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Parameters in Rats Muscle Tissue

Oz

Bu ¢aligmanin amaci; farkli siirelerde yapilan kosu bandi egzersizlerinin sigan kas dokusu
Uzerinde meydana gelen oksidatif stres parametrelerine etkisini belirlemektir. Sunulan galiymada
agirliklar1 280-350 gram olan Albino Wistar cinsi 32 adet erkek sigan kullanilmigtir. Siganlara,
13 hafta boyunca kosu bandi egzersiz protokolii, kisa (15 dakika, n:8), orta (30 dakika, n:8) ve
yiiksek (60 dakika, n:8) duzeyde, bes giin arasinda uygulanmustir. Biyokimyasal galigmalar i¢in
her slipernatanttan siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD), malondialdehit (MDA) seviyeleri ve
glutatyon (GSH) seviyeleri sirastyla ELISA kitleriyle her bir rat kas dokusu ikiser tekrarlamali
olarak olgiilmiistiir. Deneylerden elde edilen sonuclar ortalama + standart sapma olarak verildi
ve 0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir. Gruplar arasi
farkin 6nemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile ve post-hoc testlerinden
“LSD” teknigi kullanilarak belirlenmistir. Kontrol grubu 23,07+3,38 (U/mg protein), Kosu 15
dk. grubu 19,82+4,77 (U/mg protein), Kosu 30 dk. 20,88+4,18 (U/mg protein) Kosu 60 dk.
22,15+3,85 (U/mg protein) SOD degeri olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu 0,43+0,6
(nmol/mg protein), Kosu 15 dk. grubu 0,35+0,3 (nmol/mg protein), Kosu 30 dk. 0,23+0,6%
(nmol/mg protein), Kosu 60 dk. 0,24+0,1(nmol/mg protein), GSH degeri olarak tespit edilmistir.
Kontrol grubu 0,19+0,02 (nmol/mg protein), Kosu 15 dk. grubu 0,12+0,03 (nmol/mg protein),
Kosu 30 dk. 0,14+0,01 (nmol/mg protein), Kosu 60 dk. 0,14+0,01 (nmol/mg protein), GSH
degeri olarak tespit edilmistir. Sonug olarak farkl: siirelerde yapilan kosu bandi egzersizi sigan
kas dokusunda meydana gelen oksidatif stres parametreleri lizerinde pozitif etkisinin oldugu
tespit edilmistir. Farkli stirelerde yapilan egzersizler ile birlikte alinan antioksidan desteginin kas
dokusu tizerinde daha etkili olabilecegi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Egzersiz, Antioksidan, Serbest Radikal.

Abstract

Aim of this study was planned to determine the effect of treadmill exercises made on different
occasions on the oxidative stress parameters on the rat muscle tissue. In the present study, 32
Male Albino Wistar rats weighing 280-350 grams were used. Rats were administered a treadmill
exercise protocol for 13 weeks, short (15 minutes, n:8), modarate (30 minutes, n:8) and long time
(60 minutes, n:8) for five days. For each biochemical study, superoxide dismutase activity (SOD),
malondialdehyde (MDA) levels and glutathione (GSH) levels from each supernatant were
measured in duplicate in each rat muscle tissue by ELISA kits, respectively. Results from the
experiments were given as meanzstandard deviation, and P values below 0.05 were considered
statistically significant. The significance level difference between groups was determined using
the one-way analysis of variance (ANOVA) test and post-hoctests using the "LSD" technique.
The control group consisted of 23,07 + 3,38 (U/mg protein), 15 min group (19,82 + 4,77 U/mg
protein) and 30,88 + 4,18 (U/Running was determined as SOD value of 60 min 22.15 + 3.85
(U/mg protein). The control group consisted of 0,43 + 0,6 (nmol/mg protein), 15 minutes group
with 0,35 * 0,3 (nmol/mg protein), 30 minutes 0,23 + 0,62° (nmol/mg protein), Running 60 min
0,24 £0,1 (nmol / mg protein), GSH value. The control group consisted of 0.19 + 0.02 (nmol/mg
protein), 15 min group of running 0.12 + 0.03 (nmol/mg protein), running 30 min 0.14 + 0.01
(nmol/mg protein), Running was 0,14 + 0,01 (nmol/mg protein), GSH valuefor 60 min. As a
result, it was determined that treadmill exercise performed at different times had a positive effect
on the oxidative stress parameters occurring in rat muscle. It may be suggested that the
antioxidant supplementation taken with the exercises made at different times may be more
effective on muscle tissue.
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GIRIS

Egzersizin insan saglig1 iizerine olan olumlu etkileri kabul gérmekle birlikte, sporun
giinliik hayatimiza yerlestirilmesinin 6nemi giin gegtikge artmaktadir. Egzersiz ile form tutma,;
kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik solunum yolu hastaliklari, diabetes mellitus, obezite,
kanser, osteoporoz, psikolojik ve anksiyete gibi hastaliklarin gelisim riskinin azalmasina
yardimci olurken, bu hastaliklarin semptomlarinin da kontrol altina alinmasina da katkida
bulunur. Ayrica egzersiz: Viicuttaki fazla yaglar1 yakmayi; kilo vererek ideal viicut agirligina
kavusmay1, kaslarin kuvvetlenmesini, kan akisini, enerjinin artmasini, dolasimi, kemik

yogunlugu ve kuvvetini artirir (Soslu, 2014).

Egzersiz, siddet ve yogunluguna bagl olarak, metabolik siiregleri ve oksijen tiiketimini
artirarak daha fazla serbest radikal olusumuna neden olabilir. Serbest radikallerdeki artis
antioksidan savunma kapasitesini asarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu tetikler.
Fiziksel yorgunluga yol agacak diizeydeki egzersiz, ¢ok iyi antrenmanli atletlerde bile kas

dokusunda harabiyete neden olabilir (Tas, Soslu ve Kiyici, 2018).

Antioksidanlar, serbest radikallerle tepkimeye girerek, olusan radikalik zincir
reaksiyonunu durduran veya tamamen yok eden ve vicudumuzdaki hayati bilesenlerin zarar
gormesini engelleyen molekiillerdir (Soslu, 2014). Antioksidan maddeler (a-tokoferol (vitamin
E), B-karoten, Askorbik asit (vitamin C), Folik asit, aktif oksijen olusumunu engelleyerek ya
da olusan aktif oksijenleri temizleyerek, oksidasyonun tesvik etmis oldugu zararlar1 hiicresel
diizeyde engellemekte (DNA bozulmalarini ve yaglarin peroksidasyonunu azaltan, meydana
gelen hasarin tamirinde gorev alan), dolayisiyla dejeneratif hastaliklarin olusumunu

durdurmaktadir (Soslu, 2014).

Literatiirde bakildiginda bir¢ok akut ve kronik kosu bandi ¢alisma olmasina ragmen,
kisa, orta ve uzun siireli uygulanan protokol ¢alismasi olduk¢a azdir. Buradan yola ¢ikarak
calismada, farkli siirelerde yapilan kosu bandi egzersizlerinin sigan kas dokusu iizerinde

meydana gelen oksidatif stres parametrelerine etkisini belirlemek amaglanmustir.
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YONTEM

Kosubandi (Treadmill) Egzersiz Program

Sunulan ¢alismada agirliklar1 280-350 gram olan Albino Wistar cinsi 32 adet erkek
sican kullanilmistir. Bu sicanlar Atatiirk Universitesi T1ibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nden
temin edilmistir. Bu merkezde hayvanlar yem ve su kisitlamasi olmaksizin dogal aydinlik-
karanlik dongiisiinde 80-100 glnliik oluncaya kadar yetistirilmistir. Giiniimiizde kosu band1
egzersiz testi, farkli fonksiyon ve kapasitelerin degerlendirildigi klinik yontem olarak
insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sicanlara, 13 hafta boyunca haftada
bes giin Rico’nun (Rico ve ark., 1999) kosu bandi egzersiz protokolii modifiye edilerek, hafif
(15 dakika, n:8), orta (30 dakika, n:8) ve yiiksek (60 dakika, n:8) diizeyde, haftanin bes giinii
(pazartesi-cuma), saat 10.00-12.00 arasinda uygulanmistir. Fiziksel egzersiz stireci boyunca
olugma ihtimali olan stresi engellemek amaciyla kosu bandina alistirma egzersizi, her giin bes
dakika kosu bandinin en diisiik hizinda 14 giin boyunca uygulanmistir. Hayvanlarin kosuya
motivasyonunda zorunlu egzersiz devamliligi saglamak icin elektriksel uyarict uygulanarak 1-
6 mA arasi kademeli elektrik sokundan yararlanilmigtir. Caligsmada, uluslararast CE belgesi

olan 4 kulvarli “May Time 0804 Animal Treadmill” modelli kosu band1 kullanilmistir.
Kas Dokusunda Yapilan Analizler

Makroskopik analizlerden sonra, rat kas dokular1 -80°C’de saklanmuistir. Her ratin 100
mg dokusu spesifik homojenat tamponunda (uygun bufferda) buz Uzerinde ultra-turrax ile
homojenize edilmistir. Sonrasinda kitteki direktiflere gore santrifiij edilmistir. Biyokimyasal
caligmalar i¢in her siipernatanttan siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD), malondialdehit
(MDA) seviyeleri ve glutatyon (GSH) seviyeleri sirastyla ozellikle rat dokusu icin dizayn
edilmis yliksek hassasiyetteki Cayman Chemical Superoxide Dismutase Assay Kit Item
Number 706002, Cell Biolabs OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) STA-330
ve Cell Biolabs OxiSelect™ Total Glutathione (GSSG/GSH) Assay Kit STA-312 ELISA
kitleriyle her bir rat karacigeri ikiser tekrarlamali olarak dl¢iilmiistiir. Ayrica uygun tampon ile
homojenize edilmis tiim kas siipernatantlarinda biitiin datalar her mg protein igin ort + standart
sapma olarak gosterilmistir. Protein tayini: Protein konsantrasyonlari ticari protein standartlar
kullanilarak Lowry metodu ile tespit edilmistir (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-
USA) (Soslu, 2014).
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istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmis ve 0.05'in
altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir. Gruplar aras1 farkin
onemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile ve post-hoc testlerinden “LSD”

teknigi kullanilarak belirlenmistir.

BULGULAR

Tablo 1: Rat Kas Dokusunda Olgiilen SOD Miktar.

GRUP N SOD (U/mg protein)
Kontrol grubu 8 23.07+3.38
Kosu 15 dk 8 19.82+4.772
Kosu 30 dk 8 20.88+4.18%
Kosu 60 dk 8 22.15+3.85
a:p<0,05

Tablo 1 incelendiginde; Kontrol grubu 23,07+3,38 (U/mg protein), Kosu 15 dk. grubu
19,82+4,77 (U/mg protein), Kosu 30 dk. 20,88+4,18 (U/mg protein) ve Kosu 60 dk. 22,15+3,85
(U/mg protein) SOD degeri olarak tespit edilmistir. Tablo 1’de gruplar arasinda SOD
miktarinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik yoktur. Ancak Kosu 15 dk’lik grupta; Kosu
30 dk. ve Kosu 60 dk’lik gruba gore SOD miktarinda farklilik saptanmustir.

Tablo 2: Rat Kas Dokusunda Olciilen GSH Miktari.

GRUP N GSH (nmol/mg protein)
Kontrol grubu 8 0.43+0.6

Kosu 15 dk 8 0.35+0.3"

Kosu 30 dk 8 0.230.6%

Kosu 60 dk 8 0.24+0.1°

a: p<0,001; b:p<0,05

Tablo 2 incelendiginde; Kontrol grubu 0,43+0,6 (nmol/mg protein), Kosu 15 dk. grubu
0,35+0,3 (nmol/mg protein), Kosu 30 dk.0,23+0,6%° (nmol/mg protein), Kosu 60 dk.0,24+0,1
(nmol/mg protein), GSH degeri olarak tespit edilmistir.
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Tablo 3: Rat Kas Dokusunda Olgiilen MDA Miktari.

GRUP N MDA (nmol /mg protein)
Kontrol grubu 8 0.19+0.02
Kosu 15 dk 8 0.12+0.03%
Kosu 30 dk 8 0.14+0.012
Kosu 60 dk 8 0.14+0.012
a: p<0,05

Tablo 3 incelendiginde; Kontrol grubu 0,19+0,02 (nmol/mg protein), Kosu 15 dk. grubu
0,12+0,03 (nmol/mg protein), Kosu 30 dk.0,14+0,01 (nmol/mg protein), Kosu 60 dk.0,14+0,01
(nmol/mg protein), MDA degeri olarak tespit edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Egzersiz esnasinda oksijen tiiketimindeki artis en belirgin degisim olarak goze
carpmaktadir. Bu artisa paralel olarak egzersiz 6ncesi kosullara gore serbest radikal Gretimi
hizlanmaktadir. Lipid peroksidasyonu hiicre zarlarinda ¢oklu doymamis yag asitlerine saldiran
radikaller tarafindan baslatilan bir serbest radikal aracili zincir reaksiyonu olup bu yiizden
oksidatif hasar ile sonuclanan ve sonunda membran kararliligini etkileyen bir reaksiyondur
(Rokizki, Logemann, Huber, Keck. & Keul, 1994).

Beyinde dahil olmak tizere, viicudun hemen hemen her sistemi tizerine egzersizin etkili
oldugunu bildirmislerdir (Cotman and Berchtold, 2002; Cotman and Engesser-Cesar, 2002).
Egzersizin serebral bolgedeki kan akimini, kan-beyin bariyerinde taginan amino asit miktarini
artirdigini, endojen peptidleri degistirdigini ve sinir uyarimin da degisiklikler meydana
getirdigi saptamislardir (Herholz ve ark. 1987; Hollmann ve ark. 1994; Ide, Horn & Secher,
1999). Cotman and Berchtold (2002), egzersizin sinaps ve sinir uglarini uyardigini ve yasa
bagli beyin fonksiyonlarindaki dejenerasyonunu da Onledigini tespit etmistir. Kirana,
Subramanyamb & Asha’nin (2003) yaptiklari ¢alismada; si¢anlara diisiik, orta ve yiiksek
siddetle 4 hafta boyunca her gun 20 ve 40 dk (viicut agirliklart %2, %3 ve %S5’ lik oranda
artirilmig) ylzme egzersizi uygulamislar ve 20 dk. diisiikk yogunluklu egzersiz yapan siganlarda,
orta ve yiiksek siddetli egzersiz yapan siganlara gore oksidatif strese karsit daha koruyucu etki

gosterdigini saptamiglardir.
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Gunduz, Sentiirk, Kuru, Aktekin & Aktekin (2004) yaptiklar1 ¢alismada, siganlara bir
yil boyunca haftada 5 giin, giinde 1 saat yiizme egzersizi yaptirmiglardir. Calisma sonunda
sicanlarin bobrek, karaciger, kalp ve kas dokularini analiz etmis, SOD aktivitenin egzersiz
yapan yasl grupta kalp ve gastroknemius kasinda yiikseldigini, egzersiz yapan yaslt grup, geng
kontrol grubuna gore akcigerde olusan SOD aktivitenin daha yiiksek oldugunu fakat diger

dokularda herhangi bir farkin olmadigini tespit etmislerdir.

Fiziksel aktivitelerin sagliga faydali etkilerinin oldugu bilinmesine ragmen, egzersizin
reaktif oksijen tirlerini (ROS) artirarak, oksidatif strese sebep oldugu bildirilmistir (Kiyic1 ve
Kishali, 2010). Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda ve normal
fonksiyonlarini yerine getirmelerinde oksidan ve antioksidanlar biiyiikk 6nem tasimaktadir.
Oksidan ve antioksidanlarin normal diizeylerinden diisiik olmas1 organizmada oksidatif strese
yol agar. Olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen molekiilleri ise viicudumuzun temel
yapisal molekiilleri olan lipid, DNA ve proteinlerin oksidasyona maruz kalmasina neden

oldugunu bildirmislerdir (Paz-Elizur ve ark.; Gackowski ve ark., 2003).

Akut ve kronik egzersizden sonra siganlarda SOD aktivitesi daha ¢ok iskelet kasi,
karaciger, kalp ve diger dokularda incelenmistir, plazmada egzersizle meydana gelen SOD
degisiklikleri inceleyen ¢aligsmalar sinirl sayidadir. Akut tek devrelik egzersizin karaciger (Ji
ve ark., 1990), iskelet kas1 (Ji ve Fu, 1992), kalp (Ji ve Mitchell, 1994) ve eritrosit (Mena ve
ark., 1991; Ohno ve ark., 1988) gibi pek ¢cok dokuda SOD aktivitesini artirmasina ragmen, akut
egzersiz ile SOD aktivitelerinin degismedigini (Tauler ve ark., 2004) veya kalp dokusunda (Gl
ve ark., 2006) azaldigini iddia eden galismalar da mevcuttur. Calismamizda kronik egzersiz
yapan sicanlarda plazma SOD aktivitesi, kontrol ve kronik egzersiz yapanlara kiyasla az
orandadir. Antioksidan enzim aktivitesinde gozlenen bu azalma enzimlerin allosterik
azalmasini yansitmasina ilaveten egzersiz esnasinda artan oksidatif streste enzimlerin inaktive
olmasina baglanabilir. Elosua ve arkadaslar1 (2003) insanlarda 30 dakikalik bir egzersizden
sonra eritrosit SOD aktivitelerinin azaldigini gostermis ve bu durumu egzersizin yol a¢tigi ROS

liretiminin enzim aktivitelerinin tilkenmesine neden oldugu seklinde yorumlamislardir.

Egzersizle beraber serbest radikal tretimi ve antioksidan aktivite artar. Bu artigin
egzersizin siddeti ve siiresi ile iliskili olup olmadigi tartigmalidir (Ortenblad, Madsen &
Djurhuus, 1997; Powers ve Lennon, 1999). Ancak egzersiz sirasinda olusan oksidatif stres
nedeniyle kandaki dizeyleri artan serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda egzersizin

yogunluguna da bagli olarak viicudun antioksidan sistemleri bazen yetersiz kalabilmektedir.
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Antioksidan savunma sistemlerinin en {ist kapasite sinirina yakin ama onu asmayacak sekilde
stirekli aktivitede bulunmalar1 halinde, bu sistemin faaliyette oldugunun bir gdstergesi olarak
kandaki GSH diizeyinin azaldigini bildirmislerdir (Gohil, Rothfuss, Lang & Packer, 1987).

Egzersizle birlikte GSH dizeyi (Childs, Jacobs, Kaminski, Halliwell & Leeuwenburgh,
2001; Hellsten, Sjodin, Richter & Bangsbo, 1998; Hellsten ve ark., 2001; inal Akyiiz, Turgut,
& Getsfrid, 2001; Marzatico, Pansarasa, Bertorelli, Somenzini & Della Valle, 1997; Svensson
ve ark., 2002 ve Thompson ve ark., 2003) yaptiklar1 galismalarda deneklerin GSH degerlerinde
onemli bir azalma belirlendigini kaydetmislerdir. Colakoglu ve arkadaslart (1999) ise
yaptiklart ¢aligmada deneklerin GSH degerlerinde dnemli bir farklilik tespit edilemedigini
bildirmislerdir. Nitekim yogun fiziksel egzersiz yapan kisilerin kan GSH diizeylerinde azalma
oldugunu kaydeden Gohil ve arkadaslar1 da (1987) elde edilen birbirinden farkli sonuglarin
degisik egzersiz programlarindan mu, farkli test programlarindan mi1 yoksa diger farkliliklardan
mi kaynaklandiginin arastirmaya agik konular oldugunu bildirmislerdir. Gerek bizim gerekse
diger arastirmacilarin (Gohil ve ark., 1987; Hellsten ve ark., 1998; Svensson ve ark., 2002;
Thompson ve ark., 2003) kandaki GSH dizeyindeki azalma egzersizle birlikte artan serbest
radikal {iretiminin, artan antioksidan aktivite ile birlikte GSH gibi antioksidanlar tarafindan
tamponlanmasi nedeniyle olabilecegini tespit etmislerdir. Calismamizda GSH diizeyinin 30dK.
kosu grubunda daha diisiik oldugu tespit edilmis, bununda 30dk. kosu egzersizlerinde olusan
serbest radikal diizeyin daha fazla oldugunu ve artan serbest radikali tamponlamak i¢in GSH

aktivitesinin devreye girerek durdurulmasinda etkin oldugunu diisiinmekteyiz.

MDA degerlerinin akut ve kronik egzersizle nasil degistigini inceleyen c¢aligmalarda
farkli sonuglar ortaya konulmustur. Bir¢ok arastirmada (Davies, Qumtanilha, Brooks & Packer,
1982; Gl ve ark., 2001) akut egzersizle plazma, iskelet kasi, karaciger ve akciger gibi
dokularda MDA degerlerinin arttig1 bildirilirken, MDA’ nin degismedigini (Dixon ve ark.,
2003; Leaf, Kleinman, Hamilton & Barstow, 1997; Quindry, Stone, King & Broeder, 2003),
hatta azaldigimi (Kretzschmar, Miller, Hilbscher, Marin & Klinger, 1991) 6ne siiren ¢alismalar
da mevcuttur. Antrenmanin etkisi ile ilgili olarak, diizenli egzersiz sonucunda MDA degerinin
azaldig1 yoniinde olmasia ragmen (Clarkson, 1995) degismedigini ifade etmistir (Husain,
2003). Egzersiz ¢alismalarinin sonuglarindaki bu farklilik biiyiik 6l¢lide egzersizin tipine,
siddetine, sikligina ve siresine (egzersiz protokollerinin farkliligina) baglidir. Farkl: tiplerdeki
egzersizlerin farkli seviyelerde oksidatif hasara neden oldugu iyi bilinmektedir. Calismamizda

elde edilen sonuclarda 15 dk. kosu grubunda diger gruplara gére MDA seviyesinin daha diisiik
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oldugu tespit edilmistir. Bunun mevcut enzimatik antioksidan seviye miktarmin basta daha
yiiksek oldugu ve olusan MDA seviyesini tamponlayarak daha diislik seviyede tutmus egzersiz
stiresi artik¢a oksidasyon arttig1 icin MDA seviyesinde artis gostermektedir. Sonug olarak farkli
stirelerde yapilan kosu bandi egzersizi sican kas dokusunda meydana gelen oksidatif stres parametreleri

iizerinde pozitif etkisinin oldugu tespit edilmistir.
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