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1.0ZET

Bu calisma, egzersiz uygulanan ratlarda soya proteini, amilopektin ve
krom (SAK) kombinasyonunun protein sentezi ile bu sentezde (mTOR yolagi,
IGF-I ve Akt) ve proteolizde (FOXO1; MURFI1, MAFbx) rol oynayan sinyal
yolaklar1 tizerindeki etkisini arastirmak iizere ylriitiilmiistiir. Calismada, 35 adet
Wistar albino rat1 rastgele bes gruba ayrilmistir: (1) Kontrol (K); (2) Egzersiz (E);
(3) Egzersiz + Soya Proteini (E + S); (4) Egzersiz + Soya Proteini + Krom (E + S
+ Cr); (5) Egzersiz + Soya Proteini + Amilopektin + Krom (E + S + A + Cr).
Egzersiz sonrast SAK’1n verilmesi, protein sentezinin fraksiyonel oranini (FSR),
insiilin, glikojen ve amino asit diizeylerini dnemli dl¢lide arttirmistir (P<0.05).
Ancak, SAK takviyesi laktik asit konsantrasyonunu azaltmistir (P<0.05). Ayrica,
SAK uygulamasi, forkhead box protein O1 (FOXOT1) ve forkhead box protein O3
(FOXO3) (ubiquitin proteoliz diizenleyicileri) ve kas atrofisi F-box (MAFbx)
diizeylerinde bir azalmaya neden olmustur (P<0.05). Insiilin benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF-1) diizeyiise E+ S, E+ S + Cr ve E + S + A + Cr gruplarinda
artmistir (P<0.05). SAK ilavesinden sonra 4E-BP1, Akt, mTOR ve S6KI
diizeylerinin fosforilasyonu artarken, fosforile kas ring finger 1 (MuRF-1)
diizeyleri, E grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur (P<0.05). Bu
sonuglar, egzersiz sonrast SAK takviyesinin FSR, insiilin ve glikojen seviyelerini
tyilestirdigini gostermektedir. SAK, ubiquitin-proteazom yolagini inhibe ederek

ve anabolik metabolizmay1 indiikleyerek protein sentezini gelistirebilir.

Anahtar Kelimeler: Soya proteini, Amilopektin, Krom, Protein sentezi,

Ubiquitin-proteazom Yolagi.



2. ABSTRACT
The effect of soy protein and combination of chromium/amylopectin intake

on protein syntesis and mTOR pathways in after exercise in rats

The present study was conducted to investigate the effect of the
combination of soy protein, amylopectin and chromium (SAC) on protein
synthesis, signal transduction pathways involved in protein synthesis (mTOR
pathways, IGF-1 and Akt) and proteolysis (FOXOI1; MURFI, MAFbx) in
exercised rats. Thirty-five Wistar rats were randomly divided into 5 groups: 1)
Control (C); 2) Exercise (E); 3) Exercise+Soy Protein (E+S); 4) Exercise+Soy
Protein+Chromium (E+S+Cr) and 5) Exercise+Soy Protein+ Amylopectin
+Chromium (E+S+A+Cr). Post-exercise ingestion of SAC significantly increased
the fractional rate of protein synthesis (FSR), insiilin, glycogen, and amino acid
levels with the highest effect observed in E+S+A+Cr group (P<0.05). However,
SAC supplementation decreased the lactic acid concentration (P<0.05). A
reduction in forkhead box protein Ol (FOXOI1) and forkhead box protein O3
(FOXO03) (regulators of ubiquitin-related proteolysis) and muscle atrophy F-box
(MAFbx) levels was noted after treatment with SAC (P<0.05). Insulin-like growth
factor 1(IGF-1) level was increased in the E+S, E+S+Cr and E+S+A+Cr groups
(P<0.05). While the phosphorylation of 4E-BP1, Akt, mTOR and S6KI1 levels
increased after SAC supplementation, phosphorylated muscle ring finger 1
(MuRF-1) was found to be significantly lower compared with the E group
(P<0.05). These results indicate that SAC supplementation improves FSR, insulin
and glycogen levels after exercise. SAC improves protein synthesis by inhibiting
the ubiquitin-proteasome pathway and inducing anabolic metabolism.

Keywords: Soy protein, Amylopectin, Chromium, Protein synthesis, Ubiquitin-

proteasome Pathway.



3. GIRIS

Soya proteini soya fasulyesinden elde edilen, kazein proteini ve alblimin
gibi tiim temel amino asitleri igeren ve biyoyararlanimi yiiksek olan bir protein
kaynagidir. Insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen ve disardan almnmasi
zorunlu olan esansiyel amino asitleri (EAA) icerdigi i¢in herkes tarafindan siit
tirtinleri yerine rahatlikla kullanilabilir (1). Soya proteini hi¢ kolesterol igermedigi
ve biinyesinde ¢ok az miktarda yag bulundurdugu igin canli organizmada
yaglanmaya yol agmadan kas yapimini artirict etki gosterebilmektedir (2, 3).

Glikoz molekiillerinin bir araya gelerek olusturduklart nigastanin, amiloz
ve amilopektin olmak {izere iki temel bileseni vardir. Amiloz, glikoz
molekiillerinin diiz zinciri formunda yap1 gostermesine karsilik, amilopektin
zincir tizerinde dallanmis bir yapr gostermektedir (4). Nisastada yaklasik olarak
%?20-30 oraninda bulunan amiloz, sicak suda daginik halde ¢oziiniir. Amilopektin
ise nisastanin yaklasik olarak %70’lik bir boliimiinii olusturmaktadir. Amilopektin
sicak suda 1sitilirsa once hacim kazanarak siser, daha sonra ise iizeri zamkla
kaplanir.  Amilopektinin  bu  6zelligi  dallanmis  molekiil  yapisindan
kaynaklanmaktadir. Amilopektin serum insiilin ve kan glikoz konsantrasyonunu
hizl bir sekilde arttirabilme 6zelligine de sahiptir (4).

Canli organizmada insiilin, aclik kontroliinde, enerji iiretimini ayarlamada,
yaglarin yakilmasinda, kas olusumunda ve kolesterol kullaniminda rol almaktadir
(5). Yapilan caligmalarda insiilinin protein sentezini uyardigi, iskelet kasinda ve
tiim viicuttaki protein yikimimm engelledigi ortaya konmustur (3, 6). Insiilinin
protein sentezini uyarmast mekanizmasinda, insiilinin akut hareketi, hiicre i¢inde

hazir bulunan protein sentezini baslatici faktorlerin fosforilasyonu ile mesajci



riboniikleik asit (mMRNA)’nin iletimiyle baglamaktadir. Ayrica, viicutta yeterli
miktarda protein ve/veya esansiyel amino asit olmasi durumunda insiilin kas
protein sentezini uyarirken, kanda esansiyel amino asitlerin diisiik miktarlarda
olmas1 durumunda ise insiilin kas protein sentezini yavaslatici etki gostermektedir
(6, 7). Insiilin kofaktorii olarak da bilinen krom (Cr) karbonhidrat, yag ve protein
sentezinde gorev almaktadir (8-10). Ayrica krom, insiilinin etkisini arttirarak
glikoz metabolizmasi iizerine etki etmektedir (8, 11). Tip 2 diyabetli hastalarda
(8), obez kedilerde (11) ve yiiksek yagl diyet ile beslenen ratlarda (12) yapilan
calismalarda, diyete krom pikolinat (CrPik) ve krom histidinat (CrHis) takviye
edilmesi ile insiilin duyarliliginm arttig1 rapor edilmistir. Ote yandan, kosu bandi
egzersizinin iskelet kasi protein sentezini baskiladigi ve protein igeren
yiyeceklerin sindirimi veya sadece l0sinin egzersizden sonra aliminin iskelet
kasindaki protein sentezini tesvik ettigi belirtilmistir (2, 7, 13).

Protein sentezinde rol oynayan iki ana sinyal yolag: vardir. Insiilin benzeri
biiyiime faktdriil/fosfatidilinozitol-3-kinaz/Akt/rapamisin kompleksinin memeli
hedefi yolagi (IGF-1/PI3K/Akt/m TOR), protein sentezinde pozitif diizenleyici
olarak rol alirken, doniistiirticii biiylime faktorii B (TGF-f) ailesinin bir {iyesi olan
miyostatin yolagi ise negatif diizenleyici bir rol alarak protein sentezine engel
olmaktadir (14). Insiilin benzeri bilyiime faktdriil’in hiicre membrani reseptoriine
baglanip PI3K’yi aktif hale gecirdikten sonra, sinyali hiicre icerisine gondermesi,
protein sentezinin aktivasyonu i¢in bir baglangictir (14, 15). Bu basamaktan sonra,
PI3K tarafindan fosforlanan Akt, mTOR’u aktif duruma gecirir ve protein
sentezinin daha hizli bir sekilde gergeklesmesine yardimer olur (15). Yapilan in

vitro ve in vivo aragtirmalarda, bu yolak aktivitelerini arttiran veya azaltan



uygulamalar, IGF-1’in protein sentezi ve protein rejenerayonunda Onemli
fonksiyonlarda rol aldigini ortaya koymaktadir (16, 17). Canli organizmada IGF-1
yolaginin iki tiyesi Akt ve mTOR, kas hiicresinde protein dongiisii bakimindan
onem arz etmektedirler (18). Bu baglamda, mTOR, Akt tarafindan aktive
edildikten sonra hedef molekiiller olan 6karyotik translasyon baglatic1 faktor 4E-
binding protein 1 (4E-BP1) ve 70kDa ribozomal protein, ribozomal protein S6
kinaz’t (S6K1) uyararak translasyonun artmasini saglamaktadir (14, 19, 20).
Normal kosullarda 4E-BP1, okaryotik translasyon baslatict faktor 4E (eIF4E)’e
baglanip translasyonu baskilayan bir gorev istlenirken, mTOR’un 4E-BP1’°i
fosforlamasi ile eIF4E aktif hale gelir ve translasyonun daha hizli bir sekilde
olmasini saglar (20-22). Translasyon mekanizmasini kontrol eden bir diger 6nemli
sinyal molekiili olan Okaryotik elongasyon faktorii 2 (eEF2) ise, mTOR
tarafindan 70 kDa ribozomal protein S6 kinaz (p70S6K) iizerinden dolayli olarak
regiile edilmektedir (22, 23). Ote yandan mTOR yolag: genel olarak kasa etki
eden baskinin artmasiyla aktif hale gelmekte ve toparlanma doneminde yaklagik
bir saat i¢inde protein sentezini arttirmaktadir (24). Canli organizmada Akt,
mTOR araciligr ile protein yapimini kontrol ederken, FOXO transkripsiyon
faktorleri araciligi ile protein yikimini kontrol etmektedir (22, 25). mTOR ise,
sekiz protein yikimindan sorumlu olan miyostatin yolagindaki mothers against
decapentaplegic homolog 2 (SMAD?2) proteini inhibe ederek protein yikimina
engel olurken, ayni zamanda 4E-BP1 fosforilasyonunu regiile ederek protein
sentez hizim arttirmaktadir (26). Miyostatin-SMAD2/3 sinyal yolagi, kas
hipertrofisini kumanda eden ikinci ana yolak, TGF-f ailesinin bir eleman1 olan

miyostatindir.  Iskelet kasi tarafindan sentezlenen miyostatin, hiicre



membranindaki aktivin reseptor tip IIB (ActRIIB)’ye baglanarak protein
siklusunu olumsuz olarak regiile etmektedir (27, 28). Miyostatinin ActRIIB’ye
baglanmas1 ile aktive olan SMAD2 ve SMAD3, Akt fosforilasyonunu
engellemektedir. Bununla birlikte Akt, normalde protein sentezini korumak tizere
FOXO transkripsiyon faktorlerinin fosforlanmasin1 baskilamaktadir (29). Bu
transkripsiyon faktorleri aktive olmus haldeyken, fosforile kas ring finger-1
(MuRF1) ve atrogin-1 olarak da bilinen MAFbx isimli iskelet kasina spesifik iki
ubikitin ligazin ekspresyonunu saglamaktadir (28, 30). Ayrica Akt’nin yeteri
kadar fosforile olmamasi, FOXO transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu
engelleyemeyecegi icin, FOXO aktivasyonunu siirdiiriir ve MuRF1 ile MAFbx

ekspresyonu artar (28, 31).

3.1. Egzersiz

Bazal seviyenin lzerindeki iskelet kaslarindaki kasilmalar genel olarak
fiziksel aktivite olarak adlandirilmaktadir. Fiziksel aktiviteler igerisinde yer alan
egzersiz, temel olarak kas hareketleri olarak tanimlanmaktadir. Egzersiz, viicut
kondiisyonunu ve giiciinii arttirmakla beraber, organizmadaki fonksiyon
bozukluklarin1 veya hareketsizlik neticesinde ortaya ¢ikan rahatsizliklart gideren
kas hareketleri olarak tanimlanmistir (32, 33). Egzersiz biitiin bu fonksiyonlarini
canlt organizmada doku ve organlara yeterli ve dengeli bir sekilde oksijen
dagilimm gergeklestirerek saglamaktadir (34, 35). Yapilan ¢aligmalar, egzersizin
fizyolojik ve psikolojik olarak iyilesmeye sebep oldugu, hormonal sistem
izerindeki etkileriyle ise stres ve depresyon durumunun belirtilerini gidermeye

yardimci oldugu belirlenmistir (35, 36).



Viicutta aniden yapilan egzersizlerde oksijen eksikligi ve egzersizin
siirekliligi i¢in enerji ihtiyact sekillenmektedir. Organizmadaki metabolik
olaylarda,  kardiyovaskiiler = sistemde ve  termoregiilator  sistemdeki
adaptasyonlarda sapmalar meydana gelmektedir. Bu sapmalar, egzersizin siddeti
ve siiresi, viicudun genel durumu, yas ve beslenme gibi parametrelerden
etkilenmektedir. Diizenli olarak yapilan egzersizlerde, bu parametreler pozitif
yonde degisiklikler gostermektedir (33). Yapilan ¢alismalarda akut egzersizin lipit
peroksidasyon diizeyinde artisa neden oldugu belirlenmistir (35, 37, 38). Ratlar
lizerinde yapilan c¢alismalarda, kalpte antioksidan enzim aktivitesinin akut
egzersizde kronik egzersizden daha fazla oldugu saptanmis ve bu durumun nedeni
olarak tiikenme egzersizinde artan siliperoksit ve oksiradikal {iretimini
karsilayabilmek i¢in olaya dahil olan dengeleyici mekanizmadan kaynakli oldugu
distiniilmistiir (35, 39).

Oksijen tiiketimi ile serbest radikallerin iiretimi arasinda dogru bir iliski
mevcuttur. Artan oksijen tiiketiminin beraberinde getirdigi serbest radikaller gerek
enzimatik gerekse de non-enzimatik antioksidan faktorlerle etkisiz hale
getirilmektedir. Egzersizin, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve bunlari nétralize eden
antioksidanlar arasinda oksidadif stres olarak adlandirilan bir dengesizlik
olusturdugu beyan edilmistir (40). Diizenli ve diisiik ya da orta aktivitedeki
egzersizler canli organizma tiizerinde birgok fayda saglarken, yiiksek aktivitede
yapilan ve oksijen tliketimini ciddi miktarda artiran egzersizlerin serbest radikal
iretimini arttirmasindan dolay: beraberinde getirdigi oksidatif stresin olusturdugu

hasar oraninda artislar gézlemlenmektedir (35, 41).



3.2. Soya Proteini

Modern donemde hayvan besleme alanindaki gelismelerle birlikte
rasyonlar, organizmada o0zel fizyolojik etkiler gdsteren, beslenmeye bagl
hastaliklart minimize eden, karbonhidrat yag ve protein gibi viicudun ihtiyag
duydugu temel besin Ogelerini igeren, minimum zamanda maksimum verim
prensibine dayali olarak hazirlanmaktadir. Biinyesinde azot ihtiva etmesiyle yag
ve karbonhidratlardan ayrilan proteinler, dokularin yapisina girmeleri, tamiri,
birgok hormon ve viicut sivilarimin salgilanmasinda rol almalari, bagisiklik
sistemini kuvvetlendirmeleri, diger metabolik ve yapisal olaylarin diizenlenmesi,
azotlu maddelerin sentezinde rol almalar1 sebebiyle canli organizma i¢in hayati
Ooneme sahiptirler (42).

Bitkisel bir protein kaynagi olan soya fasulyesi (Glycine max), baklagiller
familyasindan olup boyu 1 ile 1.8 m araliginda degisebilen tek yillik bir bitkidir
(43, 44). Siyah, sar1 ya da kahverengi tonlarinda olabilen soya fasulyesi
yetistiriciligi Cin’de M.O. 3000 yillarindan beri yapiliyor olsa da diinyanin diger

bolgelerinde iiretimi 20. yiizyilda yapilmaya baslanmistir.



Sekil 1. Soya Fasulyesi Bitkisi ve Taneleri

Soya fasulyesinden elde edilen soya proteini, insan ve hayvan viicudu i¢in
gerekli birgok amino asit, mineral ve vitamin igeren, yiiksek kaliteli bir bitkisel
protein kaynagi olup, kaslar tarafindan ¢ok hizli bir sekilde degerlendirilmektedir
(2, 44). Tohumlarinda %18-24 yag, %35-45 protein, %30 karbonhidrat ve %5
oraninda mineral, ¢ok sayida vitamin ve disaridan alinmasi zorunlu olan esansiyel
amino asitleri iceren ve topraga organik madde ile azot saglayan bir bitki olan
soya fasulyesinin iilkemizde hem insan hem de hayvan beslemedeki Onemi
giderek artmaktadir (44). Bitkisel kaynakli olan soya proteinleri igerdigi besin
Ogeleri bakimindan hayvansal protein kaynagi olan et kadar degerlidir. Soya
proteini et ile kiyaslandigi zaman daha az kolesterol ve yag icermektedir. Bu
yapisindan dolayr soya proteini, beslenme bakimindan yiiksek degerlikli protein
kaynag1 olarak ele alinmaktadir (45). Soya proteini, igerisinde hi¢ kolesterol
bulundurmadigt ve ¢ok az miktarda yag bulundurdugundan dolay1r canh
organizmada yaglanmaya yol ag¢madan kas yapimim arttirict  etki

gosterebilmektedir (2, 44, 46).



Soya proteini, dall1 zincirli amino asitler bakimindan genel olarak zengin
olsa da EAA olan metiyonin bakimindan oldukg¢a fakirdir (1). Ancak, son
zamanlarda soya proteinine harici metiyonin takviyesi ile peynir alt1 suyu proteini
ile kiyaslanabilir bir bitkisel protein kaynagi halini almistir. Soya proteini, laktoz
bulundurmamas1 sebebiyle laktoz intoleransi olan bireyler tarafindan 6zellikle
tercih edilen bir protein kaynagi halini almistir. Yapilan caligmalarda soya
proteinindeki isaflavonlarin, testesteron seviyesini azaltmadigt ve kas
hipertrofisine engel olmadigi beyan edilmistir (46, 47). Soya fasulyesinin besin

madde bilesimi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Soya Fasulyesi Besin Madde Bilesimi (48)

Besin Madde 100 g
Enerji (kcal) 416 kcal
Protein 3650 g
Karbonhidrat 3020 g
Toplam yag 19.90 g
Kiil 490 ¢
Seliiloz 9.30¢g
Doymus yag asitleri 290 g
Mono-doymamis yag asitleri 440 ¢g
Poli-doymamis yag asitleri 1130 g
izoflavonlar 200.00 mg
Cinko 4.90 mg
Demir 15.70 mg
Fosfor 704.00 mg
Kalsiyum 277.00 mg
Manganez 2.52 mg
Magnezyum 280.00 mg
Bakir 1.70 mg
Sodyum 2.00 mg
Potasyum 1797 mg
C Vitamini (askorbik asit) 6.00 mg

E Vitamini 1.95 mg
Niyasin (B3 Vitamini) 1.62 mg
Tiyamin (B1 Vitamini) 0.874 mg
B6 Vitamini 0.38 mg
Riboflavin (B2 Vitamini) 0.87 mg
A Vitamini 2.00 pg
Selenyum 17.80 pg
Folikasit 375 ug
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Soya proteininde, glutamik asit diger amino asit tiplerine oranla daha fazla
bulunmaktadir. Glutamik asit ve aspartik asit, soya proteininde bulunan amino
asitlerin yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir (1). Soya proteininin i¢erdigi
amino asit sayilar1 ¢calismalarda 16 (46), 18 (46, 49) ve 20 (44, 49) gibi degisik
sayilarla ifade edilmistir. Soya fasulyesinden yag ve karbonhidratlarin
ekstraksiyonuyla elde edilen soya proteinindeki protein orani %90
dolaylarindadir. Soya proteinlerinin icerdikleri amino asitler Tablo 2’de

verilmistir (1, 44).

Tablo 2. Soya Proteini Amino Asit icerigi (1)

Amino Asidin Adi Soya (%) Yan Zincirin Yapisi
Glisin 8.8 Hidrokarbon
Alanin 7.5 Alanin
Fenilalanin 4.4 Fenilalanin
Tirozin -- Polar
Serin 6.4 Polar
[zol6sin 4.8 Fenilalanin
Losin 9.8 Hidrokarbon
Treonin 4.3 Polar
Aspartik Asit 12.8 Asidik
Valin 6.3 Hidrokarbon
Glutamik Asit 18.2 Asidik
Lizin 3.9 Bazik
Arjinin 0.8 Bazik
Histidin 5.5 Bazik
Sistin 0.1 Siilfiir igerigi
Metiyonin 0.8 Siilfiir Igerigi
Prolin 5.6 Heterosiklik
Triptofan -- Heterosiklik

3.3. Krom

[k kez 1797 yilinda Fransiz kimyac1 Louis Nicolas Vauquelin tarafindan
Sibirya’da bulunan Cr elementi, birinci diinya savasina kadar c¢ok fazla

kullanilmamigtir. Top namlular1 dokiimiinde kullanilacak metaller {izerinde
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calisma yapan Ingiliz bilim insan1 Harry Brearley, 1913 yilinda, deposunda
bulunan birka¢ ¢elik parcasi disinda geriye kalanlarin paslandigini  gortir.
Paslanmayan ¢elikler iizerinde baglattigt calismalarda ise bu ¢eliklerin
paslananlardan farkli olarak %14 oraninda Cr igerdigini belirlemistir. Bu bulus
paslanmasi istenmeyen catal bigak gibi malzemelerin iiretimine olanak saglamigtir
(50). Toprakta yaklagik olarak 37-40 ppm; i¢gme suyunda ise, 0.4-8.0 npg/L
arasinda bulunan Cr dogada en ¢ok bulunan elementlerden biridir (51).

Dogada 3 ve 6 degerlikli iki formu bulunan Cr’un, atom numarasi 24, kiitle
numarasi ise 52’dir. Krom asetat, krom aspartat, krom kloriir, krom sitrat ve krom
trikloriir kromun 3 degerlikli formunun o6rnekleridir. Canli organizma iizerinde
oldukca 6nemli fonksiyonlara sahip olan CrPik, %88 pikolinik asit ve %12 Cr
icermektedir. CrPik’in diyetsel olarak gastro-intestinal sistemden emilimi %0.5-
2.0 arasinda olup diger Cr formlarina gore daha iyidir (22, 52).

Bitkilerde bitkinin tiiriine, topragin yapisina ve bitkinin hasat donemine
gore degisik miktarlarda Cr bulunmaktadir (22, 53). Hayvansal {iriinler, meyve ve
sebzelerde az miktarda bulunan Cr, bilhassa tahil iiriinleri, hububat, mantar,
baharatlar, esmer seker, kahve, cay ve birada bulunmaktadir (10, 55). Canl
organizmada Cr’un, 3 ve 6 degerlikli formlar1 6nem arz etmektedir. Diyette
esansiyel olarak bulunan Cr’un 3 degerlikli formunun, yapilan c¢aligmalarda
karsinojenik etkileri kanitlanmamistir. Kromun 6 degerlikli formlar1 ise

karsinojenik etkiye sahiptir ve insan viicudu i¢in toksik etki gosterdiginden dolay1

+6 +39

kullanim1 uygun karsilanmamaktadir. Ayrica Cr*™’nin Cr*”’e gore toksisitesi daha
yiiksektir (10, 55). Kromun ¢ok sayida oksidasyon basamagi olmasina ragmen

sadece 3 ve 6 degerlikli formlar1 biyolojik sistemlerde bulunmaktadir (56, 57).
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Yashilar ve diyabetli hastalarda Cr eksikliginin saptanmasi, dikkatleri Cr’un
biyolojik etkileri iizerinde yogunlastirmistir (57). Disardan alinmasi zorunlu olan
Cr elementi glikoz, insiilin, lipit ve protein metabolizmalarinda rol almaktadir
(56). Yapilmis olan in vivo ve in vitro ¢alismalarda Cr’un insiilinin hiicrelerindeki
reseptOrlere baglanarak, insiilin reseptor sayisini ve insiilin reseptdr kinaz

etkinligini arttirarak instilin duyarliligini tetikledigi belirtilmistir (56-58).

3.3.1. Krom Pikolinat

Kromun membranlardan gecisini kolaylastirmak ve emilimini arttirmak
amactyla olusturuldugu stabil yapilardan bir tanesi de bir triptofan metaboliti olan
pikolinik asidin krom ile birlestirilmesiyle meydana gelen CrPik’tir (58-60).
CrPik’ta bulanan pikolinik asit 2-pikolinattir. 1 gram CrPik 0.12 gram Cr ve 0.88
gram  pikolinik  asitten  olusmaktadir. CrPik’in  molekiiler formiilii
C18HI2N306Cr, molekiil agirhigi 418,31, kimyasal servis numarast (CAS) ise
14639-25-9°dur (59).

Yapilan ¢aligmalarda CrPik’in, midedeki hidroklorik asitten (HCI)
etkilenmedigi ve mideden yapisini koruyarak jejenuma ve oradan emilerek hiicre
icine gectigi fakat hiicrede kalis siiresinin az oldugu ortaya konmustur (58, 60, 61,
62). Canli organizmada CrPik’in hepatositlerde ¢ekirdek, mitokondri, lizozom ve
mikrozomlarda goriildiigii ve deoksiribo niikleik asit (DNA)’ya baglanma istegi
gostermedigi bildirilmistir (10, 62). Hepatositlerde CrPik’in modifiye oldugu,
karaciger ve bobrekte Cr birikimine yol actigt ancak bu Cr kaynaginin CrPik
formunda olmadig: yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (10, 62).

Dolasim sisteminde Cr*’i{in, transferrin veya plazmada bulunan diger

proteinlere ya da glikoz tolerans faktorii gibi kompleksler halinde bulundugu
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aciklanmustir (22, 63). Serbest Cr**’iin en ¢ok kromodulin ardindan transferrin ve
albiimine ilgi duydugu ve kromodulin ve transferrin arasinda gegis saglayabildigi
yapilan g¢aligmalarda saptanmistir (22, 64, 65). Hiicre icinde pasif halde olan
insiiline duyarli transferrin reseptorleri, kanda glikoz seviyesinin yiikselisi ile
vezikiillerden ayrilip hiicre zarma gogiinii tetiklemekte, hiicre yiizeyine gegen bu
reseptorler Cr ile yiiklii transferrini baglamaktadir. iki metal iyonu baglamis olan
bu transferrin reseptorii endositozis ile hiicre icine girerek, meydana gelen yeni
vezikiil i¢indeki asidik pH’nin etkisiyle metalden ayrilmakta ve serbest hale gelen

Cr apokromodulin’e baglanmaktadir (58, 66).

Sekil 2. Krom Pikolinatin Kimyasal Yapis1 (67)
3.3.2. Krom Histidinat

Krom histidinat, Cr mineralinin histidin amino asidi ile olusturmus oldugu
organik bir bilesiktir. Krom histidinatin saglik agisindan giivenirliligi ve dolagim
sisteminde yiiksek oranda emildigi yapilmis olan caligmalarla ortaya konmustur
(60, 68). Esansiyel bir amino asit olan histidin, metabolizmada deaminasyon ve
hidrolizasyon ile n-formiminoglutamati (FIG) meydana getirmektedir (60, 68).

Folik asit eksikligi ile gebelikte kansizlik olugsmaktadir. Folik asit eksikligi olan
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kisiler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, histidin orani yiiksek diyetler verildigi
zaman bilhassa idrarda FIG miktarinda artis tespit edilmis olmakla beraber
kontrolli folik asit ilavelerinde, dokulardaki histidin miktarlarinin  eski

seviyelerine dondiigii bildirilmistir (69).

COOH
H—C—NH,
CH,

X
>
H o "
Histidin

Sekil 3. Histidinin Kimyasal Yapis1 (67)
3.3.3. Krom Metabolizmasi ve Emilimi

Ince bagirsaklarin st boliimiinde basit difiizyondan farkli bir
mekanizmayla emildigi belirtilen Cr’un duodenumdaki alkali ortamin da
katkisiyla, ortamda mevcut bulunan ligantlarla selatlar olusturarak emilimi
nispeten kolaylasmaktadir (22, 70). Gidalarla alman Cr**’un biiyiik bir kism
absorbe olmadan fekal yolla disar1 atilir. Intestinal emilimi diisiik olan kromun
emilimi %0.04 ile %2 arasindadir (22). Absorbsiyon orami askorbik asit,
aminoasitler, oksalat ve benzeri etkiler gosteren diyet 6geleriyle belirli miktarda
arttirilabilmektedir. Intestinal sistemden absorbe olduktan sonra Fe’ye benzer
sekilde transfer olarak memelilerde basta karaciger olmak {izere dalak, kemik ve
yumusak dokularda yogunlasmaktadir.

Alinan besin maddelerinde Cr hem organik hem de inorganik formlarda

olabilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda organik Cr formlarinin inorganik
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Cr formlarina gore daha iyi emildigi tespit edilmistir (71). Krom elementinin
membranlardan gegcisinin zayif olmast sebebiyle Cr emiliminin diisiik oldugu
bildirilmigtir (72). Yapilan calismalarda Cr emilimini arttirmak amaciyla,
pikolinik asit, propiyonik asit, metiyonin gibi organik maddelerle kararl
bilesikleri olusturulmustur (71, 73). Diyet ile diisiik oranda Cr alindig1 takdirde
idrarla digar1 atilan Cr orani nispi olarak artis gostermektedir. Ayrica, spor ve
egzersizle beraber Cr’un idrarda artis gosterdigi yapilan arastirmalar ile

saptanmugstir (60, 74).

3.3.4. Kromun Biyolojik Fonksiyonlari

Hiicrelerin insiiline kars1 olan duyarliliginda rol alan Cr, insiilini kontrol
eden mekanizmalarda aktif olarak islev gostermektedir (56, 75). Daha Once
yapilmig bir ¢alismada Cr takviyesi ile plazma glikoz, kolesterol ve trigliserit
diizeylerinin diistiigli, insilin aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (57). Yapilan
deneysel c¢aligmalarda, Cr eksikliginin protein, karbonhidrat ve yag
metabolizmasinda aksakliga yol agtigi ve korneal lezyonlara sebebiyet vererek
deneylerin uygulandigi hayvanlarin omiirlerini kisalttig1 belirlenmistir (56). Ayni
calismada, hayvanlara verilen Cr takviyesi ile glikoz toleransinda diizelme
gozlemlenmistir. Canli organizma iizerinde Cr’un etki gosteren aktif formunun
anlasilabilmesi i¢in ¢alismalar devam etmekle beraber, ileri siiriilen glikoz tolerans
faktor (GTF), disiik molekiiler agirlikli krom (LMWCr), Cr ve demir (Fe)
metabolizmas iligkisi ve hormesis hipotezleri igerisinden insanlarda dogal olarak
bulunan bir oligopeptid olan LMWCr hipotezi iizerinde yogunlagilmaktadir (56,

57, 64, 76).
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Glikoz tolerans faktor, ¢esitli hiicresel ve molekiiler mekanizmalar araciligi
ile hiicre membranindaki insiilin reseptorleri vasitasiyla tirozin kinaz
aktivasyonunu tesvik eder (57, 64, 77).

Diisiik molekiiler agirlikli kromun biyolojik olarak aktif formlarindan
biridir ve diisiik molekiil agirlikli peptit olarak tanimlanmaktadir (64, 76-78).
Kromodiilin olarak da bilinen peptit kromun 3 degerli formlarmi baglayarak
instilin reseptdrlerinin insiiline olan duyarliligini arttirir.

Birgok caligsma yiiksek demir konsantrasyonu ile Tip-2 diyabet arasinda bir
iligkinin varligini1 kanitlamaktadir (79-81). Demir baglayan proteinlerin ayni anda
Cr’un tasinmasi ve depolanmasinda da aktif olarak rol aldig1 saptanmistir (81-84).
Diyabetli hastalarda Cr miktarindaki diislis birgok ¢alismayla ortaya konmustur.
Bundan dolay1 diyabet hastalarindaki azalmigs Cr seviyeleri, yiikselen demir
oraninin dolayl bir sonucu oldugunu diistindiirmektedir.

Yunanca tesvik etme kelimesinden tiiretilen hormesis, kimyasal bir
maddenin yiiksek dozda inhibe edici veya toksik etki gdstermesine ragmen, ayni
kimyasalin diisiik dozlarda yararl bir etki gézlenmesi durumudur. Hormesis ¢ift
yonlii bir doza kars1 cevap egrisiyle gosterilmektedir. Bu egri uyarici etki gdsteren
bir diisiik dozdan, etki gdstermeyen bir orta dozdan ve inhibitdr veya toksik etki

gosteren yliksek bir dozajdan olusmaktadir (81, 85).

3.3.5. Krom Yetersizligi

Hem hayvan hem de insanlar {iizerinde Cr yetersizliginin klinik
semptomlarinin belirlenmesi i¢in yapilmis olan ¢aligmalar, uzun vadede parenteral
beslenen hastalarda tanimlanmistir (60). Yaslanma durumu ve diyabet hastaligi Cr

eksikligi ile beraber seyretmektedir (86). Disardan alinmasinin zorunlu oldugu
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1960 yilinda saptanan Cr’un, total parentaral beslenen hastalarda, insiilin direnci
gelisimine bagli olarak, glikoz intoleransi, viicuttaki toplam kas miktarinda
azalma ve baz1 hastalarda norolojik bozukluklara yol agtig1 bilinmektedir (81, 87).
Ortaya ¢ikan bu semptomlar giinliik 150-200 pg Cr’un damar yolu ile inflizyonu
sonucu diizeltilmis ve insiilin gereksiniminde diisiis gozlemlenmistir. Cr, U.S.

Food and Nutrition Board tarafindan eser element olarak belirlenmistir (57).

Tablo 3. Insanlarda Krom Eksikligi Sonucunda Goriilen Durumlar (57)

Bozulmus Glikoz Toleransi Insiilin Reseptdr Sayist |
Glikoziiri Insiilin Baglanmas: |
Hiperglisemi Yagsiz Viicut Kitlesi |
Hipoglisemi Solunum Hacmi |

Plazma Insiilini 1 Periferal Noropati

Viicut Yag Yiizdesi 1 Ensefalopati

Okiiler Basing 1 Anormal Azot Metabolizmasi

3.3.6. Krom Toksisitesi

Giinlik tiiketilen besin maddelerindeki Cr’a ilave olarak, insan
metabolizmasinda 250 pg/giin Cr’un giiven sinirlar1 igerisinde alinabilecegini ve
yine giinliik olarak 1 mg Cr**’{in toksik etki olusturmadigi yapilan ¢alismalar ile
belirlenmistir (81, 88). Ratlara damar ici olarak verilen Cr*? ile bu sicanlarda LD
50’nin, 1 mg/100g canli agirlik oldugu ortaya konmustur (81, 89). Ratlar lizerinde
yapilan bir baska ¢alismada ise, intravendz olarak Cr*’iin verilmesi ile tedavi
edici doz ile toksik etki gosteren dozun oran1 1/10000 olarak saptanmistir (89, 90).

Civciv ve kedilerde yapilan bir ¢alismada ise, krom floriiriin 1000 mg/kg dozunda

verilmesinin civciv ve kediler tarafindan tolere edilebildigi, 2000 mg/kg krom
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floriiriin ise civcivlerde gelisim geriligine sebebiyet verdigi beyan edilmistir (90-

92).

3.3.7. Krom ve Egzersiz

Yiiksek enerjili diyetlerle beslenen sporcularda Cr yetersizligi
goriilebilirken, diisiik enerjili diyetlerle beslenen sporcularda ise diisiikk canli
agirliginin Cr’un eksikliginden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (60, 93). Yapilan
baz1 caligmalarda, egzersiz ile birlikte Cr takviyesinin, viicutta meydana getirdigi
degisiklikler arastirilmistir (60, 94). Egzersiz yapan bireylerde iirinasyon ile Cr
atilimindaki azalmanin, diizenli olarak agir egzersiz yapan bireylerdeki Cr
kaybina viicudun uyum saglayarak adapte oldugu bildirilmistir (92, 95). Yiiksek
enerjili diyetlerle beslenen profesyonel sporculara gore araliklarla egzersiz yapan
ve diisiik enerjili diyetlerle beslenen sporcularda, bu adaptasyon sekillenmedigi
i¢in idrarla Cr atilimi fazla olacagindan, Cr eksikligi bakimindan risk altinda

olduklan diistiniilmektedir (92, 95, 96).

3.4. Amilopektin

Endiistri ve gida sanayisinde onemli bir role sahip olan nisasta, canl
organizmada depolanabilen bir besin 6gesidir. Bitkilerin kok, govde, tohum ve
yapraklarinda bulunan nisasta graniilleri kiire, elips, poligon ve mercek
sekillerinde olabilmekte ve biiyiikliikleri 0.5 ile 175 pum arasinda degisiklik
gostermektedir (97). Bazi bitkilerde bulunan nisasta graniillerinin 6zellikleri

Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Nisasta Kaynaklar1 ve Graniil Yapis1 (97)

Nisastanin Kaynagi Biiyiikliigii (um) Sekli

Misir 2-30 Kiiresel/Cok yiizlii
Patates 5-100 Mercek Seklinde
Bugday 20-35 Mercek Seklinde
Piring 3-8 (Basit) 150 (Bilesik) Cok yiizli

Nisasta graniillerinin kristal yapida olmalar1 ve suda ¢dziinmemeleri
izolasyonlarmm1 ve elde edilmelerini kolaylastirmaktadir (4, 98). Glikoz
molekiillerinin bir araya gelerek olusturduklari nisastanin amiloz ve amilopektin
olmak {izere iki temel bileseni vardir. Amiloz, glikoz molekiillerinin diiz zinciri
formunda dallanmamuis, lineer yapida, heliks seklinde biikiilmiis, farkli boyda,
100-2000 D-glukopiranoz birimlerinin a-1,4-glikozid baglar1 ile baglanmasiyla
meydana gelen bir yap1 gostermektedir (Sekil 4). Amilopektin ise, zincir ilizerinde
dallanmis ve en az 1500 glukopiranozdan meydana gelen ve a-(1, 4) ve a-(1, 6)
baglar1 ile dallanmis bir yapr gosterir (Sekil 5). Bununla beraber nisastanin
yapisinda ¢ok az miktarda lipit, fosfolipit ve fosfat monoester tiirevleri de

bulunabilmektedir (99).

CH,OH

Sekil 4. Amilozun Yapisi (4)
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Sekil 5. Amilopektinin Yapis1(99)

Bir¢ok yoniiyle amiloz ve amilopektin birbirinden farklilik gostermektedir.
Nisastanin temel iki bileseninden birini olusturan amilopektin suda ¢oziiniirken,
amiloz suda coziinmemektedir (100). Nisasta molekiillerinin fazla miktarda
hidroksil grubu bulundurmalari, onlara nem tutma yetenegi kazandirmaktadir.
Nisasta molekiillerinin emdigi nem miktari nisastanin tiiriine ve bagil nem oranina
gore degisiklik gostermektedir. Piring tanelerinde bulunan bagil nem
vakumlanarak diisiiriildiigii takdirde, baz1 maddelerdeki nemi ¢ekmek veya bazi
maddeleri nemden korumak amacli kullanilabilmektedir (4).

Glisemik indeks; 50 g karbonhidrat i¢eren kontrol gida maddesinin, iki
saat icerisinde olusturdugu kan glikoz alaninin, esit miktarda karbonhidrat igeren
ve Ol¢iilmek istenen gida maddesinin olusturdugu kan artis alaniyla kiyaslanmasi
olarak tanmimlanmaktadir (101). Nisastanin bulundurmus oldugu amiloz-
amilopektin oranina goére glisemik indeks etkilenmektedir. Tiiketilen gida

maddesindeki amiloz orami arttikca glisemik indeks orani diislis gostermekte,
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amilopektin oranindaki artig ise glisemik indeks oraninda yiikselise neden

olmaktadir (4, 102, 103).

3.5. Insiilin ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri

Pankreasta bulunan beta hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin hormonu
karbonhidrat, protein ve yag molekiillerinden enerji saglama ve organizmadaki
fizyolojik olaylarin devamu icin gerekli bir hormon olup, kanda bulunan seker
seviyesini kontrol altinda tutar ve kanda serbest olarak dolasan sekerin hiicre igine
girmesini saglar (6, 12, 104). Ayrica, insiilin, karacigerde glukoneogenez ve
glikojenolizi inhibe ederek glikojen depolanmasini saglar. Kas ve yag dokusunda
glikozun tutulmasi ve depolanmasi ilizerinde de etki gosteren insiilin, kaslarda
potasyum transportundan da sorumludur (104). Yapilan ¢alismalarda insiilinin
protein sentezini uyardigi, iskelet kasinda ve tiim viicuttaki protein yikiminin
insiilinle engellendigi ortaya konmustur (6).

Biiyiime, genetik yapinin yani sira bir¢ok c¢evresel etkenin (beslenme, spor
vb) metabolik yapiya etkisiyle sekillenir. Insiilin benzeri bilyiime faktdrleri,
biiyiimeyle birlikte metabolizmayr da kontrol eden kompleks sistemlerin
bilesenidir (12, 105). Yapisal olarak proinsiilin formuna sahip olmalar1 ve kan
seker seviyesini diisiirmelerinden dolay: insiiline benzerlik gosteren IGF’lerin,
esas sentezlendikleri yer karaciger olmasina ragmen otokrin ve parakrin etkilerini
gosterdikleri kas gibi bazi 6zel dokularda da sentezlenebilmektedirler (12, 106).
IGF-1 dogumdan sonraki siirecte gergeklesen mitojen aktiveleri artirarak somatik
biiyiime tizerindeki etkisini gosterir (107). Canli organizmada IGF-1, kas ve
kemik dokusu iizerine diizenleyici etki gosteren bir regiilatordiir. Kaslarin biiylime

stireci igerisinde biiylime hormonundan bagimsiz olarak etkisini gosteren IGF-1"in
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etki mekanizmasi satellit (uydu) hiicrelerinin aktivasyonu ile tetiklenmektedir (12,
108).

Egzersiz miyofibrillerin etrafin1 saran ekstraseliiler matriksin yapisinin
degismesine yol agmaktadir. Organizmada IGF-1’in salinmasi ve depolanmasinda
fonksiyon gosteren ekstraseliiler matriks ayrica glikoproteinler, kollajen, laminin,
heparin siilfat, proteoglikan gibi hiicre biiylimesinde 6nemli rol oynayan bir¢ok
molekiilii yapisinda bulundurmaktadir (109, 110). Yapilan egzersizler kas
dokusunda degisik boyutlarda hasara yol agmaktadir. Meydana gelen bu hasar,
bliylime faktorlerinin serbest kalmasmna yol acarak kas hipertrofisine sebep
olmaktadir (110). Yapilan calismalarda, ekzentrik kasilmalar sonrasi meydana
gelen hasarli kas bolgelerinde kas IGF-1 seviyesinde anlamli bir artis
gozlemlenmistir (111). Yapilan bazi hayvan denemelerinde dolasim sistemindeki
IGF-1 seviyesinin arttirilmasiyla kas miktarinda artig gosteren somatik bir gelisme
gbzlemlenmistir (110, 112).

Kas dokusunda miyofibril alanindaki artig  hipertrofi  olarak
tanimlanmaktadir. Miyofibril ¢ap1 ile miyonuklei sayisi arasinda dogru oranti
oldugundan dolayr miyofibril alanindaki artigla beraber ¢ekirdek sayis1 da artis
gostermektedir (113). Kas gelisimi i¢in uygun zemini hazirlayan ve kas
prekiisorleri olan satellit hiicreler ¢ekirdek havuzunu olustururlar. Standart gelisim
esnasinda miyofibrillerin basal laminas1 ve sarkolemmas1 arasinda bulunan uydu
hiicreler proliferasyon ve farklilagma sinyalleri olusuncaya dek pasif
durumdadirlar. Bu hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasi sonucunda ¢ekirdek
sayisinda artis gozlemlenmektedir. Kas hipertrofisi bu mekanizma sonucu

sekillenmektedir (113, 114).
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IGF-1’in kas hacmindeki biiylime iizerindeki etki mekanizmasi satellit
hiicrelerin  aktivasyonu ile gergeklesmektedir (114). Satellit hiicrelerinin
olusturmus oldugu ¢ekirdekler uzun siire bdliinebilme yetenegine sahip
olmamalarina karsin kasin miyofibril alanin1 arttiran 6zel proteinler
sentezleyebilmektedirler (110, 114). Yapilan calismalarda gamma radyasyonu
uygulanarak uydu hiicrelerini yenileme yeteneklerine hasar verilen ratlarda IGF-1

tedavisinin etkili oldugu saptanmistir (110, 115).

3.6. Protein Sentezi ve Protein Degredasyonunda Sinyal Yolaklar1

3.6.1. Kas Atrofisi

Sarkopeni veya kas atrofisi olarak adlandirilabilen iskelet kaslariin total
miktarindaki azalmayla karakterize bir durum olan kas kaybi, yasin ilerlemesi ve
bazi kronik hastaliklarin meydana gelmesiyle hizlanabilmektedir (116). Yetersiz
ve/veya dengesiz beslenme, doku hasarlari, kanser, diyabet ve bobrek hastaliklar
gibi ¢esitli rahatsizliklar hem protein yikimini arttirirlar hem de yeni protein
sentezine engel olurlar (117,118). Iskelet kaslarindaki kitle azalmasi, kas
hiicrelerinin etkinliklerinde azalma ve protein yikimindaki artis ile protein
yapimindaki azalmanin birlikte goriilmesiyle ortaya ¢ikan ve progresif olarak
seyreden bir durumdur (119). Proteinlerin degredasyonunda etkinlik gosteren

ubiquitin proteazom yolag1 gibi mekanizma vardir.

3.6.1.1. Ubiquitin Proteazom Yolag1 (MAFbx/MuRF1) ve Kas Kitle
Kayib1
ATP ile iligkili ubiqutin proteazom yolagi (MAFbx/MuRF1), iskelet

kaslarmin yeterince hareket etmemesi neticesinde ortaya c¢ikan ve iskelet
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kaslarindaki proteinlerin yikimlanmasiyla sonuglanan bir yolaktir (120). Bu
mekanizma, iskelet kasindaki miyofibriler proteinlerin degredasyonuna,
sarkomerik protein miktarlarinda ise diisiise neden olmaktadir (119, 120).
Ubiquitin proteazom yolaginin sebep oldugu kas degredasyonunda rol alan 3
etken vardir. E1 ligazlar, pasif halde bulunan ubiqutini uyararak aktivasyonunu
saglarken, E2 ligazlar ise aktif duruma gelmis ubiqutini yikim i¢in hedef alinan
protein molekiiliine tagimakla sorumludur. Nihai olarak E3 ligazlar ubiqutinin
yikimlanacak olan protein molekiiliine iletimini koordine etmektedir (120). Bu
yolak, ubiqutin E3 ligazlar1 olarak ta bilinen, atrogin-1 veya MAFbx ve MuRF1’i
kapsayan koordineli enzimatik yap1 {lizerinde rol oynayarak spesifik proteinleri
belirler ve bu proteinleri yikimlar. Temel eksprese yerleri iskelet kaslar1 olan bu
enzimler, iskelet kasi miktarindaki azalmalarin farkli kosullari altinda up-
regiilasyonu ve kas giicliniin zayifligin1 ortaya koymak acisindan ¢ok sik bir
bicimde kullanilmaktadir (119). Bir transkripsiyon faktorii olan forkhead box O,
MAFbx ve MuRF1’i regiile etmektedir. Transkripsiyon faktorii olan FOXO,
viicuttaki yapim ve yikim olaylari, apoptozis ve hiicresel olaylarda gorev
almaktadir (120). Iskelet kasinda aktif hale gelen FOXO3, total kas kitlesindeki
azalmadan sorumlu olan genlerin transkripyonunda gorev iistlenir ve kas yikimin
uyararak hizli bir sekilde atrofinin ortaya ¢ikmasina neden olur (117). Defosforile
olmasi durumunda hiicre ¢ekirdegine giren FOXO, kas gelisimini durdurmakta ve
hiicre o6liimiinii uyarmaktadir. Akt ise FOXO’yu fosforlayarak hiicre
cekirdeginden ¢ikmasini saglamaktadir (120). Bundan dolay1 normal kosullarda
Akt, FOXO’nun transkripsiyonel 0Ozelliklerini inhibe etmekte ve FOXO’nun

atrofiye yol agmasini dnleyen bir tavir sergilemektedir (120).
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3.6.1.2. IGF-1/PI3K/Akt/mTOR Yolaklar: ve Kas Atrofisi

Insiilin biiyiime faktérii 1, PI3K, Akt ve mTOR sinyal yolaklarmin iskelet
kaslarindaki kitle artis mekanizmasina etki ettigi diislinlilmektedir. Bu sinyal
yolaklarinin etkin hale gelmesi ile protein sentezini tesvik eden translasyon
baslatict faktdrlerin miktarinda artisa yol agmaktadir (120). Insiilin biiyiime
faktorii 1, PI3K’nin aktivasyonunu saglar. Aktive olmus PI3K, fosfotidilinositol-
4-5 bifosfati, hiicre zarinda fosfotidilinositol-3-4-5 trifosfata fosforlar, bu
fosforilizasyon sonucunda Akt’in baglanabilecegi bir alan olusmus olur. Daha
sonra Akt’m aktive duruma gelmesi ile mTOR kinazin aktivasyonu ve
fosforilizasyonunu saglar. Organizmada mTOR protein yapimint p70S6 kinaz ve
4E-BP1°1 aktif hale getirerek ve fosforile ederek arttirmaktadir (121). Akt’in aktif
hale gelmesi iskelet kasindaki total kitlenin artmasi ya da azalmasi
mekanizmasinda kritik 6neme sahiptir. Kaslarda yeterli hareketin olmadig:
durumlarda Akt’in aktivasyonu sekillenmez ve bu durum FOXO vasitasiyla kas
atrofisinin ortaya ¢ikmasina yardimci olmaktadir. Ubiquitin proteazom ligaz,
MAFbx ve MuRF1 dogrudan IGF-1, Akt, mTOR sinyal yollarindaki
degisimlerden etkilenmektedir (121). IGF-1, FOXO’nun etkinlik gdstermesine
engel olmaktadir. Ayrica IGF-1 sinyal yolaginin inhibisyonu ile FOXO hiicre

cekirdegi igine gegerek protein yikimini hizlandirmaktadir (120).

3.6.1.3. Miyostatin ve Kas Atrofisi

Iskelet kasinin total miktarmni ve kuvvetini belirleyen sinyal yolaklarindan
bir tanesi de miyostatindir. TGF-f ailesinin bir eleman1 olan myostatin, en ¢ok

iskelet kaslarinda ekspresyona ugramaktadir (28, 122). Miyostatin sinyalizasyonu
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biliylime doneminde oldugu gibi ergin donemde de aktiftir. Hiicre bazinda etkinligi
otokrin/parakrin seklinde olan myostatinin etkinligini tip II aktivin reseptorii A ve
B’ye baglanarak ortaya koymaktadir (31). Bu durum SMAD2 ve SMAD3’iin
fosforlanmasini aktive ederek SMAD4’e katilir ve nihai olarak SMAD 2/3/4
yapisint meydana getirerek gen transkripsiyonunun etkinligini arttirmaktadir.
Miyostatin iskelet kas kitlesinde ana regiilatér olarak diisiiniilmekte ve
miyostatinin inaktivasyonu bu kaslarin kuvvetli degredasyonuna sebep
olmaktadir. Miyostatinin  fazla miktarda ekspresyonu ile hipertrofi
sekillenmektedir (32). Yapilan c¢alismalarda, myostatin ekspresyonunun, bazi
hastaliklar (AIDS, kalp-damar hastaliklar1) sonucunda artis egilimi gosterdigi ve
bu durumun iskelet kaslarinin giigsiizliigii ile ilgili oldugu beyan edilmektedir
(123). Miyostatin kaslarda gii¢stizlesmeyi Akt-mTOR sinyalizasyonlarini

baskilayarak gerceklestirmektedir (120).

3.6.1.4. Oksidatif Stres ve Kas Atrofisi

Iskelet kaslarmin zayiflamasina yol agan sistemlerden bir tanesi de
oksidatif strestir. Oksidatif stres, oksidan ve anti-oksidanlar arasindaki dengenin
bozulmasiyla sekillenen ve fizyolojik limitlerin {istiinde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) birikmesi olarak tanimlanmaktadir (124, 125). Iskelet kasinda ROT
tiretimi, kalp rahatsizliklari, sarkopeni, immobilizasyon ve kanser durumlarinda
arts egilimi gostermektedir (126). Iskelet kasinda ROT iiretim merkezlerinden
biri de nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H) oksidaz ve nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat-oksidaz (NOX)’dir. Bu enzim yapisi, NAD(P)H’1
molekiiler oksijeni reaktif oksijen tiirlerine doniistiirmek amaciyla substrat olarak

kullanmaktadir. NOX, kas hiicresinin miyostatin ve Anjiotensin-II (ang-II) gibi
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cesitli kas kitlesini azaltici faktorlere olan cevabini regiile etmekte ve Dunchenne
kas distrofisinde de oksidatif stresin sekillenmesini sitiimiile etmektedir (126).
Yapilan bir caligmada, dontstiiriicii biiyiime faktorii f1’in (TGF-B1) iskelet
kaslarinin kitle kaybetmesi mekanizmasinda rol aldigi bildirilmistir (119). Ancak,
TGF-B1’in iskelet kas kuvvetini azalttigt ve MAFbx ekspresyonunu sitiimiile
ettigi ortaya konmasima ragmen, iskelet kasiin atrofisi mekanizmasindaki rolii

tam olarak anlasilabilmis degildir (119).

3.6.2. Kas Hipertrofisi

Miyofibrillerden meydana gelen iskelet kaslari, hem hacmini hem de
calisma diizenini (yavas-hizli kasilabilen, ¢abuk-gec¢ yorulabilen) degistirebilen
bir yapidadir. Glinliik yasamsal aktiviteler esnasinda kas dokusunda kiigiik ¢apta
yirtilmalar ve doku zararlar1 meydana gelmekte ve bunun sonucunda fibrillerin
olusmasin1  saglayan etmenlerde normalden daha yavas bir dongi
sekillenmektedir. Iskelet kas1, biiyiik ¢apta yirtiklar veya agir egzersizlerden sonra
giiglii bir sekilde kendini rejenere etmektedir. Iskelet kas1 bu &dzelligi ile sahip
oldugu kas miktarmi korumanin yani sira kas dokusuna bagli hastaliklarda klinik
bulgularin hafif seyretmesini saglamaktadir (127).

Ergin canlilarda mevcut kas miktarinin stabilizasyonu, kas dokusundaki
protein sentezi ve protein yikimi ile ilgilidir. Tiiketilen besin maddelerinin yeterli
ve dengeli olmasi veya egzersiz gibi uyaranlar ile kas kitlesi artarken (hipertrofi);
yetersiz beslenme, immun sistemin zayiflamasi, sinirsel hastaliklar ve yasin
ilerlemesi gibi durumlarda kas kitlesinde diisiisler (atrofi) gozlemlenmektedir
(128). Kas hipertrofisi, kas miktarindaki artis ve mevcut olan iskelet kas

fibrillerindeki sayisal artis olarak bilinmektedir (129). Kas hipertrofisi
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mekanizmasinda IGF-1- Akt- mTOR ve kasinorin- niikleer faktor aktive T

hiicreleri (NFAT) olarak belirtilen iki sinyal yolagi mevcuttur (130).

3.6.2.1. IGF-1/PI3K/Akt/ mTOR Yolag: ve Kas Hipertrofisi

Iskelet kasi miktarindaki artis, buradaki miyofibrillerin boyutundaki
bliylimeler ile gerceklesmektedir. Kas kitlesindeki artis, IGF-1 gibi canh
organizmadaki yapim olaylarini tetikleyen uyaranlar ile tesvik edilebilmektedir
(27). IGF-1/Akt sinyal yolagi iskelet kasinda protein sentezini arttirarak ve protein
yikimint azaltarak hipertrofik etki gostermektedir. Ayrica IGF-1, insiilin benzeri
biiylime faktorii reseptorii 1(IGF-1R) ile bir bag olusturmakta ve insiilin reseptorii
substrat-1 (IRS-1) araciligr ile PI3K’nin aktivasyonunu saglamaktadir. Aktif
duruma gelen PI3K, fosfotidilinositol 3, 4, 5 trifosfati (PIP3) sentezleyerek Akt
proteinin aktif hale gelmesini saglamaktadir (128). Aktive olan Akt proteini ise
protein sentezini regiile eden mTOR sinyal yolaginin aktivasyonunu sitiimiile
etmektedir. Akt, iskelet kaslarindaki genlerin diizenlenmesinde kilit gérev alan
FOXO’nun translasyonunu inhibe etmektedir. FOXO’nun c¢alismasinin
engellenmesi ile iskelet kaslarinda protein yikimi durdurulmaktadir. Bu bilgiler
1s181inda, IGF-Akt- mTOR sinyal yolaklarinin iskelet kasinda protein sentezinde
kilit rol aldig1 diisiiniilmektedir (128, 130).

Yapilan ¢alismalara gore, IGF-1"in fazla miktarda ekspresyonunun iskelet
kaslarinda biiyiimeyi uyarmak i¢in yeterli oldugu bildirilmistir (129, 131). Ayrica
IGF-1’in iskelet kaslarinda protein sentezini arttiran sinyal yolaklarini sitiimiile
ettigi ve protein degredasyonunda kilit gorev alan yolaklar1 (MuRF1, MAFbx)
inhibe ederek kas hipertrofisinin aktivasyonunu sagladigi bilinmektedir (129).

IGF-1, iskelet kas dokusunun yenilenmesinde PI3K ve Akt sinyalizasyon
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yolaklarim diizenleyerek etkisini ortaya koymaktadir. Ote yandan, IGF-II’nin kas
hiicrelerinin farklilagmasini baglattig1 bilinmekle beraber protein sentezini arttirici
etkisini nasil regiile ettigi tam olarak a¢iklanamamaktadir. Yapilan bir ¢calismada
(132), IGF-II ekspresyonunun, iskelet kasi kitlesinin regililasyonunda kritik
onemde oldugunu, kas hiicrelerinin farklilagmasi i¢in otokrin IGF-II’nin
transkripsiyonuna ihtiya¢ duyuldugunu ve bu durumun mTOR tarafindan alinan

besin maddeleri ile kontrol edildigi bildirilmistir (Sekil 6).
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Aminoasitler

N\
X

v

v

IGF-II ekspresyonu

Miyogenez

Sekil 6. mMTOR/IGF-II Ekspresyonu (132)

Miyoblast hiicre farklilagsmasi temelde IGF-1 ve IGF-II ile iligkilidir. IGF-
1 ve IGF-II hiicre farklilasmasindaki etkisini, PI3K-Akt-mTOR-p70S6K sinyal
yolaklarindaki regiilasyonu ile gdstermektedir (132). Aktl, Akt2 ve Akt3 olmak
lizere 3 farkl1 yapis1 mevcut olan Akt bir serin/treozin kinazdir. Ug farkli izotopu
bulanan Akt’nin, iskelet kaslarinin hipertrofisinde rol alan IGF-1 ile iligkisi daha

cok Aktl izotopudur (18). Insiilin ve IGF-1’in uyarilmasi1 Akt’nin
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translokasyonuna yol ac¢maktadir. Translokasyona wugrayan Akt, plazma
membranina gider ve burada serin ile treonini fosforladiktan sonra tekrardan
cekirdek veya sitozoldeki mevkisine donmektedir (131). iskelet kasinda protein
sentezini arttiran Akt ve IGF-1 arasindaki etkilesim, anabolik etki ve protein
degredasyonuna yol agan etmenlerin ortadan kaldirilmasi olmak {izere iki farkli
sekilde olmaktadir. Akt anabolik etkisini, miyoblastlarin farklilasmasini ve protein
tiretimini mTOR ve p70S6K’y1 fosforlayarak yapmaktadir (19). Rapamisin,
mTOR yolaginda inhibisyona yol acarak hem kas hiicrelerindeki farklilagsmaya,
hem de kas kitlesinin gelismesi igin gerekli olan miyofibrillerin biiylimesine engel
olmaktadir (133). Canli organizmada Akt anti katabolik fonksiyonunu,
fosforilasyon ile inhibisyonunu sagladigi FOXO3a’nin protein yikimi iizerindeki
etkinligini engelleyerek gostermektedir (127).

Organizmada IGF-1 sinyal yolaginin iki {iyesi olan Akt ve mTOR iskelet
kasinda protein sentezinde rol alan iki 6nemli faktordiir (18). Lai ve arkadaslar
(121) yapmis olduklar bir ¢aligmada, Akt proteinleri aktif halde olan transgenik
farelerde, Akt’nin in vivo olarak uyarilmasi ile kas bilylimesi tetiklendigi ve bu
asamadan sonra bulunan p70S6K’nin da aktivasyonunun saglandig belirlenmistir.
Akt’nin uyarmasiyla aktive olan mTOR, protein sentezinde hedef yapilar olarak
bilinen 4E-BP1 ve 70kDa ribozomal protein S6K1°i indiikleyerek translasyonun
artmasina olanak saglamaktadir (19). Normalde 4E-BP1, elF4E ile bag kurarak
translasyonu baskilayan bir tutum sergilemekteyken, mTOR’un 4E-BPI’i
fosforlamasi neticesinde eIF4E aktive olmaktadir (21).

Translasyonu diizenleyen bir baska sinyalizasyon molekiilii de eEF2’dir.

Organizmada eEF2, mTOR aracilig: ile aktive edilen p70S6K tarafindan dolayli
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olarak diizenlenmektedir. Yapilmis caligmalarda egzersiz 6ncesi mTOR yolaginin
baskilanmasi ile protein sentezinin inhibe edildigi beyan edilmistir (133). Bodine
ve arkadaslarinin (134) yapmis olduklar1 c¢aligmada ise, Akt-mTOR sinyal
yolagimin kas biliylimesinde aktif oldugu, kullanmama sonucu sekillenen kas
kiigiilmesinde ise pasif durumda oldugu ve rapamisin ile blokasyonu saglanan
mTOR’un iskelet kaslarinda biiylimeyi %95 oraninda engelledigi saptanmustir.
Yapilmis olan bu ve bunun gibi ¢alismalarin sonuglarina gore, Akt-mTOR sinyal
yolagiin kas hipertrofisinde kilit bir role sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Yapilan
caligmalarda, Akt-mTOR sinyalizasyonu ve bu sinyal yolaginin sonraki basamagi
olan 4E-BP1 ve p70S6K’nin kas liflerinin biiyiikliginii diizenledigi ve
kullanmama sonucu sekillenen atrofinin bu yolaklarla engellendigi aragtirmacilar
tarafindan agik bir sekilde belirlenmistir (134). Akt-mTOR sinyal yolagi, 4E-BP1
ve p70S6K aktivasyonu, Akt araciligiyla FOXO’nun baskilanmasi ve mTOR’un
SMAD?2 kanaliyla kas atrofisinde aktif rol oynayan miyostatin yolagini inhibe

etmesi Sekil 7°de gosterilmistir (27).
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Sekil 7. Akt- mTOR Sinyal Yolagi, 4EBP1 ve p70S6K Aktivasyonu, Akt
Araciligiyla FOXO’nun Baskilanmast ve mTOR’un Smad2 Kanaliyla Kas
Atrofisinde Aktif Rol Oynayan Myostatin Yolagmin Inhibisyonu (27)

Miyostatin sinyal yolag: iskelet kasinda protein iiretimini azaltmaktadir.
Miyostatin sinyal yolaginin fazla miktarda ekspresyonu iskelet kas kitlesinde
azalmaya yol acacagi gibi, bu sinyalizasyonun inaktivasyonu ise kas hipertrofisi
ile sonuglamir (135, 136). Ote yandan, niikleer faktér kappa beta (NF-kp)
transkripsiyon yolagmin timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) tarafindan aktive
edildigi ve bu sinyal yolagmin iskelet kasinin atrofisi i¢in yeterli oldugu

bildirilmistir (129). Ozetle IGF-1 sinyalizasyonunun aktivasyonu veya TNF-o, ve
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myostatin  yolaklarinin inaktivasyonu ile iskelet kasma kitle kazanimi

saglanabilecegi belirtilmektedir (129).

3.6.2.2. Kalsinorin Yolag1 ve Kas Hipertrofisi

Iskelet kasindaki hipertrofi periyodunca Akt/mTOR sinyal yolag: aktive
olurken, kalsinérin (CnA) yolaginin aktivasyonu gerceklesmemektedir (130).
Genel olarak iskelet kasi atrofisinde rol aldig1 diisiiniilen kalsinérin yolaginin,
IGF-1’in aktivasyonu ile olusan hipertrofide PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin
yanit sira CnA-NFAT sinyalizasyonuna da gereksinim oldugunu vurgulayan
calismalar mevcuttur (137). Bu caligmalara gore IGF-1, CnA’yr aktif hale
getirerek NFAT transkripyon faktorii tzerine etki etmektedir. IGF-1
aktivasyonuna cevap olarak sekillenen iskelet kasindaki hipertrofi igin CnA

aktivasyonunun gerekli oldugu belirtilmektedir (137).

3.7. Amag

Proteinler, dokularin olusumu, onarimi, rejenerasyonu, 1s1 ve enerji
kaynagi olmalari, kas kontraksiyonlarinda rol almalari, immun sistemi
giiclendirmeleri ve viicutta gerceklesen biyokimyasal olaylarda gorev
almalarindan dolay1 canli organizmada hayati éneme sahiptir (43). Egzersizin
organizmada protein yikimina neden oldugu da bilinmektedir (138). Soya
fasulyesinden elde edilen soya proteini, insan ve hayvan viicudu igin gerekli
birgok amino asit, mineral ve vitamin igeren yiiksek kaliteli bir bitkisel protein
kaynag1 olup kaslar tarafindan ¢ok hizli emilmektedir (1). Yapilmis ¢aligmalarda
protein sentezini uyarmada insiilinin etkili oldugu ve protein degredasyonunun

instilinle durdurulabilecegi bildirilmistir (6). Akt/mTOR yolag: aktivasyonu ve bu
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yolagin sonraki basamaklarinda yer alan p70S6K ve 4E-BP1’in kas protein
sentezinin regiilasyonunda rol almaktadir. Ote yandan, nisastanin iki bilesiginden
biri olan amilopektinin insiilin yogunlugu ve kan glikoz konsantrasyonunun hizl
bir sekilde artmasina onciiliik edebilecegi belirlenmistir (19). Insiilin kofaktérii
olarak bilinen Cr’un insiilinin etkisini arttirarak protein metabolizmasi iizerine
etki edebilecegi diisiiniilmektedir. Sahin ve arkadaglar1 (60) tarafindan yiiksek
yagli diyetle beslenen ratlarda yapilan bir c¢alismada, CrPik ve CrHis
kombinasyonunun tek bagina hayvanlara verilen CrPik veya CrHis’den daha etkili
oldugu rapor edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda bu arastirmada; ratlarda egzersiz
sonrast soya proteini ve amilopektin+CrHis+CrPik kombinasyonu tiiketiminin
protein sentezi, inslilin p-FOXOla, p-FOXO3a, MAFbx, p-4E-BP1, p-Aktl,

mTOR ve S6K1 diizeyleri lizerine olan etkileri arastirilmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hayvan Materyali

Deneme, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
(FUHADEK) alinan onay sonras1 (Tarih: 12.10.2016, Toplant1: 2016/10, Karar
No: 179) etik kurallarina uygun olarak baslatilmistir. Denemede, Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nden (FUDAM) saglanan 35 adet
Wistar albino irki erkek rat (8 haftalik, 180-200g) kullanilmistir. Ratlar 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlikta ve 22 + 2°C sicaklik ile %55 + 5 bagil nem bulunan
havalandirma sistemine sahip ortamdaki kafeslerde barindirilmistir. Deneysel
calisma esnasinda olusabilecek problemleri minimize etmek amaciyla denemeye
baslamadan Once, ratlar 14 giin boyunca uygulama kosullarina adapte edilmistir.
Ratlara taze su ve yem ad libitum olarak verilmistir. Hayvanlar standart rat diyeti

ile beslenmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Rasyonun Bilesimi ve Besin Maddesi Degerleri

Yem Hammaddeleri %
Misir 30.22
Arpa 10.07
Soya Fasulyesi Kiispesi 38.28
Aygicegi Tohumu Kiispesi 6.04
Bugday Kepegi 10.08
Melas 3.02
Kireg Tast 1.51
Tuz 0.08
DL-Metiyonin 0.30
Dikalsiyum Fosfat 0.20
Vitamin-Mineral Premiksi* 0.20
Besin Madde Bilesimi
Ham Protein % 24.00
Metabolik Enerji (kcal/kg**) 3100
Ham Yag % 3.40
Ham Seliiloz % 6.90
Kiil % 8.10
Kalsiyum % 1.30
Fosfor % 0.90

*Vitamin-mineral karigiminin kilogrami; 1.8 mg tiim-trans retinil asetat (A vitamini), 0.025
mg kolekalsiferol (D Vitamini), 12.5 mg tim rac-alfa-tokoferol asetat (E vitamini), 1.1 mg
menadion sodyum bisulfit (K3 Vitamini), 1.1 mg tiyamin (Vitamin B1), 4.4 mg ribolavin
(Vitamin B2), 35 mg niyasin (Vitamin B3), 10 mg kalsiyum pantotenat (B5 vitamini), 2.2 mg
Vitamin B6, 0.02 Vitamin B12, 0.55 mg folik asit, 0.1 mg d-biyotin, 40 mg Mn (MnO), 12.5
mg Fe (FeSO,), 25 mg Zn (ZnO), 3.5 mg Cu (CuS0s4), 0.3 mg I (KI), 0.15 mg Se (Na»SeO3),
175 mg kolin klorit (CsH14CINO).

**Metabolik enerji National Research Council (NRC, 139) gore hesapland1

4.2. Arastirma Gruplan

Arastirmada her grupta yedi (n=7) adet olmak {izere toplam 35 adet erkek
Wistar albino rat kullanilmistir. Bu amacla hayvanlar agagidaki gibi rastgele bes
gruba ayrilmistir (Sekil 8).

1) Kontrol (K): Ratlar standart diyet ile beslenmis ve herhangi bir
uygulamaya tabii tutulmamistir.
2) Egzersiz (E): Ratlar standart diyetle beslenmis ve 4 hafta boyunca haftada

5 giin olmak {izere kosu bandinda egzersiz uygulanmistir.
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3) Egzersiz+Soya Proteini (E+S): Ratlara 4 hafta boyunca haftada 5 giin
egzersiz uygulanmis ve egzersizden sonra soya proteini (3.1 g/kg/giin)
verilmistir.

4) Egzersiz+Soya Proteini+CrPik/CrHis (E+S+C): Ratlara 4 hafta boyunca
haftada 5 giin olmak iizere egzersiz uygulanmis ve soya proteini (3.1
g/kg/giin) ile CrPik/CrHis kombinasyonu (77.5 pg/kg/giin) verilmistir.

5) Egzersiz+Soya  Proteini+Amilopektin+CrPik/CrHis (E+S+A+C):
Ratlara dort hafta boyunca haftada bes giin olmak {lizere egzersiz
uygulanmis ve soya proteini ile ayni miktarda CrPik+CrHis (77.5
ng/kg/giin) iceren amilopektin (0.155 g/kg/giin) + CrPik + CrHis
kombinasyonu verilmistir.

Soya proteini, amilopektin ve Cr dozlar1 daha onceki calismalarda
kullanilan dozlar esas alinarak belirlenmis (60, 140, 141) ve hayvanlara gavaj

yoluyla verilmistir.

Soya Proteini (3,1 g/kg/giin), Soya Proteini+ CrPic+CrHis (177,5ug/kg/giin),
Soya Proteini+ CrPic+CrHis +Amilopektin (0,155 g/kg/giin), SAC

I I
L L L L LT

Giin

r

' '

Kan Kas
insulin FOXO1 ve 3, IGF-1,
Glikojen MAFbx, p-4E-BP1,
Laktik Asit MuRF1, p-Akt1,

mTOR, S6K1

Sekil 8. Arastirmanin Deneme Diizeni
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Alistirma siiresinin baglangicinda 10 m/dk hizla kosu bandinda kogmaya
baslayan ratlar 2 haftalik adaptasyon siiresinin sonunda 30 m/dk hiza ulasmistir
(MAY-TME 0804, Commat Limited, Ankara). Ratlar, haftada bes giin olmak
lizere toplam dort hafta boyunca kosu testine tabi tutulmustur. Kosu bandinin
egimi de 0°-15° arasinda degisen agilarda ayarlanmistir. Kosu testi sabah (08:00-
10:00) saatleri arasinda yapilmistir (bazal glikokortikoid etkinligini goz ardi
etmek icin). Kontrol grubu hayvanlart kosturulmamis, sadece kosu bandinin
tizerinde 30 dk bekletilmistir. Deneme gruplarindaki ratlar, giinliik olarak 30
dk’lik bir kosu testine tabi tutulmustur. Biitiin gruplarda egzersiz islemi
tamamlandiktan sonra soya proteini, CrPik/CrHis, amilopektin ve bunlarin
kombinasyonlar1 hayvanlara verilmistir.

Denemenin son giiniinde, egzersizin tamamlanmasindan hemen sonra
ratlar dekapite edilmis ve kan ile kas (sag gastrocnemius) 6rnekleri alinmigtir. Kan
ornekleri dakikada 3.000 devirde 10 dakika siireyle santrifiij edilerek kan serum
ornekleri alinmigtir. Kesilen ratlardan alinan serum ve kas ornekleri daha sonra
analiz edilmek {izere derin dondurucuda (Hettich, Almanya) -80°C’de

saklanmustir.

4.3. Laboratuvar Analizleri

4.3.1. FSR Analizleri

Dokulardaki protein sentez orani, kas proteinlerine enjekte edilen [2HS5]
fenilalanin ilave edilmesiyle belirlenmistir. Plazma ve hidrolize kas protein

orneklerinde [2HS5] Phe zenginlesmesinin belirlenmesi daha onceki caligmalar
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temel alinarak yapilmistir (142). Bu amagla dekapitasyondan 15 dakika 6nce, FSR
oOl¢iilebilmesi i¢in kuyruk veninden bir doz [2HS] Phe (45 mg/kg viicut agirligi,
22.5 mg/ml; Cambridge Izotop Laboratuarlari) enjekte edilmistir. Enjeksiyondan
15 dakika sonra triceps kasi alindi ve hizlica dondurulmustur. Enjeksiyondan
donmaya kadar gegen siire, belirlenmis amino asidin proteine katilmasi icin
gercek zaman olarak kaydedilmistir. Kas serbest amino asit havuzunda [2H5] Phe
zenginlestirilmesi, elektron etkisi ve secici iyon kaydi altinda 7-butyldimethylsilyl
tirevinin GS-MS 'si ile tespit edildi. Her gilin yenilenen doku protein yiizdesi
olarak tanimlanan FSR, asagidaki formiile gére hesaplanmistir.
FSR =(Ebx100) / (Ea x 1)

Burada, ¢ 6rneklemis dokunun enjeksiyon ile soguma arasindaki zaman araligidir,
giin cinsinden ifade edilir. Eb ile Ea ise sirasiyla, hidrolize doku proteininde ve

amino asitsiz kasta [2H5] Phe'nin zenginlestirilmesidir.

4.3.2. Serum Insiilin, Laktik Asit ve Kas Glikojen Analizleri

Serum insiilin konsantrasyonu rata 6zgili insiilin kitleri (Linco Research
Inc, St. Charles, MO, ABD) kullanilarak, ELISA cihaz1 (EIx-800, Bio-Tek
Instruments Inc, Vermont, USA) ile analiz edilmistir. Testin analitik duyarlilig
0.30 ng/ml ve inter-assay CV degeri %2.8 ve intra-assay CV degeri %4.9’dir.
Serum laktat konsantrasyonu da aynt ELISA cihaz ile rata 6zgii ticari laktik asit
kiti (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA) ile ol¢iilmiistiir. Laktat i¢in
testin inter- ve intra-assay CV degerleri %3.5 ve %7.1’dir. Kas glikojen
konsantrasyonu, ticari ELISA kiti (Biovision Inc., Milpitas, CA) kullanilarak

analiz edilmigstir. Testin inter- ve intra-assay CV degerleri %4.2 ve %6.5’dir.
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4.3.3. Amino Asit Analizleri

Serum Ornekleri metanolde (LC/MS grade; St. Louis, MO, USA)
deproteinize edilmistir. Serum amino asit diizeyleri fotodiyot detektorlii bir Varian
Modiiler Analitik HPLC Sistem (Varian, Harbor City, CA) ile dl¢iilmiistiir. 5 pLb
ornek, ACE-5 C18 kolonu (5 p, 250 mm; 4.6 mm) iceren cihaza enjekte
edilmistir. Ornekler, hazirlanan mobil fazda %0.1 formik asit, %0.01
heksafluorobutirik asit igeren asetonitril (LC/MS grade; St. Louis, MO, USA)
lineer gradient yontem ile 0.8 ml/dk akis hizinda ilk 10 dk icerisinde %2’den %22
oranina ¢ikarildi, ikinci 10 dk siiresince %22°den %80 oranina ¢ikarildi ve 6 dk
siiresince %80 oraninda akis devam ettirilerek Olglimler tamamlanmis ve
bilgisayarli sistemde hesaplamalar yapilmistir (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) (143).

Kas amino asit konsantrasyonlar1 daha oOnce tarif edildigi gibi analiz
edilmistir (144). Bu amagla, her bir kas 6rnegi 10 kat metanol ile deproteinize
edilmistir ve 2000 devir/dk hizinda 10 dakika siiresince santrifiij edilmistir. On
hazirlik i¢in, o-phthaldialdehyde reaktif ¢ozeltisi, 2-mercaptoethanol (5 mL/mL)
ile karistirllmis ve kullanimdan 6nce gece boyunca birakilmistir. 100 pl. aktive
edilmis o-phthaldialdehyde reaktif ¢ozeltisine 220 uL ilave edildi ve vorteksle
karigtirilmistir. Varian Prostar HPLC (Varian, Harbor City, CA) sistemine 50 pL
hacimde enjekte edilmistir. Analizler 25 cm x 5 mm ODS-Hypersil kolon
yardimiyla ve floresan dedektorii (ProStar 363) ile tespit edilmistir. Solvent
sistemi, 0.3 M sodyum asetat, 1 M asetik asit ile pH 5.10'a ayarlanmis ve son
olarak %50 metanol ilave edilerek olusturulmustur. Kolon, su i¢inde %10 metanol

(LC/MS grade; St. Louis, MO, USA) ile kullanimlar arasinda yikanmistir. Tim
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numuneler i¢in 0l¢lim, {i¢ kez tekrarlanmistir. Ydntemin tespit limitleri (LODs) ve
miktar limitleri (LOQs), incelenen amino aside bagli olarak sirasiyla 0.25-1.0

mg/kg ve 1.0-5.0 mg/kg arasinda degismistir.

4.3.4. Proteinlerin Analizi

Kas dokusuna ait 6rnekler homojenize edilerek homojenatlarin igerdigi
toplam protein miktarlart hesaplanmistir. p-FOXO3a, MAFbx, p-4E-BP1, p-Aktl,
mTOR, S6K1 proteinlerinin diizeyleri Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel

Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blot metotlari ile belirlenmistir.

4.3.4.1. Dokularin Homojenizasyonu

Kas oOrneklerinin SDS-PAGE ve Western blot analizleri, Sahin (60),
tarafindan uygulanan metoda gore yapilmistir. Taze veya dondurulmus dokular
1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon soliisyonunda (PBS) cam homojenizator
yardimiyla homojenize edilmistir. Homojenatlar, sogutmali santrifiijde +4 ‘C’ de
60 dakika siireyle 15.000 x g’de santrifiij edilmistir. Ilk siipernatantlar eppendorf
tiiplere alinarak —80 °C’de saklanmistir. Pelletler, esit hacimde ilave edilen
homojenizasyon soliisyonunda [25 mMTris-HCl (pH=7.4), 0.1 mM PMSF, %2’lik
TritonX —100 ve %]1’lik SDS] yeniden siispanse edilmistir. +4 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmis ve homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 °C’de 60 dakika
stireyle 15.000 x g’de santrifiij edilmistir. Bu arada, toplam protein
konsantrasyonlart nano 6l¢iim cihazi ile Olclilmiistiir (MaestroGen, Las Vegas,
NV, USA). Elde edilen ikinci siipernatantlar mikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-

PAGE ve Western blot analizleri i¢in -80 “C’de saklanmustir.
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4.3.4.2. SDS-PAGE Analizleri

Akrilamid jel olusturmak i¢in uygun ayirma jel soliisyonu hazirlanmistir.
Hazirlandiktan sonra iyice karistirilan bu jel soliisyonu, otomatik pipet araciligiyla
belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilmis iki cam levha arasina
bosaltilmis ve yiikleme jeli i¢in yaklasik 1 cm bosluk birakilmistir. Yiikleme jeli
hazirlanip araliga dokiilerek akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglanmis
ve taraklar yerlestirilmigtir. Yiikleme jeli ¢ok c¢abuk polimerize oldugundan
islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edilmistir. Tarak, polimerlesmesi
tamamlanan jelden cikarilmigtir. Bu islem sirasinda jelde meydana gelen ve
orneklerin yiiklenecegi yuvalarin bozulmamasina dikkat edilmigtir. Cam
levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirilmistir. Protein ¢oziicli
soliisyonu; 0.125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, %0.002 oraninda Bromofenol
mavisi, %?20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde hazirlanmistir.
Yaklagik olarak 150 pl olarak alinan her bir protein 6rnegine esit oranda ¢oziicii
solisyondan ilave edilmis ve karistirllmigtir. Tarak disinin genisligine bagl
olarak, hazirladigimiz karisimdan 10-20 pl kadar transfer edilmistir. Tank
igerisine yeterli miktarda tank soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra elektroforez
icin sisteme (Bio-Rad, Mini-PROTEAN®, Tetra cell System, UK) yerlestirilen
cam Kkasetler elektroforez edilmistir. Daha sonra immunoblotlama safhasina

gecilmistir..

SDS-PAGE’de kullanilan cozeltiler
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

%10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
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%30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi

%10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)

N, N, N’°, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
Gliserin

2-3- Mercaptoethanol

%0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

Tablo 6. SDS-PAGE icin Jellerin Hazirlanmasi

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.50 ml
%10 SDS 100.00 1
Akrilamid /Bis (%30) 4.00 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50.001
TEMED 5.001
Toplam 10.00 ml
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.10 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.50 ml
SDS (%10) 100.00 1
Akrilamid-Bis (%30) 1.30 ml
Amonyum persiifat (%10) 50.001
TEMED 10.001
Toplam 10.0ml

4.3.4.3. Western Blot Analizi

Jeldeki proteinlerin nitroselilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA), transferi (blotlama) amaciyla, poliakrilamid jeller blotlanmak icin
alinmistir. Membranlar bosluk olmayacak sekilde karst karsiya getirilmis ve
bunlar filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine konarak
immiinoblot tampon soliisyonuyla [NaH2PO4.2H>0 (0.025 M), Na,HPO4.12H20

(0.075 M), NaCl (1.45 M)] doyurulmustur. Sogutulmus tampon soliisyonuyla
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doldurulmus tanklara yerlestirilen diizenek ic¢in 90 dk siireyle, 175 mA elektrik
akimi ile muamele edilmistir. Bu sayede proteinlerin jelden membrana aktarimi
olusturulmustur. Blotlama islemi bittikten sonra spesifik olmayan tepkimeleri
onlemek amaciyla nitroseliilloz membranda protein baglanmamis kisimlarin ilgisiz
proteinlerle kaplanmasi (bloklama) amaciyla, petri kutularma alinan nitroseliiloz
membranlar tampon soliisyonla ¢alkalayici iizerinde iic kez bes dakika kalacak
bicimde yikanmustir. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM
Na,HPO4, 20 mM NaH;POs (pH: 7.2) tamponunda %1°lik, taze sigir serum
albiimini (BSA) ile bloklanmustir. Ozgiil antikorlarla tepkime isleminde primer
antikorlar olarak, p-FOXO3a antikoru, MAFbx antikoru, p-4E-BP1 antikoru, p-
Aktl antikoru, mTOR antikoru, S6K1 antikoru (Abcam Inc., CA, USA)
kullanilmistir. Primer antikorlar %0.05 oraninda Tween—20 bulunan tamponda
1:1000 oraninda hazirlanarak kullanilmistir. Nitroseliiloz membranlar; p-
FOXO03a, MAFbx, p-4E-BP1, p-Aktl, mTOR, S6K1 antikorlar1 ile +4 “C’de gece
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonraki asamada, nitroseliilloz
membranlar bes kez bes dk silireyle tampon soliisyonuyla yikanmistir. Yikama
islemi tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membranlar %0.05 oraninda Tween-20
bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis
sekonder goat-anti-rabbit immiinoglobulinle inkiibe edilmistir. Sonraki safhada
nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dk siireyle tampon soliisyonuyla yikanmustir.
Bantlarin goriintiilenmesi amaciyla 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda %0.03-0.05
oraninda hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) soliisyonu kullanilmistir. DAB ile
reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar {izerindeki bantlar kisa bir siire sonra

gorilinlir hale gelmistir. 5-10 dakikalik bir tepkime siiresini takiben DAB ile
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renklendirilen bantlar net olarak goriildii ve nitroseliiloz membranlar iyice
yikanmigtir. Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin
goreceli yogunluklart analiz edilmek iizere alinmistir. Bantlarin rolatif
yogunluklar1 Image Analyses System (Image J; National Institute of Health,

Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edilmistir.

4.3.5. istatistiksel Analizler

Veriler SAS paket programinda (145) PROC GLM prosediirti kullanilarak
analiz edilmistir. Veriler grup ortalamas: ve standart hata olarak sunulmustur.
Gruplar arasi farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlenirken grup
ici farkliliklar post hoc Tukey testi ile belirlenmistir. Istatistiki anlamlilik diizeyi

P<0.05 olarak kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Tablo 7°de goriilecegi lizere, FSR orani ve serum insiilin ile glikojen
diizeyleri, kontrol grubuna gore egzersiz uygulanan grupta diiserken, laktik asit
diizeyi (4.07 mmol/L) ise bu grupta artmistir (P<0.05). Egzersiz sonrasi ratlara
soya proteini, soya proteini + Cr ve soya proteini + Cr + amilopektin verilmesi ile
FSR orani, serum insiilin ve glikojen diizeyleri artmistir. En yiiksek serum insiilin
ve glikojen diizeyleri E+S+A+Cr grubunda tespit edilmistir. FSR orani, insiilin ve
glikojen diizeyleri E+S+A+Cr grubunda, egzersiz uygulanan gruba gore sirasi ile
1.6, 1.2, 1.67 kat arttirmistir. Laktik asit diizeyleri E+S, E+S+Cr ve E+S+Cr+A
gruplar1 arasinda 6nemli bulunmazken (P>0.05), FSR oran1 ve insiilin ile glikojen

diizeyleri 6nemli bulunmustur (P<0.05)
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Tablo 7. Soya Proteini, Krom ve Amilopektinin Kombinasyonunun Serum FSR, Glikojen, Laktik Asit ve Insiilin Uzerine Etkisi

Gruplar
K E E+S E+S+Cr E+S+A+Cr
FSR, % 8.13+0.052 4.3+0.12¢ 5.69+0.14 6.21+0.2¢ 7.08+0.08°
Insiilin, pmol/L ~ 147.73+3.36° 110.82+2.37¢ 124.42+0.76¢ 129.67+1.73° 133.9442.15%
LaktikAsit, 2.6140.14¢ 4.0740.09* 3.5540.1° 3.460.14P 3.040.09
mmol/L
Glikojen, mg/g 5.36+0.092 2.91+0.12¢ 3.574+0.09¢ 4.41+0.17¢ 4.88+0.05°

K: Kontrol; E: Egzersiz; S: Soya proteini; Cr: Krom; A: Amilopektin; FSR: Protein Sentezinin Fraksiyonel Orani. Veriler ortalama ve standart hata
olarak sunulmustur. a-e Ayni satirda farkli harfi tagiyan ortalamalar i¢in gruplar arasi fark anlamlidir (P<0.05).
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Serum oOrneklerindeki alanin, treonin, tirosin, lizin, valin, 10sin, isoldsin,
triptofan, fenilalanin amino asit diizeyleri, soya proteini, Cr ve bunlarin
amilopektin kombinasyonlarinin tiiketimi ile artmistir (Tablo 8; P<0.05). Ancak,
serum metiyonin diizeylerinde ise azalma tespit edilmistir (P<0.05). Deneme
gruplarinda, en yiiksek serum amino asit diizeyleri (metiyonin hari¢) kombine
grupta (E+S+A+Cr) elde edilirken, en diisiik diizeyler ise kontrol grubundaki (K)

ratlarda elde edildi.
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Tablo 8. Soya Proteini, Krom ve Amilopektinin Kombinasyonunun Serum Amino Asit Profiline Etkisi

Amino asitler, Gruplar

pumol/L K E E+S E+S+Cr E+S+A+Cr
Alanin 302.91+9.77¢ 360.59+5.53¢ 424.73+7.66° 437.69+7.55° 562.44+12.54
Treonin 243.13+5.26% 265.25+3.86° 236.46+3.27¢ 407.50+4.84° 534.49+10.46
Tirosin 26.95+0.36° 31.23+0.71¢ 53.53+0.67¢ 64.62+0.63° 69.97+1.06
Metiyonin 82.07+0.83? 69.67+0.67° 51.55+0.654 52.60+0.664 56.78+0.62°
Lizin 406.16+4.41° 430.45+3.90° 569.30+15.30° 543.09+6.96" 614.61+4.86"
Valin 187.49+1.70¢ 203.55+3.44¢ 244.16+5.23¢ 271.14+7.53° 325.83+7.042
Losin 100.22+2.49¢ 122.46+4.52¢ 105.18+2.96¢ 177.64+1.87° 224.50+3.21%
izolosin 81.54+0.82¢ 91.6942.06° 85.91+1.06¢ 104.68+2.59° 117.91+3.85
Triptofan 97.26+4.52¢ 114.14+5.84° 109.43+3.66" 125.2545.62% 136.07+3.60°
Fenilalanin 66.05+2.33° 82.15+2.22° 78.15£1.90° 114.74+£5.39% 128.96+8.21°

Her grup i¢in rat sayis1 n = 7. K: Kontrol; E: Egzersiz; S: Soya proteini; C: Krom; A: Amilopektin. Veriler ortalama ve standart hata olarak

sunulmustur. a-e Ayni satirda farkli harfi tagiyan ortalamalar i¢in gruplar arasi fark anlamlidir (P<0.05).



Kas alanin, treonin, metiyonin ve lizin amino asit seviyeleri E+S ve
E+S+Cr gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken (Tablo 9;
P>0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (P<0.05). En yiiksek kas alanin, treonin ve lizin diizeyleri E+S+A+Cr
grubunda saptanmistir. En diisiik kas metiyonin seviyesi ise %39’luk bir diisiisle
E+S grubunda saptanmistir (P<0.05). Kas tirosin ve valin amino asit diizeyleri
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(P<0.05). Kas tirosin ve valin seviyeleri en diisiik K grubunda, en yiiksek ise
E+S+A+Cr grubunda belirlenmistir. Yine, kas losin, izolosin, triptofan ve
fenilalanin diizeyleri E ve E+S gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamsiz
bulunurken (P>0.05), diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli
farkliliklar tespit edilmistir (P<0.05). Kas 18sin, izoldsin, triptofan ve fenilalanin

seviyeleri en diisiik K grubunda, en yiiksek ise E+S+A+Cr grubunda saptanmustir.
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Tablo 9. Soya Proteini, Krom ve Amilopektinin Kombinasyonunun Kas Amino Asit Profili Uzerine Etkisi

Amino asitler, Gruplar

pmol/kg doku K E E+S E+S+Cr E+S+A+Cr
Alanin 2231+28.59¢ 24894+35.63°¢ 2962+43.24° 3404+47.91° 3954+39.62°
Treonin 825.30+12.30¢ 902.61+£11.34¢ 967.15+9.85° 961.87+19.30° 1162.66+22.03*
Tirosin 165.25+5.16°¢ 196.32+4.08¢ 225.35+£3.29¢ 245.14+6.25° 271.47+5.45°
Metiyonin 105.14+3.54* 91.49+3.03° 63.85+3.77¢ 65.16+2.554 79.92+1.84¢
Lizin 813.40+7.19¢ 875.86+9.12°¢ 1264.35+11.6° 1273.08+10.44° 1315.17+14.32%
Valin 212.54+3.40°¢ 231.90+5.18¢ 247.63+2.64¢ 255.10+5.23° 287.63+4.44*
Losin 153.32+3.644 176.54+5.87¢ 179.62+4.04¢ 196.35+3.75° 246.68+6.53%
[zolosin 95.40+3.51¢ 115.87+4.33¢ 112.£1.34¢ 131.44+2.68° 157.45+2.35°
Triptofan 128.13+4.424 145.10+6.85°¢ 149.16+5.74¢ 166.17+6.43° 187.10+£5.89*
Fenilalanin 86.83+5.254 104.86+4.12°¢ 105.53+6.35°¢ 132.57+6.13° 174.31£7.34*

Her grup i¢in rat sayist n= 7. K: Kontrol; E: Egzersiz; S: Soya proteini; C: Krom; A: Amilopektin. Veriler ortalama ve standart hata olarak sunulmustur.

a-e Ayni satirda farkli harfi tagiyan ortalamalar i¢in gruplara arasi fark anlamlidir (P<0.05).
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Sekil 9. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas FOXO1

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Egzersiz grubunda FOXOI1 diizeyi, kontrol grubuna goére %?2.16 oraninda
daha yiiksek olarak tespit edilmis, ancak bu fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir (Sekil 9; P>0.05). Kas FOXO1 diizeyi en yiiksek E grubunda
tespit edilirken, en diisiik diizey ise E+S+A+Cr grubunda bulunmustur.
E+S+A+Cr grubunda kas FOXO1 diizeyi, egzersiz uygulanan gruba gore %43
oraninda daha diisiik olarak tespit edilmistir (P<0.05). Bu diizey, E+S grubunda,
E grubuna kiyasla, %15.5, E+S+Cr grubunda ise E+S grubuyla kiyaslandigi

zaman ise %14 oraninda daha diisiik tespit edilmistir (P<0.05).
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Sekil 10. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas FOXO3

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Kontrol ve egzersiz gruplarinda FOXO3 diizeyleri bakimindan farklilik
gozlenmemistir (Sekil 10; P>0.05). Kontrol ve egzersiz grubu ile kiyaslandiginda,
E+S, E+S+Cr ve E+S+A+Cr gruplarinda FOXO3 diizeylerinde azalma
goriilmustir (P<0.05). Ancak, E+S+A+Cr grubunda en diisiik FOXO3 diizeyi
tespit edilmistir. Kas FOXO3 diizeyleri E+S+Cr grubunda, E+S grubuna gore
%10.5 oraninda daha diisiik olmasina ragmen, gruplar arasinda istatistiksel olarak

onemli fark bulunmamistur (P>0.05).
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Sekil 11. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas IGF-1

Diizeyleri Uzerine Etkisi

En distik IGF-1 diizeyi egzersiz grubunda tespit edilmistir (Sekil 11;
P<0.05). Egzersiz uygulamasi ile IGF-1 ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore
%41.6 azalmistir. Egzersiz uygulanan gruplarda soya proteini, Cr ya da
amilopektin tiiketimi IGF-1 ekspresyon diizeyinde artisga neden olmustur
(P<0.05). E+S+A+Cr grubunda IGF-1 diizeyi kontrol grubundan %]1.8 oraninda
daha diisiik olarak belirlenmis olsa da bu fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir (P>0.05). E+S grubu ile E+S+Cr grubu kiyaslandiginda, soya ve
Cr tiiketen grupta IGF-1 diizeyi %4.6 oraninda artmis ancak bu artis istatistiksel

olarak 6nemli bulunmamuistir (P>0.05).
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Sekil 12. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas MAFbx

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Sekil 12°de goriilecegi iizere, kontrol ve egzersiz gruplarinda kas MAFbx
diizeyi bakimndan bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). Benzer sekilde, E ve
E+S gruplarinda da MAFbx ekspresyonu diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir (P>0.05). E+S+Cr grubunda kas MAFbx diizeyi,
E grubuna gore %26.5 oraninda daha diisiik bulunmustur (P<0.05). Ote yandan,
en digilk kas MAFbx diizeyi E+S+A+Cr grubunda tespit edilmistir. E+S+A+Cr
grubunda kas MAFbx diizeyi, E+S+Cr grubuna gore, %25.5 oraninda daha diisiik

olmasina ragmen bu diizey istatistiksel olarak 6nemli bulunmamstir (P >0.05).
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Sekil 13. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas 4E-BP1

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Kas 4E-BP1 diizeyleri egzersiz grubunda, kontrol grubuna gore 1.6 kat
daha diisiik bulunmustur (Sekil 13, P<0.05). Ancak, E+S+A+Cr grubu ile kontrol
grubu arasinda bir farklilik tespit edilmemistir (P>0.05). E+S+A+Cr grubunda
4E-BP1 diizeyi %13.9 oraninda artmasina ragmen, E+S+Cr grubu ile arasinda
istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir (P>0.05). E+S+A+Cr grubundaki kas

4E-BP1 diizeyi E grubuna kiyasla %29.3 oraninda artig gdstermistir (P<0.05).
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Sekil 14. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas MuRF-1

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Sekil 14’te gorildigl gibi, MuRF-1 diizeyleri bakimindan egzersiz grubu
ile kontrol grubu arasinda bir farklilik bulunmamistir (P>0.05). Kas dokusunda en
yilksek MuRF-1 diizeyi E grubunda tespit edilirken, en diisiik MuRF-1 diizeyi
E+S+A+Cr grubunda saptanmistir. E+S grubunda MuRF-1 diizeyi ile E+S+Cr ve
E+S+A+Cr gruplardaki diizeyler arasinda farklilik goriilmiistiir (P<0.05). E+S+Cr

ve E+S+A+Cr gruplar arasinda ise farklilik tespit edilmemistir (P>0.05).
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Sekil 15. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas Akt

Diizeyleri Uzerine Etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, egzersiz grubu kas Akt diizeylerinde
fark goriilmemistir (P>0.05). Bu diizeyler, soya proteini, Cr ve bunlarin
kombinasyonunun tiiketimi ile artmistir (P<0.05). En yiiksek kas Akt diizeyi E+S
grubunda, en diisiik Akt diizeyi E grubunda tespit edilmistir (P<0.05). K, E+S,
E+S+Cr, E+S+A+Cr gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (P>0.05). E grubu kas Akt diizeyi, E+S grubu Akt diizeyine gore

1.44 kat daha diisiik bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 16. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas mTOR

Diizeyleri Uzerine Etkisi
Sekil 16’da goriilecegi tizere, en diisik kas mTOR diizeyi egzersiz
grubunda goriiliirken, deneme gruplar1 arasinda en yiiksek kas mTOR diizeyi
E+S+A+Cr grubunda saptanmistir (P<0.05). Egzersiz grubu mTOR diizeyi,
kontrol grubu mTOR seviyesinden 1.73 kat daha diisiik bulunmustur (P<0.05).
Ancak, E+S+A+Cr grubu ile kontrol grubu arasinda fark tespit edilmemistir
(P>0.05). E+S ve E+S+Cr gruplarinda mTOR diizeyleri egzersiz grubuna gore

daha yiiksek bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 17. Soya Proteini, Krom ve Amilopektin Kombinasyonunun Kas p70S6

Kinaz Diizeyleri Uzerine Etkisi

Egzersiz uygulamasi p70S6K diizeyinde diislise neden olmus ve en diisiik
kas p70S6K diizeyi bu grupta saptanmustir (Sekil 17, P<0.05). Egzersiz grubu ile
E+S, E+S+Cr ve E+S+A+Cr gruplar1 arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir
(P<0.05). E+S+A+Cr grubu E+S grubundan %23.9 oraninda daha yiiksek kas
p70S6K diizeyine sahiptir (P<0.05). E+S+A+Cr grubu p70S6K diizeyi, E+S+Cr
grubuna gore %9.8 oraninda daha yiiksek saptanmis olmasina ragmen, bu farklilik

istatistiksel olarak 6nemli bulunmamuistir (P>0.05).
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6. TARTISMA

Bu c¢aligmanin amaci, egzersiz sonrast soya proteini, Cr ve
amilopektin+CrPik+CrHis kombinasyonu tiikketiminin insiilin diizeyi, protein
sentezi ve protein sentezinde gorevli olan sinyal yolaklarini (Akt/mTOR ve
miyostatin) nasil etkiledigini arastirmaktir. Diger bir deyisle, gerek sentez ve
gerekse yikimda rol oynayan ve birbiri ile etkilesim igerisinde olan molekiillerin
egzersiz sonrasi protein ve amilopektin+CrPik+CrHis tiiketimi ile nasil degistigini
belirlemek projenin ana amacidir. Egzersiz sonras1 SAK uygulamasi fraksiyonel
protein sentezi, insiilin, glikojen ve amino asit diizeylerini arttirmigtir. SAK
takviyesinin, egzersiz sonrasi kaslarda ubikuitin-proteazom proteoliz yolagin
inhibe ederek ve anabolik metabolizmay:1 ise aktive ederek protein sentezini
artirdig1 tespit edilmistir.

Daha once yapilan caligmalarda, soya proteini tiikketiminin, egzersiz
uygulamasindan sonra kas protein sentezini uyardig: bildirilmistir (146). Ornegin,
Anthony ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada (2), soya proteininin kolesterol
icermemesi ve igerisinde az miktarda yag bulunmasindan dolayi, yagsiz viicut
kitlesini arttirabilecegini bildirmislerdir. Daha 6nce yapilan c¢alismalara benzer
olarak, bu ¢alismada, ratlarda egzersiz ile birlikte soya proteini tliketimi, serum
FSR, insiilin ve glikojen diizeylerini arttirirken, laktik asit diizeyini diistirmiistiir
(2, 146, 147). Ayrica, soya takviyesi protein degredasyonuna yol agan FOXOI,
FOXO03, MAFbx ekspresyon diizeylerini de diisiirmiis ve IGF-1, mTOR, 4EBP1
gibi proteinlerin diizeyini arttirmistir.

Insiilinin kas protein metabolizmasindaki rolii kesinlesmemesine ragmen,

yeterli EAA olmasi durumunda kas protein sentezi iizerinde uyarict bir etki
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gosterdigi ve EAA konsantrasyonlarinin azaldigr durumlarda ise kas proteini
yikimint arttirmaya yonelik daha fazla calistigt goriilmektedir (148). Bu
baglamda, insiilin reseptorii substrat-1 (IRS-1)/PI3K/Akt/mTOR/p70S6 kinaz
yolaginin aktivasyonu dahil olmak {izere post-insiilin reseptdr sinyal
transdiiksiyon yolaklarinin ve fosforilasyon mekanizmalarinin arastirilmasi, kas
protein sentezinin molekiiller mekanizmalarini anlamak i¢in merkezi bir
konumdadir (149). Bu ¢alismada, soya proteini ile birlikte Cr tiiketen hayvanlarda
(E+S+Cr), sadece egzersiz uygulanan ve egzersiz ile birlikte soya proteini tiikketen
hayvanlara gore, serum insiilin seviyesi daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug,
insiilin kofaktorii olarak da bilinen Cr’un etkinligini dogrulamaktadir (6, 11, 12)
Kromun insiilin metabolizmasi iizerine olan 6nemli etkileri daha dnce in vitro
(150) ve in vivo (11, 12, 151-153) calismalarda belirlenmistir. Krom takviyesi,
karbonhidrat ve lipit metabolizmasini iyilestirdigi gibi GLUT-4 translokasyonunu
ve insiilin metabolizmasinda rol alan diger yapilar1 da olumlu yonde
etkilemektedir (154, 155). Canli organizmada CrPik’in, insiilinin
internalizasyonunu ve kiiltiirlenmis rat iskelet kasi hiicrelerinde 16sin alimini
belirgin bir sekilde artirabildigi bildirilmistir (150). Benzer sekilde yapilmis olan
calismalarda da, Cr’un insiilin direncini azalttig1 ve insiilin davraniglarini regiile
ettigi saptanmistir (57). Wang ve arkadaglar1t (156), kiiltiirlenmis insan
hiicrelerindeki Cr tedavisinin, insiilin reseptor kinaz aktivitesine yol agtigini
bildirmislerdir. insanlarda yapilan ¢aligmalarda, diyabetik olmayan ve diyabetik
erigkinlerde giinliik 200 pg/kg CrPik’in kolesterol ve glikoz seviyelerini
diizenledigi bildirilirken, direng egzersizi uygulanan geng erkeklerde yapilan diger

iki calisma da viicut yaginda onemli kayiplar yasandigi ve yagsiz kiitle elde
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edildigi rapor edilmistir (157). Bu ¢alismada, egzersiz+soya (E+S) grubuna gore,
egzersiz+soya+krom (E+S+Cr) grubunda bulunan ratlardaki serum insiilin
seviyeleri yliksek bulunmustur. Elde etmis oldugumuz bu bulgular, kromun
insiilin mekanizmas1 tizerindeki etkilerini arastiran benzeri ¢alismalar ile
uyumludur (57, 151, 156). Feng ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada (155), Cr
takviyesinin glikoz transporter-4 (GLUT-4), Akt, IRS-1, PI3K ekspresyon
diizeylerini arttirdigi ve insiilin direncini regiile ederek protein sentezini
iyilestirdigini bildirmislerdir. Ratlarlarda yapilan bagka bir ¢alismada da, Cr’un
iskelet kasi insiilinini uyardigi, GLUT-4 translokasyonunu ve glikoz alimini
arttirabildigi bildirilmistir (158). Yine, Shobana ve arkadaglarinin (159) suya 50,
100 and 200 ppm miktarlarinda katilarak ratlara verilen Cr*® (K2Cr207)’1n, serum
instilin seviyesinde bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Amilopektinin kas protein sentezini arttirabildigi daha 6nce yapilmis olan
calismalarda rapor edilmistir (2, 141). Bu c¢alismada, ratlarda egzersiz sonrasi
soya, amilopektin ve Cr kombinasyonu tiiketiminin insiilin, FSR, glikojen ve
amino asit diizeylerinde artisa neden oldugu tespit edilmistir. insanlarda yapilmis
benzeri bir ¢aligmada, amilopektin/krom kompleksine peynir alti suyu proteini
eklenmesinin, geng ve saglikli bireylerde tek basina protein dozunun 6tesinde akut
direng egzersizine karsi kas anabolizma yanitim1 gelistirdigi gosterilmistir (141).
Elde ettigimiz sonuglar, sadece krom uygulamasindan sonra gozlemlenen insiilin
seviyesindeki artisin, kromun amilopektin kombinasyonu ile tiikketiminin insiilin
yanitin1 daha fazla arttirdigini gésteren daha onceki bazi ¢alismalar ile benzerlik
gostermistir (160). Ratlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada, sadece krom propiyonat

takviyesinin uygulandig: ratlarda, onemli derecede insiilin seviyesinin artti1 ve
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orta derecede kan lipit seviyesinin diistiigii belirlenmis, krom propiyonat ve
tiyaminin kombine verilmesiyle sinerjik etkinin olusmadig1 belirlenmistir (161).
Ziegenfusset ve arkadaglarinin (141) yapmis olduklar1 ¢aligmaya benzer sekilde,
kas protein sentezini uyarmada soya proteini, krom ve amilopektin'in kombine
olarak uygulanmasinin ayri1 ayri uygulanmasindan daha etkili oldugunu tespit
ettik. SAK ile tedaviden sonra amino asit konsantrasyonlarindaki artis, insiilin ve
FSR seviyeleri ile iligkilidir. Bu bulgular, amino asit seviyesindeki artisin mTOR
yolagin1 ve kas anabolik yanitin1 aktive ettigini ileri sliren Onceki verilerle
uyumludur (162, 163). Ayrica, soya proteini (144), amilopektin ve krom (141)
takviyesinin egzersiz sonrasi onarimi destekledigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da,
ratlarda egzersiz sonrasi SAK tiiketimi, insiilin, FSR, glikojen ve amino asit
seviyelerini arttirmistir. Egzersiz sonrasi ratlarda soya proteini, amilopektin ve Cr
kombinasyonu tiiketimi 1ile ilgili c¢alismalara literatiirlerde rastlanilmamistir.
Ancak, bunlarin egzersiz sonrasi tek basina kullanimi ile ilgili literatiirler, bu
calismada tespit edilen sonuglar1 destekler niteliktedir (47, 164-167). Wei ve
arkadaglar1 yapmis oldugu bir ¢alismada (165), kuvvet egzersizi uygulanan
farelerde, izole soya proteini takviyesinin yagsiz kas kiitlesini arttirdigin1 ve viicut
yaglanmasin1 Onledigini bildirilmiglerdir. Ayni c¢alismada, izole soya proteini
takviyesiyle yilizme egzersizi uygulanan grupta ylizme siiresi diger gruplardan
daha uzun olarak tespit edilmistir. Izole soya proteini takviyesi ile yiizme
egzersizi uygulanan farelerde serum laktat seviyesi azalirken, serum glikoz
seviyesi artmustir (165). Ote yandan, Turgut ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada (166), CrHis’in diyete 400 ng/kg dozunda ilavesi ile serum glikoz ve

trigliserit diizeylerinde azalma tespit etmiglerdir. Ayni aragtiricilar, diyete katilan
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CrHis’in kas ve karaciger IRS-1, PPAR-y diizeylerini arttirdigini, ancak NF-kf3
diizeylerini diisiirdliglinii belirlemislerdir.

Kas ve karaciger dokusunda Onemli miktarlarda bulunan glikojen
rezervleri, egzersiz ve beslenme ile dogrudan iligkilidir (168, 169). Kan glikoz
miktarinin  ayarlanmas1 biiylik 0l¢iide karacigerde bulunan glikojen ile
saglanmaktadir. Yiiksek miktarda karbonhidrat aliminda oOncelikle kas ve
karaciger uyarilmaktadir (170). Daha sonra ise kas dokusu insiiline adapte olur ve
duyarsizlasir. Bu asamalardan sonra yag dokusu islev gostermeye baslamaktadir.
Bu c¢alismada, egzersiz uygulanan ratlara soya proteini, Cr ve bunlarin
amilopektin ile birlikte verilmesinin glikojen diizeyini arttirdigi, en yiiksek
glikojen seviyesinin ise E+S+A+Cr grubunda oldugu tespit edilmistir. Egzersiz
uygulanan ratlarda SAK tiiketiminin glikojen diizeyleri iizerine etkisi ile ilgili
daha Once yapilan ¢alismalara rastlanilmamis ancak Cr ve soya protein tliketimi
ile ilgili caligmalara rastlamlmstir (170-172). Ornegin, Volek ve arkadaslari
(170), egzersiz sonrast Cr ilavesinin laktat ve glikojen miktarlarini arttirdigini,
PI3-kinase seviyesini ise azalttigin1 bildirmislerdir.

Bu calismada, SAK ilavesi ile metiyonin hari¢ diger amino asit
diizeylerinde artig goriilmiistiir. Egzersiz yaptirilan ratlarda metiyonin diizeyindeki
azalma ilgingtir. Aslinda, amino asitler arasinda sadece metiyonin ve sistein siilfiir
icermektedir. Siilfiir, DNA’y1 modifiye ederek, hiicrelerin diizgiin ¢aligmasinin
stirdiiriilmesini ve kas kazanimini saglamaktadir (173, 174). Metiyonin, kaslara
zarar veren bir egzersiz uygulamasindan sonra kaslarda yeni proteinleri iiretme
stirecini  baglatir  (175). Bu durum, egzersiz uygulanan ratlarda diisiik

orandaki metiyonin diizeyini agiklayabilir. Ote yandan, soya proteini takviyesinin
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kas protein sentezi iizerindeki uyarici etkileri daha once bildirilmistir (147, 176).
Ziegenfuss ve arkadaglarinin (141) yapmis olduklar1 ¢alisma sonuglarina benzer
olarak, bu calismada da soya proteini, amilopektin ve kromun, kas protein
sentezini uyarmada arttirici etkisi, kombine grupta daha etkili bulunmugtur. SAK
uygulamasindan sonra amino asit konsantrasyonlarindaki artig, insiilin ve kas FSR
seviyeleri ile iligkili olabilir. Bu gézlem, amino asit seviyesindeki artisin, mTOR
yolagin1i ve kas anabolizmasini aktive ettigini One siiren Onceki verilerle
uyumludur (162, 163). Bunlara ilave olarak, insiilinin protein sentezini yeterli
miktarda protein veya amino asit varliginda uyardigi yapilan ¢alismalarda
belirlenmistir (2).

Iskelet kasi protein sentezinde (p70S6K1 ve 4E-BP’in fosforilasyon
seviyesi; IGF-1, Akt>™”3 ve mTORS™*8>yn ekspresyonu) ve protein yikiminda
(FOXO1’1n fosforilasyon seviyesi; MURF1, MAFbx’in ekspresyonu) cok sayida
molekiiliin birbiri ile etkilesim igerinde rol aldig: sinyal yolaklarmin aktive veya
inhibe olmasi etkilidir (14). FOXO'lar, forkhead ailesindeki transkripsiyon
faktorleri, korunmus bir DNA-baglama alanina sahiptirler (177-179) ve FOXO1,
PI3K/Akt yolaklarinin 6nemli bir inhibisyon hedefidir (180). Organizmada
FOXO3, ubiquitin-protea ile baz1 sinyal yolaklar1 ve kaslardaki atroginl, ubiquitin
E3 ligaz ekspresyonunu diizenleyen hiicre i¢i protein yikimi olarak tanimlanir
(181, 182, 183). Aslinda, FOXO1 ve FOXO3, E3 ubiquitin ligazlar
MAFbx/atrogin-1 ve MuRF1'in transkripsiyonu i¢in gereklidir (181) ve bu da
iskelet kast homeostazinda rol oynayan cesitli proteinlerin proteazomal
bozulmasina yol agmaktadir. Yapilmis ¢alismalarda MAFbx/atrogin-1 miyojenik

transkripsiyon faktorleri, miyogeninlerin desmin ve vimentin gibi bazi1 sarkomerik
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proteinlere kadar pargalanmasini katalize ettigi bildirilmistir (184, 185).
Organizmada MAFbx ve MuRFl; FOXO transkripsiyonel faktér familyasi
tarafindan regiile edilmektedir. Ayrica FOXO transkripsiyonel faktor ailesi,
apoptozis, metabolizma ve hiicre siklusu asamalariyla baglantilhidir (120). Kas
dokusunda FOXO3’ iin aktif hale gelmesi; kas dokusunun kii¢ciilmesini saglayan
genlerin trasnkripsiyonunda énemli rol oynar ve protein yikimini tetikleyerek hizli
bir sekilde atrofiye yol acgar (117). Ayrica FOXO defosforilize oldugunda, hiicre
cekirdegine girer ve gelismeyi durdurur, apoptozisi tesvik eder (120). Bu
calismada, egzersiz uygulanan ratlarda, SAK ilavesi FOXO1, FOXO3, MAFbx ve
MuRF1 diizeylerinde azalmaya neden olmustur. Bu azalmalar, ubikuitin-
proteazom proteoliz yolaginin inhibisyonunu gostermektedir. Egzersiz uygulanan
ratlarda SAK’m bu proteinler iizerine etkilerini karsilastiracak herhangi bir
literatiir bulunmamustir. Ancak, Luo ve arkadaslar1 (186), tek basina soya proteini
izolat1 diyetinin, MAFbx/atrogin/MuRF1 ekspresyonunu ve E3 ligazlarinin
indiiksiyonunda rol oynayan FOXO transkripsiyon faktorlerini azalttigini
bildirmislerdir. Bu da bu bulgular1 destekler niteliktedir. Ote yandan, E3-ubiquitin
ligaz genlerinin ekspresyonu, Akt ve FOXO1’in uyarilmasi yoluyla IGF-1
tarafindan diizenlenmektedir (187). Temelde IGF-1 yolag1 proteinlerin inaktif
oldugu sitoplazmadaki FOXO’yu ayristirarak protein yikimini engellemektedir
(187). Bu ¢alismada, egzersiz sonrasi SAK tiiketimi IGF-1 diizeyini arttirmistir.
mTOR, PI3K iligkili kinaz familyasina ait tipik olmayan serine/treonin
protein kinazdir. mTOR yolag1 en az bes temel hiicre i¢i ve hiicreler aras1 uyarilari
(bliylime faktdrleri, stres, enerji durumu, oksijen ve aminoasitler gibi) bir araya

getirerek birgok siireci (protein ve lipit sentezi ve otofaji gibi) denetlemektedir
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(18). Ayrica mTOR, gelisme sinyalleri ve ideal besin alinimi1 durumunda, protein
sentez  diizenleme mekanizmasim  etkilemektedir. insan ve  hayvan
organizmasindaki proteinlerin biiyiik kismi iskelet kaslarinda depolandigindan,
iskelet kas fenotipinin belirlenmesinde mTOR odak noktadadir. Miyofibriller
proteinlerin liretimi i¢inde gerekli olan mTOR, total iskelet kas1 miktarinda artmis
mekanik yliklenmeye cevap olarak olusan kas biiylimesi ve protein sentezindeki
artis icin de gerekmektedir (188, 189). Ancak, mTOR sinyal yolaklarinda azalmis
mekanik yiiklenme sliresince protein sentezi ve total kas miktarinin diizenlenmesi
tizerindeki etkisinin incelendigi bir arastirmada; immobilizasyon siirecinde
ongoriildiigii gibi protein sentez hizin1 ve mevcut kas miktarmi azaltmistir. Tlgi
¢ekici olarak immobilizasyonda mTOR sinyalizasyonu da artmistir (190).
Immobilizasyon halinde rapamisin ile mTOR sinyal yolaklar1 bloke edildiginde
ise, protein yapimi ve kas miktarindaki kayip daha da artmaktadir. Bundan dolay1
mTOR’un aktif hale gelmesinin immobilizasyon siiresince olusan protein iiretimi
ve total kas kiitlesindeki azalmay1 degistirmek i¢in gerekli oldugu belirtilmis ve
kas kiiclilmesinin engellenmesinde mTOR aktivasyonu hedef uygulama olarak
belirlenmistir (190). Ayrica mTOR'un Akt aktivasyonu ve ardindan p70S6K ve
4E-BP1’in fosforile etmesi, protein sentezini indiikler (179, 191). Bu ¢alismada,
egzersiz sonrast SAK ilavesi fosforile IGF-1, Akt, mTOR, 4E-BP1 ve S6KI
diizeylerinde artiga neden olmus, bu da kas ve protein sentezinde anabolik
metabolizmanin indiiklendigini gdstermektedir. Bu bilgilere ek olarak, yiiksek
insiilin ~ seviyesinin, mTOR substratlar1  fosforilasyonunun yiikselmesini
indiikledigi bilinmektedir (178). Bu etki, SAK ile muameleden sonra 4E-BP1 ve

p70S6K1’in fosforilasyon seviyesindeki artis1 da agiklayabilir. Benzer sekilde,
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Anthony ve arkadaslar1 (6) yaptiklar1 bir ¢alismada, soya ve peynir altt suyu
proteinlerinin egzersiz sonrasi uygulanmasiyla fosforile mTOR diizeyinin arttigini
bildirmislerdir. Ayni sekilde, Luo ve arkadaslar1 (186), soya proteini izolati
diyetinin mRNA diizeylerini ve mTOR'un fosforilasyonunu arttirdigin1 rapor
etmiglerdir. Ancak, SAK kombinasyonun mTOR sinyal yolag: iizerine etkisi ile
ilgili ¢aligmalara rastlanilmamastir.

Sonug olarak, egzersiz sonrast SAK ilavesi FSR, insiilin ve glikojen
diizeylerini arttirmistir. SAK ilavesi, ubiquitin-proteasome yolagini inhibe ederek
ve anabolik metabolizmay1 indiikleyerek protein sentezini iyilestirmistir. Bu
veriler, egzersiz sonrasi kas protein sentezini uyaran SAK kompleksinin yararli
etkilerini ortaya c¢ikaran ilk bulgular arasindadir. Fakat SAK uygulamasi
sonrasinda kas protein sentezinde yer alan diger mekanizmalar1 agiga ¢ikarmak
i¢cin daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, bu ¢alismada elde edilen

bulgularin yaris atlarinda da yeni yaklagimlara onciiliik edebilir.
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