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OZET

Ozdemir, M. Sican Iskelet Kasinda immobilizasyon ve Tiim Viicut Titresiminin
MHC Izoformlar1 ve Hsp72 Diizeylerine Etkisi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Spor Bilimleri ve Teknolojisi Program Yiiksek Lisans Tezi,
Ankara, 2016. Iskelet kas1 plastik bir dzellikte olup maruz kaldig1 cevresel ya da
fizyolojik streslere adaptasyon goésterme yetenegindedir. Kas tizerindeki yiikiin
azalmasi ya da ortadan kalkmasina atrofi adi verilen, kas kitle ve kuvvet kaybi ile
karakterize olan bir yanit verir. Benzer sekilde, iskelet kas aktivasyonunun azalmasi
veya tamamen ortadan kalkmasi kas hiicrelerini olusturan yavas tip miyozin agir
zinciri (MHC) izoformlarinda azalma ve hizli tip MHC izoformlarinda artma
seklinde kendisini gosteren fenotipik bir degisiklige neden olur. Diger yandan kassal
aktivasyonun artmasi ise MHC izoformlarinda hizlidan yavasa dogru bir doniisiimii
beraberinde getirmektedir. Bu ¢ercevede son yillarda giderek yayginlagan tiim viicut
titresimi  (TVT) uygulamasinin bir aktivite modeli olarak iskelet kast MHC
izoformlari iizerine etkisi merak konusudur. iskelet kas hiicrelerinin akut ve kronik
bir dizi strese hiicresel diizeyde savunma amagli verdigi bir diger yanit ise sicak soku
proteinlerinin indiiklenmesidir. Kuyruktan asma gibi yiiksiizlestirme modellerinde
MHC izoformlarinin yavastan hizliya doniisiimii genellikle yer ¢ekimine karsi koyan
ve bliylik 6l¢iide yavas tip kas liflerinden olusan kaslarda gézlenmis olup, 6zellikle
yer ¢ekimine karst koyma Ozelligi olmayan kaslardaki etki bilinmemektedir. Bu
amagla giinlik yasamda sikca karsilasilan bir durum olan al¢1 yoluyla olusturulan
imobilizasyonun ve tam tersi etki yaratacagi diisliniilen TVT uygulamasinin plantaris
kasinda MHC izoformlar1 ve kas Hsp72 diizeylerine etkisi incelenmistir. Dort aylik
Wistar tipi disi sicanlar kontrol (K), iki haftalik immobilizasyon (A), iki haftalik
immobilizasyon sonrasi bir haftalik remobilizasyon (AR) ve bir haftalik
remobilizasyon sirasinda TVT (AT) ve yalnizca bir hafta TVT (T) uygulamasi olmak
lizere rastgele bes farkli gruba (n=6, her grup) ayrilmistir. Immobilizasyon plantar
fleksiyonda bilateral algilama yoluyla, TVT uygulamasi ise 45 Hz, 3mm genlik ve
dordiincii glinden itibaren 20dk olacak sekilde aralikli olarak toplam bir hafta
boyunca uygulanmigtir. Plantaris kast izole edilerek, MHC Tip llax
(MHCIIa+MHCIIx), Tip IIb ve Tip I izoformlar1 belirlenmistir. Gruplar arasinda
MHC izoformlar1 kompozisyonlarinda anlamli bir degisim gézlenmemistir (p>0.05).
Gruplar arasinda Hsp72 protein diizeyleri bakimindan da anlamhi bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Bu sonuglar, gerek alg1 yoluyla olusturulan iki haftalik
immobilizasyonun, gerekse uygulanan TVT nin plantaris kasinda MHC izoformlari
ve Hsp72 diizeyleri agisindan bir degisiklige yol agmadigint gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Immobilizasyon, Plantaris, Tiim Viicut Titresimi,
Miyozin Agir Zinciri, Hsp72
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ABSTRACT

Ozdemir, M. The Effect of Immobilization and Whole Body Vibration on MHC
Isoforms and Hsp72 Levels in Rat Skeletal Muscle. Hacettepe University
Institute of Health Science, Sport Sciences and Technology Programme
Master’s Degree Thesis, Ankara, 2016. Skeletal muscle is a plastic tissue and has
an adaptive capability to modify its size and function as a response to a change in
environmental and physiological stress. Muscle tissue response to decreased loading
or disuse is characterized by reduced muscle mass and force degradation known as
muscle atrophy. In a similar manner, reduced activation of skeletal muscle or
immobilization influence the phenotypic expression of muscles by reducing slow
myosin heavy chain (MHC) isoforms whereas fast isoforms increase. On the other
hand, increased muscle activation gives rise to MHC shift from fast to slow isoforms.
Application of whole body vibration attracted widespread attention during last a few
years is a focus of our interest as a model of activity. The induction of heat shock
proteins is another response with a defensive purpose at a cellular level which is
given by skeletal muscle cells against a number of acute and chronical stresses. In the
unloading models like hindlimb suspension, the transformation of MHC isoforms
from slow to fast is observed widely in antigravity muscle which has consist of
mostly slow MHC isoforms. On the other hand, the effect of unloading on MHC
isoforms for non-antigravity muscles is not known. For this purpose, the effect of
immobilization and whole body vibration (WBV) on MHC isoforms and Hsp72
levels in plantaris muscle have been examined. Four month old Wistar type female
rats have been randomly seperated into five different groups (n=6, each group);
control, two weeks immobilization, two weeks immobilization plus one week
remobilization, two weeks immobilization plus one week of WBYV and just one week
of WBV. Immobilization has been applied by bilateral casting of legs when foot is
plantar fleksion position. WBV application has been applied for 20 mins daily
duration for one week at 45Hz and 3mm amplitude. There was not any significant
change in MHC expression among groups (p>0.05). In addition, Hsp72 protein levels
were not different among groups (p>0.05). These results show that neither two weeks
of immobilization nor one week of whole body vibration (WBV) has any adaptive
changes on plantaris muscle.

Key Wors: immobilization, Plantaris, Whole Body Vibration, Myosin
Heavy Chain, Hsp72
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1. GIRIS

Iskelet kaslar1 viicut agirhginim %40-45’ini olusturmasi ile insan viicudundaki
en biiyiik dokudur. Iskelet kaslar1, hareket, nefes alma ve 1s1 iiretimini saglamanin
yaninda bir ¢ok metabolik siiregte de onemli rol iistlenmektedir. Bu nedenle kas
kitlesi ve fonksiyonunun korunmasi normal giinlilk yasamdan sportif performansa
kadar cok genis aralik ve diizeydeki faaliyetlerin siirdiiriilmesi yanisira obezite ve tip

IT diyabet gibi hastaliklardan korunma acisindan da son derece dnemlidir.

Iskelet kasi plastik bir 6zellikte olup maruz kaldig1 gevresel ya da fizyolojik
streslere adaptasyon gosterme yetenegindedir. Bu adaptasyonlar icerisinde en
belirgin olani ¢iplak gézle dahi goriilebilen kas hipertrofisi ve atrofisidir. Hiicresel ve
molekiiler diizeyde ise; kasin gii¢ iiretme yetenegi, kasilma hizi gibi 6zelliklerini
belirleyen miyofibriler protein izoformlarinda doniisiim veya metabolik 6zelliklerini
belirleyen mitokondri sayisi, kapasitesi ve aerobik ya da anaerobik enzim

aktivitelerinde degisim gibi adaptasyonlar yasanir.

Egzersiz, anabolik hormonlar, bazi amino asitlerin alimi1 gibi uyaranlar kas
kitlesinde artisa (hipertrofi) neden olur (Schiaffino, 2013). Diger yandan, kasa etki
eden yiikiin azaldigi ya da ortadan kalktigt durumlarda kas daha ekonomik
davranmak adina kitlesel bir kiigiilmeye giderek yeni kosullara adaptasyon saglar
(Booth, 1997). Kas atrofisi olarak bilinen bu durum kas kitlesinde kiigiilmenin yan1
sira lif ¢apinda daralma ve kas kuvvetinde azalma ile de karakterizedir. Gergekten
de, kas atrofisine neden olan farkli immobilizasyon modellerinde iskelet kasinda
miyofibriler proteinlerin diger ¢oziiniir proteinlere gore daha fazla miktarlarda

azaldig1 bilinmektedir (Coleman, 1995).

Miyofibriler proteinler icerisinde miyozinin ayri bir 6nemi vardir. Miyofibriler
protein igeriginin %43’linii miyozin olusturmakta olup onu %22 ile aktin takip
etmektedir (Scopes, 1970). Miyozin, her biri yaklasik 200kDa agirliginda olan iki
agir zincir (MHC) ve agirligi 16-27.5kDa arasinda degisen dort hafif zincir
molekiiliinden olusmustur (Weeds, 1980). Kas kasilmasi sirasinda miyozin ¢apraz

kopriisiindeki biikiilme hareketi MHC nin bas kisminda lokalize olmus olan mATPaz



aktivitesi ile saglanir. Bu enzimin aktivitesi ATP’nin parcalanarak enerjinin agiga
cikmasi, dolayisiyla kas kasilmasinin hizini belirler. Miyozin agir zinciri molekiilii
farkli izoformlara sahip olup bu izoformlarda yer alan mATPaz enzimlerinin
aktivasyonu da farklilik gosterir. Insanda yavas kasilan tip I ve daha yiiksek kasilma
hizina sahip tip Ila ve IIx olmak fizere ii¢ farkli MHC izoformu vardir (Bottinelli,
1994c¢). Kiiciikk memelilerde ise buna ilave olarak en yiiksek kasilma hizina sahip

olan I11b MHC de vardir.

Tiim memelilerdeki iskelet kaslart MHC izoformlarint farkli yilizdelerde
icerebilirler. Bir kasin agirlikli olarak hangi MHC izoformundan, dolayisiyla hangi
lif tipinden olustugunu temelde genetik 6zellikler olmak iizere kasa gelen motor sinir
ve kasin lokalizasyonu dolayisla kasin fonksiyonu belirler. Bununla birlikte basta
hormonlar olmak iizere kasin yiiksiizlestirilmesi, tenotomi veya immobilizasyon ya
da sinerjist kasin uzaklastirilmas1 gibi inaktivite ile egzersiz, elektrik uyarisi vb gibi
kasa binen yiikiin artirllmasi gibi kosullar iskelet kas1t MHC izoformunda bir

doniisiime neden olurlar.

Boylece cok c¢esitli stresler, iskelet kasinda lif capt ve kas kitlesindeki
degisimlere neden oldugu gibi, bir kasin normal kosullarda i¢cerdigi MHC lif tipini de
etkiler. Genel olarak aktivite hizli MHC izoformlarindan yavasa dogru bir degisime
yol acgarken immobilizasyon, yiiksilizlestirme gibi durumlarda yavas MHC
izoformlarindan hizliya dogru bir degisim goriiliir (Appell, 1990). Ornegin on hafta
stireli dayaniklilik antrenmaninda giinlik antrenman siiresinin uzamasina paralel
olarak MHC izoformunda hizlidan yavasa dogru bir doniisiimiin oldugu ve bu
dontisiimiin kas lif fenotipi diizeyinde de gerceklestigi bilinmektedir (Demirel, 1999).
Ote yandan, iki hafta siiresince uygulanan kuyruktan asma (HU) modelinde iskelet
kasinda miyofibriler protein miktarinda goriilen azalmaya MHCI izoformundaki
%7’lik diisiis eslik etmistir (Fujino, 2005). Ozellikle siganlarda soleus gibi yer
cekimine karsi koyan, MHCI izoformunun agirlikta oldugu kaslarin hizli kaslara
oranla atrofiye daha yatkin oldugu gosterilmistir (Fauteck ve Kandarian, 1995).
Nitekim c¢aligmalar HU uygulamasi sonucunda soleus kasinda miyofibriler
proteinlerde azalma ve MHC izoformunun yavas liflerden hizli liflere dogru bir
doniistimiin meydana geldigini gostermektedir (Desplanches, 1987; Edgerton ve
Roy, 1996; Fujino, 2005).



Ozellikle gesitli spor yaralanmalari sonras1 alg1 ve atel uygulamalar1 veya uzun
stireli yatak istirahatini gerektiren hastalik ya da cerrahi operasyonlarin kas lifi
fenotipinde yol ac¢tig1 degisikliklerin kisinin daha kolay yorulmasi, Kkuvvette
dayaniklilik gerektiren aktivitelerde ve yorgunluga direngte azalma gibi performans

kapasitesinde azalma ile sonuglanacagi asikardir.

Son yillarda tiim viicut titresimi (TVT)’nin néromuskiiler adaptasyonlar yolu
ile kas kuvvetinde artisa neden olan ve direng egzersizi yanitlarina benzer etki
gosterdigine iliskin bulgular mevcuttur (Bogaerts ve dig., 2007*). TVT nin, hormon
profilinde degisiklige sebebiyet verdigi, postural kontrolii, hareket kabiliyetini,
dengeyi gelistirdigi, diz ekstansorlerinin maksimal izometrik kuvvetini ve dikey
sigrama performansini arttirdigi da bilinmektedir (Nordlund, 2007; Cheung, 2007;
Rees, 2008; Bogaerts ve dig., 2007%). TVT nin iskelet kast MHC profilini nasil
etkiledigine iliskin net bir bulgu olmamakla birlikte, yol agtig1 kassal aktivasyon
nedeniyle MHC profilinde hizlidan yavasa dogru bir doniisiim yapmasi beklenir. Bu
varsayim, Ozellikle immobilizasyon sirasinda iskelet kasinda bir adaptasyon olarak
meydana gelen, daha kolay uyarilan ve ge¢ yorulan yavas kas lifi fenotipinden daha
zor uyarilan ve ¢abuk yorulan hizli kas lif tipine doniisiimiin engellenmesinde veya
remobilizasyon evresinde kas lifi fenotipinin eski haline  donisiiniin
hizlandirilmasinda TVT uygulamasinin bir tedavi yontemi olarak kullanilabilmesi

thtimalini de ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu nedenle bu calismanin amaglarindan birisi immobilizasyon ve TVT
uygulamalarinin iskelet kasi MHC izoformlarinda bir doniisime yol acip
acmayacagmin belirlenmesidir. Ayrica bu ¢alismada remobilizasyon siirecinde
uygulanan TVT’ nin immobilizasyon siirecinde ortaya ¢ikacak MHC degisikliklerine

etkisinin de degerlendirilmesi planlanmistir.

Organizmada, hiicrenin kars1 karsiya kaldigi protein sentezi, yikimu,
metabolizma ve benzeri giinliikk streslerle bas edebilmesi icin bazal diizeyde
sentezlendigi bilinen bir grup protein vardir. Stres proteinleri veya sicak soku
proteinleri adi verilen bu proteinlerin miktar1 sicak, oksidan stres, amino asit
analoglari, ¢esitli toksik maddeler, hiicre i¢i Ca miktarinin artmasi gibi ¢ok ¢esitli

stres kosullarinda artmaktadir. Bu proteinler igerisinde en goze c¢arpami 70kDa



ailesinin indiiklenebilir {iyesi olan Hsp72’dir. Hsp72’nin 6zellikle tip I kas liflerinde

bazal diizeyde de var oldugu bildirilmistir.

Immobilizasyonun bir yandan kas miyofibriler protein kaybini beraberinde
getirirken 6zellikle tipl liflerinden zengin soleus kasinda yavasg lif tipinde azalma ve
hizl1 lif tipinde artisa yol actig1 i¢in bazal diizeydeki Hsp72 miktarlarinda bir azalma
ile sonuglanmasi beklenir. Diger yandan immobilizasyonun oksidan strese neden

olusu, Hsp72’nin indiiklenmesi gerektigini de akla getirmektedir.

Sicak stresi ile 6nceden diizeyleri arttirilan Hsp72’nin kuyruktan asma modeli
ile soleus kasinda meydana gelen atrofiyi %50 oraninda azalttigi bulgusu (Naito
2000), Hsp72’nin atrofinin 6nlenmesindeki roliinii ortaya koymaktadir. Ayrica
Venojarvi ve digerleri (2007), Hsp72 diizeylerinin immobilizasyondan sonra
remobilizasyon siirecinde arttigin1 ve bu artisin kas dokusunun yeniden
yapilanmasinda rol oynayabilecegini bildirmistir (Venojérvi, 2007). Kasta miktarlar
arttirllan Hsp72’nin atrofinin engellenmesinde rol oynamasi, atrofiye eslik eden

yavas lif tipinden hizli lif tipine doniisiimii de engelleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Kisa siireli titresimin kan akisini 6nemli miktarda arttirdigi ve endotelyal
hiicrelerde mekanik titresimle birlikte kan akisindaki artisinin siirtiinme kuvvetini de
arttirabilecegi belirtilmistir (Lohman, 2007). Sonug olarak titresim kan akimi ve
stirtinme yoluyla kas i¢i sicaklik artisina neden olabilir. Titresimin Hsp72 diizeyleri
tizerine etkisi heniiz bilinmemekle birlikte 06zellikle immobilizasyon sonrasi
toparlanma doneminde TVT ile olusan olas1 bir Hsp72 artiginin immobilizasyonun

etkisini geri ¢evirmede etkili olmas1 beklenir.

Sonug olarak immobilizasyonun ve TVT nin Hsp72 diizeylerine etkisi merak
konusudur ve bu calismanin amaclarindan bir digeridir. Bu c¢alismada ayrica
remobilizasyon siirecinde uygulanan TVT’nin Hsp72 diizeylerine etkisi de

degerlendirilmistir.



1.1. Amacg

Immobilizasyon ve TVT uygulamalarinin iskelet kast MHC izoformlar1 ve

Hsp72 diizeylerine etkisinin belirlenmesidir.

Hipotez 1: iki haftalik algilama yoluyla olusturulan immobilizasyon sigan
plantaris kast MHC izoformlarinda yavastan hizliya dogru bir doniisiimii
gerceklestirken, TVT uygulamasi hizli MHC izoformundan yavasa dogru bir

degisime neden olur.

Hipotez 2: iki haftalik algilama yoluyla olusturulan immobilizasyon sican
plantaris kas1 Hsp72 diizeylerinde bir azalmaya yol agarken TVT uygulamasi ise

Hsp72 diizeylerinde artisa sebep olur.



2. GENEL BIiLGILER

Insan viicudunda 400’iin iizerinde iskelet kasi1 vardir ve toplamda viicut
agirhiginin yaklasik olarak %40-45’ini iskelet kas dokusu olusturmaktadir (Fox, S.
2002). iskelet kaslarinin temel islevi hareket etmek ve nefes almak igin gerekli
enerjiyi saglamak ve viicudu soguktan korumak igin 1s1 liretimini saglamaktir. Kaslar
bu islevleri kasilma yoluyla gerceklestirirler. Kas kasilmasi, bir ¢ok hiicresel protein
ve enerji liretim sistemlerinin dahil oldugu karisik bir siirectir. Bu siirecin ayrintilari
molekiiler diizeyde hala tartigmali olmakla birlikte, temel diizeyde kasilma
mekanizmasi kayan filamentler teorisiyle agiklanmaktadir (Ebashi, S. 1976). Basitce
kas kasilmasi, kalin filament olarak adlandirilan miyozin molekiiliinde yer alan
capraz kopriilerin bir biikiilme hareketi ile, baglandiklar1 karsilikli aktin
filamentlerini birbirine yaklastirmasi ile gerceklesmektedir. Bu hareket sirasinda
kasilma hizin1 belirleyen, miyozin agir zinciri molekiillerinin (MHC) ¢apraz koprii
basinda yer alan miyofibriler ATPaz enzimi aktivitesidir. MHC izoformlarima gore
miyozin basinda yer alan miyofibriler ATPaz aktivitesi farkli oldugu i¢in, bir diger
ifade ile miyofibriler ATPaz aktivitesi yer aldigi miyozin molekiiline gore
sekillendigi i¢in iskelet kas lifinde bulunan MHC izoformu o kas lifinin kasilma hiz1
konusunda da belirleyici olmaktadir. Sekil 1’de miyofibriler ATPaz enziminin bir
miyozin molekiiliindeki lokalizasyonu sematik olarak gosterilmektedir. Iskelet kas
liflerinde bulunan miyozin molekiilii yam1 sira diger miyofibriler proteinler de

fonksiyonel farkliliklar gosterirler.

2.1. iskelet Kas1 Miyofibriler Protein Cesitliligi

Iskelet kasinda yer alan miyofibriler proteinler fonksiyonel farkliliklarmn
olusmasmi saglayan degisik izoformlardan meydana gelmistir. Bunlardan
tropomiyozin ii¢ ana izoformdan olugsmaktadir. Tropomiyozin bir dimerik molekiil
oldugu i¢in homodimer veya heterodimer olusuna goére alti farkli tropomiyozin
molekiilii varligindan s6z edilebilir. Benzer sekilde troponin (Tn) molekiilii Tnl, TnC

ve TbT olmak iizere {i¢ alt liniteden olugsmakta olup her birinin iki veya daha fazla



izoformu vardir (Pette ve Staron, 1990; Schiaffino ve Reggiani, 1996).

Iskelet kasinda miyofibriler proteinler igerisinde miyozinin ayri bir énemi
vardir. Miyozin ¢izgili kas liflerinde en fazla miktarda bulunan proteindir. Miyozin
molekiiliiniin 200 kDa civarinda molekiiler agirliga sahip iki agir zincirden, kuyruk
ve bas kisimlarindan olustugu bilinmektedir. Bir miyozin molekiilii iki agir zincir ve
dort hafif zincirden (MLC) olusmaktadir (Weeds, 1980). Hafif zincirlerden ikisi
esansiyel (ELC) ve diger ikisi de regiilator (RLC) rol istlenir (Sekil 1).

- Fragment S1

~

chain

Sekil 1.1. Miyozin molekiiliiniin yapisi.

2.2. Iskelet Kas Lifi Tipleri

Farkli Ozelliklerde iskelet kaslar1 bulunduguna iliskin ilk degerlendirme
Ranvier tarafindan 1873 yilinda kasin rengi ve elektrik uyarisi ile kasilma 6zelligine
dayanilarak yapilmistir. Buna gore beyaz kaslar hizli kasilan ve kirmizi kaslar ise
yavas kasilan kaslar olarak tanimlanmustir (Spangenburg ve Booth, 2003). iskelet kas
liflerinin histokimyasal 6zelliklerine gore tanimlanmasi ise ilk kez Engel (1962)
tarafindan yapilmis ve buna gore koyu renk veya kirmizi goriinen yavas kasilan (ST)
lifler ile agik renk veya beyaz boyanan hizli kasilan (FT) lifler olarak adlandirilmistir
(Engel, 1962). Bergstrom ve Hultman (1966) tarafindan igne biyopsisi tekniginin



gelistirilmesi ile insanlarda iskelet kaslarmna iligkin histolojik ve biyokimyasal analiz
yontemlerinin uygulanmasi iskelet kas liflerinin morfolojik, kontraktil ve metabolik
Ozellikleri agisindan degerlendirilebilmesine olanak saglamistir (Bergstrom ve
Hultman, 1966). Daha sonra Brooke ve Kaiser (1970) tarafindan FT liflerinin alt
smiflamas1 da yapilabilmis ve daha anaerobik, glikolitik lifler FTb olarak
nitelendirilirken bu 6zelligi daha az olan FT lifleri FTa olarak siniflandirilmistir
(Brooke ve Kaiser, 1970). Peter ve digerleri (1972) iskelet kas liflerini kasilabilir
ozellikler ve oksidatif kapasitelerine gore tip I ve tip II olarak siniflamay1 onermistir.
Mitokondride yer alan enzim aktivitelerinin belirlenebilmesine iliskin gelismeler kas
lifleri  simiflamasinda  oksidatif ve glikolitik  kapasiteye gore yapilan
degerlendirmelerin daha da gelismesini saglarken elektroforez yontemi ile saptanan
MHC izoformlar1 ile kasilma hizi ve miyofibriler ATPaz aktivitesi arasinda (Reiser,
1985; Staron ve Pette, 1986) iligkinin saptanmasi giderek MHC izoformlarinin
belirlenmesi yoluyla kas lifi fenotipinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin ortaya

¢ikmasina neden olmustur.

Schiaffino ve digerleri (1989) ile Pette’nin laboratuvarinda gergeklestirilen
bir calismada MHC elektroforezine gore si¢anlarda iiglincii bir hizh MHC
izoformunun kesfedilmesi iskelet kasinda {iglincii bir olast hizli lif tipinin var
oldugunu ortaya koymustur. Schiaffino ve digerleri (1989) bu miyozin izoformuna
MHCIIx adin1 verirken Pette ve digerleri diyafram kasinda yiiksek yiizdede
bulunmasi nedeniyle MHC IId adin1 vermislerdir (Termin, 1989). Giderek literatiirde
IIx ve I1d es anlamli olarak kullanilmis veya bu MHC izoformu her iki arastirmacinin
es zamanli buluslarina kredi verilebilmesi i¢in bazi arastirmacilar tarafindan
MHCIIx/d (Demirel, 1999) olarak ifade edilmistir. Gilinimiizde her iki isim de
aragtirmacilar tarafindan kullanilmasina ragmen, MHCIIx isminin ¢ok daha yaygin
olarak ifade edildigi goriilmektedir. Sonug olarak kii¢iik memelilerde iskelet kaslar
dort ana MHC izoformunu igermektedir. Buna gore, yavas tip MHCI tip | liflerinde
bulunurken, ii¢ hizli tip izoform olan MHCIIa, MHCIIx ve MHCIIb sirasiyla Ila, IIx
ve lIb liflerinde yer alir (Weiss, 1999).

Iskelet kas1 kesitlerinde gerek immiinohistokimyasal gerekse histokimyasal

caligmalar sonucunda kemirgenlerde yavas veya kirmizi tip I lifleri, hizli ve kirmizi



tip 11A lifleri ile hizli ve beyaz olan tip IIb ve tip IIb lifleri olarak dort temel kas lif
tipi ortaya konmaktadir. Ennion ve digerleri (1995) ile Smerdu ve digerleri (1994)
tarafindan insanda daha onceleri I1b olarak adlandirilan liflerin aslinda IIx lifleri
oldugunun gosterilmesi iizerine en hizli kasilan lif tipi olan tip IIb’nin insanda
bulunmadigi ve bu lif tipinin sadece kemirgenlerde bulundugu anlagilmistir. Buna
gore insanda bulunan temel kas lif tipleri tip I, tip lla ve tip 11X olmak iizere ii¢
cesittir. Bu kas liflerini birbirinden ayiran en belirgin 6zellik gii¢ liretimi ve kisalma
hizlaridir. Tip 1Ila ve IIx lifleri daha biiyilk giic {retmekte ve hizh
kasilabilmekteyken, tip I lifler yorgunluga kars1 daha direngli/dayaniklidirlar. Tip IIx
liflerinin kasilmasi ve gevsemesi tip Ila’ya gore biraz daha hizli olsa da, sonug olarak

bu iki lifin kasilma hiz1 da tip I’den daha yiiksektir.

Sonu¢ olarak bu liflerde miyozin molekiili farkli MHC genlerinin
ekspresyonlarindan olugmaktadir. Dolayisiyla,  lif tiplerini olusturan MHC
molekiilerinin farkliligidir. Bununla birlikte, ayni kas lifinde birden farkli miyozin
agir zincir izoformunun varligi, kas lif tipi siniflamasinda farkli lif alt tiplerinin de
bulundugunu goéstermektedir. Oyle ki, aym kas lifinde iki veya daha fazla MHC
izoformunun birlikte ve farkli yiizdelerde yer almasi ilgili kas lifinin histokimyasal
yolla yapilan temel smiflardan birisine konmasim zorlastirmaktadir. Bu nedenle
MHC yoluyla yapilan siniflamanin aslinda MHC profilini yansittigi bu nedenle
dogrudan lif tipi degisimi degilse de, kasta protein diizeyinde meydana gelen
degisikligi dogrudan ifade ettigi bilinmektedir (Spangenburg ve Booth, 2003).
Miyofibriler ATPaz aktivitesindeki degisim kas liflerinin farkli hizlarda kasilmasini
saglar (Bottinelli, 1994c). Buna bagli olarak izole edilen tek kas lifinin kasilma hizini
belirleyen calismalara gore kasilma hizi tip IIb>IIx>IIa>] seklindedir (Bottinelli,
1991; Larsson ve Moss, 1993).

2.3. Karisim lifler

Yetiskin iskelet kasi biiylik oranda sadece tek bir MHC izoformu iceren
iskelet kas liflerinden olusmus olsa da, birden fazla MHC izoformunun birlikte

bulundugu cesitli miktarda lifler de bulunmaktadir. Karisim lifler olarak adlandirilan
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bu liflerde genel olarak birbirine yakin hiza sahip olan iki veya daha fazla MHC
izoformlar1 birlikte bulunmaktadir. Buna gére, MHCI+MHCIla, MHCIla+MHCIIx
veya MHCIIx+MHCIIb Buna gére, MHCI ve MHCIIa, MHCIIa ve MHCIIx veya
MHCIIx ve MHCIIb kombinasyonlar1 en sik goriilen karisimlardir (Pette ve Staron,
1997; 2000). Bu sebeple, tek bir kas lifinde sadece bir tip MHC veya MHC
karisiminin bulunup bulunmamasina gore lif tiplerinin kasilma hizinin tip I — tip I/1la
—tip la —tip Ha/x —tip 11x — tip 11x/b — tip IIb seklinde yavastan hizliya dogru bir sira
izledigi goriilmektedir (Pette ve Staron, 1997).

2.4. iskelet Kasinda Lif Tipi Dagilim

Iskelet kaslarmin icerdigi her bir lif tipinin yiizdesi farkli etkenlere baglh
olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Genetik ozellik, her bir kasta lif tipini
etkileyen bir belirte¢ olarak bu etkenlerin basinda gelmektedir. Bununla birlikte
kandaki hormon diizeyi, bireyin egzersiz aliskanlig1 gibi durumlar da iskelet kasinin

ne kadar yilizdeyle hangi lif tipini igerdigini belirleyen diger etmenlerdir.

Bir biitiin olarak iskelet kasi diizeyinde ele alacak olursak, bazi1 kaslar agirlikli
olarak hizli ya da yavas lif tipinden olusmaktayken viicudumuzdaki bir¢ok kas grubu
iki lif tipini de esit miktarda igeren bir yapiya sahiptir. Fare iskelet kaslarmin gen
ekspresyon analizi incelendiginde soleus kasinin agirlikli olarak yavas oksidatif (SO)
ve hizli oksidatif glikolitik (FOG) liflerinden, ekstansor digitorum kasinin ise FG ve
FOG liflerinde olustugu goriilmektedir. Buna karsilik plantaris kas1 hizli glikolitik
(FG) ve hizli oksidatif (FO) yan1 sira daha az oranlarda da olsa yavas oksidatif (SO)
kas liflerini de igermektedir (Wu, 2003). MHC izoformlar1 agisindan ele alindiginda
da soleus kasmin sicanlarda %90-95 oraninda MHCI ve %5-10 oraninda
MHCIIa’dan olustugu buna karsilik plantaris kasinin agirlikli olarak hizli tip MHC
olugsmakla beraber dort farkli MHC izoformunu da igeridigi bilinmektedir (Demirel,
1999).

Hizli ya da yavas lif tiplerinin bir kasta yiizdesini belirlemek i¢in farkli

yontemler kullanilmaktadir. Enzim aktivitesine gore histokimyasal olarak yapilan
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smiflamada en yaygin olarak kullanilan ydntem miyofibriler ATPaz (mATPaz)
aktivitesine gore yapilan siniflandirmadir. Buna gore oncelikle kas lifleri yavas tip
olan tip I ve hizli tip olan tip lla, 1ld/x (veya IIx) ve llb olmak tizere siniflara ayrilir
(Guth ve Samaha, 1969; Brooke ve Kaiser, 1970). Diger bir enzimatik siiflama tiirii
ise mATPaz histokimyasini aerobik veya anaerobik enerji metabolizmalarina yonelik
enzim aktivitelerine gore smiflamayla birlestiren, yavas oksidatif, hizli oksidatif
glikolitik ve hizli glikolitik olarak yapilan siniflamadir (Barnard, 1971). Bir diger
yontem ise immunohistokimyadir. Bu yontem, kas liflerinde bulunan farkli miyozin
proteinlerinin molekiiler agirliklarina gore antikorlara baglanarak goriilebilmesidir.
Kasta bulunan miyozin izoformlarinin belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem

ise SDS jel elektroforezidir.

Kas genel yapisi itibariyle diisiiniildiiglinde fonksiyonel olarak iki 6zelligi;
oksidatif kapasitesi ve ATPaz izoform tipi Onemlidir. Kas liflerinin oksidatif
kapasitesi mitokondri sayisi, kapiller yogunluk ve miyoglobin miktarina bagli olarak
farklilik gosterebilmektedir. Hiicredeki mitokondri sayisinin fazlaligi aerobik olarak
ATP iretim kapasitesindeki biiylikliigli de beraberinde getirmektedir. Kapiller
yogunluk ise kontraktil aktivite sirasinda dokulara yeterli miktarda oksijen gitmesi
bakimindan 6nem arz etmektedir. Yiiksek miktardaki miyoglobin konsantrasyonu ise
dokulara taginan oksijenin kapillerden mitokondriye taginmasini sagladigi i¢in kritik
bir dneme sahiptir. Tiim bu faktorler diisiiniildiiglinde miyoglobin, mitokondri ve
kapiller bakimindan zengin kaslar yiiksek aerobik kapasiteye sahip olacagindan
yorgunluga direng esigi de yiiksek olacaktir. Kas liflerinin biyokimyasal olarak bir
baska 6zelligi miyozin ATPaz aktivitesidir. Yiiksek ATPaz aktivitesine sahip kas
liflerinde ATP daha hizli pargalanmakta ve bunun sonucu olarak kasin kisalmasi
daha cabuk gerceklesmektedir. Diger taraftan diisiik ATPaz aktivitesi kasin daha
yavas kisalmasini beraberinde getirmektedir. Tip I lifler (yavas-oksidatif ya da yavas
kasilan) ¢ok fazla miktarda oksidatif enzimler icermektedir. Yiiksek miktarda
mitokondri sayisi, kapiller yogunluk ve yiiksek miyoglobin konsantrasyonu tip |
liflerinin yorgunluga kars1 daha direngli ve aerobik kapasitelerinin genis olmasi
anlamina gelmektedir. Hizli kas lifleri olan tip IIx ve tip Ila, yavas lif tipine goére
daha az sayida mitokondriye sahip oldugundan yorgunluga direnci daha diisiik ve

aerobik kapasitesi sinirhidir (Green, 1986). Ancak bu lifler glikolitik enzimlerden
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zengin olduklart i¢in daha biiylik anaerobik kapasiteye sahiptirler. Tablo 1°de ST,
FTa ve FTb siniflamasina gore insan kas lif tiplerinin kontraktil 6zellikleri, bazi
enzim aktiviteleri ile morfolojik ve metabolik ag¢idan degerlendirilmesi verilmistir
(Zierath ve Hawley, 2004). Diger yandan bu tablo degerlendirilirken insandaki FTb

liflerinin FTx olarak degerlendrilmesi gerektigi unutulmamalidir.

Tablo 1.1. insan iskelet kas lif tiplerinin kontraktil dzellikleri, baz1 enzim aktiviteleri

ile morfolojik ve metabolik karakteristikleri

Ozellik ST oksidatif FTa oksidatif FTb glikolitik
Kasilma ozelligi

Pik gerime ulasma 1.0 0.4 0.4
Ca*2 miyozin ATPaz 1.0 3.0 3.0
Mg*2 aktomiyozin ATPaz 1.0 2.8 2.8
Enzim aktiviteleri

Kreatin fosfokinaz 1.0 1.3 1.3
Fosfofruktokinaz 1.0 1.5 2.1
Glikojen fosforilaz 1.0 2.1 3.1
Sitrat sentaz 1.0 0.8 0.6
Morfolojik ozellikler

Kapiller yogunluk 1.0 0.8 0.6
Mitokondri yogunlugu 1.0 0.7 0.4
Metablolik ézellikler

Oksidatif potansiyel 1.0 0.7 0.2
Glikolitik potansiyel 1.0 1.5 2
[Fosfokratin] 1.0 1.2 1.2
[Glikojen] 1.0 1.3 1.5
[ Triagilgliserol] 1.0 0.4 0.2
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2.5. Iskelet Kasimin Plastik Ozelligi

Iskelet kaslari; inaktivite, kasa binen yiikteki degisiklik, sinir uyarilarindaki
degisiklikler, hormonal etkiler gibi c¢ok cesitli uyaranlar karsisinda lif ¢ap1 ve
fenotipik ozellikleri agisindan yanit verme yetenegine sahiptir. Bu adaptasyonlar
genel olarak kas plastisitesi olarak adlandirilmaktadir (Pette, 2001). Kas
kompozisyonunda ve fonksiyonunda degisikliklere yol agan bazi uyaranlar su sekilde
Ozetlenebilir. Buller ve digerleri (1960) iskelet kas liflerinin kendilerine gelen motor
sinirin Ozelliklerini yansittigini, diger bir ifade ile kas lif tipini etkileyen faktoriin
innervasyon oldugunu ortaya koymustur. Hizli kas lifine giden motor sinirin yavas,
yavas kas lifine giden motor sinirin ise hizli ile yer degistirilmesi ile olusan ¢apraz
reinnervasyon deneyleri de benzer sekilde iskelet kas liflerinin degisen sinir uyari
Ozelligine adaptasyon gosterdigini ortaya koymustur (Vrbova, 1963; Salmons ve
Vrbova, 1967). Ayni etki, dogrudan kasa verilen yliksek frekansh fazik veya diisiik
frekansli kronik elektrik uyarilari yolu ile de gerceklestirilebilmistir (Salmons ve
Vrbova, 1969; Lomo, 1974). Mekanik yiiklenme sik calisilan bir diger modeldir.
Buna gore, kasin uzamis pozisyonda immobilize edilmesi veya sinerjist kasin
tenotomi yapilarak uzaklastirilmasi yoluyla kas boyutunda biliyiime gozlenmistir
(Goldspink, 1992; Goldberg, 1967; Sugiura, 1993). Ayni modelde tenotomiye
ugrayan kasta ise atrofi goriilmiistiir. Tenotomi yani sira atrofiyi mimik eden diger
modeller arasinda mikrogravite, kuyruktan asma yolu ile yiiksiizlestirme (Naito,
2001), spinal kord kesisi (Roy, 1984), kasin kisalmig pozisyonda immobilize
edilmesi (Goldspink, 1977) gibi modeller mevcuttur.

Hormonal etki denildiginde ise akla ilk gelen tiroid hormonudur. Genel
olarak hipotiroidi kas lifi fenotipinde ve MHC izoformlarinda hizlidan yavasa dogru
bir doniise neden olurken hipertiroidi yavastan hizliya dogru fenotipik bir degisimi

gerceklestirir (lanuzzo, 1977; 1zumo, 1986; Caiozzo, 1992 ve 1993).

Kaslarin egzersize yanit1 yapilan fiziksel aktivitenin tiiriine gore farklilik
gostermektedir. Kuvvet antrenmanlarinin kas boyutunu ve iiretilen kuvvet miktarini
arttirdigr  bilinmektedir. Hatta bazi arastirmacilar tarafindan kas liflerindeki
biiyiimenin (hipertrofi) yani1 sira lif sayisinda da artis (hiperplazi) olabilecegi goriisii
savunulmaktadir (Gonyea, 1980; Gonyea ve Ericson, 1976). Dayaniklilik
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antrenmanlariyla ise oksidatif kapasitede artis oldugu bilinmektedir.

Iskelet kasinin temel Ozelligi farkli stres durumlarina karsi adaptasyon
saglayabilmesidir. Miyozin agir zinciri bu adaptasyonda rol oynayan Kkilit
faktorlerden biridir. Kosu bandinda ayni egzersiz siddetinde 10 haftalik dayaniklilik
antrenmani sonrasinda giinliik kosu siiresindeki artisa bagli olarak MHC
izoformunda hizlidan yavasa dogru doniisiimiin oldugu gosterilmistir (Demirel,
1999). Bu calismada histokimyasal lif tipi degerlendirmesi, doniisiimiin kas lifi

fenotipinde de gerceklestigini ortaya koymustur.

2.5.1. Iskelet Kasinda Kullanmamaya Bagh Plastisite

Kullanmama sirasinda iskelet kasi hizli bir sekilde yeniden bi¢imlenmeye
baslayarak kas agirliginda azalma, lif boyutu, g¢ekirdek sayisi ve genel olarak
yavagtan hizli kas fenotipine doniisim meydana gelir (Appell, 1990; Booth ve
Criswell, 1997). Yavas kas lifleri hizli kas liflerine oranla daha fazla atrofiye
ugramaktadir (Appell, 1990). Siganlarda soleus, addiiktor longus gibi yavas,
antigravite kaslarda hizli kaslara gore daha biiylik bir atrofi oldugu bilinmektedir.
Edgerton ve digerleri (1996) sican iskelet kasinda 14 giinliik uzay ugusu sonrasinda
soleus, medial gastroknemius ve tibialis anterior kaslarinda atrofiyi incelemislerdir.
En biiylik atrofiye ayak bilegi plantar fleksor kaslarindan soleus maruz kalmistir
(Jiang, 1992; Ohira, 1992). Hayvan deneylerindeki verilerle tutarli bigimde
insanlarda yapilan bazi ¢alismalarda da yavas soleusun, hizli gastroknemiusa gore
daha ¢ok atrofi oldugu saptanmistir (Widrick, 1999). Ancak mikrograviteye maruz
birakilan siganlarin aksine insanlarda tip I lifleri atrofiye karsi tip II liflerden daha
duyarli degillerdir. Bu durum atrofi Oncesindeki insanlarda tip Ila lifleriyle
sicanlardaki tip I liflerinin ortalama lif boyutuyla aciklanabilir. Sicanlarda tip Ila lif
tipi tip I’e gore olduke¢a diisiik orandadir, insanlarda ise, tip Ila lifleri tip I’e gore bir
miktar daha biiytiktir (Fitts, 1996). Edgerton ve Roy (1996) atrofiden once lif boyutu
ne kadar biiyiikse yine ayn1 dogrultuda atrofi sonrasinda en biiyiik zararin bu liflerde
goriilecegini sdylemislerdir. Edgerton ve Roy (1996) uzay ugusu sonrasinda lif tipi

degisikliklerini de incelemislerdir. Uzay ugusunun ilk haftasinda siganlarda
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antigravite kaslarinda yavas liflerin miktarinin azaldigi, diger taraftan da hizli tip

miyozin i¢eren lif miktarinin ise arttigini gostermislerdir.

Siganlarda, kuyruktan asma (Hindlimb unloading, HU) ve uzay ugusunun
(Space flight, SF) kontraktil proteinlerde bir azalmaya ve yavastan hizliya dogru bir
doniistime neden oldugu bilinmektedir (McCarthy, 1997). Sicanlarda HU ve SF’den
sonraki donemde tekrar yiiklenme yavas tip I liflerinde bir hasara yol agmaktadir
(Riley, 1995). Yiiksiizlestirme sirasinda aralikli egzersizlerin protein sentezini
kontrol grubu diizeylerinde tutmak i¢in etkili oldugu disiiniilmektedir (D’Aunno,
1992). Yapilan bir calismada 7 giinliik HU uygulamasi sirasinda giinde dorder kez
aralikli olarak uygulanan 10 dakika ayakta durma ya da yavas tempoda yliriime
egzersizlerinin soleus kas kitlesini neredeyse normal diizeyde tuttugunu gostermistir
(Herbert, 1988). Bazi arastirmacilar ise bu durumun kisa siireli yiiksiizlestirmeler igin
gecerli oldugunu savunmaktadir. Ayni protokoliin 14 giinlik HU sirasinda
uygulanmasi ile soleusun viicut agirligina oranindaki kaybin %22 oraninda azaldigi
ve tip I lif ¢apindaki degisikliklerin de azaldigi goriilmiistiir. Aralikli ayakta durma
protokoliiniin 14 giinliik HU uygulamasinda 7 giine oranla daha az etkili oldugu
sOylenebilir. Sicanlarda HU uygulamasinda ilk hafta meydana gelen kas kaybinin ana
sebebinin protein sentezindeki azalmadan kaynaklandigi bilinmekteyken, protein
degradasyonundaki artisin maksimum seviyesine ulagsmasi ise 9-15. giinlerde
gergeklesmektedir  (Thomason, 1989). Boylelikle atrofi sirasinda  aralikli
egzersizlerin ya da sadece ayakta durma protokoliiniin degradasyonu azaltmaktan
ziyade protein sentezindeki azalmay1 engelledigi diisiiniilebilir. On dakikalik ayakta
durmaya aralikli yiiksek direng egzersizlerinin eslik etmesinin sadece ayakta
durmaya gore kas atrofisinin engellenmesinde daha etkili oldugu goriilmiistiir
(Widrick, 1997). Kas atrofisini Onlemek ya da sinirlandirmak igin bu siiregte
meydana gelen hiicresel ve molekiiller mekanizmalarin aydinlhiga kavusturulmasi

gerekmektedir.

Uzun siireli yatak istirahati de biiylik Olciide kas hasarini beraberinde
getirmektedir. 60 giinliik yatak istirahati sonrasinda soleus kasinda yavas lif kesit
alaninda %7-29 arasinda diisiis meydana gelmektedir. 120 giinliik yatak istirahatinde

ise bu azalma %35-48’lere kadar ¢ikmaktadir (Ohira, 2000).
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Kasin yiiksiizlestirilmesiyle birlikte olusan lif tipi degisiminin molekiiler
mekanizmasi ¢ok net bir sekilde agiklanamamakla birlikte bu konu {izerine yapilan
caligmalarin sayisi her gecen giin artmaktadir. Yiiksiizlestirme sonrasinda ortaya
cikan kas atrofisinin iyilesme siirecinde yasanan olaylar ile ilgili bilgiler ise ¢ok
kisith ve bu konuda yapilan calismalari sayis1 ¢ok smirlidir. Iyilesme siirecinde
normale doniis sirasinda MHC protein ekspresyonuyla ilgili ¢ok fazla bilgi
bulunmamaktadir. Kuyruktan asma modeliyle yiiksiizlestirilen sicanlarda soleus
kasinda proteoliz orani arttig1 ve bu dogrultuda protein iceriginde azalma meydana
geldigi bilinmektedir (Desplanches, 1987; Thomason ve Booth, 1990). Kuyruktan
asma modeliyle sadece 5 saat sonunda myofibriler protein i¢eriginde azalma oldugu
g6zlenmis ve bu yikimin 2 hafta siiresince devam ettigi goriilmiistiir (Thomason et al.
1989). HU kassal atrofiyi beraberinde getirmekte ve 6zellikle yavas kaslarda hizl
MHC lif oraninda bir artisa sebep olurken, yavas MHC liflerinin formunda bir
azalmaya neden olmaktadir (Thomas ve Booth, 1990; Talmadge, 1996). Bununla
birlikte soleus kasinda (agirlikli olarak tip I’den olusmaktadir) 14-31 giinliik HU
modeliyle olusturulan ytiksiizlestirme sonrasinda hizli lif tipi olan MHC tipllx
izoformunda artis oldugu saptanmustir (Takahashi, 1991; Fauteck ve Kandarian,
1995). Yapilan calismalar HU uygulamasi sonucunda miyofibriler proteinlerde
azalma ve MHC izoformunun yavas liflerden hizli liflere dogru bir doniistimiiniin
meydana geldigini gostermektedir (Desplanches, 1987; Edgerton ve Roy, 1996;
Fujino, 2005).

Iskelet kas kitlesinin immobilizasyon nedeni ile azalmasi, yiiksiizlestirme
ortadan kalktiginda dahi kas kitlesinin yeniden kazanilmasi immobilizasyon siiresine
bagl olarak ciddi bir sekilde gecikebilir (Rochester, 2009). Ozellikle spor
yaralanmalar1 sonrasinda atel veya alciya alman ekstremitelerde kas kuvvet ve
fonksiyonunun normal fonksiyonlarini kazanma siireci, spora doniisii etkileyen en
onemli faktorlerden biridir. Insanlarda kullanmamaya bagl olarak olusan kas
atrofisinin altinda yatan mekanizmalarin arastirilmasinda karsilasilan zorluklardan
otirti, kas atrofisine neden olan yiiksiizlestirme kosullarini mimik eden birgok
hayvan modeli  gelistirilmistir.  Bunlardan algilama yoluyla olusturulan
immobilizasyon, en uygun modellerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dahasi,

kemirgen hayvan modellerinde HU ile yiiksiizlestirilen arka bacak lokomotor kaslar
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insanlardaki uzun siireli yatak istirahati ya da uzay ugusu gibi durumlardaki sartlari
yaratmak i¢in kullanilmaktadir. Kuyruktan asma modeli uygulanarak kas
inaktivitesinin olusturuldugu c¢alismalarda kas protein sentezinde azalma ve
proteolizde artma meydana geldigi bilinmektedir (Carlson, 1999). Kuyruktan asma
modelinin uygulanarak kas atrofisinin olusturuldugu bir c¢alismada kas
yiiksiizlestirilmeye baslandiktan sonra protein sentezi oraninin hizli bir sekilde
azaldig1 gbézlenmistir. Protein sentezindeki bu azalma sonraki 48 saatte daha diisiik
bir sabit sentez hizina ulasmaktadir (Thomason, 1989). Kullanmamaya bagli olarak
protein sentezinde meydana gelen bu azalmayi protein degradasyonundaki 6nemli bir
artis takip etmektedir. Boylece iskelet kasindaki azalan aktiviteyle birlikte total kas
proteinindeki azalma protein sentezindeki azalmadan ve proteolizde artistan

kaynaklanmaktadir.

Sican iskelet kasinda kullanmamaya bagli olarak olusan atrofinin kas lif kesit
alaninin azalmasi, kas kitlesinin azalmas1 ve kuvvet iiretim kapasitesinin azalmasiyla
iligkili oldugu bilinmektedir (Caiozzo, 1994). HU ¢alismalarinda soleus kasindaki
atrofinin baglangic sathasinda miyofibriler protein sentez hizinda bir azalmanin
meydana geldigi bildirilmistir (Thomason, 1989). HU uygulamasinin ilk giinlerinde
protein kaybiin ana nedeni protein sentezindeki azalmadir. Ugiincii giinden itibaren
sentez orani sabit bir duruma ulagsmaktayken protein degradasyon orani gegici olarak
onemli bir artis gdstermektedir. Ilk birkag giinden sonraki protein kaybinin biiyiik bir

boliimii degradasyon oranin artmasindan kaynaklanmaktadir (Thomason, 1989).

Kas atrofisi kastaki protein yikimimin artmasindan dolay: kas lif boyutundaki
azalma sonucunda meydana gelmektedir (Edgerton ve Roy, 1996). Kas dokusundaki
miyofibriler protein miktar1 2 haftalik kuyruktan asma modeliyle yiiksiizlestirme
sonrasinda %42 oraninda azalmaktadir (Fujino, 2005). Yavas tip I ve hizl tip Ila,
IId/x ve IIb olarak tanimlanan MHC izoformlarinin oranlar1 farkli ¢evresel sartlar
altinda degisiklik gosterebilmektedir. Yiiksiizlestirme, egzersiz ve uzay yolculugu bu
duruma 6rnek olarak gosterilebilir (Thomason ve Booth, 1990., Edgerton ve Roy,
1996).

Bes giinliikk kuyruktan asma modeliyle olusturulan yiiksiizlestirmenin soleus

ve gastroknemius kaslarinda total RNA ve protein sentezinde azalmaya yol agtigi
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bilinmektedir. Ayrica yavas lif tiplerinin agirhikli oldugu soleus kasinin
gastroknemius ve digitorum ekstansor longus kasina gore daha biiyiik bir atrofiye
ugradig@r gosterilmistir (Goldspink, 1986). Bazi calismalar inaktivite ile birlikte,
atrofi olusan kasta zamana bagli olarak hem transkripsiyon hem de translasyonel
oranlarin  diistiiginii  gostermektedir  (Thomason, 1990). Alt ekstremite
immobilizasyonun ilk 6 saatlik kisminda protein sentezinin sican gastroknemius
kasinda %37 oraninda azaldigi bildirilmistir (Booth, 1979). Mitchell ve Pavlath
(2002) atrofi sonrasi kasin tekrar biiyiime mekanizmasimin postnatal biiyiime ve

hipertrofiden farklilik gosterebilecegini one siirmiislerdir.

2.6. Sicak Soku Proteinleri

Kas hiicresi normal kosullar altinda yeni sentezlenen ve yari Omriinii
tamamlamig proteinler arasindaki iligskiyi ifade eden bir protein yapim - yikim
dengesine sahiptir. Farkli stres kosullarinda ise hiicre, birgok proteinin gen
ekspresyonunda degisiklik ile yanit vererek hiicrenin igerisinde bulundugu yeni
kosulllara adaptasyonunu saglar. Bu proteinlerden en oOnemlileri sicak soku
proteinleri (HSPs)’dir. Genis bir protein ailesini igeren HSP’ler, yapisal ve islevsel
ozellikleri ilk defa tanmimlandiginda artan sicakliga bagli olarak indiiklenmeleri
nedeni ile sicak soku proteinleri olarak adlandirilmistir (Tissieres, 1974). Ancak daha
sonra hiicrenin maruz kaldigi; oksidatif stres, iskemi, hipoksi, inflamasyon, protein
degradasyonu, artmis hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu ve yetersiz enerji gibi farkli
cevresel stresler ve patofizyolojik kosullarda hiicresel yanit olarak indiiklendiginin
bilinmesi ile (Marber, 1995; Chiang, 1989; Guttman, 1980; Weitzel, 1985; Adric,
2000; Welch, 1983; Sciandra, 1983) stres proteinleri olarak da adlandirilmaya

baslanmuistir.

Hiicrede molekiiler saperonlar olarak gorev yapan stres proteinleri, herhangi
bir stresin olmadig1 kosullarda da hiicresel siirecler i¢in son derece dnemli bir gorev
iistlenirler. Hiicrede yeni sentezlenen proteinler heniiz {igiinciil yapisini almadiklar
icin proteazlarin hedefidir. Stres proteinleri yeni sentezlenen proteinlerin dogru

katlanmalarina yardimci olarak onlar1 degrade olmaktan korurlar. Ayrica proteinlerin
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sentez sonrasi islev gosterecekleri hedef bolgelere ulasmalarindan da sorumludurlar
(Welch 1992, Lanchaster 2005). Ote yandan, hiicre herhangi bir strese maruz
kaldiginda hiicresel homeostazis bozulur ve proteinlerin yapisal biitiinliigiiniin
korunmas1 daha da 6nemli hale gelir. Bu nedenle hiicrede normal kosullarda belirli
bir diizeyde sentezlenen HSP’lere duyulan gereksinim artar. Stres kosullarinda
hiicrede ekspresyonu artan HSP’ler her ne kadar farkli mekanizmalar ile islev
gosteriyorlarsa da, temelde hiicreyi denatiire olmus proteinlerin tekrar
katlanmalarinda, aktif i¢ boyutlu yapisint  almis proteinlerin  hiicredeki
lokalizasyonlarina ulastirilmalarinda ve geri kazanimi olmayan denature proteinlerin

degradasyonunda gorev alarak korurlar.

Stres uyaranlari ile olusan hiicresel yanit, sicak soku faktorii (HSF) olarak

adlandirilan bir transkripsiyon faktorii ile gergeklesir (Asea, 2007).

Unfolded = -
Protein = “

Hsp%0 l

Sekil 1.2. Sicak soku yanitinin regiilasyonu (Morimoto, 1998).
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Normal kosullarda sitozolde DNA’ya baglanma 6zelligi olmayan monomerler
seklinde bulunan HSF, stres uyarani ile homotrimer formuna doniiserek cekirdege
gecer. Cekirdege giren HSF HSP gen promotorlari igerisindeki sicak soku elementi

(HSE)’ne baglanarak HSP transkripsiyonunu arttirir (Anckar, 2007).

2.7. Stres Proteinleri ve Smiflandirilmasi

HSP’ler molekiiler agirliklarina gore farkli gruplara ayrilmaktadir. Bunlardan
en belirgin olanlar1 kiigiik HSP’ler (HSPB), Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 aileleridir
(Harm, 2009). HSP70 ailesinin iki belirgin {iyesi olup bunlardan Hsp73 (Hsc70)
bazal diizeyde ekspres edilen formu olup Hsp72 (HSP70), stres kosullarinda
indiiklenebilir olan formudur (Harm, 2009). Bu HSP’lerin hiicrede farkli bolgelerde

farkli gérevleri bulunmaktadir.

Ozellikle son on yilda iskelet kasinda HSP70’in arastirildign ¢alismalar
onemli derecede artmistir. Bunun nedeni olarak HSP70 indiiksiyonunun fakh
fizyolojik ve patofizyolojik streslere yanit olarak artmasi gosterilmekte, dahasi bu
stres uyaranlarma kassal adaptasyonda onemli bir rol iistlendigi diisiiniilmektedir
(Senf, 2013). Bu tez calismasinda immobilizasyon ve titresimin sigan plantaris
kasinda Hsp72 diizeyleri iizerine etkisi arastirildigindan bu proteine iliskin daha

genis bilgiye yer verilmistir.

2.7.1. Kiiciik HSP Ailesi
Ubiquitin:

Ubiquitin 8 kDa agirligindadir ve iskelet kasinda ekspress edilen en kiigiik
HSP’dir. Bu protein bazal diizeyde sitozolde eksprese edilmektedir. Ubiquitin ana
rolii kromatin yapisinda ve protein degradasyonundadir (Welch, 1992). Hiicre ici
proteinlerinin degrade olabilmeleri i¢in ilk olarak kovalent bir yapida ubiquitinin

modifikasyonu gereklidir (Glickman, 2001). Hiicre icerisinde ubiquitin miktarindaki
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artis hasar gormiis, denature olmus proteinlerin uzaklagtirllmasinda 6nemli rol

oynamaktadir (Thompson, 1994).
aB-Kristallin:

aB-kristallin, omurgali lenslerinde bulunan 22 kDa agirhiginda bir HSP
tiyesidir. Lens dokusuna ek olarak kalpte, iskelet kasinda tip | ve tip lla liflerinde
eksprese edildigi bilinmektedir (Neufer, 1988). Hsp27 ile birlikte aB-kristallinin
stres sirasinda hiicre iskeletinin ve kasilma mekanizmasinin korunmasinda 6nemli bir

fizyolojik rol oynamaktadir (Feasson, 2002).
Hsp27:

Normal kosullarda sitozolde bulunan Hsp27, hiicre strese maruz kaldiginda
translokasyona ugrayarak ¢ekirdek icinde ya da etrafinda lokalize olmaktadir
(Arrigo, 1994). Hsp27’nin mikroflament stabilizasyonunda, sinyal iletimi ve biiylime
gibi siireglere dahil oldugu bilinmektedir. Ayrica Hsp27, termal ve oksidatif stres
karsisinda koruma saglamaktadir (Locke, 1997., Escobedo, 2004).

Hsp60:

Hsp60 yapisal diizeyde mitokondride eksprese edilmektedir. Yeni sentezlenen
proteinlerin katlanmalarina yardim ederler. Proteinlerin dogru katlanmalarinin yani

sira hiicre igeriginde proteinlerin tasinmalarinda da rolleri vardir (Hood, 2001).
Hsp90:

Hsp90 protein kinaz, transkripsiyon faktorii ve steroid hormon reseptorleri
gibi substrat proteinlerin katlanmasinda ve aktivasyonunda koruyucu bir gorev
istlenir. Stres sonucunda indiiklenen Hsp90 ekspresyonunun fonksiyonu
katlanmamis proteinlerin bir araya gelmesini Onleyerek tekrar katlanabilecekleri

bolgelerde tutmaktir.
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HSP70 Ailesi:

Arastirmalara en yaygin bi¢cimde konu olan HSP ailesidir. Bu ailenin iki
onemli {iyesi bulunmaktadir. Bunlardan Hsp73 bazal diizeyde eksprese edilen
formudur. Hsp72 ise bazal diizeyde hiicrede ¢ok diisiik miktarda bulunmaktayken,
stres kosullarinda miktar1 hizla artmaktadir. Bu proteinler, hiicredeki bazi sinyal
yolaklariyla etkilesim halindedirler, mRNA stabilizasyonunda ve degradasyonunda
rol alirlar, protein degradasyonuna yardimci olurlar ve islevini kaybeden proteinlerin
hiicreden uzaklastirilmasini saglarlar. HSP70 ailesinin bilinen en iyi rolii, molekiiler
bir saperon olmasi ve hiicredeki koruyucu roliidiir. HSP70 ailesi proteinlerin dogru
bir sekilde katlanmalari, translokasyonu, yanlis katlanan proteinlerin dogru bir
bicimde katlanmalari, protein agregasyonunun onlenmesi ve tekrar islevsel yapisina
donemeyecek proteinlerin degradasyonuna yardimci olmak gibi kritik roller

iistlenmektedir (Beckman, 1990; Welch 1992).
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1990’11 yillarda kemirgenler {izerinde yapilan calismalarda akut egzersiz
sonrasinda kalpte, beyinde, karacigerde ve iskelet kasinda Hsp72 miktarin arttigt
goriilmiistiir (Salo,1991; Walters, 1999; Skidmore, 1995). Egzersize ve sicak strese
yanit olarak Hsp72’nin adrenalde, kalpte, karacigerde ve iskelet kasinda arttig1 da
bilinmektedir (Skidmore, 1995; Febbraio, 2002; Liu, 1999). Stres kosullarinda Hsp72
total hiicresel protein miktarin %20’sine kadar artis gdstermekte, bu da Hsp72’yi
indiiklenebilir olmas1 bakimindan en onemli stres proteini yapmaktadir (Morton,
2009).

Akut egzersizle birlikte meydana gelen stres ve sicaklik artisi metabolik
diizensizlik ve olasi kas hasarin1 beraberinde getirmektedir. Bunun sonucu olarak,
akut egzersiz iskelet kasinda HSP miktarmi arttirmaktadir (Noble 2002). iskelet
kasinin bu yaniti egzersiz tipine, yogunluguna ve siiresine bagli olarak farklilik
gostermektedir (Milne ve Noble 2002; Paulsen, 2007). Strese yanit olarak Hsp72’nin
mitokondrial ve sarkoplazmik retikulum fonksiyonlarini korudugu bilinmektedir
(Tupling ve dig., 2007). Bununla birlikte, net olarak bilinmemesine ragmen egzersiz
sirasinda kasta Hsp72’nin insiilin duyarliligmin ve glukoz kullaniminin devam
ettirilmesinde 6nemli bir rolii oldugu da diisiiniilmektedir (Kurucz, 2002). Ayrica
egzersizle birlikte indiiklenen bazi HSP’lerin inflamatuar yanitlar1 baskilayarak kas
hasarint siirlayabilecegi diistiniilmektedir (Chen, 2007). 70 kDa HSP ailesinin
yapisal diizeyde var olan iiyesi Hsc70’in birkag istisna disinda egzersiz sonucunda

miktarinda artis gézlenmemistir (Murlasist ve dig., 2006).

2.8. Iskelet Kasinda immobilizasyon ve HSP

Sican iskelet kasi, tip I, tip lla, tip 11x ve tip 11b olmak tizere dort farkl hiicre
tipinden olusmaktadir. Iskelet kasi, inaktivite, denervasyon, yaslanma ve cesitli
patolojik kosullarinda lif tipini yavastan hizliya dogru degistirerek yanit verir
(Demirel, 1999). Yavas kas lifleri olarak da adlandirilan tip I lifleri bazal Hsp72
diizeylerinin daha yiiksek miktarlarda oldugu liflerdir. Immobilizasyon, kronik yatak
istirahati, mikrogravite gibi uzun siireli inaktivitenin iskelet kas kitlesinde ve
kuvvetinde azalmaya neden oldugu bilinmektedir (Powers, 2004). Immobilizasyon

sirasinda kasa binen yiikiin olmayisi, protein sentezinde azalma ve protein
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degradasyonunda artmaya dolayisiyla kas atrofisine neden olmaktadir (Glass, 2005;
Sandri, 2008.). immobilizasyon siiresine bagl olarak kas kitlesi, kas kuvveti ve
yorgunluga direngte azalma (Adams, 2003) ile kas lifinde tip I’den tip II’ye doniisiim
meydana gelmektedir (Glass, 2005; Sandri, 2008; Kandarian, 2006). Bu durumun
bazal diizeydeki HSP ekspresyonunda bir azalmay1 dolayistyla kasin HSP iceriginin
azalmasimi beraberinde getirmesi beklenmektedir. Diger yandan, oksidatif stresin
uzun stireli inaktivite sirasinda kas atrofisinde rol oynayan ¢ok sayida hiicre sinyal
yolaklart i¢in Onemli bir etken oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres Hsp72
indiiksiyonuna neden olan stresler arasinda yer almaktadir. Bu durumda ise atrofiye

ugrayan kasta Hsp72 diizeylerinde bir artis beklemek gerekir.

Kas atrofisi ve Hsp72 ekspresyon diizeyinin birbirleriyle iliskili oldugu
bilinmektedir (Naito, 2000; Oishi, 2001; Senf, 2008). Senf ve arkadaslar1 (2008)
Hsp72’nin 7 giinliitk immobilizasyon sirasinda kas kitlesinin korunmasinda direk bir
rolii oldugunu kanitlamiglardir. Hsp72’nin asir1 ekspresyonun kas atrofisi i¢in

anahtar sinyal yolaklarinin inhibe ettigini belirtmiglerdir.

Iskelet kasinda atrofisi siirecinde, sicak soku proteinlerinin kas atrofisi
stireciyle iliskili olabilecegi bildirilmistir (Senf, 2008). Sicak soku proteinlerinin en
gbze carpan iiyesi olan Hsp72’nin hiicresel strese yanit olarak hizli bir sekilde
eksprese edildigi ve miyofibrillerin korunmasinda rol oynadigt bilinmektedir
(Venojarvi, 2007; Powers, 2005). Iskelet kas1 immobilizasyonu sirasinda, oksidatif
hasara yanit olarak Hsp72 ekspresyonunun artabilecegi bilinmektedir. HSP’lerin
iskelet kas1 atrofisindeki roliinii tam olarak anlamak i¢in yapilan bazi ¢aligmalarda
iskelet kasi yiiksiizlestirme Oncesinde ve ylikslizlestirme sirasinda tiim viicuda
hipertermi uygulanmistir. Hiperterminin yiiksek diizeyde Hsp72 ekspresyonunu
tetikledigi ve boylelikle kas kaybinin azaltildig1 bilinmektedir (Naito, 2000; Selsby,
2005). Yikstizlestirme sirasinda Hsp72‘nin elektroporasyon yontemi ile daha
spesifik olarak indiiklendigi calismalarda artan Hsp72 diizeylerinin kas atrofisini

azalttig1 vurgulanmistir (Dodd, 2009; Senf, 2010).

Sicak soku proteinlerinin hiicresel korumada kilit bir rol oynadigi
bilinmektedir. indiiklenebilir Hsp72’nin iskelet kasi atrofisi ve sonrasi iyilesme

siirecinde arastirilmasi i¢in soleus ve ektensor digitorum longus kasina 7 giin
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Immobilizasyon uygulanmis ve ayrica sonrasindaki 7 giin boyunca iyilesme siireci
gbzlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda transgenik farelerde immobilizasyon sonrasinda
kasin geri kazanilmasinda Hsp72’nin agir1 miktarlarda ekspresyonunun hizli kas lifi
tiplerinden olusan EDL ve yavas kas lifi tiplerinden olusan soleus kasinda iyilesmeyi
hizlandirdig1 saptanmistir. Ayrica bu calismada Hsp72 ekspresyonunun yedi giinliik
iyilesme siirecinde hem kontrol hem transgenik farelerde normal seviyelerine

dondigi gézlenmistir (Miyabara, 2012).

HSP’lerin hem hipertrofide hem de atrofide rol oynadigi bilinmektedir
(Agarraberes, 1997; Beckman, 1990). Asir1 yiikklenme sonucunda plantaris kasindaki
hipertrofiyle beraber Hsp72 miktarinda artis oldugu gozlenmistir (Locke, 1994).
Ancak, Hsp72 diizeylerinde herhangi bir degisim olmaksizin da kas kitlesinde artigin
olabilecegi bildirilmistir (O’Neill ve digerleri. 2006). Genel olarak, yiiksiizlestirme
HSP miktarindaki azalma ile iliskili iken tekrar yiiklenme ya da asir1 yiiklenme
sonucunda ise HSP miktarlarinda artis meydana gelmektedir. Oishi ve digerlerinin
(2008) siganlarda kuyruktan asma modelini iki hafta siiresince uyguladigi ¢alismada
soleus kasinda %73 atrofi gbzlenmis ve miyozin agir zinciri kompozisyonunda yavas
tipte azalma meydana gelmistir. Yine ayni ¢alismada iki haftalik immobilizasyon
sonrasinda Hsp60 ve Hsp72 diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi sonucu elde
edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada iki haftalik kuyruktan asma uygulamasi sonrasinda
soleus kasinda yavas kas lif tipinden hizli kas lif tipine donilisim de ortaya
konmustur. Diger taraftan, kas atrofisi genellikle protein sentezindeki azalma ve
protein degradasyonundaki artis sonucunda meydana gelmektedir (Thomason, 1989).
Yiiksek diizeyde Hsp72’nin apoptozise karsi hiicreleri koruduguna dair bulgular
bulunmaktadir (Volloch ve Rits, 1999). Bu nedenle, Hsp72’nin kullanmama
sirasinda kas boyutu ve fonksiyonlarmin korunmasinda énemli bir rolii olabilecegi
diistiniilebilir. Gergekten de, Naito ve digerlerinin (2000) yaptigi ¢alismada kisa
stireli sicak stresi sonucunda yiikselen Hsp72 miktarmin 8 giinliik kuyruktan asma
modelinin uygulandig1 hayvanlarda soleus kasinda atrofiyi énemli 6l¢iide 6nledigi
gorilmistiir. Sicak tedavisi uygulanan bir baska calismada artan Hsp25 ve Hsp72
miktarlar1 immobilizasyon sonrasinda soleus kasinda atrofiyi azalttigi gozlenmistir
(Selsby ve Dodd, 2005). Bu galisma, sicak uygulamasmin oksidatif strese karsi

koruma sagladigini ve immobilizasyon sirasinda atrofiyi azalttigini gostermistir.
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Yine ayni c¢alismada kontrol ve immobilizasyon gruplarinda Hsp25 ve Hsp72
ekspresyonunda bir farklilik gozlenmezken, sicak uygulamasinin yapildig
immobilizasyon grubundan yalnizca immobilizasyon grubuna gore Hsp25 miktarinda
%75 oraninda bir artig olmustur. Hsp72 diizeyinde ise immobilizasyon grubuna gore
7 kat bir artig gézlenmistir. Tiim bu bulgular iskelet kasinda artan HSP diizeylerinin
atrofiye karst bir koruma sagladigini gostermektedir. Bu caligma, sakatliklara,
yaslanmaya veya diger kas kayiplarinin yasandigi durumlarda yiiksek diizeyde
Hsp72 miktarinin iyilestirici bir rol {istlendigine isaret etmektedir. (Selsby ve Dodd,
2005)

Atrofi olan kasta yavas MHC izoformunun azalmasiyla birlikte Hsp72
ekspresyonunun da azaldigi bilinmektedir (Locke, 1994). Bu bulguya dayanarak
Hsp72’nin MHC izoformunda yavastan hizliya ya da hizlidan yavasa dogru
degisimlerde bir rolii oldugu 6n goriilebilir. Bununla birlikte Senf ve arkadaslar
(2008) yaptiklar1 ¢aligmada sigan soleus kasinda Hsp72’nin enjekte edilerek asiri
ekspresyonu ile kullanmamaya bagli ortaya ¢ikan atrofiyi Onemli dlgiide

engelledigini ortaya koymuslardir.

2 haftalik kuyruktan asma modeliyle olusturulan atrofide si¢an soleus kasinda
%73 oraninda atrofi meydana gelmistir. Bununla birlikte yavas lif tipi tip I MHC
kompozisyonunda bir azalma meydana gelmistir. Lif boyutu ve tip I MHC profili,
remobilizasyonun 14. giinlinde HU uygulanmayan grupla neredeyse ayni seviyelere
ulasmistir. 2 haftalik HU modeli sonrasinda soleus kasi sirasiyla %48, 33 ve 19
yavag, hizli ve hibrit liflerden olustugu saptanmistir. Oysaki kontrol grubundaki
hayvanlarda deney boyunca bu oran tip | de yaklasik olarak %80 ve tip Ila MHC’de
ise %20 civarindadir. Hizli kas lifleri daha 7. giinde kontrol grubuna gore daha
fazladir. Yine aymi g¢alismada iki haftalik HU’dan sonra Hsp72 diizeyleri de
incelenmistir. Kontrol grubuna kiyasla atrofiye ugrayan grupta Hsp72 oraninin %33
daha diisiik oldugu saptanmistir. Ancak 7. giinde kontrol grubu seviyelerinin tizerine
c¢ikmis 14. giinde ise tekrar kontrol grubu seviyelerine diismistiir (Oishi, 2008).
Kuyruktan asma modeli uygulanan sicanlarda atrofiye ugrayan alt ekstremite
kaslarinda apoptotik ¢ekirdek sayisinda artis gozlenmistir (Allen, 1997). Bununla
birlikte bazi HSP’lerin diizenlenmesinde de degisim meydana gelmistir (Oishi,

2001). Fonksiyonel asir1 yiiklenme gibi kas hipertrofisi olusturulan modellerde ise



27

ayni HSP’lerin karsit yonde diizenlendigi bilinmektedir. Tiim bu sebeplerden Gtiirii
HSP’lerin kronik yiiksilizlestirmelerden sonra iyilesme donemlerinde kas kitlesinin
yeniden kazanilmasinda ve lif boyutlarinin yenilenmesinde bir baglantisi oldugu

diisiiniilebilir.

Senf ve digerleri (2008) Hsp72’nin atrofide kilit rol oynayan Foxo3a and NF-
kappaB gibi genlerin kullanmama sirasinda aktivasyonunu diizenleyerek atrofiyi
azaltabilecegini One siirmiislerdir. Fazla miktarda eksprese edilen Hsp72’nin atrofide
anahtar rol oynayan sinyal yolaklarinin inhibisyonunu etkileyebilecegi ve iskelet kasi

atrofisini onleyebilecegini belirtmislerdir.

Hsp72’nin kas kaybina kars1 koruma sagladigi bilinmesine karsin atrofi ve
sonrasindaki toparlanma doneminde Hsp72’nin yapisal ve fonksiyonel temel yonleri

farkli fenotip kaslarda net olarak bilinmemektedir.

Immobilizasyonun oksidatif strese neden oldugu, bunun da oksidatif hasara
yol ag¢tigt ve immobilizasyon sirasinda Hsp72 miktarlarinda artis oldugu
bilinmektedir. 7 giinliik immobilizasyon sonucunda soleus kasindan farkli olarak
EDL kasmin immobilizasyondan daha az etkilendigi ve kas agirligr ve tip I lif
capmin degismedigi belirtilmistir. Daha Once yapilan calismalarda da yavas lif
tipinin agirlikli oldugu kaslarin atrofi uyaranlarina daha duyarli oldugu gosterilmistir.
Burada soleus kasinin bazal diizeyde EDL kasina gore daha yiiksek miktarda Hsp72
icermesinin s6z konusu kasin bazal fonksiyonlar i¢in dahi daha fazla HSP’ye ihtiyag
duymas1 sebebiyle atrofiden daha fazla -etkilenebilecegini diislindiirmektedir

(Miyabara, 2012).

Takeda ve digerleri (2009) kuyruktan asma modeliyle yiiksiizlestirmeden
once HSP ekspresyonunu termoterapi yoluyla indiikleyerek kas atrofisini
azaltabileceklerini ve bununla birlikte HSP indiiksiyonun MHC izoform doniisiimiine
kars1 bir onlem olarak kullanilabilecegini diisiinmiislerdir. Hsp72’nin miyofibriler
proteinlerin regiilasyonunda gorev aldigi ve sicak stresi yoluyla indiiklendigi
bilindiginden yaptiklar1 c¢alismada kullanmamaya bagli kas atrofisinde MHC
izoformunda olusan lif tipi degisimini 6nlemek amaciyla Hsp72 ekspresyonunun
termal tedavi yoluyla indiiklenmesini saglamislardir. Bunun sonucu olarak yavastan

hizl1 kas lifi tipine doniisiim azaltilarak yavas tip I liflerinde azalma ve hizli MHC IIx
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izoformundaki artis azalmis ancak kas kitlesindeki azalmanin 6niine gecilememistir.
Diger bir ifadeyle, sicak uygulamasi yavastan hizli kas lif tipine donilisiimiini
azaltirken, kas kitlesindeki diisiisiin Oniine ge¢ememistir. Bu calisma ile Hsp72
ekspresyonundaki artisin yavas tip MHCI izoformunundaki azalmayi engelledigi
gosterilmistir. Boylelikle Hsp72’nin MHC izoformlarinin diizenlenmesinde rol almis

olabilecegi tartigmasi da ortaya atilmistir.

2.9. Tiim Viicut Titresimi (TVT)

Titresim, bir salinim hareketini beraberinde getiren mekanik bir uyaricidir.
Tim viicut titresimi ile bireyler platform {izerinde farkli statik pozisyonlarda
durmakta ya da c¢esitli egzersizler yapmaktadirlar. Son yillarda titresim
platformlarinin sporda ve rehabilitasyon merkezlerinde kullanimi yayginlasmistir.
Direng antrenmanlarinin bir tamamlayicisi olarak tiim viicut titresimi uygulamalari
artmaktadir. Hatta diren¢ antrenmanlarina bir alternatif olarak kullanabilecegini

sOyleyen caligmalarin sayis1 da her gegen giin artmaktadir.

Titresimin yogunlugunu belirleyen biyomekanik degiskenler titresimin sikligi
(frekansi) ve genligidir. Titresimin genligini belirleyen ise salinim hareketinin
uzunlugu ve biiyiikliglidiir. Salinim dongiisiiniin tekrarlanma orani ise titresimin
sikligi, frekansi olarak tanimlanmaktadir. Titresimin sikligt Hertz (Hz) cinsinden
olgtilmektedir (Bosco, 1999).

Titresimin uzun yillar boyunca 6zellikle belli genlikte ve siklikta insanlar
tizerindeki olumsuz, tehlikeli etkileri yogun bir sekilde arastirilmistir. Ancak son
yillarda yapilan ¢alismalarla birlikte diisiik genlikte ve frekansta insanlara uygulanan
titresimlerin, mekanik uyaranlarin giivenli ve etkili bir kas-iskelet yapisini uyaran bir
egzersiz olabilecegi ongoriilmektedir. Tim viicut titresimi (TVT) uygulamalarinin
etkileri 0zel olarak dizayn edilmis farkli platformlarda incelenmektedir. TVT
egzersiz cihazlar titresimi bir frekans aralifi boyunca iletmektedir. Son yillarda
gelisen teknolojiyle birlikte TVT farkli frekans ve genliklerde c¢ok c¢esitli
kombinasyonlarda uygulanabilmektedir. Bu aralik 15 ile 60 Hz arasinda degismekte
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olup I mm’den 10 mm’ye kadar degisen genlikte uygulanmaktadir (Cardinale,
2005).

Spor bilimlerinde titresimin egzersiz olarak kullanimi ¢ok yeni bir konudur.
Ancak bir ¢ok sporcu, fitness ve rehabilitasyon merkezleri titresimi bir egzersiz
cesidi olarak kullanmaktadirlar. Insanlar iizerinde cok cesitli TVT uygulama
protokolleri bulunmasina ragmen, uygun giivenlikte ve etkinlikte gerceklestirilebilen
protokollerin sayis1 kisithidir. Yiiksek frekans, diisiik genlikte uygulanan titresim
yoluyla uyarilan kas kasilmasinin kas kuvvetini ve performansi arttirdigi
bilinmektedir (Loreto, 2004). Mekanik olarak uygulanan tiim viicut titresiminin kasta
tonik titresim refleksi olarak adlandirilan tonik uyarici etkisi oldugu bilinmektedir.

fibrillerinin aktivasyonunu igermektedir (Loreto, 2004).

Titresimin etkili bir antrenman aract olarak kullanimi son yillarda ortaya
cikmig bir fikir olarak diisliniilebilir ancak, Whedon ve arkadaslar1 1949 yilinda
flasterle immobilize edilmis hastalarda yataklarin titretilmesinin (oscillating) bazi
pozitif etkileri oldugunu iddia etmislerdir. Daha sonraki donemde Rus bilim adamlari
izometrik egzersizler sirasinda titresim dalgalarinin iletimini distal yonden proksimal
olarak kas gruplarina dagitan aleti gelistirmislerdir (Nazarov, 1985). Son yillarda ise
bir ¢ok calisma TVT’nin akut ve kronik etkilerini anlamak i¢in yapilmaktadir.
TVT’nin egzersize benzer metabolik yanitlara sebep oldugu bazi ¢alismalarla ortaya
konmustur. Kerschan-Schindl ve arkadaslarmin (2001) yaptigi bir ¢alismada 20
yetiskin birey 9 dakikalik titresim platformunda ayakta durarak 26Hz ve 3mm
genlikteki vibrasyona maruz kalmislardir. Kuadriseps ve gastroknemius kas kan
volimii ve popliteal arterden arterial kan akis1 Olglimleri egzersiz Oncesi ve
sonrasinda hemen alinmistir. Baldir ve uylukta kas kan dolagiminin titresim
uygulamasindan sonra 6nemli dlgiide arttig1 gézlenmistir. Ayrica ortalama kan akim

hizinda 6nemli bir artis gozlenmistir.

TVT’nin néromuskiiler adaptasyonlar yolu ile kas kuvvetinde ve
dayanikliliginda artisa neden olarak direng egzersizi yanitlarina benzer etkisi oldugu
gozlenmistir (Bogaerts ve dig., 2007a). TVT’nin, hormon profilinde degisiklige

neden oldugu, postural kontrolii, hareket kabiliyetini, dengeyi gelistirdigi, diz
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ekstansorlerinin maksimal izometrik kuvvetini ve dikey sigrama performansini

arttirdig1 bilinmektedir (Nordlund, 2007; Cheung, 2007; Rees, 2008).

TVT uygulamasi sirasinda olusan ritmik salimimlar iskelet kasinin
kasilmasma neden olmaktadir. Kasilma karakteristiginden dolayr hizlidan ziyade
yavas motor initelerde yumusak doku salinimini minimize etmek i¢in 10-50 Hz

titresim frekansinda daha etkin oldugu bilinmektedir (Wakeling, 2002).

Kisa siireli TVT uygulamasimin hayvan iskelet kaslarinda da spesifik
adaptasyonlara neden oldugu bilinmektedir. Fareler {izerinde yapilan bir ¢aligmada 6
hafta boyunca dikey titresim uygulamasinin soleus kasi enine kesit alanini arttirdigi

ortaya konmustur (Lochynski, 2013).

Motor {iinite kontraktil 6zelliklerindeki degisimin ve MHC izoform profilinin
iskelet kasmin egzersize adaptasyonunun altinda yatan mekanizmalarin
anlasilabilmesi i¢in Onemi biiyiiktiir. Kuvvet antrenmanlariyla birlikte mekanik
yiikiin artti§i ve bu dogrultuda kas kuvvetinde artisla birlikte MHC izoformunda
hizlidan yavasa dogru bir doniisiim yasandig1 bilinmektedir. Bu nedenle titresimin
iskelet kast MHC profilinde bir degisime yol agip agmayacagi merak konusudur.
Uzun siireli TVT nin etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada 3 ay boyunca haftanin 5
giinii 4’er kez 1’er dakika arayla 30 saniye 50Hz’de uygulanan dikey titresim
sonucunda MHC tip I oraninda 6nemli dl¢iide bir azalma oldugu, diger taraftan MHC
Tiplla/x toplaminda bir artis oldugu gozlenmistir (Lochynski, 2013). Diger taraftan,
kisa siireli titresimin kan akisini 6nemli miktarda arttirdigi bilinmektedir (Lohman,
2007). Hiicresel diizeyde endotel hiicrelerde mekanik titresimle birlikte kan akisinin
strtinme kuvvetini de arttirabilecegi belirtilmistir (Lohman, 2007). Sonug olarak
titresim kan akimi ve siirtlinme yoluyla kas i¢i sicaklik artisina neden olabilir.
Titresimim Hsp72 diizeyleri lizerine etkisi heniiz net olarak bilinmemektedir.
Hsp72°nin kasta koruyucu etkisi goz Oniine alindiginda, 6zellikle immobilizasyon
sonrast toparlanma déneminde Hsp72 miktarlarinin artisinin bir avantaj saglamasi

beklenir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Grubu

Bu ¢alismada kullanilan sican plantaris kaslari, daha once ‘Immobilizasyon
ve Titresim Uygulamasinin Asil Tendonu Uzerine Etkisi® baslikli uzmanlik tezi igin
Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2010-42
sayilt onay1 verilmis hayvanlardan alinan dokulardir. Dokularin kullanimina iligskin
yeni bir etik kurul iznine gerek olmadigina dair Hacettepe Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alinmstir.

Deney gruplar1 4-6 aylik ve viicut agirliklar1 200-250 gr olan 30 adet Wistar
Albino cinsi disi sigan kullanilarak olusturulmustur. Hayvanlar, deneylerden dnce bir
hafta boyunca 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde kafeslerde bir hayvan
olacak sekilde barindirilarak bulunduklart ortama alismalari saglanmustir.
Adaptasyon siireci dahil olmak {izere, ¢alisma boyunca hayvanlar 22°C oda
sicakligina ve %50-60 nem oranindaki ortamda barindirilmiglardir. Calisma boyunca
hayvanlarin beslenmeleri tiim hayvanlar i¢in esit miktarda su ve hayvan yemi ile

karsilanmistir.

3.2. Deney Gruplari

1- Kontrol (K; n=6): Bu hayvanlara iki hafta boyunca hi¢bir uygulama
yapilmamistir. Diger gruplardaki hayvanlar ile es miktarda su ve besin
verilerek barindirilmis ve iki hafta sonunda A grubu ile es zamanlh

Otenazi yapilmigtir.

2- Immobilizasyon (A; n=6): Bu grup, algilama yolu ile olusturulan
immobilizasyonun plantaris kasinda lif tipi doniisiimiinii iizerine etkisinin
gbzlenmesi amaci ile olusturulmustur. Bunun yanmi sira, iki haftalik
immobilizasyonun plantaris kasinda Hsp72 diizeyleri iizerine etkisinin
aragtirilmasi da amaglanmistir. Hayvanlara iki hafta boyunca algilama

yolu ile immobilizasyon ve hemen ardindan dtenazi uygulanmistir.
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Immobilizasyon-Remobilizasyon  (AR; n=6):  Immobilizasyon
sonrasinda titresim uygulamasinin plantaris kasinda lif tipi dontigiimiinii
lizerine etkisinin gozlenmesi amaci ile olusturulan bu gruptaki
hayvanlara, iki hafta siiresince algilama yolu ile immobilizasyon
uygulanmustir. ki hafta sonunda hayvanlar kafeslerinde normal
kosullarda barindirilmig ve bir hafta sonra AT grubu ile es zamanh

Otenazi yapilmistir.

Immobilizasyon-Titresim (AT; n=6): Titresimin immobilizasyon
sonrasi lif tipi degisimi lizerine etkisini incelemek amaci ile olusturulan
bu grup, ayn1 zamanda plantaris kasinda Hsp72 indiiksiyonu acisindan da
degerlendirme yapmaya olanak saglamistir. Bu hayvanlara iki hafta
boyunca algilama yolu ile immobilizasyon uygulanmis ve iki hafta
sonunda hayvanlara T grubu hayvanlar ile es zamanda TVT
uygulanmistir. Hayvanlara bir hafta sonra 6tenazi yapilmis ve plantaris

kasi izole edilmistir.

5- Tiim Viicut Titresimi (T; n=6): Bu grup TVT nin si¢an plantaris kasinda

lif tipi degisimi iizerine etkisini degerlendirmek amaci ile
olusturulmustur. Ayrica bu grup ile bir hafta siiresince uygulanan
TVT’nin sigan plantaris kasinda Hsp72 indiiksiyonuna etkisi de
degerlendirilmistir. Bu amagla T grubu hayvanlar, diger hayvanlar ile
birlikte iki haftalik deney periyodunu normal kosullar altinda
barindirilarak  gecirmislerdir. 1ki hafta sonunda bir haftaik TVT
uygulanan hayvanlara bu uygulamay1 takiben 24 saat sonra Otenazi

uygulanmstir.
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Sekil 3.1. Deney gruplar1 ve uygulamalar.

3.3. Algilama Yolu ile Iimmobilizasyon

Bu tez c¢alismasinda, iki haftalik al¢ilama yolu ile olusturulan
immobilizasyonun plantaris kasinda lif tipi kompozisyonu iizerine etkisi
arastirtlmistir. Ayrica hiicresel korumada 6nemli bir rol oynayan Hsp72’nin algilama

ile meydana gelen atrofide plantaris kasinda verdigi yanit da incelenmistir.

Algilama ile alt ekstremitede bulunan kaslarda atrofi meydana geldigi
bilinmektedir. Ozellikle ayak bilegi plantar fleksiyonda iken yapilan algilamada en
fazla atrofiye ugrayan kaslar plantar fleksorlerdir (Goldspink, 1986). Bu amagla
immobilizasyon uygulanan A, AR ve AT gruplarindaki hayvanlar, iki bacak da
plantar fleksiyon pozisyonunda iken al¢ilama uygulanmistir (Sekil 3.2). Bu islemden
once hayvanlar intraperitonel olarak kilogram basina 90mg Ketamin (Ketalar
50mg/ml ketamin hidrokloriir ve benzetonyum kloriir) ve 10mg ksilazin (Rompun
%2 ¢ozelti 23,32mg/ml ksilazin hidrokloriir) enjekte edilerek uyutulmuslardir.
Boylece yapilan anestezi, hayvanlarin tiim alt ekstremitelerini kapsayan alg¢ilama
isleminin etkili bir sekilde yapilmasina olanak saglamigtir. Alg¢ilama igleminde
hayvanlarin gluteal boélgeleri agikta birakilmistir. Kullanilan Paris alg¢t iizeri
hayvanlarin algiy1r kemirerek herhangi hasar vermemeleri i¢in Paris alginin iizerini

bir kag¢ kat da Scotchcast Plus 3M islak hafif al¢1 ile kaplanmistir (Sekil 3.3). Bu
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hayvanlar immobilizasyon siiresi olan iki hafta boyunca diger gruplardaki hayvanlar

ile ayni kosullarda barindirilmis ve 6zdes besin ile beslenmislerdir.

Sekil 3.2. Al¢ilamadan 6nce ayak bileginin plantar fleksiyondaki goriintiisii.

Sekil 3.3. Bilateral algilama.

3.4. Tiim Viicut Titresimi

TVT, diiz bir platformda 45 Hz frekans ve 3mm genlikte dikey titresim {ireten
bir platformda uygulanmistir. TVT uygulamasi bir hafta siiresince AT ve T
gruplarindaki hayvanlara her giin ayni saatte uygulanmistir. Hayvanlarin TVT

uygulamasina adaptasyonunun saglanmasi i¢in birinci giin 15 dakika siiresince 1
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dakika TVT ve 1 dakika dinlenme seklinde uygulanmistir. Daha sonra toplam siire
5’er dakika arttirilarak 2. giin 20, 3. giin 25 ve 4. giin 30 dakika boyunca 2 dakika
TVT ve 1 dakika dinlenim periyodu ile uygulanmistir. Arka arkaya gelen ii¢ giin
giderek artan toplam siire 4, 5, 6 ve 7. giinlerde 30 dakika ve 2 dakika TVT, 1 dakika

dinlenme seklinde uygulanarak TVT protokolii tamamlanmustir.

Sekil 3.4. TVT uygulamasi

Tablo 3.1 TVT Uygulama Plani

Giinler Frekans Genlik Toplam Siire
(Hz) (mm) (dk)
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
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3.5. Miyozin Agir Zinciri izoformlarinin Belirlenmesi
3.5.1. Miyofibriler Protein izolasyonu

Miyofibriler Protein izolasyonu Solara ve digerleri (1971)’nin modifiye
edilmis protokolii ile yapilmistir. Sigan plantaris kasinin tamami kii¢iik parcalara
kesildikten sonra, 60 mg kas hassas tart1 (Sartorius CP225D, ABD) ile tartilarak
plastik santrifiij tiiplerine konulmustur. Daha sonra bu tiiplere 1-1,2 ml sukroz
tamponu (250mM sukroz, 100mM KCI, 5mM EDTA; pH 6.8) eklenerek tiipler buz
icerisinde iken mekanik homojenizator ile (X250D CAT, Almanya) 14500 rpm
devirde standart bir sekilde homojenize edilmistir. Homojenatlar 4°C’de 1000xg’de
15 dakika santrifij (HERMLE Z 323 K, Almanya) edilmistir. Santrifiij
slipernatantlar atilmis ve miyofibriler izolasyon protokoliine pelletler ile devam
edilmistir. Tiplere 1,2 ml triton tamponu (175mM KCI, %0,5 Triton X-100, 20mM
Tris; pH 6,8) eklenmis ve pelletler vorteks ile triton tamponunda (LABNET VX 100)
¢oziilmiis ve tekrar 4°C’de 1000xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Pelletler ayni
asamalar izlenerek iki kez de KCl tamponu (175mM KCI, 20mM Tris; pH 7,0) ile
yikanmistir. Yikama islemi tamamlandiktan sonra pelletler {izerine 150ul KCl
tampon eklenmis ve miyofibriler proteinlerden olusan pelletler tamamen ¢oziildiikten

sonra ornekler -80°C’de saklanmustir.

3.5.2. Miyofibriler Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Miyofibriler protein konsantrasyonlari, izolasyon sonrasi yiiksek olacagi i¢in
protein konsantrasyonlarmi 1-20mg/ml araliginda Olgebilen Biiiret yontemi ile
belirlenmistir (Lowry, 1951). Orneklerin abzorbans1 465nm’de mikroplaka okuyucu
(SPECTRA max PLUS 384, ABD) ile dl¢iilmiistiir. Ornekler ile ayn1 mikroplakaya,
konsantrasyonlar1 1 ile 20mg/ml arasinda olan 7 adet BSA protein standardi
yiiklenmistir. ~ Protein  standartlarinin ~ bilinen  konsantrasyonlar1 ve  bu
konsantrasyonlara karsilik gelen abzorbans degerleri arasindaki lineer sekil ile

orneklerin protein konsatrasyonlart hesaplanmaistir.
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3.5.3. Miyozin Agir Zinciri icin Orneklerin Hazirlanisi

Protein konsantrasyonlari belirlenen 6rneklerin, jel kuyularina esit miktarda
protein yiliklenmesi i¢in gereken diliisyonlar1 hesaplanmistir. Tim 06rneklerdeki
protein konsantrasyonlari her biri i¢cin gereken miktarda KCI eklenerek 6mg/ml
olacak sekilde esitlenmistir. Daha sonra SDS poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-
PAGE) igin gereken protein denatiirasyonunu saglayacak iki kat konsantre ornek
tamponu Laemmli (Laemmli, 1970)’nin bu tampon i¢in 6nerdigi 1:2 oran1 korunacak
sekilde 6rneklere eklenmistir. Daha sonra 1s1 denatiirasyonu i¢in 6rnekler 100°C’de 5

dakika kaynatilmistir.

3.5.4. Miyozin Agir Zinciri icin SDS-PAGE

MHC izofomlart %8 akrilamit igeren tek boyutlu SDS-PAGE ile
ayristirllmigtir. Jel kalinligr 0,75mm olacak sekilde hazirlanan ayrigtirict jel %30
gliserol, %30 akrilamit: bisakrilamit (50:1), 1,5M tris-base (pH 8,8), 1M glisin, %10
sodyum dodesil siilfat (SDS), tetrametiletilendiamin (TEMED) ve %10 amonyum
persulfat (APS) ile hazirlanmigtir. Birlestirici jel %4 akrilamit igerecek sekilde
gliserol, %30 akrilamit: bisakrilamit (50:1), 0,5M tris-HCI (pH 6,7), 100mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA; pH 7,0), %10 SDS, TEMED ve %10 APS
karistirtlarak hazirlanmistir. Jellerin polimerize olmasi ile ist yiiriitme (0,2 M tris-
base, 0,3M glisin, 7mM SDS) tamponu elektroforez cihazina eklenmis ve her kuyuya
24ug protein yiiklenmistir. Alt yliriitme tamponu (50mM tris-base, 75mM glisin,
1,75mM SDS) da eklendikten sonra jeller 160V sabit akimda 22-24 saat boyunca
yiritilmistir. Yiritme islemini tamamlandiktan sonra jeller Coomassie Blue
boyama soliisyonu ile (Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution, Bio-Rad,
Katalog No: 1610436) yarim saat inkiibe edilmistir. Ardindan arindirict soliisyon
(%53 dH,0, %7 asetik asit, %40 methanol) ile protein disindaki bolgelere baglanan
boya jellerden uzaklastirilmis ve molekiiler agirliklarina gore ayrisan MHC
izoformlar1 jel goriintiileme sistemi (Protein Simple, FluorChem E) ile
goriintiilenmigstir. Jellerdeki MHC izoformlarina ait bantlarin miktarsal tayinleri

Image J, NIH goriintii analiz programi ile belirlenmistir (Schneider, 2012). Her bir
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ornege ait MHC izoformlarinin oranlari, o 6rnekteki toplam MHC dansitesinin

yiizdesi bi¢iminde degerlendirilmistir.

3.6. Hsp72 Diizeylerinin Belirlenmesi
3.6.1. Protein Konsantrasyonlariin Belirlenmesi

Daha once tamami kiiciik pargalara ayrilmig plantaris kasindan 50 mg
alinarak 10 kati1 kadar (450ul) homojenizasyon tamponu (100mM HEPES; pH 7,9,
10mM KCI, 0,1mM EDTA,; pH 8, 0,5mM MgCl;, 0,1mM EDTA, 1mM DTT 0,1mM
PMSF, 0,05% Nonidet P-40, proteaz inhibitor karigimi) ile plastik santrifiij tiiplerine
konulmus ve tiipler buz igerisinde iken mekanik homojenizator kullanilarak 14500
rpm devirde homojenize edilmistir. Homojenatlar daha sonra 4°C’de 10 dakika
stiresince 7500xg devirde santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra
siipernatantlar baska plastik santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Orneklerin protein
konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile (Bradford, 1976), mikroplate okuyucu
kullanilarak 595nm’de verdikleri abzorbans degerleri ile belirlenmistir. Protein
standard1 olarak konsantrasyonlar1 0,063 ile 1 mg/ml arasinda BSA iceren 5 adet
standart kullanilmis ve standart grafigi ile 6rnek konsantrasyonlari hesaplanmistir.
Protein konsantrasyonlarimin belirlenmesinden sonra geriye kalan siipernatantlar
SDS-PAGE ve Western Blot yontemi ile analizi i¢in kullanilmak {izere -80°C

dondurucuda saklanmaistir.

3.6.2. SDS-PAGE ve Western Blot Yontemi

Plantaris kas  dokularindan elde edilen siipernatantlar  protein
konsantrasyonlarinin esitlenmesi i¢in hesaplanan voliimlerde homojenizasyon
tamponu eklenerek diliie edilmistir. Orneklerin son konsantrasyonu 2,5mg/ml olacak
sekilde Laemmli Sample Buffer ile plastik santrifiij tliplerinde karistirilmis ve

ornekler 100°C’de 5 dakika siiresince kaynatilmistir.
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Hsp72 igin %12 akrilamit igeren jellere (%30 akrilamit-bisakrilamit (50:1),
1,5M Tris; pH 8,8, %10 SDS, %10 APS ve TEMED) 50ug ornek yiiklenerek
100Volt’ta 90 dakika siiresince proteinler ayristirilmistir (Bio-Rad, mini protean).
SDS-PAGE tamamlandiktan sonra proteinler yari kuru transfer sistemi (Bio-Rad,
Trans-Blot Turbo) ile 30 dakika 20V akim uygulanarak 0.45um kalinligindaki
nitroselliiloz membranlara (BioRad) aktarilmistir. Transfer isleminde Towbin
transfer (25mM tris, 192mM glisin, %20 metanol) tamponu kullanilmistir. Proteinler
transfer edildikten sonra membranlar %5 oraninda kuru siit iceren TBST (Tris-
buffered saline %0,1 Tween-20) ile 1 saat oda sicakliginda hafif¢e g¢alkalanarak
inkiibe edilmistir. Bloklama isleminden sonra membranlar 3 defa 5’er dakika TBST
ile yitkanmistir. Ardindan TBST igerisinde %5’lik kuru siit soliisyonuna alkalen
fosfataz ile konjuge Hsp72’ye 6zel monoklonel antikor (StressGen) 1:1000 oraninda
eklenmis ve membranlar 4°C’de gece boyunca bu antikor soliisyonu ile yavasca
calkalanarak inkiibe edilmistir. Membranlar, tekrar 3 defa 5’er dakika TBST ile
yikanmigtir.  bromokloroindol fosfat-nitroblue tetrazolium substrat (Alkaline
Phosphatase Conjugate Substrate Kit, Bio-Rad, Katalog No: 170-6432) kullanilarak
goriintiilenmistir. Western Blot yontemi ile goriintiilenen membranlardaki protein
bantlarmin miktarsal tayinleri Image J, NIH goriintii analiz programi ile

belirlenmistir (Schneider, 2012).

3.7. Verilerin Analizi

Bu tez calismasi sonucunda elde edilen veriler SPSS 22 paket kullanilarak
analiz edilmistir. Bes farkli gruptaki plantaris kas 6rneklerinin lif tipi (MHC Tip |,
Tiplixa, ve Tip IlIb) kompozisyonlar1 Cok Degiskenli Varyans Analizi (Multivariate
Analysis of Variance - MANOVA) ile karsilastirilmistir. MANOVA tek yonlii
varyans analizi (ANOVA)’nin gelistirilmis ¢ok degiskenli versiyonudur, her bir
degeri gruplara gore ayni anda tek seferde karsilastirma yaptigi i¢in o hatasini en aza

indirdigi bilinmektedir (Ozdamar, 2013).

Karsilagtirma yapilmadan Once cok degiskenli bir analiz teknigi olan

MANOVA’nin varsayimlart olan ¢ok degiskenli normal dagilim ve varyans
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kovaryans matrislerinin esitligi test edilmistir. Cok degiskenli normal dagilim testi
STATA 12 ile test edilmistir. Varyans kovaryans matrislerinin esitligi ise SPSS ile
test edilmistir. Varsayimlarin test edilmesinin sonucunda MANOVA testi

uygulanmistir (Kalayci, 2005; Ozdamar, 2013).
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4. BULGULAR

Bu boliimde arastirmanin amact ve hipotezleri dogrultusunda elde edilen

verilerin analiz edilmesi, anlamlandirilmasiyla ulagilan bulgular 6zetlenmistir.

4.1. MHC izoformlarna iliskin Bulgular

Aragtirma  kapsamindaki deney gruplarinda (Kontrol, Algi, Algi-
Remobilizasyon, Algi-Titresim ve Tim Viicut Titresimi) hayvanlarin plantaris
kasindaki farkli MHC izoform (Tipl, Tipllxa ve Tipllb) kompozisyonlarina ait optik

dansite ylizdeleri hesaplanarak, ortalama degerleri Sekil 1°de gosterilmistir.
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MHC Tip llax —»
MHCTip llb —»
__—r

MHC Tip |

Sekil 4.2. MHC Izoformlar1 Jel Goriintiisii

Arastirma hipotezleri geregi iki haftalik alg¢ilama yolu ile olusturulan
immobilizasyonun, sonrasindaki bir haftalik remobilizasyonun, titresim ve tek basina
bir haftalik titresimin uygulandigi deney gruplarindaki (Kontrol, Algi, Algi-
Remobilizasyon, Algi-Titresim ve Tim Viicut Titresimi) hayvanlarin plantaris
kasindaki MHC izoformlart (MHC Tipllxa, Tipllb ve Tipl) arasinda farklilik olup

olmadig1 test edilmistir.

Hipotezlerin testleri “Cok Degiskenli Varyans Analizi (Multivariate ANalysis
Of VAriance - MANOVA)” ile yapilmistir. Cok degiskenli varyans analizi iki ya da
ikiden ¢ok bagimsiz gruba (bu arasgtirmada Kontrol, Al¢i, Algi-Remobilizasyon,
Algi-Titresim ve Tiim Viicut Titresimi gruplart gibi) ait iki veya ikiden ¢ok verinin
(bu arastirmada bu gruplarin plantaris kasindaki MHC izoformlarinin; MHC Tipllxa,
Tipllb ve Tipl izoformlarnin) farklilik gosterip gostermedigini incelemek iizere

yapilmaktadir (Alpar, 2011; Biiyiikoztiirk, 2013; Kalayci, 2005; Ozdamar, 2013).

Tablo 4.1. Doornik—Hansen Cok Degiskenli Normal Dagilim Testi Sonuglart

Degiskenler X? sd P

Tiplixa*TiplIb*Tipl 8,083 6 0,232

Tablo 4.1 incelendiginde Tipllxa, Tipllb ve Tipl MHC izoformlarinin ¢ok
degiskenli normal dagilim gosterdigi (p>.05) anlasilmaktadir.
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Varyans kovaryans matrislerinin esitligini test eden “Box Mueller Testi”

sonugclari tablo 4.2°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Box Mueller Varyans Kovaryans Matrisleri Esitligi Testi Sonuglari

Degiskenler Box’s M F sd p

Tiplixa*TiplIb*Tipl 24,668 0,680 24 0,874

Tablo 4.2 incelendiginde Tipllxa, Tipllb ve Tipl MHC izoformlarinin

varyans kovaryans matrislerinin esit oldugu (p>.05) anlasilmaktadir.

MANOVA c¢ok degiskenli parametrik yontemlerden birisidir. Analizin ¢ok
degiskenli normal dagilim ve varyans kovaryans matrislerinin esitligi varsayimi
altinda uygulanmasi en saglikli sonuglari verir. Alpar’a (2011) gére MANOVA
testinde “Pillai Trace”, “Wilks’ Lambda”, “Hotelling’s Trace” ve Roy’s Largest
Root”a gore anlamlilik degerleri hesaplanir. Bunlardan “Pillai Trace” ve “Wilks’
Lambda” anlamlilik degerleri varsayimlarin karsilandigi, “Hotelling’s Trace” ve
“Roy’s Largest Root” anlamlilik degerleri ise varsaymmlarin karsilanmadigi
durumlarda daha giiclii sonu¢ vermektedir. Varsayimlar karsilandigi igin MANOVA
Test sonucunda “Pillai Trace” ve “Wilks’ Lambda” anlamlilik degerleri dikkate

alinmustir.

Aragtirma hipotezleri geregi iki haftalik algilama yolu ile olusturulan
immobilizasyonun, sonrasinda ki bir haftalik remobilizasyon, titresim ve tek basina
bir haftalik titresimin uygulandigi deney gruplarindaki (Kontrol, Algi, Algi-
Remobilizasyon, Alci-Titresim ve Tim Viicut Titresimi) hayvanlarin plantaris
kasindaki MHC izofromlarimin (MHC Tipllxa, Tipllb ve Tipl) kompozisyonlar
arasinda farklilik olup olmadigma bakilmak i¢in MANOVA Testi yapilmistir.
MANOVA Test sonuglar1 Tablo 4.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4.3. MANOVA Test Sonuglari

Etki Deger F Hipotez Hatasd p
sd
Pillai’s Trace 0,704 1,685 12,000 66,000 0,090
Wilks’ Lambda 0,428 1,677 12,000 53,000 0,099
Grup Hotelling’s Trace 1,040 1,617 12,000 56,000 0,113

Roy’s Largest Root 0,577 3,175 4,000 22,000 0,133

Tablo 4.3. incelendiginde yapilan MANOVA Testi sonucunda

e Gruba gore plantaris kasindaki farkli MHC izoformlarinin; MHC
Tipllxa, Tipllb ve Tipl izoformlar1 arasinda anlamli farklilik
bulunmamaktadir. Test sonucu gruplarin ortalama vektorlerinin
birbirlerinden anlamli diizeyde farklilasmadigi (Pillai Trace=0,704, F (12—
66=1,685, p>.05; Wilks’ Lambda=0,428, F (120-53=1,677, p>.05)

belirlenmistir.

4.2. Hsp72 Proteini Dansite Yiizdelerine ait Ortalamalarin Gruplara Gore

Karsilastirilmasina Iliskin Bulgular

Aragtirma hipotezleri geregi deney gruplarindaki (Kontrol, Algi, Algi-
Remobilizasyon, Algi-Titresim ve Tim Viicut Titresimi) hayvanlarin plantaris
kasindaki Hsp72 proteini dansite yiizdelerine ait ortalamalar arasinda farklilik olup
olmadig1 test edilmistir. Bu sorunun cevabi aranirken iliskisiz 6rneklemler icin tek
yonlii (faktorlii) varyans analizi (One-Way ANOVA) yapilmistir. Bu analiz, iliskisiz
iki ya da daha ¢ok Orneklem/grup ortalamasi arasindaki farkin anlamli olup
olmadigini test etmek tizere kullanilir (Biiyiikoztiirk, 2003; Kalayci, 2005; Green ve
Salkind, 2008; Ozdamar, 2013). Hsp72 proteini dansite yiizdelerine ait ortalamalar
Tablo 4.4’te ve gruplara gére yapilan tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)

sonuclar1 da Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.4. Deney gruplarindan elde edilen Hsp72 proteini dansite yiizdelerine ait

ortalamalar
Gruplar N X S
Kontrol 6 100,00 11,21
Al 6 84,27 33,55
Algi1-Remobilizasyon 6 86,86 37,52
Alci-Titresim 6 93,91 34,77
Tiim Viicut Titregimi 6 120,00 58,30
Tablo 4.5. ANOVA Sonuglari
Kareler
Varyansin Kareler Anlamh
Kaynag Toplami Ortalamasi sd F Fark
Gruplararasi 4874,738 1218,685 4 0,838 0,514
Gruplarigi 36338,985 1453,559 25
Toplam 41213,723

Iki haftalik algilama yolu ile olusturulan immobilizasyonun, sonrasinda ki bir

haftalik remobilizasyon, titresim ve tek basina bir haftalik titresimin uygulandig

deney gruplarindaki (Kontrol, Al¢i, Algi-Remobilizasyon, Algi-Titresim ve Tim

Viicut Titresimi) hayvanlarin plantaris kasindaki Hsp72 diizeyleri arasinda anlaml

farklilik bulunmamstir (F (4-25=0,838, p>.05).
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Deney gruplarindaki hayvanlarin plantaris kasindaki Hsp72 dansite yiizdeleri Sekil
4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Hsp72 Dansite Yiizdeleri Ortalamari

Asagida Hsp72 proteini Western Blot goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.4. Hsp72 Western Blot goriintiileri
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5. TARTISMA

olusturulan immobilizasyonun sigan plantaris kasinda MHC izoform doniisiimii
tizerine etkisinin gozlenmesidir. Calismada, 6zellikle immobilizasyon sonrasinda bir
haftalik toparlanma doneminde wuygulanan tiim viicut titresiminin MHC
kompozisyonundaki etkilerinin belirlenmesi de hedeflenmistir.  Tim MHC
izoformlarin1 iceren bir kas olmasi sebebiyle plantaris kasi ¢alisma kapsaminda
incelenmistir. Onceki ¢alismalar immobilizasyon sirasinda uygulanan TV T nin atrofi
ile birlikte ortaya c¢ikan yavastan hizli lif tipine doniislimiin Oniine gegtigini
gostermektedir (Salanova ve dig., 2014). Bu yiizden, bu ¢alismada immobilizasyon
sonrasinda uygulanan titresimin ve tek bagma titresim uygulamasiin MHC
kompozisyonunda bir degisime yol acabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak g¢aligmanin
sonuclart iki haftalik algilama yoluyla olusturulan immobilizasyonun ve bir haftalik
tiim viicut titresim uygulamasinin plantaris kast MHC kompozisyonunda anlamli bir

degisime yol agmadigin1 géstermektedir.

Ayrica bu c¢aligmada algilama yoluyla olusturulan iki haftalik
immobilizasyonun plantaris kasinda Hsp72 diizeyi iizerine etkisinin arastirilmasi da
amaglanmistir. Hiicrede koruyucu rolii oldugu bilinen sicak soku proteinlerinin
atrofide miktarlarinin azaldigi ve sonraki iyilesme doneminde sentezinin arttigi
bilinmektedir (Oishi ve dig., 2008). Bu ¢alisma kapsaminda algilama yoluyla iki
haftalik immobilizasyon olusturulan hayvanlarda Hsp72 miktarlarinda azalma
beklenirken, al¢1 sonrast donemde veya alg1 olmadan bir haftalik TVT uygulamasinin
Hsp72 diizeyini arttirabilecegi diisliniilmiistiir. Ancak arastirma bulgular1 gruplar
arasinda plantaris kast Hsp72 diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadigina isaret
etmektedir. Bu kapsamda c¢alismanin sonuglar1t asagida detayli olarak

tartisilmaktadir.
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5.1. Miyozin Agir Zinciri Profilindeki Degisiklikler

Iskelet kas1 farkl1 iskelet kas hiicrelerinin bir araya gelmesinden olusmustur.
Buna gore siganlarda temel olarak tipl, Ila, IIx ve IIb kas lifleri bulunmaktadir. Lif
tiplerinin smiflandirilmasinda MHC profili belirleyici olup 6zellikle maksimum
kasilma hizi ve giic {retme kapasitesi bakimindan liflerin birbirlerinden
farklilagmasinin ana belirleyicisi MHC izoformlaridir. Tek bir kas lifinin maksimum
kasilabilme hiz1 spesifik MHC izoform ekspresyonuna bagl olup (Bottinelli, 1994)
Tip I liflerin Tip IIx’e gore 4-5 kat daha yavas oldugu bildirilmistir (Sargeant, 2007).
Boylece farkli kas lifleri yorgunluga direng, kuvvet, giic ve kasilma hizi gibi
ozellikler acisindan farkliliklar gosterir (Bottinelli, 2001; Malisoux et al., 2007).

5.2. Iki haftalik Immobilizasyonun MHC Profiline Etkisi

Iskelet kasinda kullanmamaya bagli olarak protein sentezinde azalma ve
protein yikiminda artma meydana gelerek atrofi olugmaktadir. Atrofiyle kas
kitlesinde ve kuvvette azalmayla birlikte lif tipi profilinde de degisiklikler
yasanmaktadir. Bu cer¢evede en c¢ok calisilan yiiksiizlestirme modeli uzay
ucuslarindaki mikrograviteyi mimik eden kuyruktan asma (HU) modelidir.
Sicanlarda, gerek uzay ucusunda ve gerekse kuyruktan asma modelinde yavas kas lif
tipi ve MHC izoformundan hizliya dogru bir doniisiim oldugu gériilmektedir (Fujino
ve dig., 2005). Nitekim Oishi ve dig., (2008) iki haftalik kuyruktan asma modeliyle
olusturulan immobilizasyonda soleus kasinda %73 atrofi ve yavas lif tipi ve
MHCI’de azalma oldugunu belirtmislerdir. Edgerton ve Roy (1996) uzay ugusunun
ilk haftasinda sicanlarda antigravite kaslarinda yavas lif tiplerinin miktarmin

azaldig1, hizli tip miyozin iceren lif tipleri miktarinin ise arttigini gézlemlemislerdir.

Kuyruktan asma (HU) modeliyle yiiksiizlestirilen siganlarda soleus kasinda
proteolizin arttig1, bes saat gibi kisa bir siire igerisinde miyofibriler protein igeriginde
azalma oldugu ve protein yikimiin 2 hafta siiresince devam ettigi gorilmistiir
(Thomason, 1989). HU’nun kasta atrofiye yol agarken 6zellikle yavas kaslarda hizli

MHC oraninda bir artisa ve yavas MHC izoformu yiizdesinde bir azalmaya neden
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olmaktadir (Thomas and Booth 1990, Talmadge et al. 1996). Soleus kasi agirlikli
olarak tipl olmak tizere MHCI ve MHCII’den olusurken, 14-31 giinliik kuyruktan
asma (HU) modeliyle olusturulan yiikstizlestirme sonrasinda hizli form olan tipllx
MHC izoformunda artis oldugu saptanmustir (Takahashi, 1991; Campione, 1993;
Adams, 1994; Fauteck ve Kandarian, 1995). Sonu¢ olarak HU uygulamasi
sonucunda MHC izoformunda yavastan hizliya dogru bir doniisiimiin yasandigi
goriilmektedir (Desplanches, 1987; Templeton, 1988; Edgerton ve Roy 1996; Fujino,
2005).

Bir diger immobilizasyon modeli olan ve ayaklar bir miktar yiiksekte
tutularak yer ¢cekiminin azaltilmasini da igeren yatak istirahati modelinde de yavas lif
tiplerinde atrofi yasanmaktadir. Oyle ki, 60 giinliik yatak istirahati sonrasinda soleus
kasinda yavas lifin enine kesit alaninda %7-29 arasinda diisiis yasanmis, 120 giinliik
yatak istirahatinde ise bu miktarin %35-48’lere kadar ¢iktig1r goriilmiistiir (Ohira,
2000). Sonug olarak yavas kas lifleri enine kesit alaninda goriilen bu kayip dogrudan
miyofibriler protein kaybini ve bu c¢ercevede iskelet kasinda agirlikli miyofibriler

protein olan miyozin miktarinda azalmay1 beraberinde getirecektir.

Sicanlarda gesitli yiiksiizlestirme modellerinde yavas (soleus, addiiktor longus
gibi), yercekimine karst koyan kaslarda hizli kaslara gore daha biiyiik bir atrofi
oldugu bilinmektedir (Edgerton ve Roy, 1996; Appell 1990). Bu ¢alismada ise iki
haftalik al¢inin sican plantaris kasinda MHC izoformlarinda herhangi bir doniisiime
yol agmadigr goriilmiistiir. Bunun altinda yatan nedenlerden birisi yukarida da
bahsedildigi gibi plantaris kasinin yercekimine karst koyan bir kas olmayis1 ve bu
nedenle normal kosullarda zaten ¢ok fazla aktif olmayisi, dolayisiyla iki haftalik
immobilizasyonun ilave bir yavas tip MHC azalmasi ve hizli tip MHC artisina yol
acmamasi olabilir. Nitekim ¢alismamizda elde ettigimiz plantaris kas1t MHCI yiizdesi
dagilimi gruplarda %8-12 arasinda goriillmekte iken MHCIIb dagilimi %50’lere

kadar uzanmaktadir.
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5.3. Tiim Viicut Titresiminin MHC Profiline Etkisi

Bu c¢alismada tiim viicut titresimi (TVT) bir aktivite modeli olarak
kullanilmistir. TVT’nin Ozellikle kas kuvvet kazanimini desteklemesi acisindan
direng egzersizlerine benzer yanitlar gostermesi nedeniyle, iskelet kasinda uzun
stireli kullanmamaya yol agan atrofi sonrasi siiregte ve alternatif bir uygulama olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Calismalar genel olarak iskelet kasi aktivasyonunun immobilizasyon veya
inaktivitenin aksine iskelet kast MHC izoformlarinda hizlidan yavasa dogru bir
doniisiime yol agtigimi gostermektedir. Bu c¢alismada plantaris kast tim MHC
izoformlarin1 icermesi sebebiyle oOzellikle tercih edilmistir. Oyle ki, aktivitenin
hizlidan yavasa dogru bir doniisiime yol agtigi géz Oniine alindiginda %90-95
oraninda MHCI ve %5-10 oraninda MHCIla’dan olusan soleus gibi bir kasin
kullanilmasinin titresimin olas1 yol acacagi hizlidan yavaga doniistimiin goriilmesini

gizleyecegi diistintilmiistiir.

Calismanin sonuglart bir haftalik tiim viicut titresiminin, herhangi bir al¢iya
maruz kalmamis veya iki haftalik bir al¢iya tabi tutulmus siganlarda plantaris kasi

MHC izoformunda herhangi bir degisiklige yol agmadigini gostermistir.

Bu c¢ergevede iskelet kasinda aktivite artisi ile olusan MHC doniisiimiini
anlayabilmek i¢in egzersize iskelet kasinin adaptasyonunun tlizerinde durmakta yarar
vardir. Caligmalar hem dayaniklilik hem de direng egzersizlerini hizli lif tiplerinden
daha yavas lif tiplerine dogru bir doniisiime neden oldugunu gostermektedir (Demirel
ve dig, 1999; Adams, 1993; Short ve dig., 2005). Bu donilisimde MHC izoformlari
doniistimiiniin belirli bir siray1 takip ettigi ve buna gére MHCIIb-MHCIIX-MHClla-
MHCI seklinde gerceklestigi bildirilmistir. Kuskusuz bu doniisiimiin olusmasinda
egzersizin siiresi, siddeti ve hacmi Onemli faktorlerdir. Egzersizin ii¢ farkli kosu
grubunda 10 hafta boyunca haftada 4-5 giin yapildig1 ancak giinliik kosu siiresinin
30, 60 ve 90 dakika gibi ii¢ ayn siirede tutuldugu bir g¢alismada MHC
izoformlarindaki adaptasyonun egzersizin gilinlik siiresindeki artig ile dogrudan
iligkili oldugu gosterilmistir (Demirel ve dig, 1999). Bu ¢alismada 6zellikle MHCIIb-
MHCIIX-MHCIla-MHCI doéniisiimii net olarak goézlenmis ve plantaris kasinda
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kontrol grubunda %35’lerde olan MHCIIb yiizdesi giinde 90 dakika kosan grupta
%20’lere diismiustiir. EDL kasinda ise bu degisim ¢ok daha dramatik olarak
ger¢eklesmis ve MHCIIb ylizdesi %60’lardan %30’lara diismiistiir. Dayaniklilik
egzersizlerine benzer sekilde, direng egzersizlerine adaptasyon da tip IIx yiizdesinde

azalma tip Ila’da ise artis seklinde meydana gelmektedir (Adams, 1993).

TVT kas aktivitesini, gli¢ ve kuvvetini arttiran alternatif bir yontem olup
(Kemmler et all., 2010; Machado et al., 2010) diisiik-orta siddetli ve ¢ok boyutlu
mekanik salinimlarin  titresim  platformu vasitasiyla viicuda iletilmesiyle
gerceklesmektedir (Hazel et al, 2010, Wilcock et al 2009). Salanova ve dig.,
yaptiklari c¢aligmada uzun siireli yatak istirahati ile olusturulan immobilizasyon
sirasinda uygulanan TVT’nin atrofi ile birlikte ortaya ¢ikan yavastan hizli lif tipine
doniigiimiin Oniine gegtigini gostermislerdir (Salanova, 2014). Yaslar1 30-33 arasinda
olan 23 gonilliiniin katilm gosterdigi bu calismada, 60 giinliikk yatak istirahati
sirasinda direng egzersizi grubu ve titresimle birlikte direng egzersizi grubu olmak
tizere inceledigi gruplarda 60 giinliik yatak istirahati sonrasi kontrol grubu soleus
kasinda MHCIIa’da azalma olurken (-9.14%, P<0.01), MHCIIX’in arttigin1 (+8.26,
P<0.01) direng egzersizi grubunda tip I izoformunda azalma (-12.14%, P<0.01) ve
tip IIx’de artis (+4.83%, P<0.01) goriiliirken, titresim uygulanan direng egzersizi
grubunda ise MHC izoform kompozisyonunda anlamli bir degisim gézlenmemistir.
Calismada ayrica egzersizle birlikte uygulanan titresimin MHC fenotipi yani sira

miyofibril boyutunu da korudugu goriilmektedir.

Bu tez calismasinda uygulanan bir hafta siireli titresimin iskelet kas1t MHC
izoformunda bir degisiklige yol agmamis olmasi olusturulan aktivasyonun yeterli
diizeyde olmadigini diislindiirmektedir. Nitekim yukarida bahsedilen 10 haftalik
egzersiz ¢aligmasinda 30 dakika kosan gruptan ziyade 90 dakika kosan grupta MHC
izoformunda net bir degisimin gozlenmesi de bunu diisiindiirmektedir. Benzer
sekilde TVT’nin inaktivite yoluyla olusan yavastan hizli izoforma doniisliniin
engelledigi gosterilen ¢alismada siirenin 60 giin olmast da bu calismada

uyguladigimiz bir haftalik siirenin yetersiz olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cesitli calismalarda yiiksiizlestirme sirasinda aralikli olarak yiik verilmesinin

protein yikiminda azalmaya neden olacagi, dolayisiyla tipl MHC kaybim
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azaltacagini  diisiindiirmektedir. ~ Ozellikle yiiksiizlestirme sirasinda  protein
yikimindaki artisin maksimum seviyesine 9-15. gilinlerde ulastigir bildirilmistir
(Thomason, 1989). Yedi giinliik HU uygulamas: sirasinda giinde dorder kez aralikli
olarak uygulanan 10 dakika ayakta durma ya da yavas tempoda yiirlime
egzersizlerinin soleus Kitlesini neredeyse normal diizeyde tuttugunu gostermistir
(Herbert, 1988). Ayn1 protokoliin 14 giinliik HU sirasinda uygulanmasi ile soleusun
viicut agirhigina oranindaki kaybin %22 oraninda azaldigi ve tip I fiber ¢apindaki
degisikliklerin de azaldigr goriilmiistir. Bu ¢alismalar g6z Oniine alindiginda
titresimin alg1 ile birlikte verilmesinin olumlu etki yaratabilecegi diisiiniilebilir.
Ozellikle spor yaralanmalar1 sonrasinda atel veya al¢iya alinan ekstremitelerde kas
kuvvet ve fonksiyonunun normal fonksiyonlarim1i kazanma siireci, spora doniisii
etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Bu nedenle tiim viicut titresiminin lif tipinde
olusan degisimi veya miyofibriler protein kaybini azaltma olasiliginin tedavi
modaliteleri arasina girmesi agisindan ¢ok ciddi bir etkisinin olacagi asikardir. Ancak
bununla birlikte, plantaris kasinda iki haftalik immobilizasyonun MHC izoformu
profilinde bir degisiklige yol agmadigi goz Oniine alinirsa algi siiresince tiim viicut
titresimi uygulamasinin da bu kasta bir etkiye yol agmayacag1 gercektir. Bu hipotezin
test edilebilmesi icin plantaris disinda, Ozellikle antigravite kaslarin calisilmasi

uygun olacaktir.

Iskelet kasi plastik bir 6zellige sahip olup ¢ok cesitli stresler karsisinda
fenotipik adaptasyon gosterme yetenegindedir. Bu adaptasyonda rol oynayan temel
molekiillerden birisi miyozin agir zinciri olup, kuyruktan asma, immobilizasyon,
egzersiz gibi gesitli streslerde MHC izoform profilinde degisiklikler gozlenir. Bu
caligmada iki haftalik al¢1 yoluyla olusturulan imobilizasyonun veya dogrudan tiim
viicut titresiminin etkisini degerlendirmek amaci ile incelenen plantaris kasinda bdyle

bir adaptasyona rastlanilmamaistir.
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5.4. immobilizasyon ve Titresimin Hsp72 Diizeylerine Etkisi:

HSP’ler hiicrenin ¢ok ¢esitli streslere karst korunmasmi saglayan
molekiillerdir. Bu c¢ercevede 70kDa HSP ailesinin indiiklenebilir formu olan

Hsp72’nin 6zel bir dnemi vardir.

Hsp72’nin egzersize yanit olarak sentezi artmaktadir (Demirel, 2001). Bu
artista egzersize bagl sicaklik artis1 6nemli bir rol oynarken ortaya ¢ikan oksidatif
stresin de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Kisa siireli titresimin kan akisini 6nemli
miktarda arttirdigi bilinmektedir (Lohman, 2007). Hiicresel diizeyde endotel
hiicrelerde mekanik titresimle birlikte kan akisinin siirtiinme kuvvetini  de
arttirabilecegi belirtilmistir (Lohman, 2007). Sonug olarak titresim kan akimi ve
sirtinme yoluyla kas i¢i sicaklik artisina neden olabilecegi bunun da Hsp72
diizeylerinde bir artisa yol agabilecegi diigiiniilmustiir. Nitekim, Rodriguez-Miguelez
ve digerlerinin (2015) son dénemde yapmis olduklart ¢alismada, ortalama 70-71
yaslarindaki 28 birey antrenman ve kontrol grubu olarak iki gruba ayrilmislardir.
Antrenman grubuna 8 hafta boyunca tiim viicut titresimi uygulanarak statik ve
dinamik egzersizler yaptirilmistir. Siire¢ sonunda tiim viicut titresimi uygulanan
grupta periferal mononiikleer kan hiicrelerinde Hsp72 protein igeriginde 6nemli
miktarda artis oldugu gozlenmistir. Calismada 8 haftaya boyunca uygulanan
titresimin siiresi bu c¢alismada 1 haftada uygulanandan daha kisa olmasina ragmen
onlarin Hsp72 miktarlarinda artis gozlerken bizim gérmememiz sigan ve insanin
strese adaptasyona farkli diizeyde yanit vermesinden kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte titresimin uygulandigi pozisyonun da farkli oldugu unutulmamalidir. Hsp72
miktar1 onceden arttirilan soleus kasinda HU yoluyla olusturulan atrofinin énemli
olglide 6nlenmesi (Naito ve dig, 2001), immobilizasyon sonrasi toparlanma siirecinde
TVT’nin Hsp72 protein ekspresyonunu arttirmast halinde atrofinin etkisinin
giderilmesi agisindan anlamli rol oynayabilecegini ve dolayisiyla bu grupta HSP72

miktarlarinin artip artmadiginin test edilmesinin 6nemli olacagini diistindlirm{istiir.

Diger yandan, 6zellikle tipl lifleri veya MHCI izoformunun daha agirlikli
oldugu iskelet kaslarinda bazal diizeyde Hsp72 diizeylerinin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada iki haftalik al¢1 yoluyla olusturulan immobilizasyonun

iskelet kasinda yavas lif tipinden hizliya dogru doniisiimii veya MHC izoformunda
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yavastan hizliya dogru bir doniise yol acacagi bu nedenle al¢1 grubunda Hsp72

diizeylerinde bir azalmanin goriilecegi hipotezi ortaya atilmistir.

Ancak bu calismadan elde edilen bulgular immobilizasyon veya TVT nin
Hsp72 miktarlarinda bir farkliliga yol agmadigini ortaya koymustur. Genel olarak,
yiiksiizlestirme HSP miktarindaki azalma ile iligkiliyken tekrar yiiklenme ya da asiri
yiikklenme sonucunda ise HSP miktarlarinda artis yasanmaktadir. Oishi ve digerleri
(2008) siganlarda kuyruktan asma modelini iki hafta siiresince uyguladigi ¢alismada
soleus kasinda %73 atrofi yan1 sira HSP60 ve Hsp72 diizeylerinde azalma
gostermistir. Ayrica bu ¢alismada iki haftalik kuyruktan asma uygulamasi sonrasinda
soleus kasinda yavas kas lifi tipinden hizli kas lifi tipine donlisim yasandigi da
ortaya konulmustur (Oishi ve digerleri, 2008). Kuskusuz bu yiiksek lisans
calismasnda plantaris kasinda MHC izoformunda herhangi bir degisikligin
bulunmamis olmast da Hsp72 miktarlarinda immobilizasyona bagli bir azalma

olmamasinin en 6nemli nedenlerindendir.

Asint yiiklenme sonucunda plantaris kasindaki hipertrofiyle beraber Hsp72
miktarinda artig oldugu goézlenmistir (Locke ve digerleri, 1994). Ancak, kas
Kitlesindeki artisin HSP70 miktarinda herhangi bir degisim yasanmadan da
olabilecegine iliskin ¢aligmalar da mevcuttur (O’Neill ve digerleri, 2006). Hsp72’nin
egzersizin sikiligima ve yogunluguna bagl olarak artis gosterdigi bilinmektedir
(Milne ve Noble, 2002). Yukarida sozii edilen ¢alismada TVT’nin 70 yas ve lizeri
bireylerde periferal kan hiicrelerinde Hsp72 diizeylerinde artisa yol agmasi, TVT nin
bu adaptasyonunu gerceklestirebilecek kadar siddetli bir uyaran oldugunu
gostermektedir. Bu durum, ozellikle etkin egzersiz siddetinin uygulanamadig: ileri
yaglardaki bireylerde TVT’nin Hsp72 indiiklemesinde etkili olabilecegini
gostermistir. Bu lisansiistii tez c¢aligmasinda TVT siiresi sadece 1 hafta olarak
uygulanmistir. Bu ¢ercevede 1 haftalik titresim uygulamas: sonucunda Hsp72
miktarlarinda bir farklilik olugsmasmin uygulama siiresinin yetersizliginden

kaynaklandig: diistiniilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada literatiir bulgularindan yola ¢ikilarak iki haftalik alg1 yoluyla
olusturulan immobilizasyonun plantaris kas1t MHC izoformlarinda yavastan hizliya
dogru bir degisime yol acacagi, buna bagli olarak immobilizasyonun ayni kasta
Hsp72 bazal diizeylerini azaltacagi hipotezi ortaya atilmistir. Tiim viicut titresiminin
bir yandan kan akimi ve sicaklik artist yoluyla plantaris Hsp72 diizeylerini
arttirabilecegi ayrica immmobilizasyon ile olusacak olasi bir MHC izoformundaki
hizliya doniisiimii de azaltacagr diistiniilmiistiir. Calisma sonucunda hipotezlerimiz
desteklenmemistir. Bunun altinda yatan gesitli nedenler oldugu diisiiniilmekte ve bu
konuda calisacak olan aragtirmacilara da yol goéstermesi agisindan bazi Oneriler

asagida siralanmaktadir.

1) Calismada 6zelikle MHC izoformlarindan dordiinii de igermesi sebebiyle
plantaris kasit kullamlmistir. Ozellikle TVT'nin MHC izoformunda
hizlidan yavasa doniisiime neden olacagi varsayildigindan hizli tip MHC
iceren bir kasin kullanilmasi 6nemli oldugu diisiiniilmekle beraber
plantaris yani sira yer ¢cekimine karsi gorev yapan ancak hizl lif icerigi de
olan medial gastroknemius kasinin da degerlendirilmesinin uygun

olabilecegi diisliniilmektedir.

2) Gerek al¢1 ve gerekse uygulanan TVT siiresinin daha uzun olmasi

arzulanan degisiklerin daha kolay goriilebilmesini saglayabilir.

3) TVT ile birlikte diren¢ egzersizlerinin uygulanmast TVT nin etkinliginin
daha kolay goriilmesini saglayabilir. Bununla birlikte sigan modellerinde

bu uygulamanin zorlugu da unutulmamalidir.

4) Ogzellikle immobilizasyon siiresinin uzun tutularak yapilacag: calismalarda
immobilizasyon sirasinda TVT veya TVT ile birlikte direng egzersizlerinin
uygulanabilecegi  hayvan modellerinin  gergeklestirilmesi  uygun

olabilecektir.
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