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OZET

Giingor, I. Yasam Alani Sinirlandirilan Siganlarin iskelet Kasinda Oksidatif Hasarin
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Spor Bilimleri ve
Teknolojisi Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. iskelet kasi yalnizca kuvvet
uretiminden sorumlu olmayip, metabolik homeostazin korunmasi, glisemik
kontroliin saglanmasi ve metabolik genlerin regiilasyonunda son derece kritik bir
role sahiptir. Kemik kiriklari veya yumusak doku yaralanmalari nedeniyle algi ya da
atel uygulamalari, travma ve operasyonlar sonrasi uzun sireli yatak istirahati gibi
immobilizasyon kosullari iskelet kaslarini yapisal ve fonksiyonel olarak olumsuz
yonde etkileyerek iskelet kasi atrofisine neden olur. Normal kosullarda serbest
radikaller ve antioksidan savunma sistemi bir denge halindeyken, immobilizasyon
surecinde bu dengenin serbest radikallerin artisiyla bozulmasi énemli hicresel
yapilara katilan lipid, protein, nikleik asit gibi molekdllerin okside olmasiyla
sonuglanir. immobilizasyonun neden oldugu hiicresel siirecler ve mekanizmalari
arastirmak igin deney hayvanlarinda uygulanan algilama, kuyruktan asma yoluyla
yukstzlestirme gibi modeller immobilizasyonun serbest radikal diizeylerindeki artigi
net bir sekilde ortaya koymaktadir. Ote yandan, bu modeller insanda uzun sireli
yatak istirahati ve inaktivite gerektiren kosullari tam olarak yansitmamaktadir.
Standart kafes hacminin kigultilmesiyle olusturulan yasam alani sinirlandiriimis
kafes modelinin insanlardaki yatak istirahatinin bir zorunlulugu olan immobilizasyon
kosullarini, algilama ve yikslzlestirme modellerine gére daha iyi taklit eden bir
model oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma, yasam alani sinirlandiriimis kafes modelinin
iskelet kasinda oksidatif stres belirtegleri ve iskelet kasi atrofisi Uzerine etkisini
degerlendirilmeyi amaglanmistir. Wistar albino si¢anlar kontrol (K; n=8) ve
immobilizasyon (i; n=8) olmak (izere iki gruba ayrilmistir. K grubundaki hayvanlar
standart sican kafeslerinde, | grubundaki hayvanlar ise yasam alani sinirlandiriimig
kafeslerde yedi giin barindirilmistir. Deney protokolinin tamamlanmasinin
ardindan, hayvanlar derin anestezi altindayken 6tenazi yapilarak soleus kaslari izole
edilmistir. immobilizasyonun oksidatif hasara etkisini arastirmak (izere soleus
kasinda protein oksidasyonu belirteci olan protein karbonil ve ileri protein
oksidasyonu (AOPP) dizeyleri spektrofotometrik yontemle ve lipid peroksidasyonu
belirteci olan 4-hidroksinonenal (4-HNE) diizeyleri Western Blot yontemiyle analiz
edilmistir. Bu modelde yedi giin slresince uygulanan immobilizasyon, soleus kas
agirhginin vicut agirhgina oraninda %17,2 azalmaya neden olmustur. Bununla
birlikte, soleus kasinda AOPP (p=0,000) ve 4-HNE dizeylerinin (p=0,013) kontrol
grubuna gore arttigl ancak protein karbonil dizeylerinin (p=0,846) degismedigi
gorllmastir. Bu bulgular, insanlarda néral uyarilarin oldukga azaldigi yatak istirahati
ve inaktiviteyi taklit eden bir model olan yasam alani sinirlandirilmis kafeslerde
barindirilan hayvanlarin iskelet kasinda oksidatif hasarin arttigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yatak istirahati, immobilizasyon, yasam alani sinirlandiriimis
kafes modeli, oksidatif stres
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ABSTRACT

Giingor, I. Investigation of Oxidative Damage Based on Cage Volume Reduction in
Rat Skeletal Muscle. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences MSc.
Thesis in Sport Sciences and Technology, Ankara, 2022. In addition to its primary
function in maintaining body posture and movement, skeletal muscle is critical in
regulating metabolic genes and maintaining metabolic homeostasis and glycemic
control. Splint or casting immobilization due to bone fractures and prolonged bed
rest after trauma and operations have an adverse effect on skeletal muscle
structure and function, causing skeletal muscle atrophy. A balance between the
production of free radicals and the antioxidant defense system is necessary for
cellular functions. Increased free radical production causes the oxidation of lipids,
proteins, and nucleic acids, which is defined as oxidative stress. Studies using
immobilization models in animals such as casting and hind limb suspension have
demonstrated an increase in oxidative stress biomarkers. However, these animal
models are different in terms of the degree of inactivity, and they do not mimic
long-term bed rest in humans. A new immobilization model has been designed
based on cage volume reduction. It has been reported that this model mimics
better reduced daily ambulatory motions and inactivity in bed rest conditions
compared to casting and unloading models. Therefore, it is aimed to be investigated
the effect of seven days of immobilization based on cage volume reduction on
oxidative stress markers such as lipid peroxidation and protein oxidation in the
soleus muscle. Wistar albino rats were randomly divided into control (C; n=8) and
immobilization (I; n=8). Animals in group C were housed in standard rat cages
whereas in group | were housed in a cage volume reduction modal for seven days.
Following the experimental procedure, soleus muscles were isolated. To investigate
the effect of immobilization on oxidative damage, protein carbonyl, and advanced
oxidation protein products (AOPP) were analyzed spectrophotometrically as protein
oxidation markers. 4-hydroxynonenal (4-HNE) levels were analyzed by Western Blot
as a lipid peroxidation marker. Seven days of immobilization in cage volume
reduction caused a 17,2% decrease in the ratio of soleus/body weight. AOPP
(p=0,000) and 4-HNE levels (p=0,013) were increased in group | compared to group
C, but protein carbonyl levels did not change in soleus muscle (p=0,846). These
findings show that oxidative damage in rat skeletal muscle by using a cage volume
reduction model mimics bed rest and inactivity, where neural stimuli are greatly
reduced in humans.

Key Words: Bed rest, immobilization, cage volume reduction, oxidative stress
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1. GiRis

iskelet kaslari, gii¢ iretimi ve hareketi saglamak gibi bilinen fonksiyonlarinin
yaninda glisemik kontrol, metabolik genlerin regiilasyonu ve metabolik homeostazin
korunmasinda oynadigi rol nedeniyle son yillarda bir endokrin organ olarak kabul
edilmektedir (1). Saglkli bir iskelet kas kitlesinin varligl organizmanin obezite, tip 2
diyabetes mellitus ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢ok sayida kronik hastaliktan

korunmasinda ve hayat kalitesinin stirdiirilebilmesinde kritik bir Sneme sahiptir (2).

Uzun sireli yatak istirahati, denervasyon, ekstremite immobilizasyonu gibi
mekanik yikin ve noéral aktivasyonun azaldigl ya da tamamen ortadan kalktig
durumlar, protein yapim ve yikimi arasindaki dengeyi olumsuz yonde etkileyerek
iskelet kaslarinda yapisal ve fonksiyonel bir bozulmaya yol agar. Bu durum, iskelet
kas lif capinin azalmasi, kas kitlesinde kigulme, kas kuvveti ve dayanikhliginda
azalma ile karakterize iskelet kasi atrofisi ile sonuglanir (3). iskelet kasinin kronik
hastaliklardan korunmadaki 6nemi distnildiginde immobilizasyon sonucu olusan
kas kutlesindeki kayiplar yasam kalitesini olumsuz etkileyen pek ¢ok kronik
hastaligin gelisimini tetikler, morbidite ve mortalitenin artmasina yol agar ve saglik

harcamalarina 6nemli bir yik getirir (4).

Literatlirde, protein ve lipidler gibi hiicre fonksiyonlari agisindan onemli
yapilarda hasar meydana getiren oksidatif stresin immobilizasyon nedeniyle olusan
kas atrofisinde rol oynadigina iliskin bazi kanitlar vardir. Ozellikle Kondo ve
digerlerinin immobilizasyon sirasinda iskelet kasinda artan oksidatif stresi
inceledikleri galismalar oksidatif stres ve immobilizasyona bagh iskelet kas atrofisi
iliskisini agiklayan oncll c¢alismalardir (5-10). Nitekim, Kondo ve digerleri
immobilizasyon sonrasi iskelet kasinda hidroksil radikali tGretiminin arttigi (10) ve
immobilizasyonun iskelet kasinda ksantin oksidaz ve serbest demirin serbest radikal

Uretimine katkida bulundugunu géstermistir (7-9).

Diger yandan kullanmama atrofisine iliskin ¢alismalarda kullanilan hayvan

tlrt ve modellerinin farkliligi iskelet kasinda olusan atrofinin diizeyini etkiledigi gibi,



ortaya cikan oksidatif stresin dlzeyini de etkilemektedir. Deney hayvanlarinda
uygulanan kullanmama modellerinde yaygin olarak uygulanan arka bacaklarin
kuyruktan asma yoluyla ylzslzlestirilmesi uzay uguslari sirasinda karsilagilan
mikrograviteyi taklit ederken, ekstremite veya tim govdenin alcilama yoluyla
immobilize edilmesi ¢esitli  ortopedik/spor yaralanmalari sonucu olusan
kullanmamayi yansitmaktadir. Keza tendon kesisi, sinir kesisi, mekanik ventilasyon
diger hayvan modelleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. insanlarda da mikrograviteyi
taklit eden negatif egimli yatak istirahati ya da bacagin dizden 60 derece bukilerek
yuksuzlestirildigi aski modeli ve algi uygulamalari kargilagilan en yaygin modellerdir.
Sonug olarak bitiin bu modellerin temel amaci kullanmamaya bagli iskelet kasi
atrofisinin altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilarak kas atrofisinin ve bdylece kas
kitle ve fonksiyonunun korunmasina yonelik tedavi modalitelerinin gelistirilmesidir.
S6z konusu galismalarda uygulanan modeller her ne kadar kas atrofisine yol agsa da
insanda ginlik yasamda karsilagilan kullanmamaya bagh atrofiyi yeterli dizeyde
taklit etmemektedir. Bu cgercevede atrofiye yol agan kosullar igerisinde en fazla
karsilasilasilan bir durum olan, sebebi ne olursa olsun uzun siireli yatak istirahatine
maruz kalmak veya inaktif yasam tarzi gibi kasa giden ndéral uyarilarin azaldig
kosullari yansitan bir deneysel modelin eksikligi dikkati ¢ekmektedir. Bu anlamda,
Marmonti ve digerlerinin 2017 yilinda gergeklestirdikleri yasam alani sinirlandiriimig
hayvan modeli kullanmama kosullarinda ortaya c¢ikan iskelet kas atrofisinde
oksidatif stresin olasi roliiniin degerlendirmesi igin dnemli bir imkan sunmaktadir
(11). Bu galisma, uzun sireli yatak istirahatini en iyi sekilde taklit ettigi bildirilen bu
modelde gorilen iskelet kasi atrofisinde oksidatif stres belirteglerinin duzeylerini

saptamay! hedeflemektedir.
1.1. Amag ve Hipotezler
Arastirmanin amaci

Bu g¢alismanin amaci yasam alani sinirlandiriimis kafes modelinin iskelet kasinda

oksidatif stres belirteglerine etkisini incelemektir.



Arastirma hipotezi

Yasam alani sinirlandiriimis kafes modeli ile olusturulan immobilizasyon iskelet

kasinda atrofiyle birlikte oksidatif hasar artisina neden olur.

Bu c¢alismada yedi gin siresince yasam alani sinirlandiriimis immobilizasyon
kafeslerinde barindirilan siganlarin soleus kas kiitlesindeki degisim, protein karbonil,
ileri protein oksidasyonu driinleri (AOPP) ve 4-hidroksinonenal(4-HNE) dizeyleri

incelenmigstir.



2. GENEL BILGILER

Normal kosullarda hiicrede sirekli Uretilen serbest radikaller ve serbest
radikalleri notralize ederek kararli hale gelmesini saglayan antioksidan savunma
sistemi denge halindedir. Bu denge durumu, radikallerin hiicre iginde duslk
konsantrasyonlarda tutularak sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu ve rejenerasyon
gibi hiicresel siireclerde ustlendigi rol agisindan kritiktir (12). Ote yandan
immobilizasyon, radyasyon, ¢evre kirliligi, alkol ve sigara kullanimi gibi faktorler
gerek serbest radikal Gretiminin artmasi gerekse antioksidan savunma sisteminin
baskilanmasi nedeniyle bu dengenin serbest radikaller lehine kaymasina neden olur.
Boylece yiksek konsantrasyonlara ulasan serbest radikaller hiicrede énemli yapilara
katilan lipid, protein, nikleik asit gibi molekdilleri okside ederek hiicrenin yapisal
batinltginin bozulmasina yol acar (13, 14). Bu durum oksidatif stres olarak
tanimlanir ve hicrenin normal fonksiyonlarini slirdiirmesini engelleyerek hiicre

olimine kadar giden bir siirecin baglamasina yol agar (15).
2.1. Serbest Radikaller

Elektronlar, atomlarin orbital olarak bilinen bélgelerinde dénen negatif yukli
parcaciklardir. Her bir orbital zit yonlerde donen en fazla iki elektron bulundurabilir.
Orbitallerde tek elektron bulunmasi durumu elektron eslesmemesi olarak ifade
edilir. Serbest radikaller, son yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
iceren, bagimsiz olarak var olabilen bir molekul ya da atom olarak tanimlanmaktadir
(16). Serbest radikaller, elektronlarini esleyip kararli hale ulagsmak igin diger
bilesiklerle reaksiyona girme egilimindedir. Bu durum, reaksiyona giren bilesigin
radikal haline gelmesi ve daha fazla radikalin Uretildigi bir zincirleme reaksiyon
kaskadinin baslamasina yol agarak hicresel yapilara katilan molekillerde hasara

neden olur (17).



2.1.1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri

Serbest radikallerin buyldk bir kismi oksijen ve nitrojen kaynakhdir.
Radikaller, reaktif oksijen tirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNS) gibi merkez
atoma gore isimlendirilir. ROS ve RNS siklikla radikal anlaminda kullanilsa da, radikal
olmayan ancak organizmada kolaylikla radikal tirlerine donlsebilen bilesikleri de

kapsamaktadir (16) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Baslica reaktif oksijen ve nitrojen tirleri.

ROS RNS

Radikaller Superoksit (O7Y Nitrik oksit NO’
Hidroksil OH’ Nitrojen dioksit NO;’
Peroksil ROO’
Alkoksil RO’
Hidroperoksil HO;’
Lipid peroksil LOO’

Nonradikaller Hidrojen peroksit H,0> Nitrik asit HNO;
Singlet oksijen 10, Nitrosil katyonu NO*
Hipoklordz asit HOCI Nitroksil anyonu NO
Hipobromoz asit HOBr Peroksinitrit ONOO"
Ozon (OF! Alkil peroksinitrit  ROONO

Organizmadaki serbest radikallerin en biylk kismini ROS olusturur. Baslica
reaktif oksijen tirleri, siperoksit radikali (02), hidrojen peroksit (H.0;) ve hidroksil

radikali (OH’), RNS tiirleri ise nitrik oksit (NO’) ve peroksinitrittir (ONOO").

e — e +2H" e +H' .

0, —» 0, —  H0, —_— HO
molekiiler stiperoksit hidrojen hidroksil
oksijen radikaliyonu peroksit radikali

Sekil 2.1. Bazi reaktif oksijen turlerinin Uretimi. Molekuler oksijenin e alarak
indirgenmesi sonucunda basitge stperoksit olarak tanimlanan siperoksit anyon



radikali agiga cikar. Stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalini olusturan
reaksiyonlarda goérev alir.

Suiperoksit Radikali (O2™): Stiperoksit radikali, basta mitokondri olmak lzere
¢ok sayida biyokimyasal reaksiyonda molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu agiga ¢ikan negatif yikli bir radikaldir. Radikal olmasina
ragmen yuksek reaktiviteye sahip olmamakla birlikte, reaktivitesi yiksek bir radikal

olan hidroksil radikalinin Giretilmesinde rol oynar (18).

Hidrojen peroksit (H.0): Hidrojen peroksit, radikal olmayan bir reaktif
oksijen turudur. Rolatif olarak uzun bir yarilanma ©6mria vardir. Yiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik olmasina karsin, normal konsantrasyonlarda DNA
veya lipidleri dogrudan okside edemez (19). Bu agidan diger reaktif oksijen tirlerine
kiyasla daha az reaktiftir. Ancak gecis metallerinin katalizérligiinde gergeklesen
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari araciligiyla yiksek dizeyde reaktif olan

hidroksil radikalinin retilmesinde énemli bir role sahiptir (20).
e Fenton reaksiyonu: H,0, + Fe2* > Fe3*+ OH" +OH"
0y "+ Fe’* > 0+ Fe?

e Haber-Weiss reaksiyonu 0"+ H;0,> 0.+ OH +OH"

Hidroksil Radikali (OH’): Hidroksil radikali protein, lipid, karbonhidrat, DNA
ve RNA ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek bu molekillerin biyolojik aktivitelerini
yitirmelerine neden olur. Diger tim oksijen radikalleri iginde en reaktif olan tir

olarak bilinmektedir (16).

Nitrik Oksit (NO’): NO’, dis orbitalindeki eslesmemis elektronundan dolayi
serbest radikal Ozelligine sahip bir molekildir. Eslesmemis elektronun nitrojen
atomu Uzerinde yerlesik olmamasi, bir diger deyisle nitrojen ve oksijen atomlari
uzerinde delokalize olarak bulunmasi  NO”in reaktivitesini  baskilayip

stabilizasyonunu artir. Nitrik oksit zayif bir indirgeyici ajandir, oksijenle reaksiyona



girerek peroksinitrit (ONOO") Gretmek icin stiperoksit ile cok hizl bir reaksiyona girer

(212).

Peroksinitrit (ONOO’): Siperoksitin, NO ile reaksiyonu sonucu olusan
peroksinitrit DNA hasarina ve proteinlerin nitrasyonuna yol agabilen gigli bir okside

edici ajandir.
2.1.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Hucrelerde oksidatif hasarin énlenmesi hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan antioksidan bilesenlerden olusan gelismis bir antioksidan savunma sistemi
ile mimkinddr. Baslica enzimatik antioksidanlar sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX) glutatyon rediiktaz (GR)’dir. Glutatyon (GSH),
urik asit, vitamin E ve C, selenyum, ferritin, B-karoten, Urik asit ise dnemli enzimatik

olmayan antioksidanlardandir (22, 23).

Serbest radikal Antioksidan
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Sekil 2.2. Antioksidanlar tarafindan serbest radikalin no6tralize edilmesi.
Antioksidanlar, serbest radikallere elektron vererek serbest
radikallerin kararh hale gegmesini saglar.

SOD, superoksit radikallerini hidrojen peroksite ve oksijene detoksifiye eder.

Ug farkli izoformu vardir. Bunlardan bakir ve ginkoyu kofaktér olarak kullananlardan

SOD1, hem sitoplazma hem de mitokondriyal zarlar arasi boslukta, SOD3 ise



ekstraselller boslukta aktivite gosterir. SOD2, manganezi kofaktor olarak kullanir ve

mitokondriyal matrikste sliperoksitin elimine edilmesinde rol alir (24).

Genel olarak, H,0;, peroksidaz ve katalaz olmak Uzere iki temel antioksidan
enzim tarafindan elimine edilir. Peroksidazlar bu islevini bir substratin baska bir
substrata oksidasyonu yoluyla gergeklestirir. Bunlardan GPX, H.0;’in suya
indirgenmesini katalize ederken substrat olarak iki indirgenmis GSH molekili
kullanilir. GSH, yapisindaki tiyol grubu (-SH) sayesinde serbest radikallerin elimine
edildigi reaksiyonlarda hidrojen dondrl olarak gorev alir ve glutatyon disilfite
(GSSG) vyilikseltgenir. Hicrenin reaktif oksijen tiirlerini notralize etme kapasitesi
agisindan GSH:GSSG orani 6énemli bir belirtectir. Oyle ki, dinlenik kosullarda
GSH:GSSG orani 100:1’in tzerindeyken gesitli oksidatif stres modellerinde bu oranin
10:1 ve 1:1 oraninda oldugu bildirilmistir (25). Hlicrede reaktiflerin birikimi ve neden
olduklari hasarin 6nlenebilmesi, antioksidan sistemin savunma kapasitesiyle
dogrudan iligkilidir. Bu baglamda GR enzimi GSSG’nin, bagka bir reaksiyonda
antioksidan olarak kullanilmak tzere GSH’a indirgenmesinde dnemli bir rol Ustlenir

(26, 27).

Katalazlar, GPX gibi H.0,'i suya doénustirerek hiicreyi oksidatif stresin zararli
etkilerinden korumasinda gorevlidir. Hicrede temel olarak peroksizomda bulunur

(23).
2.2. Oksidatif Stres ve Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Oksidatif stres sonucunda protein, lipid, DNA, karbonhidrat gibi
biyomolekiller okside olmasi biyokimyasal vyapilarinin  bozulmasina ve
fonksiyonlarini kaybetmelerine yol agar. Oksidatif stresi degerlendirmek igin en
yaygin yaklasimin, oksidatif strese duyarl, rélatif olarak uzun bir yarilanma émri

olan bir molekildeki artisi veya azalmayi 6lgmek oldugu belirtilmistir (16).

ROS hasarina 6zgl olusan protein karbonil ve ileri protein oksidasyonu
(AOPP) protein oksidasyonunu, malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE)

lipid peroksidasyonunu, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin  (8-OH-dG) ise DNA



oksidasyonunu gostermekte olup, arastirmalarda yaygin olarak kullanilan oksidatif

stres belirteclerindendir (28).
2.2.1. Protein Oksidasyonu

Proteinler, hem reaktif tirler hem de reaktif tlrlerin lipid ve protein gibi
biyolojik yapilari okside etmesiyle agiga ¢ikan sekonder Urlnler tarafindan okside
olabilir (29). Protein karbonil gruplarinin olusumu, nitrotirozin (NT), AOPP olusumu
ve proteine ait tiyol gruplarinin kaybi oksidatif hasar sonucu proteinin yapisal

degisiklige ugradigini gosterir (30).

1) Protein Karbonil Gruplarinin Olusumu: Proteinlerin yapisinda gorilen
karbonil gruplari cesitli reaksiyonlar sonucu olusabilir. Protein ana yapisinin
hidrolizi: OH" radikali, polipeptit omurgasindaki herhangi bir aminoasitin a-
karbon atomundan hidrojen atomunun ayrilmasina neden olur. Bu oksidatif
hasar, karbon merkezli radikal olusumunu takiben peptit baginin kirilarak

karbonil tiirevlerinin agiga ¢ikmasiyla sonuglanabilir (sekil 2.3) (29, 31).

HO*
2 it e ' 9
---—CH—C-N—CH—C-N—--- ---—CH—C-N—C — C-N—---
| [ | IIR | |
Ry H R H B 1 H R, H
2
Polipeptitzinciri Alkil radikali
koz
HO,* .
HOO -0
9 [ 9 G 8-9 o
N T W iR oG
Alkil peroksit Ri H R H 5 Ry H R H
i 2 Alkil peroksil radikali
H,0, o
—CH—C-NH,
= o 2H,0 R
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Sekil 2.3. Peptit zincir oksidasyonuna iliskin potansiyel yolak. OH" radikali,
polipeptit zincirindeki bir aminoasitin a-karbon atomundan hidrojenin
ayrilarak alkil, alkil peroksil gibi radikallerin tretilmesine yol agan bir
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reaksiyon zinciri baglatir. Peptit zinciri oksidasyonu, amino asit
dizilerinin dogrudan aldehit, keton tiirevlerine donismesiyle veya
peptit baginin kirllmasi ile sonuglanabilir (32).

2) Amino asit yan zincirinin dogrudan oksidasyonu: Fenton reaksiyonu sonucu
ortaya ¢ikan OH’ radikali prolin, arjinin, lizin, treonin amino asitlerinin yan
zincirlerini, aldehit veya keton tiirevlerine okside eder (33).

Sekonder modifikasyon reaksiyonlari: Lipid peroksidasyon Urtnleri olan 4-
HNE, 2-propenal, MDA gibi lipid peroksidasyon urinleri histidin, sistein ve
lizin dizilerine atak yapabilir (Sekil 2.4). Ayrica indirgenen glukoz veya bu
glukozun oksidatif Urinlerinin proteinlerdeki lizin dizileri ile reaksiyonu

karbonil tirevlerinin olusmasina neden olur (31).

Sekil 2.4. Proteinlerin 4-HNE tarafindan modifikasyonu (34).

Protein karbonilasyonu, proteinlerin oksidatif modifikasyonu sonucu aldehid
ve keton gibi karbonil gruplarinin olugmasi ile karakterize olup, geri déntstiimsiiz bir
post-translasyonel modifikasyondur (29). Olusan karbonil gruplari proteinin dogru
katlanmasini olumsuz etkileyerek biyolojik fonksiyonunu kaybetmesine neden olur.

Protein karbonilasyonu, Alzheimer, diyabetes mellitus, sepsis, kistik fibrozis, kronik
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kalp ve bobrek yetmezligi gibi ¢ok sayida hastalikla iliskili olan, biyokimyasal ve
analitik teknikler kullanilarak o6lgllebilen bir oksidatif stres belirteci olarak kabul
edilmektedir (35). Karbonillenmis proteinler, onarilamadigl igin eger elimine

edilmezse hiicrede birikerek hiicrenin 6limiin{ beraberinde getirebilir (36).
ileri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu (AOPP):

Yiksek reaktivitesi sebebiyle hipoklordz asit (HOCI) hiicrelerde birikemez ve
saptanamaz. Bu nedenle HOCI gesitli oksidatif reaksiyonlara katilarak kloramin
olarak bilinen bir grup oksidanin lretilmesinde rol alir (37). HOCI ve kloraminler gibi

klorinlenmis oksidanlarin proteinlerle reaksiyonu sonucu AOPP olusur (38).

AOPP, pek ¢ok hastalikta protein oksidatif hasarini gosteren duyarl bir
belirtectir (31). AOPP’nin molekiiler kompozisyonuna dair kabul edilen belirli bir
siniflandirma mevcut olmadigindan oksidatif stresin genel bir biyobelirteci olarak
kabul edilmesi gerektigi belirtilmistir (39). Nitekim AOPP diizeylerinin ileri glikasyon
son UrlinU olan pentozidin ve protein oksidasyon belirteci olan ditirozin ile iligkili

oldugu bildirilmistir (40).
Tiyol Gruplarinin Oksidasyonu:

Serbest radikaller tiyol grubu iceren aminoasitleri okside ederek tiyil (-S)
radikali olusumuna yol agar. Bu durum proteinlerdeki dislfit baglarinin olusumuna
neden olabilir (41). Oksidatif hasar sonucu olusan disiilfitler ve oksiasitler, protein

oksidasyonunun en erken gercgeklesen belirtilerinden biridir (42).

Nitrotirozin Olusumu:
Nitrotirozin protein oksidasyonuna yol agan, O, ve NO" e kiyasla ¢ok daha
reaktif bir tirdir (42). ONOO”nun tirozini okside etmesi sonucu stabil bir Girlin olan

nitrotirozin agiga cikar (43).
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2.2.2. Lipid Peroksidasyonu

Hlicre membranlari ve organeller yiksek miktarda ¢oklu doymamis yag
asitleri (CDYA) igerir. Bu yag asitleri yapilarinda iki veya daha fazla ¢ift bag icerirler.
Yag asitlerinin yapisindaki karbon bagi sayisinin artmasi onlari oksidatif hasara karsi
daha duyarli hale getirir. Nitekim, doymus ve tekli doymamis yag asitlerine kiyasla
GDYA oksidatif hasara ¢ok daha yatkindir. Hiicre membraninin fosfolipid yapisina
katilan CDYA’larin radikal hasarina yatkin olmasi membran yapisi ve fonksiyonu
agisindan  6nemlidir.  Biyolojik membranlarin  oksidatif hasari  membran

gegirgenliginin bozulmasi ve hiicre 6limiine yol agar (15).

Lipid peroksidasyonu Ug¢ tepkimeden meydana gelir. Baslangic asamasinda
radikallerin atagl sonucu CDYA yapisindan bir hidrojen atomu ayrilir ve CDYA bir
karbon radikaline (L") donlsir. Gelisme asamasi olarak isimlendirilen ikinci asamada
L ile molekiler oksijenin reaksiyonu sonucu peroksil radikali (LOO") olusur. LOO’
baska bir lipid molekiiliine atak yaparak lipid hidroperokside (LOOH) donisirken,
atak yaptigi lipid molekili bagka bir radikale dénusir. Bu reaksiyon Uglincli agama
olan sonlandirma agsamasina kadar yeni radikallerinin olustugu bir kaskad seklinde
devam eder (44). Sonlandirma asamasinda, E vitamini gibi bir antioksidan LOO’
tirlerine bir hidrojen atomu vererek tepkimeyi bitirebilir veya diger asamalarda
olusan radikaller birbirleriyle tepkimeye girerek radikal olmayan son dUriinlere
dontsidr (15). LOOH, lipid peroksidasyonu sonucu olusan primer drinler olup bir
antioksidan molekdl tarafindan noétralize edilmezse MDA, 4-HNE ve lipid epoksid gibi
reaktif tlrlere pargalanir. 4-HNE oldukga toksik bir radikal olup tiyol ve amino

gruplariile hizli bir sekilde reaksiyona girmektedir (45).
2.3. Serbest Radikallerin iskelet Kaslari Agisindan Fizyolojik Rolii

Molekiler oksijen, tim aerobik organizmalar igin hiicresel solunumun temel
molekili olarak elzem bir rol Ustlenirken, oksijenin indirgenmesi sonucu agiga ¢ikan
oksijen tirevleri, hiicreler icin oldukca toksik olabilmektedir. iskelet kaslari, kas
kasilmasinin verimli bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in yiksek miktarda oksijene

gereksinim duymasi ve mitokondri yoninden oldukga zengin olmasi sebebiyle
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serbest radikallerin yogun olarak uretildigi en 6nemli organlardan biridir. Bu
nedenle 1980’li yillara kadar egzersizle artan radikal Gretiminin iskelet kas hasarina
neden oldugu, kas lifleri igin toksik oldugu Uzerinde durmustur. Ancak 2000’li
yillarda radikallerin indirgenme-ylkseltgenme tepkimelerini kapsayan redoks sinyal
yolaklarini diizenlemek, iskelet kaslarinin egzersize adaptasyonunu saglamak gibi

onemli roller Gstlendigi arastirmacilarin dikkatini gekmeye baslamistir (46).

Radikaller, enzim aktivitesini, membran transportunu ve gen
transkripsiyonunu degistirerek iskelet kas liflerinin yapi ve fonksiyonlarini
etkileyebilir (47). Ornegin antioksidan yanitin ana diizenleyicisi olan niikleer eritroid
2 iliskili faktor (Nrf2) normal kosullarda endojen inhibitori olan kelch benzeri ECH
iliskili protein 1 (Keap1)'e bagliyken (48), artan ROS’un etkisiyle Keap1’den ayrilarak
cekirdege transloke olur. Nrf2, antioksidan yanit elementine (ARE) baglanarak bir
dizi antioksidan genin ekspresyonunu kontrol etmede ana transkripsiyon faktori
olarak gorev alir (49, 50). Bu yolla oksidatif stresin, Nrf2 gen ekspresyonunu ve
transkripsiyonel aktivitasyonunu sagladigi gosterilmistir (51-55). Normal kosullarda
iskelet kas liflerinde ROS dusiik diizeylerde Uretilir. Saghkli bir iskelet kasinda ROS,

¢ok sayida sinyal yolaginda yer alir.
2.4. immobilizasyon Siirecinde Oksidatif Stres
2.4.1. immobilizasyon Siirecinde ROS Uretiminden Sorumlu Mekanizmalar

ROS, hicrenin basta mitokondri, sitoplazma, endoplazmik retikulum olmak
Uzere tim kompartmanlarinda hiicresel aktivitelerin dogal bir sonucu olarak agiga
cikmaktadir (56). immobilizasyon ksantin oksidaz, NADPH oksidaz (NOX) ve
mitokondriyi iceren U¢ farkli mekanizma ile ROS lretiminin artmasina neden

olmaktadir (57-61).
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Mitokondri

Hiicrenin temel enerji Gretim merkezi olan mitokondri; matriks, ic membran,
dis membran ve membranlar arasi kompartmandan olusur (62). Glukoz, serbest yag
asitleri gibi substratlarin Krebs dénglisinde metabolize olmasi ile agiga ¢ikan
elektronlar, mitokondri i¢ zarinda bulunan elektron transport zincirine (ETZ) tasinir
ve oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP Uretimi gergeklesir. Elektronlar ETZ'nin
kompleksleri boyunca transfer edilirken hidrojen iyonlari matriksten zarlar arasi
bosluga pompalanir. Komplekslerden transfer edilen elektronlar ise kompleks IV'te
son elektron alicisi olarak gorev yapan molekiler oksijene (O;) aktarilir ve hidrojen
iyonuyla reaksiyona girerek H,O olusturur. Zarlar arasi bosluktaki hidrojen iyon
konsantrasyonundaki artis mitokondrinin i¢ ve dis zarlari arasinda bir gradient farki
olusturur. Bu gradiyent farkindan olusan enerjiyi kullanan kompleks V, ATP

sentezleyen bir enzim olup, ADP’den ATP Uretimini gerceklestirir.

Mitokondri, hicre fonksiyonlarinin sirdirilebilmesi igcin gerekli enerjiyi
saglamanin yani sira, reaktif oksijen tirleri ve antioksidan savunma arasindaki
redoks homeostazinin diizenlenmesinde kritik rol almaktadir (63). Oldukca verimli
bir sistem olmasina karsin, oksidatif fosforilasyon sirasinda ETZ komplekslerinden
elektronlarin bir kismi kompleksler arasinda transfer edilemez ve elektron kagaklari
olusabilir (Sekil 2.4). Ornegin, Ubikinon tarafindan kompleks | ve I’den alinan
elektronlar kompleks llI’'e ve ardindan sitokrom c’ye transfer edilirken olusan

elektron kagaklari ortamdaki O, tarafindan alindiginda 02", H,0, ve OH’ gibi ROS

olusur (64).
oy Zarlar arasi bosluk
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Sekil.2.5. Mitokondride ROS Uretimi.
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immobilizasyon siirecinde hiicrede artan ROS’un biiyiik bir kismindan
mitokondrinin sorumlu oldugu bildirilmistir (57, 59, 61, 65). On doért giin siresince
algilama yoluyla immobilize edilen siganlarin plantaris ve soleus kaslarinda

mitokondriden salinan H,0; %100 artmistir (58).

immobilizasyon siirecinde mitokondride ROS artisindan hangi mekanizmanin
sorumlu oldugu tam olarak aydinlatimamasina ragmen, Ca*? homeostazindaki
bozulmanin tetikledigi mitokondriyal disfonksiyonun ROS artisina neden olabilecek
mekanizmalardan biri olabilecegi belirtilmistir. immobilizasyona bagl olarak
sitoplazmada Ca*? konsantrasyonunun artmasi, Ca*?>’un mitokondriye akin etmesine
ve mitokondriyal depolarizasyona yol acar (66). Ca*?, sitrik asit dongust aktivitesini

a-ketoglutarat dehidrogenaz gibi ROS Ureten enzimleri aktive eder (67).

Ksantin oksidaz

immobilizasyon gibi oksidatif stresin arttigi kosullarda adenin ve guaninin
metabolize olmasiyla olusan ksantin, ksantin oksidaz ile oksitlenerek ekstraselliler
alanda superoksit radikallerinin agiga ¢ikmasina sebep olur (68-70). Ksantin oksidaz
enzim aktivitesindeki artis oksidatif stres belirteci olarak degerlendiriimektedir.
Hayvanda iskelet kasinda kuyruktan asma yoluyla ylkslzlestirme ve mekanik
ventilasyon modellerinin uygulandigi ¢alismalar iskelet kas liflerinde ksantin oksidaz
enzim aktivitesinin arttigini gdéstermistir (9, 61, 71, 72). Ksantin oksidazin oksipurinol
ve allopurinol gibi farmakolojik ajanlarla inhibisyonu ise immobilizasyonun sebep
oldugu kas atrofisini azaltmis (71) ve kontraktil fonksiyonlarin korunmasini

saglamistir (61).
NADPH Oksidaz

iskelet kaslarinda ROS iiretiminden sorumlu bagka bir mekanizma NOX enzim
ailesidir (73). Transvers tibil, mitokondri, sarkolemma ve sarkoplazmik retikulumda
(74) aktivite gosteren NOX, molekiler oksijeni indirgeyerek O2" radikallerini Uretir

(75). immobilizasyon siirecinde NOX aktivitesinin arttigi bilinmektedir (57, 76).
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2.4.2. Oksidatif Stresin immobilizasyona Bagh Kronik Hastaliklarin

Gelisimindeki Rolii

immobilizasyon kosullarinda, ROS iiretiminin artmasi ve antioksidan
savunma sisteminin baskilanmasi sebebiyle kontroli saglanamayan oksidatif stres

hiicrelerdeki 6nemli yapilarin hasar gormesine ve fonksiyon kaybina neden olur.

Son yillarda oksidatif stres, kardiyovaskiler hastaliklarin gelisimindeki temel
etkenlerden biri olarak degerlendirilmektedir (77). LDL-kolesterolliiniin ROS
tarafindan okside olmasi ateroskleroz gelisiminde rol oynamaktadir (78). Farelerde
alti haftalik immobilizasyon sonucu endotelde NOX enzim aktivitesi, O, lretimi ve
lipid peroksidasyonu artmis, endotelyal fonksiyonlar bozularak aterosklerotik lezyon
gelismistir (79). Baska bir galismada ise, siganlarda immobilizasyon sonucu artan
oksidatif stres sistolik hipertansiyon ve endotelyal disfonksiyonun olusmasina neden

olmustur (80).

Cok sayida calisma bulgular diyabet hastalarinda oksidatif stresin arttig
yoniindedir (81-85). iskelet kaslarinin insan viicut agirhginin yaklasik %40'ini
olusturdugu ve metabolik homeostazda oynadigl rol gbéz online alindiginda,
dinlenim kan glukozunun %80'inin hiicre igerisine alinmasindan sorumlu olan kas
kitlesinde azalmanin tip 2 diyabet olusumu igin ciddi bir risk olusturacag asikardir

(86).

Diger yandan, hem tip 1 hem de tip 2 diyabetli hastalarda dolasimda ve
idrarda lipid peroksidasyonunu gosteren Fy-izoprostan Urlnlerinin  arttig
bilinmektedir (87-89). Ayrica, bu belirte¢ kan glukoz seviyeleri ile paralellik
gostermektedir (88). Bu bulgulara ek olarak, tip 1 ve tip 2 diyabetli hastalarda
protein karbonilasyonunun artmasi da oksidatif stres gelistigini destekleyen bir
kanittir (90, 91). Bununla birlikte, fiziksel aktivitenin azaldigi durumlar ve redoks
homeostazinin bozulmasina bagh olarak oksidatif stresin, insilin sinyalini inhibe
eden bir faktor olabilecegi vurgulanmaktadir (92). Oksidatif stres tarafindan insdlin

reseptor substrati 1/2'nin (IRS-1/2) yapisindaki serin amino asitinin fosforilasyonu
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IRS-1/2'nin degrade olmasina ve tirozin fosforilasyonunun engellenerek insilin

sinyalinin baskilanmasina neden olmaktadir (93).

Oksidatif stres replikasyon sirasinda DNA’nin hasar gérmesini, mutasyonlari
ve kanser gelisimini tetikler (94, 95). OH" radikalinin, guanin bazini okside etmesi
sonucu agiga cikan 8-OH-dG urnleri, replikasyon sirasinda adenin bazi ile esleserek
mutasyonlarin olugsmasina yol agabilir (96, 97). Kanser ve timor gelisimi ile iligkili
olan 8-OH-dG durilnlerinin fiziksel aktivite dlzeyleri ile ters orantili oldugu
gosterilmistir (98). Bunlarin yaninda, DNA’yi da igeren pek ¢ok makromolekiiliin ROS
tarafindan okside olmasi ve birikmesi yaslanma sirecinde fizyolojik fonksiyon kaybi
ve dejeneratif hastaliklarin gelismesinde énemli bir rol oynamaktadir (99). Yaslanma
surecinde oksidatif stresin telomer kisalmasina neden olarak yaglanma siirecini
hizlandirdigi  bilinmektedir (100, 101). Ayrica immobilizasyona bagh olarak
makromolekdillerin oksidatif hasari sonucu bilissel fonksiyonlarda gerileme meydana
gelirken, immobilizasyon sonrasi tek seanslik bir egzersizin bile makromolekdl
hasarini gidererek biligsel fonksiyonlarin normale dénmesini sagladigi bildirilmistir

(102).

Bu bulgular immobilizasyonun sebep oldugu artan kronik hastalik riskinde
oksidatif stresin olumsuz etkilerini ortaya koymakla birlikte, hareketsiz yasam
tarzina bagh patolojilerin ve kronik hastaliklarin olusmasinda oksidatif stresin

Onemine vurgu yapmaktadir.
2.5. immobilizasyon Modellerinde Oksidatif Stres

Uzun sireli yatak istirahati ve ekstremite immobilizasyonu klinikte sikg¢a
karsilasilan, hasta hareketlerinin ve dolayisiyla kas aktivitesinin kismen ya da
neredeyse tamamen kisitlandigi kosullardir. insanlarda, immobilizasyonun sebep
oldugu patofizyolojilerden sorumlu mekanizmalari arastirmak kas biyopsisi gibi
invaziv prosedirleri gerektirir. Ayrica, yatak istirahati c¢alismalari fizyolojik
fonksiyonlarda gerileme ve saglik riski teskil etmesi sebebiyle ¢ok fazla tercih

edilmemektedir. immobilizasyonun neden oldugu hiicresel diizeydeki siiregleri
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arastiran c¢alismalarin blyuk ¢ogunlugu bu kosullari taklit eden cgesitli hayvan
modelleri ile gerceklestirilmektedir (103). Bu modellerden en yaygin kullanilanlari
algilama, kuyruktan asma yoluyla ylikstzlestirme, denervasyon, mekanik ventilasyon

yoluyla gerceklestirilen immobilizasyon yontemleridir (104).

Deney hayvanlarinda algilama yolu ile ekstremite immobilizasyonu
insanlardaki algilama ile immobilizasyona karsilik gelen bir model olup hayvanlarda
bilateral veya lateral olarak bacagin immobilize edilmesi yoluyla
gerceklestirilebilmektedir (105, 106). immobilizasyon sirasinda iskelet kasinda
oksidatif stres diizeyini arastiran Kondo ve digerleri, on dort giin siresince algilama
yoluyla olusturduklari immobilizasyon modeliyle sicanlarin soleus kasinda GSH ve
lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan MDA seviyelerini gosteren tiyobarbitirik
asit reaktif maddeleri (TBARS) (zerine etkisini inceledikleri galismalarinda bir
antioksidan olan GSH’in oksidatif stres kosullarinda GSSG’ye yikseltgendigi ve
hicredeki konsantrasyonunun %34 oraninda azaldigini gostermislerdir (105, 106).
TBARS ise (107) algilama yoluyla olusturulan immobilizasyon modelinde yavas
oksidatif bir kas olan soleus kasinda kontrol grubuna kiyasla %37 artmistir (105).
Benzer sekilde on doért glin algilanarak immobilize edilen farelerin soleus kaslarinda
4-HNE duzeylerinin artmasi immobilizasyon silirecinde oksidatif hasari isaret

etmektedir (58).

immobilizasyon siirecinde artan ROS, proteinleri okside ederek sentez
surecindeki katlanma hatalarina, kimyasal yapilarinin bozulmasina ve fonksiyonel
kayiplara sebep olmaktadir. ROS’'un Fe?*, Cu?* gibi metaller katalizorligiinde
proteinler ile girdigi reaksiyonlar protein yapisini olusturan aminoasitlerin karbonil
tirevlerine donismesi ile sonuglanir (108). Algilama benzeri bir yontem olarak
gelistirilen her iki bacagin da sabitleyici bir aparat yoluyla on dért glin immobilize
edildigi baska bir ¢alismada ise soleus ve gastroknemius kasinda immobilizasyon
grubunda protein karbonil ve TBARS diizeylerinin arttigi ve GSH diizeylerinin azaldigi

gosterilmistir (106).
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Algilama yontemine ek olarak uzayan yatak istirahati ve insanda uzay
ugusunu taklit eden, kemirgenlerin bir aski ile kuyruktan asilarak arka bacaklardaki
kas aktivitesinin dnemli derecede azaltildigl kuyruktan asmayla yiksizlestirme yolu
ile immobilizasyon modeli de yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Bu model ile on
dort glin sonunda siganlarin soleus kaslarinda MDA duzeyleri artmig ve GSH dizeyi
azalmistir (109). Benzer sekilde on dort glin kuyruktan asma yoluyla yiksizlestirme
uygulanan baska calismalarda hayvanlarin soleus kasinda protein karbonil diizeyinin
arttigi bildirilmistir (110, 111). Farkl 6zellikteki kaslarin yikslzlestirme uygulamasi
sonucu oksidatif strese yaniti farkli olabilmektedir. Hizh kas liflerinden zengin
ekstansor digitorum longus (EDL), gastroknemius ve tibialis anterior kaslarinda
anlamli bir degisiklik olmazken, yavas kas liflerinden zengin soleus kasindaki TBARS

dizeyleri artmistir (112).

ROS’un hiicre yapilarina yonelik olumsuz etkilerinin engellenebilmesi igin
antioksidan sistem tarafindan suya yukseltgenerek elimine edilmesi gerekir. Normal
sartlarda antioksidan sistem ve ROS Uretimi bir denge halindedir. Ancak
immobilizasyon siirecinde ROS dlizeylerindeki artis bu dengeyi bozar ve bu duruma

yanit olarak bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde degisiklik meydana gelir (46).

Hucrede uretilen O™ radikalleri ilk 6nce antioksidan bir enzim olan SOD
tarafindan H,0;’e donistirilir. Yirmi sekiz giin siiresince kuyruktan asma yoluyla
uygulanan immobilizasyon modeliyle soleus kasinda SOD’nin sitoplazmaya 6zgi
formu olan Cu-Zn-SOD enzim aktivitesinin artmasi, O>™ anyonlarinin H,0,’e elimine
edilmesini katalize ettigi icin immobilize edilen grupta H,0: diizeyleri artmigtir (113).
H,0,'in suya indirgenmesinde GPX (114) ve CAT'In (115) goérev aldigi bilinmektedir.
Ancak H,0'nin uzaklastirilmasi hiicrenin oksidatif stresle basa ¢ikabilmesi agisindan
son derece kritiktir. Nitekim, elimine edilememesi durumunda O,™ ve H,0,, gegis
metallerinin katalizorliglinde reaksiyona girerek ¢ok daha toksik olan OH™
radikalinin olusumuna neden olmaktadir (116). Boylece bu ¢alisma bulgulari

immobilizasyon sonucu CAT ve GPX aktivitelerinin azalmasi artan H;02'nin
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uzaklastirilamayip ve O, ile reaksiyona girerek OH’ radikalinin artmis olabilecegini

disindirmektedir.

Kuyruktan asmayla yiksizlestirme yoluyla immobilizasyona benzer sekilde,
algilama vyolu ile olusturan immobilizasyona yanitta da SOD aktivitesinde artis
olmasina karsin GPX aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmamustir (6, 9, 117). CAT
aktivitesi ise immobilizasyon kosullarinin uzamasi durumunda degismektedir; yedi
gunlik algilama modelinde CAT aktivitesinde bir degisiklik olmamisken (6), sekizinci
ve on ikinci glinlerde bu enzim aktivitesinde artis bildirilmistir (9, 117). Bu durum
hicrede H,0, ve OH" konsantrasyonlarinin immobilizasyonun ilk glinlerinde artmis

olabilecegini isaret etmektedir.

immobilizasyon  modellerindeki  yéntemsel farkliliklarin, oksidasyon
belirtegleri ve antioksidan enzim yanitlarindaki farkhlga yol agmis olabilecegi 6ne
strilmustir (110). Ornegin, alcilama ydntemiyle uygulanan immobilizasyonda bacak
kaslarinin eksantrik/konsantrik kasilarak hareket etmesi mimkiin olmayip kaslar
izometrik olarak kasilabilmektedir. Ote yandan kuyruktan asma yoluyla olusturulan
yukstzlestirme modelinde arka bacak kaslarinin herhangi bir dirence karsi kuvvet
uretmesi  mimkin olmamaktadir. Kullanmama sirecinde arka bacagin
pozisyonunun kasa binen mekanik yike ve kas kontraksiyonuna etki ederek farkh
oksidasyon ve degradasyon yolaklarini etkileyebilecegi bildirilmistir (118, 119). Bu
sebeple arastirmak istenilen klinik kosulu (uzun doénem vyatak istirahati,
immobilizasyon, uzay ugusu vb.) en iyi yansitan hayvan modelinin segilmesi son

derece 6nemli bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Algilama ya da kuyruktan asma vyoluyla gergeklestirilen yiksizlestirme
modellerinin kas aktivitesinin buylk oranda azalmasini saglamasinin yani sira, yatak
istirahatini  taklit etmede vyetersiz kaldigi duastnulmektedir. Yasam alani
sinirlandirilmis kafes modeli ile immobilizasyon, insanlardaki yatak istirahatini
algilama ve yuksiizlestirme yoluyla immobilizasyon modellerine gére daha iyi taklit
eden bir hayvan modelidir. Bu modelde siganlar, standart kafes yerine yasam alani

sinirlandirilmis kafeslerde barindiriimakta ve bu sayede fiziksel aktivite duzeyleri



21

azaltiimaktadir. Literatlirde uzun sireli yatak istirahati (120), algilama (8-10, 106),
kuyruktan asma yoluyla ylksizlestirme (109, 110, 112) ve mekanik ventilasyon (121,
122) gibi gesitli modellerin kullanildigi arastirmalar, immobilizasyonun artan serbest
radikallere ve bozulan redoks sinyaline etkisini ortaya koymustur. Ancak literatiirde
yasam alani sinirlandiriimis kafes modelinin pek ¢ok kronik hastaligin gelisiminden
sorumlu olan iskelet kasinda oksidatif strese etkisine iliskin bir bulgu bulunmamakta

olup, bu tez galismasinin arastirma konusunu olugsturmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Aragtirma Grubu

Bu c¢alismada, daha o6nce “Tim Vicut Titresiminin Kullanmamaya Bagli
iskelet Kasi Atrofisinin Onlenmesindeki Rolii” bashkli TUBITAK 1001 projesi icin
Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2017/61-08
sayili etik kurul onayi verilmis hayvanlardan izole edilip saklanmis kas dokulari
kullanilmis olup, Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
28.09.2021 tarih, 2021/07-15 karar numarasi ile bu ¢alisma igin ilgili yonetmelik
geregi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayl alinmasina gerek olmadigi

bildirilmistir.

Vicut agirhiklari 200-250gr olan on alti 3-4 aylik erkek Wistar Albino sigan,
yedi glin streyle 12 saat aydinlik/karanlik periyodunda, yaklasik 22°C oda sicakligi ve
%50-60 nem igeren ortamda barindirilarak deney protokolu siresince bulunacaklari
ortama adapte olmalari saglanmistir. Bu sire igerisinde hayvanlar, giinlik beslenme
gereksinimlerini kargilamalari igin yem ve su erisiminde serbest birakilmigtir. Bir
haftallk adaptasyon silrecinden sonra deney gruplari asagidaki sekilde

olusturulmustur.
3.1.1. Deney Gruplari

Siganlar, bir haftalik hayvan barinagina uyum siirecinden sonra kontrol (K) ve
yasam alani sinirlandiriimis kafes modeliyle uygulanan immobilizasyon (i) olmak
uzere iki gruba rastgele atanmistir. Deney protokoli tamamlandiginda glinde 8
hayvan 6tenazi edilebilmesi igin, siganlar protokole, giinde her gruptan iki hayvan

olacak sekilde sirayla eklenmistir.

1- Kontrol grubu (K; n=8): Bu grup hayvanlar, higbir uygulama yapilmaksizin
standart sican kafeslerinde her kafeste iki hayvan olacak sekilde 12 saat
aydinhk/karanlk  periyodunda  barindirilmistir.  Standart  sigan  yemiyle

immobilizasyon grubuyla es miktarda olacak sekilde beslenmisler ve suya erisimleri
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serbest  birakilmistir.  Hayvanlara, yedi glnlik deney protokoliiniin
tamamlanmasinin ardindan sekizinci giinde Otenazi yapilarak soleus kaslari izole

edilmistir.

2- immobilizasyon (i; n=8): immobilizasyonun oksidatif hasar belirteglerine
etkisinin belirlenmesi igin bu gruptaki hayvanlar, yedi glin siiresince yasam alani
sinirlandirilmis kafeslerde barindirilarak immobilize edilmistir. Hayvanlar deney

protokoliiniin sekizinci glinlinde 6tenazi edilerek soleus kaslari izole edilmistir.

immobilizasyon grubundaki hayvanlarin giinliik yem tiiketimleri deney
protokolleri baslamadan 6nce 6n ¢alisma ile belirlenmis ve giinliik 25-30 gr arasinda
yem tlikettikleri belirlenmistir. Buna gore her kafese glinliik yeterli miktarda

standart sigan yemi konmus ve yem tiketimleri giinlik takip edilerek kaydedilmistir.
3.2. Deney Protokolii
3.2.1. immobilizasyon Modeli

Bu c¢alismada, daha oOnce iskelet kasi atrofisine yol agtigini belirledigimiz
yasam alani sinirlandirilmis kafes yoluyla olusturulan immobilizasyon modeli

uygulanmistir (123).

Sekil 3.1. Yasam alani sinirlandinimis kafes modeli yoluyla olusturulan
immobilizasyon modeli. Bu modelde sicanlar, standart sican kafesi
yerine 12x12x8cm boyutlarinda 6zel olarak Uretilmis kafeslerde
barindirilmistir.
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Bu model, temel olarak hayvanlarin hareketlerini sinirlamak ve fiziksel stres
olusturmadan daha kiiguk bir alanda yasamalarina dayanmaktadir. Marmonti ve
digerlerinin (124) bu immobilizasyon modelini farkh siirelerde uyguladiklar
¢alismada 1, 4, 8 ve 14 giin sonunda alinan plazma o6rneklerinde kortikosteron
dizeyleri ile 7 ve 14’Gncli gun belirlenen adrenal agirliklari siganlarda kontrol
grubuna gore farkli bulunmamistir. Laboratuvarimizda da daha 6nce bu modelle
tamamlamis oldugumuz Tubitak 1001 projesinde plazma kortikosteron dizeyleri ya
da adrenal bezi agirliklarinda fark gozlenmemistir. Dolayisiyla bu modelin
glukokortikoid diizeylerini artirmadan kas kitle ve lif enine kesit alaninda azalmaya
neden oldugu gosterilmistir (124). Buna gore immobilize edilen siganlar deney
protokoll sliresince standart sican kafesi yerine, kafes boyutlari standart kafesin
toplam hacminde vyaklasik %80’lik bir azalmaya karsilik gelen bir hacimde
(12x12x8cm) uretilmis kafeslerde barindiriimis, su ve sigan yemine ulagim standart

kafeslerde oldugu gibi gergeklestirilmistir (Sekil 3.1.)
3.2.2. Otenazi ve Doku izolasyonu:

Deney protokolliiniin sonunda siganlar derin anestezi (90mg/kg ketamin-10
mg/kg ksilazin karisimi, ip yol) altindayken, abdominal aortadan yaklasik 7-8 ml kan
alinarak eksanguinasyon yoluyla Otenazi edilmistir. Daha sonra soleus kaslari
polipropilen tipler igerisinde likit nitrojene daldirilarak dondurulmus ve -80°C
dondurucuda saklanmistir. Her gin deney protokoliini tamamlayan 8 hayvan

otenazi edilmistir.
3.3. Analiz Yontemleri
3.3.1. Protein Karbonil Ol¢iimii icin Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Soleus kasindan 90mg alinarak 137mM sodyum kloriir, 2,7mM Potasyum
klorir, 10mM sodyum fosfat dibazik, 1,8mM potasyum fosfat monobazik, proteaz
inhibitorleri iceren homojenizasyon tamponu ile homojenize edilmistir.

Homojenatlar 10.000xg’de 15 dakika 4 °C'de santriflij edilmis ve ardindan
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sipernatantlar polietilen tliplere konarak analizler yapilincaya kadar -80°C’de

saklanmistir.
3.3.2. Niikleik Asitlerin Uzaklastirilmasi

Nikleik asitler, yapilarinda karbonil grubu igermeleri sebebiyle ortamdan
uzaklastiriilmazlarsa DNPH ile reaksiyona girerek protein karbonil igeriginin hatah
Olcilmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle santrifigasyon ile elde edilen
sipernatantlarin 280 ve 260 nm’deki absorbanslarinin 6lglilmesi ve birbirlerine
oranlanmasi 6nerilmektedir. Bu iki absorbans degerinin oraninin 1’den kiigtik olmasi
nikleik asitlerle kontamine olabilecegine isaret etmektedir. Bu g¢alismada
orneklerin 280 ve 260 nm’deki absorbanslari 0,96 olarak belirlenmis ve nikleik asit

uzaklastirma islemi asagidaki gibi uygulanmistir.

1- Sipernatantlara 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH:7,2) hazirlanan
%10’luk streptomisin silfat, son konsantrasyonu %1 olacak sekilde
eklenmistir.

2- Supernatantlar oda sicakliginda streptomisin silfat ile 15 dk inkibe
edilmistir.

3- inkiibasyon siiresi tamamlandiginda siipernatantlar 6000xg’de 10 dakika 4
°C’de santrifuj edilmistir.

4- Santriflj sonrasi sipernatantlar niikleik asitleri iceren ¢okeltiden dikkatli bir

sekilde ayrilarak temiz polietilen tiplere aktariimistir.

3.3.3. Protein Karbonil Olgiimii

Bu c¢alismada, oksitlenmis  proteinlerdeki  karbonil  gruplarinin
konsantrasyonunu  degerlendirmek igin  yaygin  olarak kullanilan  2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH)’in spektrofotometrik 6lgimi kullaniimistir. Bu yontemin
prensibi DNPH'nin protein karbonilleri ile reaksiyonuna dayanir (Sekil 3.2.). Bu
reaksiyonda olusan DNP hidrazonlar, 370 nm absorbansta spektrofotometrik olarak

8lculir (125).
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Sekil 3.2. Protein karbonil 6l¢clim calisma prensibi.

Protein karbonil 6lgimi igin yaptigimiz 6n ¢alismalarda o6rnekteki protein
konsantrasyonunun 1,0-1,2 mg/ml araliginda oldugunda en tutarli sonuglari elde
ettigimiz igin sonuglari protein karbonil 6l¢imi Oncesi, stipernatantlarin protein
konsantrasyonu Bikinkoninik asit metodu (BCA) ile dlctlmustir (BCA protein assay
kit, TaKaRa, Katalog no: T9300A). Olcim sonrasi supernatantlar, son
konsantrasyonu 1,0-1,2 mg/ml arasinda olacak sekilde homojenizasyon

tamponunda dilue edilmistir.



Dilusyon sonrasi asagidaki adimlar uygulanmigtir:

1. Her bir 6rnekten 2 tip olmak lzere
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Ornek 1 Kor 1
200ul 6rnek 2 ml’'lik taplere aktariimistir. Stipernatant Stipernatant
+ +
Tiplerden biri ornek digeri kor tipl DNPH HCI
+ +
olarak isaretlenmistir. G HCA
2. Ornek tiiplerine 800ul 2,5M HCI 10000 xg 10000 xg
Cokelti Cokelti

solliisyonunda hazirlanan DNPH ¢ozeltisi,

kor tlplerine ise 800ul 2,5M HCI

+
etOH etil asetat

+
etOH etil asetat

fet 10000 10000 xg
eklenmistir. l €
Gokelti Cokelti
3. DNPH ¢ozeltisi 1s18a duyarhdir. Bu * +
Guanidin HCl Guanidin HCl

nedenle hem 6rnek hem de kor tupleri

370 nm
karanlik ortamdaki oda sicakhginda 1

saat inklbe edilmistir. Sekil 3.3. Protein karbonil analizi igin

4. Tum tiplere 1ml %20’lik TCA uygulanan prosedir.
sollisyonu eklenmistir. Vorteks yapilmis ve tipler 15 dk buzun Gzerinde inkibe
olmustur.

5. DNPH ¢ozeltisi ve TCA eklendikten sonra inkiibe edilen 6rnek ve kor tipleri
10000xg’de 10 dk 4 °C’de santriflj edilmistir.

6. Santrifigasyon sonrasi slipernatantlar atilmis, ¢okelti 1 ml (1:1) ethanol/etil
asetat karisiminda vortekslenerek yikanmis. Ardindan 10000xg’de 10 dk 4°C’de
santrifij edilmistir. Bu asama 3 kez tekrar edilmistir.

7. Son yikamanin ardindan g¢okelti 600ul guanidin hidroklorid solisyonunda
vorteks yapilarak ¢ozdirilmustar.

8. Guanidin hidroklorid soliisyonunda ¢6zdurilen érneklerden 220ul, her érnek
ve kor iki defa (duplicate) olacak sekilde mikroplakaya yiklenmistir. Mikroplaka
okuyucusunda her bir 6rnek ve o 6rnegin kérinin 370 nm dalga boyundaki
absorbansi 6lgllmusgtar.

9. Protein karbonil dlgiimiinden geriye kalan 6rnek ve kor tiplerindeki protein
icerigi kolorimetrik bir yontem olan BCA yontemi ile belirlenmistir (BCA protein

assay kit, TaKaRa, Katalog no: T9300A).
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3.3.4. Protein Karbonil Sonuglarinin Hesaplanmasi

1. Her o6rnek ve o ornegin koérinden elde edilen absorbans degeri protein

konsantrasyonuna oranlanarak normalize edilmistir.

2. Ornek ve kériin normalize edilen absorbans degerleri arasindaki fark alinarak
dizeltilmis absorbans (DA) degeri elde edilmistir. Protein karbonil dizeyleri

asagidaki denkleme gore hesaplanmistir.
Protein karbonil (nmol/mg protein) = [(DA)/( 0,0172puIM1*)]

*DNPH icin 370nm dalga boyunda ekstinksiyon katsayisi 0,022 pM~*cm™ dir. Bu
deger 96 kuyuluk quartz mikroplaka kullanilarak, deney protokoliinde belirtilen

hacimde yuklenen sollisyonda 1s1gin kat ettigi yola gore diizenlenmistir.

3.3.5. Western Blot Yontemiyle 4-HNE Diizeylerinin Belirlenmesi igin Doku

Homojenatlarinin Hazirlanmasi

izole edilen soleus kasi makasla tamamen kiyma haline getirildikten sonra 30
mg alinarak 5mM Tris-HCI, 5 mM EDTA ve proteaz inhibitorleri iceren tampon
(pH:7,4) ile homojenize edilmistir. Homojenatlar 1500 xg’de 10 dakika 4 °C'de
santrifij edildikten sonra sitozolik proteinleri igeren slipernatantlar temiz
polipropilen tiiplere ayrilmistir. Sipernatantlar 4-HNE analizleri yapilincaya kadar -
80°C’de saklanmistir. Sitozolik fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari kolorimetrik
bir ydontem olan BCA ydntemi (BCA protein assay kit, TaKaRa, Katalog no: T9300A)

ile belirlenmistir (126).
3.3.6. Western Blot Analizi

Soleus kasinda lipid peroksidasyonunun kantitatif olarak en &6nemli
drinlerinden biri olan 4-HNE dizeyleri Western Blot yontemiyle belirlenmistir.
Yaklagik 33ug protein, %12’lik jellere ylklenerek elektroforez sistemi (Bio-Rad, mini
protean) ile 1,5-2 saat siuireyle molekiler agirliklarina gore ayristiriimistir. Ardindan

proteinler 0,45um kalinhginda nitroseliiloz membranlara yari kuru transfer sistemi
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(Trans-Blot Turbo, BioRad) ile 25V akimda 30 dakika siresince transfer edilmistir.
Transfer islemi tamamlanan membranlar, TTBS (%1 Tween 20 iceren tris-salin
tamponu) ile yikandiktan sonra igerisinde %5 kuru sit iceren TTBS ile 1 saat oda
sicakhiginda bloklanmigtir. Bloklama isleminden sonra tekrar TTBS ile yikanan
membranlar anti-4 Hydroxynonenal birincil antikorla (Abcam, ab46545) (retici
firmanin o6nerileri dogrultusunda +4°C'de bitin gece inklbe edilmistir. Birincil
antikorlar ile inkiibasyon tamamlandiktan sonra TTBS ile yikanan membranlar horse
radish peroxidase (HRP)'a konjuge ikincil antikor ile oda sicakliginda bir saat inkiibe
edilmistir. ikincil antikor inkiibasyonu sonrasinda membranlar TTBS ile yikandiktan
sonra protein bantlari kemilliminesans substrat (Clarity Western ECL Substrate, Bio-
Rad) kullanilarak gorintilenmistir. Protein bantlarinin dansiteleri Image) programi,
NIH gorinti analizi (127) ile yapildiktan sonra membranlar 6rneklerdeki total
protein miktarinin belirlenmesi icin Ponceau S ile boyanmistir (%5 glasiyal asetik asit
icerisinde %0,1 Ponceau S). Protein bandlarindan elde edilen dansiteler total

proteinden elde edilen dansitelerle normalize edilmistir.
3.3.7. AOPP Analizi igin Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

izole edilen soleus kasi makasla tamamen kiyma haline getirildikten sonra 30
mg alinarak 5mM Tris-HCI, 5 mM EDTA ve proteaz inhibitorleri iceren tampon
(pH:7,4) ile homojenize edilmistir. Homojenatlar 1500 xg’de 10 dakika 4 °C'de
santrifij edildikten sonra sitozolik proteinleri igeren slipernatantlar temiz
polipropilen tiplere ayrilmistir. Siipernatantlar AOPP analizi yapilincaya kadar -
80°C’de saklanmistir. Sitozolik fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari kolorimetrik
bir ydontem olan BCA ydntemi (BCA protein assay kit, TaKaRa, Katalog no: T9300A)

ile belirlenmistir (126).
3.3.8. AOPP Analizi

AOPP analizi, Witko-Sarsat ve digerlerinin yontemine gore belirlenmistir (40).
AOPP analizi i¢in elde edilen supernatantlar 1:8 (v/v) oraninda PBS ile dilue

edilmistir. 0-100 uM arasindaki konsantrasyonlarda PBS’te hazirlanan Kloramin T
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standartlari kullaniimigtir. 200ul kloramin T standardi ve 200ul dilusyonlu érnekler
mikroplakaya yiiklenmistir. Her bir kuyuya 10ul 1,16 M Potasyum iyodiir (KI)
eklenmis ve iki dakika siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben 20ul %100
asetik asit eklenerek reaksiyon sonlandiriimis ve 340 nm dalga boyunda absorbansi

OlgUlmustir.

Orneklerin konsantrasyonu, Kloramin T standartlarindan elde edilen lineer
denklem kullanilarak hesaplanmis ve kloramin T esdegerligi olarak ifade edilmistir.
Orneklerdeki proteinin ne kadarinin oksidatif hasara maruz kaldiginin belirlenmesi
icin Orneklerin protein igeriginin analiz edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
kolorimetrik bir yontem olan BCA yontemi ile 6érneklerdeki protein konsantrasyonu
belirlenmistir (BCA protein assay kit, TaKaRa, Katalog no: T9300A). AOPP analizi
sonucu elde edilen degerler 6rneklerdeki protein konsantrasyonuna normalize

edilerek Kloramin T esdegerligi/mg protein seklinde ifade edilmistir.
3.3.9. Verilerin Analizi

Degiskenler ortalama, standart sapma ve ylzde degisim olarak ifade
edilmistir. K ve | gruplar arasindaki karsilastirmalar icin bagimsiz gruplarda t-testi
kullanilmistir. Tim istatistiksel analizlerde p<0.05 dizeyi anlamli olarak kabul
edilmigstir. Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 23.0 programi kullanilmistir (IBM
Corp., Amonk, NY, ABD)
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4. BULGULAR

Bu ¢alisma, inaktivite ya da yatak istirahati gibi iskelet kasina giden néral
uyarilarin ya da kasa etki eden yikiin azalmasina neden olan kosullari taklit eden bir
immobilizasyon modeli olan yasam alani sinirlandirilmis kafes modeli uygulamasinin
iskelet kasinda oksidatif stres diizeyine etkisinin incelenmesi amaciyla yapilmistir. Bu
dogrultuda, yedi giin slresince uygulanan yasam alani sinirlandirilmis kafes
modelinin soleus kasinda lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu Uzerine etkisi
arastirllmigtir. On alti Wistar Albino 3-4 aylik erkek sigan, kontrol (K, n=8) ve
immobilizasyon (i, n=8) olmak {izere iki gruba rasgele atanmistir. K grubundaki
hayvanlar yedi giin standart hayvan kafeslerinde barindinlmis, i grubundaki
hayvanlar ise yedi gin boyunca yasam alani sinirlandiriimis kafes modelilerde

barindirilarak immobilize edilmistir.

K ve i gruplarinda yer alan hayvanlardan izole edilen soleus kaslarinda
oksidatif stres hasari belirtecleri olan protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu
diizeyleri degerlendirilmistir. Protein oksidasyonu, protein karbonil ve AOPP diizeyi
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Lipid peroksidasyonu gostergesi olan 4-

HNE protein diizeyleri ise Western Blot yontemi ile incelenmistir.
4.1. Viicut ve Kas Agirliklari Bulgulan

Tablo 4.1’de gruplarin deney protokoliine dahil olduklari giin ve 6lmeden

onceki vicut agirliklar degisimi sunulmustur.

Tablo 4.1. Deney hayvanlari viicut agirliklari (VA).

Baslangic VA (gr) 8. glin VA (gr)
Gruplar X +Ss p=0,447 X Ss p=0,063
K 344,0+16,5 370,0+15,0

i 337,4+£14,8 353,4+15,7
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Tablo 4.1.’de deney hayvanlarinin viicut agirliklari ortalama ve standart

sapma degerleri sunulmustur. Deney protokoli sonunda immobilizasyon
uygulamasina tabi tutulan hayvanlarin son 6lgulen vicut agirliklarinin K grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak farkli olmadigi gérilmektedir (p=0,063).

Tablo 4.2’de her iki grupta yer alan hayvanlarin soleus kas agirliklarinin 8.

gline ait son Olgllen viicut agirliklarina orani verilmistir.

Tablo 4.2. Soleus kas agirliklarinin son élglilen viicut agirliklarina oranlari.

Soleus/VA (mg/g)
Gruplar X +Ss p=0,000
K 39,5+2,5
i 32,7+1,7

Tablo 4.2’de gorildugi gibi 7 gin yasam alani sinirlandiriimis kafeslerde

tutulan siganlarin soleus kas agirliklarinin son dlgulen vicut agirligina orani kontrol

grubuna gore %17.2 daha disliktir (p=0,000).

120,00 -

100,00 -

80,00

60,00

Soleus/VA
(%kontrol)

40,00

20,00 -

0,00 .
K i

Sekil 4.1. immobilizasyonun soleus/VA’ya etkisi.
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Sekil 4.2 ve Sekil 4.3, immobilizasyonun hayvanlarin yem ve su tiketimlerine
etkisini gdstermektedir. Buna goére, deney protokolleri siiresince i ve K grubundaki

hayvanlarin yem (p=0,055) ve su (p=0,734) tiketimleri istatistiksel olarak farkli

degildir.
35 -
£ 30 -
S I
iééo 25 -
c S
H=J '] .
32 20
c €
%’E 15
2 10
>
[1°]
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0 .
K i

Sekil 4.2. immobilizasyonun hayvanlarin giinliik yem tiiketimine etkisi.

60,0 +

50,0 + [

40,0 +

30,0 +

20,0 +

10,0 +

Hayvanlarin Giinliik Su Tiiketimi
(ml/giin)

0,0
K i

Sekil 4.3. immobilizasyonun hayvanlarin giinliik su tiiketimine etkisi.
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4.2. Protein Karbonil Ol¢iimii Bulgular

Tablo 4.3.te soleus kasinda protein karbonil dizeylerine iliskin bulgular

sunulmustur.

Tablo 4.3. Soleus kasinda protein karbonil diizeyleri.

Protein karbonil diizeyleri

(nmol/mg protein)

Gruplar X +Ss p=0,846
K 19,5714,2
i 19,94+2,8

Yukaridaki tabloda gérildugu gibi 7 giin streyle yasam alani sinirlandiriimis
kafes modeli yoluyla uygulanan immobilizasyon, soleus protein karbonil

dizeylerinde bir degisiklige yol agmamistir (p=0,846).

Protein karbonil élciimiinden elde edilen bulgularin | ve K grubu arasindaki

%degisim, Sekil 4.4’teki grafikte sunulmustur.

140,0 +
120,0 + [
100,0

80,0 +

(%Kontrol)

60,0 +

40,0 +

Protein Karbonil Diizeyi

20,0 +

0,0 .
K i

Sekil 4.4. immobilizasyonun soleus kasi protein karbonil diizeyleri tizerine etkisi.
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4.3. AOPP Bulgulan
Tablo 4.4’te AOPP 6lglimine iliskin elde edilen bulgular sunulmustur.

Tablo 4.4. Soleus kasinda AOPP diizeyi.

Kloramin T esdegerligi Kloramin T esdegerligi/mg protein
Gruplar X +Ss p=0,001 X +Ss p=0,000
K 99,1+25,80 25,245,42
i 206,0+54,44 45,4618,54

Tablo 4.4’te soleus kasinda AOPP dizeylerinin kloramin T esdegerligi
(p=0,001) ve kloramin T esdegerliginin (0,000) o6rneklerdeki protein

konsantrasyonuna orani K grubu ile karsilastirildiginda i anlamli olarak artmstir.

Tablo 4.4’te sunulan soleus kasinda AOPP diizeylerinin kloramin T esdegerligi
ve kloramin T esdegerliginin 6rneklerdeki protein konsantrasyonuna oranina iligskin
bulgularin K grubuna gore %degisim Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’teki grafikler ile

sunulmustur.

300,00
*
250,00 1
&0
-
80 __ 200,00 +
L5
25
- § 150,00
c X =T
-g c‘\°‘
S 100,00 | |
2
50,00 +
0,00
K i

Sekil 4.5. Soleus kasinda AOPP’nin kloramin T esdegerligi.
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Sekil 4.6. Soleus kasinda AOPP’nin kloramin T esdegerliginin érneklerdeki protein

konsantrasyonuna orani.

4.4. Protein Analizi Bulgulan

Tablo 4.5’'te soleus kasinda Western Blot yontemiyle analiz edilen 4-HNE

protein dlzeylerinin K grubuna goére yizdeleri sunulmustur.

Tablo 4.5. Soleus kasinda 4-HNE optik yogunluk ylzdeleri.

Optik Yogunluk (% Kontrol)

Gruplar X +Ss p=0,013
K 100,0+7,0
i 114,0+13,0

Tablo 4.5'te gériildiigi gibi 4-HNE protein diizeyleri | grubunda, K grubu ile

karsilastirildiginda anlamli olarak artmigtir (p=0,013).

immobilizasyonun soleus kasinda 4-HNE diizeyleri (izerine etkisini gésteren

grafik Sekil 4.7'da sunulmustur.
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140,00 -
120,00 -

100,00 - I

80,00 -

60,00 -

40,00 -

4-HNE Modifiye Proteinleri
(%Kontrol)

20,00 -

0,00 T

Sekil 4.7. Soleus kasinda 4-HNE modifiye proteinleri diizeyi.

Sekil 4.8’de 7 glinlik immobilizasyonun soleus kasinda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan 4-HNE protein dlzeylerine etkisinin
Western Blot yontemiyle belirlendigi temsili membran ve total protein boyamasina

iliskin membran gorintlsu sunulmustur.

A K i K i

100 kDa — - —

e e—

I KDA Ly e — - —
B K i K i

100 kDa —

25kDa —

Sekil 4.8. Western Blot goruntdleri.

A. Temsili membran gériintiisiinde K ve i gruplarina ait érneklerde, 25 ve 100
kDa arasinda ayrisan proteinlerdeki 4-HNE diizeyleri. B. Ponceau S boyamasi ile
elde edilen total protein membran goriintisa.



38

5. TARTISMA

iskelet kaslari insan viicut agirhginin yaklasik %40'ini olusturmaktadir. Genel
olarak iskelet kaslarinin temel gérevi kuvvet lGretmek ve hareketi saglamak olarak
bilinse de, organizmada glisemik kontrol, metabolik genlerin regllasyonu, metabolik
homeostazin korunmasinda 6nemli bir rol Ustlenir. Bununla birlikte, salgiladig
miyokinler yoluyla diger organlarla gergeklestirdigi karsilikl iletisim nedeniyle 6nemi
daha da artan iskelet kaslari son yillarda bir endokrin organ olarak kabul gérmustir
(1). Saghkh bir iskelet kas kutlesinin varhigi obezite, tip 2 diyabet ve kardiyovaskuler
hastaliklar gibi ¢ok sayida kronik hastaliktan korunmada ve hayat kalitesinin

surdirilebilmesinde kritik bir 5neme sahiptir (2).

immobilizasyon ya da daha genis anlamda kullanmama gibi kontraktil
aktivitenin azaldigl ya da ortadan kalktigi durumlarin kas hiicresinde protein yapim
ve yikimi arasindaki dengeyi olumsuz yonde etkileyerek iskelet kaslarinda yapisal ve
fonksiyonel bir bozulmaya yol a¢tigi bilinmektedir. Bu durum, iskelet kasinda somut
olarak kutlesel kiiglilme, kas kuvveti ve dayanikliliginda azalma ile karakterize iskelet
kasi atrofisi ile sonuglanir (3, 128, 129). Boylece ortaya ¢ikan kas kayiplari, kemik
kiriklari ya da benzeri ciddi yaralanmalar sonrasi tek bir ekstremitenin belirli bir siire
immobilizasyonu nedeniyle belirli bir kas grubunu etkilerken (130), uzun sireli yatak

istirahatine bagli olarak viicuttaki cogu iskelet kasinda meydana gelmektedir (131).

iskelet kasinda kullanmamaya bagl meydana gelen atrofi siirecinde, kas
proteinlerinde gorilen asil kayiplar kas hicresinin %60’ in1  olusturan ve
kontraksiyondan sorumlu olan miyofibriler proteinlerde meydana gelir. Bitin bu
degisimler, kas kuvveti ve dayaniklliginda gerileme ya da birgok kronik hastaligin
gelisimini de beraberinde getirerek yasam kalitesinde azalma ile sonuclanir (132-

135).

Normal kosullarda iskelet kaslarinda serbest radikallerin Gretimi hicrenin

antioksidan kapasitesini astiginda oksidatif stres meydana gelir. Lipid, protein ve
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nikleik asitlerin yapi ve fonksiyonunda degisiklige yol agan oksidatif stres hiicre

hasarina ve hatta 6limiine neden olabilir (136).

iskelet kasinin kontraksiyonu sirasinda serbest radikal lretiminin arttigina
iliskin ilk ¢alisma Davies ve digerlerinin egzersizin iskelet kasinda serbest radikallerin
artisini ortaya koydugu calismadir (137). Bu c¢alismada, tikenene kadar yapilan
egzersiz mitokondri solunum kapasitesinde azalmanin yani sira, sarkoplazmik
retikulum bitlnliginde bozulma ve lipid peroksidasyonunda artisa neden olmustur
(137). Benzer sekilde kontrakte kasta olusan serbest radikallerin iskelet kasinda
yorgunluga neden oldugu (138, 139) ve ayni zamanda hem yetiskin hem de yasli
farelerde mitokondri kaynakli serbest radikal Uretiminde artisa yol acgtig

bildirilmistir (140).

llging olarak iskelet kasi aktivitesindeki artisin tam aksine, inaktivite veya
kullanmamanin da serbest radikal Gretiminde artisa yol actigi ileri strilmustir (139,
141, 142). Kullanmamaya bagh olarak ortaya ¢ikan iskelet kasi atrofisinde oksidan
stresin rol oynayip oynamadigina iliskin ¢alismalarda uygulanan kullanmama atrofisi
modeli ve bu modelin hangi hayvan tiriinde gergeklestirdigine bagh olarak farkh
sonuglarin elde edilmis olmasi bu konuda neden sonug iliskisinin tam olarak ortaya
konmasini zorlastirmaktadir (143). Bu zorlukta, serbest radikallerin ayni zamanda
oénemli bir sinyal molekiili olmasi da rol oynamaktadir. Ornegin, siddetli
egzersizlerde artan serbest radikal Uretimi lipid peroksidasyonuna, proteinlerin
karbonilasyonuna ve genel olarak kas hasarina yol acarken (144, 145), orta
siddetteki egzersizlerde serbest radikal Uretimi mitokondri biyogenezi ve
antioksidan savunmanin gelistirilmesi gibi pozitif sonuglar dogurmaktadir (146, 147).
Nitekim, antioksidan uygulamasi bir yandan yogun egzersizlerde olusan hasari
azaltirken, bir yandan da egzersize olan adaptasyonu ortadan kaldirmaktadir (146,

147).

Bununla birlikte inaktif kaslarda da serbest radikal Uretimi ve oksidatif
hasarin arttigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmakta olup (9, 104, 105, 148-

150), kullanmama kosullarinda iskelet kasinda artan oksidatif stresin, protein sentezi
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ve degredasyonu arasindaki dengenin bozulmasina bagl gelisen atrofinin altinda
yatan temel mekanizma oldugu ileri siirilmistir (104, 151). immobilizasyon veya
iskelet kasina etki eden yukin azaldigi kuyruktan asma yoluyla yikslzlestirme
modelinde serbest radikal artisi ve antioksidan savunmada bir azalma s6z
konusudur (9, 105). Oksidatif strese bagl iskelet kasi atrofisinin altinda yatan
mekanizmalar icerisinde artan kalsiyum (Ca?*) ile birlikte kalpain sistem, nikleer
faktor k B (NFkB) yolagi ve mitojenle aktive olan protein sinyal yolaginin rol oynadigi
gorilmektedir (148). Bununla birlikte, hiicrede H,0; artisinin TNF-a tzerinden NFkB

yolagini aktive ettigi bilinmektedir (152).

Siganda kullanmamaya bagh iskelet kasinda serbest radikal artisinda ksantin
oksidaz ve NOX katkisi oldugu gériilmektedir (57, 61). Oyle ki, sicanlarda mekanik
ventilasyon uygulamasi sirasinda NOX inhibitéri verilmesinin kalpainin endojen
inhibitorl olan kalpastatin dizeylerini artirdigl gosterilmistir (57). Benzer sekilde,
ksantin oksidaz inhibitéri oksipurinol kismen de olsa mekanik ventilasyonun yol

actigl protein oksidayonu ve lipid peroksidasyonunu azaltmigtir (61).

Kullanmama kosullarinin bir sonucu olan iskelet kasinda meydana gelen
kayiplarda radikallerin oynadigi roli ortaya koyan calismalar, genellikle dolayh
olarak serbest radikallerin yol agtigi lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun
degerlendirilmesine ve/veya antioksidan savunma sisteminin gerilemesine ya da
antioksidan destek urunlerinin oksidatif stresin olusturdugu etkiyi azalttiginin
gosterilmesine dayanmaktadir. Bu tez calismasinda enzimatik veya enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemi Urlinleri degerlendirilmemis olmakla birlikte,
kullanmamaya bagh iskelet kasinda lipid peroksidasyonu belirteci olarak 4-HNE,
protein oksidasyon Urunleri olarak da AOPP ve protein karbonil dizeyleri
incelenmistir. Bu tez g¢alismasinda, kullanmamaya bagh olarak iskelet kasinda
protein karbonil dlzeylerinde bir artis bulunmamis, ancak AOPP ve 4-HNE
dizeylerinin anlamli olarak arttigi gorilmustir. Diger ¢calismalarda oldugu gibi bu
calismadan elde edilen sonuglar da dogrudan sebep sonug iliskisini isaret

etmemekle birlikte, yedi gun sireli yasam alani sinirlandirilmasi ile olusturulan
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kullanmama modelinin iskelet kasinda atrofi ve oksidatif streste anlamli artisa yol
agmasi, literatiirde yer alan ve kullanmama atrofisinde oksidan stresin rol oynadigini

disundulren galismalari desteklemektedir.

Kullanmamanin iskelet kasinda oksidatif stres tizerine etkisinin arastirildigi ilk
¢alismalarda, ayak bilegi ekstansiyon pozisyondayken uygulanan
immobilizasyonunun H,0, dizeylerinde artisa yol actigi bildirilmistir (9, 105).
Oksidatif stres artisinin bir belirteci olarak, salisilik asit verilen siganlarda on iki glin
immobilizasyonda kalan bacagin soleus kasinda hidroksil radikalinin salisilat ile
reaksiyonunun gostergesi olan 2,3-dihidroksibenzoik asit diizeylerinde artis
gorilmistir (10). inaktivite bir yandan antioksidan kapasitede azalmaya yol
acarken, diger yandan inaktif kas liflerinde radikal Gretimine neden olur (65, 153).
Arka bacak askisi yoluyla uygulanan immobilizasyon modelinde 14 giin sonunda
hayvan soleus kasinda H,0: saliniminin kontrol grubuna gére %100 artis gosterdigi
ve mitokondrinin ROS'un Uretildigi ana organel oldugu ifade edilmistir (58, 59).
Ayrica, uzun sireli inaktivite, daha disiik diizeyde de olsa sitozolik ROS liretimine de

neden olmaktadir (154).

Karbonil olusumu protein oksidasyonunda gézlenen en yaygin hasar gesitidir.
Cesitli hayvan modellerinde kullanmamaya bagh iskelet kasinda protein karbonil
dizeylerinde artis gosterilmistir. Sicanda on dort glnlik arka bacak askisi soleus kas
agirhginda %44 azalma ve protein karbonil diizeylerinde de %44 artisa yol agarken,
antioksidan a-tokoferol takviyesinin kas antioksidan aktivitesini artirdigi halde
protein karbonil diizeylerindeki artisi ©6nleyemedigi gortlmistir (110). Ayni
¢alismada soleus ve gasroknemius kas agirliklarinin %44,5 ve %29,2 azaldigl ve
antioksidan takviyenin bu atrofi Uzerinde etkisinin olmadigi bildirilmistir. Ayni
galismada gastroknemius kasinda bir lipid peroksidasyonu belirteci olan MD)
dizeyleri de degerlendiriimis ve on dort glinlik arka bacak askisinin MDA

diizeylerinde bir degisime yol acmadigi géralmistir (110).

On iki saatlik mekanik ventilasyon sonrasi diyafram kasinda serbest radikal

dretiminin arttigi, antioksidan kapasite ve GSH duzeylerinin azaldigi ve bu durumun
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artmis oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir (153). Benzer sekilde on sekiz
saatlik mekanik ventilasyonun diyafram kasinda protein karbonil seviyelerinin
Olcimine dayanan protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonunu artirdig
gorulmistir (121, 155). Arastirmacilar bu galismada mekanik ventilasyona maruz
kalan siganlara bir antioksidan olan trolox uyguladiklarinda diyafram kasinda
gorllen kalpain ve kaspaz-3 aktivasyonunun azaldigini ve kas lifi atrofisinin
onlendigini gozledikleri igin, bu modelde olusan atrofi ve kontraktil fonksiyondaki

azalmada temel nedenin oksidatif stres oldugunu ileri sirmuslerdir (154).

insanda kullanmama modellerinden biri olan uzun siireli yatak istirahatinin
sekizinci ve otuz besinci glinlinde alinan kas biyopsi drneklerinde protein karbonil
diizeyleri oxyblot analiziyle arastirilmistir. Buna gore sekizinci giin yatak istirahati
kas lif enine kesit alaninda bir azalmaya veya protein karbonil diizeylerinde bir
degisiklige yol acmazken, otuz besinci giinliin sonunda vastus lateralis kasindan
alinan biyopsi 6rneklerinde kas lifleri enine kesit alaninda %18 oraninda bir azalma
ve oksidatif stresin bir gostergesi olan protein karbonil dizeylerinde de artis
gorulmistir (156). Bu tez ¢alismasinda da s6z konusu insan galismasina benzer bir
kullanmama modeli uygulanmigtir. Bununla birlikte, yedi giin sureli yasam alani
sinirlandiriimis kafes uygulamasi sigan soleus kas agirhigi/vicut agirhgl oraninda
%17,2 kayba yol agarken, protein karbonil diizeylerinde bir artis saptanmamistir.
Diger yandan, bu calismada bir diger protein oksidasyonu belirteci olan AOPP
diizeylerinin yedi gunlik kullanmama siireci sonunda artis gosterdigi saptanmistir.
BUtin bu bulgular, yedi glnlik yasam alani sinirlandirilmis kafes uygulamasiyla
olusan kullanmama kosullarinda protein oksidasyonunun gorildigiine isaret
etmektedir. Diger yandan bu tez calismasindaki protein oksidasyonuna iliskin
bulgular, sigan soleus kasinda protein karbonil artisinin on dort giinlik arka bacak
yuksuzlestirmesi sonrasinda gorilmesi (110) ve insanlarda sekiz degil ama otuz bes
gunlik yatak istirahatinin protein karbonil diizeylerinde artisa neden olmasi (156) ile
birlikte degerlendirildiginde, AOPP’nin protein karbonil 6lgiminden daha hassas

sonug verebilecegini diigindlirmektedir.
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Bu ¢alismada protein oksidasyonunu degerlendirmek icin kullandigimiz AOPP
yontemi ilk kez Witko-Sarkat ve digerleri tarafindan 6nce lremik sonra bdbrek
yetmezligi olan hastalarin plazmasinda protein hasarinin bir gostergesi olan yeni bir
oksidatif stres belirteci olarak ortaya konmustur (40, 157-159). Sonraki yillarda
diyabetes mellitus (160, 161), romatoid artrit (162) ve koroner arter hastaliklarinda
(163) AOPP'nin artis gosterdigi ve tavsan modelinde AOPP birikimi ile ateroskleroz
arasinda iliski oldugu (164) gosterilmistir. Herhangi bir kardiyak olay yasamamis
erkeklerde ortalama ve maksimal karotis intima media kalinhg ile AOPP arasinda
pozitif bir iliski oldugu ve aterosklerotik degisiklikler icin AOPP'nin bir belirteg olarak
kullanilabilecegi ileri slrllmustir (165). Diger yandan bugiine kadar AOPP
diizeylerinin immobilizasyona bagh olarak nasil degistigine iliskin literatlirde bir

¢alismaya rastlanmamistir.

Bu tez galismasinda lipid peroksidasyonunu belirlemek igin soleus kasindan
alinan oOrneklerde Western Blot yontemi ile 4-HNE dizeyleri degerlendirilmistir.
Artmis serbest radikaller lipid peroksidasyona yol agar. Dolayisiyla oksidatif stres
sonucunda artis gosteren serbest radikaller ikincil aracilar olan 4-HNE ve MDA
dizeylerinde artisa neden olur (166). Boylece, 4-HNE lipid peroksidasyon yan Grini
olarak oksidatif stresin bir biyobelirteci olup, en ciddi reaktif aldehitlerden biri
olarak bilinir (166). 4-HNE 6zellikle bir kismi redoks sinyalinde gorev alan tiyol iceren
proteinlerin sistein bolgesiyle reaksiyona girerek eklentiler olusturur (167). 4-HNE
artisinin kanser (168), Alzheimer (169, 170) ve Parkinson (171) gibi hastaliklarda
arttig bildirilmistir. 4-HNE mitokondriyi etkileyerek ATP (retim kapasitesini
disturmektedir (172). Dolayisiyla g¢alismamizda yasam alani sinirlandiriimis kafes
yoluyla yedi gilin siiresince inaktif kosullarda yasayan siganlarin soleus kasinda 4-
HNE diizeylerinde artis gorilmesi, 6zellikle mitokondrial ATP Uretim kapasitesinin

azaldigini dustindirmektedir.

Daha once laboratuvarimizda gergeklestilen bir ¢alismada on doért ginliuk
bilateral algi yoluyla gergeklestirilen immobilizasyonun soleus kasinda AMP ile aktive

olan protein kinaz (AMPK) dlzeylerini 6nemli olglide azalttigi ve p-AMPK/AMPK
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oranini disirdigi gorilmisti (173). AMPK, oksidatif metabolizmanin bir sonucu
olarak agiga cikan serbest radikallere karsi antioksidan yanitin gelismesinde de kritik
bir 6neme sahiptir. Rabinovitch ve digerleri AMPK geninden yoksun embriyonik fare
fibroblastlarinda bazal mitokondriyal serbest radikal dizeylerinin yaklasik %50
oraninda arttigini géstermistir (174). Butin bu bulgular, immobilizasyon siirecinde
hiicrede bir enerji sensori olarak gorev yapmakta olan AMPK aktivasyonundaki
azalmanin iskelet kasi atrofisine yol agan mitokondrial ROS Uretimine katkida
bulunacagini gostermektedir. Bu modelde iskelet kasinda AMPK fosforilasyonunun

nasil etkilendigi merak konusudur.

immobilizasyon, mitokondri membran bitinlGgini  bozmakta, lipid
peroksidayonunu artirmakta (175), serbest radikal (iretimi ve mitokondrial oksidatif
stresin bir gostergesi olarak 8-oh-dG ve bu galismada da goérdiuglimiz gibi 4-HNE
birikiminde artisa yol agmaktadir (176). Mitokondri, kas hicrelerinin Ca*? deposu
olan sarkoplazmik retikulumla birlikte kalsiyum homeostazinin saglanmasinda gérev
alir. Uzayan immobilizasyon kosullarinda sarkoplazmik retikulumdan Ca*? salinimi
Ca*?un sitozolik dizeyleri ve dolayisiyla mitokondriyal Ca*? konsantrasyonu artisina
neden olur (66). Bu durum Krebs ¢emberinin aktivasyonunda ve dolayisiyla ETZ
yukinde artisa yol acarak daha fazla ROS uretimi ile sonuclanir (67, 177). ETZ'de
elektronlarin transferinde goérev alan sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasi da,
ETZ'den normal kosullardan daha fazla elektron kagaginin meydana gelmesine
katkida bulunur (178). Tim bunlarin ortak sonucu olarak iskelet kaslarinda serbest
radikal Gretimi artar. Gergekten de, algilama, denervasyon, mekanik ventilasyon gibi
modellerin kullanildigl ¢ok sayida calisma iskelet kaslarinda ROS Uretiminin
mitokondride arttigini géstermistir (58, 65, 179, 180). iki hafta siiresince al¢ilama
yoluyla immobilize edilen siganlarin plantaris ve soleus kaslarinda mitokondriden
salinan H,0; dizeyleri %100 artmis (58), mitokondriyi hedef alan bir antioksidan
olan SS-31 ise soleus, plantaris ve diyafram kaslarinda immobilizasyonla artan

serbest radikal diizeylerinin azalmasina neden olmustur (58, 59).
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Suda eriyen bir flavonoid olan kuersetinin sirtuin-FoxO, NFkB ve Nrf-2/ARE
yolaklarini modifiye ettigi gosterilmistir (181). Kuersetine maruz birakilan ARPE-19
hicrelerinde 4-HNE aracili hasara karsi direng olustugunun gosterilmesi (181),
uyguladigimiz immobilizasyon modelinde iskelet kasinda goérilen artmis 4-HNE
diizeylerinin sirtuin-FoxO ve NFkB yolagini olumsuz etkileyerek atrofi ile ilgili
genlerin aktivasyonuna neden olabilecegi ve ayni zamanda antioksidan genlerin
aktivasyonundan sorumlu Nrf-2/ARE vyolagini da olumsuz etkileyerek antioksidan
savunmay! zayiflatacagini ve soleus kasinda immobilizasyona bagh gelisen kas

atrofisinde rol oynayabilecegini distindiirmektedir.

Uzun sireli immobilizasyonun serbest radikallerin alt akiminda yer alan NFkB
sinyal yolagini aktive ederek TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar miyokin ve
sitokinlerin dizeylerinde artisa neden oldugu bilinmektedir (175, 182). Artan TNF-a
ve IL-1B da, mitokondri ETZ, NOX ve lipoksigenaz Ulizerinden serbest radikal
uretimine neden olmakta ve oksidatif stresi artirmaktadir. Antioksidan takviyesinin
NFkB aktivitesini ve kas atrofisini baskiladigl (183-185), sicanlarda soleus kasinda
plazmid yoluyla katalaz ekspresyonun artirilmasin da yedi glinlik kuyruktan asma
modeli ile olugsan kas atrofisini dnledigi gosterilmistir (186). Bu ¢alismada NFkB
sinyal yolagi degerlendiriimemis olup, yasam alani sinirlandiriimis kafes yoluyla
olusturulan immobilizasyon modelinde goérilen atrofide NFkB sinyal yolaginin ne
Olcide rol oynadiginin aydinlatiimasi immobilizasyon yoluyla olusan iskelet kas
atrofisinde oksidatif stres ve NFkB sinyal yolagi arasindaki iliski agisindan énemli

olabilir.

Yukaridan verilen literatlr bulgulari, gergeklestirilen bu tez galismasiyla
birlikte degerlendirildiginde, iskelet kasinda immobilizasyonla artan 4-HNE
diizeylerinin genel olarak mitokondri ATP (iretiminde bir azalmaya neden oldugu ve
protein sentezi gibi ATP’nin son derece 6nemli oldugu bir siirecin ATP Uretiminin
azalmasi durumunda baskilanmasinin dogal olarak hicresel kigilme ve atrofiyi
beraberinde getirmesi beklenir. Diger yandan, insanda dizin 60 derece fleksiyonda

tutulmasiyla ayagin yere temasinin onlendigi immobilizasyon modelinde on
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dordiincl glin kuadriseps kas kesit alaninda %5,9’luk bir azalma gorilirken, iki ve
on doérdinci gin vastus lateralis kasindan alinan biyopsi 6rneklerinde protein
karbonil ve 4-HNE dizeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (187). Bu
¢alismada siganlarin yedi glin yasam alani sinirlandiriimis kafeste barindirilmasi
soleus kasinda protein karbonil diizeylerinde bir degisiklige yol agmazken 4-HNE

diizeylerinde artisa neden olmustur.

iskelet kaslari enerjinin yogun olarak uretildigi ve dolayisiyla da serbest
radikal hasarina en ¢ok maruz kalan doku/organlardan biridir. iskelet kaslarinin
metabolik gen reglilasyonu ve metabolik homeostazin saglanmasindaki kritik rolt ve
bir endokrin organ olarak salgiladigi miyokinlerle diger organ ve dokularla ¢apraz
iletisimde oldugu goéz onlne alindiginda (188), iskelet kaslarinda kullanmamaya
bagli meydana gelen kayiplarin insiilin direnci, tip 2 diyabet, metabolik sendrom gibi
birgok hastalik ve patolojik durumun olusumunu da beraberinde getirmesi
kaginilmazdir (189, 190). 4-HNE’nin birgok hastalik igin kritik diizeyde bir patolojik
hedef oldugu bilinmektedir (191). 4-HNE’nin proteinler (zerindeki kovalent
modifikasyonunun 6nlenmesi veya 4-HNE’yi modifiye edecek yeni maddelerin
oksidatif stres kaynakli patolojilerin dnlenmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (191).
Bu c¢ercevede immobilizasyonun neden oldugu 4-HNE artisinin  Onlenmesi
kullanmamaya bagl ortaya ¢ikan iskelet kas atrofisinin énlenmesinde de énemli bir

yaklasim olabilir.

Bu tez projesinde uygulanan atrofi modeli deney hayvanlarinin yasam alani
sinirlandirilmis  kafeste barindirilmalarina  bagh olarak aktivitelerinin oldukga
sinirlandirildigl bir model olup, uzun sireli yatak istirahatine benzer bir kullanmama
modelidir. Bu modelde yedi ginlik kullanmama soleus kas agirliginin vicut
agirhgina oraninda %17,2 azalmaya neden olmustur. Yasam alani sinirlandiriimis
kafes uygulamasinin iskelet kasinda oksidatif stres belirtecleri lizerine etkisi ilk kez
bu calismayla degerlendirilmis olup, immobilizasyona tabi tutulan hayvanlarin
soleus kasinda AOPP ve 4-HNE duzeylerinin artirdigl gorilmis, protein karbonil

seviyelerinde ise bir degisiklik gérilmemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu galisma siganda yagsam alani sinirlandirilmis kafes modeliyle olusturulan
yedi immobilizasyonun soleus kasinda oksidatif stres belirtecleri lizerine etkisini

incelemek amaciyla yapilmistir.

Gahsmanin sonuglar yedi glinlik immobilizasyonun soleus kasinda lipid
peroksidasyonu Urlnlerinden biri olan 4-HNE ve protein oksidasyonunu gosteren
AOPP duzeylerini artirken, protein karbonil diizeylerinde herhangi bir etkisinin

olmadigi yoniindedir.

Bu bulgularin antioksidan savunma sisteminde gorev alan SOD, GPX ve CAT

gibi enzim aktivitelerinin incelenmesiyle desteklenmesi 6nerilmektedir.
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