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OZET

Resveratroliin Agir Egzersiz Yaptirilan Sicanlarda Kalp ve Cizgili

Kaslardaki Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine Etkisi

Amag: Agir egzersiz endoplazmik retikulum stresine neden olabilir. Bu tez
caligmasinin amaci resveratroliin agir egzersiz sonucu ¢izgili ve miyokart kasinda olusan
hasar mekanizmalarindan birisi olan ER stresi tizerindeki etkinligini aragtirmaktir.

Materyal ve metot: Sicanlar, Kontrol (n=10), Siddetli Yiizme Egzersizi (n=10)
(H-Ex), Siddetli Yiizme Egzersizi + Resveratrol (n=10) (H-Ex+RES) olacak sekilde ii¢
gruba ayrildi. H-Ex ve H-Ex+RES gruptaki siganlar, ylizme siireleri 2 haftada bir 10 dk
artacak sekilde 10 hafta yiizdiiriildii. H-Ex ve H-Ex+RES gruptaki siganlara ilk hafta
viicut agirligmin %35°1 oraninda yiik baglanarak ve 2 haftada bir %1 oraninda artirilarak
yiizdiiriildii. H-Ex+RES grubuna ¢alismanin son 4 haftasinda resveratrol (10 mg/kg/giin)
verildi. Western Blot metodu ile sol ventrikiil ve gastrocnemius kasinda ER stres
belirteclerinden GRP78, XBP1, ATF4 protein diizeyleri Olciildi. Veriler uygun
istatistiksel yontemlerle degerlendirildi.

Bulgular: GRP78 ve ATF4 diizeylerinin H-Ex grubunda hem sol ventrikiil
kasinda hem de gastrocnemius kasinda artt1 (p<0.05). H-Ex’de, XBP1 seviyesi sol
ventrikiilde azalirken gastrocnemiusta ise artti (p<0.05). H-Ex+RES grubunda ise
resveratrol her iki dokuda GRP78 ve ATF4 yiikselmesini engelledigini ancak sol
ventrikiilde XBP1’in hem kontrol hem de H-Ex gruplarina gore daha diisiik diizeyde

olmasina neden oldu (p<0.05).

Sonu¢: Yogun egzersizin hem kalp hem de iskelet kasinda ER stresini artirdigi
goriiliirken resveratroliin ER stresinin azaltilmas1 yoniinde oldukca yararli oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Aktive Edici Transkripsiyon Faktori 4, Endoplazmik
Retikulum Stresi, Glikoz Regiile Edici Protein 78, Resveratrol, Yiizme egzersizi, X-box

Baglayici Protein 1



ABSTRACT

Effect of Resveratrol on Heart and Striated Muscles in Heavy
Exercised Rats Effect on Endoplasmic Reticulum Stress

Aim: Heavy exercise may cause endoplasmic reticulum stress. The aim of this
thesis was to investigate the efficacy of resveratrol on ER stress, one of the mechanisms
of damage in striated and myocardial muscle caused by heavy exercise.

Material and Method: Rats were divided into three groups as Control (n=10),
High intensive Exercise (n=10) (H-Ex), High intensive Exercise + Resveratrol (n=10)
(H-Ex+RES). Rats in the H-Ex and H-Ex+RES groups were made to swim for 10 weeks,
with swimming times increasing by 10 min every 2 weeks. Rats in H-Ex and H-Ex+RES
groups were loaded with 5% of their body weight in the first week and their swimming
time was increased by 1% every 2 weeks. Resveratrol (10 mg/kg/day) was given to
H-Ex+RES group in the last 4 weeks of the study. Protein levels of ER stress markers
GRP78, XBP1, ATF4 were measured in left ventricle and gastrocnemius muscle by
Western blotting. Data were analyzed by appropriate statistical methods.

Results: GRP78 and ATF4 levels increased in both left ventricular and
gastrocnemius muscle in H-Ex group (p<0.05). In the H-Ex, XBP1 levels decreased in
the left ventricle and increased in gastrocnemius muscle (p<0.05). In the H-Ex+RES
group, resveratrol inhibited the elevation of GRP78 and ATF4 in both tissues but caused
a lower level of XBP1 in the left ventricle compared to both control and H-Ex groups
(p<0.05).

Conclusion: While intense exercise increased ER stress in both cardiac and
skeletal muscle, resveratrol was found to be highly beneficial in reducing ER stress.

Key Words: Activating Transcription Factor 4, Endoplasmic Reticulum Stress,
Glucose Regulating Protein 78, Resveratrol, Swimming exercise, X-box Binding

Protein 1
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ATF4 : Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 4
ATF6 : Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6

ATP : Adenozin Tri-Fosfat

Ca?+ : Kalsiyum

cAMP : Siklik Adenozin Monofosfat

cGMP : Siklik Guanozin Monofosfat

CHOP : C/EBP Homolog Proteini

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboz Niikleik Asit

ECL : Enhanced Chemi Luminescence / Gelismis kemiliiminesans
elF2a : Okaryotik Baglatma Faktorii-2o;

ER : Endoplazmik Retikulum

ERAD : Endoplazmik Retikulum iliskili Y1kim
ERSE : ER Stres Tepki Elemant

GRP7S8 : Glikoz Regiile Edici Protein 78

H-Ex : Siddetli Yiizme Egzersizi Yapan Grup
Hl-{EIEZXS : Siddetli Yiizme Egzersizi + Resveratrol Beslenme Grup
;IIIT : Yiiksek Yogunluklu interval Egzersiz

HSP : Heat Shock Protein

IRE1 : Inozitol Gerektiren Enzim 1

kDa : kilodalton

kg : Kilogram

LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein

Max : Maksimum

mg : miligram

Min : Minimum

ml : Mililitre

mRNA : Mesajc1 Riboniikleik Asit

NO : Nitrik Oksit

NRF2 : Niikleer Faktor Eritroid 2 ile Tliskili Faktor 2

PERK : Protein Kinaz RNA (PKR) Benzeri ER Kinaz



PPARy
RER
RES
SDS
SER
SIRT1
SR
TBS-T
UPR
VitD
XBP1

: Peroksizom Proliferatoriiyle Aktiflestirilen Reseptor Gama
: Graniiler Endoplazmik Retikulum

: Resveratrol

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Diiz Endoplazmik Retikulum

: Sirtuin 1

: Sarkoplazmik Retikulum

: Tris Buffered Saline

: Katlanmamis Protein Yaniti

: Vitamin D

: X-box Baglayici Protein 1
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1. GIRIS

Egzersiz, fizyolojik ve psikolojik agidan genis yelpazede 6neme sahip olan bir
plan ve tekrar dahilinde yapilan fiziksel aktivitedir (1, 2). Uzun yillar boyunca yapilan
calismalar sonucunda egzersizin fizyolojik etkisi sikligina, yogunluguna, yapildig: yas
grubuna ve tliriine gore ¢esitlilik gostermektedir (3). Egzersizin olumlu etkilerinin yani
sira olumsuz etkilerinin olabilecegi de arastirilmaktadir. Bu konu tam olarak netlige
kavusamamigtir. Egzersiz programinin viicut tipine ve saglik durumuna gore bireysel
olarak hazirlanmamasi, egzersize isinmadan ve ani hareketler ile baslanilmasi, siddetli ve
uzun siire yapilan egzersizin fizyolojik agidan olumsuz etkileri arastirilmaktadir (4, 5).
Egzersizin siiresinin ve yogunlugunun fazla olmasi endoplazmik retikulum (ER) stresini
tetikler. Egzersizin ER stresi iizerindeki etkileri arastirilmaya devam etmektedir (6).

Endoplazmik retikulum proteinlerin sentezinde, proteinin kalitesinin kontroliinde,
katlanmasinda, tasinmasinda ve islenmesinde gorev alan bir organeldir (7, 8). ER stresi
endoplazmik retikulumun patofizyolojik durumlarda ve cesitli hastaliklarda gorevini
yerine getirememesi sonucu ortaya ¢ikan bir stres durumudur (9). Kalsiyum dengesinin
bozulmasi, oksidatif stres, protein sentezi ve katlanmasinda yasanan sorunlar, artan glikoz
ve lipit metabolizmasi, hipoksi gibi ER stresini tetikleyen faktorler arasindadir (9). ER
stresi ile basa ¢cikma yollarindan biri olan Endoplazmik Retikulum iliskili Yikim (ERAD)
devreye girerek protein kalitesini korur ve ER stresini engellemeye yardimci olur (10).
Hiicrede protein homeostazisinde gorevli olan ERAD mekanizmasimnin ER stresini
engellemeye yetersiz kaldigi durumda katlanmamig protein yanit1 (UPR) mekanizmasi
devreye girer. 3 ana sinyal yolak tarafindan diizenlenen UPR’nin amaci hiicrenin
durumunu degerlendirmek, protein sentezi ve katlanmasini diizenlemek, olusan ER
stresine tepki olusturmak ve homeostazisi saglamaktir (11). ER stresinin seviyesi ve
zamanina bagli olarak stres diizeyi ¢ok yiiksek ise hiicre homeostazisi saglayamayabilir.
Bu durum sonucunda hiicre kontrolsiiz bir sekilde 6lmeyi engellemek i¢in apoptozisi
gergeklestirir (12).

Resveratrol (RES); iiziim ¢ekirdegi, bogiirtlen gibi mor renkli meyvelerde, ¢ilek,
yer fistig1 ve bazi bitkisel kaynaklarda fazla miktarda bulunan polifenol grup bir bilesiktir
(13).

RES, kalp damarlarin basincinin diizeltilmesinde, LDL oksidasyonunu
engellemede, giiclii antioksidan etkiye sahip olmada, oksidatif stresi en aza indirmede,

anti-kanserojenik etkiye sahip olmada, anjiogenezis etkisi sayesinde kapiller damar



gelisiminde gorevi olan bir bilesiktir (14, 15). Resveratroliin egzersiz ve ER stresi
arasindaki iligki tam olarak netlik kazanmadigi icin etkileri arastirilmaya devam
edilmektedir. RES’in farkli yogunlukta yapilan egzersiz tipleri lizerine mitokondriyal
faaliyetleri ve aerobik kapasiteyi artirmada etkili oldugu bilinmektedir (16). ER stresi
tizerinde etkisi ise koruyucu etkiye sahip olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur (17).

Bu tez ¢alismasinin amaci agir yiizme egzersizin ER stresi lizerine etkisini ve
giiclii bir antioksidan madde oldugu bilinen resveratroliin agir egzersiz sonucu ¢izgili ve
miyokart kasinda olusan hasar mekanizmalarindan birisi olan ER stresi iizerindeki

etkinligini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Egzersizin Tanimi

Egzersiz, diizen ve plan dahilinde viicudumuzun ¢izgili kaslarini kullanarak hem
viicut kompozisyonumuzu hem de ruh saghgimizi korumayr hedeflemek amaciyla
gergeklestirilen aktivitedir (2, 18). Diizenli yapilan egzersiz programinin viicuda énemli
faydalar1 vardir. Egzersizin etkilerini ortaya koymak i¢in uzun seneler boyunca yapilan
aragtirmalarin  sonucunda fizyolojik ve psikolojik agidan genis yelpazede Onemi
vurgulanmigtir (19-22).

2.1.1. Egzersiz Cesitleri

Egzersiz; dayaniklilik egzersizi, denge ve koordinasyon egzersizi, aerobik ve
anaerobik egzersiz, kuvvet ve gii¢ egzersizi, yiikksek yogunluklu interval egzersiz (HIIT),
esneklik egzersizi olmak lizere cesitli gruplara ayrilir (23-25). Dayaniklilik egzersizi
diizenli tekrarlar yapilarak kas dayanikliligi ve hacmini artirmay: hedefleyen egzersiz
tiriidiir (26). Aerobik egzersiz, diizenli olarak oksijen varliginda yapilan ve viicutta
biiyiik kas gruplarinda daha ¢ok etkili olan egzersizdir (27). Yiiksek yogunluklu interval
egzersizi (HIIT) aerobik egzersizden ayiran fark HIIT’de kisa siirede yogun, agir egzersiz
yapilmasi ve takibinde diisiik yogunlukta dinlenmedir (27, 28). Esneklik egzersizleri

antreman oncesinde yapilan hareket agikligini artirmay1 amaglayan egzersizdir (29).

2.1.2. Egzersizin Insan Saghg Uzerinde Genel Etkileri

Diinya Saglik Orgiiti, uzun yillar boyunca yaptig1 calismalar sonucunda
egzersizin yapildig1 yas grubuna, sikligina, yogunluguna gibi belirli kriterler ile kapsamli
calismalar yapmistir (3, 30).

Egzersiz fizyolojik etkilerinin yani sira bazi hastaliklarin tedavisinde de
onerilmektedir (20). Akciger hastaliklarinda, Tip2 diyabette, kardiyovaskiiler hastaliklar,
ve kanser tipleri gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica ruhsal saglik
ve bilingsel bozukluklarda semptomlarin azaltilmasinda, kansere yakalanma riskini
azaltmada, hipertansiyonda ve ¢agimizin en 6nemli hastaliklarindan biri olan obezitede
onemli yere sahiptir (31-34). Fizyolojik acidan yapilan antrenman kemik yogunlugunu
artirmada, viicut kompozisyonunu diizenlemede, bagisiklik sistemini giiclendirmede, kas
yogunlugunu ve onarimini artirmada olumlu etkileri bulunmaktadir. Egzersiz viicut
metabolizmasin1 dengede tutmaya caligir (35-37).

Egzersizin olumlu etkilerinin yan1 sira olumsuz etkilerinin olabilecegi de

arastirilmaktadir (38). Egzersize 1sinmadan asir1 bir sekilde baslama, ani hareketlerde



bulunma, egzersizde yas, viicut kompozisyonuna ve saglik durumuna bakilmadan
yapilmasi olumsuz sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olur (4, 39).

Asirt egzersiz yapilmasi zayif insanlarda kemik yogunlugunu olumsuz yonde
etkileyerek osteoporoz riskini artirir. Aniden harekete baslama kalp krizine, kas tendon
yaralanmalarma, halsizlige, sivi elektrolit kaybina, sporcularda hormonal sistemi
etkileyerek metabolik dengeyi bozabilir (40, 41).

Asir1 yogunlukta yapilan egzersiz, bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde 6nemli
yere sahip sitokinlerin diizensiz bir sekilde salinmasina ve inflamasyona neden olabilir
(39, 40).

2.2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum (ER), viicutta ¢esitli gorevleri olan bir organeldir (7). Lipit
ve glikojen metabolizmasinda, toksik maddelerin detoksifikasyonu ve Ca** depolama,
proteinlerin sentezinde, proteinin kalitesinin kontroliinde, katlanmasinda, taginmasinda
ve islenmesinde gorev alir (8).

ER hiicresel boliinme, biiyiime ve gelismede rol oynar. Hiicre ici ¢esitli yapilarla
etkilesim halinde oldugu icin hiicre i¢i sinyallesme yontemiyle tepkilere koordineli olarak
cevap verip yurltiir (42, 43).

2.2.1. Endoplazmik Retikulum Tipleri

(ER) iki tipten olusmaktadir: Diiz endoplazmik retikulum (SER) ve graniiler
endoplazmik retikulum (RER).

1. Diiz Endoplazmik Retikulum (SER)

Yapisinda ribozom olmayan ER tipidir. Kalsiyum depolamada, yag asit ve glikojen
metabolizmasinda ve detoksifikasyonda gorevlidir (44).

2. Graniiler Endoplazmik Retikulum (RER)
Yapisinda ribozom bulunan ER tipidir. Uzerinde bulunan ribozomlar ile protein
sentezinde rol oynar, proteinlerin islenmesi, katlanmasi1 ve yapisinda bulunan tasiyict

vezikiiller sayesinde hedeflenen bolgeye tasinmada gorevlidir (45-47).
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retikulum
Granilsiz Endoplazmik Retkulum

Sekil 2.1. Endoplazmik retikulum yapis1 (48).

2.2.2. Saperon Proteinler ile Endoplazmik Retikulum Arasinda iliski

Saperon proteinler; baska protein yapilarmin katlanmasinda ve taginmasinda,
diger proteinlerin DNA ve RNA ile kompleks yapi olusturmasinda gorevli olan
molekiillerdir (49). Molekiiler saperonlar ve saperoninler olmak iizere 2 grupta incelenir.
Molekiiler saperonlar HSP70, HSP90 gibi gruplara ayrilirken saperoninler GroEL ve
GroES gibi gruplara ayrilir (50, 51).

Saperon proteinler hiicrede yeni sentezlenen proteinlerin dogru diziliminde,
katlanmasinda ve taginmasinda gorevlidir (50, 52, 53).

Hiicresel stresin diizenlenmesinde rol oynarlar (53). Ek olarak saperon proteinler
hiicresel dengeyi siirekli olarak kontrol eder (54, 55).

Protein diizeninde bu kadar oneme sahip olan saperon proteinler graniiler
endoplazmik retikulum (RER) tizerinde tiretilen bir proteinin hatali katlanmasini, yanlig
dizilmesini engeller. Endoplazmik retikulum yapisinda bulunan tasiyici vezikiillerin
hedeflenen yere dogru ulasmasini saglarlar (56-58).

2.2.3. Heat Shock Protein

Heat Shock Protein (HSP) kendi i¢inde gesitli tipleri vardir. Stresle ortaya ¢iktig
gibi bu strese karst mekanizmalarda rol oynayan proteinlerdir. Hiicresel fonksiyonlari
dengede tutmak icin hiicresel strese karst cevap verir. Hipoksi, stres, inflamasyon,

egzersiz gibi durumlarda diizeyleri degisir (59-61).



Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile birlikte tam olarak kesinlik saglanmamis olan
HSP’nin alt tipleri genel olarak sdyledir: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, sHSP, HSP40
(62). HSP70 ailesinin belirli alt tipleri vardir. Bunlar HSP70-1, HSP70-2, HSP70-4,
GRP78, HSP70B' olmak {izere gruplara ayrilir. HSP70 protein metabolizmasinda dogru
katlanmamis proteinlerin taninmasinda rol oynar (63).

Bu proteinler sayesinde egzersiz sirasinda agiga cikan oksidatif strese karsi
viicudumuz daha dayanikli hale gelir (64, 65).

Egzersize baslamadan once 1sinma gibi hareketler ile HSP miktarindaki artis
viicudun daha dayanikli olmasini saglar. Olumlu etkilerin yani1 sira uzun siireli ve siddetli
yapilan egzersizlerde durum tersine donebilir (66-68).

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulumun fonksiyonel isleyisinin bozuldugu fizyolojik ve
patolojik durumlarda ortaya ¢ikan hiicre i¢i proteinlerin fazla iiretilmesi, yanlis
katlanmasi veya katlanmamas1 gibi durumlarin tetikleyici rol oynadigi stres durumudur
(9, 69, 70).

ER iginde protein katlanmasinda Ca*? 6nem tasidigindan dolayr ER stresi
olustugunda Ca®* dengesi bozulur. Metabolik anormallikler, artan glikoz ve lipit
seviyeleri, asir1 diizeyde artmis protein sentezi, proteinin yanlis katlanmasi, mutasyon
gibi durumlar ER stresini olusturan etkenlerdendir (69, 71-73).

Viral enfeksiyonel durumlar, romatoid artrit, kalp rahatsizliklari, Parkinson,
Alzheimer hastaliklari, diyabet, kanser, obezite, yiiksek tansiyon ER stresini tetikleyen

hastaliklardir (74, 181).

2.3.1. Glikoz Regiile Edici Protein 78

Glikoz regiile edici protein 78 (GRP78), monomerik ve dimerik formlara sahip
olan 78 kDa agirliginda bir proteindir. GRP78, protein molekiiliiniin dogru konumda ER
igerisinde kalmasin1 saglayan ER retansiyon sinyal bolgesi diye bir bolgeye sahiptir (75,
76).

GRP78, endoplazmik retikulumun i¢ kisminda, mitokondri ve c¢ekirdekte
bulunmaktadir. ER stresi, hiicrede redoks dengesinin bozulmasinda ve diger stres
durumlarinda artis1 gézlenmektedir (77, 78).

GRP78 temel gorevleri arasinda ER stresini algilayici 6zelliklerinden dolay1 strese
kars1 farkli mekanizmalar gerceklestirmede, proteinin yanls katlandigi, katlanmadigi
veya islevinin bozuldugu durumlarda, apoptozis mekanizmasinin direncini artirmada,

genlerin aktivasyonunu diizenlemede rol oynar (76, 79).



ER stresinin bulunmadig1 zamanlarda GRP78; PERK, IRE1 ve ATF6 yolaklar1
proteinlere baglanarak onlarin stabil durmasini saglar. ER stresi gibi miktarinin artig
gosterdigi ve endoplazmik retikulum iliskili yikim (ERAD) mekanizmasi tarafindan
taninan durumlarda GRP78 homeostazisi saglamak i¢in Protein Kinaz RNA Benzeri ER
Kinaz (PERK), Inozitol Gerektiren Enzim 1 (IRE1) ve Aktive Edici Transkripsiyon
Faktorii 6 (ATF6) yolaklarindan ayrilarak liimene girerek indiiklenir. Ayrilmig oldugu
transmembran proteinler aktif hale gelerek katlanmamis protein yanit1 (UPR) yolagini

etkinlestirir ve bu yolla hiicre 6liimii engellenmis olur (80-82).

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresinde Aktiflenen Sinyal Yolaklar:
UPR 3 ana yolak tarafindan diizenlenir. Bunlar Sekil 2.2.’de gosterildigi gibi
PERK yolagi, ATF6 yolagi, IRE1 yolagidir (83, 84).
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Sekil 2.2. Endoplazmik retikulum stresi ve UPR yaniti. Adams ve ark. (2019)
tarafindan modifiye edilmistir (85).

2.4.1. Protein Kinaz RNA Benzeri ER Kinaz Sinyal Yolag:
Tip 1 transmembran proteini olan PERK, endoplazmik retikulumda bulunan ve
ER stresine yanit olarak mekanizmalara katilan bir proteindir. ER liimeninde tetikleyen

herhangi bir durumun olmadig1 zamanlarda GRP78’e bagli olarak bulunur (86).



Katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler arttikca ER stresi sonucunda
GRP78 endoplazmik retikulum limeninden ayrilir. Bu durumda PERK, ER stresini
algiladiginda kendi iizerinde oligomerizasyona ugrar bdylece trans-dimerizasyona ve
aktivasyonuna neden olur (87).

PERK aktive olduktan sonra Sekil 2.3. gosterildigi gibi elF2a’nin fosforile
olmasma neden olur. elF2a’nin fosforillenmesi ile global protein translasyonun
zayiflamasi sonucu protein sentezi de azalir. Bu durum sayesinde hiicrenin hayatta
kalmasini saglamak icin ER’ye gelen yeni proteinlerin yiikii azaltilmis olur (88).

Fakat transkripsiyon faktorlerinden biri olan ATF4, bazit mRNA’lar tarafindan
tiretilir. ATF4; hafif veya orta ER stresinde hiicre koruyucu genlerin vasitasiyla hiicre
sagkalimin saglarken siddetli ER stresinde proapoptik genler ile apoptozise neden olur

(89, 90).
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Sekil 2.3. PERK sinyal yolagi. Rozpedek ve ark. (2016) tarafindan modifiye
edilmistir (89).



2.4.2. Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 4 Sinyal Yolag:

Transkripsiyon faktorii ailesinin iiyelerinden biri olan ATF4 proteini, 351
aminoasitten olusur. ATF4 hiicresel homeostazisi devam ettirmede, embriyonik gelisim
ve farklilagmada, aminoasit metabolizmasinin diizeltilmesinde gorevlidir. ER stresine ve
oksidatif strese kars1 tepki olusturmada da rol oynar (91).

ATF4’lin niikleusa girmesiyle ATF4 ile aktiflesen C/EBP Homolog Proteini
(CHOP) etkinlesir. ATF4 tarafindan indiiklenen proapoptik genler kuvvetli bir sekilde
hiicre 6liimiinii baslatarak immiin sinyalizasyonunu saglayan sitoprotektif genleri aktive
eder. Bu nedenden dolay1 ATF4, hiicrenin hayatta kalmasini ya da 6lmesini bulundugu
kosullara gore (hafif, orta, siddetli ER stresi ) belirleyen bir faktordiir. Baglangicta
koruyucu olan bu mekanizma hafif veya orta bir stres ile hayata tutunmak icin ¢ok 6nem

tagirken agir ER stresi altinda hiicre 6liimiine neden olur (88, 92-94).

2.4.3. Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6 Sinyal Yolag:

ATF6; sitoplazmik N-terminal alan, liiminal C-terminal ve merkezi transmembran
alam1 olmak tlizere 3 ana yapisal alandan olusan bir tip 2 endoplazmik retikulum
transmembran proteinidir (95, 96). Stresin ve tetikleyici faaliyetlerin olmadig
durumlarda ER membraninda bir saperon protein olan GRP78 ile inaktif durumda
bulunur. Stres durumunda GRP78’in liimenden ayrilmasi ile aktif hale gelir. Aktif formu
saglamak i¢in golgi aygitina gecer (97).

Cekirdege tasimnan XBP1 aktif form, ER stres tepki elemani (ERSE) adinda bir
DNA dizisine baglanarak gen ekspresyonunu ve ER stresi ile basa ¢ikmak icin gen
transkripsiyonunu tetikler. ER stresi gibi durumlarda hiicre homeostazisini korumak i¢in

onemlidir (83, 96, 98).
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Sekil 2.4. ATF6 sinyal yolagi. Wu, Maiulo ve ark. (2007, 2011) tarafindan
modifiye edilmistir (99, 100).



2.4.4. Inozitol Gerektiren Enzim 1 Sinyal Yolag

IRE1, biri ER liimenine bakan digeri de hiicre i¢ine bakan iki tane temel alandan
olusmaktadir. Tip 1 transmembran proteini olan IRE1, UPR’nin en iyi korunan sinyal
yolagidir (93). IREI, stresin olmadigi normal kosullarda GRP78’e bagl olarak inaktif
halde bulunur. Stres durumunda ayrilan IRE1, yanlis katlanmis ya da katlanmamas biriken
proteinleri taniyarak aktive olur. Aktiflesen IRE1, XBP1’in mRNA’sindan belli kismin
cikarilip 26 niikleotid igeren kismin eklenmesini tetikler. Aktiflesen XBP1, gen
transkripsiyonu yapmak ic¢in niikleusa gecer. Hiicre homeostazisi i¢in gerekli olan

mekanizmalar devreye girer (101-103).

2.4.5. X-box Baglayic1 Protein 1

X-box Baglayici Protein 1 (XBP1); XBP1 kesilmis ve XBP1 kesilmemis olmak
tizere 2 formdan olusan bir transkripsiyon faktoriidiir (104). Pro-inflamatuar sitokin
tiretiminde, hiicresel farklilasmay1 regiile etmede, inflamasyonda, anjiyogenezde,
apoptoziste rol oynar (104). XBPI, ER stres tepkisinde onemli yere sahiptir. UPR
mekanizmasimin énemli bir parcasidir. Ilk olarak ER stresinin basladigi durumda IRE1
aktive olmaya baslar. IRE1, XBP1 mRNA’sin1 belirli bir bolgede ug birlestirme yontemi
ile keser. Bu ayrilan pargalar daha sonra birleserek aktive XBP1 olusturur. Aktive XBP1
hiicre ¢ekirdegine gecerek bazi genlerin ekspresyonunu diizenler (105, 106).

2.5. Resveratrol

Resveratrol (RES); tiziim ¢ekirdegi, bogiirtlen gibi mor renkli meyvelerde, ¢ilek,
yer fistig1 ve bazi bitkisel kaynaklarda fazla miktarda bulunan polifenol grubuna ait bir
bilesiktir (13, 107).

Ik kesfedildigi zamanlarda hakkinda fazla detayl bilgiler olmamasina ragmen
biyolojik 6zellikleri ve etkileri ile insanlarin dikkatini ¢cekmistir (108). Steroid yapida
olmayan resveratroliin (C14H1203) trans-resveratrol ve cis-resveratrol sekilleri bulunur

(109).
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Sekil 2.5. Resveratroliin cis ve trans formlar1 (110).
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Trans-resveratrol ana formu olup giicli bir antioksidan olmasi nedeniyle
fitoterapik etkiye sahiptir (111). Resveratrol yapiminin yaklagik olarak 72 bitkiden elde
edildigi belirlenmistir. Aktif formu olan trans-resveratrol 1s1ya dayanikli oldugu i¢in agiz
yoluyla aliip kolaylikla sindirilip kana karigabilmektedir (112, 113).

Suda ¢oziintirliigii disiik oldugundan dolay1 etanol veya organik ¢oziiciiler ile
coziinme orami artirilabilir (114).  RES, pasif diflizyonla ya da integrinlerle
bagirsaklardan emilebilir. RES, dolasimda serbest formda, glukuronidlenmis ve
siilfatlanmis formda olabilir (111, 115). Resveratrol, bitkileri zararli organizmalara ve
hastaliklara kars1 korumak i¢in sentezlenen fitoaleksin bir yapidadir (116).

2.5.1. Resveratroliin Metabolizmasi

Viicuda alinan resveratrol karmasik bir biyokimyasal reaksiyonlara sahiptir. Bu
durum kimyasal formuna bagli olarak degisir. Resveratroliin insanda biyoyarlanimi
hakkinda arastirmalar devam etmesine ragmen edinilen bilgilere gore diisiik biyoyarlanim
(117) oranina sahip olan RES, saglikli bireylerde 30-60 dk siiresinde plazma ig¢inde en
yiiksek seviyeye ulasip kalp, karaciger, bobrek, yag dokusu ve akciger gibi organlarda
birikir (109, 117, 118). Siganlarda ise karacigerde 30 dk, plazmada 60 dk, kalp kasinda
120 dk i¢inde en fazla yogunluga ulasir (119). RES viicuttan genellikle idrar yolu ile atilir.
Bir kisma ise safra yolu ile bagirsaklara ulasip diski ile uzaklastirilir (120).

S
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Sekil 2.6. Resveratroliin sindirimi ve metabolizmasi (121).
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2.5.2. Resveratroliin Fizyolojik Etkileri

a) Resveratrol kalp damar hastaliklarinda giiclii bir vazodilator etkisi olan nitrik
oksit sentazin vaskiiler sistem bulunan endotelyal hiicrelerin ekspresyonunu artirir (122).

b) K06k hiicre tedavisinde resveratrol hiicre i¢in uygun ortami saglayarak hayata
tutunmasini, ¢ogalmasini ve farklilagsmasina olanak tanir (123).

¢) Resveratrol kalp damarlarinin kan basincini diizenlemede, glikoz ve lipit
mekanizmalarini olumlu yonde etkiledigi, damar duvarlarindaki inflamasyon azaltmada,
kalp kasinda koruyucu etkileri oldugu goézlenmistir (124, 125).

d) Resveratroliin bir baska rolii LDL oksidasyonunu engellemektir (15). RES,
arter damarlarinda sinyal iletimine hiicresel gen farklilasmasi, ekspirasyonu ve
proliferasyonu gibi yolaklar olusturarak aterosklerozu ve yag birikimini engelledigi
gosterilmistir (126, 127).

e) RES’in antioksidan 6zelligi hakkinda serbest radikallerin hiicreye vermis
oldugu oksidatif stres zararini en aza indirme ve LDL oksidasyonunu engelleme gorevleri
arasindadir (128, 129).

f) RES’in yapilan calismalarda gozlemlendigi kadariyla anti-kanserojenik
etkisiyle insan viicudunda cesitli kanserleri azalttig1 gézlemlenmistir (130). Yumurtalik,
mide, akciger, tiroid, kolon vb. kanser tiirlerini azaltmada rolii degerlendirilmistir (130).

g) RES, anjiogenezis etkisi sayesinde kapiller damar gelisiminde ve yara
iyilesmesinde dnemli degerlere sahiptir (129).

2.5.3. Resveratroliin Endoplazmik Retikulum Stresi ile iliskisi

Resveratroliin hatali katlanmis veya katlanmamis proteinlerin yol ac¢tifi ER
stresini azalttigina dair arastirmalar vardir (17). Yapilan son ¢aligsmalara gére RES’in
oksidatif stresi de azalttig1 bilinmektedir (131). Viicudumuzda ER stresine kars1 6zellikle
kalp, karaciger ve beyin dokusunda koruyucu bir gorevi bilinmektedir (132).

Zhang ve arkadaslarinin resveratroliin PERK yolagiyla ER stresi lizerine yaptigi
calismada akroleinin PPARY seviyesini azaltip ER stresine yol acarak sebep oldugu
akroleinden dolay1 olusan ferroptozu PERK-CHOP-PPARY yolagim1 kullanarak
diizenledigi, iyilestirdigi gozlemlenmistir (133).

Zhu ve arkadaslarinin yaptigi calismada resveratroliin SIRT1/NRF2’nin devre dist
birakilmasiyla artan ER stresini SIRT1/NRF2’yi tekrardan aktive ederek diislirdiigii
gozlemlenmistir. RES ile ilgili bu ¢alismada inflamasyonu ve yaslanmay1 da geciktirdigi

gozlenmistir (134).
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Anapali ve arkadaslarinin  yaptigit calismada karaciger dokusunda
komplikasyonlar1 azaltmada resveratrol + VitD birlikteligi ile antioksidan savunmayi
ilerletmenin yaninda GRP78 ekspresyonu degerlendirmek i¢in immiinohistokimyasal
boyama ile degerlendirildi ve ER stresi mekanizmasini kontrol altina aldigi
gozlemlenmistir (135).

2.5.4. Resveratroliin Egzersiz ile iliskisi

RES’in farkli yogunluktaki egzersiz tiplerinin mitokondriyal faaliyetleri ve
aerobik kapasiteyi artirmada etkili oldugu bilinmektedir (16). Su ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada kasin fonksiyonel etkinligini azaltan eksantrik kasilmanin
resveratrol ile cesitli etkileri aragtirllmistir. Tiikkenme testinin vermis oldugu sonuclara
gore yiiksek miktarda resveratrol uygulamasinin oksidasyonu ve inflamasyonu
diistirtebildigi gézlemlenmistir. Yiiksek miktarda RES uygulamasinin kisa siireli yokus
asag1 kosularda tiikenmeden Onceki siireyi artirdigini, yiiksek yogunluklu ve kisa siireli
egzersiz sirasinda enerji tiikketimini artirabildigini gostermektedir (136). Polley ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismaya gore resveratrol ilavesi ile egzersizin iskelet
kasmin mitokondriyal kapasitesi lizerinde etkisi arastirilmistir. Alinan sonuglara gore
diisiik yogunluklu egzersizin resveratrol ile piperin uygulamasi sonucunda 6nkol kaslarin

mitokondriyal faaliyetlerini artirdig1 gézlemlenmistir (137).

2.6. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Cizgili Kas Iliskisi

Iskelet kas1 istemli kasilma sayesinde fiziksel performans, gevresel uyarilara tepki
verme, postiirii koruma gibi gorevleri olan bir dokudur (138). Kasin kasilma sirasinda
endoplazmik retikulumda bulunan kalsiyum iyonu kasilmadan sorumlu olan aktin ve
miyozin gibi proteinler i¢in kritik 6neme sahiptir (139). ER stresi ¢izgili kasta bulunan
endoplazmik retikuluma zarar verdiginde kalsiyum dengesi bozuldugu i¢in kasin kasilma
mekanizmasi diizensizlesir (139). Gallot ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada iskelet
kasina agir1 yiiklenme yapildiginda, yogun ER stresi ve UPR aktivasyonunun baslangic
asamasi olarak ¢izgili kasta atrofiye yol acacagi belirtilmistir. Calismalarin tam olarak
anlasilmasi i¢in aragtirmaya devam edilmesi gerektigi agiklanmistir (140).

2.7. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Kalp Kasi iliskisi

Miyokart hiicresi sarkoplazmik retikulumdan (SR) salinan kalsiyum sayesinde
kasilma ve gevseme faaliyetlerini gergeklestirir (141). Iskemik bir kalpte ER fonksiyonu

bozulur (142). Jin ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada bir transmembran
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proteini olan ATF6’nin, kalp miyositlerinde aktive edilen bir formunun {iretildigi ve bu

aktivasyonun ER saperonu GRP78 dahil bir¢ok geni artirdigi belirtilmektedir (142).

2.8. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Egzersiz Arasinda Iliski

ER stresi ile egzersiz iliskisi ¢ok yonliidiir. Viicut bazi durumlarda adapte olup
stres ile basa ¢ikarken egzersizin tiirli, siiresi, siddetine gore bazi durumlarda basa
cikamaz. Bu etkiler ve nedenler hala arastirilmaya devam etmektedir (5). Obez siganlarda
egzersizin hiicresel diizeyde olumlu etkileri olacagi gdzlemlenmistir (143). Egzersizin ER
stresi tizerinde karmasik etkisi oldugunu acgiklayan bagka bir ¢alismada egzersizin ER
stresini azaltmayr hedeflemesine ragmen sonuglar bu durumun tam tersine ¢ikmistir
(144). Bir baska calisma, egzersizin ER stresindeki diislisliniin sonraki zamanlarda
metabolik hastaliklar1 engellemede etkili olabilecegi diisiincesini ortaya koymaktadir
(145). Egzersiz arastirmalarinda alinan verilerin ¢esitli sonuglari sebebiyle, egzersizin ER
stresi tizerindeki etkileri hala tam olarak anlagilamamistir. Bundan dolayr bu konunun

literatiirde daha fazla arastirilmasinin gerektigi vurgulanmaktadir (5).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlar1 Temini ve Bakim Siireci

Uygulanan deneyde tez &nerisinin kabuliinden sonra inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 2022/11-2 onay1r (EK 2.) alindi.
Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’'nde siganlara
caligmayla ilgili uygulamalar yapildi. Deneyin analiz agamalar1 Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim ve Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda tamamlandi. Yapilan deneyde
gerceklestirilen biitiin faaliyetler etik kurul onayinda belirtilen protokole uygun bir
sekilde yapilmistir. Deney siiresince hayvanlarin bulundugu ortam; kafes sicakligi
2242°C olacak sekilde, 12 saat aydinlik/karanlik doniisiimlii olarak ayarlandi. Hayvanlar
ad libitum ile beslenildi. Bu deneyde etik kurul onay1 ile birlikte Deney Hayvanlar
Uretim ve Arastirma Merkezi’nden 8 haftalik toplam 30 adet Wistar Albino cinsi geng
erkek sigan temin edildi. Calismada erkek sican tercih edilmesinin nedeni hem egzersiz
kapasitesi hem de iskelet kas yapisinin kullanmaya daha yatkin oldugundandir. Disi
siganlara gore hormonal dongiiden etkilenmemesi tercih edilme nedenlerinden biridir.
Calismada belirli bir grupta yogun egzersizin yani sira ¢alismanin son 4 haftas1 boyunca
kullanilan resveratrol %5’lik alkol igerisinde ¢oziindiikten sonra ¢esme suyunda
sulandirilarak gavaj yontemi ile (10 mg/kg/giin) (182) giinde bir sefer egzersizden bir
saat once uygulandi. Kontrol grubu ve H-Ex grubuna %5 coziicii alkol gavaj yontemi ile

verildi.

3.1.1. Deney Hayvanlari Sayisimin Belirlenmesinde Power Analizi

Istatiksel analiz gii¢ analizine gore uygulandi. Hayvan sayisiin belirlenmesinde
giic analizi kullanilarak daha Onceki c¢aligmalardan GRP78 seviyelerinde anlaml
degisime gore etki biiyiikligii 0.6849 olarak belirlendi. Hata pay1 %0.05 (%95 giiven
diizeyi) ve giic %80 (B=0.20) olarak kabul edildiginde her bir grup i¢in alinmasi gereken
hayvan sayis1 en az 8 (sekiz) olarak belirlendi. Her grupta olas1 hayvan kaybi1 ve egzersiz
yapamama durumu g6z oniinde bulundurularak 10 tane hayvan olacak sekilde hayvanlar

rastgele 3 gruba dagitildi.
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3.1.2. Deney Gruplan

Hayvanlar agirlik ortalamalar1 dengeli olacak sekilde rastgele segilerek {i¢ gruba
dagitildi.
1. Grup: Kontrol grubu (n=10)
2. Grup: Siddetli Yiizme Egzersizi Yapan Grup (H-Ex) (n=10)
3. Grup: Siddetli Yiizme egzersizi + Resveratrol Beslenme (H-Ex+ RES) (n=10)

3.1.3. Deney ilerleme Asamalar

Sicanlar, deneye baslamadan once ve deney siirecinde her hafta diizenli olarak
tartildi. Egzersiz yaptirilan iki grup (Siddetli ylizme egzersizi yapan grup ve Siddetli
yiizme egzersizit+ Resveratrol Beslenme) siganlar ylizmeye adapte olmasi i¢in deney

baslamadan once giinde 1 defa olmak tizere 5 giin siiresince 30(x1)°C suda yiizdiiriildii.

Kontrol grubunda bulunan siganlar diger gruptaki sicanlar ile ayn1 yerde yasadi.

Sekil 3. 1. Siddetli ylizme egzersizi yapan gruplara H-Ex ve H-Ex+RES baglanan
yiikler

Siddetli ylizme egzersizi H-Ex ve Siddetli Yiizme egzersizi + Resveratrol
Beslenme H-Ex+RES bulunan sicanlara 10 hafta siiresince Tablo 3.1. verilen yontem

dogrultusunda egzersiz yaptirildi.
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H-Ex ve H-Ex+RES bulunan siganlara deney siirecinin basindan sonuna kadar
yiizme siiresi 2 haftada bir 10 dakika yiikseltilecek sekilde protokol uygulandi. Egzersiz
sliresinin artirilmasinin yani sira bu iki gruba H-Ex ve H-Ex+RES sicanlarin her birine
uyum haftasindan baslanilarak agirliklarinin yiizde 5’1 olacak sekilde kuyruklarina
Sekil 3.1. ve Sekil 3.2. gosterilen yiiklerin baglanmasi ile baglanilip 2 haftada bir %1
oraninda artacak sekilde protokol uygulandi (146, 147).

3.1.4. Resveratrol Uygulamasi

H-Ex+RES grubunda bulunan si¢anlara Tablo 3.1. gosterilen protokole ek olarak
calismanin son 4 haftast boyunca kullanilan resveratrol (SC-200808) %5’lik alkol
icerisinde coziindiikten sonra ¢esme suyunda sulandirilarak gavaj yontemi ile (10
mg/kg/giin ) giinde bir sefer uygulandi. Kontrol grubu ve H-Ex grubuna %5 ¢6ziicii alkol
gavaj yontemi ile verildi.

Tablo 3.1. Sicanlara uygulanacak egzersiz ve resveratrol besleme protokolii.

Speretta ve Gobatto’nun deneylerine gore hazirlandi (146, 147).

Kontrol Siddetli Yiizme Siddetli Yiizme
Grubu  Egzersiz Grubu Egzersizi+Resveratrol Grubu
H-Ex Siire ve H-Ex+RES Siire, Baglanan Yiik
Baglanan Yik Oran1 ~ Orani1 ve Resveratrol Miktari
Uyum Haftas1 - 10 dk + %S5 Yiik 10 dk + %S5 Yiik
1-2 Hafta - 20 dk + %6 Yiik 20 dk + %6 Yiik
3-4 Hafta - 30 dk + %7 Yiik 30 dk + %7 Yiik
5-6 Hafta - 40 dk + %8 Yiik 40 dk + %8 Yiik
7-8 Hafta %5 50 dk + %9 Yik + 50 dk + %9 Yiik +10 mg/kg/giin
¢oziici %5 ¢oziici resveratrol
9-10 Hafta %5 60 dk + %10 Yiik + 60 dk + %10 Yiik + 10 mg/kg/giin
¢coziicii %S5 ¢oziicii resveratrol
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Sekil 3.2. Hayvanlara yiik agirliklarinin baglanmasi ve ylizdiiriilmesi

3.2. Dokularin Alinmasi ve Analizleri

Deney herhangi bir hayvan kayb1 olmadan tamamlandi. Yukaridaki protokele
(' Tablo 3.1.) uygun sekilde 3 grup (30 sigan) olas1 akut egzersiz stresini onlemek amaciyla
deney siiresi tamamlandiktan 2 giin sonra 6tenazi edildi. Otenazi 6ncesi siganlara periton
igine enjeksiyon yolu ile ketamin ve ksilazin (sirasiyla 45 mg/kg ve 5 mg/kg) verildi.
Anestezi sonrasinda tiim hayvanlarin kalp dokularindan intrakardiyal yolla kan alind1.
Bununla birlikte hayvanlardan farkli doku 6rnekleri de alindi. Siganlarin sol ventrikiilleri
c¢ikarildiktan sonra ikiye boliindii ve her siganda ayni taraf olacak sekilde pargalar alindi.
Sicanlarin her birinde ayni taraf olacak sekilde damarlara zarar verilmeden iki taraf
gastrocnemius kaslar1 ¢ikarildi. Cikarilan dokular -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhiklarmim Olciilmesi

Her hafta diizenli olacak sekilde deney siiresince 3 gruptaki her hayvanin
agirliklar 6lgtildi. Sonuglar Tablo 4.1. gosterildigi gibi not alindi.

3.3. Western Blot Teknigiyle XBP1, ATF4, GRP78 Proteinlerin Analizi

3.3.1. Dokularin Protein Miktarinin Hesaplanmasi ve Homojenizasyonu

-80 °C muhafaza edilen sol ventrikiil ve gastrocnemiustan alinan doku ornekleri
+4 °C’de protein ekstraksiyon kiti (GeneAll,701-001) kullanilarak homojenize edildi.

Homojenizasyon oncesi protein denaturasyonunu oOnlemek amaciyla ekstraksiyon
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sollisyonuna proteaz inhibitér kokteyli (Serva,39102.01) eklendi. Dokulara dakikada
16.000 devir yapacak hizda ti¢ dakika homojenize islemi yapildi. Homojenat 10 dakika
belirli bir sicaklikta (+4 °C) 4000 RPM hizinda bir santrifiij cihazi kullanilarak (IKA,
Germany) siipernatant alind1 ve protein tayini (DeNovix,DS -11) yapildi. Boylelikle
kuyucuklara konulacak olan proteinler arasinda denge saglanabildi.

3.3.2. Western Blot Jelin Hazirlanmasi

Ilk olarak proteinlerin yiiriitilmesinde gerekli olan poliakrilamid jel igin
hazirliklar yapildi. Poliakrilamid jel i¢in ilk 6nce %10 Separating (Lower) jel ayarlandi.
Hazirlanan 15 ml lik tliplerdeki jelin i¢ine 1.25 1.5M Tris (pH=8.8), 2 ml safsu, 25uL
%20 SDS, 1.67 ml %30 Acrylamide/Bis-Acrylamide, 2.5 pL Temed ve 25uL %10
Amonyum Persiilfat (APS) konularak hazirlandi. Ince ve biraz daha kalin 2 adet cam
(Bio-rad, Mini PROTEAN) arasina hazirlanan jel dokiildiikten hemen sonra izopropil
alkol tistiindeki kopiikciikleri gidermek icin eklendi. Bu sekilde Seperating jelin bir siire
donmasi beklendi. Donduktan sonra iki cam ortasindaki izopropil alkol atildi. Jel
hazirlanmasinda ikinci kademeye ge¢ildi ve Stacking Jeli (%5) hazirlandi. Bunun igin
15 ml lik tlipiin i¢ine 0.375 ml 1ML Tris (pH=6.8), 2.088 ml saf su 15uL %20 SDS,
0.506 ml %30 Acrylamide/Bis-Acrylamide, 1.5 pL Temed ve 15 pL %10 APS konularak
hazirlandi. iki cam (Bio-rad, Mini PROTEAN) arasina Seperating Jel dokiilerek taraklar

yerlestirildi ve jelin iyice donmasi i¢in inkiibe edildi.

3.3.3. Kuyucuklara Yiiklenecek Orneklerin Hazirlanmasi

1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiip i¢ine 3/1 oraninda homojenat ve 4x yiikleme
tamponu beraber karistirilip behere konulduktan sonra su icerisinde hazirlanan karigima
5 dakika kaynatma islemi yapildi (Daihan, MSH-20A). Sonra kaynatilmis karisim normal
oda sicakliginda 4000 RPM hizda 1 dakika santrifiij edildi.
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3.3.4. Proteinlerin Elektroforez Yiiriitme islemi

Yiiriitme sisteminin ilk hazirlik agamasinda jeller diizenegin igine tarakli kisim
medial tarafta olacak sekilde yerlestirildi. Kap dolu olacak bi¢cimde ve jellerin aras1 1X
Running Buffer ile dolumu yapildi. Alinan 6rnekler jel kuyucuklara yiiklenip yliriitme

stireci 80 V ile siirdiiriildii. Yaklagik 2.5 saatin sonunda proteinlerin yiiriimesi sonlandi.

Sekil 3. 3. Yiiriitme oncesi jel hazirlig

3.3.5. Hazirlanan Proteinlerin Jelden Membrana Aktarilmasi ve Eklenecek
Antikor Miktarinin Hesaplanmasi

Yiiriitme sonrasi proteinleri jelden membrana (Bio-Rad, PVDF Membran)
gecirmek icin sandvi¢ teknigi kullanildi (Thermo Scientific, Pierce Power Blotter).
Cimbizla zarar verilmeden steril olarak alinan membran 50 ml’lik falkon tiipe konuldu.
Membran bir saat oda sicakliginda % 5’lik yagsiz siit tozu (100 ml tris buffered saline
(TBS) + 5 g yagsiz siit tozuyla beraber calkalayicida bekletildi (Blood Tube Roller
Mixer). Bu islemler tamamlanip tez i¢in analizleri planlanan GRP78 (GRP 78 Antibody,
(76-E6): sc-13539), XBP1 ( Antibody (F-4): sc-8015), ATF4 (CREB-2, Antibody (B-3):
sc-390063) antikorlar1 1/200 diliie edilerek %35’lik siit tozuna eklendi ve 1 gece boyu
stiresince +4°C’de calkalanmasi siirdii. Bir sonraki giin yikama sollisyonu hazirlandi
(PBS’te 9%0.1 Tween) ve 3 defa olmak lizere 15 dakika siiresinde oda sicakliginda
devamli yikama islemi siirdiiriildii. 3 defa yikama islemi tamamlanip primer antikorlara
uygun olacak sekilde sekonder antikor olarak HRP konjigatli anti-rat IgG (Abcam,
ab97057) ve anti Mouse IgG HRP (BT LAB,BT-AS00006) kullanildi. Sekonder antikor
1/5000 diliie edilerek membran ile beraber olacak sekilde 1 saat boyunca oda sicakliginda
calkalama etkinligi siirdiirtildii. Sonrasinda tekrar olarak 3 kez olacak sekilde 15 dakika

siiresinde oda sicakliginda 45 dk boyunca yikama islemi tamamlandi.
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3.3.6. Membranda Bulunan Proteinlerin Goriintillenmesi ve
Yogunluklarinin Hesaplanmasi

Gelismis kemiliiminesans (ECL) sollisyonu membranin {istiine 151k gérmeyecek
sekilde uygun ortamda membran yiizeyini kaplayacak bicimde dokiildii. Sonrasinda
goriintiileme islemi yapildi. Goriintiilenen veriler bilgisayara aktarildi. Analizlerde
kullanilan her bir proteinden tekrarli olacak sekilde goriintli alindi. Protein miktarlari
yiiriitiilen jellerden her biri i¢in boyama yapilarak (GeneSys) hesaplandi. Membranda
bulunan her bir protein miktarinin tayini i¢in iglem yapilan jelde ayn1 kuyucuktaki protein

diizeyleri belirlendi ve bu diizeyle orantisal olarak elde edinilen goriintiiler kayit edildi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Analizde IBM SPSS 22.0 paket programi kullanild: (183). Istatistiksel analizde
kullanilan veriler medyan ve min-max degerleri ile ifade edildi. Istatistiksel analizde tiim
gruplarin  karsilastirllmasinda Kruskal Wallis testi uygulandi. Anlamli ¢ikan
parametrelerin ikili karsilastirilmasinda ise Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi

kullanild1. p<0.05 ten kiiciik olan istatiksel sonuclar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarinin Kilo Olciim Analizleri

Deneye baslangic asamasinda ve deney sonu bitis haftasinda alinan agirlik
Olctimleri karsilastirildiginda, her iic grubun da deney sonrasi agirliklart anlamli bir
sekilde artmistir (p<0.05) (Tablo 4.1). Ancak deney sonunda viicut agirliklarinda gruplar

arast anlamli artig goriilmedi (p>0.05).

Tablo 4.1. Baslangi¢ ile bitis haftalar1 arasinda deney hayvanlarinda kilo

degisimleri (Veriler med (min-max) seklinde sunulmustur.)

Baslangic (g) Bitis (g) P degeri
Kontrol 190 (150-245) 327 (300-356) <0.001
H-Ex 199 (158-233) 325 (272-373) <0.001
H-Ex+RES 195 (186-224) 322 (307-364) <0.001

4.2. Yem ve Su Tiiketiminin incelenmesi

Her {i¢ grubun deney boyunca yem ve su tiiketimleri ayr1 ayr1 toplanmis ve hayvan
sayisina bollinerek ortalamasi alinmistir. Gruplardaki hayvan basina diisen yem ve su
tikketimleri karsilastirildiginda her ii¢ grupta da benzer miktarda yem ve su tiikketiminin

oldugu belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Deney gruplari aras1 yem ve su tiiketim miktarlar1 (Veriler Ort + Std.

Sapma olarak verilmistir).

Yem Tiiketimi (g)  Baslangi¢ (g) Bitis (g) P degeri
Kontrol 580+127 636+48 0.285
H-Ex 592+134 630£120 0.285
H-Ex+RES 600141 633127 0.713
Su Tiiketimi(ml) Baslangic (g) Bitis (g) P degeri
Kontrol 570+24 60091 0.715
H-Ex 547+111 562+85 0.713
H-Ex+RES 535+69 550440 0.581

22



Tablo 4.3. Sol ventrikiil gruplar aras1t ATF4, GRP78 ve XBP1 protein seviyeleri

Olctimii (Veriler med (min-max) seklinde sunulmustur).

Kontrol H-Ex Grubu H-Ex+RES P degeri
ATF4 1.00° 1.79 (1.69-1.87)° 1.02 (0.74-1.30)* <0.001
GRP78 1.00? 1.91 (1.90-1.92)° 1.33 (1.16-1.49)° <0.001
XBP1 1.00? 0.51 (0.63-0.39)° 0.30 (0.23-0.38)° <0.001

4.3. Sol Ventrikiil ATF4 Protein Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Sol ventrikiil dokusu ATF4 protein diizeyleri gruplar aras1 incelendiginde, ATF4
diizeyinin H-Ex grubunda hem kontrol grubuna hem de H-Ex+RES grubuna goére daha
yiiksek diizeyde oldugu goriildii (p<0.05). H-Ex+RES grubu ise kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p>0.05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplar arasi sol ventrikiil ATF4 protein diizeylerinin karsilagtirilmasi

(Gruplar arasinda a-b p<0.001 *: p<0.001)
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4.4. Sol Ventrikiil GRP78 Protein Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Deney gruplarinin sol ventrikiil kasinda GRP78 diizeyleri karsilagtirildiginda
GRP78 diizeyinin H-Ex grubunda hem kontrol grubuna hem de H-Ex+RES grubuna gore
daha yiiksek diizeyde oldugu goriildii (p<0.05). H-Ex+RES grubunda GRP78 diizeyinin
kontrol grubuna gore daha yliksek seviyede kaldig1 belirlenmistir (p<<0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplar aras1 sol ventrikiil GRP78 protein diizeylerinin karsilagtirilmasi
(Gruplar arasinda a-b p<0.001, a-c p=0.027, b-c p=0.027 *: p<0.001, #: p=0.027,
&: p=0.027 )
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4.5. Sol Ventrikiil XBP1 Protein Diizeylerinin Karsilastirilmasi
Sol ventrikiil dokusu XBP1 diizeyleri gruplar arasi incelendiginde, egzersiz yapilan
H-Ex ve H-Ex+RES grubun kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu belirlendi
(p<0.05). H-Ex+RES grubu ise egzersiz yapilan H-Ex grubuna gére XBP1 diizeyinin
daha diisiik oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gruplar aras1 sol ventrikiil XBP1 protein diizeylerinin karsilastiriimasi
(Gruplar arasinda a-b p=0.027, a-c p<0.001, b-c p=0.027 *: p=0.027, #: p<0.001,
&: p=0.027)

Tablo 4.4. Gastrocnemius kasi gruplar arast ATF4, GRP78, XBP1 protein

seviyeleri 6l¢iimii (Veriler med (min-max) seklinde sunulmustur).

Kontrol H-Ex Grubu H-Ex+RES P degeri
ATF4 1.00 (1-1)* 2.65 (2.65-2.65)°  2.29 (2.55-2.03)° <0.001
GRP78 1.00 (1-1)? 1.15(1.15-1.15)°  1.00 (0.82-1.15)**  0.030
XBP1 1.00 (1-1)* 1.48 (1.48-1.48)°*  0.87 (1.03-0.71) <0.001
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4.6. Gastrocnemius Kas1 ATF4 Protein Diizeylerinin Karsilastirilmasi
Deney gruplarinin gastrocnemius kast ATF4 diizeyleri karsilastirildiginda ATF4
diizeyinin H-Ex grubunda hem kontrol grubuna hem de H-Ex+RES grubuna gore daha
yiiksek diizeyde oldugu goriildii (p<0.05). H-Ex+RES grubunda ATF4 diizeyinin kontrol
grubuna gore daha yiiksek seviyede kaldig1 belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gruplar aras1 gastrocnemius kast ATF4 protein diizeylerinin
karsilastirilmast (Gruplar arasinda istatiksel analizde a-b p=0.024, a-c p=0.024,
b-c p<0.001 *:p=0.024, #: p=0.024, &: p<0.001)
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4.7. Gastrocnemius Kas1 GRP78 Protein Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Deney gruplarinin gastrocnemius kasi GRP78 oranlart karsilagtirildiginda
egzersiz yapilan H-Ex grubunda hem kontrol hem de H-Ex+RES grubuna gére GRP78
diizeyinin arttif1 belirlendi (p<0.05). Kontrol grubu ve H-Ex+RES gruplar arasinda
GRP78 diizeyinde anlamli bir farkliligin olmadigi goriildi (p>0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Gruplar aras1 gastrocnemius kast GRP78 protein diizeylerinin

karsilagtirilmasi (Gruplar arasinda istatiksel analizde a-b p<0.001 *: p<0.001)
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4.8. Gastrocnemius Kas1 XBP1 Protein Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Deney gruplarinin gastrocnemius kast XBP1 protein diizeyleri gruplar arasi
incelendiginde, XBP1 diizeyinin H-Ex grubunda hem kontrol hem de H-Ex+RES
grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). Kontrol grubu ve H-Ex+RES
gruplar arasinda XBP1 diizeyinde anlamli bir farkliligin olmadig1 goriildii (p>0.05)
(Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Gruplar aras1 gastrocnemius kast XBP1 protein diizeylerinin

karsilastirilmasi (Gruplar arasinda istatiksel analizde a-b p<0.001  *: p<0.001 )
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5. TARTISMA

Tez ¢alismamizdaki hedef, agir yiizme egzersizinin ER stresi lizerine etkisi ve
giiclii bir antioksidan madde olan resveratroliin agir yiizme egzersizi sonucu ¢izgili ve
miyokart kasinda olusturdugu hasar mekanizmalarindan biri olan ER stresi iizerine
etkinligi arastirmaktir. Calismamizda deney hayvanlarmin viicut agirligi, yem ve su
tilketimi, cizgili ve miyokart kasinda ATF4, GRP78 ve XBP1 proteinlerinin seviyeleri

incelendi.

5.1. Deneklerde Kilo Degisiminin, Yem ve Su Tiiketimi Uzerine EtKkisi

Deneyde 10 haftalik agir ylizme egzersizi sonucunda elde edinilen sonuglara gore
tim hayvanlarin agirliklarinda artis oldugu gozlenmistir. Ancak bu agirlik degisimi
gruplar arasi karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi
goriilmiistiir. Gruplar aras1 benzer kilo artisinin sebebi kontrol grubunda deney siiresince
yagli viicut kiitlesinin artmasindan, agir egzersiz grubu ve resveratrol verilen grupta ise
kas kiitlesinin artmasindan kaynakli olabilir. Calismamizda deney boyunca 6l¢iilen yem
ve su tiiketim miktarlar1 incelendiginde gruplar arasinda anlamli farklilik goriilmemistir.
Nitekim Miyatake ve arkadaslarinin si¢anlar tizerine yapmis olduklar1 bir ¢alismada zorlu
egzersiz yaptirilan grupla kontrol grubu arasinda viicut agirligt ve yem tiiketiminde
degisimi yoniinden bir fark gézlenmemistir (148). Bu durum viicut agirliginin, yem ve su

tilketiminin sadece egzersiz yogunluguna bagli olmadigin1 desteklemektedir.

5.2. Gastrocnemius Kasinda Egzersizin GRP78 Uzerine Etkisi

Yaptigimiz calismada elde ettigimiz sonuglara gore, sicanlardan alinan
gastrocnemius kasinda siddetli ylizme egzersizi yaptirilan grupta kontrol grubuna gore
GRP78 protein diizeyinde artis gézlemlendi. GRP78 protein diizeyinde goriilen artigin
sebebi yogun siddette yapilan egzersizin ER stresini tetiklemesinden kaynaklaniyor
olabilir. Belaya ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, yaklasik 20 ay boyunca kosu
bandinda (tekerlekli) goniillii olarak kosturulan farelerde tibialis anterior kasinda GRP78
diizeyinde belirgin derecede artig goriilmiistiir (149). Bu artisin egzersizin ER stresine yol
acmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Yine benzer bir ¢aligmada Shin ve arkadaslar
Sprague-Dawley ratlarda ilerleyici yorucu egzersizin iskelet kasinda HSP70 diizeyini
artirdigin1 bulmuslardir (150). Pereira ve arkadaslar farelerde 8 hafta boyunca siiren 15
dakika ile baslayip en son hafta 60 dk olarak yapilan asir1 eksantrik egzersizin kas
dokusunda GRP78 protein degerini artirdigini gézlemistir (151). Baska bir ¢caligmada ise
Park ve arkadaglarinin 2018 yilinda farelere 16 hafta boyunca haftada 4 giin, 10-14 m/dk,
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40-60 dk/giin uygulanan aerobik egzersizin GRP78 diizeyini azalttigini
gozlemlemislerdir (152).

5.3. Sol Ventrikiil Kasinda Egzersizin GRP78 Uzerine Etkisi

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, siganlardan alinan sol ventrikiil
kasinda siddetli ylizme egzersizi yaptirilan grupta kontrol grubuna gére GRP78 protein
diizeyinde artis gozlemlendi. GRP78 diizeyinde goriilen bu artisin kalp kasinin agir
egzersiz boyunca devam eden asir1 zorlanmasindan kaynakli olarak olusan ER stresini
temsil ettigi diistiniilmektedir (151). Korkmaz ve ark 10 hafta boyunca si¢anlara agir
ylizme egzersizi yaptirmis ve deney sonunda kalp kast GRP78 diizeyi icin yeterli veri
elde edilememistir (153). Mevcut calismamizla benzerlik gosteren bu deneyde elde
edinilen veriler sonucunda zorlu egzersizin kalp dokusunu olumsuz yonde etkileyerek ER
stresini artirdigini gostermistir. Ancak hafif ve orta zorlukta yapilan egzersizlerin kalp
saglig tizerine olumlu etkilerinin oldugu goriilmistiir (154, 155). Bozi ve arkadaglar1 8
hafta boyunca orta yogunlukta aerobik egzersiz yaptirilan miyokard infarktiislii sicanlarin
kalp kasini incelemis ve deney sonunda ER stresinin azaldigini ve GRP78 diizeyinin
distigiini gostermislerdir (154). Murlasits ve arkadaslar1 ise 5 giin boyunca kosu
bandinda maksimum oksijen tiiketimi (VO2 max) diizeyi yaklasik %70 olacak sekilde
60 dakika treadmil egzersizleri yaptirilan Sprague-Dawley sicanlarda egzersizin kalpte
GRP78 diizeyini ve ER stresini degistirmedigini belirtmislerdir (155). Her iki ¢aligmada
orta diizeyli egzersizin hem saglikli kalpte hem de miyokard infarktiislii kalpte olumlu

etkiler olusturdugunu ortaya koymustur.

5.4. Gastrocnemius Kasinda Egzersizin ATF4 Uzerine Etkisi

Egzersiz sekli, stiresi ve yogunlugu iskelet kaslarinda olusacak ER stresini olumlu
veya olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Genellikle hafif ve orta diizeyde egzersizler
iskelet kasindaki ER stresini azaltmaya yonelik faydali etkiler olustururken (156) yogun
ve asir1 yorucu egzersizler i¢in ise literatlirde tam bir fikir birligi yoktur (151, 157, 158).
Kim ve arkadaslar1 5 haftalik %10 egim haftada 5 giin 34 m/dk yiiksek yogunluklu
antrenman periyodunun sican gastrocnemius kasindaki ER stresini azalttigini ortaya
koymustur (158). Yine benzer bir ¢calismada akut egzersizde ise DHulst ve ark. C57BL/6J
fareleri bir gece boyunca dirence karsi kosturmus ve deney sonunda ATF4 diizeyinin
arttigini ortaya koymustur (159). Calismamizda ER stresi belirteglerinden olan iskelet
kas1 ATF4 diizeyinin yogun egzersiz yapilan grupta artis gostermesi, yogun egzersizlerin

ER stresine sebep oldugu goriisiinii desteklemektedir.
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5.5. Sol Ventrikiil Kasinda Egzersizin ATF4 Uzerine Etkisi

Mevcut tez ¢aligmasinda sol ventrikiil ATF4 diizeyinin agir egzersiz yapilan
grupta kontrol grubuna gore arttigi gozlenmistir. H-Ex grubuna uygulanan zorlu
egzersizin viicuda pompalanmasi gereken kan miktar1 ¢ok artirarak kalbe ekstra is yiikii
olusturmus ve bu da kalp kasinda hasara ve ER stresine yol agmis olabilir. Ciinkii yapilan
calismalarda agir ve eksantirik egzersizlerin kalp kasinda hasar olusturarak ER stresini
dolayisiyla da ER stres parametrelerini artirdigi gosterilmistir (151). Calismamiza benzer
egzersiz protokoliinde Korkmaz ve ark. 10 hafta boyunca agirlik yiiklii ylizme egzersizi
yaptirilan siganlarda ER stresinin sol ventrikiil ATF4 diizeyinin arttifini1 ortaya
koymustur (153). Ancak hafif diizeyde uygulanan egzersizlerin kalp tizerinde ER stresine
olumsuz bir etkisinin olmadig1 gibi ER stresini azalttig1 diisliniilmektedir (154, 160).
Bozi ve ark. miyokard infarktusu olusturulan farelere orta diizeyde 8 haftalik yapilan
egzersizin kalp kasi iyilesmesini artirarak CHOP diizeyini azalttigini bildirmistir (154).
Murlasits ve ark ise siganlara 5 giin boyunca orta diizeyde treadmil egzersizi uygulamis
ve deney sonunda kalp kasinda ER stres parametrelerini degerlendirmistir (155). Elde
edilen veriler neticesinde orta diizeyde egzersizin ER stresi lizerine etkisi olmadig1 ve
CHOP, ATF3 ve ATF4 diizeyinin degismedigini belirlemistir (155). Bu sonuglar kalp
sagligl acgisindan agir egzersizden ziyade orta yogunlukta egzersiz tercih edilmesinin

gerekliligini ifade etmektedir.

5.6. Gastrocnemius Kasinda Egzersizin XBP1 Uzerine Etkisi

Elde edilen sonuglara gore gastrocnemius kasi XBP1 diizeyi yogun egzersiz
yapilan H-Ex grubunda artis gostermistir. Uzun siireli yapilan yogun ve yorucu
egzersizlerin iskelet kas yapisina zarar vererek ER stresini tetikledigi diisiiniilmektedir.
Pereira ve arkadaglar1 8 hafta boyunca siganlar1 giinliik yokus yukari kosturmus ve deney
sonunda soleus kasinda XBP1’i incelediginde ER stres parametrelerinin arttigini
gormiistiir (151). Benzer bir ¢alismada Pinto ve arkadaslar farelerde kronik yorucu
fiziksel egzersizin soleus kasinda ER stresini tetikledigini bildirmistir (157). Hulmi ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 6-7 haftalik erkek sicanlara 7 hafta boyunca
tekerlekli kosu egzersizi yaptirilmis ve elde edilen verilere gore kasta XBP1 diizeyinde
istatistiksel olarak belirgin bir artis gériilmiistiir (161).

Kim ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada C57BL/6J farelere 1 hafta boyunca

toplam kosu mesafesi ve siiresi Olciilerek kosma dayanikliligi hesaplanmistir. Elde
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edinilen sonuglara gére GRP78, ATF6, CHOP ve XBP1 diizeylerinde artis goriilmiistiir
(162).

Calismamizda c¢izgili kasta hem ATF4 ve GRP78 seviyelerinde hem de XBP1
diizeyinde benzer artislarin goériilmesi yogun egzersizin ER stresini tetikledigi yoniindeki

bulgulart desteklemektedir.
5.7. Sol Ventrikiil Kasinda Egzersizin XBP1 Uzerine EtKisi

Calismamizda ER stresor olarak bilinen sol ventrikiil XBP1 diizeyinin egzersiz
yapilan grupta diistiigii goriilmiistiir. Ayn1 deneyde sol ventrikiil kasinda ATF4, GRP78
gibi diger ER stres belirteclerinde artis goriilmesine ragmen XBP1 protein miktarinin
azalmasi ilging bulunmustur. Yapilan calismalarda ER stresine yol acabilecek diizeyde
yapilan yorucu egzersizlerin ER stres belirteglarini (ATF4, GRP78, XBP1) birlikte
yiikselttigi belirtmistir (149, 151, 157, 163). Jiao ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmada
kardiyovaskiiler uygunlugu degerlendirmek i¢in %7 egim ve 20 m/dk kosu ile baslayip
her 2 dakikada 1.5 m/dk artacak sekilde kosu bandinda egzersiz yaptirilmis ve kalp
dokusunda XBP1 proteinin mRNA ekspresyon seviyelerinde artis goriilmiistiir (164).
Arastirmamizda XBP1 diizeyinde ortaya ¢ikan farkliligin sebebine yonelik daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.8. Resveratroliin Egzersiz ve ER Stresi Uzerine Etkisi

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore, siganlardan alinan sol ventrikiil ve
gastrocnemius kaslarinda H-Ex+ RES grubunda ER stres belirteclerit GRP78, ATF4,
XBP1 protein diizeyi degerlendirildiginde H-Ex grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bir diisiis gézlemlendi. Bu durum egzersiz ve resveratroliin birlikte verilmesinin PERK
yolunu diizenlenmesinden kaynaklandigimi diisiindiirmektedir. Bunun resveratrol ve
diizenli egzersizin ER stresini engelleyebilme 6zelliginden kaynaklantyor olabilir.

a) Egzersiz ve Resveratroliin Gastrocnemius Kasi Uzerine Etkisi

Resveratroliin egzersizde performanst ve dayanikliligi artict etkiye sahip
oldugunu destekleyici yonde ¢alisma yapan Salomao ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada su akisina karsi zorlu yiizme egzersizinin her tankta 40 balik olacak sekilde
160 balik iizerinde 30 giin boyunca su akis hiz1 12.7 cm/s ile baglayip 27.5 cm/s olacak
sekilde artirilmistir. Her tanktan 8 baliin sirt ylizgecindeki epeksiyon alanindan alinan
kas drneklerinin analizi sonucunda resveratrol takviyesi (0.6 g/kg) ile uygulanan direncli
ylizme egzersizinin kas hipertrofisinde ve metabolizmasinda artis gosterdigi

belirlenmistir (165).
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Dolinsky ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢aligmada Wistar cinsi siganlara %0
egim, 10 m/dk ile baslayip son hafta 20 m/dk olacak sekilde giinliik 60 dk 12 hafta
boyunca kosu bandinda egzersiz yaptirilmistir. Resveratrol uygulamasinin (4 g/kg)
egzersiz protokolii ile birlikte uygulanmasinin soleus kasindan elde edilen verilere gore
kas kuvvetini artirdi@i gézlenmistir. Bu durum resveratroliin egzersiz performansini
artiricr yondeki goriisleri desteklemektedir (166).

Hart ve arkadaslarinin 13 aylik 24 LCR erkek si¢an {izerinde yapmis olduklar
calismada resveratrol uygulamasiin (100 mg/kg) 12 hafta boyunca 10 m/dk, giinde 30
dk, %5 egimde yapilan egzersiz lizerinde gastrocnemius kasinda elde edilen analizlerden
dayanikliligin1 degistirmedigi gézlenmistir (167).

b) Resveratroliin Gastrocnemius Kasinda ER Stres Uzerine Etkisi

Park ve arkadaslarinin 2018 yilinda farelere 16 hafta boyunca haftada 4 giin,
10-14 m/dk, 40-60 dk/giin uygulanan kosu bandi egzersizinin resveratrol (25 mg/kg)
takviyesi sonucunda iskelet kasinda GRP78 diizeyini azalttig1 saptanmistir (168).

Buna karsin Skrobuk ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada 6 saglikli
erkek bireyden lokal anestezi altinda vastus lateralis kasindan kas lifleri izole edilmis.
Izole edilen kas lifleri hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilan miyotiipler 24 saat siire
resveratrol (100 pmol/l) ile inkiibe edilmistir. ER stres cevabinda multifonksiyonel
transkripsiyon faktor olan CHOP analizi sonucunda uygulanan resveratrol takviyesinin
vastus lateralis kasinda ER stresini artirdig1 gostermislerdir (169).

Sin ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢galismada 2 aylik SAMPS erkek farelere 10 aylik
olana kadar resveratrol (4.9 mg/kg) diyet takviyesi uygulanmis, ylizme dayaniklilik
performansi 6l¢iilmiis ve deney sonunda lateral gastrocnemius kaslari alinmistir. Elde
edilen veriler sonucunda resveratroliin kas fonksiyonu ve dayanikliligimi artirdigini,
oksidatif stresi azalttig1 yoniinde veriler elde edilmistir (170).

Ardid ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada erkek Wistar cinsi si¢anlara 22 giin
boyunca 50, 100 ve 200 mg/kg resveratrol uygulamasi yapilmistir. Alinan iskelet kasinda
resveratroliin verilme dozaj1 arttikca ER stres belirtecleri olan XBP1, ATF4 ve CHOP
diizeyinde azalma goriilmiistiir (171).

¢) Egzersiz ve Resveratroliin Sol Ventrikiil Kas1 Uzerine Etkisi

Lin ve arkadaslarinin yapmis olduklari calismada 18 aylik yasli siganlara 1 ay

boyu yiizme egzersizi ile birlikte resveratrol (15 mg/kg/giin) uygulamasi yapilmistir.
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Deney sonunda resveratroliin SIRT1 sinyal yolunu aktive ederek egzersiz yapilan gruba

gore kalp dokusunda fonksiyonel agidan olumlu etkileri gézlemlenmistir (172).

Bir polifenol tiirii olan resveratrol, egzersiz sirasinda artan oksijen (O2) ihtiyacini
karsilamak i¢in mitokondriyal biyogenezi uyarir. Bu durum daha fazla mitokondri
olusumuna ve oksijen kullanimini daha verimli hale getirmeye calisir (166). Bu durumun
tersini gosteren Gliemann ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada 60-72 yas
arasi, saglikli, haftada 2 saatten az orta yogunlukta fiziksel aktivite yapan 27 erkek bireyin
her birine haftada 2 kez olacak sekilde 8 hafta siiresince yiiksek yogunluklu aralikli
egzersiz (bisiklet ergometresi) ve haftada 1 kez tam viicut devre antremant (Crossfit)
yaptirilmistir. HIIT egzersizi yaptirilan kisilerden rastgele 13 kisi secilerek giinliik 250
mg resveratrol kullanilmistir. Deney sonunda elde edilen verilere gore yaptirilan yiiksek
yogunluklu aralikli egzersizin kalp fonksiyonlari {izerinde olumlu etkileri olusturdugunu
ama resveratrol takviyesinin bu olumlu etkiyi kdorelttigi gozlenmistir (177). Bunun
nedeninin resveratroliin diisiik yogunlukta olusan diisiik diizeydeki serbest oksijen
radikallerinin hiicre fonksiyonlarimi iizerindeki diizenleyeci etkilerini engellediginden
dolay1 gerceklesmis olabilir (177). Sonug¢ olarak resveratroliin her zaman egzersiz
performansini gelistirdigi diisiincesi ¢eligkilidir. Resveratroliin tek basma mi yoksa
egzersizle birlikte uygulanmasi gerektigini anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir.

d) Resveratroliin Sol Ventrikiil Kasinda ER Stres Uzerine Etkisi

Bal ve arkadaslarinin 2022 yilinda yapmis olduklari ¢alismada hipertansif Wistar
cinsi si¢anlara 6 hafta boyunca kosu bandinda haftada 3 giin, 15-20 m/dk ve giinde 15 dk
diizenli egzersiz ve resveratrol (15 mg/kg) uygulamasinin sonucunda kardiyak
disfonksiyonu ve ER stresini belirgin diizeyde azalttig1 gozlenmistir (173).

Lin ve arkadaglarinin 2016 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada 2-3 giinliik
yenidogan Wistar cinsi siganlardan hiicre kiiltiirtinden elde edilen kardiyomiyositlere 50
UM resveratrol uygulandi. Deney sonunda GRP78, GRP94 e CHOP proteinlerine
bakildiginda resveratrol uygulamasinin ER stresini azalttig1 goriilmiistiir (174).
Resveratroliin kalp kasinda ER stresi lizerine etkinligini gosteren ¢alismalarin yetersiz
olmasindan dolay1 daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut tez c¢alismamizin sonuglarma gore sol ventrikiilde resveratrol

uygulamasinin egzersiz ile artmis olan GRP78 ve ATF4 seviyelerini diisiirdiiglinii ancak

34



XBP1 seviyesinin ise egzersize bagli olarak diismiis olan XBP1 diizeyini daha da azalttig1
goriildii.

Resveratroliin ¢esitli dokularda ER stresi lizerinde etkinligi arastirilmistir. Zhao
ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada C57BL/6J farelerine giinde resveratrol
(60 mg/kg) verilmesi sonucu 12 haftanin sonunda karaciger dokusunda ATF4 diizeyinde
azalma oldugu goriilmiistiir. Bu durum resveratroliin endoplazmik retikulum stresini
onemli derecede azaltabilecegini gostermistir (175).

Resveratrol benzeri polifenol bir bilesik olan kurkimin iizerine Zhang ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada Sprague Dawley sicanlarina haftada 4 giin 8
hafta boyunca kurkimin uygulamasindan 4 saat sonra egzersiz uygulanmistir. Aerobik
kosu band1 egzersizinin kurkumin ile birlesimi sonucu ER stresi yumurtalik dokusunda
IRE1a-XBP1 seviyesinde azalma goriilmiistiir (176).

Bagka ¢aligmalarda sicanlara bir ay siiren ylizme egzersizi ile birlikte resveratrol
(15 mg/kg/giin) uygulamasinin oksidatif stres tizerinde olumlu etkisini gostermislerdir
ve ayrica bazi durumlarda ise uygulanan resveratrol dozunun (3.1 mg/kg/giin) (177, 178),
genellikle hayvan deneylerinde olumlu etkiler olusturan resveratrol dozundan
(10 mg/kg/glin) diisiik olmasina ragmen olumlu etkileri gorilmistiir. Bu durumdan
calismada kullanilan resveratrol dozunun deney tiirline gore belirlenmesi gerektigini
c¢ikartabiliriz. Bu duruma en iyi 6rnek Laupheimer ve arkadaslarinin Londra maratonunda
kosan sporcular {lizerinde yapmis olduklar1 bir ¢calismada kosudan 6nce sporculara 600
mg/giin resveratrol verilmis ve sonucunda resveratrol verilen grup ile plasebo grup
arasinda kas dokusunda anlamli farklilik bulunamamistir (179). Benzer bir calismada,
Scribbans ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada haftada 3 giin 4 hafta boyunca siiren
yiiksek yoguluklu aralikli antreman (HIIT) ile resveratrol (150 mg) uygulamasinin kas
fonksiyonu iizerinde herhangi bir yamiti gozlenmemistir (180). Ancak yapilan
arastirmalarin azhifindan dolayi, resveratrol ve egzersizin ER stresi iizerindeki etki

mekanizmasinin anlagilmasi i¢in daha detayli ¢aligsmalar yapilmasi gerekir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1- Yiiksek yogunlukta yapilan yiizme egzersizi hem kalp hem de iskelet kasinda
ER stresini artirmistir. Bu yilizden 6zellikle yiizme egzersizlerinde kalp ve iskelet kas
sagliginin korunmasi adina orta siddette, ¢ok yorucu ve siiresi uzun olmayan egzersizlerin

tercih edilmesinde yarar vardir.

2- ER stres belirteglerinden XBP1 diizeyi yogun egzersiz uygulanan H-Ex grupta
kontrol grubuna gore iskelet kasinda artarken kalp kasinda ise azaldig1 goriilmiistiir. Bu
beklenmedik bulguyu aydinlatmak i¢in agir egzersiz yaptirilan deneklerin kalp kasinda
XBP1’e yonelik mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

3- Siddetli yiizme egzersizi yaptirilan sicanlarda siddetli ylizme egzersizi+RES
gruptaki sicanlara gore resveratrol sol ventrikiil ve gastrocnemius kasinda ER stres
belirteci olan GRP78 ve ATF4 diizeyinin artisin1 engelledi. XBP1 seviyesinin ise
resveratrol uygulanan siganlarda sol ventrikiil kasinda kontrol grubuna ve yogun egzersiz
yapilan gruba gore daha diisiik oldugu goriildii. Ancak ¢izgili kasta ise resveratrol XBP1

protein diizeyinin yiikselmesini engelledi.

4- Bu tez calismasinda resveratroliin yogun egzersiz programinin tetikledigi ER
stresini 6nemli bir derece azalttig1 belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére yogun
egzersiz programinin uygulanmasi gerektigi zorunlu durumlarda resveratrol hem kalp
hem de iskelet kas sagliginin korunmasi bakimindan 6énemli olabilir. Bu ¢alismada elde
edilen bulgularin zorlu egzersiz yaptirilan sporcularda yapilacak klinik ¢alismalarla teyit

edilmesi gerekir.
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