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OZET

AKUT VE KRONIK YUZME EGZERSIZINE FARE GASTROCNEMIUS-
SOLEUS KAS KOMPLEKSI SATELLIT VE NON-SATELLIT KOK HUCRE
CEVAPLARININ iNCELENMESI

Yasin OZDEMIR
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Melek BOR-KUCUKATAY
Ocak 2024, 78 Sayfa

Kas hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde egzersiz protokolleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla beraber, farkli egzersiz protokollerine cevap olarak meydana
gelen kas hasar ve rejenerasyon mekanizmalari, bu siire¢lerde kastaki satellit ve non-
satellit hiicrelerin rolleri ile bu kok hiicrelerin zamana bagli birbirleriyle olasi
etkilesimleri heniiz net olarak ortaya konmamistir. Bu doktora tezinde farelere uygulanan
akut ve uzun stireli ylizme egzersizini takiben erken (3 saat) ve gec (48 saat) donemde
kas hasar ve rejenerasyonunda satellit ve non-satellit hiicre cevaplarinin incelenmesi
amaglanmistir. 8-12 haftalik eriskin Balb/C erkek fareler oncelikle kontrol ve yilizme
egzersizi olarak gruplanmistir. Egzersiz gruplari kendi iclerinde akut ve kronik egzersiz
olarak 2’ye boliindiikten sonra her biri egzersizi takiben deneyin sonlandirilmasina kadar
gececek zaman agisindan (3 saat, 48 saat) tekrar 2’ye ayrilmistir (n=10). Akut ylizme
egzersizi 30 dk ve tek seans olarak; uzun siireli egzersizler ise 6 hafta / haftada 5 giin 30
dk olacak sekilde uygulanmistir. Deneyin sonunda Ketamin-HCI/Xylazine-HCI
(75mg/kg-10 mg/kg) anestezisi altinda farelerin aortalarindan kan Ornekleri ve
gastrocnemius-soleus kas kompleksleri alinmistir. Serum kreatin kinaz (CK) aktivitesi
ticari kit kullanilarak ol¢iilmiis, kas hasar1 histolojik olarak hasar skorlamasi ve 16kosit
infiltrasyonu ile tespit edilmistir. Kas rejenerasyonu, histolojik inceleme ile ve
immiinohistokimyasal olarak nukleus ve sarkoplazmada Pax7, Scal ve CD45
antikorlarinin boyanmalar1 i¢cin H Skoru elde edilerek degerlendirilmistir. Degiskenler
ortalama + standart sapma (SS) olarak verilmistir. Istatistiksel analiz icin Tek Yonlii
Varyans Analizi (ANOVA, post hoc: Tukey testi) kullanilmistir. p<0,05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Akut ylizme egzersizinden sonra 3. saatte
gastrocnemius-soleus kompleksinde kas hasar1 tespit edilmistir. Serum CK aktivitesi de
akut 3 saat grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli diizeyde ytiksek,
akut 48 saat grubunda diisiik bulunmustur (p<0,05). Akut 48 saat ve kronik 3 saat
gruplarinda histolojik olarak merkezi yerlesimli ¢ekirdeklerle tespit edilen belirgin kas
rejenerasyonu izlenmistir. immiinohistokimyasal analizlerde akut 48 saat ve kronik 3 saat
gruplarinda satellit hiicre belirteci olan Pax7 ekspresyonunda artis gdzlenmistir. Akut ve
uzun siireli ylizme egzersizlerini takiben 3. ve 48. saatlerde alinan gastrocnemius-soleus
kas komplekslerinde gozlenen kas rejenerasyonuna non-satellit hiicrelerin aracilik
ettigine dair herhangi bir bulgu elde edilmemistir. Verilerimiz uzun siireli egzersizlerin
kas saglig1 iizerine olumlu etkilerini teyit edici ve mekanizmalarini agiklayici niteliktedir.
Tez c¢iktilarmin kas hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisine yonelik yeni yaklagimlar
ortaya konmasina katki saglayabilecegi 6n goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yiizme, egzersiz, kas hasari, rejenerasyon, satellit ve non-satellit
hiicreler
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MOUSE GASTROCNEMIUS-SOLEUS MUSCLE
COMPLEX SATELLITE AND NON-SATELLITE STEM CELL RESPONSES
TO ACUTE AND CHRONIC SWIMMING EXERCISE

OZDEMIR, Yasin
PhD Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Melek BOR-KUCUKATAY (MD, PhD)
January 2024, 78 Pages

Exercise protocols are widely used in the prevention and treatment of muscle diseases.
However, the mechanisms of muscle damage and regeneration in response to different
exercise protocols, the roles of muscle satellite and non-satellite cells in these processes,
and the possible interactions of these stem cells with each other over time have not yet
been clearly revealed. In this PhD thesis, it was aimed to examine satellite and non-
satellite cell responses in muscle damage and regeneration processes in the early (3 hours)
and late (48 hours) periods following acute and long-term swimming exercise in mice. 8-
12 week old adult Balb/C male mice were first grouped as control and swimming exercise.
After the exercise groups were divided into two as acute and chronic exercise, each was
divided into two again (n = 10) in terms of the time passed from exercise to termination
of the experiment (3 hours, 48 hours). Acute swimming exercise was applied for 30
minutes in a single session, while long-term exercise was implemented as 6 weeks / 30
minutes, 5 days a week. At the end of the experimental period, blood samples were taken
from the aortas and gastrocnemius-soleus muscle complexes were collected under
Ketamine-HCI/Xylazine-HCI (75mg/kg-10 mg/kg) anesthesia. Serum creatine Kinase
(CK) activity was measured using a commercial kit, and muscle damage was determined
histologically by damage scoring and leukocyte infiltration. Muscle regeneration was
evaluated by histological examination and immunohistochemically by obtaining an H
Score for staining of Pax7, Scal and CD45 antibodies in the nucleus and sarcoplasm.
Variables were given as mean + standard deviation (SD). One-Way Analysis of Variance
(ANOVA, post hoc: Tukey test) was used for statistical analysis. p<0.05 values were
considered as statistically significant. Muscle damage was detected in the gastrocnemius-
soleus complex at the 3" hour following acute swimming exercise. Serum CK activity
was also found to be statistically significantly higher in the acute 3-hour group compared
to control and lower in the acute 48-hour group (p<0.05). Histologically significant
muscle regeneration identified by centrally located nuclei was observed in the acute 48-
hour and chronic 3-hour groups. Immunohistochemical analysis revealed an increase in
the expression of Pax7, a satellite cell marker, in the acute 48-hour and chronic 3-hour
groups. There was no evidence that the muscle regeneration observed in the
gastrocnemius-soleus muscle complexes at the 3" and 48" hours following acute and
long-term swimming exercises was mediated by non-satellite cells. Our data confirm the
positive effects of long-term exercises on muscle health and explain the mechanisms. It
is anticipated that the results of this thesis may contribute to the introduction of new
approaches to the prevention and treatment of muscle diseases.

Keywords: Swimming, exercise, muscle damage, regeneration, satellite and non-satellite
cells
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SIMGELER VE KISALTMALAR

a Alfa

A bantlar1 Anizotropik bant

ADP Adenozin difosfat

ATP Adenozin trifosfat

Ca?* Kalsiyum

CA3 Karbonik anhidraz 3

CK Kreatin kinaz

CK-BB CK beyin

CKM Kreatin kinaz, kas

CK-MB CK kalp kasi

CO2 Karbondioksit

CTX Kardiyotoksin

CXCR4 C-X-C kemokin reseptorii

DMD Duchenne muskuler distrofi

ECM Ekstraseliiler matriks

EDL Ekstansor dijitorum longus

EGF Epidermal biiylime faktorii

FAPs Fibro/Adipojenik progenitorler
FGF2 Fibroblast biiyiime faktorii

HGF Hepatosit biliyiime faktorii

I band1 [zotropik bant

IGF-1 Insiilin benzeri bityiime faktorii
IGF-2 Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2
IL-1P Interldkin 1 beta

IL-4 Interldkin 4

IL-6 Interldkin 6

IL-10 Interldkin 10

Mrf4 Miyojenik diizenleyici faktor 4
MSC Mezensimal kok hiicre

Myf5 Miyojenik faktor 5

MyoD Miyojenik farklilasma faktorii
NCAM1 Noral hiicre yapisma molekiili
NF-xB Niikleer faktor kappa B transkripsiyon faktorii
NG2 Noral glial antijen 2

NO Nitrik oksit

Pax Paired-box transkriptor faktorler
PDGF Trombosit-kaynakli bitylime faktorii
PDGFR Trombosit-kaynakli biiytime faktorii reseptorii
Pi Inorganik fosfat

PLA2 Fosfolipaz A2

PW1+ Interstisyel kok hiicreler

Scal Kok hiicre antijeni 1

SP Side population hiicreler

TNF-a Tiimor nekroze edici faktor-alfa
TGF- B Transforme edici biiylime faktorii
VCAM1 Vaskiiler hiicre yapisma molekiili

VEGF Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
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1. GIRIS

Insan hareketi biiyiik 6l¢iide istemlidir, kas kasilmasi i¢in gerekli olan uygun
sayrda motor néronun bilingli aktivasyonuyla hareket meydana gelir (Boppart ve ark.,
2013). Uzun siireli adaptasyonlar1 uyaran kas kasilmalari dayanikliligin artmasina yol
acar (Kraemer ve Castracane, 2015). Egzersiz sarkomer miyofibril igerigini, sarkomer
sayisini ve nihayetinde kasin kuvvet tiretme yetenegini artirir. Etkin yeniden sekillenme
(remodeling), egzersiz sonrasi faydali adaptasyonlarin baglatilmasi ve doku
biitiinliigliniin idamesi iskelet kas1 onariminin temelini olusturur (Boppart ve ark., 2013;
Boppart ve ark., 2015). Egzersiz protokollerine yanit olarak meydana gelen kas
adaptasyonlarina katki saglayan fizyolojik mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi, kas hasari
ve ¢esitli kas hastaliklarina yeni tedavi protokolleri gelistirilmesi konusunda faydali

bilgiler sunabilecektir.

Kok hiicreler kendi kendini yenileme ve farklilasma potansiyeline sahip olan
0zellesmemis hiicrelerdir. Geleneksel olarak embriyolojik gelisim agisindan incelenmis
olmalarina ragmen, ¢calismalar bir grup kok hiicrenin giincel yeniden sekillenmeyi, doku
dongiisiinii (turnover) saglamak amaciyla eriskin organizmada da varligini siirdiirdiiglinii
gostermistir (Boppart ve ark. 2015). Eriskin canlinin farkli dokularinda erigkin kok
hiicrelerin varliginin tespiti, bu hiicrelerin organ ve organizma sagligi acisindan
fonksiyonlarinin anlasilmasi ve genis bir grup dejeneratif bozukluga kars1 tedavi segenegi
olusturma potansiyellerine yonelik yeni ve heyecan verici sorularin ortaya ¢ikmasina
sebep olmustur (Boppart ve ark., 2015). Fiziksel aktivitenin doku yeniden
sekillenmesinin gii¢clii bir uyarani, sagligin korunmasinin 6nemli bir bileseni olmasindan
yola ¢ikilarak, eriskin kok hiicrelerin egzersizin bazi olumlu etkilerinin ortaya ¢ikmasinda
temel roller iistlenebilecekleri ileri siiriilmiis ve bu konuda ¢alismalara hiz verilmistir

(Boppart ve ark., 2013, Huntsman ve ark., 2013).



Hematopoietik ve mezensimal kok hiicreler erigkin kok hiicrelerin 6zellesmis
hiicre gruplar1 olusturulabilen, kemik iligi, kan ve iskelet kasini da iceren pek ¢cok dokuda
diisiik konsantrasyonlarda bulunan iki dnemli alt grubudur (Hass ve ark., 2011; Ratajczak,
2015). insanda eriskin kok hiicrelerin biiyiik boliimii, multipotent kok hiicrelere gore
sinirlt farklilasma kapasitesine sahip unipotent kok hiicre veya dokuda yerlesmis
(resident) projenitor hiicre olarak tanimlanmaktadir. Endotelyal hiicreler (damar), satellit
hiicreler (iskelet kast), noral kok hiicreler, intestinal kok hiicreler, germ hiicreleri, oval
hiicreler (karaciger), kardiyak projenitorler ve bronsioloalveoler hiicreler (akciger) belirli
hiicre dizisine yonlendirilmis (lineage committed) kok hiicrelere 6rnek olarak verilebilir

(Timmermans ve ark., 2009; Wansleeben ve ark., 2013)

Satellit hiicreler sarkolemma ve bazal lamina arasindaki niste bulunan, Pax7*
projenitor hiicrelerdir. Motor son plaklar ve kapillerlerin ¢evrelerinde daha fazla yer
aldiklar1 gosterilmistir (Mounier ve ark., 2011). Egzersizi de iceren kas hasarina cevap
olarak miyojenik diizenleyici faktorler Myf5 ve MyoD eksprese ederek aktive olurlar;
gecici olarak prolifere olurlar ve terminal farklilasma i¢in gerekli genleri (myogenin ve
MRF4) upregiile ederler (Brack ve Rando, 2012; Yin ve ark., 2013). Gelisen miyoblast,
kas ¢ekirdeginin rutin onarimi i¢in bir kas lifiyle fiizyona ugrayabildigi gibi, sporadik bir
hasar veya immobilizasyona bagli gelismis olan ¢ekirdek kaybinin yerine konmasina da
yol agabilir. Hem kimyasal hem de egzersiz/asir1 yiiklenme ile olusan kas hasarlarina
yanit olarak ortaya ¢ikan kas doku rejenerasyonunda satellit hiicrelerin temel rolii ortaya

konmustur (Bellamy ve ark., 2014).

Mezensimal kok hiicre (MSC) Uluslararas1 Hiicre Terapisi Dernegi tarafindan ig
seklinde, plastige yapisan, Sca-1*, CD105*, CD73*, CD90*, CD45, CD34", CD14veya
CD11b,, CD79, veya CD19, ve HLA-DR", multipotent hiicre olarak tanimlanmaktadir
(Dominici ve ark., 2006). MSC’ler 6zellesmis yeni hiicre gruplar1 olusturulabilirler ve
konakg¢ida immiin yanit olusturmazlar, bundan dolay1 tedavide kullanimlari artmistir
(Keating, 2006). MSC’lerin VEGF, FGF-2, HGF ve IGF-1, IL-6, HGF, EGF gibi
faktorleri sentezleyip salgilayabilme ozellikleri tespit edilmistir (Valero ve ark., 2012;
Huntsman ve ark., 2013). Bu durum, hasara ugrayan doku tarafindan salgilanan -heniiz
net olarak tanimlanamamis- bazi faktorlere cevaben MSC’lerce salinan lokal veya
sistemik faktorlerin satellit hiicre aktivasyonu ve dolayisiyla doku rejenerasyonunda etkin
rol oynuyor olabilecegi yoniindeki hipotezin kurulmasina neden olmustur (Boppart ve

ark., 2013). Kas hasar ve rejenerasyonunda non-satellit ve satellit hiicre aktivasyonu ve



birbiri ile bir takim parakrin/biliyiime faktorleri ile etkilesimlerini igeren hipotezler ortaya

atilmasina sebep olmustur.

Egzersiz ve kas rejenerasyonu ile ilgili caligmalar genellikle egzersizin kas hasar1
olusturma potansiyeli lizerinden yiirlitiilmiis; bu nedenle eksantrik egzersiz protokolleri
uygulanmistir (Farup ve ark., 2015; Imaoka ve ark., 2015). Oysa, kapsamli ¢alismalar,
iskelet kasinda MSC aktivasyonunun temel diizenleyicisinin kas hasar1 olmadigini
gostermistir (Valero ve ark., 2012) Yiizme egzersizi hayvanlar i¢in dogal bir davranis
modeli olup (Arshadi ve ark., 2015), minimal diizeyde mekanik stres, dolayisiyla minimal
kas hasar1 olusturmaktadir. Sayilan sebeplerle, ylizme egzersizi siklikla tercih edilen bir
egzersiz turtdiir (Ravi Kiran ve ark., 2004). Ek olarak, yiizme pek ¢ok kigiye rahatlikla
Onerilebilecek, hastalar tarafindan da eksantrik tipteki egzersizlere gore daha kolay tolere
edilebilen bir egzersizdir. Kas hasari ve rejenerasyon siiregleri zamana bagli olarak ortaya
ciktigindan dolay1 bu siiregleri agiga ¢ikarabilmek adina egzersizi takiben farkli 6rnek

toplama zamanlar1 6nem teskil etmektedir.

1.1. Amac¢

Yukaridaki bilgiler 1s181nda, bu doktora tezinde farelere uygulanacak akut ve uzun
stireli ylizme egzersizini takiben erken (3 saat) ve geg¢ (48 saat) donemde kas hasar ve
rejenerasyonunda satellit ve non-satellit hiicre cevaplarinin incelenmesi amaglanmistir.
Proje ¢iktilarinin kas hastaliklarinin 6nlenmesi ya da tedavisine yonelik yeni yaklasimlar

ortaya konmasina katki saglayabilecegi 6n goriilmektedir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. iskelet Kasi

Genel olarak protein sentezi ile yikimi arasindaki dengeye bagli olan kas kiitlesi
toplam viicut agirhiginim %40’ 1n1 olusturmaktadir (Frontera ve Ochala, 2015). iskelet kas1
istemli olarak koordineli hareketi saglamaktadir (Wolfe, 2006). Postiiral destek, giiglii
veya hassas hareketler ve nefes alma gibi gesitli islevlere izin veren farkli boyutlarda ve
kasilma &zelliklerinde 600'den fazla iskelet kas1 vardir. Iskelet kasinin en dikkat cekici
ozelliklerinden biri ¢ok yiiksek adaptif potansiyele sahip olmasidir (Dumont ve ark.,
2015).

Iskelet kasu, kas lifi denilen her biri ¢cok ¢ekirdekli yapida olan 10-100 pm ¢apinda
ve 80 cm’ye kadar uzayabilen hiicrelerden olusmaktadir (Frontera ve Ochala, 2015).
Fasyalarin farkli katmanlar1 kas yapisin1 ¢evrelemektedir. Tek bir kas lifi sarkolemma
denilen hiicre zariyla ¢evrilidir ve endomisyum tabakasiyla birbirinden tek tek ayrilmistir
(Thomas, 2013). Kas lifi demetlerini perimisyum cevrelerken, tek bir miyofibril
epimisyum tabakasiyla ¢evrilidir. Disaridan igeriye epimisyum-perimisyum ve

endomisyum tabakalar1 yer almaktadir (Langridge ve ark., 2021)(Sekil 2.1).

Kuvvet iiretimi ve hizli hareket sarkomerin kasilmasiyla ortaya c¢ikan cizgili
kaslarin ayirt edici ozellikleridir. Sarkomerler, iki temel protein setinden olusan
molekiiler bir makine parcasini temsil ederler. Bu ana proteinlerden biri kas lifi eksenine
paralel uzanan ince filamentler olup (a-aktin ve iliskili proteinler) digeri kalin filamentler
(miyozin ve iligkili proteinler)’dir (Huxley ve Kress, 1985). Sarkomerin her iki ucu da Z-
diski adi verilen koyu ve dar bir cizgiyle smirlanmistir. Her bir Z-diski, bitisik
sarkomerler arasinda paylasilan daha acik renkli I bandimi ikiye boler. Sarkomerin
merkezinde kalin filamentlerden olusan yogun bir A bandi ve daha agik renkli bir H

bolgesi bulunur. Dinlenim durumunda yani gevsek bir kas yapisinda aktin filamentleri



miyozin filamentlerinin ucunu 6rtmekte olup, A bandinin orta kismini acik birakirlar. Bu
saf miyozin bolgesi H bolgesidir. Kasilan bir kasta aktin filamentleri miyozin
filamentlerinin {izerinde kaymakta ve H bandini ortadan kaldirmakta ve yalnizca A bandi
kalmaktadir (Padron, 2004). Dinlenim halinde H bandi ve kasilma sirasinda ise A
bandinin tam ortasinda miyozin molekiillerinin kuyruklarinin birbirine baglandig1 koyu
cizgiye M ¢izgisi adi verilir. Z diski ince filamentleri bir arada tutarken, M bandi ise kalin

filamentleri birbirine baglar (Mukund ve Subramaniam, 2020)

dm/cm 1-5mm 10-100 pm 1-2 um 5-8 nm

Iskelet Kas1 Kas Fasikiilii Kas fibrili Miyofibril ~ Aktin/Miyozin

Nukleus Sarkomer

Endomisyum  Epimisyum _
Sekil 2.1. iskelet kasmnimn morfolojisi ~ (Langridge ve ark., 2021).

Miyozin proteinleri kalin filamentlerin temelini olustururlar. Miyozinin bag kism1
ATP'yi hidrolize eden bir enzimden olusurken, kuyruk kismi yapisal bolimdiir.
Miyozinin bas kismina globiiler bas ismi verilir ve her bir miyozin molekiiliinde iki adet
globiiler bag bulunur (Houdusse ve Sweeney, 2016). Globiiler bas ayn1 zamanda kasilma
sirasinda aktine baglanan bir yapiya sahiptir. Miyozinin globiiler bas1 hareketli olup, kas
kontraksiyonu siiresince aktin filamentlerini baglar. Baglanmayla birlikte miyozin, aktin
filamentlerini sarkomer merkezine dogru ¢eker ve sonucunda kas kisalir; kas giicii ortaya

cikar (Sweeney ve Hammers, 2018)

Aktin proteinleri ince filamentlerin ana unsurlaridir. Bu ince filamentler kalin
filamentlerde oldugu gibi kasilmay1 kolaylastiran bazi proteinlerle iliskili olup bunlar
troponin ve tropomiyozin’dir. Tropomiyozin aktin'i stabilize eden ve Ca?"'ya duyarl

troponin molekiiliiniin filament {izerinde konumlandirilmasini saglayan bir yap iskelet



proteinidir (Sweeney ve Houdusse, 2010). Troponin‘in 3 farkli yapisal tipi olup bunlar
Troponin C, Troponin I ve Troponin T’dir. Lif depolarizasyonu ile salinan Ca?",
sitozoldeki serbest Ca?* konsantrasyonunu yiikseltir ve troponin C'nin Ca?* spesifik
boélgelerine baglanarak miyofibril kasilmasi i¢in ilk sinyali olusturur. Bu degisiklikler
aktin filamani tizerindeki miyozin baglanma bolgelerini ortaya ¢ikarir (Galinska-Rakoczy
ve ark., 2008). Aktinin sivri ucunun baglik proteini olan Tropomodulin ise aktinin
polimerizasyonunu veya depolimerizasyonunu dnler. Boylece etkili kasilma i¢in gerekli
olan filaman uzunlugu korunmus olur (Gokhin ve ark., 2015). Aktinin Z diskinin 6nemli
bir yapisal bileseni ve capraz baglayici proteinidir. Ayn1 zamanda karsit sarkomerden

gelen titin molekiillerini de baglamaktadir (Luther, 2009).
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Sekil 2.2. iskelet kasinda sarkomer yapisi (Sequeira ve ark., 2014).

2.1.1. iskelet kasi kok hiicreleri

Iskelet kas1 eriskin kok hiicreleri satellit ve non-satellit (mezensimal kok hiicre)

kok hiicreler olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir.



2.1.1.1. Satellit hiicreler

Satellit hiicreler sessiz 6ncii kas hiicreleridir ve 1961 yilinda Katz ve Mauro
tarafindan kesfedilmislerdir (Morgan ve Partridge, 2003). Kas yenilenmesinde gorev alan
ana hiicreler olan satellit hiicreler bazal lamina ile sarkolemma arasinda bulunurlar.
Satellit hiicre ve miyofibril bazal laminanin altinda yer alirlar ancak birlikte lokalize
degildirler (Bischoff, 1997). Satellit hiicrelerin yaklagsik %80’inden fazlas1 kan
damarlarimin  olduk¢a yakiminda yer almaktadirlar. Satellit hiicreler toplam
miyoniikleuslarm %2 ila %10'unu olustururlar; bu da kasin grami basina yaklagik 2 x 10°
ila 1 x 106 satellit hiicre oldugunu gosterir (Dumont ve ark., 2015). Satellit hiicreler,
histolojik konumlarinin yan1 sira, yiiksek c¢ekirdek/sitoplazma orani gibi hiicresel
ozelliklerine gore de ayirt edilmektedirler. Satellit hiicreler iskelet kaslarinin biiyiimesi,
egzersiz ve yaralanma gibi fizyolojik siire¢lerde oldukca Onemli rollere sahiptirler
(Hawke ve Garry, 2001): iskelet kaslarmin adaptif cevaplari satellit hiicreler araciligiyla
gerceklestirilmektedir. Ornegin yas ile beraber kas kitlesinin korunmas satellit hiicreler
sayesindedir (Fry ve ark., 2017). Satellit hiicrelerin orani kas tipi, yas gibi 6zelliklere gore
degismektedir. Postiiral kas olarak ifade edilen yavas oksidatif kaslarda, hizli glikotik
kaslara gére daha fazla sayida bulunduklar1 bilinmektedir (Dumont ve ark., 2015). Bunun
sebebi muhtemelen yer¢ekimine karsi viicudu dik tutmakla gorevli postiiral kaslarin

onarilmasinin olduk¢a énemli olmasidir.

Protein yapili birgok satellit hiicre belirteci gosterilmistir. Pax3 ve Pax7 gibi bazi
belirtegler nukleusta bulunurlar. Pax7, yetiskin kaslarinda satellit hiicrelerde yiiksek
oranda ve siirekli olarak eksprese edilirken, Pax3 diyafragma disindaki kaslarda az oranda
eksprese edilir (Montarras ve ark., 2005). Bundan dolay1 Pax7 pozitifligi satellit hiicre
varhigmin en biiyiik delilidir. Pax7 aktive satellit hiicrelerde eksprese edilir. Bu sebeple
Pax7°1igi, sessiz satellit hiicreler igin spesifik bir belirte¢ degildir. Miyojenik faktor 5
(Myf5) ve miyojenik farklilasma (MyoD) gibi diger transkripsiyon faktorleri miyojenik
hiicreler tarafindan eksprese edilirken, Pax7-‘liginde oldugu gibi sessiz durumdaki satellit
hiicrelerde ekspresyon goriillmez. Anti-laminin ve anti-M-cadherin histolojik olarak
immiin boyama ile satellit hiicrelerin tanimlanmasina olanak saglarlar (Dumont ve ark.,

2015). Sekil 2.3’te Pax7 ve DAPI boyama ile satellit hiicre yerlesimi gosterilmistir.



Sekil 2.3. Satellit hiicre nisi. Laminin (beyaz), M-cadherin (yesil), Pax7 (kirmizi) ve niikleer
boya (DAPI, mavi) ile immiin boyanmig bir tibialis anterior kasinin kesiti. Tiim kas lifleri
laminin ile gevrilidir. Sag tist kosedeki ek, nisindeki bir satellit hiicrenin (Pax7*) biiylitiilmiis
halini géstermektedir (Dumont ve ark., 2015).

Satellit hiicreler yaralanmamus kas hiicrelerinde diisiik metabolizma hiz1 ve diisiik
RNA igerigi ile karakterize hiicre dongiisiiniin GO fazinda sessiz durumdadirlar (Cheung
ve Rando, 2013). Sessiz satellit hiicreler, nislerindeki degisikliklere veya mikro ¢evreleri
tarafindan génderilen belirli sinyallere hizla yanit verebilirler. Ornegin, bazal lamina
biiyiime faktorlerini hapsedebilen molekiiller igerirler Kas hasarini takiben, ekstraseliiler
matriks (ECM)'deki hasar bu biiyiime faktorlerini serbest birakir ve boylelikle satellit
hiicreler uyarilirlar. Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), FGF2, transferrin, HGF
ve IGF-1 bu faktorlerden bazilaridir (Kastner ve ark., 2000). Hasarli dokuyu fagosite
etmek icin gelen makrofajlar bliylime faktorleri salgilarlar ve bu faktorler kendilerine
duyarli olan bazal lamina araciligi ile satellit hiicrelerin kemotaksisini uyarirlar. Ayrica
nitrik oksit (NO) hasarl1 kastan salgilanip satellit hiicreleri uyaran bir diger maddedir ve

NO sentaz inhibisyonunda satellit hiicrelerin yaralanmaya cevabmin geciktigi tespit



edilmistir (Anderson, 2000). Bir sitokin olan TNF-a da hasarli kastan salgilanma
sirasinda, Oncii makrofajlara benzer bigimde miyojenik diizenleyici faktorleri eksprese
ederler. Bu miyojenik diizenleyici faktorler Myf5 ve MyoD’dir (Brack ve Rando, 2012).
Aktivasyon iizerine, Myf5+ satellit hiicreler gogalabilir ve farklilasabilirler. Myf5- satellit
hiicreler hiicre dongiisiine girdikten sonra simetrik veya asimetrik boliinme yoluyla
kendilerini yenileyebilirler (Kawabe ve ark., 2012). Asimetrik bolinmelerde bir kok
hiicre, kendiyle 6zdes olan bir ana hiicreye boliiniir, diger yavru hiicre ise farklilagir.
simetrik boliinmelerde ise iki 6zdes yavru kok hiicre meydana gelir. Apikal-bazal
pozisyonda (miyofibrile dik) boéliinen kas kok hiicrelerinin ¢ogunlukla asimetrik
boliinmeler gerceklestirdigi, diizlemsel boliinmelerin (miyofibrile paralel) ise simetrik

boliinme oldugu gosterilmistir (Kuang ve ark., 2007; Dumont ve ark., 2015)(Sekil 2.4.).

Asimetrik Kendini Yenileme Stokastik Kendini Yenileme
ve Farklilagma ve Farklilagsma
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Sekil 2.4. Asimetrik ve simetrik kendini yenileme siiregleri (Dumont ve ark., 2015).

Birka¢ ¢ogalma dongiisiinden sonra miyojenik hiicreler hiicre dongiisiinden ¢ikar
ve farklilagsmaya baslarlar. Daha sonra miyojenik hiicreler bir araya gelerek ¢ok ¢ekirdekli
miyotiipler olusturur veya mevcut hasarli liflerle birlesirler. MyoD, miyojenik ilerleme
ve sonraki farklilasma i¢in anahtar bir faktordiir (Cornelison ve ark., 2000). MyoD;
miyojenin, miyozin hafif zinciri, miyozin agir zinciri, kas kreatin kinazi, a-aktinin,
troponin ve voltaja bagh kalsiyum kanallar1 gibi kas kasilmasinda rol oynayan genlerin
ekspresyonunu tetikler (Davie ve ark., 2007). Yeni olusan miyotiiplerin tamamen islevsel

miyofiberler haline gelebilmeleri i¢in olgunlagsma siirecinden gegmeleri gerekir.
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Akt/mTOR yolagi miyotiip olgunlasmasi ve hipertrofisinde dnemli bir role sahiptir (Park
ve Chen, 2005). IGF-1'in reseptorii ile etkilesimi, Akt'yi ve ardindan mTOR'u aktive eder
(Abreu ve ark., 2017). Aktive olan satellit hiicrelerden firetilen klon satellit hiicreler yeni
kas lifinin i¢erisinde yer alir (Boldrin ve ark., 2009) ve normal islevlerini yerine getirmek

i¢in beklerler.

Iskelet kasi atrofisi sinir hasarina, immobilizasyona, yetersiz beslenme gibi
sebeplerden &tiirii miyonukleus sayisinda azalmaya sebep olur. Laboratuvar
hayvanlarinda olusturulan atrofi sonrasinda satellit hiicrelerin uyarildigi goézlenmistir
(Legerlotz ve ark., 2008). Adolesan siganlarda oksidatif yavas kasilan soleus kasi ve hizli
kasilan ekstansor dijitorum longus (EDL) kasinda immobilizasyondan sonraki 3 giin
icinde satellit hiicre sayisinda azalma ve bozulmus proliferatif kapasite goriilmiis ve
hasarin diizeltilmesi geri doniilmez bir sekilde bozulmustur. Yetigkin siganlarda ise yine
benzer sonuglar elde edilmis ancak yeniden mobilize edilmeleriyle miyofibril
rejenerasyonu baslamustir. Yani yetiskin satellit hiicreler aktivasyon yetenegine sahip
hiicrelerdir (Hawke ve Garry, 2001).

2.1.1.2. Mezensimal kok hiicreler (Non-satellit kok hiicreler)

Multipotent stromal hiicreler olarak da adlandirilan non-satellit hiicreler,
embriyonik bag dokusundan veya mezensimden koken alir ve gelismekte olan fetiiste
hematopoietik doku ve bag dokusu olusumuna neden olurlar (Boppart ve ark., 2015).
Non-satellit kok hiicreler; side population (SP) hiicreler, mezensimal projenitorler,
perisitler, kastan tiiremis koOk hiicreler, fibro/adipojenik projenitorler (FAPs) ve
interstisyel kok hiicreler (PW17) iskelet kasindan izole edilmis Pax7- (non-satellit),
multipotent kok hiicrelerdir (Joe ve ark., 2010; Mitchell ve ark., 2010, Doyle ve ark.,
2011). Non-satellit kok hiicrelerin ¢cogu MSC belirteglerini eksprese ettiklerinden dolay1
baz1 arastirmacilar tarafindan MSC olarak da isimlendirilir. Non-satellit kok hiicrelerin

tanimlanmasinda Pax7~ Sca-1* CD45‘ligi kullanilabilmektedir.

Non-satellit kok hiicreler yaralanma sonrasi kas onariminda gorev alirlar (Boppart
ve ark., 2013; Huntsman ve ark., 2013). Kas hasar ve rejenerasyonunda non-satellit ve
satellit hiicre aktivasyonunun birbiri ile ve baz1 biitylime faktorleri ile etkilesimleri oldugu
distintilmektedir (Valero ve ark., 2012, Boppart ve ark., 2013)
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2.1.1.2.1. Side population hiicreler

Ik olarak Hoechst 33342 boyasim1 almamalarina dayali olarak kemik iliginde
tanimlanan SP hiicrelerinin kasta mevcut olduklar1 ve yaralanmay: takiben hem kas hem
de damar rejenerasyonuna katkida bulunduklar1 rapor edilmistir (Majka ve ark., 2003).
Kas kaynakli SP hiicrelerinin bir kismmin (CD31" ve CD45") kardiyotoksin (CTX)
enjeksiyonuna yanit olarak ¢ogaldiklar1 ve yeni lif olusumuna katkida bulunduklar
gosterilmistir (Uezumi ve ark., 2006). CD31°CD45" SP hiicrelerinin kas hasari sonrasi
yeni lif sentezine dogrudan katkida bulunabilecekleri ileri siiriilmiis olmasina ragmen,
daha sonra bu potansiyelin smirli oldugu gosterilmistir (Boppart ve ark., 2013).
Motohashi ve ark., CD31" ve CD45 SP hiicrelerinin kolayca kas haline gelmediklerini,
bunun yerine ekzojen olarak enjekte edilen miyoblastlarin transplantasyonunu ve
¢ogalmasm arttirdiklarin1 ve CTX enjeksiyonunu takiben miyoblast transplantasyonu

yapilan liflerin biiylimesini uyardiklarini belirlemislerdir (Motohashi ve ark., 2008).

2.1.1.2.2. Mezensimal projenitorler/fibroadipojenik projenitorler

Kas intertisiyel projenitor hiicreleri PDGFR-a, CD34 ve Scal eksprese eden, kas
rejenerasyonu siirecinde miyoblastlar i¢cin 6nemli bir pro-diferansiyasyon sinyali kaynagi
olan hiicrelerdir. Miyofibroblastlara ve/veya yag hiicrelerine farklilasabilirler. Bu
farklilasan hiicreler fibro-adipogenik projenitorler (FAP) veya mezensimal projenitorler
olarak adlandirilmistir (Joe ve ark., 2010). Akut kas hasarindan sonra mezensimal
projenitorlerin  aktive oldugu, hizla genisledigi ve sonra ortadan kayboldugu
gosterilmistir. Aktive edildikten sonra satellit hiicrelerle ve yenilenen kas ortamiyla
etkilesime girdikleri, satellit hiicre farklilasmasini ve miyofibril olusumunu artirdiklari
ileri stirilmistir (Uezumi ve ark., 2010). Ancak yaslanmayla birlikte mezensimal
projenitorlerin satellit hiicre fonksiyonu iizerinde zararli bir etkiye sahip olduklar1 ve

satellit hiicre miyogenezini baskiladiklar1 gosterilmistir (Mozzetta ve ark., 2013).



12

2.1.1.2.3. Perisitler

Ik olarak Rouget tarafindan tanimlanan perisitler mikrodamar endotelini
cevreleyen heterojen bir kasilma hiicresi grubudur. Tiim vaskiilarize dokularda bulunan
perisitler, kan damarlarinin biiylimesini, homeostazisini ve gegirgenligini diizenlerler
(Tedesco ve ark., 2017). Perisitler iskelet kasinda miyofibrillere bitigik olarak uzanir ve
satellit hiicreler ile yakin iliski halindedirler (Christov ve ark., 2007). Kastaki perisitlerin
belirlenmesindeki en biiyikk sinirlama, diger satellit ve non-satellit hiicrelerden
ayrimlarini saglayan spesifik belirtec eksikligidir (Tedesco ve ark., 2017). Ancak yine de
perisit belirteci olarak NG2, PDGFRp ve CD146 kullanilabilmektedir (Crisan ve ark.,
2008).

2.1.1.2.4. Pw1* interstisyel hiicreler

2010 yilinda Mitchell ve arkadaglar1 iskelet kasi interstisyel boslugunda yer alan
ve miyojenik farklilasma yetenegine sahip Pax7  hiicreleri tanimlamiglardir.
PW1/Paternal exprese gen3 (Peg3) ekspresyonu ile karakterize olup, Scal*/CD34*’ligi
ile bilinirler (Mitchell ve ark., 2010). PIC'ler yeni kas liflerinin olusumuna neredeyse
satellit hiicreler kadar katkida bulunurlar (Cottle ve ark., 2017). Sadece iskelet kasinin
rejenerasyonu sirasinda kas lifi olusumuna katki saglamakla kalmaz, ayni zamanda
satellit hiicre islevselligini destekledigi bilinen FGF-2 ve IGF-1 gibi faktorleri de
salgilarlar (Lewis ve ark., 2017). Dolayisiyla PIC'ler hem dogrudan hem de dolayli olarak

rejenerasyona katkida bulunurlar.

2.1.1.2.5. CD133+ hiicreler

CD133 (prominin 1) hem noral hem de hematopoietik kok ve projenitor hiicrelerin
yiizey belirteci olarak tanimlanmistir. CD133 ekspresyonu, insan kan ve kas kaynakli
miyojenik kok hiicrelerin varligini gosterir (Bauer ve ark., 2008). Kasta yerlesik CD1337
hiicreleri, hem kas interstisyumunda hem de kas liflerinin bazal laminasinin altinda

bulunur ve Pax7 ile koekspresyon gosterirler. Kas igine enjekte edilen CD133+ hiicrelerin



13

bir kismu satellit hiicreleri aktive ederek miyogeneze katkida bulunurlar (Benchaouir ve
ark., 2007). Duchenne muskuler distrofi (DMD) hastalarinin kanindan ve kasindan izole
edilen CD133" hiicreler intramiiskiiler ve intraarteriyel olarak farelere verilmis ve bu
durum kas morfolojisi, fonksiyonu ve distrofin ekspresyonunda 6nemli bir iyilesme ile
sonug¢lanmustir. Bu veriler kan veya kastan tiiretilmis CD133* hiicrelerin DMD igin umut

verici bir tedavi olabilecegini gostermektedir. (Torrente ve ark., 2007).

2.1.2. Kas hasari

Iskelet kas1 hasari tipik olarak fizyolojik veya morfolojik gdstergelere gore
tamimlanir. En yaygin olarak yaralanma, kuvvet lretiminde azalma veya normal

miyofibriler yapidaki bozulmalar olarak ifade edilir (Tidball, 2011).

Kas hasarinin biiyiik oranda eksantrik kasilmalar sirasindaki ince ve kalin
filamentler araciligiyla iletilen yiiklerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Tidball, 2011).
Eksantrik kasilmalarda titin ve desmin seri yapilar halinde Z diskleri arasinda mekanik
baglantilar olustursa da aktif olmayan kaslarda Z diski gerilimi olusmaz ancak fazla
yiiklenme gibi durumlarda Z bantlarinda dalgalanma olusup kas hasar1 meydana gelebilir
(Luther, 2009). Ayn1 zamanda kasin pasif tonusuna katkida bulunan ve miyofibrillerin
mimarisinin korunmasina katkida bulunan ara filament sisteminde bozulmalar da kas
hasarma sebep olabilir. Desmin kaybi eksantrik kasilmalar sirasinda kas lifi tonusunu

degistirip kasilmalar sirasinda kaslarin yaralanmaya karsi duyarliligini azaltabilir (Sam

ve ark., 2000).

Eksantrik kasilmalar sirasinda miyofibrillerde dogrudan mekanik hasar haricinde,
kas hiicresi zarindaki lezyonlar, kas hasariin yayilmasinda, onarim ve yenilenmenin
baglatilmasinda anahtar rol oynar. Yaralanmanin, onarimin ve yenilenmenin seyrini
etkileyen olaylarin ¢ogu, hiicre disindan hasarli kas hiicresine Ca*? akisiyla birlikte ortaya
cikar (Duchesne ve ark, 2011) ancak bir yandan da diizensiz Ca*? akisi olusan kas hasarini
siddetlendirebilir. Fosfolipaz A2 (PLA2)'nin aktivasyonu, membran fosfolipitlerinin asir1
hidrolizine neden olarak daha fazla hasara yol agabilir (Tidball, 2011).

Yiizme egzersizi tim viicut kaslarmi calistiracagindan aerobik endurans
egzersizinin etkili bir bigimidir ve bu sebeple kas hasarina yol agacag: diigiiniilmektedir

(Frinchi ve ark., 2021). Ancak bu diisiince literatiirde olduk¢a az sayida ¢alismayla
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desteklenmistir. Kilig-Erkek ve arkadaslarinin yaptig1 calismada akut grup fareler 30 dk;
kronik grup fareler 30 dk/giin, Sgiin/hafta, 6 hafta yiizdiiriilmiis olup son egzersizden 3
ve 24 saat sonra gastrocnemius-soleus kas kompleksinde kas hasarina bakilmustir.
Calisma sonucunda akut 3 ve 24 saat, kronik 3 saat gruplarinda kontrole gore kas hasari
olustugu gortlmistir (Kilic-Erkek ve ark., 2021). Kas hasarinda histolojik olarak Z

bantlarinda ayrilmalar ve miyofibril yapilarda bozulmalar goriiliir. Ayn1 zamanda hasarli

kasta 16kosit infiltrasyonu goriiliir ve membran yapisi bozulur (Chapman ve ark., 2013).

Sekil 2.5. Iskelet kasi hasar ve rejenerasyonu. H&E boyama (koyu mavi renkte boyanmis
¢ekirdekler ve kirmizi renkte boyanmus sitozolik proteinler), kardiyotoksin hasarini takiben kas

yenilenmesinin farkli asamalarinm géstermektedir (Dumont ve ark., 2015).
2.1.2.1. Kas hasan belirteci - kreatin kinaz

Kas membran yapisinin bozulmas: ile birlikte kasa ait bazi enzimler dolasima
karisir ve bunlar kas hasariin varligi, derecesinin biyokimyasal gostergesi olarak kabul

edilirler. Bunlardan en iyi bilineni kreatin kinaz (CK)’dur.

CK bir enzimdir ve gorevi kreatinin fosfokreatine donmesini ve ADP'nin ATP'ye
geri dontisiimlii reaksiyonunu katalize etmektir. Hiicresel ATP’nin yenilenmesinde
oldukga 6nemli olup; kastaki ATP diizeyini sabit tutmus olur (Brancaccio ve ark., 2007).
CK ¢izgili kasta (CK-MM), kalp kasinda (CK-MB) ve beyinde (CK-BB) bulunmaktadir.
Iskelet kasinda daha aktif olup 5 izoforma sahiptir. Bunlardan 3 tanesi sitoplazmada
bulunurken (CK-MM, CK-MB, CK-BB) 2 tanesi de (non-sarkomerik ve sarkomerik)
mitokondride bulunur. CK-MM iskelet kasindaki CK aktivitesinin %99“una sahiptir
(Schneider ve ark., 1995). Hasara bagli doku harabiyetinde sitoplazmik izoenzimler (CK-
MM, CK-MB, CK-BB) oldukg¢a spesifik bilgi verirler. Sarkolemma ve Z-disklerinde
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yapisal bozulmalar ile iskelet kas hasar1 gelisir ve toplam plazma CK diizeyi artar

(Komulainen ve ark., 1995).

Kreatin fosfat+ ADP<----------mmmemmmeo oo >KreatintATP (Lohmann
reaksiyonu) Kreatin kinaz

2.2. Iskelet Kas1 Rejenerasyonu

Iskelet kaslar1 onarim, yeniden sekillenme (remodeling), rejenerasyon
yeteneklerine sahiptir. Kas herhangi bir hasara ugradiginda sirasiyla dejenerasyon,
inflamasyon, rejenerasyon ve bazi durumlarda fibrozis siirecleri gergeklesmektedir (Burd
ve De Lisio, 2017). Hasar sonrasi ilk basamak olan dejenerasyon asamasinda
sarkolemmanin yapisin1 kaybetmeye baslamasiyla birlikte kas fibrilleri nekroza ugrar.
Kas hasar1 baglangicta karmasik bir inflamatuar siireci tetikler. Bu inflamatuar siirecte
l6kositler basroldedir. Yaralanmadan sonraki en erken asamada mast hiicreleri,
makrofajlar ve monositler doku homeostazisindeki bozulmay1 algilarlar (Galli ve ark.,
2011). Hasar gormiis kas lifleri, hasarla iliskili molekiiler patern (DAMP'ler) olarak
adlandirilan; DNA, RNA ve metabolitlerden olusan molekiilleri serbest birakirlar. Mast
hiicreleri, bu siireg sirasinda etkinlestirilen ilk hiicre tiirtidiir. Bu hiicreler, TNF-a, triptaz
ve |IL-6 gibi sitokinleri dakikalar ic¢inde serbest birakabilirler. Fizyolojik
konsantrasyonlarda bu sitokinlerin satellit hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu
uyardigi bilinmektedir (Duchesne ve ark., 2011). Dolayisiyla inflamatuar siirecin
baglatilmasi satellit hiicrelerinin aktivasyonuyla yakindan iliskilidir. Graniilositler yiiksek
fagositoz potansiyeline sahiptir ve kas metabolitlerinin fagositozunda rol alirlar.

Graniilositlerin olusturdugu proinflamatuar ortam miyogenezi etkiler (Dumont ve ark.,

2015).

Notrofillerin olusturdugu proinflamatuar ortam ayni zamanda monositlerin
sayisini artirir. Kas hasarini takiben kaslarda iki monosit alt grubu goriiliir; klasik
monositler (Ly6C+) ve klasik olmayan monositler (Ly6C-) (Arnold ve ark., 2007). Klasik
monositler, hasardan sonraki ilk birkag¢ giin boyunca baskindir ve proinflamatuar fenotipe
sahip olduklar1 bilinmektedir. Klasik monositler, TNF-o ve IL-1B gibi daha yiiksek
diizeyde inflamatuar faktorler salgilarlar. Daha sonra klasik olmayan monositler, 1L-10
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ve TGF-p gibi antiinflamatuar molekiillerin salgilanmasina neden olurlar (Arnold ve ark.,
2007). Klasik olmayan monositler miyoblast proliferasyonunu azaltir, farklilasmay1 ve
fizyonu uyarirlar (Tidball ve Villalta, 2010). Boylece lokositlerin yonlendirdigi
inflamatuar reaksiyon, satellit hiicre aktivasyonunu, proliferasyonunu ve farklilasmasini
diizenler (Sekil 2.6). Monositler farklilagir ve olgun makrofajlar1 olustururlar. Bu
makrofajlar M1 (proinflamatuar) ve M2 (anti-inflamatuar) tip olarak 2 gruba ayrilirlar.
M2 makrofajlar tarafindan salinan IL-4, IL-10 ve IGF-1 gibi sitokinler ve biiyiime
faktorleri de miyojenezi etkiler (Arnold ve ark., 2007). IL-4, miyoblastlarin miyotiiplere
gec flizyonu sirasinda miyotiip olusumunu artirir. IGF-1 miyotiip hipertrofisini uyarir
(Dumont ve Frenette, 2013). Insan kasmin rejenerasyonunda, M2 makrofajlarinmn
miyogenin eksprese eden miyositlere yakin konumlandigi gosterilmistir (Saclier ve ark.,
2013). M2 makrofajlarinin, satellit hiicrelerin kendini yenilemesinde rol oynayan iki
protein olan fibronektin ve kolajen VI'y1 yiiksek miktarda salgiladiklar1 gosterilmistir
(Urciuolo ve ark., 2013). Kas hasar1 sonrasindaki asamalarda inflamatuar reaksiyonun
sontimlenmesi; farklilasmayi, flizyonu ve rejenerasyonu kolaylastirarak miyojenezi

tesvik eder (Dumont ve ark., 2015).
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Sekil 2.6. Inflamasyon ve miyogenez. mast hiicresi (MC), graniilositler (polimorfoniikleer

hiicreler, PMN). M1 makrofaj, M2 makrofaj (Dumont ve ark., 2015).

Hasarli bolgede inflamasyon siirecinden sonra rejenerasyon donemi

baslamaktadir. Rejenerasyon olgun iskelet kasinin ayirt edici 6zelliklerinden bir tanesidir.
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Yenilenme yetenegi olan rejenerasyon, satellit hiicreler (Scharner ve Zammit, 2011) ve
mikro ortam olan nisler arasindaki etkilesimle yonetilmektedir (Lander ve ark., 2012).
Rejenerasyon, satellit hiicrelerin aktivasyonunu ve yaralanma bdlgesine gogiinii,
cogalmasimi ve kas liflerine farklilasmasin1 kapsamaktadir. Kas yaralanmasina yanit
olarak, cesitli cevresel uyaranlar ve kimyasal sinyaller, satellit hiicrelerin aktivasyonunu
tetikleyerek kas rejenerasyonunu baglatmaktadir. In vitro deneyler, sessiz satellit
hiicrelerin ilk hiicre boliinmesi igin yaklasik 2 giiniin gerekli oldugunu ortaya ¢ikarmustir.
Ek olarak, ilk hiicre boliinmesinden sonraki hiicre bolinme hizlarmin yaklasik 12 sa
oldugu ve bolinme hizinin giderek arttigi tespit edilmistir (Chal ve Pourquié, 2017).
Rejenerasyon sirasinda aktive satellit hiicre popiilasyonunun bir kismi kok hiicre
havuzunu korumak amaciyla inaktif hale donerken, bir kismi da asimetrik olarak
boliinerek miyoblastlara prolifere olur. Yaralanma sonrast 5-10. giinlerde aktif miyoblast
bagimli miyotiibiiller biiyiimeye baslarlar (Chal ve Pourquié, 2017). Gelisen miyoblast
miyonukleus onarimi i¢in bir kas lifiyle fiizyona ugrayabildigi gibi, immobilizasyon veya
spor yaralanmasindan kaynakli ¢ekirdek kaybinin yerine de konulabilir (O’Reilly ve ark.,
2008) (Sekil 2.7). Bu siire¢ boyunca satellit hiicreler hem kendi sayilarini hem de
yenilenme yeteneklerini koruyan bir rol oynamaktadirlar. Proliferasyonun diizenlenmesi
ve siirdiiriilmesi PAX7" hiicrelerde MYODI1, MYOG ve MYF5’in ekspresyonu ile
gerceklestirilmektedir (Pawlikowski ve ark., 2015).

Kendini Yenileme

N

. e Miyotii Miyofiber
. ) _ Miyoblast Miyosit otp y
Sessiz Aktive Satellit Y 7
Satellit Hiicre Hiicre
o — R —l—
: Y \ T : Y ‘ : T : ! :
Aktivasyon Proliferasyon Diferensiyon Fiizyon Maturasyon
3 -6 days

Sekil 2.7. Iskelet kas satellit hiicre aktivasyonu ve farklilasmas: (Isesele ve Mazurak, 2021).



18

Rejenerasyonun son basamagi yeni kas liflerinin olusmasidir. Bu da
miyoblastlarin birbirleri ile flizyona ugramasiyla meydana gelir. Miyoblastlarin bazilar
bu islemi gergeklestirmeyip, tekrar satellit hiicre nigine katilirlar. Kas lifinin biiyiik
¢ogunlugu nekroze oldugunda ise bazal lamina iskele olarak kullanilir (Baoge ve ark.,
2012). Bazal lamina satellit hiicreleri yonlendirmekte ya da hareketliligini
sinirlandirmaktadir. CTX ile kas hasarina ugratilan farelerde miyofibriller, yaralanmadan
yaklasik 2-3 hafta sonra orijinal boyutlarina yeniden ulasmislardir. Ayni siire zarfinda,
tip I ve tip III kollajen senteziyle birlikte dokuda fibrozis olusabilir (Prisk ve Huard,
2003).
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Sekil 2.8. Iskelet kasinda satellit hiicre aktivasyon, proliferasyon ve farklilasmas1  (Olguin ve
Pisconti, 2012).

Miyofibriller, hiicrenin ¢evresinde esit olarak dagilmis c¢ekirdeklere sahip ¢ok
cekirdekli hiicrelerdir. Cekirdekler, miyojenez sirasinda perifere yerlesmeden once
merkezi bir konumda bulunabilir. Bu nedenle histolojik olarak kas liflerindeki merkezi
nukleus yerlesimi, kas lifi olgunlugunu ve rejenerasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilir
(Roman ve ark., 2018)
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2.3. Egzersiz

Fiziksel aktivite, enerji harcanarak iskelet kaslarinin kasilmasiyla ortaya ¢ikan
herhangi bir istemli hareket olarak tanimlanabilir. Egzersiz ise fiziksel durumun
tyilestirilmesi veya var olan iyilik halinin korunmasi amaciyla tekrarlanan ve planl
yapilan fiziksel aktivitedir (Arslan, 2018; Seo ve ark., 2019). Diizenli yapilan egzersizle
birlikte, saglikli yasam agisindan bir¢ok olumlu gelisme yasandigi bilinmektedir. Bu
olumlu gelismeler; bireyin kas-iskelet sisteminde esneklik, kas kuvveti, postiir, viicut
kompozisyonunda iyilesmeler (Jenkins ve Jenks, 2017) saglamaktadir. Ayrica egzersiz
koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diabetus mellitus, osteoporoz, obezite, kolon ve
meme kanseri, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) gibi hastaliklarin dnlenmesi

ve tedavisi amaciyla (EImagd, 2016) recetelendirilmektedir.

Egzersizde aerobik ve anaerobik metabolik yollarin kullanilmasi enerji
kaynaklarma gore degismektedir. Siddeti artan egzersizde kasa gelen oksijenin (O2)
azalmas1 ile enerji metabolizmasi anaerobik yola kayar ve bu kaymanin basladig1 yer
anaerobik esik olarak adlandirilir. Egzersiz siddeti anaerobik esigin altinda ise aerobik,
iistlinde ise anaerobik egzersizdir (Powell ve ark., 2011). Anaerobik egzersizde aerobik
egzersize gore daha az enerji Uretilir ve laktat birikir (Hackney, 2016). Anaerobik
egzersiz, O kullanimindan bagimsiz olarak, kaslardaki enerji kaynaklari tarafindan
beslenen, kisa siireli, patlayici 6zellikte, yogun bir fiziksel aktivite olarak tanimlanir.
Anaerobik egzersizde hedef genellikle dayaniklilik, kas giicii ve kitlesini artirmaktir.
Yiiksek siddette kisa siireli yapilan interval egzersizler ve sicrama egzersizleri, agirlik

kaldirma, sprint, bu tip egzersizlerden bazilaridir (Patel ve ark., 2017).

Aerobik egzersiz biiyiik kas gruplarinin kullanildigi, hafif veya orta siddette uzun
stireli tekrarli ritmik hareketlerden olusmaktadir. Aerobik egzersiz, anaerobik egzersize
kiyasla daha uzun siireli fakat daha az kuvvet harcanarak yapilir (Guyton 2010). Aerobik
egzersizde kastaki depolanmis enerji kaynaklarinin yan sira, yag ve karaciger glikojeni
de kullanilmaktadir. Yiiriiyiis, jogging, bisiklet binme, yiizme aerobik egzersize 6rnek
olarak verilebilir (Powell ve ark., 2011). Aerobik egzersiz ayn1 zamanda endurans

(dayaniklilik) egzersizi olup uzun siire is yapabilme ve eforu devam ettirebilme
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yetenegidir. Bundan dolayr kardiyovaskiiler ve respiratuar sistemin etkinligini ve

kapasitesini artirmaktadir (Kalyon, 2000).

Yiiksek egzersiz yogunluklarinda kas glikojeninden kaynaklanan karbonhidrat
oksidasyonu artarken, diigiik egzersiz yogunluklarinda yag oksidasyonu artar. Maksimum
yag oksidasyon oranlart ~%60-65 VO:2maks’da meydana gelir. Kas i¢i trigliseritlerden
iretilen kas glikojeni ve yag asitlerinin oksidasyonu, egzersizin erken asamalarinda en
yiiksektir ve egzersiz siiresi uzadik¢a azalir (Van Loon ve ark., 2005). Kas glikoz
alimindaki artisa, hem karaciger glikojenolizi hem de glukoneogenez nedeniyle karaciger
glikoz ¢ikisinda bir artis eslik eder. Uzun stireli egzersizle, karaciger glikoz ¢ikisi kas
glikoz alminin altina diisebilir. Dolayisiyla karbonhidrat alimiyla onlenebilecek
hipoglisemiye neden olabilir (Hargreaves ve Spriet, 2020). Cok yogun ve kisa siireli
egzersiz basladiginda, hem anaerobik hem de aerobik ATP saglanmasi hizlanir. Bununla
birlikte, anaerobik kaynaklardan, fosfokreatinden ve anaerobik glikolizden ATP saglama
oranlari, aerobik yollardan ¢ok daha hizlidir. ATP'yi saglamak i¢in yalnizca bir metabolik
reaksiyon gerekli oldugu i¢in fosfokreatin 6nemli bir yakit kaynagidir. Bu reaksiyonu
katalize eden kreatin fosfokinaz enzimi olduk¢a bol miktarda bulunur ve yalnizca
substratlarinin ve TUriinlerinin konsantrasyonuyla diizenlenir. Kas kasilmalar1 baglar
baslamaz ATP parcalanir ve serbest ADP konsantrasyonu artar, ATP birka¢ milisaniye

iginde yeniden iiretilir (Hargreaves ve Spriet, 2020).

%100 VO2 max altindaki yogunluklarda dayaniklilik egzersizi sirasindaki enerji
iiretimi incelendiginde, acrobik ATP iiretimi baskindir. Bu durumda, kastaki kaynaklarin
yani sira yag dokusu ve karacigerdeki yag ve karbonhidrat kaynaklarini harekete
gecirmek icin yeterince zaman vardir (Hargreaves ve Spriet, 2020). ik 1-2 dakika
boyunca hala anaerobik enerjiye bagimlidir, ancak daha sonra aerobik metabolizma
hakim olur. Gerekli ATP'yi iiretmek i¢in mitokondrideki solunum veya elektron tasima
zinciri ¢esitli substratlara ihtiya¢ duyar: NADH ve FADH>, serbest ADP, Pi ve Oz (Sekil
2.9). Solunum ve kardiyovaskiiler sistemler kasilan kaslara O verilmesini saglar ve
sitoplazmada ATP kullaniminin yan iiriinleri (ADP ve P), ATP yeniden sentezi icin
mitokondriye geri taginir (Perry ve ark., 2012). Mitokondride bol miktarda O», ADP ve P
varhiginda, egzersizle ADP konsantrasyonundaki artisin, ATP iiretmek i¢in solunum

zincirini aktive ettigine inanilmaktadir (Holloway, 2017).
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Sekil 2.9. Anaerobik ve aerobik egzersizlerde kullanilan enerji kaynaklari (Ozdal, 2015).
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2.3.1. Yiizme egzersizi

Yiizme insanlik tarihi boyunca eglence, spor, kiiltlir amaciyla yapilmis en énemli
egzersizlerden biri olmustur. Yiizme egzersizi su igerisinde yapilan anlamli hareketlerden
olusan koordinasyon, ritim, esneklik, kuvvet 6zelliklerinin biitiiniidiir (Hanula 2001).
Suyun direncine kars1 yapildigindan dolay: yipratici etkiyi elimine ederek viicut direncini
arttirmakta oldukga etkili bir egzersizdir (Jennings, 1997). Viicudun ana kas gruplarini
calistiran ylizme egzersizi, endurans egzersize bir 6rnektir. Uzun siireli egzersiz, yiliksek
enerji tikketimi ve nispeten daha diisiik egzersiz yogunlugu ile karakterizedir. Egzersiz

icin gereken enerji esas olarak aerobik oksidasyon sisteminden saglanir (Yan ve ark.,

2022).

Hayvanlarda dogal davranis olan yilizme egzersizi (Arshadi ve ark., 2015)
labaratuvar ortaminda kolay uygulanabilirligi nedeniyle deneylerde siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica kosu ekipmanlart gibi fiziksel 6zelliklerinden 6tiirli yaralanma,

stres kaynagi olmadigindan tercih edilme orani artmaktadir (Yalcin ve ark., 2000).

2.3.2. Egzersize bagh kas hasari1 ve rejenerasyonu

Egzersiz kas hasarina neden olabilir. Kas hasarinin derecesi, egzersiz tiirii, siiresi,
yogunlugu ve egzersiz aligkanligi gibi gesitli faktorlere baghdir (K. Cheung ve ark.,
2003). Egzersize bagl kas hasarinda kas giicinde gecici azalmalar, kuvvet azalmasi,
hareket acikliginin azalmasi, 6dem, agri ve inflamasyon meydana gelir (Tee ve ark.,
2007). Eksantrik bir kasilma sirasinda kas uzar ve gerilim altindayken sarkomerlerde
mekanik hasara neden olabilir. Sarkomerde eksantrik egzersize bagl kas hasarinda Z-
disklerinde dalgalanma ve diizensizlik goriilir (Fridén ve Lieber, 2001). Konsantrik
egzersiz sonrasinda kan laktat ve CK diizeyleri artis gosterir (Curty ve ark., 2023).
Konsantrik ve izometrik hareketler egzersize bagl kas hasarina sebep olsa da biiyiik kas
hasar1 kaslarin zorla uzatildig1 eksantrik egzersizlerde daha sik goriiliir. Bunun sebebi
yiiksek olasilikla, eksantrik egzersiz sirasinda diger egzersiz tiirlerine kiyasla daha az
motor {initenin devreye girmesi ve dolayisiyla aktif motor tinite basina daha fazla kuvvet

ve daha fazla mekanik stres olusmasidir (StoZer ve ark., 2020).



23

Kas hasari; sarkolemma, bazal lamina ve destekleyici bag dokusunda biiyiik
yirtiklara neden olarak kasilma elemanlarinda ve hiicre iskeletinde yaralanmaya neden
olabilir. Egzersize bagh kas hasarinda kisa siireli performans diisiikligii ve agr gibi
belirtiler olabilmesine ragmen, iskelet kas1 inflamasyonunun ve artan protein dongiisiiniin
uzun vadeli hipertrofik adaptasyonlar i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir (Schoenfeld,
2012).

Egzersizin hiicresel ve molekiiler diizenleyici mekanizmalar1 modiile ederek
cesitli fizyolojik adaptif siiregleri tetikledigi bilinmektedir. Egzersizin siddeti, tipi, sikligi,
stiresi gibi etkenlerle kas hasar tetiklenip ardindan miyofibrillerin yeniden sekillenmesi
saglanabilir (Gholamnezhad ve ark., 2020). Egzersizle birlikte gelisen kas hasari
sarkomerde titin, nebulin, a-aktinin gibi proteinlerin kaybina sebep olur. Bu kayip
sitoplazmada aktin filamentlerinin biiylimesini kolaylastirabilir. Aktin filamentlerindeki
uzama a-aktinin, titin ve nebulin proteinlerinin reintegrasyonuna sebep olup yeni
sarkomer yapilarinin olusmasini saglar (Yu ve ark., 2003). Lokomotor sistem hareket ve
kagis reaksiyonunda anahtar role sahip oldugundan; fonksiyonu ve iyilik hali hayatta
kalma ve hemostazis icin olduk¢a Onemlidir. Her ne kadar fiziksel aktivitede farkli
organlar yer alsa da, kaslar motor performansta ve ilgili adaptif tepkilerde esas
unsurlardir; ¢linkii kas, egzersize bagli mekanik, oksidatif ve metabolik stresin hedefidir
(Egan ve Zierath, 2013). Ayrica fiziksel egzersiz, kas enerji depolama tiiketimini artirarak

ve hiicre enerji doniisiimiinii artirarak homeostaziste degisime neden olmaktadir.

Iskelet kasmin onarimi; yeniden sekillenme, doku biitiinliigiiniin devam ve
egzersizle birlikte gelisen adaptasyon siireci igin olduk¢a kritiktir (Boppart ve ark.,
2013;2015). Egzersizden kaynaklanan kas hasari sarkomerde titin, a-aktinin ve nebulin
gibi bazi proteinlerin kaybina sebep olmaktadir. Kas hasar1 aktin filamentlerinin
uzamasiyla sarkomer olusumunda bozulmaya ve sarkomer proteinlerinin

reintegrasyonuna yol agar (Gholamnezhad ve ark., 2020).

Hiicre i¢i ve hiicre dis1 molekiiler yolaklarin modifikasyonu, hiicre ya da dokuda
fenotipik degisikliklere yol agan gen/protein ekspresyonlarinin degismesiyle ortaya
cikabilir. Ayrica bagisiklik ve satellit hiicrelerinin kas yenilenmesi ve restorasyonundaki
rolii ve kalitsal genetik farkliliklar egzersize bagh fizyolojik adaptif siirecleri etkileyen en
onemli faktorlerdir (Egan ve Zierath, 2013). 1962 yilindan itibaren baslatilan ¢alismalarla
egzersizin yaklasik 800 tane kas geninin ekspresyonunu etkiledigi ve bunlarin en az 100

tanesinin aerobik egzersizin sebep oldugu molekiiler adaptasyonla iliskili oldugu ortaya
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cikarilmistir (Keller ve ark., 2011). Ayni calismada 6 haftalik treadmill egzersizi ardindan

Pax3, Runx1, Sox9 transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu gosterilmistir.

Kaslarda intraselliiler haberciler olarak mitokondriyal nitrojen ve oksijen
tiirevlerinin tretimi ve ekstraselliiler haberciler olan norepinefrin, epinefrin, biiylime
hormonu, sitokinler, kortizol ve Ca*?’nin, hiicresel adaptasyona aracilik eden sinyal
yollarini aktive ettigi gosterilmistir (Sharples ve ark., 2016). Bu haberciler, sitoplazmik
proteinlerin, enzimlerin, membran kanallarinin ve reseptorlerinin etkisini degistirerek
sinyal iletim yollarmin aktivasyon-inaktivasyonunu saglamaktadir. Bu sayede
tekrarlayan egzersizler ile birlikte hipertrofik cevap artar ve adaptif kas yeniden

sekillenmesi saglanmig olur (Camera ve ark., 2016).

Egzersizle birlikte kaslarda olusan mikro hasarlara cevaben, sessiz halde duran
satellit hiicreler aktive olur ve kas kaybin1 onlemek igin (Shi ve Garry, 2006),
rejenerasyon Kapasitesi yiiksek olan satellit hiicre havuzunda siirekli bir aktivasyon
devam eder. Kas aktivitesi satellit hiicrelerin proliferasyonunu artirirken, inaktif olmasi
ise satellit hiicrelerin proliferasyonunu azaltir (Bazgir ve Asgari 2015). Egzersizin
yogunlugu, tipi, siddeti, siiresi, yas, antreman seviyesi ve cinsiyet gibi faktorler satellit
hiicre aktivasyonunu etkiler (Bazgir ve ark., 2017). 40 ila 155 dakikalik orta ve yiiksek
yogunluklu dayaniklilik egzersizlerinden sonra satellit hiicre igeriginde bir artig
bildirilirken (Parise ve ark., 2008; Mangan ve ark., 2014) 30 dakikalik diisiik yogunluklu
egzersizden sonra benzer bir artis gézlenmeyen ¢alisma da mevcuttur (Smith ve ark.,
2001).

Egzersiz tipine gore satellit hiicrelerin goérev ve aktivasyon zamanlari
degismektedir (Abreu ve ark., 2017). Direng egzersizi sirasinda satellit hiicreler aktive
edilip miyoniikleer genisleme ve hipertrofi saglanmaktadir. Endurans egzersizleri ile
birlikte satellit hiicre ve miyofibril miktar1 6nemli 6l¢glide artmaktadir Endurans egzersizi
ile birlikte indiiklenen aerobik adaptasyon kas hipertrofisini degistirmeden miyogenezi
uyarir. Bu aerobik adaptasyon kas lif tipinde ve satellit hiicre artisindaki degisiklik ile
kendini gosterir. Yapilan ¢alismalarda egzersizle birlikte artan satellit hiicre sayisinin
yaninda miyonukleus sayisinda herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Farkli iskelet
kaslarindaki satellit hiicre sayisindaki artisin kas yikiinii artirdigi ve bu sebepten

miyonukleus sayisinda bir degisikligin olmadigi tespit edilmistir (Smith ve Merry, 2012).
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Pax7 ablasyonlu farelerde kas igcikleri ve intrafiizal lif boyutunun 4 hafta boyunca
45dk/glin, Sgiin/hafta yapilan treadmill egzersizi ile birlikte degisiklige ugramadigi
gosterilmis; Pax7’nin kas rejenerasyonlarinda énemli oldugu ileri stiriilmiistiir (Jackson
ve ark., 2012). Aerobik egzersiz, yaslanmayla birlikte azalan kas kiitlesi ve giiclindeki
kayb1 en aza indirmektedir. Bu da satellit hiicrelerin sayisinin artmasi ve miyotiibiillerdeki

farklilasmay1 artirmasi gibi etkenlerle saglanmaktadir (Cisterna ve ark., 2016).

Egzersiz ve kas rejenerasyonu iliskisinde non-satellit hiicrelerin dogrudan etkin
olmadigini ileri siiren yaymlar mevcuttur. Bu indirekt etkinin; non-satellit hiicrelerin yeni
lif say1sin1 artirmaktan ziyade kas onarimi i¢in lokal faktorler salgilayip, satellit hiicreleri
uyarmalar1 yoluyla gergeklestigi diisiiniilmektedir (Valero ve ark., 2012; Huntsman ve
ark., 2013; De Lisio ve ark., 2014). Yapilan bir ¢calismada akut eksantrik egzersizden 3
saat sonra non-satellit hiicrelerin egzersizi takiben en ¢ok etkilenen faktor olan NF-xB
araciligr ile DNA baglanma aktivitesinde 1.6 katlik artis1 gosterilmis ve NF-kB
¢ekirdeklerinin biiylik ¢ogunlugunun perisitlerde lokalize oldugu tespit edilmistir. Buna
ragmen akut egzersizden 3 saat sonra satellit hiicre aktivasyonunun yeterli olmadig1
(Hyldahl ve ark., 2011), Pax7* satellit hiicrelerinde 24-120 saat araliginda artis oldugunu
gosterilmistir (McKay ve ark., 2009). Bu verilerden yola ¢ikilarak, ¢alismamizda kisa ve
uzun siireli egzersize akut ve kronik cevaplar incelenirken, post egzersiz 3 saat (akut) ve
48 saat (kronik) zaman dilimleri segilmistir. Ozetlenen verilere dayanilarak; egzersize
erken yanit olarak perisit aktivasyonu ve perisit NF-xB aktivitesi artis1 meydana gelirken,
sonraki donemde satellit hiicrelerin uyarilmasi ve ardindan kas rejenerasyonunun
gerceklesiyor olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Egzersize yanit olarak meydana gelen iskelet
kas1 rejenerasyonunda rol oynadigi ileri siiriilen kok hiicre gruplari ve hiicre salgilari

asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 2.10).
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!

Kas rejenerasyonu

Fibroadipojenik projenitorler
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intertisyel kok hiicreler

Sekil 2.10. Egzersize yanit olarak meydana gelen iskelet kasi rejenerasyonunda rol oynadig ileri
stirilen kok hiicre gruplart ve hiicre salgilari.

Etkin kas hasar ve rejenerasyonuna yol agan egzersiz tip ve siirelerinin

belirlenebilmesi amaciyla konu ile ilgili giincel problemler 6zetlenecek olursa;
Farkli egzersiz tiir ve siirelerine (akut, kronik) yanit olarak;

¢ Non-satellit hiicre aktivasyonu siireci heniiz net olarak ortaya konmamustir.

e Aktive olan non-satellit kok hiicrelerin, satellit hiicreler ve dolayisiyla kas hasar
ve rejenerasyonu iizerindeki olast etkilerinin aydinlatilmasina ihtiyag vardir.

o Non-satellit ve satellit kok hiicre cevaplarinin alinabilmesi i¢in gerekli siireler
heniiz agiga kavusturulmamistir.

Ayrica akut ve kronik egzersizi takiben kas hasar ve rejenerasyonuna aracilik eden
yanitlar heniiz net olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Yiizme egzersizi hayvanlar i¢in dogal
bir davranis modeli oldugundan (Arshadi ve ark., 2015) ve genis kitlelere rahatlikla
onerilebilecek, hastalar ve ileri yas bireyler tarafindan da eksantrik tipteki egzersizlere
gore rahat tolere edilebilen bir egzersiz tiirii olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Farkli
stirelerde (akut-kronik) uygulanan yiizme egzersizini takiben zamana baglh kas hasar ve
rejenerasyonu ile bu siire¢lerde rol oynayan satellit hiicre ve non-satellit kok hiicre
cevaplarini inceleyen herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Yukarida tanimlanan bilgi
eksikliklerinin bir kismini giderebilmek amaciyla mevcut doktora tezi kapsaminda; akut
ve kronik yiizme egzersizlerini takiben kas hasar1 ve kas rejenerasyonunun iki farklh

zaman diliminde (3 ve 48 saat) belirlenmesi amaglanmistir. Mevcut ¢alisma, bahsedilen
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olas1 yanitlar ortaya ¢ikarilmasinin, iskelet kasi iyilesmesinin hiz ve etkinligini arttirmaya
yonelik farmakolojik olmayan, minimal diizeyde yan etkiye sahip yeni tedavi stratejileri

gelistirilmesine yol agabilecegi 6n goriilerek planlanmistir.

2.4. Hipotez

Yukaridaki bilgiler 1s1¢inda séz konusu doktora tezinin hipotezleri su sekilde

siralanabilir;

1. Yiizme egzersizi kas hasar ve rejenerasyonuna sebep olur.

2. Yilizme egzersizini takiben ortaya ¢ikan kas hasar1 ve miyogenezde satellit ve non-

satellit kok hiicreler gorev alir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calisma kapsaminda hayvanlarin temini, bakimi, egzersiz programlarinin
uygulanmas1 ve ornek alma asamalari icin Pamukkale Universitesi (PAU) Deney
Hayvanlar1 Arastirma birimi (DEHAB) kullanilmistir. Alinan kan 6rneklerinden kreatin
kinaz aktivitesi 6l¢iimii, ile gastrocnemius-soleus kas kompleksi diseksiyonu PAU Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Histolojik ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in PAU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlar1 kullanilmistir. Arastirmanin tiim asamalar1 PAU Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu (PAUHADYEK) ydnetmeligine uygun olarak yapilmistir. Calisma
igin etik kurul onay1 25.12.2018 tarih ve 2018/11 sayil1 toplantida 60758568-020/2419
sayl numarastyla alinmistir. CK 6lglimii i¢in elde edilmis olan serum 6rnekleri -80 °C
dolabinin bozulmasindan dolay1 ¢alisilamamistir. CK caligilabilmesi i¢in deneyin akut
yiizme grubu tekrar edilmistir. Bundan dolay1 ek etik kurul onay1 i¢in bagvuru yapilmistir.

Ek etik kurul onay1 04.01.2024 tarih ve E-60758568-020-471175 sayist ile alinmustir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Secimi ve Gruplandirilmasi

Denek olarak 8-12 haftalik eriskin Balb/C erkek fareler kullanilmistir. Hayvanlar
caligma siiresince standart sartlar altinda havalandirmali, sabit 1s1l1 odalarda, % 50 + 5
nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik—karanlik siklusu bulunan laboratuvar kosullarinda
barindirilarak, 6zel hazirlanmis kafeslerde tutulmus; veteriner hekim kontrolii altinda
bakilmistir. Farelerin beslenmesinde 8 mm’lik standart fare pellet yemi kullanilmistir.
I¢cme suyu olarak musluk suyu verilmistir. Hayvanlarin istedikleri kadar yem ve su

tiikketmelerine izin verilmistir. Deney gruplar1 asagidaki sekilde planlanmigtir (Sekil 3.1.):
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Fareler oncelikle kontrol grubu ve ylizme egzersizi grubu olarak 2’ye ayrilmistir.
Sedanter gruptakiler kafeslerinde serbest¢e dolasmislar, ancak her giin handling
uygulanmistir. Egzersiz gruplar1 kendi iglerinde akut ve kronik egzersiz olarak 2’ye
boliindiikten sonra her biri egzersizi takiben deneyin sonlandirilmasina kadar gececek
zaman acisindan (3 saat, 48 saat) tekrar 2’ye ayrilmistir. Boylece toplam 5 deney grubu
olusturulmustur. Akut yiizme egzersizi 30 dk ve tek seans olarak; uzun siireli egzersizler
ise 6 hafta/haftada 5 giin 30 dk; olacak sekilde uygulanmistir. Fareler DEHAB’dan
aralikli olarak elde edilerek egzersiz programina alinmistir. Bdylece egzersiz uygulama

yasinin tim hayvanlar i¢in ayni olmasi saglanmstir.

Kontrol (n=10)

-3 saat sonra doku eldesi,

deneyin sonlandirilmasi

-Akut (n=10)

30dk -48 saat sonra doku eldesi,
deneyin sonlandirilmasi
(n=10)

Yiizme egzersizi

-3 saat sonra doku -eldesi,

deneyin sonlandirilmasi

-Kronik (n=10)

6 hafta, haftada 5

siin, giinde 30dk -48 saat sonra doku eldesi,

deneyin sonlandirilmasi

(n=10)

Sekil 3.1. Deney gruplarinin sematik gosterimi.
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3.2. Yiizme Egzersizi

Yiizme egzersizleri DEHAB’da bulunan su tankinda su 1sis1 32 + 3°C’da sabit
tutularak uygulanmistir. Akut yiizme egzersizi 30 dk ve tek seans olarak; uzun siireli
yiizme egzersizi 6 hafta/haftada 5 giin 30 dk uygulanmistir. Farelerin yiizmeye
alistirilmas1 amaciyla, 1. giin 10 dakika ile baglanmig, her giin siiresi orantili olarak
arttirtllarak 3. giin 30 dk’ya c¢ikilmistir. Ayn1 zamanda sedanter grup da ayni stresi
yasamalart i¢in 6 hafta/haftada 1 giin 10 dk yiizdiirilmistiir. Her yiizme egzersizi
uygulamasindan sonra fareler su tankindan ¢ikarildiktan sonra havlu ile kurulanmis, sonra

kafeslerine alinmistir (Scomparin ve ark., 2011).

Sekil 3.2. Farelere yaptirilan ylizme egzersizi.
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3.3. Deneyin Sonlandirilmasi, Doku ve Kan Orneklerinin Almmasi

Fareler Ketamin-HCI/Xylazine-HCI (75mg/kg-10 mg/kg) anestezisi altinda
aortalarindan steril enjektorle kan almak suretiyle kansizlastirilarak oldiriilmistiir.
Deney boylece sonlandirilmistir. Bir bacaktan diseke edilen gastrocnemius-soleus kas
kompleksi immiinohistokimyasal analizler i¢in Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’na
verilmistir. Kan drnekleri ayni giin santrifiij (Hettich UNIVERSAL 320 R) edilerek (3620
rpm, 15 dk), serum CK aktivitesi 6l¢iimii i¢in -80 °C’de saklanmustir

3.4. Histolojik incelemeler icin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku takibi, bloklama ve boyama islemleri uygulanmistir. Tim c¢alisma
gruplarindan alman doku oOrneklerinin bir bolimii %10’luk tamponlu formaldehit

¢Ozeltisi i¢ine konularak saklanmustir.

3.4.1. Hematoksilen eozin boyamasi

Tiim ¢alisma gruplarindan alinan doku 6rneklerinin bir boliimii %10°luk tamponlu
formaldehit ¢ozeltisi icine konularak saklanmistir. Bu dokulara 151k mikroskobik takip
yontemi uygulanmis ve parafin bloklama isleminden sonra, kas dokusu histolojik
degerlendirilmesi i¢in 5 um seri kesitler halinde hazirlanmistir. Kesitler hematoksilen
eozin ile boyanmis, Olympus BX-51 151k mikroskobu ve Olympus PP72 Digital Kamera

ile incelenerek alinan goriintiiler kaydedilmistir.
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3.4.1.1. Doku takip yontemi

Asagidaki islemler gerceklestirilmistir:
1. Alinan dokularin 72 saat formaldehitte bekletme
2. Akarsuda 1 saat yikama

3. %50 etil alkolde 1 saat bekletme

4. %70 etil alkolde 1 saat bekletilme

5. %80 etil alkolde 1 saat bekletme

6. %90 etil alkolde 1 saat bekletme

7. %100 etil alkolde 2 saat bekletme

8. Ksilen I’de 1 saat bekletme

9. Ksilen II’de 1 saat bekletme

10. Parafin I’de 1 saat bekletme

11. Parafin II’de 1 saat bekletme

12. Dokulara parafine gbmme ve etiketleme islemi yapilmistir.

3.4.1.2. Hematoksilen-eozin boyama protokolii

Dokular etiivde 180 dakika boyunca deparafinizasyona ugratilmis, etiivden alinan dokular

sirastyla su asamalardan gecirilmistir:

1. Xylen (seffaflagtirma amaci ile) 30 dakika
2. Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika
3. %100 etil alkol 10 dakika

4. %96 etil alkol 10 dakika

5. %80 etil alkol 10 dakika

6. %70 etil alkol 10 dakika
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7. Distile suya batirip ¢ikarma
8. Hematoksilen 3 dakika

9. Akarsuda yikanma

10. Asit -alkol batirip ¢ikarma
11. Amonyak 1-2 saniye

12. Akarsuda yikanma

13. Eozin 10 saniye

14. %70 etil alkol 10 dakika
15. %80 etil alkol 10 dakika
16.%96 etil alkol 10 dakika
17. %100 etil alkol 10 dakika
18. Xylen 10 dakika

19. Kapatma; Xylen’den alinan lamlar {izerine entellan damlatilmistir. Hava kabarcigi
birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilarak 151k mikroskobunda incelenmeye hazir hale

getirilmistir.

3.5. Kas Hasarimin Histolojik Olarak Belirlenmesi

Kas hasari; histolojik hasar skorlamasi ve l6kosit infiltrasyonu tespit edilerek
incelenmistir. Bu inceleme siirecinde kas lifleri aras1 agilmalar, kas liflerin biitiinliigiiniin

bozulmasi ve Z bantlarindaki dalgalanmalar belirlenmistir.
Histolojik hasar skorlamasi asagidaki asagidaki formiile gére hesaplanmistir;
Hasar-skoru (0=normal, 1=hafif, 2=orta, 3= siddetli) (Erkanli ve ark., 2005).

Lokosit infiltrasyonu degerlendirilmesi i¢in her preparatta X400 biiylitmede 5 alan
sayilarak 10kosit sayimmi1 yapilip 0-25 aras1 16kosit sayis1 O=normal olarak skorlanmaistir.
Preparat bagina 25-50 arasi 10kosit sayilar1 1=hafif, 50-75 aras1 2=orta, 75-100 arasi

16kosit sayilar1 3= siddetli olarak belirlenmistir.
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3.6. Serum Kreatin Kinaz Aktivitesi Ol¢iimii

Creatine Kinase Activity Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK) kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sengle ve ark., 2015). Kit asagidaki prensibe gore ¢alismaktadir;

Kreatin + ATP — Fosfokreatin + ATP
CK gelistirici CK enzim
ADP — Ara — Renk degisimi (450nm)

Standartlar asagidaki sekilde hazirlanmistir;

Standart NADH standart CK assay buffer Kuyucuklarda son
numarast hacim (ul) (ul) konsantrasyon degeri
(nmol/kuyucuk)

1 0 150 0

2 6 144 2

3 12 138 4

4 18 132 6

5 24 126 8

6 30 120 10

Okumalar duplike yapilmig, AODA450 belirlenmis ve asagidaki sekilde

hesaplanmustir;
Tek bir 6rnek i¢in hesaplama;
(Orneky- Ornekz sg) - (Orneki- Ornekiss) = AODaso
Ornek; = T1 siiresinde okunan drnek
Ornek: g = T1 siiresinde okunan arka plan kontrol 6rnek

Ornek, = T2 siiresinde okunan 6rnek
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Ornek; g = T2 siiresinde okunan arka plan kontrol 6rnek

Elde edilen standart grafigi asagidaki sekildedir;

y=0,0174x-0,0078

0,1800 RZ=1
01600 0,1667
0,1400
0,1200
™ 0,1000

>

=
v 0,0800
0,0600

0,0400

0,0200

0,0000
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

NADH Konsantrasyonu

y (absorbans)= NADH konsantrasyonu = 0,0174x (konsantrasyon degeri) —
0,0078

(NADH konsantrasyonu/AT x V) x diliisyon faktéri = CK aktivitesi

(nmol/min/mL veya mU/mL)
AT= dl¢iimler arasi siire

V= kuyucuklara eklenen 6rneklerin miktar: (pl)

3.7. Kas Rejenerasyonunun Degerlendirilmesi

Yeni olusan kas lifleri boyut olarak kiiciik ve ¢ekirdekleri merkezi yerlesimlidir
(Mccarthy ve ark., 2011). Bu sebeple, kas rejenerasyonunun incelenmesi igin;
Hematoksilen eozin ile boyanma sonrasi kas lifi boyutlar1 ve ¢ekirdek yerlesimi histolojik

olarak degerlendirilmistir.
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3.8. immiinohistokimyasal Boyama

Doku orneklerinin diger bolimii ise ayrilarak immiin boyama yapilmak iizere
hazirlanmistir. Daha 6nceden tarif edildigi gibi %10’luk tamponlu formaldehit ¢cozeltisi
icinde saklanan dokulardan elde edilen 5 pum seri kesitlerin immunohistokimyasal
boyamasinda ise CD45 (DF6839, Affinity, China), Pax7 (AF7084, Affinity, China) ve
Scal (AF6311, Affinity, China) antikor kitleri i¢in onerilen protokol uygulanmstir.
Sekonder antikor olarak ise Large Volume Anti-Polyvalent, HRP Lot:PHL170627
(Thermo Scientific, USA) kullanilmistir. DAB (Mouse kit with DAB Brown BIOTnA
Biotech Lot:0480HC3081 Kit contents; Hydrogen Peroxide Block, Immunoblock Mouse
Labeling Dab Chromogen Dab Buffer). Ornekler, olympus BX-51 151k mikroskobu ve

Olympus PP72 dijital kamera ile incelenmis ve alinan goriintiiler kaydedilmistir.

Gastrocnemius-soleus kas komplekslerinde nukleus ve sarkoplazmada Pax7, Scal
ve CDA45 antikorlarmin boyanmalar1 i¢in ayri1 ayr1 H Skoru (histolojik skor) elde
edilecektir. H Skoru=)Pi(I+1). Burada, I boyama yogunlugunu gdstermektedir
(O=ekspresyon yok, 1=hafif, 2=orta ve 3=yogun) ve Pi her yogunluk i¢in boyanan hiicre
yiizdesidir (Cil ve ark., 2020).

3.8.1. immiinohistokimya protokolii

1. Deparafinizasyon (1 gece etiiv)

2. 3x10 dakika ksilol

3. Kurutma

4. Rehidrasyon %96, 90, 80 alkol 3’er dakika
5. Disti le su ile yikama

6. Sitrat buffer ile antijen retrival (mikrodalga igerisinde kaynamaya basladiktan sonra
20dk. bekletilmistir.)

7. PBS ile yikama 3x5 dakika

8. H202 10 dakika (200cc distile suya 25cc H202)
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9. Pappen ile ¢izme

10. UV blok damlatilip 8 dakika bekletilmistir

11. Primer antikorlarla islem yapilip 1 gece +4° bekletilmistir
12. PBS 3x5 dakika

13. Sekonder antikor 10 dakika

14. PBS 3x5 dakika

15. Streptavidinperoksidaz 10 dakika

16. PBS 3x5 dakika

17. DAB damlat (renk alincaya kadar) (Hazirlanisi: 2 ml distile suya (toplam hacime
gore) 3 siseden (mavi kapakli hari¢) 2 damla olacak sekilde koyulmus ve

vortekslenmistir)

18. Distile su 3x5 dakika

19. Hematoksilen 10 sn

20. Musluk suyunda yikama (durulanincaya kadar)
21. Dehidre et %80, 90, 96 alkol

22. Kurutma

23. Ksilol 3 dakika

24. Kapatma

3.9. istatistiksel Yontem

Yapilan gii¢ analizi sonucunda ¢alismada 30 fare kullanildiginda (her grup i¢in 6
fare) %95 giivenle %80 gii¢ elde edilecegi hesaplanmistir. Ancak bu “n” sayilar1 her bir
parametre igin gerekli olan veri sayisini ifade etmektedir. Farenin ¢ok kiiciik bir deney
hayvani olmasi, egzersiz sirasinda bogulmalar yasanabilecegi ve calisilacak parametre
sayist nedeniyle elde edilen dokularin yeterli olmayabilecegi goz Oniine alinarak her

grupta 10; toplam 50 fare ile deneylerin yapilmasina karar verilmistir. Veriler SPSS paket
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programiyla analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma (SS) olarak
verilmistir. Bagimsiz grup incelemelerinde; Parametrik test varsayimlari saglandigindan
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA, post hoc: Tukey testi) kullanilmistir. Tim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Incelemeler

4.1.1. Kas hasarmin degerlendirilmesi

Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan Gastrocnemius-soleus kas kompleksine
ait kesitler Sekil 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubunda kas dokusu normal yapida
izlenmistir. Bu grupta nekrotik goriiniimlii kas hiicrelerine ve poliniikleer - mononiikleer
hiicre infiltrasyonlarina rastlanmamis olup nukleuslar oval yapidadir ve periferde
yerlesim gostermislerdir Sarkoplazma goriiniimii ve ¢izgilenme normal yapidadir (Sekil
4.1. A). Akut 3 saat grubunda kas dokusunda biitiinliiglin kayboldugu, kas liflerinde
dikkat ¢ceken yer yer acilma ve ayrilmalarin; liflerde dalgalanmalarin oldugu izlenmistir.
Enine gecmis kesitlerde kas lifinin ortasinda erimelerin oldugu ve liflerde biitiinliigliniin
kayboldugu gozlenmistir. Ayrica ¢ekirdek yerlesiminde diizensizlik, soluk sitoplazma ve
cizgilenmede bozukluk izlenmistir (Sekil 4.1. B). Diger deney gruplarindan akut 48 saat,

kronik 3 saat ve kronik 48 saat gruplarinda belirgin dejenerasyon izlenmemistir.

Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan gastrocnemius-soleus kas kompleksine
ait hasar skoru ve 16kosit infiltrasyonu sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Tiim gruplarda bu iki parametrede kontrole gore artislar gézlenmistir. Bununla beraber;
akut 3 saat grubundaki 16kosit infiltrasyonu ve hasar skorundaki artiglar istatistiksel
olarak 6nemli diizeydeyken (p<0,05) akut 48, kronik 3 ve kronik 48 saat gruplarindaki bu
degerler istatistiksel olarak 6nemli diizeye ulasmamislardir (p>0,05). Akut 3 saat
grubunda hem 1okosit infiltrasyonu hem de hasar skoru kontrol ve diger egzersiz

gruplarindan istatiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05).



Sekil 4.1. Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan Gastrocnemius-soleus kas kompleksine ait
kesitler. I¢i dolu ok, nukleuslar1; asteriks, kas liflerini; bos ok, doku kayiplar1 olan alanlar1 ve
ayrilmalari gostermektedir. A; kontrol grubu, B; Akut 3 saat, C; Akut 48 saat, D; Kronik 3 saat,
E; Kronik 48 saat grubu. Hematoksilen&Eozin, Bar: 20pum, X1000.



41

2,5

1,5

" I i i n

Kontrol Akut 3 saat Akut 48 saat Kronik 3 saat kronik 48

Lokosit infiltrasyon skoru
[

-0,5
Deney gruplari

Sekil 4.2. Deney gruplarinda goriilen 16kosit infiltrasyonu skorlamasi (Ortalama+SS,*: p<0,05
tiim gruplardan fark).

2,5

1,5

: I I = =

Kontrol Akut 3 saat Akut 48 saat Kronik 3 saat kronik 48

Hasar skoru

w

-0,5
Deney gruplari

Sekil 4.3. Deney gruplarinda goriilen hasar skorlamasi (Ortalama+SS,*: p<0,05 tiim gruplardan
fark).
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Kontrol Akut 3 saat Akut 48 saat

Sekil 4.4. Gruplarin plazma CK aktivite diizeyleri. (Ortalama+SS,*: p<0,05 Kontrolden fark, #:
p<0,05 Akut 3 saat grubundan fark).

Sekil 4.4. akut yiizme egzersizi gruplarinin serum CK aktivitesi degerlerini
gostermektedir. Kronik yiizme gruplarmmin da serum CK aktivitesi degerlerinin
incelenmesi planlanmis ve bu amacla kanlar1 alinarak santrifiij edilmis ve serumlari
saklanmistir. Ancak -80°C dolabinin bozulmasiyla drnekler kullanilamaz hale gelmistir.
Ek etik onay alinarak yeni deney hayvanlariyla akut gruplar tekrarlanmis, ancak kronik
yiizme egzersizi gruplari i¢in ayni islemler gergeklestirilememistir. Akut 3 saat grubunun
serum CK seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur. (p=0,047). Akut 48 saat grubunun CK seviyesi akut 3 saat grubuna gore
istatiksel olarak anlamli sekilde disiiktiir (p=0,045).

4.1.2. Kas rejenerasyonunun degerlendirilmesi

Kontrol grubunda nukleuslar periferde yerlesim gdstermislerdir Kas
rejenerasyonunu gosteren merkezi yerlesimli nukleuslar akut 48 ve kronik 3 saat
gruplarinda gorilmistiir (Sekil 4.5.). Akut 3 saat (sekil 4.5. B) ve kronik 48 saat (sekil
4.5. E) gruplarinda belirgin rejenerasyonu gosteren merkezi yerlesimli nukleus

goriilmemistir.



; 3 .\\ i

Gastrocnemius-soleus kas kompleksine ait kesitler. A; kontrol grubu, B; Akut 3 saat, C; Akut 48
saat, D; Kronik 3 saat, E; Kronik 48 saat grubu. Hematoksilen&Eozin, Bar: 20um, X200 Ok;

nukleus, yildiz; sarkoplazma’y1 gostermektedir.
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4.1.3. immiinohistokimyasal sonuclar

Gruplarin  gastrocnemius-soleus kas komplekslerinin  sarkoplazma ve
nukleuslarindaki Pax7, Scal ve CD45 ekspresyon diizeyleri Tablo 4.1°de, histolojik
olarak boyanma oOzellikleri Sekil 4.6-8’de gosterilmektedir. Kontrol grubunun
sarkoplazma ve nukleusunda Pax7’nin sirasiyla diisiik ve orta diizeyde ifade edildigi
gozlenmistir. Pax7 akut 3 saat grubunda negatif ekspresyon gosterirken; akut 48 saat
grubunun sarkoplazmasinda orta, ¢ekirdeginde yogun olarak ifade edilmektedir. Kronik
3 saat grubunda ise sarkoplazmada ekspresyon daha diisiikken, nukleusta yiiksek
seviyededir. Kronik 48 saat grubunun sarkoplazmasinda negatif, ¢ekirdeginde zayif

pozitif Pax7 boyanma 6zelligi tespit edilmistir.

Scal’in sadece kronik 48 saat grubunun c¢ekirdeginde orta derecede ifade
edildigi,diger gruplarda ne sarkoplazma ne de cekirdekte ifade edilmedigi tespit

edilmistir.

CD45 kontrol grubunda sarkoplazmada eksprese edilmezken, nukleusta yogun
olarak eksprese edilmektedir. Akut 3 ve 48 saat gruplarinda hala sarkoplazmada CD45
boyamasi gozlenmezken, ¢ekirdekte orta diizeyde ifade edildigi gozlenmistir. CD45
deney gruplar1 arasinda sadece kronik 3 saat grubunun sarkoplazmasinda zayif olarak
ifade edilmistir. Bu grubun ¢ekirdeginde yogun CD45 ekspresyonu gozlenirken, kronik
48 saat grubunun cekirdeginde boyanma Ozelliginin diisiik seviyeye indigi tespit

edilmistir.

Tablo 4.1. Kontrol ve egzersiz gruplarinda Pax7, Scal ve CD45 dagilimlar1 +: az ekspresyon,
++: orta ekspresyon, +++: yogun ekspresyon, S; sarkoplazma, N; nukleus.

Kontrol Akut 3saat | Akut 48 saat | Kronik3 saat | Kronik 48
saat
S N S N S N S N S N
Pax7 + ++ - - ++ +++ |+ +++ - +
Scal |- - - - - - - - - ++
CD45 | - +++ | - ++ - ++ + +++ - +




45

Gruplarmn  gastrocnemius-soleus  kas komplekslerinin  sarkoplazma ve
nukleuslarindaki semikantitatif H skoru analizi sonuglar1 sirasiyla Tablo 4.2 ve 4.3’de
verilmistir. Sarkoplazma Pax7 ekspresyonunun akut 3 saat ve kronik 48 saat gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli oranda diisiik (p<0,05), akut 48 saat grubunda ise
yiiksek (p>0,05) oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, akut 48 ve kronik 3 saat gruplarinin
sarkoplazmalarinda Pax7 ifadesi akut 3 ve kronik 48 saat gruplarindan yiiksek (p<0,05)
bulunmustur. Scal ve CD45 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli diizeyde fark saptanmamustir (p>0,05). Cekirdekteki Pax7 proteini ifade
degisimleri incelendiginde; sarkoplazmaya benzer sckilde akut 3 saat grubundaki
ekspresyonun kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli oranda diisiik (p=0,04) ve Akut 48
saat grubunda ise yiliksek (p<0,05) oldugu gozlenmistir. Akut 48 ve kronik 3 saat
gruplarinin ¢ekirdeklerindeki Pax7 ifadesi akut 3 ve kronik 48 saat gruplarindan yiiksek
(p<0,05) bulunmustur. Sarkoplazmadan farkli sekilde, kronik 3 saat grubunda
¢ekirdekteki Pax7 ifadesi de kontrole gore yiiksek saptanmistir (p<0,05). Kronik 48 saat
grubunun gastrocnemius-soleus kas komplekslerinin ¢ekirdeklerinde Scal kontrol, akut
48 ve kronik 3 saat gruplarina gore istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek ifade
edilmistir (p<0,05). Tiim gruplarin ¢ekirdeklerinde CD45 ekspresyonu kontrolden diisiik
olarak izlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.2. Gruplarin gastrochemius-soleus kas kompleksi sarkoplazmalarinda Pax7, Scal ve
CD45 ekspresyonlarinin H skoru analizi.

Pax7 Scal CD45
Kontrol - Akut 3 saat *1 # #
Kontrol - Akut 48 saat *1 # #
Kontrol - Kronik 3saat # # #
Kontrol - Kronik 48 saat *1 # #
Akut 3 saat - Akut 48 saat *1 # #
Akut 3 saat - Kronik 3 saat *1 # #
Akut 48 saat - Kronik 48 saat *1| # #
Kronik 3 saat - Kronik 48 saat *1 # #

*: p<0,05, #: p> 0,05 diizeyinde anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Tablo 4.3. Gruplarin gastrocnemius-soleus kas kompleksi ¢ekirdeklerinde Pax7, Scal ve CD45

ekspresyonlariin H skoru analizi.

Pax7 Scal CD45

Kontrol - Akut 3 saat *| # *1
Kontrol - Akut 48 saat *1 # *1
Kontrol - Kronik 3saat *1 # *1
Kontrol - Kronik 48 saat # *1 *1
Akut 3 saat - Akut 48 saat *1 # #

Akut 3 saat - Kronik 3 saat *1 # *1
Akut 48 saat - Kronik 48 saat *1| *1 *1
Kronik 3 saat - Kronik 48 saat *1 *1 *1

*:p<0,05, #: p> 0,05 diizeyinde anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.6. Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan gastrocnemius-soleus kas komplekslerinde
Pax7 reaksiyonunun yerlesimi ve ekspresyonu. A; kontrol grubu, B; Akut 3 saat, C; Akut 48
saat, D; Kronik 3 saat, E; Kronik 48 saat grubu. Ok:nukleus, yildiz:sarkoplazma
Immunoperoksidaz & Hematoksilen, X400, Bar:50 pm.
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Sekil 4.7. Kontrol ve egzersiz gruplarindan alinan gastrocnemius-soleus kas komplekslerinde
Scal reaksiyonunun yerlesimi ve ekspresyonu. A; kontrol grubu, B; Akut 3 saat, C; Akut 48 saat,
D; Kronik 3 saat, E; Kronik 48 saat grubu. ok; nukleus, yildiz; sarkoplazma. immunoperoksidaz
& Hematoksilen, X400, Bar:50 um.
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kil 4.8. Kontrol ve egzersiz gruplarindan alman gastrocnemius-soleus kas komplekslerinde

Se

, C: Akut 48

; kontrol grubu, B; Akut 3 saat
yildiz; sarkoplazma.

Kronik 3 saat, E; Kronik 48 saat grubu. ok; nukleus,

CD45 reaksiyonunun yerlesimi ve ekspresyonu. A

Bar:50 um.

X400

9

D;
Immunoperoksidaz & Hematoksilen

saat
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5. TARTISMA

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda farelerde uygulanan akut ve uzun stireli yiizme
egzersizlerini takiben iki farkli zaman diliminde (erken 3 saat) ve (ge¢ 48 saat)
gastrocnemius-soleus kas kompleksinde kas hasar ve rejenerasyonu ile satellit ve non-
satellit hiicre cevaplar1 nukleus ve sarkoplazmada ayr1 ayr1 incelenmistir. Verilerimiz akut
yiizme egzersizini takiben 3. saatte yiizmede etkin olarak kullanilan gastrocnemius-soles
kas kompleksinde belirgin hasar ortaya ¢iktigimi gostermektedir. Calismamizda kas
hasarmi gosteren tiim parametreler (histolojik incelemeler, hasar skoru, 16kosit
infiltrasyonu ve CK aktivitesi) bu bulguyu destekler niteliktedir. Akut yiizme egzersizini
takiben 48. saatte CK aktivitesinin akut 3 saat grubuna gore azaldig1 gézlenmistir. Bu
veri, akut egzersizi takiben, 48. saatte hasarin yerini rejenerasyon siireclerine biraktigini
isaret edebilir. Bu sonuglarla uyumlu sekilde akut 48 saat ve kronik 3 saat gruplarinda
histolojik olarak kas rejenerasyonunu gosteren merkezi yerlesimli nukleuslar
gozlenmistir. Uzun siireli egzersizlerin kas adaptasyonlarina sebep oldugu bilinmektedir
(Luo ve ark., 2013). Pax7 satellit hiicre belirteci olarak kabul edilmektedir (Relaix ve ark.,
2006). Akut 3 saat grubunda Pax7 ifadesi gozlenmemesi; 6te yandan akut 48 saat ve
kronik 3 saat gruplarinda en yiiksek diizeyde Pax7 boyanmasi tespit edilmis olmasi,
merkezi ¢ekirdek yerlesimleri ile uyumlu olarak akut egzersizi takiben 48. saatte ve uzun
stireli egzersizden sonra 3. saatte gastrocnemius-soleus kas kompleksinde rejenerasyon
stireclerinin varligin1 desteklemektedir. Bu veriler ayn1 zamanda kas rejenerasyonunda
satellit hiicre roliinii de ortaya koymaktadir (Shi ve Garry, 2006; Sambasivan ve ark.,
2011; Olguin ve Pisconti, 2012; Cutler ve ark., 2022). Pax7’nin ozellikle ¢ekirdekteki
ekspresyonu 6nemlidir (Dumont ve ark., 2015). Hasar gézlenen akut 3 saat grubunda
cekirdek Pax7 ifadesi kontrole gore diisiik, akut 48 saat ve kronik 3 saat gruplarinda ise
yiiksektir. Sarkoplazmada da akut yiizme egzersizini takiben 3 ve 48. saatlerde benzer
Pax7 ifadeleri tespit edilmistir. Scal*’ligi ve CD45" ‘ligi non satellit hiicre belirteci olarak
kabul edilmektedir (Boppart ve ark., 2013). Scal kronik 48 saat grubunda ¢ekirdekte
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kontrol, akut 48 saat ve kronik 3 saat gruplarmma goére yiiksek tespit edilmistir.
Sarkoplazmada higbir grupta Scal®’ligi gozlenmemistir. EK olarak gerek ¢ekirdek
gerekse sarkoplazmada Scal*ligi ve CD45 ‘ligini beraber gosteren bir grup olmamistir.
Bu veri, ylizmeye cevaben meydana gelen kas rejenerasyon siireglerinde non-satellit
hiicrelerin rol oynamadiginin gostergesi olabilir. Literatlirde de kas rejenerasyonu temel
olarak satellit hiicre aktivasyonu {izerinden incelenmistir ( Reimann ve ark., 2004; Hardy
ve ark., 2016; Cutler ve ark., 2022). Calismamizda kronik 3 saat grubunun
sarkoplazmasinda zayif CD45%°1igi, ¢ekirdekte ise kontrol ve kronik 3 saat gruplarinda
yogun CD45 boyanmasi, akut 3 ve 48 saat gruplarinda orta derecede, kronik 48 saat
grubunda ise zay1f CD45 reaksiyonu tespit edilmistir. Scal*’ligi ve CD45" liginin beraber
bulunmasi durumunda bu hiicrelerin atipik miyojenik projenitor hiicre (non-satellit hiicre-
kas kok hiicre) olarak isimlendirilebilecegi ve bu hiicrelerin kas rejenerasyonuna
katilmadigi ileri stirtilmiistiir (Parise ve ark., 2008). Calismamiz kapsaminda, kronik 48
saat grubunda ¢ekirdekte CD45%’1igi ile beraber Scal*’ligi tespit edilmistir. Literatiire
gore bu hiicreler kas rejenerasyonuna katilmayan atipik miyojenik projenitdr (non-satellit
hiicre-kas kok hiicre) hiicreler olarak ifade edilebilir. 6 haftalik ylizme egzersizinden 48
saat sonra gastrocnemius-soleus kas oOrneklerinin alinarak incelendigi bu grupta
yukaridaki referansla uyumlu olarak kas rejenerasyonuna ait merkezi yerlesimli hiicreler
de gozlenmemistir. Verilerimiz beraber degerlendirildiginde, akut yiizme egzersizini
takiben 3. saatte kas hasar1 ortaya ¢iktig1 48. saatte ise hasarli kasta satellit hiicre aracili
rejenerasyon gozlendigi ifade edilebilir. Uzun siireli yiizme egzersizi kas hasarina sebep
olmamig; ancak egzersize uyum siire¢lerinin olumlu bir sonucu olarak kas
rejenerasyonuna yol acmistir. Mevcut tez kapsaminda kisa ve uzun siireli egzersizi
takiben Ornekler 3 ve 48. saatlerde alindiklarindan bu zaman dilimleri disinda kasta

meydana gelen olaylar inceleme disinda kalmustir.

Egzersize bagl kas hasar ve rejenerasyonu egzersiz fizyolojisinin 6nemli ilgi
alanlar1 arasinda yer alirlar. Hareket, yeterli motor néronun uyarilmasi ile baslayan kas
kasilmast sonucu ortaya ¢ikan bir siiregtir (Boppart ve ark., 2013). Egzersiz sirasinda
belirli bir siire devam eden kas kasilmalar1 sarkomer sayisim1 ve miyofibril icerigini
artirarak kas kuvvetini, enduransin1 artirmaktadir (Boppart ve ark., 2013; Kraemer ve
Castracane, 2015). Bu adaptasyonlar remodeling siireci ile saglanmakta ve iskelet kasi
onarmminmn esas yapisini olusturmaktadir (Boppart ve ark., 2015). Ornegin, kas

kasilmalari, Ozellikle eksantrik kasilmalar tarafindan indiiklenen fokal plazma zari
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bozulmalari, subsarkolemmal vezikiillerin plazma zarina fiizyonu yoluyla zarin yeniden
kapatilmasiyla onarilabilir. Egzersizin bu adaptif mekanizmalar1 kok hiicre
aktivasyonunu saglayarak gerceklestirdigine yonelik ¢aligmalar son yillarda oldukca
popiiler hale gelmistir (Fliick, 2006; Kurosaka ve ark., 2009; Huntsman ve ark., 2013;
Boppart ve ark., 2013;2015, Joanisse ve ark., 2015; Cisterna ve ark., 2016; Shamim ve
ark., 2021). Kendini yenileme ve farklilasma 6zelligine sahip olan kok hiicreler iskelet

kasinda satellit ve non-satellit kok hiicre ismini alirlar.

Literatiirde egzersiz tiirlerine gore kas hasar ve rejenerasyonunu inceleyen farkl
caligsmalar yer almaktadir (Boppart vd., 2015; Myburgh ve ark., 2012). Bu ¢aligmalarin
cogunlugu eksantrik egzersiz uygulamasini tercih etmis ve eksantrik uygulamalarin diger
egzersiz tiirlerine gore daha fazla kas hasarina sebep oldugunu géstermislerdir (Thorborg,
2012; Damas ve ark., 2016; Timmins ve ark., 2016). Kas hasar derecesi egzersizin tiiriine,
incelenen kas grubuna, kullanilan kas hasar belirtecine ve egzersiz sonrasi inceleme
siiresine gore degisebilmektedir (Lovering ve Brooks, 2014; Yu ve ark., 2002). En sik
gozlenen histolojik kas hasari belirteglerinden biri Z-bantlarindaki dalgalanmalardir
(Raastad ve ark., 2010). Ek olarak, miyofibriler bozulma, sarkolemma, bazal lamina ve
bag dokuda da hasar izlenebilir (Schoenfeld, 2010). Miyofibriler bozulma, t-tiibiil sistemi
ve sarkolemmadaki yapisal degisikliklerle giiglii bir sekilde iligkilidir (Proske ve Morgan,
2001). Lokositler egzersizden hemen sonra kas dokusuna infiltre olmaya baslayabilirler
ancak genellikle egzersizden 24-48 saat sonra hiicre dis1 alanda tespit edilebilirler (Beaton
ve ark., 2002). Eger baz1 miyofibriller nekrotik hale gelirse, egzersizden yaklasik 4-7 giin
sonra hiicre i¢i bosluga infiltre olurlar (G. Paulsen ve ark., 2010). Bu nedenle 16kosit
birikimi, hasarin boyutuna gore diizenlenen agamali bir siire¢ gibi goriinmektedir (G.
Paulsen ve ark., 2010). Egzersize bagl kas hasari incelenen ¢aligmalar akut egzersizin
etkilerine yogunlasmistir (Engquist ve Zammit, 2021). Uzun siireli egzersizin kas
adaptasyonu ile giden olumlu etkileri bilinmektedir (Luo ve ark., 2013). Miyofibriler
bozulmalarin bizim Akut 3 saat verilerimizle de uyumlu olarak akut egzersizden hemen
sonra ve bir hafta sonra ortaya ciktigi bildirilmistir, ancak en biiyliik miyofibriler
bozulmalarin genellikle 1—4 giin sonra gozlendigi ifade edilmektedir (Raastad ve ark.,
2010; Yu ve ark., 2003). Bu sebeplerle, mevcut ¢alisma kapsaminda 48. saatte de
orneklerin alinmasina karar verilmis; ancak akut yiizme egzersizine cevap olarak 48.
saatte kas hasar1 degil; rejenerasyon ortaya ciktigi gozlenmistir. 6 haftalik yiizme

egzersizini takiben 3. saatte alinan 6rneklerde ise kas rejenerasyonu tespit edilmistir.
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Daha oOnce laboratuvarimizda yapilan bir calismada, farelerde akut yiizme
egzersizine cevaben histolojik olarak en belirgin kas hasarinin 3. saatte ortaya ¢iktig1, 24.
saatte de devam ettigi gosterilmistir (Kilic-Erkek ve ark., 2021). Mevcut tez verileri 48.
saatte hasarin yerini rejenerasyona biraktigini isaret etmektedir. Kilic-Erkek ve ark.’nin
calismasinda 6 haftalik yiizme egzersizini takiben 3. saatte alinan gastrocnemius-soleus
kas orneklerinde de hasar belirtecleri gézlenmis, ancak simdiki ¢alismada bu grupta hasar
degil, rejenerasyon ortaya konmustur. Bouchentouf ve ark. mdx farelerde muskuler
distrofi modeli olarak akut ylizme egzersizini kullanmis; 10, 20 ve 35 dk’lik akut yiizme
protokolleri uygulamiglardir. Yiizmeyi takiben hemen alinan m. Tibialis anterior kas
orneklerinde her ii¢ ylizme grubunda da hasarli fibril sayist ve hasarl yiizey oraninin
kontrolden yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (Bouchentouf ve ark., 2006). Bizim

calismamizda 30 dk’lik yiizme egzersizi uygulanmis olup, verilerimiz uyumludur.

CK, biiytik ol¢iide iskelet kas hiicrelerinde bulunan ve ATP ve kreatin olusturmak
igin enerji reaksiyonlarini katalize eden bir enzimdir (Bekkelund, 2020). Serum / plazma
CK seviyeleri egzersiz sonrasi kas hasar1 belirteci olarak kullanilmaktadir (Baird ve ark.,
2012). Bugiine kadar CK ile kas aktivitesi arasindaki iligki bircok agidan incelenmistir.
Incelemeler sonucu egzersize verilen CK tepkisinin biiyiik dlciide degiskenlik gosterdigi
anlasilmistir. Egzersiz ile olusan kas hasarinin derecesini, kas kasilma hizi, yiiklenmenin
derecesi, denegin aktiflik durumu, miyofibrillerin uzunlugu gibi faktorler etkilemektedir
(Chapman ve ark., 2006; McHugh ve Tetro, 2003; Newton ve ark., 2008). CK'nin
cogunlukla yogun uzun siireli egzersiz ve eksantrik kas antrenmani sirasinda arttigi
bilinmektedir. Ornegin bir ¢alismada adolesan erkek kosucularda 21 km'lik kosunun
ardindan 24 saat i¢inde %74'liik CK artis1 kaydedilmistir (Nie ve ark., 2011). Kilig-Erkek
ve ark. farelerde akut 30 dk yiizme egzersizi sonucu 3 ve 24 saat sonra serum CK
aktivitelerini incelemisler ve gruplar arasi anlamli farklilik olmadigini bildirmislerdir
(Kilig-Erkek ve ark., 2021). Benzer sekilde, erkek dencklerde su i¢i ve karada akut direng
egzersizini takiben 24 ve 48 saat gruplarinda serum CK seviyeleri kara grubunda anlamli
olarak yiiksek cikarken su i¢i ¢aligan grupta herhangi bir farklilik olugsmamistir (Pantoja
ve ark., 2009). Su igi grubunda CK seviyesinin artmamasi yilizme egzersizinin daha az
kas hasarina yol actigina isaret etmistir. Literatiirdeki farkliliklar egzersiz sonrasi 6rnek
toplama zamaniyla da iligkili olabilir. Ayrica CK ile fiziksel egzersiz arasinda bilinen
iliskiye ragmen CK'nin farkli kas aktivitelerine nasil tepki verdigine iligkin heniiz standart

bir veriye ulasilamamistir (Bekkelund, 2020). Tez kapsaminda toplanan kan serum
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ornekleri -80 dolabindaki ariza sebebiyle bozulmus olup c¢alismanin akut grubu
tekrarlanmis ve kan 6rnekleri yeniden toplanmistir. Bu sebeple yalnizca kontrol ve akut
egzersiz gruplarinda CK aktivitesi degerlendirilebilmistir. Kas hasarma ait verilerimiz
beraber degerlendirildiginde, akut ylizme egzersizini takiben 3. saatte alinan
gastrocnemius-soleus kas dokusu 6rneklerinde biitiinliigiin kayboldugu, kas liflerinde
dikkat ¢eken yer yer acilma ve ayrilmalarin; liflerde dalgalanmalarin oldugu izlenmistir.
Enine kesitlerde kas lifinin ortasinda erimelerin oldugu ve liflerde biitiinliigiiniin
kayboldugu gozlenmistir. Ayrica ¢ekirdek yerlesiminde diizensizlik, soluk sitoplazma ve
cizgilenmede bozukluk mevcuttur. Bu grupta kas hasari gostergesi olan lokosit
infiltrasyonu da tespit edilmis; hasar skoru yiliksek bulunmustur. Ek olarak, akut 3 saat
grubu serum CK diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmus, akut 48 saat grubunda ise akut 3 saat grubuna gore serum CK diizeyi anlaml
Olcilide azalmistir. Bu veriler akut ylizme egzersizini takiben 3. saate belirgin kas hasarina

isaret etmektedir.

Iskelet kaslarinda rejenerasyon, mevcut dokunun korunmasi ve egzersiz sonrasi
olumlu adaptasyonlarin olusabilmesi i¢in olmazsa olmaz faktorlerden bir tanesidir. Kas
homeostazisinin yeniden saglanmasi i¢in gerekli tamir siireci ise kas hasar1 ile
tetiklenmektedir (Sambasivan ve ark., 2011). Egzersize yanit olarak kas hasari-yeniden
sekillenmesi siiregleri birbiriyle ayrilamaz. Hasara yanit olarak kas rejenerasyonunda
inflamatuar yanit énemli rol oynar (Boppart ve ark., 2013). Inflamatuar yanitta; lokal
makrofaj aktivasyonu, nétrofillerin ¢ok ¢abuk toplanmasi (1-2 sa), makrofaj infiltrasyonu
(12-24 saat), M1’den (proinflamatuar, fagositik) M2'ye (anti inflamatuar) makrofaj
polarizasyonu (24-48 saat) ve kastaki birincil progenitor hiicre olan satellit hiicrenin
cogalmasi ve aktivasyonu (1-8 giin) goriiliir (Boppart ve ark., 2013). 1 saatlik yogun
bisiklet siirmenin hemen ardindan 1 saatlik kosudan olusan siddetli egzersiz protokoliinii
takiben, dolasimdaki 16kositlerin transkriptomundaki degisiklikleri 6lgen bir ¢alismada,
8 saglikl1 erkek denekten egzersiz Oncesi, egzersizden 3, 48 ve 96 saat sonra kan 6rnekleri
alinmistir. Egzersizden 3 saat sonra I6kosit sayisinin 6énemli derecede arttigi, 48. ve 96.
saatte ise anlamli bir farklilik olmadigi bildirilmistir (Neubauer ve ark., 2013).
Laboratuvarimizda daha once yapilan bir ¢alismada farelere uygulanan akut ve uzun
stireli ylizme egzersizlerini takiben 3 ve 24. saatlerde kas 6rnekleri alinmig ve histolojik
olarak kas rejenerasyonunun gostergesi olarak kabul edilen merkezi yerlesimli

cekirdekler az sayida izlenmistir (Kilic-Erkek ve ark., 2021). Bu siirelerin kasta
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rejenerasyon gelisimi i¢in yeterli olmayabilecegi diisiiniilerek mevcut ¢alismada egzersiz
sonras1 ornek toplama zamani olarak 48. saat de eklenmis ve akut 48 ile kronik 3 saat

gruplarinda merkezi yerlesimli ¢cekirdekler gézlenmistir.

Memeli iskelet kaslari, gelisim sirasinda tek c¢ekirdekli kas progenitorlerinin
flizyonuyla olusan ¢ok c¢ekirdekli kas liflerinden olusurlar (McLoon ve ark., 2004).
Bunlardan bazilari, belirli bir kok hiicre tiirii olan satellit hiicreler, yetiskin kas lifleriyle
iliskili kalir. Olgun miyofibriller, lif boyutunda (atrofi / hipertrofi) veya lif tipinde
(hizhidan yavasa veya yavastan hizliya gegis) degisikliklere ugrayabilen plastisiteye
uygun hiicrelerdir (Joanisse ve ark., 2015). Satellit hiicrenin en 6nemli belirteci Pax7’dir
(Engquist ve Zammit, 2021). Ek olarak, Pax3, M-kadherin, a7- ve B1-integrinler, c-Met,
C-X-C kemokin reseptorii tip 4 (CXCR4), sindekan-3 ve -4, kalsitonin reseptorii,
kalveolin-1, CD34, vaskiiler hiicre yapisma molekiili-1 (VCAML1) ve noral hiicre
yapisma molekiili-1 (NCAMI1) gibi farkli hiicre yiizeyi membran proteinleri de satellit
hiicre belirtegleri olarak tanimlanmistir (Gnocchi ve ark., 2009) Histolojik olarak anti-
laminin, anti-M-kadherin immiin boyama ile birlestiginde satellit hiicrelerinin kendi
niglerinde tanimlanmasina olanak saglar. Bununla birlikte, Pax7 en yaygin olarak taninan
hiicre i¢i belirtectir ¢iinkii cok cesitli tiirlerdeki tiim satellit hiicrelerinde her yerde
eksprese edilebilir. Pax7'nin aktiflestirilmis satellit hiicrelerinde de eksprese edildigini ve
bu nedenle hareketsiz satellit hiicreleri i¢in spesifik bir belirte¢ olmadigini akilda tutmak
onemlidir (Dumont ve ark., 2015) . Dinlenim durumunda ¢ok sayida satellit hiicrenin aktif
olmas1 pek olas1 degildir (Von Maltzahn ve ark., 2013). Ancak calismamizda kontrol
grubunda nukleusta orta derecede, sarkoplazmada ise zayif derecede ekspresyon
izlenmigtir. Bizim bulgularimizla uyumlu olarak Mackey ve ark.’nin caligmasinda
dinlenme durumunda, tek bir izometrik kas stimiilasyonu sirasinda, hafif ve agir direng
egzersizi olmak tizere 3 farkli grupta degisen oranlarda satellit hiicre gozlemlenmistir Bu
aragtiricilar da dinlenim durumunda zayif satellit hiicre boyanmasi bildirmislerdir
(Mackey ve ark., 2009). Calismamizda satellit hiicre belirteci olarak sadece Pax7 proteini
kullanilmigtir. Bu durum ¢alismamizdaki limitasyonlardan birini olustursa da, literatiirde
Pax7*’liginin bir hiicrenin satellit hiicre olarak tanimlanmasi igin yeterli oldugu ve
siklikla bu sekilde kullanildigr bilinmektedir (Joe ve ark., 2010; Scharner ve Zammit,
2011; Boppart ve ark., 2013; Imaoka ve ark., 2015; Bazgir ve ark., 2017). Pax7 eriskin

kaslarinda satellit hiicrelerde yiliksek oranda ve siirekli olarak ifade edilirken, Pax3
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diyafragma disindaki kaslarda az oranda eksprese edilir. Pax3 ve Pax7 gibi bazi belirtegler

ozellikle ¢ekirdekte bulunurlar (Dumont ve ark., 2015).

Literatiire bakildiginda egzersiz ve satellit hiicre iliskisini inceleyen yayinlar daha
¢ok eksantrik-direng egzersizi (Yu ve ark., 2003; Dreyer ve ark., 2006; Newton ve ark.,
2008; Kurosaka ve ark., 2009) ve akut egzersiz (Nederveen ve ark., 2015; Dewi ve ark.,
2022) iizerinde yogunlagmistir. Calismamizda akut 3 ve 48 saat gruplari incelenmis olup
akut ylizme egzersizini takiben 3 saat sonra 6rnek alinan grupta Pax7 ekspresyonu
goriilmemis, 48. saatte alinan 6rneklerde ise yogun Pax7 ekspresyonu goriilmistiir. Pax7*
hiicreler, ¢ekirdeklerin miyofiberlerin sitoplazmasina hizli bir sekilde fiizyonu yoluyla
kas onarimina katkida bulunan miyojenik kok hiicrelerdir ve akut egzersiz zorluklarina
kars1 kas plastisitesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Joanisse ve ark., 2015). Dewi ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada satellit hiicrelerin egzersiz sirasinda gegici
olarak tiikkendigi, ardindan 3 saat i¢cinde sayilarinin hizla artmaya basladig1 ve egzersizden
sonraki 24-72 saat i¢inde daha da yiikseldigi (~%50) gozlemlenmistir. Bu sonuglar
verilerimizle uyumludur. Insan iskelet kasinda egzersize bagli Pax7* satellit hiicre sayisi,
50 yasindan sonra daha diisiik rezervlere inmesine ragmen ileri yaslarda da normal
diizeyde kalir (Dewi ve ark., 2022). Bu da egzersizin sarkopeniye ragmen kas kuvvetinin

korunmasinda etkili bir yaklasim olmasinin sebebi olabilir.

Mackey ve arkadaslar1 tek bir akut egzersiz seansini takiben 48. saatte satellit
hiicre havuzunun 6nemli diizeyde aktive oldugunu bildirilmislerdir (Mackey ve ark.,
2009). Bu durum ¢alismamizdaki akut 48 saat grubundaki Pax7*’ligi ile uyumludur. Buna
karsin bagka bir ¢alismada yasli bireylerle tek sefer % 55-60 VO2max yogunlukta 30 dk
bisiklet ergometresi ¢alisilmis olup, egzersizden 24 ve 48 saat sonra alinan 6rneklerde
Pax7 ifadesi goriilmemistir (Nederveen ve ark., 2015). Arastirmacilar bu sonuglar
egzersiz sonrasinda satellit hiicre sayisinda bir artis olduysa bile, Pax7*’1igi i¢in 24-48
saat siirenin yetersiz olabilecegi ve egzersiz yogunlugunun yeterli rejenerasyon
olusumunu tetiklemek i¢in diislik kalmis olabilecegi seklinde yorumlamiglardir. Bagka
bir ¢alismada geng ve yasl erkek bireylere 2 set, 4 set ve 6 set akut eksantrik egzersiz
uygulanmis ve 24 saat sonra kas biyopsi 6rnekleri alinmistir. 2 ve 4. setler arasinda geng
erkeklerde satellit hiicre aktivasyonunun yash bireylere gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Arastiricilar bu durumu geng ve yash bireylerin testosteron farkina

baglamislardir (Dreyer ve ark., 2006).
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Disi ve erkek deney hayvanlarinin Pax7 ekspresyonlari karsilastirildiginda, erkek
hayvanlarda satellit hiicre miktar1 ve aktivasyonunun daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Shefer ve ark., 2010). Bahsedilen ¢aligmada 13 hafta boyunca haftada 6 giin 20 dk
boyunca uygulanan kosu egzersizini takiben erkek ve disi siganlarda satellit hiicre
aktivasyonu artis1 ve gastrocnemius hipertrofisi gézlenmistir. Arastiricilar bu verilerden
yola ¢ikarak, uzun siireli aeorobik egzersizin yasa bagl kayiplar1 azaltip kaslar1 koruyucu
etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda 6 hafta siireyle Sgiin/hafta 30 dk
yiizme egzersizinden 3 ve 48 saat sonra erkek farelerden kas 6rnekleri elde edilmis olup,
kronik 3 saat grubu sonuglarinin yukaridaki ¢alismayla uyum gosterdigi sdylenebilir.
Yetiskin bireylerle yapilan bir arastirmada 6 hafta boyunca 30 dk/giin 4giin/hafta orta
yogunlukta yapilan endurans egzersizini takiben hemen alinan vastus lateralis kas biyopsi
orneklerinde Pax7 ekspresyonunda artis gdriilmemistir (Joanisse ve ark., 2015). Ote
yandan, sedanter yetiskinlerde 45dk/gilin, 3giin/hafta siklikla 12 haftalik bisiklet
ergometrisi egzersizi sonrasi vastus lateralis kasindan son egzersizden 48 saat sonra
alinan biyopsi drneklerinde Pax7* ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir (Fry ve ark.,
2014). Arastiricilar bu bulguyu bisiklet egzersizi ile bacak ekstansor kaslarinin iyi
calismasina baglamiglardir. 5 haftalik siganlara 8 hafta boyunca kosu egzersizi
uygulanmis, son egzersizden 48 saat sonra alman m. plantaris biyopsi orneklerinde
kontrol grubuna goére Pax7 ifadesinde artis gézlenmistir. Direngsiz kosu egzersizinin arka
bacak kaslarinda IGF-I mRNA ekspresyonunda bir artisa yol agmadigi, bu nedenle satellit
hiicre aktivasyonunun plantaris kasindaki hipertrofiden bagimsiz olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Kurosaka ve ark., 2009). Bir baska ¢alismada 4 haftalik kosu egzersizinin
hem geng hem de yasli farelerde satellit hiicre aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir.
Yaslh farelerdeki aktivasyon, yetiskin farelere gore daha fazla olmus ve egzersizin yas
arttikca satellit hiicre aktivasyonu yoluyla miyofibril sayisin1 koruyor olabilecegi ileri
striilmiistiir (Fujimaki ve ark., 2014). Mackey ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
calismada 10 haftalik kuvvet egzersizinden Once ve sonra 42 kadinin trapezius
kaslarindan kas biyopsileri toplanmis ve satellit hiicreler incelenmistir. Tip I ve Il kas
liflerinin satellit hiicre iceriginin baslangica gore sirasiyla %65 ve %164 oraninda arttig1
gozlenmistir (Mackey ve ark., 2011). Aktif erkeklerde haftada 3 giin, 12 haftalik
dayaniklilik egzersizinden 72 saat sonra alinan kas orneklerinde Pax7 aktivasyonu
gozlenmemistir (Shamim ve ark., 2021). Literatiirdeki birbiriyle uyumlu olmayan bazi
veriler, uygulanan egzersizin siddeti, tipi, kas biyopsi érneklerinin alinma zamani, bireyin

antrene olma durumu, yasi, cinsiyeti vb. faktorlerle agiklanabilir (Shefer ve ark.,2010;
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Mackey ve ark., 2011; Babcock ve ark., 2012; Pugh ve ark., 2018). Mevcut tez
kapsaminda kas rejenerasyonu -satellit hiicre iliskisi ile ilgili veriler beraber
degerlendirildiginde,  histolojik  olarak  belirgin  gastrocnemius-soleus  kas
rejenerasyonunun akut 48 ve kronik 3 saat gruplarinda izlendigi; bununla uyumlu olarak
Pax7 ifadesinin de bu gruplarda hem ¢ekirdek, hem de sarkoplazmada en yiiksek seviyede
oldugu gozlenmistir. Bulgularimiz farelerde kisa siireli yiizme egzersizini takiben 48. saat
ve kronik yiizme egzersizini takiben 3. saatte satellit hiicre aracili kas rejenerasyonu

meydana geldigini gostermektedir.

Kas rejenerasyonunda non-satellit hiicrelerin roliinii inceleyen c¢aligmalar, satellit
hiicreleri inceleyenlere gore oldukca sinirli sayidadir. Valero ve arkadaslari farelerde akut
eksantrik egzersizden 24 saat sonra Sca-1*CD45  non-satellit kok hiicre sayisinin
arttigini, bu kok hiicrelerin agirlikli olarak perisitler oldugunu ve bu artigin satellit hiicre
havuzunu destekledigini gostermislerdir (Valero ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda non-
satellit hiicre alt gruplar1 degerlendirilmemistir. Zou ve arkadaslar1 a7 transgenik
farelerden non-satellit (Sca-1*CD45") kok hiicreleri izole edip normal farelerin kas igine
enjekte etmis ve bu hayvanlar1 2 ve 4 hafta boyunca kosu bandinda (haftada ti¢ kez)
eksantrik egzersize (yokus asagi kosu) tabi tutmuslardir. Gastrocnemius-soleus
kompleksleri son egzersizden 24 saat sonra toplanmistir. Non-satellit kok hiicrelerin
mevcut miyofibrillerle dogrudan kaynagmadigini; ancak non-satellit hiicre
enjeksiyonunun, egzersizden 2 hafta sonra Pax7 satellit hiicre sayisin1 ve miyoniikleer
icerigini arttirdigin1 gostermislerdir (Zou ve ark., 2015). Bir baska ¢alismada, tek bir
eksantrik egzersiz seansindan 24 saat sonra 5 haftalik farelerin gastrocnemius-soleus kas
komplekslerinden Scal*CD45  non-satellit hiicreler izole edilmis ve 24 aylik farelerin
gastrocnemius-soleus kas komplekslerine transplante edilmistir. Transplantasyonu
takiben 1. ve 4. haftalarda kas agirligi, miyofibril boyutu, maksimum kuvvet ve satellit
hiicre sayisinda 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (Huntsman ve ark., 2018). Non-
satellit hiicreleri degerlendirmek icin kabul edilen Scal® ve CD45  ekspresyonu
birlikteligi mevcut tez kapsaminda higbir grupta izlenmemistir. Scal kronik 48 saat
grubunda ¢ekirdekte orta diizeyde eksprese edilirken diger tiim gruplarda negatiftir.
CD45 “ligi ise sarkoplazmada yalnizca kronik 3 saat grubunda mevcutken nukleusta tiim
gruplarda pozitif ekspresyon gozlenmistir. Literatirde CD45% boyanma o6zelligini
hematopoetik hiicre ile iliskilendiren yayinlar mevcuttur (Asakura, 2012). Kas doku

damardan zengin olup, diger dokulardan tam olarak izolasyonu zordur. Bununla beraber,
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CD45*liginin ¢ekirdekte yogun olarak tespit edilmis olmasi, bu boyanmanin damarla
iliskili olabilecegi diisiincesini zayiflatmaktadir. Ote yandan, Scal*’ligi ve CD45*liginin
beraber bulunmasi durumunda bu hiicrelerin atipik miyojenik projenitér (non-satellit
hiicre-kas kok hiicre) olarak isimlendirilebilecegi ve bu hiicrelerin kas rejenerasyonuna
katilmadigi ileri stiriilmistiir (Parise ve ark., 2008). Kronik 48 saat grubumuzda atipik
miyojenik projenitdr hiicrelerin varliindan s6z edilebilir. Verilerimiz, ¢alisma
protokoliimiizde gozlemlenen kas rejenerasyonunun primer olarak satellit hiicreler ile

saglandigini, non-satellit hiicrelerin rol almadigini isaret etmektedir.

Kas hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde cesitli egzersiz protokolleri
uygulanmakta ve olumlu sonuglar elde edilmektedir (Ikeda ve ark., 2016; Lindsay ve ark.,
2019) . Yizme pek ¢ok kisiye rahatlikla onerilebilen, hastalar tarafindan da eksantrik
tipteki egzersizlere gore daha kolay tolere edilebilen bir egzersizdir. Verilerimiz akut
yiizme egzersizini takiben 3. saatte kas hasar1 ortaya ¢iktigini; ancak 48. saatte hasarin
yerini rejenerasyona biraktigini géstermektedir. Kas hasar1 ve rejenerasyonu birbiri igine
geemis siiregler olup; kaslarda rejenerasyonun uyarilabilmesi icin belli diizeyde
hasarlanmanin gerekli oldugu ileri siiriilmektedir (Burd VE De Lisio, 2017). Uzun siireli
egzersizler ise olumlu, terapétik adaptasyonlar ile iligkilidir (Coletti ve ark., 2022).
Calismamizda 6 hafta/haftada 5 giin 30 dk olarak uygulanan yiizme egzersizinin kas
hasarma sebep olmadigi, ancak son egzersizi takiben 3. saatte alman O6rneklerde kas
rejenerasyonu bulgular1 varligir gozlenmistir. Orneklerimiz akut ve uzun siireli yiizme
egzersizlerini takiben 3 ve 48. saatlerde toplandigindan, bu zaman dilimleri arasinda kasta
meydana gelen hasar / rejenerasyon siirecleri incelenememistir. Egzersiz uygulamalarina
cevaben meydana gelen Kas rejenerasyon siireglerinde satellit ve non-satellit hiicrelerin
rolleri ile bunlarin zamana bagl etkilesimleri bir diger dnemli egzersiz fizyolojisi ilgi
alamdir. Verilerimiz akut yiizme egzersizini takiben 48. saatte ve kronik egzersizden
sonra 3. saatte gozlenen kas rejenerasyonunda satellit hiicrelerin roliinii gostermistir.
Bununla beraber non-satellit hiicrelerin kas rejenerasyonuna katkisi ile ilgili herhangi bir
veri elde edilememistir. Mevcut calisma, iskelet kasi iyilesmesinin hiz ve etkinligini
arttirmaya yonelik farmakolojik olmayan, minimal diizeyde yan etkiye sahip yeni tedavi
stratejileri gelistirilmesine yol acgabilececegi 6n goriilerek planlanmigtir. Farkli egzersiz
tiirlerine cevaben ortaya ¢ikan kas rejenerasyonunda zamana bagli satellit ve non-satellit

hiicre iliskilerini tam olarak agiklayabilmek icin daha ileri ¢aligmalara gereksinim vardir.
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6. SONUCLAR

1) Histolojik bulgular akut yiizme egzersizinden sonra 3. saatte gastrocnemius-soleus kas

kompleksinde kas hasar1 oldugunu gostermektedir.

2) Serum CK aktivitesi de akut 3 saat grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

onemli diizeyde yiiksek, akut 48 saat grubunda diisiikk bulunmustur.

3). Akut 48 saat ve kronik 3 saat gruplarinda histolojik olarak belirgin olarak kas

rejenerasyonu tespit edilmistir.

4) Immiinohistokimyasal analizlerde akut 48 saat ve kronik 3 saat gruplarinda satellit

hiicre belirteci olan Pax7 ekspresyonunda artis gdzlenmektedir.

5) Akut ve uzun siireli yiizme egzersizlerini takiben 3. ve 48. saatlerde alinan
gastrocnemius-soleus kas komplekslerinde gozlenen kas rejenerasyonuna non-satellit

hiicrelerin aracilik ettigine dair herhangi bir veri elde edilmemistir.

5) Immiinohistokimyasal analizlerde kronik 48 saat grubunda kas rejenerasyonuna
katilmadigu ileri siiriilmiis olan atipik miyojenik projenitor non-satellit hiicrelerin varlig

gozlenmistir.

Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde akut yilizme egzersizini takiben 3. saatte m.
gastrocnemius-soleus kas kompleksinde, kas hasari ortaya ¢iktigi gézlenmistir. Bu bulgu
ayni zaman diliminde serum CK aktivitesi artis1 ile de desteklenmektedir. Akut yiizmeyi
takiben 48. saatte kas hasarmin yerini satellit hiicre aracili rejenerasyona biraktig
gozlenmistir. 6 haftalik ylizme egzersizini takiben alinan Orneklerde kas hasari
gozlenmemis; 3. saatte satellit hiicre aracili rejenerasyonu isaret eden veriler elde
edilmistir. Incelenen post-egzersiz zaman dilimlerinde kas rejenerasyonuna non-satellit

hiicrelerin katkisini gosteren herhangi bir bulgu elde edilmemistir. Verilerimiz uzun siireli
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egzersizlerin kas sagligi lizerine olumlu etkilerini teyit edici ve mekanizmalarini

aciklayici niteliktedir.
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Abstract
Background: lsokinetic exercise is used to reduce strength imbalance and to enhance performance.

Objective: The aim of this study was to iInvestigate the acute effects of a single bout of eccentnc
isokinetic exercise on hemorheology (erythrocyte deformability and aggregation), total
ondant/antioxidant status (TOS/TAS) and oxidative stress index (O5]) in active individuals.

Methods: The study comprises 11 active, healthy, male subjects (mean age of 1945 £ 0.31 years, BMI
2205 £ 0.1 kg/m2). They performed single, unilateral eccentic contractions of knee flexors and
extensors with dominant leg on a dynamometer, |sokinetic hamstring, quadniceps strength were
recorded at eccentnc (30, 120° 5-1) angular veloaities, Eight active age-matched healthy male subjects
were included as a contral group, who did not receive exercise, Blood samples were obtained before,
immediately after and two days after the exercise session. Hemorheological parameters were
measured by an ektacytometer. TOS/TAS were determined using a commercial kit

Results: A session of eccentnic isokinetic exercise did not affect erythrocyte deformability and
odative stress indices, whereas red blood cell (RBC) aggregation was increased initially and retumned
to pre-exercise levels after two days following exercise.

Conclusion: Qur results suggest that, increased RBC aggregation following an acute bout of isokinetic
exercise may result in increased plasma skimming that augments tissue perfusion and clearance of
metabolites within a penod of two days following exeraise.

Keywords: Hemorheology; eccentric exercise; oxidative stress; red blood cell aggregation.
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Abstract

Background: Cardiac syndrome X (CSX) is often described as angina or angina-like chest pain with a
normal coronary arteriogram, yet the underlying pathophysiological mechanisms have not been fully
elucidated. The aim of the current study was to determine alterations in blood rheology (erythrocyte
agqgregation and deformability, plasma viscosity - PV) in patients with CSX.

Methods: The study comprised 26 CSX patients (35.77  12.33 years) and 37 age- and sex-matched
(5632 £ 11.98 years) healthy controls. Erythrocyte aggreqation and deformability were measured by
an ektacytometer and PV with a rotational viscometer.

Results: Erythrocyte deformability measured at 1.69 and 3.00 Pa was lower in the CSX patients
compared to the controls (p = 0001 and .017, respectively). Erythrocyte aggregation index (Al) (72.758
1 7.65 vs. 66483 * 6,63, p =.002) and PV measured at a shear rate of 375 5 (1.932 £ 02255, 1,725
10.331, p = .019) were significantly higher in patients with CSX. When Al, RDW and erythrocyte
deformability measured at 1.69 Pa were evaluated together, it was observed that the increase in Al
and RDW augments the risk of having CSX (OR: 1.2 and 2.65, respectively), while the rise in
deformability decreases this risk (OR = 0.02).

Conclusions: Hemorheological impairments are associated with CSX.

Keywords: Erythrocyte aggregation; cardiac syndrome X; microvascular anging; plasma viscosity; red
blood cell deformability.
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Abstract

Background: The Nordic hamstring exercise (NHE) has been proven to be an effective preventive
technique for hamstring injuries, Hemorheological parameters (erythrocyte deformability and
aqgreqation) play a critical role in exercise influencing oxygenation. Although previous studies
presented hemorheological alterations induced by different types of exercise, changes in red blood
cell {RBC) deformability and aggregation following NHE remain unknown. Present study was designed
to explore possible alterations in hemorheological and oxidative parameters after an acute bout of
NHE.

Methods: 10 healthy, male, active students (mean age 19.920.23, BML: 21.5620.54) participated to the
study. They performed a single session of seven-repetitions of NHE followed by a familiarisation
period. Blood samples were obtained before and immediately after the exercise from the antecubital
vein. Hemorheological parameters were measured by an ektacytometer.

Results: NHE did nat change deformability, hematocrit and cxidative stress but, increased RBC
aqgregation index (Al, p = 0.011) and decreased RBC aggregation half time (%2, p = 0.009).

Conclusions: Our results suggest that, increased RBC aggregation following an acute bout of NHE
may result in increased plasma skimming and thus ease the flow of blood.

Keywards: Nordic hamstring exercise: RBC deformability: erythrocyte agqreqation: oxidative stress,
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Abstract

Background: Understanding of the pathophysiclogic manifestations of pulmonary arterial
hypertension (PAH) is still evalving. The aims of the present study were to determine the alterations in
blood rheology, and to investigate the relationship between those alterations and laboratory
parameters in PAH.,

Methods: The study included 21 consecutive treatment-naive patients with PAH and 32 age and sex-
matched healthy controls. Patients were categonised in class Il (n=6), class lll (n=13), and class [V
{n=2], All subjects underwent right-heart catheterisation, Erythrocyte deformability and aggregation
were measured by an ektacytometer.

Results: Haemodynamic variables were as follows: the mean right atrial pressure: 9.945.76mmHg;
the average pulmanary vascular resistance: 5.66+3 WU: Fick cardiac index; 4.1522.75!/min/m*: and
mixed venous O, saturation: 64.5912.53%. The average 6-minute walk distance was
351.082133.08m. Erythrocyte deformability measured at 0.95, 3.00, and 5.33Pa was significantly lower,
erythrocyte aggregation index (Al) was higher, and aggregation half-time (£1/2) was lower in PAH. Al
and fibrinogen were positively correlated with NT pro-BNP (AI-NT pro-BNP: r=0579; fibrinogen-NT
pro-BHNP: r=0.581). £1/2 was negatively comrelated with NT pro-BNP (£1/2-NT pro-BNP: r=-0.648),

Condusions: The increase in erythrocyte aggregstion and the decrease in deformability may
theoretically increase the flow resistance and may be of haemedynamic significance. The association
between erythrocyte aggregation and MT pro-BNP may indicate that erythrocyte aggregation
increases with disease progression, These alterations contribute to the understanding of the
pathophysiology and could serve as markers of disease presence,

Keywords: Blood rheology; Ervthrocyte aggregation; Erythrocyte deformability: Pulmanary arterial
hypertension.
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Abstract

Background: Ozone 15 used intensively worldwide in treatment and research of vanous pathologies
due fo its healing effects.

Objective: The aim of this study is to investigate the effect of major ozone autohemotherapy on
erythracyte deformability and aggregation.

Methods: 10 and S0ug/m doses of ozone was applied for 20 minute to venous blood samples
obtained from 10 healthy male volunteers. Erythrocyte aggregation, deformability were measured by

an ektacytometer. Total oxidant status, total anfioxidant status were measured via a commercial kit.
The oxidative stress index was calculated.

Results: Ozone at 10 and 50pg/ml doses did not alter erythrocyte aggregation. S0ug/ml ozone
increased red blood cell (RBC) deformability measured at 0.53 Pa. Compared with the Control value,
there was a significant increase in TOS, TAS for the doses of 10 and 50pug/ml. The increase in TAS was
found to be more significant at 10ug/ml dose. The most obvious increase in 05l value was observed
at 30pg/ml.

Conclusion: Our results demonstrate that although 10pg/ml ozone has no effect on hemarheology,
0pg/ml ozane concentration has positive effects on RBC deformability, thus circulation at 0.53 Pa
corresponding to the shear stress encountered duning venous circulation,

Keywords: Ozone therapy; RBC deformability; erythrocyte aggregation; oxidative stress,
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Abstract

Objectives: To perform a systemic investigation on oxidative stress and DNA damage in patients with
primary pterygium,

Methods: This prospective cross-sectional study included 32 patients with primary pterygium
(60.1+2.0 years of age) and 33 age- and sex-matched (58.812.2 years of age) control subjects
(P>0.05). A commercial kit was used for measuring serum total oxidant status (TOS) and total
antioxidant status (TAS). The comet assay was performed after lymphocyte isolation from venous
blood to quantitate DNA damage. Tail length (TL), tail intensity (TI), and tail moment (TM) were used
for statistical analysis as parameters of DNA damage.

Results: In the pterygium group, TOS and TAS were significantly higher when compared with those of
the control group (P=0.019 and P=0.005, respactively). In terms of DNA damage, patients with
pterygium had higher TL, I, and TM than in the control subjects (P<0.0001 for all).

Conclusions: Although current literature focuses on local factors in pterygium pathogenesis, patients
with pterygium seem to have increased systemic oxidative status (and compensatory antioxidant
response) and genotoxicity, which might create a predisposition for pterygium development.
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Abstract

Background: Although radioiodine theraphy (RAIT) is thought to affect blood cells and oxdative
stress, hemorheological alterations following dose-dependent RAIT remains unknown,

Objective: The aim of this study was to determine the effects of RAIT on hemorheological and
oxidative stress parameters in patients with differentiated thyroid cancers (DTC),

Methods: Totally 31 DTC patients (mean age 46.3211.15 years) and 26 healthy controls (mean age
50.5026.22 years) were included. Venous blood samples were collected from each patient before and
after treatment (7th day, 1th month and 6th month). Erythrocyte aggregation-deformability and
oxidative stress parameters were determined. p < 0.05 was considered as statistically significant.

Results: Erythrocyte deformability of the patients determined at 16.87 and 30 Pascal were significantly
lower than healthy individuals. Erythrocyte aggregation index (Al) of the patients was higher, whereas
erythrocyte aggregation half-time (£72) was lower compared to control. Erythrocyte deformability
values and Al were not significantly different from the pre- and post-radioiodine treatment groups.
There was no statishically significant difference between the ciidative stress parameters before and
after the treatment.

Conclusions: Patients were in a worse hemorheological condition compared to healthy individuals.
After RAIT, RBC deformability and aggregation were not affected and no significant change in
oxidative stress parameters was detected,

Keywords: Differentiated thyroid cancer; I-131; erythrocyte aggregation; erythrocyte deformability;
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Abstract

Background

Mo eraie- inten ity 2o b ¢ exercise training with high freguency is recomm ended in
metgholic svn oy [ MetE) W i med to nvestigate the effecs of swimming and
sulmsguent detraining on heporhealo sy arel gegladive giregs in Mets

Material and methads

Aol ol B0 rats were used Met® was induosd by 2 dmegf g monosod um: ghiamate
(MEC) injection o rats on days 0-10, svery other day Sswimmuing swerciss training was
applisd Mmdmutes 3 davs wesek, witha 35 body weight Joad, for 18 wessks Detraining
waas applied for § weeks. Endhrocyte deformah jlity was measuned with an
eltaoytometer, wholebloogd viscos iy (WEY) by 2 come-pl 2t i scomueder, total oocidant-
amtimid ant capacity [ TOE-TAS) were measured by cammercial Jats

Results

e S Ty i il 14

I O D i Tre wfls o] il o . ek 'l
Exercies resul i in anincremeentafHDL in rats with MetE, swhich was not reverssd by
detraining. Swimming decreased HOMA-IR score in Mei Detraining caused an
increase in WHY in healthy rats Theexercise apphed resulted in an increase in TAS in
bath healthy aned Met® rats

Conclusion

Wi sugpest that swimmuing may bebeneficial in Meaf and may contriute pas Gvely o
the prevention ol the develo pment of possible complications by increasing TAS. Sino=
samee of the gains of exerds= training are reverssd by detraining, liletime exercise
fraiming may be rewnmended.
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. « BEGESMDT 7 A »

T.C
PAMUKKALE UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu

Say1  :60758568-020/2419 10/01/2019
Konu :Basvurunuz hk.

Saym Prof. Dr. Zekiye Melek KUCUKATAY
Tlgi :14.12.2018 tarihli dilekgeniz.

"Akut ve kronik yiizme egzersizine fare gastrocnemius-soleus kas kompleksi
satellit ve non-satellit kok hiicre cevaplarinin incelenmesi"” konulu PAUHADYEK-
2018/42 no'lu ¢aligmaniz 25.12.2018 tarih ve 2018/11 sayili toplantimizda goriisiilmiis olup,

Yapilan goriismelerden sonra, soz konusu galismamn yapilmasmin Hayvan Deneyleri
Etigi acisindan uygun olduguna ve 50 adet Fare kullanilarak yapilmasina oy birligi ile karar
verildi.

Geregini bilgilerinize rica ederim.

Prof. Dr. Funda Fatma BOLUKBASI HATIP
Bagkan

Tip Fakiiltesi Dekanhgi Kinikli/Denizli Aynntili bilgi icin irtibat : Aysel OZKAN
Tel: 0(025) 8 Faks: 0 (258) 296 17 65
E-Posta: hadek@pau.edu.tr Elektronik Ag:http://www.pau.edu.tr
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Evrak Tarih ve Sayisi: 04.01.2024-E.471175

T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI k- 1&:“
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu e

Say1 :E-60758568-020-471175 04.01.2024
Konu : Bagvurunuz Hk.

Saymn Prof. Dr. Zekiye Melek KUCUKATAY
flgi  : 08/11/2023 tarihli dilekgeniz.

"AKkut ve Kronik Yiizme Egzersizine Fare Gastrocnemius-Soleus Kas Kompleksi Satellit ve
Non-Satellit Kok Hiicre Cevaplarmmin Incelenmesi" (PAUHDEK-2023/39)" konulu ¢alismamz
15.12.2023 tarih ve 2023/07 sayih toplantimizda goriisiilmiis olup,

Yapilan goriismelerden sonra, s6z konusu ¢alismanin Hayvan Deneyleri Etigi acisindan uygun
olduguna ve 64 adet CS7BL/6 1rki erkek fare kullanilarak yapilmasina oy birligi ile karar verildi.

Geregini bilgilerinize rica ederim.

Dog. Dr. Habip ATALAY

Kurul Bagkani
Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmistir:
Belge Dogrulama Kodu :BSMZ2E7S9Y Pin Kodu :73282 Belge Takip Adresi : https:/www.turkiye.gov tr/pau-ebys
Adres:T1p Fakiiltesi Dekanhg KimklyDenizli Bilgi i¢in: Selda ULUDAG
Telefon:0 (025) 8 Faks:0 (258) 296 17 65 Unvam: Bilgisayar Isletmeni

e-Posta-hadek@pau.edu.tr Elektronik Ag http:/www.pau.edu.tr
Kep Adresi: paurektorluk@hs01 Kep.tr



