin 6tesine gecerek kas kaybina neden olur. Bir diger ifade ile
protein yikimi artarken sentezin azalmasi protein kaybi ve atrofiye neden olur.
Yikim veya sentez hizinin azalmasinin atrofi olusumuna relatif katkilarinin
dogrudan olciildiigi bir calisma yoktur. Bununla birlikte kullanmamanin protein
degredasyonunu uyardigl ve bu siirecin c¢esitli proteolitik mekanizmalarin
ortaklasa etkisi ile saglandig1 diisiiniilmektedir.

Gercekten de, bilinen biitiin kullanmama atrofilerinde ubikutin-
proteozom yolag1 ana yolaktir (16). Kullanmamaya baglh atrofide bu yolagin kilit
roldeki genlerinin aktivasyonunu ile kasa spesifik E3 ligazlar olan
MAFbx/atroginl ve MuRF1 mRNA’larin miktar1 ytikselir (17) ve 20S ve 26S
proteozom kompleksinin proteolitik aktivitesi artar.

Kullanmama atrofisi sirasinda kas proteazlar1 ve otofaji de aktive olur.
Kalsiyum bagimli proteaz olan Calpain mRNA ve aktivasyonunun mekanik
yiiksiizlestirme kosullarinda arttigi iyi bilinmektedir (180, 5, 181). Ozellikle
kaspaz-3, -6, -8 ve 12 ylikstizlestirme ile aktive olan diger 6nemli proteazlardir
(5, 181). Gerek insan ve gerekse kemirgen calismalari, kullanmama sirasinda
lizozomal sistem tizerinden otofajinin de arttigin1 bildirmektedir (80, 5, 181, 29).
Bu ¢alismada iki haftalik algilama yoluyla olusan immobilizasyonun atrofi sinyal

yolaginda gorev alan bazi anahtar molekiiller tlizerine etkisi, TVT’nin protein
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sentezine iligkin sinyal yolaklarini aktive edip etmedigi ve son olarak da TVT'nin
immobilizasyonu takip eden bir haftalik remobilizasyon déneminde protein
sentez ve degredasyon sinyal yolaklarina etkisi arastirilmistir. Bu nedenle atrofi
olusum mekanizmasi, bir diger ifade ile kas proteazlar1 veya otofajinin bu

molekiillerin aktive veya inaktive olusundaki rolii degerlendirilmemistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Grubu

Bu calismada, daha oénce ‘IMMOBILIZASYON VE TITRESIM
UYGULAMASININ ASIL TENDONU UZERINE ETKISI’ bashkli uzmanlik tezi i¢in
Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2010-42
say1li etik kurul onay1 verilmis hayvanlardan izole edilip saklanmis kas dokular:
kullanilmis olup, ikinci bir etik kurul iznine gerek olmadig1 konusunda Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan bilgilendirme

yapilmistir.

Viicut agirliklar1 200-250gr olan 30 adet 4-6 aylik disi Wistar Albino cins
sican, bir hafta silireyle 12 saat aydinlik/karanlik periyodunda, her kafeste bir
hayvan olacak sekilde, yaklasik 22°C oda 1s1s1 ve % 50-60 nem iceren ortamda
barindirilarak bulunduklar1 ortama adapte olmalar1 saglanmistir. Hayvanlara,
ginlik beslenme gereksinimlerini ayni oranlarda karsilamalar1 igin esit
miktarlarda yem ve su verilmistir. Bir haftalik adaptasyon siirecinden sonra
hayvanlar, immobilizasyon ve TVT uygulamalarina baslamak tizere asagidaki

sekilde gruplandiriimistir.

3.1.1. Deney gruplari

1- Kontrol grubu (K; n=6): Bu grup hayvanlar hicbir uygulama
yapilmaksizin diger gruplarla 6zdes icerikli yiyecekler ile beslenmisler ve
12 saat aydinlik/karanlik periyoduna tabi tutulmuslardir. Hayvanlara iki
hafta sonunda 6tenazi yapilarak soleus kaslari izole edilmistir.

2- Immobilizasyon (I; n=6): immobilizasyonun iskelet kasinda atrofiye
neden olan sinyal yolaklari iizerine etkisinin gézlenmesi i¢in bu gruptaki
hayvanlara iki hafta siiren algilama uygulanmistir. Hayvanlara iki hafta
sonunda otenazi yapilmis ve soleus kaslari izole edilmistir.

3- immobilizasyon-Remobilizasyon (iR; n=6): Bu grup hayvanlar iki
haftalik immobilizasyon uygulamasi sonrasinda bir hafta siiresince hicbir
uygulama yapilmaksizin normal kosullarda barindirilmislardir. Bir

haftanin sonunda hayvanlara, iT grubu ile es zamanlh 6tenazi yapilmis ve
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soleus Kkaslar1 izole edilmistir. Boylece TVT’nin immobilizasyon
sonrasinda olusan atrofi lizerine etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

4- immobilizasyon-Titresim (IT; n=6): Titresimin, immobilizasyon
sonrasl kas atrofisinde rol alan bazi sinyal yolaklar1 tzerine etkisini
incelemek amaciyla hayvanlara iki haftalik al¢ilamay: takiben bir hafta
sireyle TVT uygulanmistir. TVT protokoliiniin sonunda hayvanlara
Otenazi yapilmis ve soleus kaslari izole edilmistir.

5- Tim Viicut Titresimi (T; n=6): Bu grup TVT'nin tek basina iskelet
kasinda protein sentezi ile ilgili sinyal yolaklarindaki bazi genler tzerine
etkisinin belirlenmesi amaci ile olusturulmustur. Hayvanlar, diger
gruplara uygulanan iki haftalik immobilizasyon stiresince normal
kosullarda barindirilmistir. iki hafta sonunda bu grup IT grubu ile es
zamanli TVT wuygulamasina alinmistir. TVT uygulamasi sonrasinda

hayvanlara 6tenazi yapilmis ve soleus kaslari izole edilmistir.

Sekil 3.1. Deneysel Planlama.

Glinler

123 4567 8 9% 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

L] Kontrol M Immobilizasyon [ Remobilizasyon B3 TVT  $§ Otenazi
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3.2. DENEY PROTOKOLLERI

3.2.1. immobilizasyon

Bu calismada, iskelet kasinda atrofiye neden oldugu bilinen bir
immobilizasyon yontemi olarak algilama kullanilmistir. Algillama isleminden
once hayvanlar 90mg/kg Ketamin (Ketalar 50mg/ml ketamin hidrokloriir +
benzetonyum Kkloriir, Pfizer) ve 10mg ksilazin (Rompun %2 ¢ozelti 23,32mg/ml
ksilazin hidrokloriir, Bayer)’in intraperitonel enjeksiyonu ile uyutulmustur.
Soleus kasinin da igerisinde oldugu plantar fleksorlerde en fazla atrofiye neden
olan algilama pozisyonu ayak bileginin plantar fleksiyonda iken algilandigl
pozisyon oldugu bilinmektedir (93, 87). Bu nedenle al¢ilama her iki bacak
plantar fleksiyonda iken, hayvanlarin hareket kisitlamasini en iyi diizeyde
saglamak amac ile iliak kanatlarin izerinden alt ekstremiteleri tamamen
icerisine alacak sekilde yapilmis ve gluteal bolge agikta birakilmistir (Sekil 3.2).
Algllama yapilan hayvanlar iki hafta siire ile Kkafeslerinde beslenme

gereksinimlerini karsilayabilecek sekilde barindirilmistir.

3.2.2. Tim Viicut Titresimi

TVT uygulamasi, hayvanlarin bir hafta siire ile her giin ayn1 saatte 45 Hz
frekans ve 3 mm genlikte titresim veren bir platform lizerinde tutulmasi ile
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). TVT uygulamasi toplam siire igerisinde 2 dakika
titresim ve 1 dakika dinlenim periyotlar1 seklindedir. Hayvanlarin titresim
platformuna adaptasyonlarinin saglanmasi amaci ile 15 dakika ile baslanmis, bu
stire her giin 5’er dakika arttirilip 4, 5, 6 ve 7. glinlerde 30 dakika olacak sekilde
uygulanmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. TVT Uygulama Plani.

Giinler Frekans Genlik Toplam Siire
(Hz) (mm) (dKk)
1 45 3 15
2 45 3 20
3 45 3 25
4 45 3 30
5 45 3 30
6 45 3 30
7 45 3 30

Sekil 3.2. Al¢1 uygulamasi. Sekil 3.3. TVT uygulamasi.

3.3. ANALiZ YONTEMLERI

3.3.1. Doku izolasyonu

Dokular, deney protokollerinin IR, IT ve T grubu icin 21. giinde
tamamlanmasin takip eden 24 saat igerisinde, K ve I grubu icin 14. Giiniin
tamamlanmasinin hemen ardindan alinmistir. Hayvanlar intraperitonel
pentobarbital sodyum (100mg/kg) enjeksiyonu ile derin anestezi altinda iken
oldiiriilmiis ve soleus Kaslar1 izole edilmistir. izole edilen kaslar buz iizerinde

temizlendikten sonra agirliklar1 hassas tarti ile belirlenmistir. Polietilen tiipler
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icerisinde likit nitrojene daldirilarak dondurulan dokular analiz edilinceye kadar

-80°C dondurucuda saklanmistir.

3.3.2. RNA izolasyonu

DNaz-RNaz’lardan arindirilmis polietilen (Steril PE) tiiplere 50mg soleus
kasi, 10 kat hacimde TRIzol Reagent (Ambion, Life Technologies; Katalog no:
15596-018) ve 50mg DNaz-RNaz'lardan arindirilmis zirkonyum oksit boncuklar
(2mm, Next Advance) konmustur. Dokular mekanik homojenizatér (Bullet
Blender Storm, Next Advance) ile homojenize edildikten sonra homojenatlar
steril PE tiiplere alinmistir. Daha sonra 12.000 xg hizda +4°C’de 2 dk siire ile
santriflij edildikten sonra siipernatantlar temiz steril PE tiiplere aktarilmistir.
Stipernatantlardan RNA izolasyonu, PureLink RNA Mini Kit (Ambion, Life
Technologies, Katalog no: 12183020) kullanilarak iiretici firmanin yonergeleri

dogrultusunda yapilmistir.

3.3.3. RNA Konsantrasyon Belirlenmesi

RNA izolasyonu sonunda 6rnekler buz tlizerinde bir siire bekletildikten
sonra RNA konsantrasyonlar florometrik olarak Qubit® RNA BR Assay Kit
(Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA; Katalog no: Q10210) ile
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA)
kullanilarak ol¢iilmiistiir. RNA konsantrasyonlar1 belirlenen o6rnekler,
komplementer DNA (cDNA) sentezinde kullanilmak tizere tiim 6rneklerin son
hacmi 10ul ve RNA konsantrasyonu 500ng/ul olacak sekilde esitlenmis ve geriye
kalan RNA’lar -80°C dondurucuda saklanmustir.

3.3.4. cDNA Sentezi

Izolasyon sonrasi elde edilen tek zincirli RNA molekiilii olduk¢a hassas bir
yapiya sahip olmasi nedeni ile kolayca degrade olabilmektedir. Bu nedenle
RNA’'nin, devam eden islemlerin yapilabilmesi icin ters transkriptaz enzimi ile
daha saglam bir yapiya sahip olan cDNA’ya donitistiriilmesi gerekmektedir. Ters
transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi icin High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA; Katalog no: 4368813)

kullanilmistir. Sentez icin gereken reaktifler tretici firmanin belirledigi (Tablo
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3.2) hacimlerde, toplam hacim 10pl olmak tizere PCR plakasina ytiklenmistir. Bu
plakada her 6rnege ait kuyulara RNA konsantrasyonlar: esitlenmis 6rneklerden
10pl eklendiginde reaksiyon hacmi 20ul olmustur. Kisa sureli spin yapilarak
kuyular icerisindeki hava kabarciklarindan arindirilan plaka, termal dongi
cihazina (Veriti®, Applied Biosystems, Foster City, CA) yerlestirilmis ve
inklibasyon icin Tablo 3.3’de verilen protokol uygulanmistir. Elde edilen

cDNA’lardan geriye kalanlar -20°C’de saklanmistir.

Tablo 3.2. cDNA sentezi i¢in gereken reaktif hacimleri

Reaktif Hacim (pl)
10xRT tamponu 2
dNTP karisimi 0,8
Randomize primerler 2
Ters Transkriptaz 1
Niikleazlardan arindirilmis dH20 4,2
Toplam Hacim 10

Tablo 3.3. cDNA sentezi icin uygulanan termal dongii protokolii

1. Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak

Sicaklik (°C) 25 37 85 4

Siire (dk) 10 120 5 o0

3.3.5. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

TVT’nin, immobizasyon sonrasi soleus kasinda protein sentezine iliskin
bazi genlerin ifadelenmesi iizerine etkisi kantitatif RT-PCR (ViiA™ 7 Real-Time
PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA) analizi ile belirlenmistir. Steril
96 kuyuluk PCR plakalarina her érnekten iki defa yiiklenen cDNA’lar, TagMan
Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA)’ler kullanilarak

analiz edilmistir. RT-PCR sonuglar1 housekeeping gen olarak secilen -aktin
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(Applied Biosystems, Foster City, CA; Rn00667869_m1) ile normalize edilmis ve
ViiA™ 7 Software v1.2.4 yazilimi ile AACt degerleri hesaplanmistir.

3.3.6. Protein Analizi

Soleus kasindan 50mg alinarak 100mM HEPES (pH 7.9), 10mM KCl,
0,1mM EDTA (pH 8.0), 0,5mM MgClz, 0,1mM EDTA, 1mM DTT 0,1mM PMSF,
0.05% NP40, posfotaz ve proteaz inhibitorleri iceren homojenizasyon tamponu
ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasi sitozolik protein analizi i¢in
homojenatlar 7500 xg’'de 15 dakika santrifiij edilip slipernatantlar polietilen
tiplere ayrilmistir. Cekirdek proteinlerinin analizi icin daha 6nce -80°C’de
saklanan pelletler 10 kat voliimde liziz tamponu (20Mm HEPES pH 7.9, 420Mm
NaCl, 0,1mM EDTA, 1,5mM MgClz, 1mM DTT, 0,5mM PMSF, %25 gliserol) ile
kanstirilmistir. Otuz dakika buz tlizerinde bekletildikten sonra 10.000 xg'de 30
dakika santriflij edilmis ve ardindan slipernatantlar polietilen tliplere konarak

analizler yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir.

3.3.7. Western Blot Analizi

Soleus kasinda MAFbx, p-Fox03a, FoxO3a, mTOR, p-Akt1, p-4EBP1, AMPK,
Hsp72 ve Hsp25 protein miktar1 poliakrilamid jel elektroforezi ve immiinoblot
teknikleri kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin protein icerikleri belirlendikten
sonra 45ug protein, molekiiler agirliklarina gore degisen ytizdelere sahip (% 12,
% 10, % 5) tek boyutlu sodium dodecyl sulfate poliakrilamide jel elektroforezi
(SDS-PAGE)'ne yuklenmistir. Proteinler elektroforez sistemi (Bio-Rad, mini
protean) ile 1,5-2 saat slireyle molekiiler agirliklarina gore ayristirilmistir.
Ardindan proteinler 0,45pum kalinliginda nitroseliilloz membranlara (BioRad),
yar1 kuru transfer sistemi (Trans-Blot Turbo, BioRad) ile 20V elektrik akiminda
30 dakika siiresince transfer edilmistir. Transfer islemi tamamlanan
membranlar, TTBS ile yikandiktan sonra icerisinde % 5 BSA ya da kuru siit iceren
TTBS ile 1 saat oda sicakliginda bloklanmistir. Bloklama isleminden sonra tekrar
TTBS ile yikanan membranlar Tablo 3.4’de sunulan birincil antikorlar ile tiretici
firmanin 6nerileri dogrultusunda 1 saat oda sicakligi ya da +4°C’de biitiin gece

inkiibe edilmistir.
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Tablo 3.4. Blotlama isleminde kullanilan birincil antikorlar

Protein Molekiiler Uretici Firma Katalog
Agirhk No
(kDa)
MAFbx BioVision 3535-100
MuRF1 41-44 R&D Systems AF5366
p-Fox03a (Ser253) 97 Cell Signaling 9466
mTOR (7C10) 289 Cell Signaling 2983
p-Akt (Ser473) (193H12) 60 Cell Signaling 4058
p-4EBP1(Thr37/46) 15-20 Cell Signaling 2855
(236B4)
p-AMPKa(Thr172) 62 Cell Signaling 4188
(D79.5E)
AMPKa (23A3) 62 Cell Signaling 2603
Hsp72 72 Stressgen SPA810
Hsp25 25 Stressgen SPA801

Birincil antikorlar ile inklibasyon tamamlandiktan sonra yikanan
membranlar Horse Radish Peroxidase (HRP) ya da Alkaline phosphatase (AP)’a
konjuge ikincil antikorlar ile oda sicakliginda bir saat inkiibe edilmistir. ikincil
antikor inkiibasyonu sonrasinda membranlar TTBS ile yikandiktan sonra protein
bantlar1 kemiliiminesans substrat (Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad,
Katalog No: 170-5061) ya da bromochloroindolyl phosphate-nitro blue
tetrazolium substrati (Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit, Bio-Rad,
Katalog No: 170-6432) kullanilarak goriintiilenmistir. Protein bantlarinin
miktarsal tayinleri Image ], NIH goriintii analizi (Schneider, 2012) ile

belirlenmistir (175).

3.3.8. Verilerin Analizi

Degiskenler ortalama ve standart hata seklinde ifade edilmistir. ikiden
fazla sayida grubun karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi ve ikili
karsilastirmalar icin ise Tukey post hoc testi kullanilmistir. Viicut agirliklarindaki

zamana bagl degisim, ikiden fazla zaman dilimi i¢in Cift Yonli Varyans Analizi
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ile iki grup icin Eslestirilmis ki Ornek Testi ile degerlendirilmistir. Tim

istatistiksel analizlerde p<0.05 diizeyi anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma, al¢ilama yolu ile uygulanan immobilizasyon ve TVT nin iskelet
kas1 atrofisinde rol oynayan bazi sinyal molekiilleri tzerine etkisini ve
remobilizasyon siirecinde uygulanan TVT’nin bu molekiilleri nasil etkileyecegini
incelemek amaci ile yapilmistir. Otuz adet disi Wistar cinsi sican; K, I, IR, IT ve T
olmak tizere bes gruba esit olarak dagitilmistir (n=6). I, IR ve IT gruplarindaki
hayvanlara iki hafta siire ile immobilizasyon uygulanmstir. IR grubu si¢anlar iki
haftallk immobilizasyonu takiben kafeste serbest birakilirken, IT grubu
hayvanlara remobilizasyon silirecinde 45Hz frekans ve 3mm genlikteki TVT
uygulamasi yapilmistir.

K, 1, IR, IT ve T gruplarindan elde edilen soleus kasinda, RT-PCR
kullanilarak protein déngiisiiniin negatif diizenleyicileri olan MuRF1, MAFbx,
Fox03a, Fox01, AMPK ve miyostatin ve pozitif diizenleyicileri olan mTOR, Akt1,
p70S6K gen ifadeleri degerlendirilirmistir. Bu ¢alismada ayrica, mTOR, Aktl,
p4EBP1, total AMPK, pAMPK, pFox03, MuRF1, MAFbx, Hsp72 ve Hsp25
molekillerinin protein ekspresyonu da Western Blot yontemi ile incelenmistir.
Boylece, protein sentez ve yikiminda rol oynayan ve birbirleri ile kompleks bir
iliski icerisinde olan molekiillerin mRNA ve protein diizeyleri birlikte
degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda immobilizasyon ve TVT’ye verilen yanit ve bu
yanitlarin remobilizasyon siirecinde nasil degistigine iliskin genel bir cerceveden

bakilabilmistir.

4.1. Viicut ve Kas Agirliklar1 Bulgular:
Tablo 4.1’de tim gruplarin deneyler 6ncesi, 14 giinliik immobilizasyon
sonrasl (14. glin) ve immobilizasyonu takip eden 1 haftalik remobilizasyon ya da

TVT sonrasi viicut agirhiklar: degisimi sunulmustur.
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Tablo 4.1. Deney hayvanlar viicut agirliklar (VA).

Baslangi¢ VA (gr) 14. Gun VA (gr) 21. Gun VA (gr)
Gruplar X+SE X+SE X+SE
K 211,78+7,56 226,25+8,12 -
i 211,01+6,21 186,31+2,21 -
IR 245,10+3,4 218,1745,89 228,05+5,91
IT 248,45+7,89 217,03+8,93 237,62+7,25
T 250,22+12,75 - 246,50+11,17

Tablo 4.1'de deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin ortalama ve standart
hata degerleri sunulmustur. Immobilizasyon uygulanan gruplarin tiimiinde 14.
giindeki viicut agirliklart anlamli diizeyde azalmistir. Gruplarin baslangi¢ viicut
agirhiklan ile karsilagtirlmalarindan elde edilen anlamlilik diizeyleri sirasiyla; I
grubu icin p=0,006, IR i¢in p=0,006 ve IT grubu i¢in p=0,001"dir. iR grubu viicut
agirliklar1 immobilizasyonu takip eden remobilizasyon sonunda (21. giin) kismen
artmis olsa da, istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p=0,306).
Ancak immobilizasyon sonrasinda bir hafta stiresince uygulanan TVT’nin viicut
agirhklarini IT grubunda arttirdigi goriilmektedir (p=0,008). Yalmzca TVT
uygulanan T grubu viicut agirliklarinda herhangi bir degisim olmamistir
(p=0,102).

Tablo 4.2’de tiim gruplardaki hayvanlarin soleus kas agirliklar: ve viicut
agirliklarina orani, Tablo 4.3’de soleus kas agirliklarinin gruplar arasi
karsilastirmalar: ve Tablo 4.4’de ise soleus kas agirliklarinin viicut agirliklarina

oraninin grup karsilastirmalar verilmistir.
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Tablo 4.2. Soleus kas agirliklar ve viicut agirliklarina oranlar (VA).

Soleus (gr) Soleus/VA
(x10.000)
Gruplar X+SE p=0,001 X+SE p=0,019

K 0,0977+0,0056 4,30+0,11

i 0,0608+0,0039 3,26%0,18

IR 0,0912+0,0090 4,00%0,39
iT 0,0857+0,0055 3,60+0,18

T 0,1005+0,0058 4,08+0,16

Tablo 4.3. Tiim gruplarin Soleus kas agirlig1 karsilastirmalart.

Soleus Agirhigi (gr)
Gruplar K i IR iT T
K p=0,003 p=0945 p=0,656 p=0,998
i p=0,016 p=0,064 p=0,001
iR p=0,970 p=0,825
iT p= 0,461

T

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi soleus agirhklan yalmzca I grubunda K
grubuna gore anlaml diizeyde azalmistir (p=0,003). Buna karsin immobilizasyon
sonrasinda soleus kas Kkitlesi IR grubunda I grubuna gére anlamh bir artis

saptanmistir (p=0,016).

Tablo 4.4. Tiim gruplarin Soleus/VA karsilastirmalari.
Soleus/VA (gr) (x10.000)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,020 p=0,878 p=0,196 p=0,959
i p=0,147 p=0,806 p=0,089
IR p=0,690 p=0,999
iT p=0,531
T

Soleus/VA oranina iliskin tabloya (Tablo 4.4) bakildiginda, I grubunda K

grubuna gore anlaml bir azalma goériilmektedir (p=0,020).
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4.2. Gen Ekspresyonu Bulgulari
Sekil 4.1-4.6’da Akt1, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, FoxO3a ve MuRF1

gen ekspresyonlar1 amplifikasyon grafikleri verilmistir.

Amplification Plot
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Sekil 4.1. Aktl, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, Fox0O3a ve MuRF1 gen
ekspresyonlari icin 1. amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.2. Aktl, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, Fox03a ve MuRF1 gen

ekspresyonlar1 icin 2. amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.3. Aktl, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, FoxO3a ve MuRF1 gen

ekspresyonlari icin 3. amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.4. Aktl, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, Fox03a ve MuRF1 gen

ekspresyonlari i¢in 4. amplifikasyon grafigi.
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Amplification Plot
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Sekil 4.5. Aktl, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, FoxO3a ve MuRF1 gen
ekspresyonlari icin 5. amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.6. Aktl, miyostatin, MAFbx, AMPK, mTOR, Fox03a ve MuRF1 gen

ekspresyonlari icin 6. amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.7-4.8'de FoxO1 ve p70S6K gen ekspresyonlari amplifikasyon

grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.7.
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Fox01 ve p70S6K genleri i¢in 1. amplifikasyon grafigi.

Amplification Plot
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Sekil 4.8.

FoxO1 ve p-70S6K genleri i¢in 2. amplifikasyon grafigi.
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Tablo 4.5’de miyostatin gen ekspresyonu ACT ve 2-3ACT (Relatif miktar)

degerleri verilmistir.

Tablo 4.5. Miyostatin gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT Z-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,28
K 10,70+0,55 1,35+ 0,40
i 10,10+0,22 1,60+0,22
iR 9,94+0,29 1,84+0,28
iT 10,35+0,43 1,61+0,56
T 10,99+0,27 0,90+0,18

Miyostatin gen ekspresyonlarinda gruplar arasi anlaml bir fark bulunmamistir
(p=0,28).

immobilizasyon ve TVT nin miyostatin gen ekspresyonu iizerine olan etkisini

gosteren grafik Sekil 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.9. immobilizasyon ve TVT’nin miyostatin gen ekspresyonu iizerine

etkisi.

Tablo 4.6’'de MuRF1 gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri ve Tablo 4.7°de

gruplar arasi karsilastirmalar ve anlamlilik diizeyleri verilmistir.



Tablo 4.6. MuRF1 gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.
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ACT 2-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,001
K -1,610+0,15 1,03+0,12
I 0,116+0,40 0,36+0,10
IR 0,385+0,38 0,30+0,09
IT 0,493+0,48 0,31+0,11
T -0,827+0,23 0,62+0,10

Tablo 4.6'daki MuRF1 gen ekspresyon degerlerinde gruplar arasi anlaml fark

vardir (p=0,001).

Tablo 4.7. MuRF1 gen ekspresyon diizeylerinin grup karsilastirmalari.

MuRF1 mRNA diizeyleri

Gruplar
K i IR T
K p=0,014 p=0,004 p= 0,518
i p= 0,981 p= 0,337
iR p= 0,133
iT p= 0,086
T
MuRF1 gen ekspresyonlarinin IR ve IT gruplarimin K grubu ile

karsilastirildiginda anlaml diizeyde azaldig1 goriilmektedir (p<0,05).
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immobilizasyon ve TVT'nin MuRF1 gen ekspresyonu iizerine olan etkisini

gosteren grafik Sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.10. immobilizasyon ve TVT’nin MuRF1 gen ekspresyonu iizerine etKkisi.

Tablo 4.8'de MAFbx gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri verilmistir.

Tablo 4.8. MAFbx gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT 2-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,12
K -0,62+0,24 1,08+0,21
i -0,27+0,60 1,37+0,79
IR 0,95+0,56 0,47+0,15
iT 0,40+0,42 0,61+0,17
T -0,19+0,16 0,77+0,09

Tablo 4.8’de goruldigi gibi MAFbx gen ekspresyonlarinin gruplar arasi

karsilastirmalar1 anlamh degildir (p=0,12).
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immobilizasyon ve TVT’'nin MAFbx gen ekspresyonu iizerine olan etkisini

gosteren grafik Sekil 4.11’de verilmistir.
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Sekil 4.11. immobilizasyon ve TVT'nin MAFbx gen ekspresyonu iizerine etkisi.

Tablo 4.9'da Fox01 gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri verilmistir.

Tablo 4.9. Fox01 gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT 2-0ACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,20
K 5,19+0,46 1,27+0,38
i 4,54+0,48 2,20+0,98
iR 5,87+0,36 0,70+0,12
iT 5,52+0,36 0,97%0,32
T 5,34+0,21 0,95+0,13

FoxO1 gen ekspresyonlarinda gruplar arasi anlamli fark bulunmamistir (p=0,20).

Sekil 4.12’de immobilizasyon ve TVT'nin Fox0O1 gen ekspresyonu lizerine etkisini

gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.12. Iimmobilizasyon ve TVT’nin Fox01 gen ekspresyonu iizerine etkisi.

Tablo 4.10’da Fox03a gen ekspresyonu ACT ve 2-3ACT degerleri verilmistir.

Tablo 4.10. FoxO3a gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT 2-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,74
K 3,67+0,41 1,20+0,29
i 3,81+0,44 1,17+0,42
iR 4,30+0,27 0,70+0,11
iT 3,75+0,34 1,10+0,32
T 3,96x0,28 0,89+0,17

Tablo4.10’da gorildigi gibi FoxO3a gen ekspresyonlarinda gruplar arasi anlaml

fark yoktur (p=0,74).

immobilizasyon ve TVT’nin FoxO3a gen ekspresyonu iizerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13. immobilizasyon ve TVT’nin Fox03a gen ekspresyonu lizerine etKisi.

Tablo 4.11'de Akt gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri verilmistir.

Tablo 4.11. Akt gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT 2-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,61
K 1,45+0,30 1,11+0,21
I 1,97+0,33 0,80+0,20
IR 2,02+0,31 0,74+0,11
IT 1,98+0,25 0,76%0,16
T 1,75+0,22 0,86+0,13

Tablo 4.11’de goruldiigu gibi Akt gen ekspresyonlarinda gruplar arasi anlamh
fark yoktur (p=0,61).
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Sekil 4.14’de immobilizasyon ve TVT’'nin Aktl gen ekspresyonu uizerine etkisini

gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.14. immobilizasyon ve TVT’nin Akt1 gen ekspresyonu lizerine etKisi.

Tablo 4.12’de mTOR gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri verilmistir.

Tablo 4.12. mTOR gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT 2-4ACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,58
K 4,38+0,42 1,20+0,29
i 4,77+0,27 0,84+0,16
iR 5,26+0,48 0,66+0,14
iT 4,88+0,40 0,87+0,28
T 5,11+0,37 0,70+0,15

Tablo 4.12’de gorildiigi gibi mTOR gen ekspresyonlarinda gruplar arasi

anlaml fark yoktur (p=0,58).
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Sekil 4.15’te immobilizasyon ve TVT'nin mTOR gen ekspresyonu tizerine etkisini

gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.15. immobilizasyon ve TVT’nin mTOR gen ekspresyonu iizerine etkisi.

Tablo 4.13’de p70S6K gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri verilmistir.

Tablo 4.13. p70S6K gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT z-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,13
K 3,84+0,26 1,08+0,19
I 4,20+0,27 0,84+0,15
IR 4,70+0,27 0,59+0,08
IT 4,43+0,26 0,72+0,13
T 4,02+0,09 0,89+0,05

Tablo 4.13’de goruldiigu gibi p70S6K gen ekspresyonlarinda gruplar arasi fark
anlaml degildir (p=0,13).
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immobilizasyon ve TVT’nin p70S6K gen ekspresyonu iizerine etkisini gésteren

grafik Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.16. immobilizasyon ve TVT’nin p70S6K gen ekspresyonu iizerine etKisi.

Tablo 4.14’de AMPK gen ekspresyonu ACT ve 2-24CT degerleri verilmigtir.

Tablo 4.14. AMPK gen ekspresyonu ACT ve 2-2ACT degerleri.

ACT 2-AACT
Gruplar X+SE X+SE p=0,78
K 1,80+0,33 1,14+0,25
I 2,25%0,32 0,81+0,16
IR 2,41+0,53 0,82+0,18
IT 1,86%0,46 1,29+0,54
T 2,03+£0,24 0,92+0,16

Tablo 4.14’te goruldigii gibi AMPK gen ekspresyonlarinda gruplar arasi anlamh
fark bulunmamaktadir (p=0,78).
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immobilizasyon ve TVT'nin AMPK gen ekspresyonu iizerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.17’de verilmistir.
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Sekil 4.17. Immobilizasyon ve TVT’nin AMPK gen ekspresyonu lizerine etkisi.

4.3. Protein Analizi Bulgular:
Tablo 4.15'te tiim gruplarin MuRF1 optik dansite ytizdeleri verilmistir.

Tablo 4.15. Tim gruplarin MuRF1 optik dansite ytizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,000
K 1,0£0,10

I 1,82+0,12

IR 1,59+0,22

IT 1,54+0,12

T 0,82+0,09

Tablo 4.15’te MuRF1 protein diizeylerinde gruplar arasinda fark oldugu

gorilmektedir. Tablo 4.16’da ise gruplar arasi karsilastirmalar verilmistir.
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Tablo 4.16. Tiim gruplarin MuRF1 optik dansite karsilagtirmalari.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,003 p=0,044 p=0,076 p=0,883
I p=0,761 p=0,606 p=0,000
IR p=0,999 p=0,005
iT p=0,009
T

Gruplar arasi Kkarsilastirmalarda I ve IR gruplarindaki MuRF1 protein

diizeylerinin K grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriilmektedir (p<0,05).

Sekil 4.18’de immobilizasyon ve TVT’nin, MuRF1 protein diizeyleri iizerine

etkisini gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.18. immobilizasyon ve TVT’nin MuRF1 protein diizeyleri iizerine etkisi.
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Sekil 4.19. MuRF1 Western Blot gortintiileri.
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Tablo 4.17’de tiim gruplarin MAFbx optik dansite yiizdeleri verilmistir.

Tablo 4.17. Tim gruplarin MAFbx optik dansite ytizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,007
K 1,0+0,13
i 1,57+0,11
IR 1,19+0,12
IT 0,85+0,11
T 1,22+0,19

Tablo 4.17°de MAFbx protein diizeylerinde gruplar arasinda fark oldugu
gorulmektedir. Gruplar arasi karsilastirmalar sonucu elde edilen anlamlilik

diizeyleri Tablo 4.18’de sunulmustur.

Tablo 4.18. Tiim gruplarin MAFbx optik dansite karsilastirmalart.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,041 p=0,849 p=0913 p=0,575
i p=0,289 p=0,004 p=0,641
IR p=0,347 p=0,983
IT p=0,163
T

Yukaridaki tabloda goériildiigii gibi MAFbx protein diizeyleri I grubunda K grubu
ile karsilastirldiginda anlamli olarak artmistir. Diger yandan, IR grubunda I
grubuna gore MAFbx diizeyleri azalmis fakat anlamli bulunmamistir (p= 0,289).
Ancak IT grubundaki azalmanin I grubuna gére anlamli olarak azaldig

goriulmektedir (p= 0,004).
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immobilizasyon ve TVT’'nin MAFbx protein diizeyleri iizerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.20’de verilmistir.
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Sekil 4.20. immobilizasyon ve TVT’nin MAFbx protein diizeyleri lizerine etkisi.
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Sekil 4.21. MAFbx Western Blot gortinttleri.

Tablo 4.19'da tiim gruplarin p-FoxO3a optik dansite yiizdeleri verilmistir.

Tablo 4.19. Tliim gruplarin p-Fox03a optik dansite yiizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,000
K 1,0+0,08
i 0,29+0,04
IR 0,38+0,08
iT 0,52+0,12

T 0,77+0,06
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Yukaridaki tabloda (Tablo 4.19), tiim gruplarin p-FoxO3a protein diizeylerine
iliskin degerler ve grup karsilastirmalarn verilmistir. Gruplar arasinda
istatiktiksel fark bulunmus ve bu farklarin anlamhlik diizeyleri Tablo 4.20’de

sunulmustur.
Tablo 4.20’de tiim gruplarin p-Fox03a optik dansite karsilastirmalar: verilmistir.

Tablo 4.20. Tim gruplarin p-Fox03a optik dansite karsilastirmalart.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,000 p=0,000 p=0,002 p=0,262
i p=0916 p=0,256 p=0,002
IR p=0,723 p=0,017
IT p=0,226
T

Tablo 4.20’de goriildiigii gibi p-Fox03a protein diizeyleri K grubuna I, IR
ve IT gruplarinda anlamli olarak azalmistir. Diger yandan T grubu p-Fox03a
protein diizeyleri K grubuna gore daha diisiik olmasina karsin bu fark anlamli

degildir (p= 0,262).

Sekil 4.22’de, immobilizasyon ve TVT'nin p-Fox0O3a protein diizeyleri iizerine

etkisini gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.22. Immobilizasyon ve TVT’nin p-Fox03a protein diizeyleri iizerine

etkisi.
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Sekil 4.23. p-Fox0O3a Western Blot goriintiileri.

Tablo 4.21'de tiim gruplarin p-Akt1 optik dansite ytizdeleri verilmistir.

Tablo 4.21. Tiim gruplarin p-Akt1 optik dansite yiizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,001
K 1,0+0,06
I 0,15+0,05
IR 0,92+0,08
iT 0,99+0,05
T 0,96x0,08

4.21'de, p-Aktl protein diizeylerine iliskin degerlerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda p-Aktl protein diizeylerinin farkli oldugu gorilmektedir
(p=0,001). Tablo 4.22'de ise, tiim gruplarin p-Akt1 optik dansite karsilastirmalari

verilmistir.

Tablo 4.22. Tim gruplarin p-Akt1 optik dansite karsilastirmalari.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,000 p=0,907 p=1,000 p=0,996
i p=0,000 p=0,000 p=0,000
IR p=0946 p=0,986
iT p= 0,999
T

Yukaridaki tabloda (Tablo 4.2) goriildiigii gibi, p-Aktl protein diizeyleri I

grubunda K grubuna goére énemli diizeyde azalmistir (p= 0,000). Diger yandan,
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hem IR hem de IT gruplarinda bu diizeylerin bir hafta sonunda I grubuna gore
artarak (p= 0,000 ve p= 0,000) kontrol diizeylerine dondiigii goérulmektedir.
Nitekim, K grubu ile IR ve IT gruplarimin karsilastirmalarinda anlamh fark

bulunmamistir (p>0,05).

Immobilizasyon ve TVT'nin p-Aktl protein diizeyleri iizerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.24’te verilmistir.
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Sekil 4.24. Iimmobilizasyon ve TVT’nin p-Akt1 protein diizeyleri iizerine etkisi.
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p-Aktl — — e cessses <4—— 60 kDa

Sekil 4.25. p-Akt1 Western Blot goriinttileri.
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Tablo 4.23’te tiim gruplarin mTOR optik dansite yuzdeleri, Tablo 4.24’te ise

grup karsilastirmalari verilmistir.

Tablo 4.23. Tim gruplarin mTOR optik dansite ytizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,008
K 1,0+0,07
I 0,45+0,08
IR 1,20+0,18
iT 0,98+0,13
T 0,83+0,15

Tablo 4.24. Tiim gruplarin mTOR optik dansite karsilastirmalari.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,050 p=0,828 p=1,000 p=0,897
i p=0,004 p=0,061 p=0,275
IR p=0,783 p=0,321
IT p=0,927
T

Tablo 4.24’te goruldigi gibi mTOR protein duzeylerinin K grubu ile
karsilastirildiginda I grubunda anlamh olarak azaldigi goériilmektedir. Ote
yandan, remobilizasyon gruplarinin her ikisinde de bir hafta sonunda mTOR
diizeyleri tekrar artis gdstermis ancak sadece I ile IR grubu arasindaki fark

anlamli bulunmustur (p= 0,004).
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immobilizasyon ve TVT'nin mTOR protein diizeyleri iizerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.26’te verilmistir.
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Sekil 4.26. immobilizasyon ve TVT’'nin mTOR protein diizeyleri iizerine etKkisi.
K I IR iT T
MTOR S sy Sl S sy < 289 kDa

Sekil 4.27. mTOR Western Blot gortintiileri.

Tablo 4.25'de tiim gruplarin p-4EBP1 optik dansite ytizdeleri ve Tablo 4.26’da

grup karsilastirmalar verilmistir.

Tablo 4.25. Tim gruplarin p-4EBP1 optik dansite yiizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,001
K 1,0+0,1
i 0,18+0,06
IR 0,48+0,04
iT 0,7+0,07

T 0,98+0,05
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Tablo 4.25'te gorildigi gibi p-4EBP1 grup karsilastirmalarinda anlamh fark
vardir (p=0,001). Gruplar arasindaki farklara iliskin anlamlilik dlizeyleri Tablo

4.26'da verilmistir.

Tablo 4.26. Tiim gruplarin p-4EBP1 optik dansite karsilastirmalar:.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,001 p=0,001 p=0,034 p=0,999
I p=0,040 p=0,001 p=0,001
IR p=0,149 p=0,001
iT p=0,058
T

Tablo 4.26’da goriildigi gibi p-4EBP1 protein diizeyleri her tic immobilizasyon
grubunda da azalmistir (p<0,05). Diger yandan I grubundaki azalma, bir haftalik
remobilizasyon sonunda iki grupta da (IR ve IT) artis géstermistir. Nitekim bu
artislar kontrol grubu degerlerinden hala diisiik olsa da, I grubu degerlerinden iR

icin p=0,040 ve IT grubu i¢in p=0,001 anlaml diizeylerinde yiiksektir.

immobilizasyon ve TVT’nin p-4EBP1 protein diizeyleri {izerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.28'de verilmistir.
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Sekil 4.28. immobilizasyon ve TVT’nin p-4EBP1 protein diizeyleri iizerine etkisi
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Sekil 4.29. p-4EBP1 Western Blot goriintiileri.
Tablo 4.27’de tiim gruplarin p-AMPK/AMPK optik dansite ylizdeleri verilmistir.

Tablo 4.27. Tim gruplarin p-AMPK/AMPK optik dansite yiizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,002
K 1,0+0,17
i 0,36+0,09
IR 0,76+0,15
IT 1,34+0,22
T 0,92+0,08

Tablo 4.27°'de gorildigi gibi p-AMPK/AMPK grup karsilastirmalarinda
anlamh fark vardir (p=0,002). Gruplar arasindaki farklara iliskin anlamlilik

diizeyleri Tablo 4.28'de verilmistir.

Tablo 4.28'de tiim gruplarin p-AMPK/AMPK optik dansite karsilastirmalari

verilmistir.

Tablo 4.28. Tim gruplarin p-AMPK/AMPK optik dansite karsilastirmalart.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR IT T
K p=0,044 p=0,793 p=0,527 p=0,995
i p=0,354  p=0,001  p=0,099
iR p=0,083  p=0,947
iT p=0,312

T
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Tablo 4.28'de goriildiigi gibi p-AMPK/AMPK diizeyleri I grubunda K grubuna
gore anlaml diizeyde azalmistir. Diger yandan I grubunda azalan AMPK
fosforilasyonu TVT’nin etkisi ile IT grubunda artis gostermistir. Buna gore, [ ve IT

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir (p=0,001).

Sekil 4.30°da immobilizasyon ve TVT'nin p-4EBP1 protein diizeyleri lizerine

etkisini gosteren grafik verilmistir.
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Sekil 4.30. Immobilizasyon ve TVT’nin AMPK fosforilasyonu iizerine etkisi.
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Sekil 4.31. p-AMPK ve AMPK Western Blot gortintiileri.
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Tablo 4.29'da tiim gruplarin Hsp72 optik dansite ytizdeleri verilmistir.

Tablo 4.29. Tim gruplarin Hsp72 optik dansite ytizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,001
K 1,0+0,06
I 0,49+0,03
IR 1,00+0,05
IT 0,61+0,12
T 0,85+0,05

Tablo 4.29°da goruldigu gibi Hsp72 grup karsilastirmalarinda anlamh fark
bulunmustur (p=0,001). Gruplar arasindaki farklarin anlamhlik diizeyleri Tablo

4.30’da verilmistir.

Tablo 4.30’da tiim gruplarin Hsp72 optik dansite karsilastirmalar: verilmistir.

Tablo 4.30. Tiim gruplarin Hsp72 optik dansite karsilastirmalari.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR IT T
K p=0,001 p=1,000 p=0,005 p=0,587
i p=0,001 p=0,735 p=0,010
' p=0,006 p=0,607
IT p=0,141

Tablo 4.30’da goriildiigii gibi Hsp72 diizeyleri I ve IT gruplarinda K grubu ile
karsilastirildiginda anlamli  olarak azalmistir (p<0,05). Ayrica, Hsp72
diizeylerinin IT grubunda IR grubu ile karsilastirildiginda anlamh olarak diisiik

oldugu gorillmektedir (p= 0,006).
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immobilizasyon ve TVT'nin Hsp72 protein diizeyleri iizerine etkisini gosteren

grafik Sekil 4.32’de verilmistir.
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Sekil 4.32. Immobilizasyon ve TVT’nin Hsp72 protein diizeyleri iizerine etKkisi.

Hsp72 i - +» «—72 kDa

il T — —

Sekil 4.33. Hsp72 Western Blot goriintiileri.

Tablo 4.31'de tiim gruplarin Hsp25 optik dansite yiizdeleri verilmistir.

Tablo 4.31. Tiim gruplarin Hsp25 optik dansite ytlizdeleri.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar X+SE p=0,001
K 1,0+0,13
i 0,56+0,10
IR 1,84+0,17
iT 1,64+0,18

T 1,03+0,15
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Tablo 4.31’de goriildiigi gibi Hsp25 grup karsilastirmalarinda anlamli fark vardir
(p=0,001). Gruplar arasindaki farklarin anlamhilik diizeyleri Tablo 4.30’da

verilmistir.

Tablo 4.32'de tiim gruplarin Hsp25 optik dansite karsilastirmalar: verilmistir.

Tablo 4.32. Tiim gruplarin Hsp25 optik dansite karsilastirmalari.

Optik Dansite (% Kontrol)

Gruplar
K i IR iT T
K p=0,162 p=0,001 p=0,017 p=1,000
I p=0,001 p=0,001 p=0,124
IR p=0,820 p=0,002
iT p=0,024
T

Tablo 4.32’de verilen Hsp25 grup karsilastirmalarinda, IR ve IT gruplarinda
Hsp25 diizeylerinin K grubuna gore anlamli olarak arttigi goriilmektedir. Ayni
zamanda bu gruplardaki Hsp25 diizeyleri I grubuna gore de yiiksek bulunmustur
(p<0,05). immobilizasyon ve TVT’'nin Hsp25 protein diizeyleri iizerine etkisini

gosteren grafik Sekil 4.34’te verilmistir.
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Sekil 4.34’ de immobilizasyon ve TVT nin Hsp25 protein diizeyleri lizerine etkisi

verilmistir.
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Sekil 4.34. Immobilizasyon ve TVT’nin Hsp25 protein diizeyleri iizerine etKkisi.
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Sekil 4.35. Hsp25 Western Blot goriintiileri.
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5. TARTISMA

I[skelet kasi atrofisi; immobilizasyon, denervasyon, periferik sinirde
olusan parsiyel veya total zedelenme, spinal kord yaralanmasi yiiksiizlestirme
gibi kullanmama kosullar1 yani sira yaslanma, ac¢lik veya malnutriisyon ya da
kanser kaseksisi, bobrek ve kalp yetmezligi, diyabet, kronik obstriiktif akciger
hastalig1 gibi gesitli hastalik ve patolojik kosullarda kas kitle ve kuvvet kaybr ile
karakterize bir durumdur. Atrofi, uzun sitireli yatak istirahatini gerektiren
durumlarda agirlikli olarak viicut agirhigini tasiyan bacak kaslarinda olmak tizere
inaktif iskelet kaslarinin tamamini etkilerken, alg1 veya atel yoluyla ilgili
ekstremitenin immobilizasyonunu gerektiren spor yaralanmalar1 ya da diger
cesitli travmatolojik yaralanmalarda, ilgili ekstremitede kasilmaya istirak
etmeyen kaslarda gortlur. Atrofiye neden olan kosula bagli olarak uyarilan sinyal
yolaklari ve molekiiler mekanizmalar farklilik gésterse de, nedeni ne olursa olsun
ortaya cikan sonug, iskelet kasi atrofisi kas protein icerigi, lif capi, kuvvet iiretimi
ve yorgunluga direncte azalmadir.

Kullanmamaya bagl atrofi; yas, lif tipi kompozisyonu, fizyolojik fonksiyon
diizeyi, yiiksiizliik veya inaktivitenin derecesine bagh olarak farklilik goésterir
(16). Plaster veya al¢1 yoluyla ayak bilegi immobilizasyonu, kuyruktan asma,
yuksiizlestirme, inaktivite ve spinal kord izolasyonu gibi cesitli modeller,
kullanmamaya bagh kas kaybinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi
konusunda 6nemli bilgiler sunmustur. Diger yandan kullanmama modeli ve bu
uygulamanin siiresi ile degerlendirilen remobilizasyon siiresi g¢alismalar
arasinda farklilik gosterebilmektedir. Al¢1 veya atel yoluyla olusan
immobilizasyon gerek spor yaralanmalarinda ve gerekse diger ortopedik
yaralanmalar sonrasinda siklikla basvurulan bir uygulamadir. Bu ¢alismada da
kullanmama iki haftalik bilateral al¢i uygulamasi ile gergeklestirilmis olup
remobilizasyon siiresi ise bir hafta tutulmustur.

Kas boyutu, kas hiicresinde protein sentezi ve degredasyonu arasindaki
dengeye baghldir. Bu dengede, sentezin azalmasi veya yikimin artmasi atrofiye yol
acarken, yikimin azalmasi veya sentezin artmasi hiperofiye yol acar. Kullanmama
stirecinde ortaya c¢ikan kas protein kaybinda icerilen molekiiler mekanizmalarin

aydinlatilmasi, ¢esitli hastaliklar ve ¢evresel kosullar nedeniyle olusan kas kitle
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ve kuvvet kaybinin 6nlenmesi yani sira, olusan kayiplarin daha dogru ve hizl bir
sekilde tedavi ve rehabilitasyonu i¢in yontemler gelistirilmesi agisindan da 6nem
tasimaktadir.

Iskelet kas1 protein sentezi ve degredasyonu ¢ok sayida molekiiliin birbiri
ile etkilesim icerisinde rol aldig1 gesitli sinyal yolaklarinin kompleks bir is birligi
ile gerceklesir. Iskelet kas1 protein regiilasyonunda yer alan iki temel sinyal
yolagindan birisi, pozitif rol oynayan IGF1-PI3K-Akt/PKB-mTOR yolag, digeri ise
negatif diizenleyici olan myostatin-Smad2/3 yolagidir. Protein sentez ve yikim
yolaklarinda rol alan molekiillerin bir¢ogu karsilikli etkilesim halinde olup aktive
olduklarinda bir yandan asagi akimda yer alan sinyal molekiiliinii uyarirken buna
z1t islev goren bir diger kilit molekiilii de inhibe eder. Bu yolaklarda yer alan
molekiillerin bazilar1 ana diizenleyici konumundadir ve aktivasyonlar1 yolagin
genel aktivasyonu konusunda bilgi verir. Bunlarin icerisinden Akt, mTOR ve daha
sonraki basamaklarda rol alan 4E-BP1 ve p70S6K lizerinden protein sentezini
uyarirken, FoxO transkripsiyon faktori araciligl ile de protein degredasyonunu
kontrol eder. Oyle ki, aktive Akt FoxO transkripsiyon faktérlerinin
fosforilasyonunu engeller (57). Boylece MuRF1 ve atrogin-1/MAFbx
ekspresyonu inhibe olur (4). Negatif diizenleyici yolak olan miyostatin-Smad2/3
yolag1 protein degredasyonundan sorumludur. mTOR bir yandan miyostatin
yolagindaki Smad?2’yi baskilayarak degredasyona engel olurken, diger yandan da
4E-BP1’i fosforile ederek baglandig1 elF4E iizerindeki inhibisyonu kaldirarak
protein sentezini hizlandirir. Akt tarafindan mTOR'un uyarilmasi protein
sentezini uyarirken, AMPK’'nin mTOR aktivitesini inhibe ederek kas hipertrofisini
onledigi bildirilmistir (172). Bu ¢alismanin 6nemli bir 6zelligi, gerek sentez ve
gerekse yikimda rol oynayan ve birbiri ile etkilesim icerisinde olan molekiillerin
ayni calismada birlikte degerlendirilmis olmasidir.

Ozellikle spor yaralanmalar1 olmak iizere ortopedik problemleri takiben
ale1 veya atel yoluyla gerceklestirilen immobilizasyonun amac, ilgili
ekstremitenin hareketini engelleyerek doku iyilesmesine firsat tanimaktir. Ancak
immobilizasyon bir diger 6nemli sorun olarak kullanilmayan kaslarda atrofiye
neden olur. Kas, remobilizasyonun baslamasi ile birlikte fizyolojik

fonksiyonlarina geri donmesine ragmen, meydana gelen kitle ve kuvvet kaybi
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nedeniyle imobilizasyon oncesi sergiledigi performansi ortaya koyamaz. Sonug
olarak remobilizasyon donemi ayni zamanda, atrofinin iyilestirilmesi siirecidir
ve bu donemde immobilizasyondan farkli molekiiler mekanizmalarin devreye
girmesi s6z konusudur. Bu nedenlerle immobilizasyon siirecinde rol oynayan
molekiiler mekanizmalar yani sira al¢1 sonrasi remobilizasyon stirecinde devreye
giren mekanizmalarin da incelenmesi, atrofinin iskelet kasinda yol actig1
sorunlarin giderilmesine yonelik tedavi modalitelerinin gelistirilmesi agisindan
Onem tasimaktadir.

Bu cercevede son yillarda oldukca sik rastlanan TVT uygulamasinin
remobilizasyon donemindeki etkinligi de merak konusudur. Bu calisma,
immobilizasyon ve TVT wuygulamasinin iskelet kasi atrofi ve hipertrofi
yolaklarinda rol oynayan molekiiller iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilmistir.  Calismada, immobilizasyon sonrast bir haftalik
remobilizasyon siirecinde bu molekillerin gen ekspresyonu ve protein
diizeylerinin nasil degistigi ve remobilizasyon doneminde TVT uygulamasinin bu
degisimi molekiiler diizeyde nasil etkiledigi de degerlendirilmistir.

Bu calismada; kontrol (K) , immobilizasyon (1) , immobilizason sonrasi bir
haftalik remobilizasyon (IR) veya immobilizasyon sonrasi remobilizasyon
doéneminde bir haftalik TVT'ye tabi tutulan sicanlar (IT) ile sadece bir hafta
TVT’ye tabi tutulan siganlarin soleus kasinda; miyostatin, MuRF1, MAFbx,
Fox03a, FoxO1, mTOR, Aktl, p70S6K ve AMPK gen ekpresyonlari
degerlendirilmis, ayrica AMPK, fosforile AMPK, p-4EBP1, MuRF1, atrogin-
1/MAFBx, pFox03, mTOR, pAktl ile Hsp72 ve Hsp25 protein diizeyleri
incelenmistir.

Calismanin sonuglar1 immobilizasyon, remobilizasyonun ve TVT
uygulamasinin mRNA ekspresyonunda cesitli degisiklikler ortaya koymasina
karsin, degerlendirilen genler arasinda gruplar arasinda anlaml bir fark sadece
MuRF1'de goriilmiistiir. Buna gore her ii¢c immobilizasyon grubunda da MuRF1
mRNA diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml olarak azalmistir. Diger ubikiitin
ligaz (E3 ligaz) olan atroginl/MAFbx acisindan ise gruplar arasinda mRNA
ekspresyonunda anlamli bir farkin bulunmadigr gorilmistiir. Her ne kadar

FoxO1 gen ekspresyonu immobilizasyon grubunda 1,8 kat artmis olsa da bu fark
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istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Protein sentez ve yikiminda rol oynayan molekiillerin protein diizeyleri
incelendiginde durum biraz farkhidir. MAFbx ve MuRF1, FoxO transkripsiyon
faktorleri tarafindan indiiklenen, kasa spesifik ubikiitin ligazlar olup ubikiitin-
proteozom sistem ilizerinden protein degredasyonunu gerceklestirirler. Bu
calismada immobilizasyon grubundaki MAFbx ve MuRF1 protein diizeyleri K ve
IT grubuna gore anlamh olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ayrica IR
grubunda MuRF1 diizeyleri TVT grubundan daha yiiksektir (p<0,05). Bu bulgular
hipotezimizin desteklendigini gostermektedir.

Fox03a’'nin fosforile olmasi ¢ekirdek translokasyonunu engeller. Boylece
MAFbx ve MuRF1 transkripsiyonu inhibe olur. Molekiiliin defosforile formu ise
cekirdege gecerek MAFbx ve MuRF1 transkripsiyonunu saglar. Bu calismada
fosforile FoxO3a protein diizeyi tiim immobilizasyon gruplarinda anlamh 6l¢iide
diisiik bulunmustur (P<0,05). Bu bulgu, iki haftalik algilama yolu ile olusturulan
immobilizasyonun soleus kasinda FoxO3a'nin fosforilasyonunun azalmasina
neden oldugunun gostergesidir ve hipotezimizi desteklemektedir.

Bu calismada pAMPK/AMPK orani immobilizasyon grubunda gerek
kontrol ve gerekse immobilizasyon sonrasi titresim grubundan anlamh 6l¢iide
disiik  bulunmustur (p<0,05). AMPK fosforilasyonunun  Fox03’iin
transkripsiyonel aktivasyonunu arttirdigi diisliniildiiglinde bu bulgular
hipotezimizin desteklenmedigini gostermektedir ve AMPK'nin metabolik
fonksiyonlar ile birlikte tartisilmasinda yarar vardir.

Gruplarin p-4EBP1 diizeyleri incelendiginde, immobilizasyon grubunda
protein miktarinin kontrol ve titresim grubuna gore p<0,001 anlamhilik
diizeyinde, immobilizasyon sonrasi remobilizason ve immobilizasyon sonrasi
titresim grubuna gore ise P<0,05 diizeyinde azaldig1 goriilmektedir. Ayrica IR
grubu kontrol ve titresim grubundan, IT grubu ise sadece kontrol grubundan
anlamli o6lciide disiik bulunmustur. Bu bulgular protein sentezinde mTOR
tarafindan uyarilan asagi akim sinyal molekiiliiniin miktarinin al¢1 yoluyla
immobilizasyon yapilan grupta onemli Olciide azaldigin1 gostermektedir

(p<0,05). Bu bulgular hipotezimizin desteklendigini géostermektedir.
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mTOR, protein sentezinde ana regiilator olarak rol alir. mTOR duzeyleri
immobilizasyon grubunda konrol grubu ve IR grubuna gére anlamh 6l¢iide diisiik
bulunmustur (p<0,05). mTOR’un yukar1 akim molekiilii olan ve fosforilasyonu ile
aktive olarak mTOR’u uyaran p-Aktl diizeyleri ise immobilizasyon grubunda
diger gruplarin tamamindan disik bulunmustur (p<0,001). Hipotezimizi
destekleyen bu bulgu, literatiirde farkl stirelerde uygulanan immobilizasyon
modellerinde fosforilasyonunun azaldig1 bildirilen Akt'nin bu ¢alismada
uygulanan iki haftalik immobilizasyon sonunda da azaldigini géstermistir.

Hsp72 diizeyleri immobilizasyon grubunda, IT grubu disindaki diger tiim
gruplarindan diisiiktiir (p<0,01-p<0,001). IR grubunda Hsp72 diizeylerinin
kontrol seviyelerine oldugu gériilmiistiir (p>0,05). IT grubunun Hsp72 diizeyleri
ise IR ve kontrol grubunun gerisinde kalmistir (p<0,05). Bu bulgular
hipotezimizin desteklendigini gostermektedir.

Son olarak immobilizasyon grubunda Hsp25 diizeyleri azalmakla birlikte
kontrol grubundan farkh degildir (p>0,05). T ve IR gruplarinda Hsp25 seviyeleri
artmis olup, immobilizasyon, kontrol ve TVT gruplarina gore daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Bu bulgular hipotezimizin kismen desteklendigini
gostermektedir.

Yukarida kisaca 6zetlenmis olan ¢alisma bulgular1 asagida ayrintili olarak

tartisiimistir.

5.1. Deneysel desenin elestirisi:

Bu c¢alismada 30 adet 4 aylik wistar cinsi sigan bes gruba ayrilmistir.
Algilama yoluyla olusan immobilizasyon etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in 2
haftalik imobilizasyonun sonunda bu gruptaki hayvanlar (i), kontrol (K)
grubundaki hayvanlarla birlikte 6tenazi edilerek soleus kasi izole edilmistir.
immobilizasyon sonrasi remobilizasyonun etkisinin degerlendirilebilmesi amaci
ile bir grup sican iki haftallk immobilizasyon sonunda bir hafta boyunca
remobilize edilmistir (IR). Béylece, immobilizasyon sonrasinda bir haftalik
remobilizasyonun ne gibi bir degisiklige yol actig1 degerlendirilebilmistir. Bu
calismada kullanilan diger iki grup ise tiim viicut titresimi (TVT)'nin uygulandigi

gruplardir. Bunlardan birincisi iki haftalik immobilizasyonu takiben
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remobilizasyon siirecinde bir hafta TVT uygulanan hayvanlardir (iT). Son grup
ise sadece bir hafta TVT uygulanan gruptur (T). Bdylece TVT uygulanan grup
kontrol grubu ile karsilastirildiginda dogrudan bir haftalik TVT’'nin etkisinin
degerlendirilebilmesi miimkiin olmusken, IT grubunun IR grubu ile
karsilastirilmasi, immobilizasyon sonrasinda siganlarin sadece remobilize
edilmesi ile remobilizasyona TVT'nin eklenmesinin toparlanma déneminde
molekiiler mekanizmalari nasil etkiledigi sorusu da cevaplandirilabilmistir.

Kullanmamaya bagh atrofi; kuyruktan asma yoluyla yiiksiizlestirme,
sinerjist kasin temotomisi, al¢l, atel veya Kklips yoluyla ilgili ekstremitenin
immobilizasyonu gibi cesitli hayvan deneyleri ile gercgeklestirilmektedir.
Ozellikle alg1 veya atel yoluyla belirli bir siire immobilizasyonun zorunlu oldugu
spor yaralanmalar1 ve diger ortopedik problemlerde geriye donisin
hizlandirilmas1 ekonomik ve sosyal acidan ciddi bir 6nem tasimaktadir. Bu
calismada ozellikle al¢1 yoluyla immobilizasyon yapilmasi tercih edilmistir.

Kas boyunun kisalmasini saglayacak sekilde immobilizasyon yapilmasi
liflerde sarkomerlerin kaybina neden olurken, uzatilmis sekilde yapilan
immobilizasyonun lif ucuna sarkomer eklenmesini ve longitudinal bir uzama
saglayacagi bildirilmistir. Ayrica kronik germenin, kas lifinde sarkomerin enine
eklenmesi yoluyla kas kesit alaninda da biiylimeye yol acacag ifade edilmistir
(132). Bunun tersi olan kasta kronik kisalma lif atrofisine neden olur (9). Bu
calismada soleus kasinda atrofi olusturmak icin algilama ayak bilegi plantar
fleksiyon pozisyonunda gerceklestirilmistir. Nitekim ¢alismanin sonuglar iki
haftalik immobilizasyonun si¢can soleus kasinda %37 diizeyinde bir kas kitlesi
azalmasi ile sonuglandigini gostermektedir.

Bu calismada bilateral al¢ilama uygulanmistir. Bu sekilde yapilan
alcilamada her iki bacagin belden asag1 immobilizasyonu s6z konusu oldugu i¢in
sican vicut agirliginin 6nemli bir kismini olusturan kaslarinda da atrofi soz
konusudur. Her ne kadar soleus kas agirliginin viicut agirligina boliinmesi ile elde
edilen degerler verilse de, biiytik kaslarin atrofisinden kaynaklanabilecek viicut
agirligr kaybi soleus kasindaki atrofinin daha az goériilmesine yol acacaktir. Bu

durum ozellikle immobilizasyon yapilan gruplar i¢in gecerlidir. Bu nedenlerle,
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literatiirdeki 6rneklerinde goruldiigi gibi soleus kas agirliklan tzerinden de
sonuclar karsilastirilmistir.

Yaslanma, immobilizasyonla olusan atrofinin daha dramatik olarak ortaya
cikmasina neden olur. Bu ¢alismada 4 aylik Wistar sicanlar kullanilmis olup
yaslanmanin etkisi degerlendirilmemistir.

immobilizasyon, iskelet kasi kapillerizasyonuda azalma, konnektif
dokuda artma ve kas lif c¢ap1 kiigilmesi ile karakterize histokimyasal
degisikliklere yol agar. Bu calismada iskelet kasi, histokimyasal 6zellikleri veya
hasar belirtecleri acisindan da degerlendirilmeyip bir tedavi modalitesi olarak
TVT’nin etkinligi yalnizca molekiiler mekanizmalar agisindan arastirilmistir.

TVT’nin insanda 20-40Hz frekans ve 1-5mm genlik, sicanda ise 17-90Hz
ve 0,1-3mm genlikte uygulandiginda kas kasilmasini uyaran bir 6zelligi oldugu
belirtilmistir (157). TVT ve si¢an ¢alismalari sinirli olup bu ¢alismada siganlarda
45Hz frekansta 3mm genlikte uygulanmistir. Bu degerlerin secilmesinde gerim
refleksinin daha iyi uyarilabilmesi icin genlik maksimum segilirken frekans icin

ortalama bir deger tercih edilmistir.

5.2. Soleus kasi atrofisi:

Bu ¢alismada immobilizasyon gruplarinin tiimiinde (i, IR ve IT) soleus kasi
agirliklar konrol grubuna gore azalmistir (p<0,05). Immobilizasyon sirasinda
kas agirliginin azalmasinin nedeninin kas su iceriginde bir degismeden
kaynaklanmadig1 ve kas kuru agirliginin yas agirliga oraninin tek tarafh
immobilizasyon sonrasi kontrol bacagina gore bir degisiklik gostermedigi
bildirilmistir (160) Bu nedenle kas agirliginda olusan degisikliklerin ayni oranda

kassal proteinlerde azalmanin da bir gostergesi oldugu diisiiniilmektedir.

immobilizasyonu takip eden bir haftalk remobilizasyon ve
remobilizasyonla birlikte TVT uygulamasinin soleus kas agirligin1 anlamli olarak
arttirdigy goriilmiistiir (p<0,05). Diger yandan IT grubundaki artis IR grubunun
gerisinde kalmistir (p<0,05). Diger bir ifade ile TVT nin kas Kkitlesinin
arttirilmasinda etkili olmadigr gorilmiistiir. Nitekim TVT grubunda soleus
agirhiginda kontrol grubuna gore bir artis s6z konusu degildir (p>0,05). Soleus

kasinin vicut agirhigina oran1 acgisindan degerlendirecek olursak sadece
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immobilizasyon grubunda diger gruplara goére anlamh bir disiis vardir (p<0,05).
Bu sonuglar iki haftalik immobilizasyonun soleus kasi atrofisine yol a¢tigini
gostermektedir. Calismada uygulanan bilateral al¢inin sican iskelet kaslarinin
onemli bir kisminda atrofiye yol agacagl diisiintldigiinden atrofinin soleus kas
agirhiginin viicut agirhgina boliinerek hesaplanmasi 6zellikle immoblizasyon
yapilan gruplarda uygun olmayacaktir. Nitekim al¢1 sonrasi immobilizasyon
grubundaki sicanlarin viicut agirhiginin 6nemli 6l¢lide azalmasi (p<0,05) ve
immobilizasyonu takip eden bir haftalik remobilizason siirecinde gerek IR ve
gerekse IT grubunda viicut agirhginin énemli dl¢iide artmis olmasi da (p<0,05)
bunu desteklemektedir.

Kannus ve dig (1998) sicanlarda, 3 haftalik tek bacak immobilizasyonu
sonrasinda 8 haftalik remobilizasyon grubu ile 8 haftalik remobilizasyonun son 7
haftasini diisiik veya ytliksek siddette treadmill kosusu ile tamamlandigi gruplar:
karsilastirmistir. Immobilizasyon sonrasinda, Kkapillerizasyonda azalma,
konnektif dokuda artma ve kas lif ¢api kiiclilmesi ile karakterize histokimyasal
degisikliklerin toparlandigini ve ytliksek siddetli egzersizlerin bu toparlanmada
daha etkin oldugu goriilmiistiir (84). Bu doktora ¢alismasinda kas kuvvet artisina
yol actig1 belirtilen TVT'nin kas kitle artisinda etkinligi degerlendirilmistir.
Sonuglar TVT’nin soleus kasi agirhiginda bir artisi saglamadigini gostermistir.

Booth (1978), 28 gilin al¢1 sonrasinda gastroknemius kas agirliginin
remobilizasyonun ancak 50. giiniinde eski diizeylerine dondiiglinti géstermistir
(24). Maeda ve dig (1993), kas ve kemik dokusunun tam bir toparlanma igin
immobilizasyondan daha uzun bir remobilizasyon siirecine ihtiyaci oldugunu
bildirmistir (114). Bununla birlikte farkli bulgular da yok degildir. Ornegin 90
glinliik immobilizasyonu takiben 14 gilinliik remobilizasyonun soleus kasi
agirliginin eski duruma gelmesi icin yeterli oldugu bildirilmistir (27). Ancak bu
calismada da maksimal izometrik gerim 120. giinde baslangi¢ diizeylerine
ulasmistir. Bu ¢alismalar immobilizasyon sonrasi kasin eski kitle ve fonksiyonuna
donme stirecinde tek basina remobilizasyonun yeterli olamadigini ve ilave tedavi

ve rehabilitasyon modalitelerinin gelistirilmesinin gerekliligini gostermektedir.
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Immobilizasyonla olusan kas i¢i konnektif doku artisi, kapillerizasyonda
azalma, lif capinda kii¢tilme ve lif tipi degisimi gibi hiicresel degisikliklerin daha
sonraki remobilizasyon stlrecinde kolayca geri doénmedigi bilinmektedir.
Remobilizasyon doneminde iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in, biiylime
hormonlar (32, 60, 204), testosteron (59), disiik ve ytliksek siddetli egzersiz
(84), aralikhh ve kisa siireli germe egzersizleri (200) gibi uygulamalarin
etkinligini arastiran ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yash si¢anlarda biiytime
hormonunun immobilizasyonla olusan plantaris kas kaybini ve kas hasarini
onemli 6l¢clide azalttig], protein karbonil miktarlarini da diisiirdiigii gésterilmistir
(32, 60). Dort hafta eksternal fiksasyon yoluyla tek bacakta immobilizasyon
olusturulan 24 aylk sicanlarda kas agirhgr %?32-42 arasinda duserken,
immobilizasyonu takiben 4 haftalik remobilizasyonla kas agirlig1 ve asit fosfataz
aktivitesinin remobilizasyon déneminde geriye donmedigi ve sadece kas
morfolojisinde kismi bir iyilesme saglandig1 goriilmiistiir (204). Ayni ¢calismada,
6 aylik sicanlarda dort haftalik remobilizasyonun belirgin bir iyilesme gosterdigi
ve kas morfolojik yapisinin hemen hemen baslangi¢ dizeylerinde dondugu
belirtilmistir (204). Yaslinin kullanmama atrofisine daha dramatik yanit verdigi
gorulmektedir. Bu doktora ¢alismasinda yaslanmanin etkisi arastirilmamais olup,
bir haftalik remobilizasyon stirecinde kas agirligi hizla yiikselmesine karsin
kontrol diizeylerine gelmemistir. Keza 45Hz ve 3mm genlikte TVT uygulamasinin
kas kitlesini artirmak veya atrofi 6nlemek a¢isindan etkin bir modalite olmadigi
gorilmiistir (p>0,05).

Bir giin icerisinde 30 dakikalik kisa siireli germenin kas kitlesini korudugu
(200) ve 4 haftalik immobilizasyon sonunda remobilizasyon siirecinde yapilan
kisa stlireli germe egzersizlerinin birinci haftanin sonunda sadece
remobilizasyona gore tip [ lifleri enine kesit alani ac¢isindan bir avantaj
sagladiginy, liglinci haftanin sonunda ise germe grubunda hem tip [ hem de tip II
lifleri kesit alaninda belirgin bir iyilesmenin gézlendigini belirtilmistir (81). Bu
calismada kas lifi kesit alan1 degerlendirilmemis olup bu konuda bir yorum
yapilamamistir. Diger yandan TVT nin kas igciklerinde gerim reflekslerini aktive
ettigi bildirilmektedir. Kuskusuz TVT’deki 45Hz frekansli uyari ile ortaya ¢ikan

ve kas igcigini aktive ettigi bildirilen gerim, Williams ve digerlerinin uyguladiklari



76

ve kasin boyunun 30 dakika boyunca uzun tutuldugu gerimden farklidir. Sonug
olarak bu doktora ¢alismasinda uygulanan TVT, en azindan kas Kkitlesinin geri

dontsu acgisindan bir avantaj saglamamustir.

5.3. Fox0, MAFbx ve MuRF1 Bulgulari

IGF-1 iskelet kasinda gorev alan anabolik yolaklar i¢in son derece 6nemli
bir diizenleyicidir. IGF-1'in hiicre zar1 reseptoriine baglandiktan sonra PI3K’yi
aktive eder ve aktive PI3K tarafindan fosforillenen Akt, bu yolagin diger bir
elemani olan mTOR'u aktiflestirir ve bdylece protein sentez hiz artar.

Bu ¢alismada IGF1-PI3K-Akt-mTOR sinyal yolaginda rol alan
molekiillerden Aktl, mTOR ve p70S6K gen ekspresyonlar1 a¢isindan gruplar
arasinda anlaml bir fark bulunmamustir. Her ne kadar FoxO1a mRNA seviyeleri |
grubunda 1,8 kat artis gorilse de, bu fark istatistiksel olarak anlaml degildir
(p>0,05). Ayrica, FoxO3 ve MAFbx mRNA seviyelerinde de gruplar arasinda fark
bulunmamistir (p>0,05). Diger yandan, MuRF1 gen ekspresyonu immobilizasyon
gruplarinin tiiminde, beklenenin aksine azalmistir (p<0,05).

MuRF1, MAFbx ile birlikte FoxO transkripsiyon faktorleri tarafindan
indiiklenen kasa spesifik bir ubikiitin ligazdir. Hiicre kiiltiirtinde MAFbx diizeyleri
ile protein degredasyonunun bire bir ortiistiigli bildirilmistir (165). MAFbx ve
MuRF1 ekpresyonlarinin, farkli atrofi modellerinde ubikiitin-proteozom sistem
lizerinden protein degredasyonunu gerceklestirmek lizere arttig1 bilinmektedir
(105). Atrogin-1/MAFbx veya MuRF1 geninden yoksun farelerde, denervasyon
ile olusturulan atrofideki gerilemenin bu genlerin kullanmama atrofisindeki
roliiniin de gostergesidir (17). Bu cercevede, immobilizasyon ve denervasyon ile
olusan kullanmamaya baglh atrofi modellerinin iskelet kasinda MuRF1 ve atrogin-
1/MAFbx expresyonunu arttirdigl bildirilmistir (18). Bu modellerden bes giin
kuyruktan asma yoluyla yiikslizlestirmenin uygulandig1 sican soleus kasinda
MuRF1 diizeylerinde artis oldugunu bildirmistir (203). Keller ve digerleri (2014)
sicanlarda tli¢ giin boyunca kisalmis durumda immobilize edilen soleus kasinda
MAFbx ve MuRF1 gen ekspresyonunun arttigin1 (87), kas gerilmis durumda
immobilizasyon yapildiginda goriilmemistir (132). Bu doktora ¢alismasinda al¢1

uygulamasi soleus kasi plantar fleksiyon pozisyonunda yapilmistir. Sonug olarak
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soleus kisalmis durumda yapilan iki haftalik immobilizasyon kas atrofisine neden
olmustur (soleus agirhigr veya soleus/viicut agirhigl). Diger yandan calisma,
immobilizasyon siirecinde MuRF1 gen ekspresyonunun azaldigini géstermistir.
Atrofi sirasinda artmasi beklenen MuRF1 gen ekspresyonundaki azalma literatiir
ile geliskili gibi gériinmektedir. Bununla birlikte, sonug¢larin yorumlanmasinda
calismalar arasindaki farkli noktalarin gézden gegirilmesinde yarar vardir.
Oncelikle bu doktora ¢alismasinda uygulanan immobilizasyon siiresi iki
hafta olup yukarida s6z edilen ve MAFbx ile MuRF1 gen ekspresyonlarinin
arttigin1 gosteren calismalardan daha uzundur. Calismalar, gerek insan ve
gerekse hayvan modellerinde kullanmama siiresinin uzamasi ile MAFbx ve
MuRFImRNA diizeylerindeki artisin geriye dondugini gostermektedir.
Nedergaard ve dig (2012) insan deneklerde, ayak bilegi 90 derecede notral
pozisyonda iken yaptiklar1 iki haftalik al¢1 sonunda medial gastroknemius
kasindan aldiklar1 biyopsi 6rneginde Akt, mTOR, Atrogin-1 and MURF1 mRNA
ekspresyonunda bir degisiklik bulamamis, FOXO3 gen ekspresyonunda ise
hipotezlerinin tersine azalma (p<0,05) bulmuslardir (133). deBoer ve dig (2007),
insan deneklerde 10 giinlik immobilizasyon sonunda MuRF1 mRNA
seviyelerinde artis gozlerken, 21 giinlin sonunda tam tersi bir azalma
gormiislerdir. MAFbx gen ekspresyonu ise 10. giinde anlamli bir artis
gostermezken 21. glin anlamh 6l¢iide azalmistir (49). Abadi ve digerleri (2009)
insan deneklerde uyguladiklar1 2 haftalik unilateral immobilizasyonun 48.
saatinde MAFbx ve MuRF1 mRNA seviyelerinin arttigini, 14. giinde ise baslangig
seviyelerine dondigiini gozlemislerdir (1). Sigan ¢alismalarini inceledigimizde
ise, Krawiec ve digerleri (2005) tek tarafl olarak arka bacag 1, 3 ve 5 gilin
boyunca alciya aldiklar1 calismada gastroknemius yas agirliginin 3. giinde %12
azaldigim1 ancak 5. giinde degismedigini bildirmistir. Besinci giinde protein
sentezi ve translasyonun verimliliginde ve translasyonda rol alan diizenleyici
proteinlerin fosforilasyonunda da bir degisiklik saptanmamistir. Bu ¢alismada
MAFbx ve MuRF1 mRNA iceriginin her tic donemde de arttig1 ancak pik degerin
3. giinde elde edildigi gorilmustiir (93). Sacheck ve dig (2007), sicanlarda
denervasyon veya spinal kord izolasyonu yoluyla 1, 3, 14 ve 28 giin zaman

araliklarinda atrofiyi degerlendirdikeri ¢alismada 3. giin kas kaybi hizinin en
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yuksek oldugunu ve MAFbx gen ekspresyonunun yakasik 50, MuRF1 gen
ekspresyonunun ise yaklasik 20 kat arttigini1 gostermistir. Bu ¢calismada atrofinin
14. giinde yavasladig1 ve sonraki iki haftada ise denervasyon modelinde azalarak
devam ederken spinal kord izolasyonunda tamamen ortadan kalktig
gorulmiustiir. Benzer sekilde her iki atrogenin gen ekspresyonu artisinin 14.
giinde %92 oraninda diisiis gosterdigi de ifade edilmistir (164).

Sonuc¢ olarak c¢alismalar, kas atrofisinin MAFbx ve MuRF1 genleri
ekspresyonundaki artisi takiben meydana geldigi (69, 165) ve kullanmama
stirecinin erken donemlerinde bu genlerin aktivasyonunun ciddi 6l¢tide arttigini
gostermektedir (164, 203, 93). I[nsanda 10 gliniin  uzerindeki
immobilizasyonlarda MAFbx ve MuRF1 genlerinin baskilandigini, hayvan
calismalarinda da iki haftalik siirenin bu genlerdeki artisi ortadan kaldirdigi
gorilmektedir.

Nitekim bu tez ¢alismasinda da iki haftalik immobilizasyon soleus kasinda
atrofiye yol agcmistir. Calismada immobilizayon sonunda MAFbx diizeylerinde bir
degisiklik olmayisi veya atroginl/MuRF1 mRNA diizeylerinin diisiik bulunusu,
erken donemde bu genlerin ekspresyonunun artarak hizli kas atrofisini
olusturdugu, ilerleyen donemde ise artmis atroginl/MuRF1 ve MAFbx
seviyelerinin bazal diizeylere indigi ve ikinci haftanin sonuna gelindiginde ise
diizeylerinin daha da diismiis oldugu ihtimalini diisiindiirmektedir. Hatta bu
MuRF1 mRNA i¢in bu disiis azalmayla sonuglanmistir. Nitekim MAFbx ve
atroginl/MurF1 protein diizeylerinin immobilizasyon grubunda yliksek
bulunusu da bu yorumumuzu desteklemektedir.

TVT’ nin etkisi agisindan degerlendirdigimizde ise T grubunda s6z konusu
olan atrogenlerin gen ekspresyonu veya protein diizeylerinde bir farklilik
gorilmemistir. Benzer sekilde immobilizasyonu takiben remobilizasyon
stirecinde TVT’nin varligr herhangi bir fark yaratmamis, hem MuRF1 hem de
atrogin1l/MAFbx mRNA veya protein diizeyleri IT ve IR gruplarinda farkh
bulunmamuistir.

Bu c¢alismada FoxO1 mRNA diizeyleri immobilizasyon sonunda 1,8 kat
artmis olmasina karsin bu artis anlamli bulunmamistir (p>0,05). FoxO’larin

atroginl/MuRF1 ve MAFbx lizerinden kas atrofisini gergeklestirdigi
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disinildiuginde, Fox0O1 gen ekspresyonunda immobilizasyonun erken
doénemlerinde artmis olabilecegini iddia etmek yanlis olmaz. Iki haftanin sonunda
ise bu artisin bir miktar diismis oldugu tahmin edilmektedir. Sacheck ve digerleri
(2007), atrogenlerin ekspresyonunun bifazik bir dogasi oldugunu ve bu genlerin
seviyesinde erken donemde gorilen artislar1 takiben bazal diizeye geri
dontldugiinii ve sonrasinda da bir diistisiin olacagini bildirilmis ve bu nedenlerle
immobilizasyonun daha ileri dénemlerinde incelenmesinin erken donemde
olusan degisikliklerin goriilemesini engelleyecegine dikkat cekmistir (164).

Bu calismada FoxO, MAFbx ve MuRF1'in protein ekspresyonlarina da
bakilmis olmasi sonuclar1 daha dogru yorumlamamiza yardimci olmaktadir.
Nitekim iki haftalik al¢1 sonrasi1 fosforile FoxO3a protein diizeyleri azalmis,
MAFbx ve MuRF1 protein ekspresyonu ise artmistir (p<0,05). FoxO3a’'nin
fosforilasyonu, onun cekirdege girmesini engelleyerek MAFbx ve MuRF1
ativasyonunu inhibe etmektedir. Bu c¢alismada immobilizasyon grubunda
gorilen p-Fox03a duzeylerinin azalist MAFbx ve MuRF1 protein diizeylerindeki
artisi1 aciklamaktadir.

Calismada fosforile FoxO3a diizeyleri diger iki immobilizasyon grubunda
da kontrol grubundan diisiik bulunmustur (p<0,05). Bu durum al¢1 gruplarinin
tciinde de FoxO3a fosforilasyonun azaldigi, dolayisiyla transkripsiyonel
aktivitesinin arttigini gostermektedir. Diger yandan, Sacheck ve digerleri (2007)
FoxO1 mRNA diizeylerinin kullanmamanin erken dénemlerinde goriilen hizh
atrofi doneminde arttig1 ve iki haftadan sonraki dénemde goriilen yavaslayan
atrofi déoneminde de yiliksek kaldig1 ancak bu dénemde MAFbx ve MuRF1
diizeyleri artmadig1 icin bunun atrogen ekspresyonu ile iliskilendirilemedigini
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda remobilizasyon doéneminde Fox03a
fosforilasyonu her iic immobilizasyon grubunda da kontrol grubuna goére daha az
olmasina ragmen, IR ve IT gruplarinda immobilizasyon grubundan yiiksektir
(p<0,05). Diger bir ifadeyle, remobilizasyon gruplarinda FoxO3a
fosforilasyonunun yiikselmeye, dolayisyla transkripsiyonel aktivitesinin
azalmaya basladig1 goriilmektedir. Nitekim IR ve IT gruplarinda MAFbx protein
diizeyleri kontrol grubundan farkl degildir (p>0,05). Atroginl/MuRF1 protein
diizeyleri ise IR grubunda hala kontrol grubundan yiiksektir (p<0,05). iR ve IT
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gruplarinda, soleus/viicut agirligt veya soleus agirligi  degerlerinin
immobilizasyon grubundan daha yiiksek olmasi da (p<0,05) protein ekspresyonu
bulgularini desteklemektedir.

Remobilizasyona TVT’'nin eklenmesi ile MAFbx ve atroginl/MuRF1
protein diizeylerinde ortaya c¢ikan durum dikkat cekmektedir. Oyle ki, IR
grubundan farkh olarak IT grubunda MAFbx diizeyleri I grubunun gerisine
diismiistiir (p<0,05). Keza atrogin1/MuRF1 protein diizeyleri IT grubunda I
grubundan farkli olmamakla birlkte K grubu degerlerine yaklagsmistir (p=0,076).
Bu bulgular, immobilizasyona TVT’nin eklenmesinin atrofi genlerinin protein
diizeylerini azaltabilecegini diisindirmekte olup ileriki c¢alismalarda
degerlendirilmesi gereken bir konudur.

Sicanlarda kuyruktan asma modelinde olusan atrofide MuRF1 geni
regiilasyonunun FoxO degil NFkB tizerinden gerceklestigi bildirilmistir (203). Bu
calismada al¢1 yolu ile olusturulan immobilizasyonda NFxB’nin rolii
degerlendirilmemistir. Diger yandan FoxO3a fosforilasyonu ile atrogin1/MuRF1
degil ama MAFbx protein ekspresyonu sonuclarinin birbirinin ayna goriintiisii

vermis olmasi da bu anlamda ilgin¢g bulunmustur.

5.4. Akt1l, mTOR, 4EBP1 ve p70S6K bulgular:

Bu calismada Aktl, mTOR ve p70S6K gen ekspresyonlari ile mTOR, p-
Aktl ve p-4EBP1 protein diizeyleri degerlendirilmistir. Calisma mRNA diizeyi
acisindan gruplar arasinda bir fark olmadigini gosterirken mTOR, p-Aktl ve p-
4EBP1 protein diizeylerinin immobilizasyon grubunda kontrol grubuna gore
anlamli  6lglide diisiik oldugu gorilmiistir (p<0,05). Bu bulgular
immobilizasyonun protein sentezinde rol oynayan genlerin aktivitesini
baskiladigini gostermekte olup hipotezimizi desteklemektedir.

IGF-1 yolaginin iki eleman1 Akt ve mTOR, kas hiicresinde protein dongiisii
acisindan son derece kritik bir 6neme sahiptir. mTOR, Akt'nin asag1 akiminda yer
alir ve Akt tarafindan aktive edilir. Lai ve digerleri (2004), yapisal olarak aktif Akt
formuna sahip transgenik farelerde, Akt aktivasyonunun in vivo indiiklenmesinin
hipertrofiyi tetiklemede yeterli oldugunu ve bu aktivasyona sonraki

basamaklarda yer alan p70S6K (p70S6 kinaz) aktivasyonun da egslik ettigini
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gostermislerdir (98). mTOR, 70kDa ribosomal protein S6K1'i uyararak
translasyonun artmasini saglar. Diger yandan, normal kosullarda 4EBP1 elF4E
(Eukaryotic translation initiation factor 4E)’e baglanarak translasyonu
engellemekte iken (18), mTOR'un 4EBP1’i fosforile etmesi ile elF4E aktif hale
gelir (64). Bodine ve digerleri (2001b) ise, Akt/mTOR yolaginin hipertrofide up-
regiile, kullanmamaya bagl atrofide ise down-regiile oldugunu, dahasi farkh
hipertrofi modellerinde rapamisin ile bloke edilen mTOR’un kasta hipertrofiyi
%95 oraninda engelledigini gdstermistir (18).

Translasyonu kontrol eden bir diger 6nemli sinyal molekiili olan
Okaryotik elongasyon faktorii 2 (eEF2) ise, mTOR tarafindan p70S6K tlizerinden
indirekt olarak regiile edilir (193). mTOR yolaginin kasa etki eden yiik arttiginda
hemen aktive oldugu ve toparlanma periyodunda bir saat icinde protein sentezini
arttirdig1 bildirilmistir (22). Eger diren¢ egzersizlerinden 6nce mTOR inhibe
edilirse, protein sentezinin engellendigi gosterilmistir (96).

Akt ve mTOR, farkh hiicresel sitregler ile iliskili olmalar1 agisindan da
iskelet kas protein dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar. Akt,
mTOR araciligl ile protein sentezini, FoxO transkripsiyon faktorleri araciligi ile de
protein degredasyonunu kontrol eder. mTOR ise, protein degredasyonundan
sorumlu olan miyostatin yolagindaki SmadZ2’yi baskilayarak degredasyona engel
olurken, ayni zamanda 4E-BP1 fosforilasyonunu diizenleyerek protein sentezini
hizlandirir (57).

Bu calismada, immobilizasyon sonrasi Aktl ve mTOR diizeyleri ile
fosforile 4E-BP1 diizeylerindeki azalma goriilmiistiir. Boylece protein sentezi ile
ilgili yolaklarin etkinligi azalmistir. Immobilizasyon grubunda fosforile
Fox0O3a'nin azalmasi1 ve MAFbx ile atroginl/MuRF1’in artmasi ile birlikte bu
bulgular protein yikiminin arttif1 sentezinin ise azaldiginin gostergesidir. Bu
sonuglar hipotezimizin kabul edilmesini saglamistir.

4EBP1, mTOR tarafindan fosforile edilmekte olup fosforilasyon bu
molekiiliin bagh oldugu elF4E’den ayrilmasini ve protein sentezini saglar.
Calismada p-4EBP1 diizeylerinin her iki remobilizasyon grubunda da anlamh
olarak artmasi (p<0,05) protein sentezi lizerindeki inhibisyonun remobilizasyon

doneminde azalmaya basladigini goéstermektedir. Nitekim p-Aktl protein
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degerleri IR ve IT grubunda I grubundan anlamh olarak yiiksektir (p=0,001).
mTOR degerleri incelendiginde, immobilizasyon grubu ile karsilastirlldiginda IR
grubu protein diizeylerinin anlamh olarak yiiksek (p=0,004), IT grubunda ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek (p=0,061) bulunmustur.
Remobilizasyon doneminde TVT’'nin eklenmesinin protein sentezine iliskin
molekiillerin diizeyinde her hangi bir ilave etkiye neden olmamistir.

Diger yandan bu ¢alismada TVT’'nin Aktl ve mTOR diizeyleri ile 4E-BP1
diizeylerinde bir artisa yol agmadig1 goriilmiistiir. Bu bulgu hipotezimizin aksine,
45Hz ve 3mm genlikte bir hafta siire ile aralikli TVT uygulamasinin, kas protein

sentezi artisina yol acan molektiller tizerine bir etkisi olmadigini gostermektedir.

5.5. Miyostatin-Smad2 /3 Sinyal Yolag:

Kas gelisimini kontrol eden ikinci ana yolak, dontstiiriicii bliytime faktoru
B (TGF-B) ailesinin bir liyesi olan miyostatin (GDF-8)’dir. Miyostatinin ActRIIB’ye
baglanmasi ile aktiflesen Smad2 ve Smad3, Akt fosforilasyonunu baskilar. Akt
normal kosullarda protein sentezini korumak iizere FoxO transkripsiyon
faktorlerinin fosforilasyonunu engeller. Bu transkripsiyon faktorleri aktif
durumdayken, MuRF1 ve atrogin-1 olarak da adlandirilan MAFbx iskelet kasina
spesifik iki ubikitin ligazin ekspresyonununu saglar. Akt'nin yeteri kadar fosforile
olmamasi, FoxO transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu
engelleyemeyecegi icin, FoxO aktivasyonu siirdiiriir ve  MuRF1 ve MAFbx
ekspresyonu artar (4). Boylece, bir yandan protein sentezinin azalmasi ve diger
yandan degredasyonun artmasi negatif bir protein yapim/yikim dengesini
beraberinde getirir.

Bu calismada miyostatin mRNA diizeylerinde bir degisiklik bulunmamus,
Smad2/3 ve miyostatinin protein diizeyleri ise degerlendirilememistir.
Calismada immobilizasyon grubunda azalmis olan Aktl fosforilasyonu mTOR
aktivasyonunu engellmis, FoxO3a'nin da inhibisyonu ortadan kalkmistir.
Dolayisiyla MuRF1 ile MAFbx diizeyleri artmis ve atrofi gerceklesmistir. p-Akt1
diizeylerinin azalmasinda miyostatin-Smad2/3 yolaginin etkinligi
degerlendirilmedigi i¢in bir yorum yapilamamaktadir. Kasa spesifik myostatin

asirt ekspresyonu sadece erkek farelerde ve %20 civarinda kas atrofisi
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olusturmustur (207). Yedi giin siireli kuyruktan asma yoluyla yiikstizlestirme
modelinde miyostatin geninden yoksun farelerin beklenenin aksine daha ciddi
bir atrofi yaniti verdikleri gosterilmistir (121). On giin kuyruktan asma yoluyla
yapilan yiikslizlestirme plantaris kas agirliginda %16’lik azalma ve myostatin
mRNA diizeylerinde %110 ve miyostatin protein diizeyinde ise %37°lik artis
gostermistir. Diger yandan, ytliksiizlenmenin giinde 30 dakika eksik yapilmasi kas
miyostatin mRNA diizeylerinde %55 artisa neden olmus, dolayisiyla miyostatin
artisina ragmen atrofinin buiytik 6l¢lide engellendigi gorilmiistiir. Sonug olarak
bu ¢alismalar miyostatinin varliginin atrofi i¢in tek basina yeterli olmadigini
(195) veya miyostatin seviyelerinde azalmanin atrofinin engellenmesi i¢in yeterli
olmadigin1 gostermektedir. Bu c¢alismalar immobilizasyon atrofisinde

miyostatinin roliiniin sinirl olacagini diisiindirmektedir.

5.6. AMPK diizeyleri ve Immobilizasyon

Bu calismada elde edilen bir diger bulgu da p-AMPK /AMPK diizeylerinin
immobilizasyon grubunda azalmis olmasidir. AMPK hiicrenin enerji durumunu
algilayan bir protein olup kas hiicresi icerisinde AMP/ATP oraninin artmasi,
AMPK aktivasyonuna yol agar (154). AMPK aktivasyonu ATP’yi kullanan yolaklar:

inhibe ederek enerjinin korunmasini saglar (75).

AMPK’nin iskelet kasi1 hipertrofisinde temel diizenleyici molekil olan
mTOR'u inaktive ettigi ve dolayisiyla protein sentezinde dogrudan rol oynayan
S6K1 aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir. Nitekim AMPK aktivatorii olan
AICAR'In mTOR aracili sinyal yolagini ve iskelet kasi protein sentezini gerek
dinlenim (21) ve gerekse elektriksel uyariya maruz birakilan iskelet kasinda
inhibe ettigi bildirilmistir (184). Krawiec ve dig (2007), C2C12 hiicrelerini farkh
dozlardaki AICAR veya metformin ile 24 saat inkiibe ettiklerinde, MAFbx ve
MuRF1 mRNA’larinin doza baglh olarak arttigini ve AMPK inhibitériiniin kiiltiire
eklenmesinin ise, MAFbx ve MuRF1 mRNA’larindaki artisinin engellendigini
bildirmistir (94). Miyofibriler AMPK'nin enerji stresinde (yetersiz enerji)
Fox03't Akt'den farkli noktalardan fosforile ettigi ve transkripsiyonel aktivitesini

arttirdig1 bldirilmistir (70, 71). Bu bulgular AMPK aktivasyonun bir yandan
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protein sentezini engelleyerek, diger yandan da protein degredasyonunu
uyararak protein kaybinda rol oynayabilecegini gostermektedir.

Diger yandan AMPK’nin tek basina atrofiden sorumlu bir molekiil olmayip
temel gorevi enerji diizeyini algilayarak bir yandan enerji harcamasini azaltmak
diger yandan da hiicre igerisine glukoz alimi ve yag oksidasyonunu arttirmak icin
gerekli diizenlemeleri yapmaktir (15, 142). AMPK bu gorevi GLUT4 tasiyicilari
aktive ederek ve mitokondriye yag asiti alimini engelleyen Malonil CoA
diizeylerinin azalmasini saglayarak gerceklestirir. Denervasyon atrofisinde
AMPK diizeylerinin azaldigi, AICAR verilmesinin gastroknemius kasinda AMPK
diizeylerini arttirirken soleus kasinda arttirmadigi bildirilmistir (201). Keza tg¢
glinliik AICAR tedavisinin denerve gastroknemius kasinda GLUT#4'leri arttirirken
soleusta arttirmadig1 gosterilmistir (148). Buna gore AMPK diizeyleri
denervasyon atrofisinde azalmaktadir. Ayrica AMPK'nin regiilasyonunda hizl ve
yavas kaslar arasinda fark oldugu da gorilmektedir.

Bu calismada p-AMPK/AMPK diizeylerinin immobilizasyon grubunda
azalmast mTOR inhibisyonu ag¢isindan yorumlandiginda mTOR'un AMPK
tarafindan inhibisyonunun engellendigi anlamina gelmektedir. Ancak p-Aktl
diizeylerinin immobilizasyon grubunda azalmasi, mTOR’u aktive edecek sinyalin
zaten ortada bulunmadigini gostermektedir. Bu durumda immobilizasyonda p-
AMPK/AMPK oranindaki azalmanin kullanmama atrofisi ile iliskili olamayacagini
diistindiirmektedir.

Benzer sekilde AMPK'nin metabolik gorevleri géz 6niine alindiginda, kas
kontraksiyonunun olmadig1i ve enerji harcamasina ihtiya¢ duyulmadigi
immobilizasyon siirecinde kas i¢i glukoz diizeylerinin ve yag oksidasyonunun
arttirilmasi da anlamh goériilmemektedir.

Calismalar inaktivitenin AMPK aktivitesini azalttig), aerobik egzersizlerin
ise AMPK'’yi hizla aktive ettigini gostermektedir. Han ve digerleri (2007), iki
haftalik kuyruktan asma yoluyla gerceklestirilen yiiksiizlestirmede AMPK
aktivasyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir (73). Benzer bicimde 4
haftalik kuyruktan asmada atrofi goriilen gastroknemius kasinda p-AMPK
diizeyleri anlamh 6l¢tide azalirken, atrofi goriilmeyen tibialis anterior kasinda p-

AMPK diizeylerinde bir degisiklik gozlenmemistir (108). Inaktivitenin AMPK
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diizeylerini etkilemedigine iliskin calismalar da vardir. Insanlarda 24 veya 34
gunliik yatak istirahatinin AMPK diizeylerini degistirmeden MuRF1 ve MAFbx
diizeylerini arttirarak kas atrofisine yol actig1 bildirilmistir (29).

Bu tez ¢alismasinin sonuglar1 kasin kontraksiyona katilmadig: algilama
yolu ile olusan immobilizasyonda I grubunda AMPK aktivasyonunun azaldigini ve
AMPK’nin bu tip atrofi modelinde protein sentez veya degredasyonunu kontrol
etmedigini diisiindiirmektedir.

Calismada AMPK diizeylerinin immobilizasyon sonrasi remobilizasyon
déneminde artmaya basladig1 ve IT grubunda bu artisin I grubuna gére anlamh
olciide yiiksek oldugu goriilmiistiir. IT grubunda kas agirliginin arttign géz dniine
alinirsa bu calisma bulgulart AMPK diizeylerinin bu deneysel modelde atrofi

tizerine etkli olmadigini gostermektedir.

5.7.Hsp72 ve Hsp25 diizeyleri

Iskelet kasi immobilizasyon, denervasyon, yiiksiizlestirme gibi
kontraksiyonun ortadan kalktigi kullanilmama kosullarina kas atrofisi ile yanit
verir. Immobilizasyon siirecinde o6zellikle yavas ekstansér postiir kaslar
agirhginda azalma, kas lifi enine kesit alaninda kiigiilme, ¢ekirdek sayisinda
azalma ve lif fenotipinde yavastan hizliya dogru dontistiim ile karakterize yeni bir
kas mimarisi karsimiza ¢ikar (68). Aslinda kas atrofisi kullanmama karsisinda
ortaya ¢ikan bir adaptasyon olarak da degerlendirilebilir. Kas, daha fazla enerji
harcamasina yol agan biiyiik lifler yerine enerjinin korunmasi ve daha az
harcamasini gerektiren kiiclik liflere sahip olmustur. Nitekim bu doktora
calismasinda hiicrenin enerji dlizeyini algilayan molekiil olan AMPK’nin fosforile
formunun immobilizasyon grubunda azalmis oldugunun gortlmesi de, hiicrede
enerji diizeyi acisindan harcama degil de koruma yodniinde bir metabolik
degisiklik oldugunu gostermektedir. Stres kosullarina en iyi bilinen hiicresel
yanitlardan birisi, HSP’lerin indiiklenmesidir (153, 107, 3). Bu konuda yapilan ilk
calismalarda, HSP miktarlarinin sicak, oksidan stres, ¢esitli kimyasal madde ve
hormonlar, protein analoglar gibi cesitli stresler karsisinda arttig1 belirtilmistir
(196). HSP’lerin intraselliler kompartmanda bulunduklarinda, sentezlenme

siirecinde proteinlerin proteazlar tarafindan parcalanmasinin engellenmesinde,
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onlarin uygun katlanmalarini saglanmasinda, subselliiler lokalizasyonlarina
tasinmasinda veya ciddi 6l¢iide hasara ugramis proteinlerin uzaklastirilmasinda
rol aldig1 bilinmektedir (76, 61). Bu islevleri sayesinde, 6zellikle Hsp72 ve Hsp25
kas hiicresinde miyofibril stabilizasyonu gorevini tistlenirler.

Hsp72, 70kDa HSP ailesinin goze ¢arpan iki énemli liyesinden stres
karsisinda indiiklenebilir olanidir. Genel olarak iskelet kasinda ytiksiizliik HSP
diizeylerinde azalmaya, yiiklenme ise HSP diizeylerinde artmaya yol agmaktadir
(155). Siganda kuyruktan asma modelinde 8 veya 14. giinde soleus kas agirliginin
ve Hsp72 diizeylerinin anlamli dl¢lide azaldig1 goriilmiisttr (130, 141). On dort
glinliik ytikstuzlestime veya afferent sinir uyarisi inhibisyonunun Hsp27
fosforilasyonunu oOnemli Olciice azaltttiglt bildrilmistir (86). Bu doktora
calismasinda da benzer sekilde iki haftalik al¢ilamaya tabi tutulan immobilize
sicanlarda Hsp72 diizeyleri anlaml 6l¢iide azalmistir (p<0,001). Diger yandan
calisma, immobilizasyonun yol acti81 Hsp72 diizeylerindeki azalmanin sadece bir
haftalik remobilizasyon uygulamasi ile kontrol diizeylerine donebildigini
gostermistir.

Bu tez c¢alismasinda gorilen HSP diizeylerindeki degisikliklerin
aciklanmasinda kas lif tipi ile HSP ekspresyonu arasindaki iliskinin tartisilmasi
onemli goriilmektedir. Iskelet kasi miyozin fenotipi, HSP bazal diizeylerini
belirlemekte olup yavas tip miyozin izoformlarinin oldugu tip I ve tip Ila’dan
zengin kaslarda bazal HSP ekspresyonu daha fazla iken tip IIb ve tip [Ix’ten zengin
kaslarda bu diizey ¢ok daha diistiktiir. Bu nedenle 6zellikle miyozin izoformunun
bir tipten digerine doniistiigli ya da doniisiim olmadig1 halde kastaki relatif
dagiliminin degistigi durumlarda (belirli bir grup kas lifinde atrofi veya
hipertrofi) HSP diizeylerinde de degisiklik olacaktir. Nitekim, iskelet kas1 Hsp72
diizeylerinin kas miyozin fenotipine gore degistigi ve kas tip I ve tip Ila lif
miktarinin artisinin Hsp72 diizeylerini artirirken, hizli form olan tip IIx ve tip
[Ib’nin artisinin Hsp72 diizeylerini azalttig bildirilmistir (110, 48). Bu ¢alismada
miyozin fenotip veya kas lif tipi degisimi incelenmemis olmakla birlikte miyozin
agir zinciri yar1 6mri lizerinden bir yorum yapmak yerinde olur. Miyozin agir
zinciri yar1 émriintin kalp kasinda 5-5,4 giin oldugu bildirilmistir (28, 117).
iskelet kas1 icin net bir rakam bilinmemekle birlikte, Tsika ve dig (1987),
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hipertrofi ddoneminde zero order sentez kinetigi ve atrofi déneminde first order
degredasyon kinetiginin gecerli oldugunu varsaydiklar: lineer model iizerinden
hesaplama yapmislardir. Sinerjist kasin tenatomisi yoluyla plantaris kasinda 9
hafta sonunda %92 agirlik artisi ve takip eden 7 hafta boyunca kuyruktan asma
yoluyla ytksiizlestirme sonrasinda ise kas agirliginin kontrol grubun %30'u
araligina geriledigini gordiikleri bu ¢alismada arastirmacilar sentez sirasinda
yarl 6mrin 19 giin ve degredasyon sirasinda bu siirenin 10 giin oldugunu
belirtmislerdir (187). Gerek kardiyak MHC ile ilgili veri ve gerekse iskelet kasi
MHC'’ye iliskin tahmini rakamlar bu c¢alismada gergeklestirilen iki haftalik
atrofinin kas lif tipi fenotipinde veya belirli bir lif tipinin kapladig: yiizde alanda
degisiklige yol agmasinin miimkiin oldugunu géstermektedir. Nitekim kuyruktan
asma modelinde 14 giinliin sonunda soleus kasi tip [ lifleri enine Kkesit
alaninda %63, tip Ila liflerinde ise %47 lik bir azalma gorillmiistiir (161). Benzer
sekilde yedi ginliik kuyruktan asmada tip I kas lifi ylizde dagiliminin %14
azaldig1 ve intermittent kas liflerinin %129 arttig1 gosterilmistir (2). Diger
yandan bir haftalik remobilizasyonun da MHC fenotipi degisikligine yol acacak
diizeyde bir etki saglamasi beklenmemektedir. Kannis ve dig (1998), ti¢ haftalik
tek bacak immobilizasyonunu takiben goriilen soleus tipl lifi enine kesit
alanindaki dusisiin 3 haftalik remobilizasyon doéneminde degismedigini
gostermislerdir (84).

Biiylik oranda tip I lifi iceren soleus kasi yiiksek diizeyde bazal Hsp72
sergilemektedir. Immobilizasyonda ozellikle tip I liflerinin etkilendigi ve tip II lif
miktarinin arttigl bildirilmektedir. Bu doktora g¢alismasinda, iki haftalik
immobilizasyonun lif tipi tizerine etki edip etmedigi bilinmemekle beraber Hsp72
diizeyindeki azalma relatif olarak tip I lifleri miktarinin azalmis olmasinin da bir
sonucu olabilir. Sonug olarak, I grubunda soleus kas1 Hsp72 diizeylerinde gériilen
azalmada lif MHC kompozisyonundaki degisiklik rol oynamis olabilirken iR
grubunda goriilen Hsp72 diizeylerinin kontrol degerlerine geri ddonmesinin MHC
degisiminden kaynaklanmayacagi dusiiniilmektedir.

Sicanda kuyruktan asma modelinde ii¢iincii haftanin sonunda sicanda
soleus kasi protein sentez hizinda %70,2 azalma, protein degredasyonunda ise

%52 artma gorilmistir (14). Ku ve digerleri (1995), yeni sentezlenen
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polipeptidlerin elongasyon hizindaki diististin protein sentezindeki azalmanin en
onemli nedenleri arasinda oldugunu bildirmistir. Keza ayni calismada, 12-18 saat
yuksiizlestirmenin polizomal Hsp72 diizeylerinde azalmaya yol a¢tig1, Hsp72'nin
yeni sentezlenen polizoma baglanarak ribozomal kanala dogru ona eslik ettigi
icin azalan polizomal Hsp72’nin yeni sentezlenen polipeptidlerin elongasyon
hizindaki azalmanin nedeni olabilecegine dikkat c¢ekilmistir (95). Hsp72’lerin
sadece elongasyon degil inisiyasyon ve translasyona da etki ettigi bildirilmistir
(134). Bu sonuglar bizim calismamizda da sentez hizinin azalmasinin Hsp72
diizeylerindeki azalmaya katkida bulunmus olabilecegini gostermektedir. Benzer
sekilde, IR grubunda Hsp72 diizeylerinin kontrol seviyelere déniisiinde en
azindan protein sentezindeki yeni durumun rol oynamis olabilecegi
gorilmektedir.

Hsp72’nin FoxO3 ve NFkB sinyalini inhibe ettigi ve kuyruktan asma
yoluyla yapilan yuksiizlestirmede kas atrofisini azalttig1 gosterilmistir (173,
174). Bu c¢alismada immobilizasyon grubunda azalmis Hsp72'nin FoxO
lzerindeki bazal diizeydeki regilasyonun ortadan kalkmasi nedeniyle kas
atrofisine dolayl olarak katkida bulunmus olabilir.

TVT sirasinda mekanik enerjinin doku ve ¢esitli kompartmanlardaki viicut
swvilar tarafindan absorbe edildigi (191) ve bunun sicaklik artisina neden oldugu
bildirilmistir (39, 40). HSP ekspresyonunun artan hiicre veya tim viicut
sicakligina bagh olarak artmasi, TVT’'nin kas Hsp25 ve Hsp72 ekspresyonunu
artiracagl hipotezimizi olusturmamiza neden olmustur. Buna ek olarak ayni
nedenlerle, iki haftalik al¢ilama yoluyla yapilan immobilizasyon sonrasi
remobilizasyon déneminde TVT uygulamasinin (iT), sadece remobilizasyon
uygulanmasina gore (IR) Hsp25 ve Hsp72 diizeylerini daha fazla arttiracag: da
hipotez edilmistir. Tez c¢alismasinin bulgular;, TVT wuygulamasinin (T)
hipotezimizde ortaya koydugumuz gibi Hsp72 diizeylerinde bir artisa yol
acmadigini (p>0,05) gostermektedir. Calismada iki haftalik al¢ilama sonrasi bir
haftalik TVT’nin uygulandig1 grupta Hsp72 diizeylerinin hala konrol grubundan
daha diisiik oldugu gorilmistiir (p<0,005). Baska bir ifade ile sicanlarin
immobilizasyon sonrasinda serbest birakilmasi Hsp72 diizeylerinin kontrol

seviyelerine ¢cikmasini saglarken, ilave olarak giinde 30 dakika, 3mm genlik ve
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45Hz frekansta TVT uygulamasi hiptezimizin tersine bu etkinin azalmasina yol
acmistir. Nitekim calismada, IR grubu ile IT grubu karsilastirildiginda IT
grubundaki Hsp72 diizeylerinin IR grubundan daha diisiik oldugu gériilmistiir
(p<0,05).

Titresim, TVT formunda (39, 40) veya lokal olarak uygulanmasinin kas igi
sicakligini arttirdigi bildirilmistir (144, 77). On bes dakika stireli 100Hz frekansh
lokal vibrasyon uygulamasini takiben 6n kolda artan deri sicakliginin 10 dakika
boyunca yiiksek kaldig1 ve deride eriteme yol actig1 gosterilmistir (144). Keza 16
dakika 45Hz frekansinda, 2Zmm genlikte aralikli vibrasyon uygulamasinin uyluk
deri sicakligini arttirdigi, bunun kas lif uzunlugunda degisiklige yol acan refleks
kasilmaya bagh kas ici sicakligi artisi ve 1s1y1 uzaklastirmak i¢in deri kan akimi
artisindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (77). Bu calismada denek olarak
sicanlar kullanilmis olup kas i¢i sicaklik 6l¢tilmedigi icin TVT’nin siganda kas i¢i
sicaklhigini arttirip artirmadig bilinmemektedir. Diger yandan sicanda 32°C, 24
saat siireli akut sicak stresi viicut sicakligini arttirmadigi bildirilmistir (192).

Sicaklik artis1 disinda HSP’lerin indiiklenmesine iliskin bir diger
mekanizma olan kas hasari da ¢alismada uygulanan TVT ag¢isindan tartisilmasi
gereken bir diger noktadir. Iskelet kas hasarinin insanda biceps brachi kasinda
yapilan 50 tekrarl ytliksek siddetli eksentrik egzersizin egzersizi takiben 48 saat
sonra keratin kinaz ve Hsp27 (Insanda bulunan Hsp25 formu), Hsp72 diizeylerini
arttirdigi, buna karsik 10° negatif egimde 30 dakika stireli yokus asagi kosunun
vastus lateralis kasinda artisa yol agmadig1 goriilmistiir (183). Iskelet kasinda
konsantrik veya eksentrik egzersizlerin iskelet kasi Hsp72 ekspresyonunu
arttirdig iyi bilinmektedir (125). Sprague Dawley si¢canlarda tibialis anterior kasi
uzamis veya kisalmis pozisyonda iken elektrik uyarisina tabi tutuldugunda
sadece uzamis pozisyondaki uyarida kas hasari belirteci olan CK ile Hsp25 ve
Hsp72 diizeylerinin arttig1 ve uyariyi takip eden yedi giin boyunca ytiksek kaldigi
gorilmiistiir. Yazarlar buradan yola c¢ikarak kas hasarinin artmis HSP’ler icin
sinyal olabilecegi ileri siirmiislerdir (79). Nitekim Inoue ve digerleri (2009), dort
haftalik al¢1 yoluyla immobilizasyonun ardindan bir hafta remobilizasyon ve pasif
germenin soleus Hsp72 ve Hsp25 diizeylerin etkisini inceledikleri calismada pasif

germenin kas hasarini azaltmasina karsin remobilizasyona gore daha az HSP
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sergiledigini belirtmistir (81). Iskelet kasinda Hsp72 ve Hsp25 denature olmus
proteinleri yakalayip onlari tekrar fonksiyone olmalarinin saglar ve 6zellikle
miyofibril yapisinin stabilize edilmesinde rol alirlar. Bu ¢alismalar hasarin varligi
durumunda Hsp25 ve Hsp72 indiiklenmesinin daha ytliksek diizeyde kaldigini
gostermektedir. Sican arka bacagina 30, 60, 120 ve 480Hz vibrasyon
uygulamalarinin plazma kreatin fosfokinaz aktivitesini arttirdigi, en yiiksek
artisin 30Hz frekansta olustugu ve vibrasyon frekans1 yaninda uyarinin
genliginin de 6nemli oldugu bildirilmistir (143).

Bu doktora ¢alismasinda 30 dakika, 3mm frekans ve 45 Hz genlikte 2’ser
dakika aralikli TVT uygulanmistir. Bu uygulamanin herhangi bir kas hasarina yol
acip agmadigi bilinmemektedir. Calisma sonuglarinin, TVT'nin Hsp72 diizeylerini
artirmamast sicanda kas ici sicakligi veya kas hasarinin olusmadigini
diisiindiirmektedir. immobilizasyondan sonra remobilizasyonun (IR grubu)
Hsp72 diizeylerini anlamli olarak arttirirken TVT'nin remobilizasyona
eklenmesinin ise Hsp72 artisim baskilamasi (IT grubu) hiptezimizin kabul
edilmedigini gostermistir.

Hsp25 sonuglarina baktigimizda ise durum biraz farkhidir. Alg1 yoluyla
yapilan immobilizasyon Hsp25 seviyelerini anlamli olarak diislirmemistir
(p>0,05). Iimmobilizasyon sonrasinda bir haftalik remobilizasyon (IR) veya bir
haftalik remobilizasyon ve TVT uygulamasi (IT) ise Hsp25 seviyelerinin kontrol
grubundan anlamli 6l¢ciide artmasina neden olmustur (sirasiyla p<0,001 ve
p<0,05).

Hsp25’nin miyofibriler stabilizasyon, hasarl proteinlerin onarimi (91,92,
147) ve apoptozisin azaltilmasi gibi roller tistlendigi bildirilmistir (44). Hsp25’in
ozellikle kas kontraktil proteinlerinin yikimina neden olan kaspaz-3
aktivasyonunu (198) inhibe ettigi bildirilmektedir. Bu tez calismasinda IR ve IT
gruplarinda artmis Hsp25 dizeyleri, remobilizasyon doéneminde apoptozisin
onlenmesinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

Naito ve digerleri (2000), sekiz giinlik kuyruktan asma yoluyla
yuksiizlestirmeden bir giin 6nce bir saat boyunca 41°C sicaklikta tutulan
sicanlarda Hsp72 dlizeylerinin korundugunu ve bu gruptaki si¢canlarda

kuyruktan asma ile olusan soleus kasi atrofisinin %32 oraninda azaldigini
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gostermistir. Benzer sekilde, distrofin geninde olusan bir mutasyon sonucu
ortaya cikan ciddi ve ilerleyici bir kas kaybi olan duchenne kas distrofisi (DMD)
fare modelinde, BGP-15 isimli farmakolojik Hsp72 indiikleyicisi yoluyla
intramuskiiler Hsp72 diizeylerinin arttirdmasinin, farelerde olusturulan
distrofik patolojiyi azalttigi ve kas kuvvetini korudugu bildirilmistir (63).
Dolayisiyla 6nceden intraselliiler diizeyleri arttirilmis olan HSP’ler kas atrofisi ve
fonksiyon bozuklugunun engellenmesinde rol oynamaktadir. Bu ¢alismada
immobilizasyon 6cesinde HSP diizeylerinin arttirilmasina yonelik bir girisim
yapilmadigr i¢in artmis HSP’lerin iki haftallk al¢1  yoluyla olusan
immobilizasyonun yol actigi atrofiyi onlemede etkisi olup olmadigi test
edilmemis olup, daha sonraki ¢alismalarda ele alinmasi gereken ilging bir konu
olarak durmaktadir.

Son olarak bu ¢alismada immobilizasyon Hsp72 ve Hsp25 diizeylerinde
bir azalmaya yol a¢gmistir. Protein sentezi sirasinda HSP’lerin yeni olusan
polipeptidlere eslik ederek onlarin proteazlar tarafindan parcalanmasini 6nledigi
bilinmektedir. Protein sentezinin engellendigi immobilizasyon kosullarinda
HSP’lerin miktarinda azalma olmasi beklenen bir durumdur.

Sonu¢ olarak bu calismada iki haftalik immobilizasyonun atrofi
yolaklarinda yer alan sinyal molekiillerinin miktarlarinda 6nemli 6l¢iide artisa,
protein sentezinde rol alan molekiillerin protein diizeyinde ise azalmaya yol
agmistir. Diger yandan TVT nin protein sentezi ile ilgili proteinlerin gerek gen ve

gerekse protein diizeyinde ekspresyonunda bir degisiklik s6z konusu olmamaistir.
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6. SONUC ve ONERILER

[skelet kasi atrofisi, immobilizasyon, denervasyon, periferik sinir
zedelenmesi spinal kord yaralanmasi veya kasin iizerine binen yiikiin ortadan
kalkmasi yani sira yaslanma, ac¢lik, malnutriisyon ya da kanser kaseksisi gibi ¢cok
cesitli fizyolojik veya patolojik kosullarda ortaya cikan kas kitle ve kuvvet
kaybidir. Spor yaralanmasi sonrasinda ekstremitesi al¢1 veya atele alinan sporcu
orneginde immobilizasyona bagl olusan atrofi sporcunun bir an 6nce sahalara
donmesini engellemekteyken, ileri yaslarda kac¢inilmaz bir kas kitle ve kuvvet
kaybini beraberinde getiren sarkopeni veya kronik hastaliklar nedeniyle olusan
atrofik durumlarda yash ve hastanin kuvvetten diismesi, giinliik islerini dahi
yaparken baskalarina bagimliigini beraberinde getirmektedir (55). Boylece
iskelet kasi atrofisi, sadece sportif performansin korunmasi ac¢isindan degil, cok
saylda insanin yasamini olumsuz etkilemesi agisindan da 6nemli bir saghk
problemidir. Son on yil igerisinde iskelet kasi1 atrofisi molekiiler
mekanizmalarinin aydinlatilmasina iliskin 6nemli gelismeler elde edilmesine
ragmen heniiz kas atrofinin 6nlenmesine iliskin bir ydntem veya tedavi
modalitesi gelistirilebilmis degildir.

Bu calismada, iskelet kas kitlesi ve kuvvetinde artisa yol actig1 belirtilen
tlim viicut titresiminin (TVT) protein yikim ve sentezine iliskin sinyal yolaklarina
etkisi ilk kez incelenmistir.

Calismada iki haftalik al¢1 yoluyla gercgeklestirilen immobilizason protein
yikimina yol a¢an sinyal molekiillerinin protein diizeyinde artisa, bu yikimin tersi
yoniinde islev gosteren molekiilerin ise miktarinda azalmaya yol agmistir. Bu
cercevede p-Fox03a, p-Aktl, mTOR, p-4EBP1 azalirken, MuRF1, Atrogin/MAFbx
diizeyleri artmistir (p<0.05). ilave olarak immobilizasyon, p-AMPK/AMK
oraninda ve Hsp72 diizeylerinde de azalmaya yol a¢mistir. Remobilizasyon
doneminde ise bu degisikliklerin neredeyse tamaminda bir geriye doniis
gorilmiis olmakla birlikte remobilizasyona TVT’'nin eklenmesinin etkinin daha
belirgin olmasina yol actig1 goriilmiistiir. Calismada p-Aktl ve mTOR diizeyleri
her iki remobilizasyon grubunda da immobilizasyon grubuna goére artarak
(p<0.05) kontrol grubu seviyelerine yiikselmistir. MuRF1 diizeyleri

remobilizasyon grubunda immobilizasyon grubundakine benzer sekilde hala
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kontrol grubundan yiiksek bulunurken, TVT remobilizasyona eklendiginde
MuRF1 diizeylerinin kontrol grubundan farkli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).
Atrogin/MAFbx diizeyleri remobilizasyon grubunda immobilizasyondan farkl
olmasa da kontrol diizeylerine diiserken, TVT'nin eklenmesi bu diizeylerin
immobilizasyon grubundan anlaml olarak daha disiik olmasina yol agmistir
(p<0.05). Benzer sekilde, her ne kadar hala kontrol grubundan diistik de olsa,
fosforile 4EBP1 diizeyleri titresimin remobilizasyona eklendigi grupta gerek
immobilizasyon ve gerekse remobilizasyon grubundan daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Bu sonuglar umut verici olup, TVT’nin immobilizasyonu
takip eden donemde kas protein yikimina sebep olan sinyal molekiillerinin
miktarinin azalmasinda etkili olabilecegini gostermektedir.

Diger yandan bu calismada TVT’'nin tek basina saglikli sicanlarda
uygulanmasinin sinyal yolaklar1 iizerine bir etkiye bir etkiye yol a¢madigi
gorulmustir.

Bu c¢alismada TVT'nin etkinligi mRNA ekspresyonu acgisindan
degerlendirilen genler arasinda gruplar arasinda anlaml fark sadece MuRF1'de
gorilmiistiir. Buna gore her lic immobilizasyon grubunda da MuRF1 mRNA
diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml olarak azalmistir (p<0.05).

Bu calismada elde edilen sonuglarin daha ileriye tasinabilmesi i¢in
oneriler ise sunlardir:

1- Calismada uygulanan TVT’nin frekans, genlik ve siiresi sirasiyla 45Hz,
aralikli olarak ve dordiincii glinden itibaren toplamda 20dk ve 3mm seklindedir.
Sican calismalarinda 15-90Hz frekans ve 0,1-3mm genlikte farkl siirelerde
titresim uygulandig1 diistniiliirse, TVT'nin protein sentez ve yikimina iligskin
sinyal yolaklarinda yer alan temel molekiller iizerine etkisinin
degerlendirilebilmesi icin s6z konusu ii¢ parametrenin de degisik diizeylerde
uygulandig1 kombinasyon ¢alismalarina ihtiyac vardir.

2- Calismada immobilizasyon 2 hafta siireli bilateral al¢1 seklinde
uygulanmistir. Boylece normalde de uygulanan al¢1 modeli gerceklestirilmisse de
yarattigi ilave agirlik ve alc1 icerisinde bacagin hareket edip etmediginin kontroli
mimkiin olamadigindan ayagin sabit tutulabilecegi daha uygun yontemler

degerlendirilebilir.
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3- Bu calismada birincil ama¢ TVT'nin etkisinin degerlendirilebilmesi
oldugu icin, alg1 iki hafta stireli uygulanmistir. Ancak bu stire mRNA seviyelerinde
degisiklikler agisindan uzun olup amacin immobilizasyon siirecindeki
degisiklikleri de gormek olan ¢alismalarda grup sayisini arttirarak 6zellikle 3-5
ve 7. giinlerdeki degisiklikleri gormek miimkiindiir.

4- Bu calismada remobilizasyon siireci bir hafta tutulmus olup bu stiredeki
degisikliklerin etkisinin degerlendirilmesi ayr1 bir ¢alisma konusudur.

5- Bu c¢alismada immobilizasyon sirasinda TVT uygulanmamistir.
Immobilizasyon sirasinda TVT'nin yapilabilmesine olanak saglayan farkh
immobilizasyon yontemleri ile ilgili calismalar yapilmasinin ¢arpict sonuglar

verecegi dustunilmektedir.
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