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OZET

Ugar, N., Sicanlarda Néromuskuler Elektrik Stimiilasyonunun iskelet Kasinin Mimari
Ozellikleri Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon Programi Doktora Tezi, Ankara, 2023. Noéromuskuler
elektrik stimilasyonu (NMES) kas glicini ve islevini artirmak igin klinikte siklikla
kullanilan bir rehabilitasyon uygulamasidir. Ancak, farkli kas uzunluklarinda
uygulanan NMES'in kas mimarisi Gizerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu g¢alismanin
amaci, orta ve uzun kas uzunlugunda uygulanan NMES'in iskelet kasi mimarisi
Uzerindeki etkilerini arastirmakti. Yirmi dort sigan rastgele dort gruba ayrildi (iki NMES
grubu ve iki kontrol grubu). Ekstansoér digitorum longus kasina uzun kas uzunlugunda
(170° plantar fleksiyonda) ve orta kas uzunlugunda (90° plantar fleksiyonda) NMES
uygulandi. Her NMES grubu icin bir kontrol grubu olusturuldu. NMES 8 hafta boyunca,
glinde 10 dakika, haftada 3 giin uygulandi. Sekiz hafta sonra, kas ornekleri NMES
uygulama uzunluklarinda ¢ikarldi; makroskopik ve mikroskopik olarak bir
transmisyon elektron mikroskobu ve streo-mikroskop kullanilarak incelendi. Daha
sonra pennasyon agisl, lif uzunlugu, kas uzunlugu, kas kitlesi, fizyolojik kesit alani, lif
uzunlugu/kas uzunlugu, sarkomer uzunlugu, sarkomer sayisi gibi kasin mimari
Ozellikleri ve kas hasari degerlendirildi. Her iki uzunlukta uygulama yapilan kaslarda
lif uzunlugu ve sarkomer sayisinda artis, pennasyon acisinda ise azalma gorildi
(p<0,05). Uzun kas uzunlugu grubunda kas uzunlugu artti (p<0,05), ancak yaygin kas
hasari gozlendi. Bu sonuglar, uzun kas uzunlugunda NMES miidahalesinin kas
uzunlugunu artirabildigini ancak ayni zamanda kas hasarina da neden oldugunu
gostermektedir. Kas uzunlugundaki daha blylk longitudinal artig, surekli

dejenerasyon-rejenerasyon donglsiniin bir sonucu da olabilir.

Anahtar Kelimeler: iskelet kasi, kas mimarisi, elektrik stimilasyonu, sarkomer,

transmisyon elektron mikroskobu.
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ABSTRACT

Ucar, N., Effect of Neuromuscular Electrical Stimulation on Rat Skeletal Muscle
Architecture, Hacettepe University Graduate School Health Sciencies Program of
Physical Therapy and Rehabilitation Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2023.
Neuromuscular electrical stimulation (NMES) is a rehabilitation application
frequently used in the clinic to improve muscle strength and function. However, the
effect of NMES applied at different muscle lengths on muscle architecture is
unknown. The aim of this study was to investigate the effects of NMES applied at
medium and long muscle length on skeletal muscle architecture. Twenty-four rats
were randomly divided into four groups (two NMES groups and two control groups).
NMES was applied to the extensor digitorum longus muscle at long muscle length
(170° in plantar flexion) and medium muscle length (90° in plantar flexion). A control
group was formed for each NMES group. NMES was applied for 10 minutes a day, 3
days a week for 8 weeks. After eight weeks, muscle samples were removed at the
NMES application lengths and examined macroscopically and microscopically using a
transmission electron microscope and streo-microscope. Architectural features of
the muscle including pennation angle, fiber length, muscle length, muscle mass,
physiological cross-sectional area, fiber length/muscle length, sarcomere length,
sarcomere number and muscle damage were then evaluated. An increase in fiber
length and sarcomere number and a decrease in pennation angle were observed in
both lengths (p<0,05). In the long muscle length group, muscle length increased
(p<0,05), but diffuse muscle damage was observed. These results suggest that NMES
intervention at long muscle length can increase muscle length but also cause muscle
damage. Furthermore, the greater longitudinal increase in muscle length may be the

result of a continuous cycle of degeneration-regeneration.

Keywords: skeletal muscle, architecture, electrical stimulation therapy, sarcomere,

transmission electron microscopy.
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1. GiRiS

Noromuskuler elektrik stimilasyonu (NMES), elektrik stimilasyonu cihazi ile
uygulanan intermitant uyarilarla motor sinir ve dallarini depolarize ederek gozle
gorulebilir kas kontraksiyonlari olusturan bir rehabilitasyon uygulamasidir. Uzun
slireli immobilizasyon sirasinda veya sonrasinda, kas glcl ve fonksiyonunu korumak
(1, 2), azalmis kullanim nedeniyle ortaya c¢ikan kas atrofisinde kas gicl ve
fonksiyonunu artirmak (3), saglikl insanlarda kas fonksiyonunu iyilestirmek (yaslilar,
sporcular) (4, 5) ve ameliyat dncesi rehabilitasyonda kas fonksiyonunu artirmak (6)
gibi amaglarla klinikte siklikla kullaniimaktadir.

NMES'in etkinligi ve etki mekanizmalari farkh patolojilerde arastiriimistir. Kas
glcini ¢esitli metabolik, spinal ve supraspinal yollar aracihgiyla artirdig
gosterilmistir (4). Ayrica, NMES parametreleri kapsamli bir sekilde arastirilmistir. En
uygun elektrot yerlesimi, dalga bicimi ve akim siddetini belirlemek icin cesitli
calismalar vyapilmistir. NMES tedavilerinin etkinliginin doza ve stimilasyon
parametresine bagli oldugu goriulmektedir (7, 8).

Kas mimarisi, kas glictinl ve islevselligini dogrudan belirleyen ve etkileyen bir
parametredir (9). Kas mimarisinin degisebildigi, germe, eksentrik egzersiz ve
immobilizasyona adaptasyon sagladigi bilinmektedir. Germe ve eksentrik egzersizin
lif uzunlugunu, kas uzunlugunu ve sarkomer sayisini artirdigl gosterilmistir (10-12).
Farkl kas uzunluklarinda immobilize edilen kaslarin farkli mimari adaptasyonlar
gosterdigi gozlenmistir (13). Uzun kas uzunlugunda immobilize edilen kaslarda
sarkomer sayisinda artis gozlenirken, kisa kas uzunlugunda immobilize edilen
kaslarda azalma gozlenmistir (13).

NMES uygulamasinin mimari etkileri de arastirilmigtir ancak sonuglar farkllik
gostermektedir. Devrimsel ve ark. (14), yasllara sekiz hafta boyunca NMES uygulamis
ve kas kalinligi ile fasikul uzunlugunun arttigini, pennasyon agisinin ise degismedigini
gostermistir. Melo ve ark. (15), diz osteoartriti olan yashlara sekiz hafta boyunca
NMES uygulayarak kas kalinligi ve pennasyon agisinin arttigini, fasikil uzunlugunun
ise degismedigini gbstermistir. Shardong ve ark. (16), kronik bobrek yetmezligi olan

hastalarda sekiz haftalik NMES miidahalesinden sonra kas gliclniin arttigini ancak kas



kalinligi ve pennasyon agisinin degismedigini gostermistir. NMES'in etkileriyle ilgili bu
celiskili sonuglarin nedeni olarak degisken NMES parametreleri (frekans, amplitld,
durasyon, elektrot yerlesimi vb.) gosterilmistir (17). NMES kullanilarak bu
¢alismalarda kaslar farkli uzunluklarda pozisyonlanmistir. Eklemlerin farkl agilarda
pozisyonlanmasi ve bunun sonucunda farkli kas uzunluklarinda uygulama yapilmis
olmasi bu celiskili sonuglara neden olmus olabilir. Farkli kas uzunluklarinda uygulanan
NMES'in kas mimarisi Uzerindeki etkisi bilinmemektedir. NMES'in farkh kas
uzunluklarindaki etkisini anlamak, hastalarda daha etkili bir tedavi sonucu elde etmek
icin onemlidir.

Farklh kas uzunluklarinda NMES uygulamasinin kas hasari lGzerindeki etkisi
incelenmistir (18, 19). Bu gcalismalarda bir veya iki seanslik NMES uygulamalarinin kisa
ve uzun vadeli etkileri arastiriimistir. Uzun kas uzunluklarinda elektrik stimiilasyonu
ile olusturulan izometrik kasilma ile daha fazla kas hasari gozlenmistir (18, 19). Ancak
klinikte kas glicinU ve islevselligini artirmak icin NMES’in iki seanstan daha fazla
kullanilmasi gerekmektedir (17, 20). Farkh kas uzunluklarinda uzun siire uygulanan
NMES’in kas hasari tizerindeki etkisi de bilinmemektedir.

Bu galismanin amaci, farkh kas uzunluklarinda NMES uygulamasinin iskelet
kasi mimarisi Gzerindeki etkisini arastirmakti.

Hipotez 1

HO: NMES uygulamasini kasin uzun pozisyonunda uygulamanin iskelet kasi
mimarisi Gzerine etkisi yoktur.

H1: NMES uygulamasini kasin uzun pozisyonunda uygulamanin iskelet kasi
mimarisi Gzerine etkisi vardir.

Hipotez 2

HO: NMES uygulamasini ara acilarda uygulamanin iskelet kasi mimarisi lizerine

etkisi yoktur.

H1: NMES uygulamasini ara agilarda uygulamanin iskelet kasi mimarisi Gzerine

etkisi vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskelet Kasi Mimarisi

iskelet kasi mimarisi “kuvvet iretim eksenine gére kas liflerinin dizilimi”
olarak tanimlanabilir. Neredeyse her kasin kendine ait farkl bir mimari yapisi vardir.
Ancak genel olarak kaslar mimari 6zelliklerine gore dort gruba ayrilir (Sekil 2.1.).
Kasin kuvvet Uretim eksenine paralel uzanan lifler igeren kaslar longitudinal dizilimli
kaslardir. Kuvvet lretim eksenine gore tek bir aciyla dizilim gdsteren kaslar ise uni-
pennat olarak adlandirilirlar. Kuvvet Uretim eksenine goére iki agiyla uzanan lifler

iceren kaslar bi-pennat, birden fazla acillanma gosteren kaslar da multipennat

kaslardir (21).

H -
FL FL
FL
ML
ML=FL ML ML
b
Longitudinal Uni-pennat Bi-pennat Multipennat

Sekil 2.1. iskelet kasi mimarisi. (ML: kas uzunlugu; FL: lif uzunlugu)

2.1.1. Fizyolojik enine kesit alani

Fizyolojik enine kesit alani (FEKA), kas igindeki tim kas liflerinin enine kesit
alanlarinin toplamini ifade eder. FEKA, bir kasin lretebildigi maksimum tetanik
gerilim kuvveti ile dogru orantilidir (22).

Longitudinal kaslarin anatomik kesit alanlari ile fizyolojik enine kesit alanlari
yaklasik ayni degerdir (Bkz. Sekil 2.2c.). Ancak, kaslarin biyik bir ¢ogunlugunun
pennat yapida olmasindan dolayi kaslarin anatomik enine kesit alanlari bize FEKA
hakkinda kesin bilgi vermemektedir (Bkz. Sekil 2.2a.). Kesin veri igin tiim kas liflerini
90° dik bir sekilde kesen bir kesit almak gerekmektedir (Bkz. Sekil 2.2b.) ancak bu

mimkiin degildir. Clinkli kaslar olduk¢ca kompleks bir geometriye sahiptirler. Bu



nedenle US, BT veya MRI gibi gorintileme yontemleriyle herhangi bir anatomik

dizlemde bu kesiti yakalamak mimkin degildir (23).

Sekil 2.2. Fizyolojik enine kesit alani. Pennat bir kasin anotomik kesiti (a), pennat
kasin tiim kas liflerini 90° dik bir sekilde kesen bir kesit (b), longitudinal bir kasin
anatomik kesiti (c).

FEKA’yl tahmin edebilmek icin teorik olarak bir forml gelistirilmistir (Forml
1.1.). Bu formulde kitle/yogunluk bize kas hacmini vermektedir (Formdl 1.2.). Bir
kasi, icerdigi tim kas liflerini paralel bir sekilde yan yana getirerek bir demet seklinde
olusturdugumuz bir silindir gibi diisinirsek, kas hacminin lif uzunluguna boliinmesi
bize bu silindirin enine kesit alanini verir (Bkz. Sekil 2.3b.) (Formdl 1.4.). Ancak bu
anatomik kesit alani (AKA) degildir. Bu, teorik bir alandir. Clinkli, her zaman kas
uzunlugu lif uzunluguna esit degildir (Bkz. Sekil 2.1.). Sekil 2.2a.’da bizim
ornegimizdeki anatomik enine kesit gosterilmistir. Sekilde de goéruldiugi gibi boyle bir
kesit kasin igerdigi tim liflerin bir kesitini almamaktadir.

M (g) X cosQ

FEKA (mm?) = p (g /mm?) X L, (mm) (1.1)

Hacim (cm3) = Kas kiitlesi (g) / p (g/cm?) (1.2.)
oy V(em®) X cosQ

FEKA (mm?) = L, Gmom) (1.3.)

CSA (cm) = Hacim (¢cm3)/Lif uzunlugu (cm) (14

FEKA = CSA (cm?) X cos Q (1.5.)
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Kuvvet tiretim ekseni

Sekil 2.3. Teorik olarak fizyolojik enine kesit alani modeli. Q: pennasyon agisl, Ls: lif
uzunlugu, CSA: enine kesit alani, F: kuvvet, Fx ve Fy: F kuvvetinin
bilesenleri, Fy: F kuvvetinin kuvvet tretim eksenine paralel olan bileseni.

Her bir kas lifi, kasin kuvvet Ureten bir birimi oldugu igin kasin igerdigi lif
miktari ve lif gapi kasin Urettigi maksimal kuvvet ile dogrudan iliskilidir. Bu nedenle
Formil 1.5.”te AKA’ni kasin Urettigi kuvvet olarak disinebiliriz. Kas lifleri, kuvvet
uretim eksenine agih bir sekilde yerlesim gosterdigi i¢in bu aginin kosiniis degerinin
bu denkleme eklenmesi, Uretilen kuvvetin kuvvet Uretim eksenine, dolayisiyla

tendona ne kadarinin iletildigini bize vermektedir (Sekil 2.3c.) (Formul 1.5.) (24).
2.1.2. Pennasyon Agisli

Pennasyon agisi (PA), kas liflerinin kuvvet Uretim eksenine gore yaptigi
acilanmaya denir. Pennat kaslarda duretilen gerilim kuvvetinin tamami kasin
tendonuna iletiimemektedir. Sekil 2.3c.”de gosterildigi gibi Fy degeri, kas tarafindan

uretilen kuvvetin (F), kuvvet Gretim eksenine iletilen bilesenidir (Formul 1.6.) (23).
E, = F X cosQ (1.6.)
PA, istirahat durumunda 0°-30° arasinda degiskenlik gostermektedir. CosQ

degeri 1’e esittir. Bunun disindaki “cosQ’ degerleri her zaman icin 1’den kiglktdr.

Bu nedenle, pennat kaslarda kuvvet kaybi oldugunu diistinebiliriz. Ancak bu agilanma,



dar alanlarda daha fazla sayida lif paketleme konusunda avantaj saglamaktadir (Sekil

2.4.) (9).

A * n
L,=7br

o LL=18 br

Kuvvet iiretim ekseni

—

Sekil 2.4. Pennat kaslarda, ayni boy ve ayni genislikteki alana sigan ayni captaki lif
miktari longitudinal kaslara gore ¢ok daha fazladir. L.: longitudinal kasin lif
uzunlugu (a); Lp: pennat kasin lif uzunlugu (b).

Boylece esit kitleye sahip iki saghkh kasi kuvvet yoninden karsilastiracak
olursak, pennat kas longitudinal bir kasa goére daha yiksek FEKA’ya sahip olacaktir.
Sekil 4‘teki 6rnege gore hesaplayacak olursak, longitudinal kasin (Sekil 2.4a.) lif
uzunlugu 18 birim (L), pennasyon agisi 0° (Cos0=1); pennat kasin (Sekil 2.4b.) lif
uzunlugu 7 birim (Ly), pennasyon agisi 30° (cos30=0,87) olan, her ikisi de M kutleye
sahip iki kasin FEKA’larini oranladigimizda, ayni kitleye sahip pennat kasin (FEKA,),
longitudinal kasa (FEKA(.) gore 2 kat daha fazla kuvvet lGretme yetenegine sahip
oldugunu gorebiliriz (Formal 1.7.) (24).

FEKA, (M x 087) =(p X 7) _
FEKA, (M x 1) = (p x 18)

2,2 (1.7.)




2.1.3. Kas lifi Uzunlugu

Kas lifi uzunlugu sikhkla eksirsiyon (longitudinal yer degistirme) ve hiz ile
iliskilendirilmektedir. Bir kas ne kadar uzun liflere sahipse, kasin longitudinal yer
degistirme miktari ve hizi o kadar fazladir (23).

Ancak, bir kas icerisinde veya bir kas fasikilu icerisindeki tim kas liflerinin
uzunluklari esit degildir (25, 26). Bazi lifler fasikiil boyunca uzanirken, bazi lifler ise
fasikll icerisinde sonlanmaktadir. Fasikiil igerisinde sonlanan lifin sivrilen ucu
endomisiyal bag dokuda sonlanir. Endomisyal bag dokunun yanal yiik tasima 6zelligi
sayesinde Urettikleri kuvveti fasiklil sonuna myotendinéz bileskeye iletebilirler (27).
Ayrica, yavas kasilan motor Unitler hizli kasilan motor Unitlere gére daha benzer lif

uzunluklarina sahiptirler (25).
2.1.4. Lif uzunlugu/Kas uzunlugu (L¢/Lm) orani

Lf/Lm orani iskelet kaslarinda 0,2-0,8 araligindadir (9, 28, 29). Longitudinal
kaslarda bile kas lifleri kas uzunlugunun %601 boyunca uzanmaktadir (9). Lf/Lm orani,
kasin eksirstiyon olusturma potansiyelinin bir gostergesidir. Bu oran kas lifi
uzunlugunun mutlak buylkliglinden bagimsiz olarak kaslar arasinda tasarim
karsilagtirmalarina izin verir. Diisik FEKA, yiiksek Lf/Lm oranina sahip olan kaslarin

daha ¢ok yiiksek hiz ve eksiirsiyon tasarimina sahip oldugunu soyleyebiliriz (23).
2.1.5. Sarkomer uzunlugu

Sarkomer uzunlugu, kas kuvvetine etki eden 6nemli bir parametredir.
Sarkomer uzunlugu ile kas kuvveti arasindaki iliski uzunluk-gerilim egrisi ile
aciklanmistir (Bkz. Sekil 2.5.) (30). insan iskelet kasinda farkli sarkomer uzunluklarinda
maksimum izometrik gerilim kuvveti 6lgildiglinde, en yiksek gerilim kuvvetinin 2,64
um uzunlugunda aciga ciktigl gdzlenmistir (31). Bu degere optimal sarkomer uzunlugu
denilmektedir. Bunun altinda veya Ustlindeki uzunluklarda gerceklestirilen
maksimum izometrik gerilim kuvvetinin giderek distigu gorilmustir. Farkh tirlerde
optimal sarkomer uzunlugu da farkhdir. Bunun nedeni aktin filamenti uzunlugunun

farkl canh tirlerinde degiskenlik géstermesidir. insan iskelet kasinda aktin



filamentinin uzunlugu 1,27 pum’dir. Aktin filament uzunlugunun iki katini alarak bu
degere Z diski genisliginin (0,05 um) iki katini eklersek optimal sarkomer uzunlugunu
elde ederiz. Myozin filamentinin orta 0,2 um’lik kisminda miyozin basi
bulunmamaktadir. Bu aralik kas gerilimini etkilemedigi icin 2,64-2,84 um araliginda
maksimal kas gerilimi degismemektedir (Bkz. Sekil 2.5¢-d.). Sarkomer uzunlugu 2,64
pum’nin altina dustiigiinde, birbirine dogru yaklasan aktin filamentleri st Gste gelerek
baglanma alanlarini kapatmaya basladigi icin capraz képri olusumunu engeller. Bu
nedenle sarkomer uzunlugu kisaldikga gerilim kuvveti de dogrusal olarak duser (Bkz.
Sekil c-b). Ancak bu disls 1,7 um’nin altinda daha keskindir (Bkz. Sekil b-a). Bunun
da miyozinin bu noktadan sonra kisalmaya karsi diren¢ olusturmasindan
kaynaklandigi distintiimektedir (Bkz. Sekil 2.5a, b.). 2,84 um Uzerindeki uzunluklarda
aktin ve miyozinin 6rtiisme alani giderek azaldigi igin egrinin d-e araliginda maksimum
gerilim kuvveti dogrusal olarak azalarak hi¢ temas kalmadigi 4,24 pm uzunlugunda

sifirlanir (Bkz. Sekil 2.5e.) (29).
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Sekil 2.5. insan iskelet kasi icin teorize edilmis sarkomer uzunlugu- kas gerilimi
iliskisi. Uzunluk-gerilim egrisinde etiketlenmis 6nemli noktalara (a-b-c-d-e)
karsilik gelen sarkomerler altta sematik olarak sunulmustur (31, 32).

2.1.6. Sarkomer Sayisi

Caiozzo ve ark. (33), sarkomerogenezis mekanizmasina iliskin uzunluk-sensor

hipotezini 6ne surmuslerdir. Sigan soleus kasinda yaptiklari ¢alismada, 2,7 pm

uzunlugun bir kirllma noktasi oldugunu, bunun tzerindeki sarkomer uzunluklarinda



10

sarkomer sayisinin arttigini gostermislerdir. Sarkomer sayisi artisinin kas lifinin son
kisimlarinda kas-tendon baglantilarina yakin bolgelerde daha fazla meydana geldigi

gosterilmistir (34).
2.2. iskelet Kasinin Plastisitesi

iskelet kasi, uygulanan yiiklenmelere yiiksek derecede adaptasyon gésterme
yetenegine sahiptir. iskelet kasinin bu yeniden sekillenebilme yetenegine kas
plastisitesi denir. Kas plastisitesi her zaman ilgi odagi olmustur. Cesitli yiklenme
tirleri (18, 30, 35-41), immobilizasyon (13, 42-44), azalmis kullanma (45, 46) gibi
durumlarda ve cesitli patolojilerde (16, 47-50) ne gibi yapisal adaptasyonlar gosterdigi

literattirde siklikla incelenmistir.
2.2.1. iskelet kasi mimarisinin statik germeye mimari adaptasyonu

Statik germe, kas performansini kas uzunluk ve elastikiyetini artirmak, uzun
slreli immobilizasyon ve azalmis kullanmada kas uzunluk ve elastikiyetinin, eklem
hareket acikliginin korunmasi amaciyla klinikte siklikla kullanilan bir uygulamadir.
Germenin iskelet kasi mimarisi Gzerine ne gibi etkileri oldugu incelenmistir. Kronik
statik germenin pennasyon agisini daraltirken, lif/fasikul uzunlugunu ve sarkomer

sayisini arttirmaktadir (11, 36, 51).
2.2.2. iskelet kasi mimarisinin egzersize adaptasyonu

Morgan ve ark. (52), sarkomer uzunlugunun kasin ¢alisma araliginin uzunluk-
gerilim egrisinin yukselen kolunda ve platosunda kalmasi gerektigini 6ne siren bir
teoriye dayanarak, eksentrik ve konsentrik egzersizlerin kas tUzerinde farkli mimari
adaptasyonlar gosterecegini ileri slirmislerdir. Bu hipotezi yokus yukari ve yokus
asagl kosu antrenmanlari ile test etmislerdir. Vastus intermedius kasi yokus yukari
kosuda konsentrik kontraksiyon gergeklestirirken, yokus asagl kosuda eksentrik
kontraksiyon gergeklestirmektedir. Yokus yukari kosu antrenmani sonucunda
sarkomer sayisinda azalma gorilirken, yokus asagi kosu antrenmani sonucunda

sarkomer sayisinda artis goralmiustdr.
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Eksentrik egzersiz sonucu lif/fasikil uzunlugu artar, pennasyon agisi daralir,
kas kalinligi artar (53-55). Konsentrik egzersiz sonucu ise lif/fasikil uzunlugu azalir,
pennasyon agisi artar, kas kalinligi artar (54, 56, 57).

Kontraksiyon tirleri arasindaki adaptasyon farkliliklari, kuvvet tGretmek igin
kullanilan farkh mekanizmalarin bir sonucudur. Eksentrik kontraksiyon fasikullerin
aktif olarak uzamasi, konsentrik kontraksiyon ise aktif kisalmasi ile meydana gelir.
Ancak eksentrik egzersiz miyozin baslarinin zaten aktine bagli oldugu ve capraz
koprulerin uzamasiyla ayrilmaya zorlandigi ve kas hasarina neden olan bir uyaran
saglar (58). Sonug olarak yliksek diizeyde kas hasari meydana gelir ve gecikmis
baslangicli kas agrisi (DOMS) ile sonuglanir (59). Sarkomer strain teorisine gore kas
hasari sonucunda rejenerasyon stlireci longitudinal seri sarkomer eklenmesiyle
sonugclanir ve boylece kas hasarina karsi koruyucu bir adaptasyon gelistirmis olur (52,

60).

2.2.3. iskelet Kasi Mimarisinin Farkl Kas Uzunluklarindaki immobilizasyona

Adaptasyonu

Hicre iskeleti ve ekstraselliler matriks arasindaki baglantiyr saglayan
integrinler hiicre igi ve disinda Uretilen mekanik kuvvetlerin bu iki ortam arasindaki
iletimini saglar (61). Bu mekanik kuvvetlerin iletimi ¢esitli hiicresel yanitlar olusturur
ve hlicrede metabolik, yapisal ve mimari degisimlere yol agar (62). Kisacasi mekanik
yuklenmeler, hicresel yanitlara dénugir. Bu mekanik streslere karsi hiicrelerin
gosterdigi tim bu adaptasyon mekanizmalari mekanatransdiiksiyon olarak
tanimlanir. Bu kuvvetler, hiicrenin disaridan maruz kalacagl bir germe veya
kompresyon kuvveti olabilecegi gibi, icerde olusturdugu kas gerilimi de olabilir (63).
Ornegin, uzun siireli germe ve kas gerilimi, IGF-1 izoformlari dahil olmak izere
bliyime faktorlerinin  yukari reglilasyonu, salinimi ve wuydu hicrelerinin
aktivasyonuna yol acar (63-65).

iskelet kasi, kasin en uzun pozisyonunda immobilize edildiginde sarkomer
sayisinin arttigl, en kisa pozisyonunda immobilize edildiginde ise sarkomer sayisinin

azaldig gésterilmistir (34, 44). immobilizasyon siiresi ile sarkomer sayisi artisinin da
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dogru orantili oldugu gozlenmistir (44). Kasin uzun pozisyonunda sarkomerlerin
uzunluklari da artarken, kisa pozisyonunda sarkomer uzunluklari kisalmaktadir.
Uzunluk-gerilim iliskisine gore sarkomer uzunlugunun optimal uzunluktan
uzaklastikga maksimum kas kuvveti de dogrusal olarak azalir. Kas, maksimum kas
kuvvetini korumak igin sarkomer uzunlugunu belirli bir uzunlukta tutma egilimindedir
(9). Uzun sireli immobilizasyonlarda iskelet kasi immobilize edildigi kas uzunluguna
gore mekanotransdiiksiyon mekanizmalari sonucunda, sarkomer sayisini revize
ederek istirahat uzunlugunu immobilizasyon uzunluguna gore yeniden bir

organizasyon olusturur.

2.3. Noéromuskuler Elektrik Stimiilasyonu

Noromuskuler elektrik stimiilasyonu, intermitant uyarilarla intramiskuler
sinir liflerini uyararak gozle gorilebilir kas kontraksiyonlari olusturmayi saglayan bir
rehabilitasyon uygulamasidir. Klinikte kullanmama ve immobilizasyona bagh kas
atrofilerinin 6nlenmesinde ve iyilestiriimesinde (66-69), herhangi bir patoloji
olmayan durumlarda ise kaslarda kas kuvveti ve fonksiyonunu artirmak amaciyla
sikhkla kullanilmaktadir (70-73).

NMES uygulamasinin iskelet kasinda gesitli metabolik (74-76), noral (7, 73, 77-
79), fonksiyonel adaptasyonlar gelistirdigi (80-82) ve kas fonksiyonunu iyilestirdigi
literatlrde siklikla gosterilmistir. Ayrica NMES parametreleri de arastiriimis, en uygun
elektrot yerlesimi, dalga formu, akim siddeti ve frekansi konusunda g¢alismalar
yapilmistir (7, 17, 83-85). NMES yogunlugu, elektrik stimilasyonu ile olusturulan
kontraksiyon siddeti olan maksimum istemli kontraksiyona gore uyarilan kuvvet
seviyesidir (%MVC). Optimum kuvvet kazanimi igin NMES yogunlugunun mimkin
oldugunca yilksek dozlarda uygulanmasi onerilmektedir (17). Kuvvet kazanimi ve
NMES yogunlugu arasindaki bu pozitif iliski, doz-yanit iliskisi olarak literatlrde
tanimlanmistir (86). NMES yogunlugunu maksimize etmek igin 2 temel NMES
parametresi vardir; akim yogunlugu ve akim frekansi (17, 84). Maksimum kas gerilimi
Uretebilmek icin genis atiml, yiksek frekansli (83) ve tolere edilebilen en yilksek

siddetteki akim onerilmektedir (85).
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NMES uygulamasinin, kas mimarisine olan etkileri de incelenmistir. Ancak
sonugclar celiskilidir. Devrimsel ve ark. (14), yash hastalarin sekiz hafta boyunca
guadriceps kasina oturma pozisyonunda (kalca 90°, diz 60°) NMES uygulamasi
yapmislar ve kas kalinligi ile fasikil uzunlugunun arttigini, pennasyon agisinin ise
degismedigini gdstermislerdir. Melo ve arkadaslari (15) diz osteoartriti olan yaslilarin
guadriceps kasina oturma pozisyonunda (kalga 90°, diz 90°) sekiz hafta boyunca
NMES uygulayarak kas kalinliginin ve pennasyon agisinin arttigini, fasikdl
uzunlugunun ise degismedigini gostermislerdir. Shardong ve arkadaslari (16) kronik
boébrek yetmezligi olan hastalarin quadiceps kasina sirtlisti yatis pozisyonunda (diz
60°) sekiz haftallk NMES uygulamasindan sonra kas glicliniin arttigini ancak kas
kalinligi ve pennasyon agisinin degismedigini gostermisleridir. NMES'in etkileriyle ilgili
bu celiskili sonuclarin nedeni olarak degisken NMES parametreleri (frekans, genlik,
sure, elektrot yerlesimi vb.) gosterilmistir (17). Ancak bu calismalarda NMES farkli kas
uzunluklarinda uygulanmistir. NMES kullanilarak yapilan tedavilerde kaslar farkli
uzunluklarda konumlandirilir. Eklemlerin degisken agilari ve kaslarin uzunlugu geliskili
sonuclardan sorumlu olabilir. Ancak farkh kas uzunluklarindaki NMES'in kas mimarisi
uzerindeki etkisi bilinmemektedir. NMES'in farkh kas uzunluklarindaki etkisini
anlamak, hastalarda etkili islevsellige ulasmak igin 6nemlidir.

NMES, hastalarda ve saglikli bireylerde kas fonksiyonunu iyilestirmek veya
eski haline getirmek icin tercih edilen bir yontem olsa da, elektriksel olarak
olusturulan submaksimal izometrik kasilmalarin kas hasarina yol agabilecegini
gosteren giclii kanitlar vardir (87, 88). istemli kontraksiyonda motor uniteler
blyuklik prensibine gore uyarilirken, NMES’in dlsik akim seviyelerinde bile hizli
motor Unitelerin bliylk capli aksonlarini yavas ve kiicik capl aksonlara gore daha
kolay uyardigi gosterilmistir (88). NMES gercekten de uyarilan kaslaricinde alisiimadik
stres ve gerilmeye neden olabilir ve bu durum uzun kas uzunluklarinda daha da
siddetli olabilir (18, 19). NMES seansindan sonra, uzun kas uzunluklarinda
gercgeklestirilen elektrikle uyarilmis submaksimal izometrik kasilmalarin ciddi hasara
neden oldugu bildirilirken kisa kas uzunluklarinda uygulanan NMES'ten sonra kas

hasari bulgulari olmadigi veya kiigiik degisiklikler oldugu gosterilmistir (18).
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Bu calismanin amaci, farkh uzunluklardaki iskelet kaslarinda uzun streli NMES
uygulamasinin kas mimarisi tGzerindeki etkisini arastirmakti. Uzun kas uzunlugunda
sarkomerlerin orta uzunluga gore daha gergin oldugunu varsaydik. Uzun kas
uzunluklarindaki kas immobilizasyonunun sonuglarina dayanarak, daha yuksek
derecede kas hasarinin ve dolayisiyla seri sarkomerogenezis igin daha yuksek bir
uyaranin meydana gelecegini varsayarak, uzun kas uzunlugunda NMES uygulanan
hayvan grubunda daha uzun fasikiil uzunlugu ve daha kiiglik fasikiil pennasyon agisi

ortaya ¢tkmasini bekledik.
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3. GEREG VE YONTEM

“Sicanlarda Néromuskuler Elektrik Stimilasyonunun iskelet Kasinin Mimari
Ozellikleri Uzerine Etkisi” adli calismamiz, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezinde gerceklestirildi.

Calisma, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 19.06.2019 tarih ve 525 sayil karari ile onaylandi (EK 1). Tim
deneysel prosedirler; “Hayvan Haklari Evrensel Bildirgesi”, “Deneysel ve Diger
Bilimsel Amaglarla Kullanilacak Omurgali Hayvanlarin Korunmasi Hakkinda Avrupa
Konvensiyonu” ve "6 Temmuz 2006 tarihli ve 26220 sayili Resmi Gazetede yayinlanan
GCevre ve Orman Bakanliginin hazirladigl '"Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma

Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik" te belirlenen esaslara gére yurutiulda.
3.1. Deney Hayvanlari

Calismada, Wistar Albino 9-10 haftalik (250-300 gr) erkek siganlar kullanild.
iki deney grubu ve iki kontrol grubu olusturuldu. Referans calismada elde
edilen etki biyukliginin oldukga yiuksek diizeyde oldugu (d=2.13) gorildiu (42).
Daha duslik dizeyde bir etki blyukligi de elde edilebilecegi diisiniilerek ve
calismamiz 4 grup olacagi icin, yliksek diizeyde etki blylikligine (d=0.8) gore yapilan
glc¢ analizi sonucunda; galismaya en az 24 sigan (her grup igin en az 6 sigan)
alindiginda %95 giiven dizeyinde %80 glic elde edilebilecegi hesaplandi. Anestezi
nedeni ile her iki deney grubundan birer sigan kaybedildi. Gruplara yeni sican
eklenerek calismaya devam edildi. Toplam 26 adet sican kullanildi. Sicanlar Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Deneysel Arastirma merkezinden
temin edildi ve ¢alismanin deney asamasi yine burada yapildi.

Hayvanlar standart kafeslerde 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisu olan,
iyi havalandiniimis, %40-60 nem rélatif nem oranina ve 20°-24° ortam sicakhigina sahip
odalarda barindirildi. Kafeslerde 6’sar adet sican konaklatildi. Herhangi bir hareket
kisitlamasi yapilmadi. Sicanlar ayni tip yem ve suyu ad libidum (serbest, kendi
istedikleri zaman ve miktarda beslenme) tikettiler. Herhangi bir ek besin uygulamasi

yapilmadi.
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3.2. Deney Gruplari ve Galisma Plani

NMES uygulamasi icin, yapisal ve fonksiyonel ozelliklerinin iyi tanimlanmis
olmasi insan kasi ile benzer 6zellik gostermesi nedeniyle Ekstansor Digitorum Longus
(EDL) kasi kullanildi. Tablo 3.1./de insan ve sigan EDL kasina ait mimari ozellikler

sunulmustur (89, 90).

Tablo 3.1. insan ve sigan EDL kasina ait mimari 6zellikler ve Iif tipi dagihmu.

M Lm L PA FEKA Tipl | Tip2a | Tip2x | Tip2b
L Li/L
2 m (V) (V) (V) (V)
(mg) | (em) | (em) | (um) | (°) | (em?) % % % %
© ™ < o
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— ~ - o ~ =y =
c + + + + + — o
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2 - <) i L =) © AN I ©
— < (g} (Vo) o™ — o (@] < o wn
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o) o P o 0 o < < 0
+ = R o = < = = =) — —
) o o ' i) o o o Tl +l +1
c (o] +l +l * — +l +| +l [92] (<) o
© — H < ™M + o)} 2] o N =) <
& ™ %0, o ”0 —d = < Q o Ly <
wv —l (o] —l o~ [e)} o o o — (g} (Vo]

*Sigan EDL kasinda 6lgllen en kisa sarkomer uzunlugu, **Sicanlar EDL kasinda dlgillen en uzun
sarkomer uzunlugu (91). M: kas kitlesi; Lm: kas uzunlugu; Lt fasikiil uzunlugu; PA: pennasyon agist;
FEKA: fizyolojik enine kesit alani; L¢/Lm: lif uzunlugu/kas uzunlugu.

Sicanlarin gruplara ayrilmasi, calisma protokolini bilmeyen bir arastirmaci
tarafindan basit randomizasyon ile yapildi. Siganlar; grup 1, grup 2, kontrol 1 ve
kontrol 2 olmak lizere 4 gruba ayirildi.

Grup 1 (G1): Grup 1’deki sicanlara NMES, kasin en uzun ve gergin
pozisyonunda yani diz 90° fleksiyon, ayakbilegi maksimum plantar fleksiyonda
(~170°) olacak sekilde uygulandi (91) (Bkz. Sekil 3.1a.).

Sekiz haftalik NMES uygulamasinin tamamlanmasinda 1 hafta sonra, EDL
kaslar diz 90° fleksiyon, ayakbilegi maksimum plantar fleksiyonda (~170°)
pozisyonlanarak cikarildi (Bkz. Sekil 3.2c.). Kaslar, bu pozisyondaki kas boyunu
korumak i¢in tahta bir gubuga suturlanarak g¢ikarildi (Bkz. Sekil 3.3a.). Bu uzunlukta
degerlendirilmek tzere doku fiksasyonu uygulandi.

Grup 2 (G2): Grup 2’deki sicanlara NMES uygulanirken diz ve ayak bilegi 90°

olacak sekilde pozisyonlandi (Bkz. Sekil 3.1b.). Kasin orta kas uzunlugu igin ayak bilegi
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acisinin 90° secilmesinin iki sebebi vardi. Birincisi, sicanlarin normal yiriiyls sirasinda
ayak bilegi eklem hareket agisinin 41°146° araliginda oldugu gosterilmistir (92). Bu
fonksiyonel eklem hareket araliginin orta acgisi ~90%di. ikincisi, sicanlarda normal
ylriyis sirasinda durus fazinda ayak bilegi eklem acisi ortalama 90°+ 20 araligindadir
(93) ve bu araligin orta acisi ~90%di.

Sekiz haftalik NMES uygulamasinin tamamlanmasindan 1 hafta sonra, EDL
kaslar diz ve ayak bilegi 90° olacak sekilde pozisyonlanarak cikarildi (Bkz. Sekil 3.2b.).
Kaslar, bu pozisyondaki kas boyunu korumak icin tahta bir cubuga siturlanarak
cikarildi (Bkz. Sekil 3.3a.). Bu uzunlukta degerlendirilmek (izere doku fiksasyonu
uygulandi.

Kontrol 1 (K1): Sigcanlara NMES uygulamasi yapilmadi. Kaslar gikarilirken Grup
1 ile ayni metot uygulandi. Diz 90° fleksiyon, ayakbilegi maksimum plantar
fleksiyonda (~170°) pozisyonlandiktan sonra kaslar kas boyunu korumak icin tahta bir
cubuga siturlandi (Bkz. Sekil 3.2c.). Kaslar degerlendirilmek (izere bu uzunlukta
¢ikarilip doku fiksasyonu yapildi.

Kontrol 2 (K2): Siganlara NMES uygulamasi yapilmadi. Kaslar gikarilirken Grup
2 ile ayni metot uygulandi. Diz ve ayak bilegi 90° olacak sekilde pozisyonlandiktan
sonra kaslar kas boyunu korumak igin tahta bir gubuga stturlandi (Bkz. Sekil 3.2b.).
Kaslar degerlendirilmek tizere bu uzunlukta gikarilip doku fiksasyonu yapildi.

Cikarilan EDL kaslarinin doku takipleri yapilarak; kas kitlesi, kas uzunlugu, lif
uzunlugu, pennasyon agisl, fizyolojik enine kesit alani, sarkomer uzunlugu, sarkomer

sayisl, lif uzunlugu/kas uzunlugu olg¢timleri yapildi.
3.3. NMES Protokolii

Her NMES uygulama seansi oncesi sicanlar ksilazin/ketamin kombinasyonu
(10/90 mg/kg) ile intramuskuler yolla uyusturuldu. Tim seans boyunca anestezi
kontrol edildi. G6z merhemi kullanarak anestezi boyunca goz kurulugunun olusmasi
engellendi. Sag arka bacak tiraslandiktan sonra alkol ile silindi. Yan yatis pozisyonunda

pozisyonlandi.
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Manuel olarak ayarlanabilen tasinabilir stimilator kullanildi (Cefarcompex
Cefar Rehab 2x). 1x1,5 cm blyukliglinde iki adet yiuzeyel elektrot fibula lateraline,
peroneal sinirin derin dalinin trasesine, yerlestirilerek Ekstansér Digitorum Longus
(EDL) kasi uyarildi (Sekil 3.1.). Elektrot yerlesimi ayak parmaklarinin ekstansiyonu ile

dogrulandi.

e

e
N

Sekil 3.1. a) Grup 1 NMES uygulamasi b) Grup 2 NMES uygulamasi.

EDL hizli kasilan bir kastir (Bkz. Tablo 3.1.). Bu nedenle elektrik stimiilasyonu
parametreleri; simetrik bifazik dalga formu, stimiilasyon frekansi 100 Hz, atim
genisligi 300 ps, yukselme suresi 1 sn, on/off suresi 5 sn/15 sn, diisme slresi 0.5 sn
olarak uygulandi (94, 95). Akim siddeti ile kuvvet kazancinin dogru orantili
olmasindan dolayi, akim siddeti standardize edildi. Akim siddeti, gozle gorilir
kontraksiyon olusturan akim miktarinin iki kati olarak uygulandi. Akim siddeti her
uygulama giini yeniden degerlendirildi. Boylece gliclli bir kontraksiyon elde edildi. 10
dk uygulamadan (30 kontraksiyon) sonra yorgunluk olusmasi nedeniyle maksimum
istemli kontraksiyon %40’in altina dustigu gosterilmistir (94). Bu nedenle, elektrik

stimiilasyonu glinde 10 dk, haftada 3 giin, 8 hafta uygulandi.



19

3.4. Kas Dokularinin Hazirlanmasi

Doku toplanmadan 6nce sicanlara ksilazin/ketamin kombinasyonu (10/90
mg/kg) intramuskuler anestezi uygulandi. Kas gikarildiktan sonra servikal dislokasyon
ile 6tenazi gergeklestirildi.

Biyopsi ile alinan kas orneklerinde sarkomer 6lgiimu igin klglk bir kas lifi
demeti iki ipek sutur ile tahta bir cubuga sabitlenerek ¢ikarilmaktadir. Liber ve ark.
(96), sarkomer uzunlugu olcimiinde bu yontem ile aldiklari biyopsi kas dérneklerinde
elektron mikroskobu ve in vivo laser kirinimi dlgimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadigini gostermiglerdir. Bu yonteme dayanarak, ayni kas
dokusundan iki ayri numune elde edebilmek igin bir ¢6zim gelistirdik.

Anestezi altinda siganlarin sag alt ekstremitelerinin anterolateral ylizeylerine
suprapatellar bélgeden ayak dorsumuna kadar vertikal cilt insizyonu yapildi. Cilt ve
cilt alti dokular ekarte edilerek M. Tibialis Anterior (TA), M. Extansor Digitorum
Longus (EDL) ve M. Extansor Hallucis Longus (EHL) kaslarini saran anterior krural
kompartman agiga gikarildi. TA, EHL ve EDL’nin kas gévdeleri arasindaki kompartman
bag dokulari aynistirildi. Transvers krural ligament ve krural capraz ligament diseke
edildi. TA distal tendonu takip edilerek kas ¢ikarildi ve EDL kasina ulasildi. EDL kasi
cevre bag dokulardan ayristirildi. EDL proksimal tendonuna (EDL orijini: lateral
femoral kondil) ulasmak i¢in femoral kompartimanin distali agildi (Sekil 3.1a.). Kas,
tahta bir cubuk tzerine tendon kisimlarindan sutur atilarak (cerrahi ipek iplik 3/0)
cubukla birlikte cikarildi (Sekil 3.3a.); ancak o6ncesinde cubuk agirhg olculdd,
sonrasinda kasla birlikte de Olcllerek ikisi arasindaki fark kas kitlesi olarak
hesaplandi. Daha sonra kas distal (kasin 2/3’l) ve proksimal (kasin 1/3’0) olarak iki
parcaya bolundi (Sekil 3.3c.). Bolme islemi, 2 stitur daha atilip, bu iki stitur arasindan
kas, cubukla birlikte kesilerek yapildi (Sekil 3.3b.). Sonucta, kasin 1/3 proksimal kismi
gluteraldehit solisyonuna, 2/3 distal kismi ise formaldehit sollisyonuna yerlestirildi.
Grup 1 ve kontrol 1’deki kaslar ¢ikarilirken diz 90°, ayak bilegi plantar fleksiyonda
(Sekil 3.2c.); grup 2 ve kontrol 2’deki kaslar icin ise diz ve ayak bilegi 90° de (Sekil
3.2b.) stturlanarak gikarildi. Kasin tahta gubuk Gizerine sttur ile baglanarak ¢ikariimasi

sayesinde kasin boyu degismeden dokunun fiksasyonuna olanak saglandi.
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Sekil 3.2. EDL kasinin ¢ikarilmasi: a) cevre dokulardan disseke edilmis EDL kasi (Ok
ile gosterilmistir.) b) grup 2 EDL kasinin ¢ikarilma pozisyonu (diz-ayak
bilegi 90°) c) grup 1 EDL kasinin gikariima pozisyonu (diz 90°, ayak bilegi
170°).

proksimal

Sekil 3.3. Kas boyu stabil tutularak EDL kasinin iki numuneye ayrilmasi: a) Tahta
cubukla birlikte ¢ikarilan EDL kasi b) iki stitur atildi c) iki siitur arasindan
kesilerek ayrildi.

TEM gorintileme icin fiksasyon (+4 derecede) %4’llk Gluteraldehit'te (0.1 M
Soérensen Fosfat Tamponunda hazirlanmis) 2 saat bekletilerek yapildi. Streo-
mikroskobik gorintiileme icin doku tespiti tamponlu nétral formalin sollisyonu ile
yapildi. Sollisyon hazirlanirken 0,4 gr Na-phosphote monobasic (NaH2HPO4) ve 0,65
gr Na-phosphote dibasic (Na2HPO4) 100 ml distile su icerisinde ¢6zuldi. Sonrasinda
hazirlanan soliisyondan 90 ml alinip Gzerine 10 ml %37-40 formalin eklenerek %10

tamponlu noétral formalin elde edildi.
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3.5. Mimari Analizler

Kas kitlesi 6lgiimu igin 6ncelikle kullanilacak tahta gubuk, uygun uzunlukta
kesilip hassas terazi (Denver Instrument TP-303, 0,001 gr hassasiyet) ile tartildi. Kas,
tahta cubuk ile ¢ikarildiktan sonra da hassas terazi ile tartilarak ikisi arasindaki fark
kas kitlesi olarak kaydedildi.

Kas uzunlugu 6lciimiinde kasin origo ve insersiyo bolgelerinde kas liflerinin en
yogun oldugu noktalar arasi mesafe cetvel ile dlclldi.

Lif uzunlugu ve pennasyon acisi 6lcimleri stereo zoom mikroskop ile yapildi.
Stereo zoom arastirma mikroskobuna (Olympus SZX-7 Zoom), dijital kamera sistemi
(Olympus DP26) takilarak alinan goriintiler, bilgisayar yazilimina (Olympus cellSens
Imaging Software) aktarilip 0,8X biiyitilerek fotograflar cekildi. Olciimler yazihm
uzerinde yapildi. Kasin medial, orta ve lateral kisimlarinda yapilan pennasyon agisi ve
lif uzunlugu 6lglimlerinde istatistiksel olarak bir fark olmadigi gésterilmistir (97). Kellis
ve ark. (98) ise biceps femoris ve semitendinosus kaslarinin, kas uzunlugunun %20,
%40, %60 ve %80’inene denk gelen mesafelerinde pennasyon agisi, lif uzunlugu ve
kas kalinligini 6lgmuslerdir. Kasin longitudinal olarak farkli bdlgelerinde mimari
parametrelerin degiskenlik gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu nedenle, pennasyon
agisi ve lif uzunlugu dlgiimleri, distal tendinomuskuler bileskeye kas uzunlugunun
%20’sine esit olacak mesafe uzakliktan yapildi (Sekil 3.4.). Distal tendon ile ylizeyel
kas fasikulli arasindaki agi 2 boyutlu olarak olglilerek pennasyon agisi olarak
kaydedildi. Distal aponevrozdaki baslangi¢c noktasindan proksimal aponevroza kadar

kas fasikill takip edilerek 6lgtldi ve lif uzunlugu olarak kabul edildi (Sekil 3.4.).
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Bt4) Angle 10,3 °
) Length 13,9 mm|

Sekil 3.4. Lif uzunlugu ve pennasyon agisi dlgimleri.

Kas ve lif uzunlugu, kasla iliskili eklemin farkli agisal degerlerinde degiskenlik
gostermektedir. Bu nedenle kas fiksasyonu sirasinda pozisyonlama nedeniyle
varyasyonlar olusmaktadir. Bu da yapilan calismalarda denekler arasi veya tedavi
gruplari arasinda karsilastirmalari zorlastirmaktadir. Varyasyonlari elimine etmek igin
standart prosedir olarak standart bir sarkomer uzunlugu ile élgiilen kas uzunlugu ve
lif uzunlugu degerleri normalize edilmektedir. Felder ve ark. (99), farkli eklem
acilarinda (30°-150°) fikse ettikleri kaslarda yaptiklari 8lcimlerde sarkomer uzunluk
normalizasyonunun kullaniminin %15'lik lif uzunlugu varyasyonlarinin ¢éziilmesine
izin verdigini ve hatta %10 lif uzunlugu varyasyonlarini ¢ézmede etkili olabilecegini
gostermislerdir.

Bu calismada, dlculen lif uzunlugu (Formil 3.1.) ve kas uzunlugu (Formil 3.2.)
sicanlarda optimal sarkomer uzunluguna gére normalize edildi. Lif uzunlugu/kas
uzunlugu orani, normalize lif uzunlugunun normalize kas uzunluguna orani alinarak

hesaplandi (90).
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Ly = Ly x (2,4 + LY) (3.1.)
L,=L_ x(24=L.) (3.2.)

Lm: normalize kas uzunlugu, Ly': 6lgulen kas uzunlugu Ls: normalize lif uzunlugu, L¢': élgulen lif uzunlugu
Ly: 8lgiilen sarkomer uzunlugu, 2,4:sicanlar icin optimal sarkomer uzunlugu (100).

Fizyolojik enine kesit alani (FEKA) (101) ve sarkomer sayisi (SN) (90) asagidaki

formdiller ile hesaplandi.
SN =Ly + L (3.3.)

M (g) X cosQ

FEKA (mm?) = p (g/mm3) X Lr(mm)

(3.4.)

L¢: dlculen lif uzunlugu L' dlciilen sarkomer uzunlugu Li: normalize lif uzunlugu, M: kas kiitlesi, @:
pennasyon agisi, p=kas yogunlugu (1.0597 g/cm?)

Mendez ve Keys (102), kas yogunlugunu fikse edilmemis tavsan ve kopek
dokularindan elde etmislerdir. Kas yogunlugunu 1,0597g/cm? olarak bildirmislerdir.
Ward ve Lieber (103), calismalarinda fiksasyon uygulanan kasin yogunlugunun
degistigini gostermislerdir. Yogunluk, kitle/hacim (P=M/V) formilu ile bulunur.
Literatlirde kas mimarisi calismalarinda kas, %10’luk formalin solisyonunda fikse
edilip, tamponlu salin icinde depolanmaktadir. Formalinde kas dehidre olurken,
tamponlu salin icinde tekrar rehidre olmaktadir. Bu nedenle kas 6rneklerinin hacmi
ve dolayisiyla yogunlugu etkilenmektedir. Bu nedenle yapilan FEKA hesaplamalarinin
gercegi yansitmadigini belirtmislerdir. %10 formalinde daldirma fiksasyonu kullanan
kas mimarisi calismalarinda, kas yogunlugu icin 1,112 g/cm3 degerinin kullanilmasini
dnermislerdir. 1,0597 g/cm3 degerini kullananlarin, FEKA'y1 %5 fazla tahmin ediyor
olacaklarini belirtmiglerdir.

Ancak bizim c¢alismamizda kas dokusuna fiksasyon uygulanmadan gikarilir
¢ikarilmaz tartildigi igin dehidre olmadan yani hacimsel bir degisiklik olmadan kas
kiitlesi hesaplanmaktadir. Bu nedenle FEKA hesaplamalarinda kas yogunlugunu
1,0597g/cm® olarak kullandik. Friden ve ark. (104), elektron mikroskobik

calismalarinda eksentrik egzersiz sonrasi sarkomer ¢izgili band paternini 1 saat, 3 giin
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ve 6 glin sonra gozlemlemisler ve liflerin %32, %52, %12’sinde bozulma oldugunu
gostermislerdir. Calisma protokoliimiizde, fiksasyon sirasindaki varyasyonlari elimine
etmek icin kas lifi ve kas uzunluklarinin normalizasyonunda sarkomer uzunlugu
Olcimleri 6nemlidir. Uzun kas uzunlugunda uygulanan NMES ile kas liflerinin germeye
maruz kalmasindan dolayi sarkomer uzunlugu 6lcimlerinde elektron mikroskobik
gorlintilemede benzer bir goriinim olabilecegi disinildii. Bu nedenle dlgimler,

NMES uygulamasi sonlandirildiktan 1 hafta sonra yapild.
3.6. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Protokolii

Cikarilan kaslar transmisyon elektron mikroskobu ile (ZEiSS-LEO 906E TEM)
numunelerin  hazirlanmasi (doku takibi) ve goruntiilenmesi igin Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Elektron Mikroskop Goriintii Analiz Unitesine (TEMGA)

gonderildi. Doku takibi asagidaki gibi yapildi.
3.6.1. Fiksasyon (+4 Derecede)

Dokular %4’liik Gluteraldehit'te (0,1 M Sérensen Fosfat Tamponunda (SFT)

hazirlanmis) 2 saat bekletilerek tespit edildi.
3.6.2. Yikama (Oda isisi, rotatorda)
Tespit edilen dokular 0,1 M SFT ile oda 1sisinda rotatorda 3x10 dakika yikandi.
3.6.3. Osmiyum Tetraoksit (OsO4) Fiksasyonu (Oda isisi, rotatorda)

Yikanan dokular %1’lik SFT'nda hazirlanmis OsOs fiksatifi ile oda isisinda

rotatorda 2 saat ikinci kez tespit edildi.
3.6.4. Yikama (Oda isisi, rotatorda)

OsOqsile ikinci kes tespit edilen dokular 0,1 M SFT ile 3x10 dakika yikandi.
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3.6.5. Dehidratasyon (+4 derecede)

ikinci yapilan tespitten sonra yikanmis olan dokular dehidratasyon igin

tedricen artan dereceli alkol serilerinden gecirildi:

%30 etanol 3x10 dakika.
%50 etanol 3x10 dakika.
%70 etanol 3x10 dakika.

3.6.6. En Blok Staining (+4 derecede):

Dehidratasyondan sonra dokular %75’lik etanol ile hazirlanmis %1’lik URANIL

ASETAT soliisyonunda 1 saat bekletilerek boyandi.
3.6.7. Dehidratasyon (+4 derecede) (devam)

ikinci kez tedricen artan alkol serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi

tamamlandi:
%80 etanol 3x10 dakika.
%90 etanol 3x10 dakika.
%96 etanol 3x10 dakika.
%100 etanol 3x10 dakika.

3.6.8. Ara Cozelti

Dehidratasyon islemi sonrasinda dokular Propilen Oksit+(Araldit Ana
Karisimi+%2 oraninda Hizlandirici BDMA) (1:1 oraninda) hazirlanan ¢ozelti igerisinde

4 saat boyunca rotatorda déndurildu.

3.6.9. GOmme

GOomme islemine ge¢gmeden 6nce pargalar kiirdan yardimi ile siselerden
cikarildi ve suzge¢ kagidi Uzerinde yuvarlanarak fazla araldit alindi. Ayri bir sise
icindeki bu karisima pargalar alinip, oda isisinda 1 gece rotatorda dondurildi ve

araldite gomildi. Gomme isleminin ardindan 60 derecede 48 saat bekletildi.
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Numuneler doku takibi islemlerinden gegirildikten sonra bloklandi, sonrasinda
ultramikrotom cihazinda 151k mikroskopik ve elektron mikroskopik kesitler alinip
gridler Uzerine yerlestirildi. Gridler izerindeki kesitler kontrastlandiktan sonra TEM
de (Zeiss 9EM TEM) incelendi.

Elektron tabancasinda uretilen elektron i1sik demeti ince numuneden gecerek
altta floresan ekran (izerine diislirlildi ve orada siyah beyaz bir gériinti olusturuldu.

Gorilntiler dijital CCD kamera araciligiyla monitére aktarilip canh olarak

monitdrden inceleme yapilip gériinti alindi.

3.7. Sarkomer Ozellikleri

Sarkomer uzunlugu olcimleri TEM ile yapilan dijital gorlntiler Gizerinden
yapildi. Goruntuler Image) yazilimina aktarilarak élglimler gergeklestirildi. Ardisik iki
Z cizgisi arasi mesafe Olgllerek sarkomer uzunlugu olarak kabul edildi. Ayni kas
dokusundan alinan kesitlerde tiim sarkomerlerin uzunluklari esit degildir. Gerilim
altinda zayif olan sarkomerler daha fazla uzarken, gilcli sarkomerler kisalma
egilimindedirler (105). Calismamizda kasin gergin pozisyonunda fiksasyon
uyguladigimiz igin kesitlerde bu esitsizlik belirgin sekilde yaygindi. Bu nedenle, kesit
gorlintisiniin sag, orta ve sol tarafindan olmak lzere i¢ miyofibrilin ardisik sekiz
sarkomerinin uzunlugu 6l¢tldi (Sekil 3.5.). Toplam 24 sarkomer uzunlugu olgiminin

ortalamasi alinarak sarkomer uzunlugu olarak kaydedildi.

| | | | === | Miyofibril
| | | ¢ 2. Miyofibril
| | | ¢mmmm 3. Miyofibril

Sekil 3.5. Sarkomer uzunlugunun hesaplanmasi. Her bir kutu bir sarkomer olarak
sembolize edildi. Mavi ile isaretlenen sarkomer serileri miyofibrilleri
gosterir. isaretlenen sarkomerlerin uzunluklarinin ortalamasi alinarak
sarkomer uzunlugu olarak kabul edildi.
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Ayrica, A bandi genisligi (A), uzun yari sarkomer (S1), kisa yari sarkomer (S2)
uzunluklari ve uzun yari sarkomerin Z gizgisi (Z1), kisa yari sarkomerin Z gizgisi (Z2)
kalinhklari 6lguldi (Sekil 3.6.). Ayrica bu gorintiler Uzerinden kas hasari bulgulari (Z

cizgisi, sarkoplazmik retikulum, T tibalil, mitokondri yapilar) da degerlendirildi.

A
Zl 72
M
| I::::: llll:[
S1 S2

Sekil 3.6. Sarkomere ait yapilarin élgtilmesi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS yaziimi versiyon 26 (IBM, Armonk, NY
10504-1722, ABD) kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Olciimler normal
dagilim gosteren degiskenler igin ortalama + standart sapma degerleri olarak,
verilerin normal dagihm géstermedigi durumlarda ise ortanca (minimum, maksimum)
degerleri olarak ifade edildi. Normal dagilm goésteren mimari ve sarkomer
degiskenleri gruplar arasinda Student's t-testi ile karsilastirildi; degiskenler normal
dagihm gostermiyorsa Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplarin (S1-S2, Z1-Z2)
sarkomer Ozelliklerini analiz etmek igin normal dagilimli degiskenler igin Eslestirilmis
Student t-testi ve normal dagilimli olmayan degiskenler icin Wilcoxon Testi kullanildi.
Korelasyonlar, gruplarin sarkomer ozellikleri icin test edildi. Normal dagilan
degiskenler icin Pearson korelasyon analizi, normal dagilmayan degiskenler igin
Spearman testi kullanildi. Korelasyon katsayilari ise su sekilde yorumlandi: 0,05-
0,3=dlisik veya onemsiz iliski; 0,3-0,4=dislk orta derecede iliski; 0,4-0,6=orta
derecede iliski; 0,6-0,7=iyi derecede iliski; 0,7-0,75=cok iyi derecede iliski; 0,75-
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1=mikemmel iligski (106). Yari sarkomer uzunluklari ile Z gizgisi arasindaki iliskinin
incelenmesinde basit dogrusal regresyon analizi yontemi kullanildi (S1-Z1, S2-Z2).

Tim istatistikler igin istatistiksel anlamlilik seviyesi <0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Kas Mimarisi

Tedavi gruplarinin kas mimarisi 6zelliklerinin sonuglari Tablo 4.1."de sunuldu.
Grup 1’de Kontrol 1’e gore kas uzunlugu (p=0,035), lif uzunlugu (p=0,04) ve sarkomer
sayisi (p=0,03) artarken, pennasyon acisi (p=0,001) azaldi. Sican kitlesi (p=0,58), kas
kitlesi (p=0,9), fizyolojik enine kesit alani (p=0,76), Lf/Lm orani (p=0,9) ve sarkomer
uzunlugunda (p=0, 15) ise fark bulunmadi. Grup 2’de Kontrol 2’'ye gore lif uzunlugu
(p=0,004) ve sarkomer sayisi (p=0,049) artarken; kas kitlesi (p=0,02), pennasyon agisi
(p=0,037), fizyolojik enine kesit alani (p=0,005), sarkomer uzunlugu (p=0,049) azaldi.
Sigan kutlesi (p=0,78), kas uzunlugu (p=0,79) ve Lf/Lm orani (p=0,16) arasinda ise fark

bulunmadi.



Tablo 4.1. Tedavi gruplarinin EDL kasina ait mimari 6zelliklerinin sonuglari.
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Grup 1 | Kontrol 1 p d Grup 2 | Kontrol 2 pe€ d
M 368,5 | 349,5 0,58 0,34 | 362,5 373,7 0,78 | 0,16
(gr)? (53,9) |(59,7) (52,7) (79,1)
Mm 183,7 | 181,0 0,90 |0,08|177,3 210,8 0,02¢ | 1,57
(mg)* | (33,4) | (38,3) (20,6) (21,2)
Lm 3,56 2,89 0,035¢ | 1,01 | 3,52 3,28 0.79 (0,41
(em)® | (3,03- | (2,16- (2,90- (3,29-
4,11) 3,75) 3,83) 3,37)
Ls 14,10 | 11,64 0,04¢ | 1,17 | 13,2 11,23 0,004° | 1,61
(mm)® | (12,1- | (8,7- (11,2- (11,2-
20,2) 14,1) 15,7) 12,3)
PA (°)? | 7,21 9,67 0,001¢ | 5,92 | 7,51 9,28 0,037¢ | 2,8
(0,43) | (0,40) (0,89) (0,07)
FEKA | 0,13 0,15 0,76 0,96 | 0,12 0,15 0,005¢ | 1,9
(em?)® | (0,07, | (0,13- (0,1- (0,13-
0,16) 0,16) 0,14) 0,2)
Lf/Lm? | 0,41 0,41 0,9 0,11 | 0,38 0,36 0,16 | 0,88
(0,04) | (0,02) (0,04) (0,01)
Ls 2,50 2,87 0,15 1,04 | 2,60 2,71 0,049¢ | 0,79
(um)® | (1,87, | (2,24- (2,32- (2,70-
2,77) 3,68) 2,90) 2,71)
Ss? 6070 4607 0,03¢ | 1,45 | 5476 4904 0,049¢ | 1,29
(1232) | (721) (964) (322)

d: etki bUyUkligi; Ms: sigan kitlesi; Mm: kas kitlesi; Lm: kas uzunlugu; Ls: fasikdl uzunlugu; PA:

pennasyon aglisl; FEKA: fizyolojik enine kesit alani; Ls: Olglilen sarkomer uzunlugu; SS: sarkomer sayisi.
2 Normal dagilan degisken. Ortalama (Standart Sapma) seklinde sunuldu.

®Normal dagilmayan degisken. Ortanca (Minimum-Maksimum) seklinde sunuldu.

¢p<0,05.

4 Grup 1 ve Kontrol 1 karsilastirildi.
€ Grup 2 ve Kontrol 2 karsilastirildi.
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SICAN KUTLESI
600

500

400
300
200
100

0

GRUP 1 KONTROL 1 GRUP 2 KONTROL 2

Sekil 4.1. Tedavi gruplarinin sican kiitleleri sonuglari.

Tedavi gruplarinin sican kutleleri kasilastirildi (Sekil 4.1.). G1 (368,5+53,99 gr)
ve K1 (349,5+59,71 gr) arasinda (p=0,58), G2 (362,5+52,67 gr) ve K2 (434,0+56,57 gr)
arasinda (p=0,78), G1 ve G2 arasinda (p=0,85) fark bulunmadi.

KAS KUTLESI

03
0,25

0.2 #
0,15
01
0,05
0

GRUP 1 KONTROL 1 GRUP 2 KONTROL 2

Sekil 4.2. Tedavi gruplarinin kas ktlesi sonuglari.
#p<0,05, Kontrol 2'den fark.

Tedavi gruplarinin kas kutleleri kasilastinildi (Sekil 4.2.). G1 (0,184 + 0,03 mg)
ve K1 (0,181 + 0,04 mg) arasinda fark bulunmadi (p=0,9). G2’'deki (0,177 + 0,02 mg)
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kas kitlesi K2’den (0,189 + 0,05 mg) daha az bulundu (p=0,02). G1 ve G2 arasinda da
fark bulunmadi (p=0,7).

KAS UZUNLUGU

4,5

*
3,5
2,5
1,5
0,5
0

GRUP 1 KONTROL 1 GRUP 2 KONTROL 2

w

N

=

Sekil 4.3. Tedavi gruplarinin kas uzunlugu 6l¢timlerinin sonuglari.
*p<0,05, Kontrol 1’den fark.
Tedavi gruplarinin kas uzunluklari karsilastirildi (Sekil 4.3.). G1’deki (3,55+0,40
cm) kas uzunlugu K1’den (2.9240,79 cm) daha fazlaydi (p=0,035). G2 (3,42+0,47 cm)

ve K2 (3.28+0,13 cm) gruplarinin kas uzunluklari arasinda fark yoktu (p=0,79). G1 ve
G2 arasinda da fark yoktu (p=0,87).
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LiIF UZUNLUGU
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Sekil 4.4. Tedavi gruplarinin lif uzunlugu él¢iimlerinin sonuglari.

*p<0,05, Kontrol 1’den fark.
#p<0,05, Kontrol 2'den fark.

Tedavi gruplarinin lif uzunluklari karsilastirildi (Sekil 4.4.). G1'deki (14,57+2,96
mm) lif uzunlugu K1’den (11,64+2,52 mm) daha uzun bulundu (p=0,037). G2’deki
(13,14+2,32 mm) lif uzunlugu K2'den (11,78+0,77 mm) daha uzundu (p=0,004). G1 ve
G2 arasinda fark bulunmadi (p=0,42).

PENNASYON ACISI

12

10
H
0 I I

GRUP 1 KONTROL 1 GRUP 2 KONTROL 2

o]
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N

Sekil 4.5. Tedavi gruplarinin pennasyon agisi 6lgiimlerinin sonuglari.

* p<0,05, Kontrol 1'den fark.
# p<0,05, Kontrol 2’den fark.
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Tedavi gruplarinin pennasyon agilari karsilastirildi (Sekil 4.5.). G1'deki (7,21 +
0,43) pennasyon acisi K1’den (9,67 * 0,40) daha dar bulundu (p<0,001). G2’deki (7,51
+0,89) pennasyon acisi da K2’den (9,28 + 0,07) daha dar bulundu (p=0,37). G1ve G2
arasinda fark bulunmadi (p=0,47).

FiZYOLOJIK ENINE KESIT ALANI
02
0,18

0,16

0,14 #
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0

GRUP 1 KONTROL 1 GRUP 2 KONTROL 2

Sekil 4.6. Tedavi gruplarinin fizyolojik enine kesit alani élgiimlerinin sonuglari.
# p<0,05, Kontrol 2’den fark.

Tedavi gruplarinin fizyolojik enine kesit alani ortalamalari karsilagtirildi (Sekil
4.6.). G1 ve K1'de fizyolojik enine kesit alanlari arasinda fark yoktu (p=0,76). G2‘de
(0,12+0,02 cm?) fizyolojik enine kesit alani K2’den (0,16+0,02 cm?) daha az bulundu
(p=0,005). G1 ve G2 arasinda fark yoktu (p=1,0).
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Lif uzunlugu/Kas uzunlugu
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Sekil 4.7. Tedavi gruplarinin lif uzunlugu/kas uzunlugu orani sonuglari.

Tedavi gruplarinin lif uzunlugu/kas uzunlugu orani karsilastirildi (Sekil 4.7.). G1
(0,41 +£0,04) ve K1 (0,41 £ 0,03) arasinda (p=0,9), G2 (0,39 £ 0,06) ve K2 (0,36 + 0,01)
arasinda (p=0,16), G1 ve G2 arasinda (p=0,34) fark bulunmadi.

SARKOMER UZUNLUGU
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Sekil 4.8. Tedavi gruplarinin sarkomer uzunlugu élglimlerinin sonuglari.

#p<0,05, Kontrol 2'den fark.

Tedavi gruplarinin sarkomer uzunlugu ortalamalari karsilastirildi (Sekil 4.8.).

G1 (2,42 + 0,31 um) ve K1'de (2,87 + 0,68 um) sarkomer uzunluklari arasinda fark
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bulunmadi (p=0,15). G2‘deki (2,60 + 0,29 um) sarkomer uzunlugu K2’den (2,71 £ 0,00
pum) daha kisa bulundu (p=0,049). G1 ve G2 arasinda fark yoktu (p=0,13).

SARKOMER SAYISI
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Sekil 4.9. Tedavi gruplarinin sarkomer sayisi sonuglari.

*p<0,05, Kontrol 1’den fark.
#p<0,05, Kontrol 2'den fark.

Tedavi gruplarinin sarkomer sayilari karsilastinldi (Sekil 4.9.). G1’deki
(6070+£1232) sarkomer sayisi K1’den (4607+1147) fazla bulundu (p=0,016). G2’deki
(54761964) sarkomer sayisi K2'den (4904+322) fazla bulundu (p=0,033). G1 ve G2
arasinda fark yoktu (p=0,32).



4.2. Sarkomer Ozellikleri
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Tedavi gruplarinin sarkomer 6zelliklerinin sonuglari Tablo 4.2.’de sunuldu.

Tablo 4.2. Tedavi gruplarinin sarkomer 6zelliklerinin sonuglari.

Grup1l |Kontrol1l |PH d Grup 2 | Kontrol 2 | P¢ d

Z1 (pm)? 0,11 0,13 0,03¢ |1,26|0,12 0,12 0,74 0,00
(0,02) (0,01) (0,02) |(0,03)

Z2 (um)? 0,08 0,11 0,001¢|1,90|0,09 0,10 0,22 |0,71
(0,02) (0,01) (0,03) |(0,01)

ps 0,001¢ |0,001°¢ 0,01¢ |0,001¢

S1 (um)b 1,68 2,37 0,02¢ |1,75|1,48 1,99 0,003¢| 2,28
(1,36- (1,73- (1,12- |(1,91-
2,03) 2,79) 2,82) [2,07)

$2 (um)? 1,54 2,25 0,01¢ |2,03|1,28 1,75 0,05¢ | 1,30
(0,18) (0,46) (0,4) (0,32)

ph 0,01°¢ 0,04¢ 0,13 0,049¢

A (pm)? 1,81 2,19 0,005¢|2,36|1,52 1,90 0,003¢| 0,73
(0,18) (0,2) (0,21) [(0,12)

d: etki bUyUkligi; S1: uzun olan yari sarkomerin uzunlugu; S2: kisa olan yari sarkomerin uzunlugu;

Z1: uzun olan yari sarkomerin Z gizgisi kalinligi; Z2: kisa olan yari sarkomerin Z gizgisi kalinhgi.

2 Normal dagilan degisken. Ortalama (Standart Sapma) seklinde sunuldu.
®Normal dagilmayan degisken. Ortanca (Minimum-Maksimum) seklinde sunuldu.

¢p<0,05.

4 Grup 1 ve Kontrol 1 karsilastirildi.
€ Grup 2 ve Kontrol 2 karsilastirildi.
71 ve 72 karsilastirildi.
851 ve S2 karsilastirild.
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Z CizGisi KALINLIGI
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Sekil 4.10. Tedavi gruplarinin Z gizgisi kalinligi élgimlerinin sonuglari.

Z1: uzun olan yari sarkomerin Z gizgisi kalinhgi; Z2: kisa olan yari sarkomerin Z gizgisi kalinhg.
* p<0,05, Kontrol 1’den fark.

#p<0,05, Kontrol 2'den fark.

+ p<0,05, Z2'den fark.

Tedavi gruplarinin Z gizgisi kalinliklari karsilastirildi (Sekil 4.10.). G1 (p=0,001),
G2 (p=0,011), K1 (p=0,001) ve K2 (p=0,001) gruplarinda Z1 cizgisi kalinligi Z2 cizgisine
gore daha kalin bulundu.

G1 grubunda (0,111+0,02 um) Z1 gizgisi kalinhg K1 (0,13+0,01 um) grubuna
gore dar bulundu (p=0,031). G2 ve K2 gruplarinin Z1 gizgisi kalinliklari arasinda fark
yoktu (p=0,74).

G1 (0,08+0,02 pum) grubunda Z2 kahnhg K1 (0,11+0,01 um) grubuna gore
daha dar bulundu (p=0,001). G2 ve K2 gruplari arasinda Z2 gizgisi kalinliklari arasinda
fark bulunmadi (p=0,22).

K1 grubunda Z1 gizgisi kalinligi K2’den daha kalin bulundu (p=0,012). K1 ve K2
gruplarinin Z2 gizgisi kalinliklari arasinda fark yoktu (p=0,35).
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YARI SARKOMER UZUNLUKLARI

3,5

2,5

=

0,5

GRUP 1 KONTROL 1 GRUP 2 KONTROL 2

mS1 mS2

Sekil 4.11. Tedavi gruplarinin yari sarkomer uzunluklarinin sonuglari.

S1: uzun olan yari sarkomerin uzunlugu; S2: kisa olan yari sarkomerin uzunlugu.
*p<0,05, Kontrol 1’den fark.

# p<0,05, Kontrol 2’den fark.

+ p<0,05, S2’den fark.

Tedavi gruplarinin yari sarkomer uzunluklar karsilastirildi (Sekil 4.11.). G1
(p=0,011), K1 (p=0,035) ve K2 (p=0,049) gruplarinda yari sarkomer uzunluklari, S1,
S2’ye gore daha uzundu. G2’de ise S1 ve S2 uzunluklari arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunmadi (p=0,131).

G1 grubundaki (1,5410,18 um) S1 uzunlugu K1 (2,37+0,5 um) grubuna gore
kisa bulundu (p=0,013). G2 grubundaki (1,47+0,31 um) S1 uzunlugu K2 grubuna
(1,9940,09 um) gore kisa bulundu (p=0,003).

G1'deki (1,54+0,18 um) S2 uzunlugu, K1'dekine (2,25+0,46) um gore daha
kisaydi (p=0,001). G2’deki (1,28+0,40 um) S2 uzunlugu K2'dekine (1,75+0,32 um)
gore daha kisa bulundu (p=0,003).

K1 ve K2 gruplarinin S1 uzunluklar arasinda fark yoktu (p=0,10). K1'deki S2
uzunlugu K2'dekine gore daha kisaydi (p=0,05).

G1 ve G2 gruplarinin S1 uzunluklarn arasinda fark yoktu (p=0,33). G1 ve G2
gruplarinin S2 uzunluklari arasinda da istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktu

(p=0,18).
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Sekil 4.12. A bandi genisligi 6lglimlerinin sonuglari.

*p<0,05, Kontrol 1’den fark.
#p<0,05, Kontrol 2'den fark.

Tedavi gruplarinin A bandi genislikleri karsilagtirildi (Sekil 4.12.). G1'deki
(1,81+0,18 um) A bandi genisligi K1’den (2,1940,14 um) dar bulundu (p=0,002). G2
(1,5240,15 um) grubunun A bandi genigligi K2’den (1,90+0,72 um) daha dar bulundu
(p<0,001). K1 (2,1940,14 um) grubundaki A bandi genisligi K2 (1,90£0,72 pum)
grubundan daha genis bulundu (p=0,011).

S1 uzunlugu ve Z1 cizgisi kalinhgl arasinda orta dlizeyde, pozitif korelasyon
bulundu (r=594, p=0,007).

S2 uzunlugu ve Z2 cizgisi kalinhgl arasinda orta dlizeyde, pozitif korelasyon
bulundu (r=494, p=0,032).

S1 uzunlugu ile Z1 gizgisi kalinligi arasindaki iliski anlamhdir (B=0,018;
p=0,041). Regresyon analizi sonucuna gore S1 uzunlugunun 1 um artigi Z1 gizgisinin

0,018 um kalinlagsmasina neden olmaktadir (Z1=0,82 + 0,18 x I1).
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S2 uzunlugu ile Z2 gizgisi kalinhg arasindaki iliski olarak anlamlidir (B=0,026;
p=0,006). Regresyon analizi sonucuna gore S2 uzunlugunun 1 um artigi Z2 gizgisinin

0,026 um kalinlasmasina neden olmaktadir (Z,=0,50 + 0,026 x |5).

4.3. Sarkomerogenezis

Elektron mikroskobu gorintilerinde Grup 1'de, transvers olarak devamliligi
olmayan Z gizgileri yaygin olarak gozlendi (Sekil 4.13., 4.15., 4.18.). Ayni sarkomerde
devamliligi olmayan Z gizgisinin sonunda iki M g¢izgisi goruldu (Sekil 4.17., 4.20.). Bu
boélgelerde sarkomer uzunluklari ve A bandi genisliklerinin arttigi géralda (Sekil 4.16.,

4.19.).

o

1
|
A% |

£

Sekil 4.13. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik gorintisi (x2156). Vernierler
oklarla gosterildi. Buytttlmus hali Sekil 4.14."de gosterildi.
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Sekil 4.14. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik goriintlsi (x6000). Vernierler
oklarla gosterildi.
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Sekil 4.15. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik gorintisi (x2156). Oklar
devamhligi olmayan Z gizgilerini gosterir. Blyttilmus hali Sekil 4.16.'da
gosterildi.
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Sekil 4.16. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik gorintisi (x6000). Oklar
devamliligi olmayan Z gizgilerini gosterir. Daire ile isaretlenmis alanin
buyutilmas hali Sekil 4.17.’de gosterildi.
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Sekil 4.17. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik gorintisi (x16700). Oklar, Y
seklinde bir M gizgisini gosterir. Ayni sarkomer iginde iki M gizgisi vardir.
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Sekil 4.18. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik goriintisi (x2156). Daire ile
isaretlenmis alanda devamliligi olmayan bir Z gizgisi gbzlendi. Yeni bir
transvers sarkomer serisi, iki seri sarkomer arasina transvers olarak
gelisiyor olabilir. Daire ile isaretlenmis alanin blyutilmus hali Sekil
4.19.'da gosterildi.
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Sekil 4.19. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik goriintiist (x6000). Oklar,
devamliligi olmayan Z gizgilerini gosterir. Cift bash oklar, devamlilig
olmayan Z gizgisinin baslangic ve bitis bolgelerindeki A bantlarinin ve
sarkomerlerin genislemesini gosterir. Devamliligl olmayan Z gizgisinin sol

tarafinin blyutilmas hali Sekil 4.20."de, sag tarafi Sekil 4.21.de
gosterildi.



Sekil 4.20.
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Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik goriintlist (x16700). Sekil
4.19.”da gosterilen devamliligi olmayan Z gizgisinin sol tarafinin
buylUtilmas hali gosterildi. Oklar, ayni sarkomer iginde iki M gizgisini
gosterir. Daire ile isaretlenen alanda Z cizgisi olmayan | bandi gérildi.
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Sekil 4.21. Grup 1 EDL kasinin elektron mikroskobik gorintisi (x16700). Sekil
4.19.”da gosterilen devamliligi olmayan Z gizgisinin sag tarafinin
blyutilmis hali gosterildi. Dikdortgen ile isaretlenmis alanda yeni
olusan bir sarkomer olabilir. Cizgilenme gorildi. Tam bir A bandi

olusumu gorilmedi, ancak yildizla isaretlenmis koyu renkli alanlar yeni
olusmus miyozin birikintileri olabilir.
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Sekil 4.22. Grup 2 EDL kasinin elektron mikroskobik goriintiisti (x2156). Devamlilig
olmayan Z gizgileri gbzlenmedi.
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Sekil 4.23. Grup 2 EDL kasinin elektron mikroskobik goriintiist (x7750). Devamlilig
olmayan Z gizgileri gbzlenmedi.
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Sekil 4.24. Kontrol 1 EDL kasinin elektron mikroskobik gorintisi (x7750).
Devamliligi olmayan Z gizgileri gozlenmedi.

4
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Sekil 4.25. Kontrol 2 EDL kasinin elektron mikroskobik gorlintisi (x7750).
Devamliligi olmayan Z gizgileri gozlenmedi.

4.4. Kas Hasari

Grup 1'de yaygin vakuolarizasyon, Z cizgilerinde kalinlasma, mitokondri
boyutlarinda belirgin artis, bolgesel hiperkontrakte alanlar gozlendi (Sekil 4.26.,
4.27.). Bu bulgular Grup 2 (Sekil 4.28.), Kontrol 1 ve Kontrol 2 gruplarinda gézlenmedi
(Sekil 4.29.).
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Grup 1 iskelet kasi transmisyon elektron mikroskobu gorintiisi (x2156).
Daire ile gosterilen alanda hiperkontrakte sarkomerler goriilmektedir.

Sekil 4.26.



55

Sekil 4.27. Grup 1 iskelet kasi transmisyon elektron mikroskobu gortintlist (x7500).
*Genislemis sarkoplazmik retikulum sisternalari. M: Mitokondri
baylkliklerinde 6nemli artis.
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Sekil 4.28. Grup 2 iskelet kasi transmisyon elektron mikroskobu goriintlisi (x7750).
M: Normal blyuklikte mitokondri gériinimd.
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Sekil 4.29. Kontrol 1 iskelet kasi transmisyon elektron mikroskobu gorintisi
(x7750). M: Normal biyukliikte mitokondri gorinimd.
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5. TARTISMA

Calismamizin amaci, iskelet kasinin uzun kas uzunlugunda (G1) ve orta kas
uzunlugunda (G2) uygulanan NMES’in kas mimarisi ve sarkomer yapisina olan etkisini
arastirmakti. Calismamizin sonucunda G1 ve G2’'de lif uzunlugu ve sarkomer sayisinda
artis, pennasyon acisinda ise azalma meydana geldigini gordik. G1’'de kas boyunun
arttigini, G2’'de ise kasin enine kesit alani ve sarkomer uzunlugunun azaldigini gérduk.
G1l'de Z band kalinlklari, yari sarkomer uzunluklari ve A bandi genisliginde azalma
meydana gelirken, G2'de sadece yari sarkomer uzunluklari ve A bandi degerleri
disaktl. Ayrica, G1'de kas hasari gostergesi olan; yaygin vakuolarizasyon (t tabala
hasari gostergesi), Z cizgilerinde kalinlasma, mitokondri buyukliklerinde belirgin
artis, bolgesel hiperkontrakte alanlar (kontrolsiiz Ca** saliniminin géstergesi) gorduk.
Bu bulgular G2, K1 ve K2’de yoktu.

G1'de kas uzunlugunu K1’e gore daha uzun bulduk. Ancak G2 ve K2'de kas
uzunluklari arasinda bir fark yoktu. G1'de kas sirekli pasif gerilime maruz
kalmaktadir. iskelet kasi, kas plastisitesi olarak adlandirilan, uygulanan mekanik
kuvvetlere karsi olan adaptasyon yetenegi ile bilinmektedir. Mekanotransdiktor olan
hiicre iskeleti-ekstrasellliler matriks baglantisi, hem hiicre igi, miyozin kaynakli
kontraktil kuvvetlerden tiretilen kuvvetleri, hem de hicre disi kuvvetleri iletir. Bu
kuvvetler, uygulanan kuvvete gore sarkomer organizasyonunu modile etmek icin cok
cesitli sinyal yollarini ve genetik programlari aktive eder (33, 40, 107, 108). Bu farklilik,
pasif germeyle birlikte NMES uygulanan kasin mekanotransdiksiyon kurallari
temelinde germeye olan adaptasyonunun bir sonucu olabilir (10).

Grup 1'de, statik germe, germe ile birlikte uygulanan kontraksiyon ve
eksentrik egitim sonucu gorilen longitidunal kas gelisimi mekanizmalarini tetiklemis
olabilir. Statik germenin ve eksentrik egitimin, sarkomer sayisi, lif ve kas uzunlugunu
arttirdigi bilinmektedir (10, 109-111). Baroni ve ark. (112), 20 saghkli erkek tzerinde
yaptiklari calismada 4 hafta eksentrik egzersizi sonucunda quadriceps kasinin fasikdl
uzunlugunun %17-19 arttigini géstermislerdir. Geremia ve ark. (53), 20 saglikli erkege
12 hafta eksentrik egzersiz yaptirmig ve triceps suraenin fasikil uzunlugunun %13-21

arttigini gostermislerdir. Statik germe ile birlikte kasa uygulanan NMES’in sonuglari,
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bazi yonlerden eksentrik egzersize verilen cevaplar ile benzerlik gdstermektedir. Her
ikisinde de kas gerilim altinda kalirken ayni zamanda bir kontraksiyon
gerceklestirmektedir. Van Dyke, pasif germe ve NMES ile elde edilen
kontraksiyonunun beraber uygulanmasiyla, mekanik cevap Ureten kinazin
fosforilasyonunun, kasin hipertrofi ve longitidunal gelisimine neden oldugunu
gostermistir (110). Calhismamizda Grup 1’'deki kas uzunlugu artisi, longitudinal
gelisime neden olan benzer mekanizmalarla gergeklesmis olabilir.

Her iki tedavi grubunda da longitidunal kas gelisim modelini destekleyen
bulgularimiz olurken kas kiitlesi artisi olmamistir. Shardong ve ark. (16), kronik bobrek
hastalari Gizerinde yaptiklari calismada 8 hafta, haftada 3 gtin, 20 dk NMES (80 Hz, 400
us atim genisligi, 10 sn kontraksiyon suresi) uygulamis ancak kas kalinhiginda artis
olmadigini bulmuslardir. Poulsen ve ark. (113), septik sok gegiren yogun bakim
hastalar lzerinde yaptiklari calismada 7 glin boyunca 60 dakika quadriceps kasina
elektrik stimilasyonu uygulamis (35 Hz, 300 psn atim genisligi, 4 sn interval araligi)
ve kas voliminde degisiklik olmadigini géstermislerdir. Bu, NMES’in kas kalinhgi ve
kitlesini artirmadigini gésteren arastirma sonuglarini desteklemektedir (16, 114).
Bircok calismada kastaki anabolik faaliyetlerde artis (115-117) ve lif/fasikil uzunlugu
artisi (14, 118, 119) gosterilmektedir. NMES uygulamasi ile ortaya ¢ikan anabolik
faaliyetlerdeki artis, sarkomer sayisindaki artisi destekliyor olabilir. Sarkomer
sayisindaki artis da lif uzunlugundaki artisi destekliyor olabilir. Sonug olarak, NMES
kastaki enine bir genislemeden (hipertrofi) daha fazla olarak longitudinal bir gelisim
sagliyor olabilir.

Calismamizda her iki tedavi grubunda da pennasyon agisi azalirken, G2’de
enine kesit alani azalmigtir. Bu, muhtemelen kas kutlesi artisi olmadan lif
uzunlugunun artmasindan kaynaklanmaktadir. Pennasyon agisindaki azalma miktari
cos Q degerini %0,5 artirirken, lif uzunlugu grup1’de %21, grup 2’de ise %17 artmistir.
Bu nedenle enine kesit alaninin azalmasi dogal bir sonug olarak gériinmektedir.

Ancak bu sonuglari, tim NMES uygulamalarina genellemek dogru olmayabilir.

iki farkli kas uzunlugu ve sectigimiz NMES parametreleriyle bu sonucun, EDL gibi hizl
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kasilan kaslarda uygulanabilir oldugunu distinliyoruz. Ancak ayni parametre sec¢imi
ve arastirma tasariminin, solues gibi yavas kasilan kaslarda etkisi farkli olabilir.

Lif uzunlugu artisi, hiz ve eksirsiyonla ile iliskilendirilmektedir. Artan lif
uzunlugunun etkisi, uzunluk-gerilim egrisinin mutlak araligini ve kuvvet-hiz egrisinin
mutlak hizini arttirmaktadir, ancak ayni tepe kuvveti ve igsel sekli muhafaza eder
(120). Bu durumda iskelet kasina uygulanan NMES, uzunluk-gerilim iligskisinin mutlak
kas aktif araligini ve kasin mutlak maksimum kontraksiyon hizini (Vmax) artiriyor
olabilir.  Ancak c¢alismamizda  kuvvet-uzunluk ve  kuvvet-hiz iliskilerini
degerlendirmedik. Bu konu, uzun kas uzunluklarinda uygulanan NMES ile ilgili

gelecekteki calismalarda incelenmelidir.
5.1. Kas Hasari

Calismamizda, G1’'de 8 haftalik bir uygulamadan sonra Z cizgisi, sarkoplazmik
reticulum, t tOblli hasar gordik. G2‘de bu bulgulara rastlamadik. Bu, uzun kas
uzunluklarinda elektrik stimilasyonu ile olusturulan kas kontraksiyonunun, daha
biyuk bir kas hasari olusturdugunu gosteren calismalari desteklemektedir (18, 19).

Mackey et al. (121), tek seanslik bir NMES uygulamasini takiben erken yanitlar
olarak inflamasyon ve kas hasari bulgularn gostermis, ge¢ yanitlar olarak da
ekstraselliler matriks proteinleri (ECM), uydu hicre sayisi ve miyofibril
rejenerasyonun arttigini géstermislerdir. Bu sonuglar géz oniine alindiginda NMES
uygulamasinin bir dejenerayon-rejenerasyon siirecine yol actig gériilmektedir. ikinci
bir seanstan sonra hem inflamasyon ve kas hasari bulgularinda hem de anabolik
faaliyetlerde daha az bir artis gérilmustiir. Bu durum, kas hasarinin daha sonraki olasi
bir hasara karsi koruyucu bazi mekanizmalar gelistirdigine yorumlanmistir (122). Bu
durumda kasin orta uzunlugunda (G2) uzun sireli bir uygulamadan sonra iskelet
kasinin kas hasarina karsi koruyucu bir adaptasyon gostermis olabilir.

Literatlirde NMES ile iliskili kas hasar ve adaptasyonu ¢alismalari bir veya iki
seanslik uygulamalarin takibinden ibarettir (18, 121, 123-125). Ancak klinikte NMES,

gerekli adaptasyona ulasmak icin uzun siire uygulanan bir rehabilitasyon
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uygulamasidir. Bu calisma NMES’in farkli uzunluklarda uzun sireli uygulanmasinin kas

hasari lzerine etkisini ortaya koyan ilk galismadir ve sonuglari dnemlidir.
5.2. Sarkomerogenezis

Williams, 4 giin boyunca surekli olarak uzun kas uzunlugunda uygulanan alcak
frekansli (5 Hz) NMES’in, kisa kas uzunlugunda uygulanan NMES’e goére seri sarkomer
sayisini arttirdigini gostermis (126). Kasin, uzun kas uzunlugunda artmis aktivitesi
longitidunal kas gelisimi ile sonuglanmaktadir (127). Germe ile birlikte kontraksiyon
uygulandiginda, sarkomerik organizasyonda sadece germeye gore daha iyi sonuglar
elde edilmektedir. Tenotomize edilmis soleus kasinda germe ile birlikte uygulanan
aktif kontraksiyon, seri sarkomer sayisinda artis ile sonuglanmistir (128). Seri
sarkomerogenezis, tim sarkomerlerin kuvvet Uretimi icin en uygun uzunlukta
olmasini garanti etmek igin gereklidir. Bu nedenle, kas gerildiginde, tim sarkomerler
kuvvet-uzunluk egrisinin inen kolunda olacak ve bu nedenle 6nemli bir kuvvet
Uretemeyecektir. Bu nedenle, seri sarkomerlerdeki artis, tim sarkomerlerin belirli bir
kas hareketinde kuvvet Gretmek igin en iyi veya optimal uzunluklarinda olmalarina
izin verir. insan myokardinda da statik germe ve NMES’in kombine uygulamasinin
yeni Z cizgileri ve ‘gap junctions’ gelisimini ve sarkomer uzunlugunu arttirdig
gosterilmistir (129). Calisma bulgularimiz, gerilim altinda uygulanan NMES’in
sarkomer sayisina olan etkilerini desteklemektedir.

Caiozzo et al. (33), kronik statik germe altinda iskelet kasinda sicanlarda 2,7
pum’nin altinda sarkomer sayisi artisinin olmadigini, 2,7 um’nin bir esik degeri
oldugunu, bu degerin Uzerine ¢iktikga sarkomerogenezisin gergeklestigini
gostermislerdir. Bu nedenle sarkomerogenezis icin uzunluk-sensor hipotezini 6ne
surmislerdir (33). Calismamizda her iki grupta sarkomer uzunlugu 2,7 um ve
Uzerindeydi. Bu durumda NMES uyguladigimiz iki eklem acisinda sarkomer
uzunlugunun bu esik degerinin (izerinde olmasi, iki tedavi grubunda da
sarkomerogenezisin goriilmesini agiklayabilir.

Saghkli bir kas lifinin igerisinde transvers, diiz ve birbirine paralel dizenli

dizilimli Z cizgileri ve sarkomer serileri gorulir (Bkz. Sekil 4.28., 4.29.). Ancak
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¢alismamizda G1’de yaygin olarak devamliligi olmayan sarkomer serileri gordik.
Friedrich ve ark. (130), Distrofik mdx iskelet kasi mikromimarisini inceledikleri
¢alismalarinda ikinci harmonik gorintileme mikroskobu goérintilerinde Y seklinde
sarkomer duzensizlikleri saptamiglardir. Bu yapilarin  hepsinin  ‘vernierler’
olabileceklerini ileri stirmuslerdir. Vernierler, bitisik miyofibriller arasindaki gizgi
deseni frekansindaki yerel farkhliklar olarak tanimlanir (131). Saghkli iskelet
kaslarinda da kas periferinde goriilebilen bu yapilara bu calismada da rastladik (Bkz.
Sekil 4.13., 4.14.). Bunun, kas rejenerasyonunun bir sonucu oldugu distnilmektedir.
Ancak vernier goriiniimlerinde Z gizgileri kesintiye ugramisti ve birden fazla sarkomer
serisinde var olan bu kesinti bir merdivenlenme gorinimi olusturmaktaydi. Z
gizgisinin sonunda yer alan sarkomer igerisinde tek bir M gizgisi gordik (Bkz. Sekil
4.14.). Sekil 4.15.”de de Y seklinde sarkomer serileri gériilmekteydi. Fakat farkli olarak
tek bir devamliligi olmayan Z gizgisi vardi. Bu devamliligi olmayan Z gizgisinin sonunda
yer alan 3 sarkomerin her birinde 2’ser adet M ¢izgisi vardi (Bkz. Sekil 4.16., 4.17.). M
cizgisi ise Y seklinde gorilmekteydi. Sekil 4.18.”de miyofibrilin orta kisminda bir
devamliligi olmayan Z gizgisi vardi. Z gizgilerinin dalgali gérinimde olmasi T
tubullerinin yirtilmasi sonucu olarak miyofibril igerisindeki hiperkontrakte alanlarin
varligindan kaynaklanmasi kuvvetle muhtemeldir. Bu hiperkontrakte alanlar
muhtemelen sarkoplazmik retikulumun olasi yirtilmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Boylece sarkoplazmadaki kalsiyum miktari artar ve bazi sarkomerlerin kasilmasina
ve/veya mikro hasar nedeniyle sarkomerlerin organize olamadigi yerlerde bile
miyosin ve aktin arasindaki etkilesime neden olur. Sekil 4.15. ve Sekil 4.18.'de
sundugumuz devamsiz serilerin yeni olusan sarkomer serileri olabilecegi
dislincesindeyiz. G1'de gordugiimiz bu Y seklindeki sarkomer serileri, uzun kas
uzunlugunda uyguladigimiz yiiksek frekansli NMES ile olusturdugumuz kas hasarini
takiben olusan rejenerasyon siirecinin bir sonucu olabilir.

Galismamiz, NMES uygulamasi sonucunda sarkomer sayisi artigini agik¢a
ortaya koymustur. Sarkomer sayisi artisinin ne sekilde gerceklestigi tam olarak
bilinmemekle beraber, myosin heavy chain (MHC) mRNA birikiminin myotendindz

bileskeye yakin bélgelerde daha fazla olmasi nedeniyle serilerin sonuna eklenme
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seklinde oldugu disundlebilir (33, 132). Ancak bu calismada sarkomerogenezisle
iliskili olabilecegini dustindigimiiz devamliligi olmayan sarkomer serilerini kas lifinin
ara bolgelerinde tespit ettik. MHC mRNA birikiminin kasin orta bolgelerinde de
gorialdugli géz onlinde bulundurulursa (132), bu calismanin sarkomerogenezis
mekananizmasina yeni bir 1sik tuttugunu diglinliyoruz. Bu durumda sarkomegenesis
dislinuldugi gibi sadece longitudinal sarkomer serisinin sonuna eklenme seklinde
degil, kas lifinin her seviyesinde transvers iki sarkomer serisinin arasina yine transvers
olarak ilerleyen bir eklenme seklinde de olusabilecegini ileri siirliyoruz. Bu veriler,
devamliligi olmayan sarkomer serilerinin ¢ok daha detayli incelenmesi gerektigini

gostermektedir.

5.3. Sarkomer Morfolojisi

G1'deki Z gizgisi kalinliginin K1'den daha az oldugu, ancak G2 ve K2 arasinda
fark olmadigini bulduk. Uzun kas uzunlugunda elektrik stimilasyonu, Z gizgilerinin
daralmasiyla sonuclandi. Z cizgisi yapisi kasin enine kesitlerinde elektron mikroskobu
ile incelendi. Cizgili, tetanize ve gevsemis kaslarda Z gizgisi yapisinin gerilim ve
sarkomer uzunlugu ile iliskili olup dinamik bir yapisi oldugu gosterilmistir (133).
NMES'in her iki tedavi grubunda da kas hasari olusturdugunu varsayarsak, G1'deki Z
gizgisinin daha ince olmasi, G1'deki Z gizgisini olusturan proteinlerin G2'ye kiyasla
daha fazla gerilmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Her iki NMES mudahale grubunda da yari sarkomer uzunluklari kontrol
gruplarina kiyasla daha kisaydi. Bu sonug yeni sarkomerlerin eklenmesinin bir sonucu
olabilir. Her iki NMES midahale grubunda da sarkomer sayisinin artmis olmasi, bu
fikri desteklemektedir. Bu, daha kisa yari sarkomer uzunlugu ve daha fazla sayida seri
sarkomer eklenmesiyle, ayni kas uzunlugunda olan kas liflerinin ve onun
miyofibrillerinin hasar gérmesini 6nlemek icin gelistirilen koruyucu bir adaptasyon
mekanizmasi olabilir.

G1 ve K1'de uzun ve kisa yari sarkomer uzunluklarinin farkli oldugu bulundu.
Bu sonucun NMES'in etkisinden degil, G1 ve K1 gruplarinda uzun kas uzunlugundaki

pozisyonlamadan kaynaklandigini diigstinlyoruz.
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A bandi genigligi turler arasinda farklihk gosterirken tir iginde standart
uzunlukta (sicanlarda 1,60 um) kabul edilir (30, 31). Ancak ¢alismamizda A bandi
uzunlugunun da degisken oldugu gorildi ancak, sarkomer uzunlugu ile iliskili degildi
(r=0,233; p=0,233). Bu durumda A bandinin daha rijid ve kararli bir yapisi oldugunu
soyleyebiliriz. Her iki tedavi grubunun da kontrol gruplarina gére daha dar A
bantlarina sahip oldugunu goérdik. Bu genislik farkhhg sarkomerogenezis
mekanizmasiyla iliskili olabilir. Yeni olugsan sarkomerler daha dar A bantlarina sahip
olabilir. Bu ¢alisma farkh uzunluklarda sabitlenen kaslarda sarkomerik hesaplamalar
yapilirken Z gizgisi ve A bandi genisliginin degiskenliginin de gbéz onlnde
bulundurulmasi gerektigini ortaya koymustur.

NMES ile yapilan tedavilerde hastalar yatma veya oturma pozisyonundadir. Bu
pozisyonlarda kaslar farkli kas uzunluklarindadir. Az kullanim, hem kas mimarisinde
(fasikll uzunlugunda, fasikll pennasyon acisinda ve kas kalinliginda azalma ile atrofi)
hem de sarkomer sayisinda degisikliklerle hizli bir kas kitlesi ve fonksiyon kaybina
neden oldugundan, klinik uygulamada NMES'in, kaslar uzun pozisyonda uygulanilarak
kismen kaybedilenlerin geri kazanilmasini saglanmalidir. Bu yaklasim, hastalarda
islevsellikte hizli bir iyilesme saglayabilir. Bu g¢alisma, uzun kas uzunlugunda
uygulanan NMES'in faydali etkilerini gdstermistir.

Bu calismanin sonuglari, iskelet kasina her iki uzunlukta uygulanan NMES'in lif
uzunlugunu ve sarkomer sayisini artirdigini ve pennasyon agisini azalttigini
gostermistir. Uzun kas uzunlugunda uygulanan néromiuskdiler elektrik stimilasyonu,
iskelet kasinin longitudinal gelisimini daha fazla arttirabilir. Bu nedenle, uzun kas
uzunlugunda NMES uygulamak iskelet kasinin boyunu uzatmak icin umut verici bir
strateji olabilir. Tendon transfer cerrahisi rehabilitasyonunda kas transformasyonu
amaciyla kullanilabilir. Ancak yavas kasilan kaslarda farkli sonuglar goralebilir. Yavas
kasilan kaslarda algak frekansli NMES tercih edilebilir. Yavas kasilan kaslarda da farkli
uzunluklarda NMES uygulamanin etkileri arastiriimalidir.

Romatizmal hastaliklar ve neden oldugu kalp kapak hastaligi (134),

inflamasyon sireglerinin rol aldigi kalp damar hastaligi (135), kanser (136) gibi
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sistemik enflamasyonu olan yogun bakim hastalarinda ve geriatrik hastalarda orta
kas uzunlugunda NMES uygulanmasi daha glivenli bir secenek olabilir.

Antagonist kaslar hareketin kontroliinde harekete direng gosterirken siklikla
kas yaralanma riski ile karsi karsiya kalirlar (60, 137). Sporcularda eksentrik
kontraksiyon sirasinda kas yaralanma riski yuksektir (138, 139). Spor
rehabilitasyonunda kas uzunlugunu artirmak ve yaralanma riskinin 6nlemesi amaciyla
(140, 141), eriskin ortopedik hastalarda kas uzunlugunun artirilmasi gereken
durumlarda (9, 142, 143), pediatrik hastalarda kas kontraktirlerinde (144) uzun kas
uzunlugunda NMES uygulamak kas uzunlugunun artirilmasinda daha etkili bir yontem
olabilir.

Uzun kas uzunlugunda NMES uygulamasi, germeye (145) ve eksentrik
egzersize alternatif olarak kasin boyunu uzatma amaciyla kullanilabilir. Ancak kas
hasari etkisi de goz onlinde bulundurulmalidir. Uzun siireli kas hasarina maruz kalan

kas kronik bir inflamasyonun tetikleyebilecegi bir fibrozise de neden olabilir.

Limitasyonlar

CGalismamizin gesitli limitasyonlari bulunmaktadir. K2'deki hayvanlar kas
uzunlugunu etkilemis olabilecek yliksek viicut kiitlesi ve kas kiitlesi degerleri gbsterdi.
Buna ek olarak, %95 gliven arahigl bazi degiskenler igin yiksek bir aralik
gostermektedir, bu da dort gruptaki hayvanlar arasindaki olasi anatomik
farkhliklardan kaynaklaniyor olabilir, bu da bazi sonuglarda gézlemlenmeyen olasi
farkhliklari etkilemis olabilir. Ayrica, kas hasarinin degerlendiriimesinde ek olarak

calismanin sonuglarini destekleyecek biyokimyasal parametreler de incelenebilirdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Uzun kas uzunlugunda NMES uygulamanin; sican katlesi (Bkz. Sekil 4.1.), kas
kutlesi (Bkz. Sekil 4.2.), L¢/Lm orani (Bkz. Sekil 4.7.), sarkomer uzunlugu (Bkz.
Sekil 4.8.) lizerine etkisi olmadig gosterildi.

Orta kas uzunlugunda NMES uygulamanin; sican kiitlesi (Bkz. Sekil 4.1.), kas
kutlesi (Bkz. Sekil 4.2.), L¢/Lm orani (Bkz. Sekil 4.7.) Uzerine etkisi olmadig
gosterildi.

Uzun kas uzunlugunda NMES uygulamanin kas uzunlugunu arttirdigi bulundu
(Bkz. Sekil 4.3.).

Hem uzun hem de orta kas uzunlugunda NMES uygulamak kas lifi uzunlugunu
artirdigi bulundu (Bkz. Sekil 4.4.).

Hem uzun hem de orta kas uzunlugunda NMES uygulamanin pennasyon
acisini daralttigi bulundu (Bkz. Sekil 4.5.).

Hem uzun hem de orta kas uzunlugunda NMES uygulamanin sarkomer sayisini
artirdigi gosterildi (Bkz. Sekil 4.9.).

Orta kas uzunlugunda NMES uygulamak fizyolojik enine kesit alanini daraltti
(Bkz. Sekil 4.6.).

Orta kas uzunlugunda NMES uygulamak sarkomer uzunlugunu azaltti (Bkz.
Sekil 4.8.).

Yari sarkomer uzunlugu arttik¢a Z gizgisi kalinhginin da arttigi bulundu.

Uzun vyari sarkomer uzunlugunun 1 pm artisi Z1 ¢izgisinin 0,018 um
kalinlagsmasina neden oldugu bulundu.

Kisa yari sarkomer uzunlugunun 1 pm artisi Z2 gizgisinin 0,026 pm
kalinlasmasina neden oldugu gorilda.

Uzun olan yari sarkomerin Z c¢izgisi kalinliginin, kisa olana gore daha kalin
oldugu goruldu (Bkz. Sekil 4.10.).

Uzun kas uzunlugunda NMES uygulanan tedavi grubunda, kontrol grubuna
gore hem uzun hem de kisa yari sarkomerlerin Z gizgisi kalinliklarinin daha dar

oldugu gorulda (Bkz. Sekil 4.11.).
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Uzun kas uzunlugunda NMES uygulanan tedavi grubunda, uzun yari sarkomer
uzunluklarinin kisaldigi gorildi (Bkz. Sekil 4.11.).

Hem uzun hem de orta kas uzunlugunda NMES uygulamanin, kisa yari
sarkomer uzunluklarini kisalttigi goraldu (Bkz. Sekil 4.11.).

Hem uzun hem de orta kas uzunlugunda NMES uygulamanin A bandini
daralttigi géruldu (Bkz. Sekil 4.12.).

Uzun kas uzunlugunda NMES uygulamanin sonucunda kas hasar ile
iliskilendirilen; yaygin vakuolarizasyon (sarkotubuler sistem hasari bulgusuyla
iliskili), z cizgisi kalinlagmasi, mitokondri buyukliklerinde belirgin artis,
boélgesel hiperkontrakte alanlar (kontrolsiiz Ca2+ akisinin gostergesi) gozlendi

(Bkz. Sekil 4.17.).
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