
ANKARA ÜNİVERSİTESİ
BİLİMSEL ARAŞTIRMA PROJELERİ

KOORDİNASYON BİRİMİ KOORDİNATÖRLÜĞÜNE

Ratlarda Farklı Eğimlerdeki Eksantrik Egzersizin Kas Hasarına EtkisiProje Başlığı

EK-11

13L3330020Proje No

Prof. Dr.  Emine KoçProje Yöneticisi

Yukarıda bilgileri yazılı olan projemin kesin raporunun e-kütüphanede yayınlanmasını;

İSTİYORUM

İSTEMİYORUM

........ / ........ / 20
Prof. Dr.  Emine Koç

:

:

:

GEREKÇESİ:

Lisansüstü Tez Projesi (Yüksek Lisans)Proje Türü :



EK-11

ANKARA ÜNİVERSİTESİ
BİLİMSEL ARAŞTIRMA PROJESİ

SONUÇ RAPORU

Ratlarda Farklı Eğimlerdeki Eksantrik Egzersizin Kas Hasarına Etkisi

Prof. Dr.  Emine Koç

Yrd. Doç. Dr.  Ali Doğan DURSUN - Evrim Gökçe 

13L3330020

07.02.2014 - 07.02.2015

27.07.2015

Ankara Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri
Ankara - 2015



EK-11

I. Projenin Türkçe ve İngilizce Adı ve Özetleri

Türkçe Adı Ratlarda Farklı Eğimlerdeki Eksantrik Egzersizin Kas Hasarına Etkisi:

İngilizce Adı : The effects of different incline downhill eccentric exercise on muscle injury in rats



Özetleri : Eksantrik Egzersizde Farklı Eğimlerin Kas Hasarına Etkisi

Eksantrik kas aktivitesi, gerim altında kasın boyunun uzaması ile ortaya çıkar. Alt

ekstremite kaslarının büyük bir bölümü yürüme paterninin bir bölümünde

eksantrik olarak kasılır, yerçekimine karşı vücut ağırlığını destekleyerek vücudu

dik tutar ve şok absorban görevi görür.

Eksantrik egzersizi takip eden süreçte, kaslarda hasar yanıtları izlenmiştir. Antrene

olmayan bireylerde yapılan eksantrik egzersiz, kas liflerinde kopma, sarkomer

kayıpları, plazma CK enziminde yükselme gibi hasar yanıtlarına neden olmaktadır.

Çalışmanın amacı, yokuş aşağı koşu egzersizi sırasında ağırlıklı olarak eksantrik

olarak çalışan sıçan soleus kası ve plazmada; farklı eğimlerdeki hasar yanıtlarının

incelenmesi, eğim artışının hasar ile ilişkili olup olmadığının ortaya çıkarılmasıdır.

Çalışmada, 12 haftalık 32 erkek Wistar sıçanı; kontrol, -16°, -8° eksantrik egzersiz

(yokuş aşağı koşu) ve 0° (düz koşu) grubu olarak 4 ayrı gruba ayrılmıştır.

Denekler, 10 günlük , 15 dakikayı geçmeyen koşu bandına alışma amaçlı yapılan

alıştırma protokolünün ardından; 3 gün dinlenmeye alınmış sonrasında 5 gün, 0°, -

8°, -16° eğimlerde 90 dk boyunca, 20-25 m/dk hız ile koşu bandında antrenman

yapmışlardır. Son egzersizden 48 saat sonra sakrifiye edilen sıçanlarda, serum

örneklerinde kreatin kinaz, total antioksidan ve total oksidan seviyeleri, HSP70 ve

soleus kasında total antioksidan ve total oksidan seviye tayini yapılmıştır.

Sonuçlarda; plazma CK  -16° yokuş aşağı koşu grubunda yükselmiş, soleus kası

TOS değerleri yokuş aşağı koşu antrenman gruplarının her ikisinde de (-16°, -8°)

yükselmiş, eğim artışı ile soleus TOS değişiklikleri arasında paralel bir durum

bulunmuştur.

Soleus kası histoloji sonuçlarında; antrenman gruplarında mononükleer hücre

infiltrasyonu, kapiller sayısında artış görülmüş; eğim artışı ile sonuçlar arasında

paralel bir durum ortaya çıkmıştır. Ek olarak, -16° antrenman grubu soleus

liflerinde, diğer antrenman grupları ve kontrol grubunda görülmeyen kırılmalar

gözlenmiştir.

Plazma ve soleus kası TAS sonuçları ile plazma TOS ve HSP70 sonuçlarında

deney grupları arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır.

Çalışmada; eksantrik egzersiz modeli olan yokuş aşağı koşu antrenmanı sonucunda

kas hasarı meydana geldiği, hasar belirteci olan bir dizi parametredeki artışların,

eğim artışıyla paralel olduğu sonucuna varılmıştır.

Effects of different inclinations to muscle damage at eccentric exercise

Eccentric muscle activation occurss when the muscle lengthtens under the tension.

Large part of the lower extremity muscles work eccentrically as shock absorbent

when walking, hold straight and support the body for against gravity.

Muscle damage indications are seen at the muscle after the period of eccentric

exercise. Sarcomer losses, muscle detachments, rising plasma creatin cinase level

have been seen after eccentric exercise that is experienced by the untrained people.

The purpose of this study is; to investigate the muscle damage responses at

different  inclinations for  soleus muscle that predominantly works as eccentricaly

while downhill running.

32 male Wistar rats (12 weeks old) were randomly assigned to control, -16°, -8°

eccentric exercise groups (downhill running), 0° (horizontal running) group. 10

days-15 minutes running programmes were designed for practising the motorized

treadmill, after resting for 3 days, rats had performed 90 minutes with the speed of

20-25m/s for 5 days.

48 hours after last exercise, rats were sacrified and creatin kinase, total oxidant-

antioxsidant status, HSP70 at plasma and total oxidant-antioxsidant status,



histological changes at soleus were assessed.

CK and TOS markers increased for downhill running group (-16°) and TOS

markers increased for downhill running groups (-16°, -8°). There is a correlation

with inclination and muscle damage responses.

Histological investigation for soleus muscle shows; the number of mononuclear

cell infiltrations and capillers increase after eccentric exercise and there is a

correlation with inclination. Additionaly, muscle splits have been seen for -16°

downhill running group, too.

There is no significant change for plasma TAS/TOS, HSP70 and soleus TAS

responses to eccentric exercie.

In this study, after the downhill running protocole as an eccentric exercise; muscle

damage responses have been seen and there is a correlation with inclination and

muscle damage.

Amaç ve kapsam

Günlük yaşamda iskelet kasının eksantrik kasılma modeli, kişiler tarafından sıklıkla

deneyimlenmektedir. Bu kasılma tipinin gerçekleşmesinde şehir planlamasının ve mimarinin de

yoğun etkisi vardır.

Eksantrik kasılmalar, kas hasarına neden olabileceği gibi, doğru planlandığında iyi antrene

sporcularda kas kuvvetinin arttırılması, kimi durumlarda ise kas hasarının önlenmesi için de

kullanılmaktadır.

Eksantrik egzersiz, sınırlı egzersiz kapasitesi olan bireylerde de fonksiyonel kapasitelerini ve hayat

kalitelerini artırmak için de ılımlı olarak uygulanabilmektedir.

Eksantrik kasılma modeli, günlük yaşamın önemli bir parçası, antrene sporcularda yaralanmayı

engelleyen ve kuvvet artımını sağlayan, öte yandan kas hasarına da neden olabilen, çevre

düzenlemesi-kentsel mimari tercihler nedeniyle günlük yaşantımızda uyguladığımız ve antrenman

protokolleri ile olan ilişkisi dolayısıyla araştırmaya değerdir.

Bu minvalde çalışmamızda eksantrik kas kasılma tipinin, kas hasarı ile olan ilişkisini kurmayı, farklı

eğimlerde kasta oluşması muhtemel fizyolojik/histolojik/histopatolik değişmelere; total oksidan/total

antioksidan durumlara ve genellikle kas hasarı belirteci olarak kullanılan plazma kreatin kinaz

seviyelerine etkisini ve oluşması muhtemel ısı şok proteinlerinin miktarını değerlendirmeyi ve kasta

oluşabilecek yapısal değişiklikleri karşılaştırmayı amaçladık.

II. Amaç ve Kapsam



Materyal ve yöntem

1. Deney Hayvanları

Deney hayvanı olarak 32 adet 10 haftalık Wistar Albino türü erkek sıçan kullanıldı. Denekler Ankara

Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanı Yetiştirme ve Temini Laboratuvarı'ndan temin edildi.

Sıçanlar ortam adaptasyonu amacıyla deneyler başlamadan 2 hafta önce Ankara Üniversitesi Tıp

Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı‘nda antrenman protokolünün uygulanacağı laboratuvara getirildi.

22ºC‘lik klimatize ortamda, 12 saat aydınlık-karanlık döngüsünde, serbest şekilde su ve besin alarak

tutuldular. Ankara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 04.09.2013 tarih ve

15/119 sayılı karar numarası ile etik kurul onayı alınmıştır.

2. Deney Grupları

Deney hayvanları ortam adaptasyonu sürecinden sonra rastgele, her grupta 8 deney hayvanı olacak

şekilde kontrol grubu ve 3 farklı antrenman grubu olmak üzere 4 ayrı gruba ayrıldı. Antrenman

grupları; 0°, -8°, -16° eğimde koşacak gruplar olarak planlandı. Deneyler Ankara Üniversitesi

Mühendislik Fakültesi Elektronik Mühendisliği Bölümü tarafından tasarlanmış ve imal edilmiş olan

hız, eğim ve ceza kontrolü yapılabilen küçük deney hayvanları için bilgisayarlı motorize koşu

bandında gerçekleştirildi.

2.1. Alıştırma ve Antrenman Grupları

Antrenman gruplarındaki hayvanlar, 10 günlük bir "koşu bandı ve egzersize alıştırma" protokolüne

tabi tutuldular (Dursun ve ark., 2013). 10 günlük alıştırma protokolünün ardından, antrenman

grupları 3 günlük bir dinlenme periyoduna alındılar.

Dinlenim sürecinin ardından, 14, 15, 16, 17, 18. günde hayvanlar dahil oldukları gruptaki antrenman

programına katıldılar. Denekler, 0° ile -8°, -16° eğimde, ardışık 5 gün boyunca ilk 15 dakikası artan

hız ve eğimde hedeflenen eğime ulaşana dek 15 dk, hedef eğimde 75 dk, 20-25 metre/dakika hız ile,

toplamda 90 dk antrenman programına alındılar.

Deneyler 09.00 - 16.00 saatleri arasında gerçekleştirildi. Her antrenman programının öncesinde ve

sonrasında deneklerin ağırlık takipleri yapıldı.

2.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubu denekleri, deney programının başlaması ile 18 gün boyunca serbest sıvı ve besin

alarak 12 saatlik aydınlık-karanlık döngüsünde kafeslerinde tutuldular.

3. Dokuların Alınması

Deneylerin bitiminden 48 saat sonra, tüm deneklere sodyum tiyopental 50 mg/kg dozunda

intraperitoneal olarak enjekte edilerek anestezi uygulandı. Denekler ağrılı uyarana cevap

vermediğinde usulüne uygun şekilde göğüs kafesleri açıldı. Sternum ve kostaların ekartasyonunu

takiben kalbin büyük damarları klampe edilerek kalp çıkarılarak sakrifiye edildi.

Çalışmada kullanılmak üzere kalpten 4-5 ml kan, bilateral soleus kası, sonraki araştırma ve

projelerde kullanılmak üzere bilateral gastrocnemius kası, plantaris kası, böbrekler, karaciğer ve

sağ/sol ventrikül olarak ayrılmış kalp örnekleri alındı. Soleus kası, postural bir kas olması (Roy ve

ark.,1991; Tsivitse ve ark., 2003; Bombardier ve ark., 2009) ve ısı şok proteini çalışmalarında tercih

edilmesi (Milne ve Noble 2002; Uehara ve ark., 2004; Selsby ve ark., 2007) nedeniyle seçildi.

Kan örnekleri, 3000 rpm'de +4 °C'de 15 dk santrifüj edilerek plazma elde edildi.

Bilateral olarak çıkarılan soleus kaslarının hassas terazide yaş ağırlık ölçümleri yapıldı, sağ soleus

kasları histolojik araştırma için her gruptan 2'şer kas olacak şekilde formaldehit ve gluteraldehit tesbit

solüsyonlarına alındı, sol soleus kasları, plantaris kası, böbrekler, karaciğer ve sağ/sol ventrikül

örnekleri ise moleküler çalışma yapılıncaya dek sıvı azotla dondurularak -80 °C'de saklandı.

3.1. Dokuların Homojenizasyonu

Moleküler çalışmaların yapılabilmesi için doku örneklerinden öncelikle homojenizasyon aracılığı

homojenatlar elde edildi:

– 80ºC dondurucuda tutulan dokulardan 100-110 mg alındı. Porselen havanda sıvı azot varlığında

ezildi. Toz halindeki dokular homojenizasyon tüpüne aktarılıp üzerlerine 1ml homojenizat buffer

eklendi. Teflon uçlu ezici parçalayıcı ile 2 dakika süre ile 30 dönüş/dakika (rpm) hızda

III. Materyal ve Yöntem



homojenizasyon işlemi tamamlandı. Homojenizata 9 ml solusyon (deiyonize suda çözünmüş 140

μmol KCI) eklendi. Homojenizat eppendorf tüpe aktarıldı, 3000 rpm'de 5 dk santrifüj edildi.

Supernatant yeni bir eppendorf tüpe eklendi, tüpler parafilm aracılığıyla kapatılıp +4 ºC'de ileri

aşamalarda kullanılmak üzere dondurucuda saklandı.

4. Total Oksidan Seviye Ölçümü

Total Oksidan Seviye (TOS) ölçümü tam otomatik kolorimetrik bir yöntemdir (Erel ve ark., 2004).

Örnekte bulunan oksidanlar ferröz iyon bileşkesini ferrik iyona oksitlerler. Oksidasyon reaksiyonu,

ortamda bulunan hızlandırıcı moleküllerle uzamaktadır. Ferrik iyonlar asidik ortamda kromojen ile

renkli bir bileşke oluştururlar. Örnekte bulunan oksidanların miktarıyla ilişkili olan rengin şiddeti

spektrofotometrik olarak ölçülür .

Standart solusyonu 20 μmol H2O2 Eqv. / L şeklindedir.

Soleus kasından elde edilen homojenatlar ve plazma örneklerinde, yaklaşık 1 mikrolitrelik(μl)

örneklerin çalışılabildiği spektrofotometre eşliğinde Total Oksidan Kiti içeriği ile, 530 nanometre

dalgaboyunda, 37 ºC'de absorbans değerleri ölçüldü.

                               Δ Abs örnek

Sonuç=      ---------------------     x  standart konsantrasyonu

                       Δ Abs standart

formülü ile ise TOS sonuçlarına ulaşıldı.

5. Total Antioksidan Seviye Ölçümü

Total Antioksidan Seviye (TAS) ölçümü için; testin prensibi ABTS radikalinin oluşturduğu mavi-

yeşil rengin, ortama eklenen numunedeki antioksidanlar ile azalması esasına dayanmaktadır. 660 nm

dalgaboyunda ölçülen değişim hesaplanırken E vitamini analogu olan Trolox standart olarak

kullanılmıştır. Sonuçlar μmol / L cinsinden elde edilmiştir.

Soleus kasından elde edilen homojenatlar ve plazma örneklerinde, yaklaşık 1 mikrolitrelik (ml)

örneklerin çalışılabildiği spektrofotometre eşliğinde Total Oksidan Kiti içeriği ile, 660 nanometre

dalgaboyunda, 37 ºC'de absorbans değerleri ölçüldü.

                               (Δ Abs H2O)   -   (Δ Abs örnek)

Sonuç=      ------------------------------------------------

                      (Δ Abs H20)   -    (Δ Abs standart)

formülü ile ise TOS sonuçlarına ulaşıldı.

6. Histolojik Tayin

Deneklerden alınan sağ soleus kası ile; Ankara Üniversitesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı'nda

histolojik tayin yapıldı.

Sakrifikasyon sonrası çıkarılan sağ soleus kasları ile çalışıldı. Kas dokusu örneklerinin bir kısmı

klasik ışık mikroskobu takip yöntemlerine göre histolojik takibe alınırken kas dokularından 1mm3

lük bir parça yarı ince doku kesitlerinin gözlenmesi amacıyla transmisyon elektron mikroskobu

(TEM) takibine alındı.

6.1. Işık Mikroskobu (IM) İncelemeleri İçin Yapılan Çalışmalar

Kontrol ve çalışma gruplarından alınan dokular tespit amacıyla %10’luk fosfat tamponlu formalin

solüsyonunda 48-72 saat süreyle fikse edildi. Fikse olan dokularının takip işlemleri aşağıdaki

protokole göre yapıldı.

Formalinden alınan dokular çeşme suyu altında yaklaşık 1 saat yıkandıktan sonra dereceli alkol (%

75, %96, %100) serilerinden geçirilerek dehydrate edildi. Dehidratasyon işleminden sonra ksilen ile

şeffaflaştırılan dokular iki değişim sıvı parafinle 60⁰C’lik etüvde 3 saat inkübe edildi. Sıvı parafin

infiltrasyonunu takiben doku örnekleri sert parafin bloklara gömüldü. Parafin bloklar buzdolabı alt

rafında (+4⁰C) kesit alınana kadar bekletildi. Kesit işlemine başlamadan önce -18⁰C’ ye alınan

bloklardan Leica RM 2125RT model sliding mikrotom ile 4 μm kalınlığında kesitler alındı. Sıcak su

banyosundan lam üzerine alınan kesitler 60⁰C’lik etüvde deparafinizasyon amacıyla 1 saat bekletildi.

Histolojik boyamaya hazır hale getirilen doku kesitlerine Hematoksilen-Eozin boyası uygulandı;



Ksilen ile deparafinizasyon,  %100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon, yıkama (çeşme

suyunda), hematoksilen solüsyonu (1 dakika),  yıkama (çeşme suyunda),  eozin solüsyonu (1 dakika),

yıkama (çeşme suyunda),  %75, %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon,  ksilen ile

şeffaflandırma,  entellan kullanarak lamelle kapama

Boyanan preparatlar, Zeiss Axio Scope A1 marka ışık mikroskobuyla incelendi ve fotoğraflandı.

6.2. Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) İncelemeler İçin Yapılan Çalışmalar

Kontrol ve çalışma gruplarına ait kas dokularından 1 mm3 hacmindeki bir parça %2,5’luk

gluteraldehit içerisine alındı. TEM için tespit ve takip işlemleri aşağıdaki sıra ile uygulandı.

• 1. Tespit (ön tespit): 0,2 M fosfat tamponu içerisinde % 2,5 gluteraldehit ve % 2 paraformaldehit

(pH=7.2-7.4) (+4⁰C’ de 2-4 saat)

• 1. Yıkama: 0,1 M fosfat tamponunda (2 x 15 dakika, rotatorda)

• 2. Tespit: 0,1 M fosfat tamponunda % 1 OsO4 (rotatorda ve karanlıkta, 2 saat)

• 2. Yıkama: 0,1 M fosfat tamponunda (3 x 20 dakika)

• Distile su ile yıkama

• Blok boyama: % 70 etanolde % 0,05 uranil asetat ve % 1 fosfotungustik asit (rotatorda ve

karanlıkta, 2 saat)

• Dehidratasyon: % 70, % 96, %100 etanol, propilenoksit

• 1:1propilen / Araldite (rotatorda 1 saat)

• Araldite (2 saat)

• Bloklama: blok kalıbı içerisine aort örnekleri konuldu, üzerine araldite eklendi.

• Polimerizasyon: hazırlanan bloklar 80⁰C’ de 1 gece süre ile tutuldu, sonrasında etüv kapatılarak

bloklar kendi halinde soğumaya bırakıldı.

Yarı İnce Kesit Boyama Protokolü;

Ultramikrotom ile 700-1000 nm kalınlığında kesitler alındı. Kesitler ısıtıcıda kurutuldu. Distile su

içinde Toluidin mavisi / Azur II boyası (%1 boraks, %1 Toluidin mavisi, %1 Azur II) ile boyandı (50

– 60⁰C ısıtıcıda boya kuruyana kadar). Distile su ile yıkandı. Kesitler tekrar ısıtıcıda bekletildi.

Kurutma ve soğutma işlemleri uygulandı. Entellan ile kapatıldı.

Boyanan preparatlar kuruduktan sonra Zeiss Axio Scope A1 marka ışık mikroskobuyla incelendi ve

fotoğraflandı.

7. Plazma Kreatin Kinaz Tayini

Deneklerde plazma kreatin kinaz ölçümü için immunoserolojik bir yöntem olan ELISA (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay) testi kullanıldı.

Test kitinde, bir mikrotabaka üzerindeki kuyular, HSP70'e spesifik antikor ile önceden kaplanmıştır.

Kuyulara standart ve örnekler pipetle enjekte edildi. Ardından Biotin antikoru kuyulara ilave edildi

yıkamanın ardından HRP-avidin kuyulara eklendi. Her adımda inkübasyon yapılmaktadır. Tekrar

yapılan yıkamanın ardından, serumda antijene uygun antikor var ise antijene bağlanmış oldu. Enzime

uygun bir kromojen substrat eklendi. Sisteme bağlanmış enzim bu substratı parçaladığında ortaya

çıkan renk, kolorimetrik yöntemlerle ölçüldü.

8. Plazma HSP70 Tayini

Plazma HSP70 tayini için, immunoserolojik bir yöntem olan ELISA testi kullanıldı. ELISA testi için,

Kreatin Kinaz tayininde kullanılan basamakların aynısı takip edildi.



İstatistiksel Analizler

İstatistiksel analiz sonuçları için SPSS 16.0 paket programında (Kinnear ve Gray, 1995) tek yönlü

varyans analizi (ANOVA) ve Tukey ve Bonferroni post-hoc testi kullanıldı . P<0,05 değerleri

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Değerler ortalama ± standart sapma (X±SD) olarak verildi.

Bulgular

1.  Ağırlık

10 günlük alıştırma protokolünün ardından, antrenman grupları 3 günlük bir dinlenme periyoduna

alındılar. Ortalama vücut ağırlıkları 0° grubunda 245 ± 12,31 gram, -8° grubunda 233 ± 7,45 gram, -

16° grubunda 231 ± 11,65 gram olarak ölçüldü.

Kontrol grubu sıçanların ortalama vücut ağırlıkları; 241 ± 6,24 gram olarak saptandı.

2. Soleus Total Oksidan Seviye - Total Antioksidan Seviye Sonuçları

Sıçanlarda soleus kası TOS değerleri; μmol/L birim cinsinden -16° grubunda 14,16 ± 3,09, -8°

grubunda 9,31 ± 3,52, 0° grubunda 3,84 ± 2,72, kontrol grubunda ise 4,45 ± 2,23 şeklinde

bulunmuştur.

-16° antrenman grubunda; diğer gruplara oranla anlamlı bir TOS artışı olduğu (Oneway ANOVA p<

0,05) gözlemlenmiştir.

-8° grubu TOS artışı ise, 0° grubu ve kontrol grubuna göre anlamlı bir artış göstermiştir.

Kontrol grubu ve 0° grubu arasında ise anlamlı bir fark bulunamamıştır.

Soleus kası TAS değerleri karşılaştırıldığında ise μmol/L birim cinsinden; -16° grubunda 2,80 ± 2,29,

-8° grubunda 1,57 ± 1,74, 0° grubunda 1,44 ± 0,89, kontrol grubunda ise 2,88 ± 1,02 sonuçlarına

ulaşılmıştır.

Sonuçlar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (Oneway ANOVA p:0,157).

3. Plazma Total Oksidan Seviye - Total Antioksidan Seviye Sonuçları

Plazma TOS değerleri; μmol/L birim cinsinden -16° grubunda 13,62 ± 4,34, -8° grubunda 12,97 ±

4,64, 0° grubunda 9,8 ± 3,92, kontrol grubunda 10,41 ± 4,54 sonuçlarına ulaşılmıştır.

Sonuçlar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (Oneway ANOVA p:0,242).

Plazma TAS değerleri μmol/L birim cinsinden; -16° grubunda 4,57 ± 1,12, -8° grubunda 2,41± 1,14,

0° grubunda 2,8 ± 1,92, kontrol grubunda 3,41 ± 1,54 sonuçlarına ulaşılmıştır.

Sonuçlar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (Oneway ANOVA p:0,159).

4. Plazma CK Sonuçları

Plazma CK değerleri için U/L cinsinden; -16° grubunda 192,56 ± 30,58, -8° grubunda 121,5 ±

40,12 , 0° grubunda 114,43 ± 56,66, kontrol grubunda 97,87 ± 21,46 sonuçlarına ulaşılmıştır.

Gruplar arasında anlamlı bir fark (Oneway ANOVA p<0,05) bulunmuştur.

-16° grubu; -8°, 0°, ve kontrol grubuna göre anlamlı şekilde daha yüksek CK değerine sahiptir, -8°,

0° ve kontrol grubu arasında ise anlamlı bir fark bulunmamıştır.

5. Plazma HSP70 Sonuçları

Plazma HSP70 sonuçları pg/ml cinsinden; -16° grubunda 0,99 ± 0,51, -8° grubunda 0,70 ± 0,42 , 0°

grubunda 0,62 ± 0,42, kontrol grubunda 0,57 ± 0,43 sonuçlarına ulaşılmıştır.

HSP70 artışı -16° grubunda en yüksek bulunmuş, eğim azaldıkça oranı azalmış olmakla birlikte, fark

anlamlı bulunmamıştır (p:0,263).

6. Soleus Kası Histoloji Sonuçları

Kontrol grubuna ait mikrografta çizgili iskelet kası liflerinin çekirdekleri periferik yerleşimli olarak

gözlenmiştir. Kas liflerinin çevresinde endomisyumda az sayıda fibroblast çekirdeği izlenmektedir.

Kas lifleri arasında tendona ait düzenli sıkı bağ dokusu yapısında kollajen lif demetleri) ve kılcal kan
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damarları dikkat çekmiştir.

Kontrol grubuna ait mikrografta çizgili iskelet kası liflerinin enine kesitlerinde sarkolemması altına

periferik yerleşimli çekirdekler görülmüştür. Sitoplazmada gözlenen miyofibrillerin enine kesitleri

gözlenmiş olup, kas liflerinin çevresinde az sayıda fibroblast çekirdeği dikkat çekmektedir.

0o antrenman grubuna ait mikrografta çizgili iskelet kası liflerinin endomisyumunda hafif derecede

mononükleer hücre infiltrasyonu izlenmişir. -8o antrenman grubunda, kas liflerinin endomisyumunda

mononükleer hücre infiltrasyonu izlenmiştir. -16o antrenman grubuna ait mikrografta ise

endomisyumunda belirgin mononükleer hücre infiltrasyonu izlenmiştir.

0o antrenman grubuna ait mikrografta çizgili iskelet kası liflerinin enine kesitlerinde, endomisyumda

hafif derecede mononükleer hücre infiltrasyonu ve kılcal kan damarları izlenmektedir.

-16o antrenman grubuna ait mikrografta çizgili iskelet kası liflerinin enine kesitlerinde,

endomisyumda anlamlı derecede mononükleer hücre infiltrasyonu ve kılcal kan damarları

izlenmektedir.

-16o antrenman grubuna ait mikrografta çizgili iskelet kası liflerinde kırılmalar dikkat çekmektedir.

Kontrol grubuna ait yarı ince kesitte kas liflerinde miyofilamanlarca oluşturulan enine çizgilenme,

periferik yerleşimli kas hücresi çekirdekleri ile kas liflerinin çevresinde az sayıda kapiller ve

mononükleer hücre izlenmektedir.

0o antrenman grubuna ait yarı ince kesitte kas liflerinde periferik yerleşimli kas hücresi çekirdekleri

ile kas liflerinin çevresinde kapiller ve mononükleer hücreler izlenmektedir.

-8o antrenman grubuna ait yarı ince kesitte kas liflerinde periferik yerleşimli kas hücresi çekirdekleri,

muskulotendinöz bileşke devamında tendon, kas liflerinin çevresinde kapiller ve mononükleer

hücreler izlenmektedir.

-16o antrenman grubuna ait yarı ince kesitte kas liflerinde periferik yerleşimli kas hücresi

çekirdekleri ile kas liflerinin çevresinde artmış sayıda kapiller ve mononükleer hücreler

izlenmektedir.



Sonuç ve öneriler:

Yapılan çalışmada, eksantrik egzersizin yokuş aşağı koşu sırasında farklı eğimlerde kasta yarattığı

hasar tabloları incelenmiş, hasar artışının eğim artışıyla ilişkili olduğu gösterilmiştir.

Araştırmamızda son antrenman programının bitiminden 48 saat sonra alınan plazmada ölçülen CK

oranları, -16° antrenman grubunda, -8°, 0° ve kontrol grubuna göre artmış bulunmuştur. Eksantrik

egzersizin CK oranını arttırdığı önermesi desteklenmiştir.

Araştırmamızda ulaşılan, 90 dakikalık eksantrik egzersizi takiben -16° ve -8°'de ortaya çıkan kas

hasarı izlemleri, literatürle uyumluluk göstermektedir (Armstrong ve ark., 1983; Roger G. ve ark,

1995; Lynn ve ark., 1998; Lollo ve ark., 2013).

Armstrong ve arkadaşları (1983), çalışmamızda kullandığımız antrenman programı ile  -16° eğimde

plazma CK oranının arttığını bildirmişler, aralıksız 90 dakikalık koşu protokolünde en yüksek CK

oranını, 36. saatte ölçmüşlerdir. Magalhaes ve arkadaşları ise, eksantrik egzersizden 48 saat sonra

ölçtükleri CK oranını, kontrol grubu verilerine göre yüksek bulmuşlardır.  Lollo ve arkadaşları, 6.

saatin sonunda, -7°'de yapılan yokuş aşağı koşu şeklindeki eksantrik antrenman sonuçlarında da CK

oranında kontrol grubu ve horizontal koşu yapan gruba göre anlamlı farklara ulaşmıştır.

Bir başka görüş olarak ise; Touchberry ve arkadaşları (2013), aynı eğimle yapılan aralıklı 90

dakikalık koşu protokolünün (5dk koşu, 2 dk dinlenme, 18 set) ardından 48 saat sonra CK değerinin

normal seviyeye döndüğünü belirtmiştir.

Newham ve arkadaşları (1988), eksantrik egzersiz sırasında kasın boyunun uzama derecesinin kuvvet

kaybını etkilediğini, uzama oranı ile kuvvet kaybı arasında doğru orantı olduğunu iddia etmişlerdir.

Araştırmamızda elde edilen CK değişim oranlarının da, kuvvet kaybı oranları gibi kasın boyunun

uzama derecesi, dolayısıyla antrenman sırasındaki eğim miktarı ile ilişkilendirilebileceği

düşünülebilir.

Eksantrik egzersiz sonrası CK değişimindeki artışın, egzersiz sırasında aktive olduğu düşünülen tip II

kas liflerinden kaynaklanan glikojenolizle ilişkili olduğu iddiası, araştırmamızla uyumluluk

göstermemektedir. Araştırmamızda kullandığımız sıçan soleus kasının lif tipi dağılımının ağırlıklı

olarak Tip I olması (Delp ve ark., 1996), bu iddia ile örtüşmemektedir.

Eksantrik egzersiz sonrasında kanda ve kasta oksidatif stres sonuçlarında değişim izlendiği

bildirilmektedir (Nikolaidis ve ark., 2008; Silva ve ark., 2010; Isner-Horobeti ve ark., 2014;

Magalhaes ve ark., 2014).

Serbest radikallerin hasar sürecinin parçası olduğu belirtilmiştir (Warren ve ark., 1992; Duarte ve

ark., 1994). Serbest radikaller lipidmembranlarınainfiltre olarak hasara neden olabilmekte, hücre

nekrozu gelişebilmektedir. Warren ve arkadaşları (1992), serbest radikallerin eksantrik egzersiz

sonrası gelişen kuvvet kaybının sorumlusu olabileceğini belirtmiştir.

Halliwell ve arkadaşları (1993) oksidatif strese neden olan mekanizmanın, antioksidan savunma

sistemini baskılayarak hasarın gelişimini tetiklediğini ileri sürmektedirler.

Araştırmamızda, soleus kas örneklerinde eksantrik egzersizle beraber, eğimle paralel şekilde TOS

sonuçlarında artış izlenmiştir. -16° antrenman grubu deneklerinde, diğer gruplardan anlamlı bir

şekilde daha fazla bulunan soleus TOS değeri, eğimin oksidatif stresle de ilişkilendirileceğini

göstermektedir.

Bu iddiaya karşın; Armstrong ve arkadaşlarının (1981) yaptığı bir çalışmada; -16° antrenmanda,

16°'ye göre maksimum oksijen tüketiminin %25, düz koşuya göre ise %7 daha az olduğu

belirtilmektedir. Bu durumda, düz koşu yapan 0° grubunda daha yüksek bulunması beklenen TOS

değeri, araştırmamızla uyumlu görülmemektedir. Araştırmamızda, düz koşu yapan denekler ve

kontrol grubu TOS değerleri arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır.

İnflamatuar yanıtların meydana gelişi ile azalmış serum TAS değerleri arasında bir korelasyon

olduğu belirtilmektedir (Whitehead ve ark., 1992). İnflamatuar yanıtın gözlenmesine rağmen

serumda TAS sonuçları değişmeyen çalışmalar ile (Child ve ark., 1999) araştırmamızın sonuçları

arasında bir uyum ortaya çıkmış; serum TAS değerleri arasında antrenman grupları ve kontrol grubu

arasında anlamlı bir fark meydana gelmemiştir.

Egzersiz sonrası kasta TAS artışı olduğunu belirten insan çalışmaları, bu durumu kasın koruma-

adaptasyon yanıtı olarak açıklamaktadır (Duarte ve ark., 1994; Rajguru ve ark., 1994). Ancak

V. Sonuç ve Öneriler



çalışmamızda eksantrik egzersiz tablosunda böyle bir değişiklik gözlenmemiş olup, TAS değerleri

soleus kasında anlamlı bir değişim göstermemiştir. Öte yandan kas lifi-hücre dışı infiltrasyon

tablosunun 4-7 gün arası geliştiğini iddia eden çalışmalar bulunmaktadır (Jones ve ark., 1986; Round

ve ark., 1992). TAS sonuçlarına ilişkin bir dizi literatür verisi ile uyumsuz görünüm; egzersiz

modelinin, seçilen kasın, insan-hayvan çalışmalarının bu tablo ile ilişkilendirilebileceğini

düşündürmektedir. Bununla birlikte, deneklerin sakrifikasyon sürelerinin 48 saat olmasının da

literatür TAS sonuçları ile uyumsuz tablo ile ilişkilendirilebileceği düşünülebilir.

Maruhashi ve arkadaşları (2007), düşük dozda eksantrik egzersizin antioksidan kapasiteyi

düşürmediğini belirtmiştir. Benzer şekilde Nikolaidis ve arkadaşları (2008)da hasar yapan egzersiz

modeline bağlı antioksidan kapasitedeki değişimin çok sınırlı olduğunu iddia etmektedir.

Araştırmamızda, plazma ve soleus kas örneklerinde yapılan TAS değerlendirmeleri sonucunda,

eksantrik antrenman, düz koşu ve kontrol grubu arasında bu iddialarla örtüşecek şekilde anlamlı bir

fark bulunamamıştır.

Eksantrik egzersizi takip eden nötrofil hareketliliğinin ise, oksidatif stres sonuçlarına etki etmediği,

sonuçlardaki değişimin nötrofillerle ilişkili olmadığı düşünülmektedir.

Eksantrik egzersize bağlı, kaslarda gelişen histolojik değişiklikler bir dizi çalışmada

nötrofilinfiltrasyonu, Z bandı kesintileri, mononükleer hücre kümelenmeleri, t tübülü anomalileri,

sarkomer kopmaları, desmin kaybı olarak belirtilmektedir (Friden ve ark., 1981; Newham ve ark.,

1983; Takekura ve ark., 2001; Morgan ve Allen, 1999).

Mononükleer hücreler, bağışıklık-savunma sisteminin bir bileşeni olarak, hasar belirteci olarak

yorumlanabilir. Soleus kas örneklerinde, eğimle paralel bir şekilde artan mononükleer hücre

infiltrasyonları, araştırmamızda karşımıza çıkan bir sonuç olmuştur. -16° ve -8° antrenman grubu

soleus örneklerinde, 0° antrenman ve kontrol grubu örneklerine göre belirgin şekilde fazla

mononükleer hücreler izlenmiştir, -16° antrenman grubu mononükleer hücre sayısı da enine ve

boyuna kesitlerde -8° antrenman grubuna göre fazla görülmüştür. Bu tablo, eğim artışının hasarla

ilişkilendiğine bir kanıt olarak nitelendirilebilir.

Araştırmamızda -16° ve -8° antrenman grubu muskulotendinöz bileşke hattında yaygın mononükleer

hücreler izlenmiştir. Muskulotendinöz bileşke hattında hasarın yaygın görüldüğü görüşü (Armstrong

ve ark., 1983), araştırmamızı desteklemektedir.

Talbot ve Morgan (1996), sarkomer hattında kırılmalar gözlemlemiş, bu gözlemle uyumlu sarkomer

kırılmaları araştırmamızda da görülmüştür. -16° antrenman grubunda; diğer antrenman grupları ve

kontrol grubunda olmayan kırılmalar, soleus kas lifleri hattı üzerinde izlenmiştir.

Kastaki kan akımının artışı, dokunun metabolik talebi ile doğrudan ilişkilidir, eksantrik egzersiz

sırasında konsantrik egzersize oranla metabolik yük daha azdır (Clifford ve ark., 2004). Eksantrik

egzersiz daha az sistemik O2 talep etse de,  kasın lokal oksijenizasyonu egzersiz sonrasında

değişkenlik gösterebilir, lokal oksijenizasyon ve metabolik yük doğru orantı göstermeyebilir. (Davies

ve ark., 2008; Muthalib ve ark., 2010).

Bulgularımızda, kas liflerinin çevresindeki kapiller sayısında, eğimle paralel bir şekilde artış

izlenmiştir; -16° grubunda, -8° grubuna göre kapiller sayısı daha fazla görülmüştür. Bu durumun

eksantrik egzersiz sonrası mikrosirkülasyon disfonksiyonu veya inflamatuar vazodilatatör yanıtlarla

ilişkilendirilebileceği düşünülebilir.

Perimisyum ve endomisyum çevresinde görülen mononükleer hücre kümelenmeleri şeklinde elde

ettiğimiz veriler, insan çalışmaları ile uyumlu şekilde (Stauber ve ark., 1990; Round ve ark., 1987)

antrenman gruplarında daha belirgin şekilde izlenmiştir. Kümelenme sayısı; eğimle paralel şekilde

artmaktadır. Bu durum egzersize bağlı konnektif doku hasarı etkisini düşündürmektedir.

Elektron mikroskobu verileri, t tübülü hasarları, anomalileri (fazla sayıda longitudinal t tübülü gibi)

hakkında daha ayrıntılı bilgi vermektedir ancak araştırmamızda ışık mikroskobu verileri kullanılmış

olup, sarkomerdeki hasarın ayrıntılı taraması gerçekleştirilememiştir. Soleus kas örnekleri, ileride

yapılacak elektron mikroskobu taramaları için, uygun histolojik yöntem kullanılarak korunmaktadır.

Literatürde, egzersize verilen biomekanik ve moleküler stres yanıtlarından birinin de kas hücrelerinin

HSP üretimi olduğu belirtilmiş; fonksiyonel yüklenme eşliğinde sıçan ve insan iskelet kaslarında

yapılan çalışmalarda HSP oranının arttığı gözlenmiştir (Huey ve ark., 2006; Locke ve ark., 2008;

O'Neill ve ark., 2006; Ogata ve ark., 2005; Gjovaag ve ark., 2006; Paulsen ve ark., 2007).

Egzersize verilen hasar yanıtı olarak HSP artışı, protein sentezindeki rolleri bilinen bu proteinlerin,



kasın adaptasyon sürecinde rol aldığını düşündürmektedir. Yapılan çalışmalar protein sentezi, protein

içeriği, kas ağırlığı, lif büyüklüğüne; HSP'nin artış yönünde etki ettiğini göstermiştir (Ohno ve ark.,

2010; Goto ve ark., 2003; Kobayashi ve ark., 2005; Oishi ve ark., 2009).

Araştırmamızda, yokuş aşağı koşu gruplarının her ikisi ve düz koşu ile kontrol grubu denekleri

arasında serum HSP konsantrasyonları arasında bir fark gözlemlenmemiştir.

Lollo'nun (2013) bir çalışmasında yokuş aşağı ve yokuş yukarı koşu ardından, her iki grup sıçanlarda

da soleus kasında HSP artışı anlamlı bulunmuş, yokuş yukarı gruptaki artış ise eksantrik egzersiz

yapanlara oranla daha fazla ölçülmüştür. Aynı çalışmada, gastrocnemius kasındaki HSP artışı ise,

soleus kası HSP artışından daha az ancak anlamlı bulunmuştur.

Çalışmamızda gruplar arasında HSP70 artışı yönünden anlamlı bir bulguya ulaşılamamasının

nedenlerinden biri, HSP70 tayini için kas dokusunu değil plazmayı tercih etmiş olmamız olabilir.

Touchberry ve arkadaşlarının (2012) yaptığı bir çalışmada, HSP ve eksantrik egzersiz ilişkisi

araştırılmış, yokuş aşağı koşu egzersizinden 2 saat sonra soleus kasında yapılan HSP ölçümlerinde

artış izlenirken, 48 saat sonra yapılan ölçümlerde bir artış izlenmemiştir. Bu bilgiyle birlikte ele

alındığında, araştırmamızda elde ettiğimiz HSP sonucunun, sakrifikasyon zamanlaması ile de ilişkili

olabileceği düşünülebilir.

Sonuç olarak;

Sunulan çalışma ile, eksantrik egzersizin kas hasarı bulguları yarattığı sonucuna literatürle uyumlu

olacak şekilde; plazmadaki kreatin kinaz artışı, soleus kası doku örneğinde total oksidan status artışı

ve histolojik bulgularda mononükleer hücre infiltrasyonu, kas lifi kırılmaları, kapiller damarlanma

artışı sonuçları elde edilmiştir.

Çalışmada; eksantrik egzersiz modeli olarak yokuş aşağı koşu antrenmanının kasta yaratacağı hasarın

eğim artışıyla paralel olduğu hipotezi doğrulanmıştır. -16° eğim ile koşan sıçanlarda, -8° ile koşan

sıçanlara oranla plazma CK yoğunluğu fazla, soleus kası TOS oranı yüksek, soleus kası histolojik

bulguları da daha fazla hasarı işaret edecek şekilde görülmüştür.

-8° eğimin ise hasar yanıtları TOS sonuçları ve histoloji bulguları açısından; -16°'den az;  0° ve

kontrol grubu sıçanlarına göre ise  daha fazla bulunmuştur.

Araştırmada elde edilen sonuçlar doğrultusunda şu önerilerde bulunulabilir;

• Kentleşmenin önemli ayaklarından biri olan mimari tercihlerin, sağlıklı kişilerde günlük

yaşam aktivitesi olan yürüme ile dahi kas hasarı yaratacak sonuçlar doğurabileceği göz önünde

bulundurulursa, bu konuda gerekli disiplinlerin bilgi paylaşımında bulunması halk sağlığı açısından

gereklidir. Egzersiz fizyologları, çevresel mimarinin halk sağlığına uygun düzenlenmesi için

danışılması gereken profesyoneller olabilir.

• Antrene olmayan bireylerde; tendinopati, ön çapraz bağ yaralanmaları gibi ortopedik

yaralanmaların tedavilerinde kullanılan eksantrik egzersiz modalitelerinin seçimleri doğru yapılmalı,

eğim artışının tedavi protokolünde yaratabileceği olumsuz etki göz önünde bulundurulmalıdır.

• Araştırmada HSP70 sonuçları kasta izlenmemiş, kasın iyileşme süreci ve egzersize

adaptasyon döneminde yapabileceği olası etkiler gözlenmemiştir. Bu sonuçları izleme amacıyla,

soleus kasında ek analiz ve istatistiksel yöntemler kullanılabilir.
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