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OZET

Kurut Desteginin Kemik Metabolizmasi, Kas Dokusu ve Oksidatif Stres

Parametrelerine Etkisi

Amag: Arastirmanin amaci kurut desteginin siganlarda kemik metabolizmasi, kas
dokusu ve oksidatif stres parametrelerine etkisini incelemekti.

Materyal ve Metot: Tam deneysel olan arastirma 14-16 haftalik 250-300 g
Wistar cinsi Albino 42 adet erkek sicanla yapildi. Sicanlar tek korleme yontemi ile
kontrol (K), Kurut (KR) ve Whey (W) Egzersiz (E), Egzersiz+Kurut (E+KR) ve
Egzersiz+tWhey (E+W) seklinde alti gruba ayrildi. Kurut ve whey destegi egzersiz
sonrasinda gavaj yoluyla 1.8 g/kg/giin olacak sekilde uygulandi. Sicanlara 14 hafta
boyunca haftada {i¢ giin arttirmali ylizme egzersizi yaptirildi. Arastirmanin bitiminde
sicanlardan kan ve kas dokusu ornekleri alindi. Kemik yapim parametrelerinden
Alkalenfosfataz (ALP) ve Osteokalsin (OC), soleus ve quadriceps kasindaki histolojik
degisimler ve oksidatif stres parametrelerinden Katalaz (CAT), Glutatyon (GSH),
Malondialdehit (MDA) ve Siiperoksitdismutaz (SOD) aktivite diizeyleri incelendi.
Verilerin analizde Kruskal Wallis-H ve Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
kullanildi.

Bulgular: Kemik yapim belirtecleri ve histolojik parametreler incelendiginde
E+KR grubu ile K, KR, W ve E gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu (p<0.05), fakat E+W grubu ile arasinda anlamli bir fark olmadigi (p<0.05) tespit
edildi. Oksidatif stres parametrelerinde ise E+KR grubu ile E grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu (p<0.05) ancak E+W grubu ile arasinda anlamli bir fark
olmadig: gorildii (p<0.05).

Sonug¢: Sonug olarak kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasinin ratlarin
kemik metabolizmasi, kas dokusu ve oksidatif stres parametrelerini olumlu yo6nde
etkiledigi sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Kas dokusu, Kemik metablizmasi, Kurut, Oksidatif stres,
Whey.
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ABSTRACT

Effect of Kurut Supplement on Bone Metabolism, Muscle Tissue and Oxidative

Stress Parameters

Aim: The aim of the study was to examine the effect of kurut supplementation on
bone metabolism, muscle tissue and oxidative stress parameters in rats.

Material and Method: The fully experimental study was conducted with 42 male
Wistar albino rats, 14-16 weeks old, 250-300 g. Rats were divided into six groups as
Kontrol (K), Kurut (KR) and Whey (W) Exercise (E), Exercise+Kurut (E+KR) and
Exercise+Whey (E+W) by single blinding method. Kurut and whey supplementation was
administered at a rate of 1.8 g/kg/day via gavage after exercise. Rats were given
incremental swimming exercises three days a week for 14 weeks. At the end of the study,
blood and muscle tissue samples were taken from the rats. The bone formation
parameters such as Alkalinephosphatase (ALP) and Osteocalcin (OC), histological
changes in soleus and quadriceps muscle, and the oxidative stress parameters Catalase
(CAT), Glutathione (GSH), Malondialdehyde (MDA) and Superoxide dismutase (SOD)
activity levels were examined. Kruskal Wallis-H and Mann-Whitney U test with
Bonferroni correction were used in the analysis of the data.

Results: When the bone formation markers and histological parameters were
examined, it was found that there was a statistically significant difference between the
E+KR group and the K, KR, W and E groups (p<0.05), but there was no significant
difference between the E+W group (p<0.05). There was a statistically significant
difference between the E+KR group and the E group (p<0.05), but there was no
significant difference between the E+W group in terms of oxidative stress parameters
(p<0.05).

Conclusion: As a result, it can be said that exercise administration together with
kurut support positively affects bone metabolism, muscle tissue and oxidative stress
parameters of rats.

Key Words: Bone metabolism, Kurut, Muscle tissue, Oxidative stress, Whey.
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1. GIRIS

Kullanim amaci ve saklama siiresine gore cesitli iriinlere doniistiiriilerek
tiikketilen siit, beslenmede onemli bir yere sahiptir. Ozellikle siitiin fermentasyonu ile
olusan yogurt en ¢ok tiiketilen siit triiniidiir (1). Ancak igeriginde canli organizma
bulunmasi yogurdu korunmasi zor bir iiriin haline getirmektedir. Yogurdu bozulmaya
kars1 korumanin gesitli yontemleri bulunmaktadir (2). Bu yontemlerden birisi kurut
(kes) yaparak saklamaktir (3). Kurut, yogurda tuz atip yagimi aldiktan sonra kalan
kismint siiziip glineste kurumaya birakarak veya kalan kismini kaynatilip olusan pihtiy1
stiziip glineste kurutmaya birakarak elde edilebilmektedir (4). Giineste kurutularak elde
edildiginden kurut olarak adlandirilmaktadir (5). Kurut biinyesinde tuz, protein, yag,
laktik asit, degisik oranlarda vitamin ve minareller barindirmaktadir. Yapim sekline
gore degismekle birlikte icerisinde ¢ok yiiksek oranda protein bulunmaktadir (6). Bu
proteinler yiiksek kalitelidir ve tiim esansiyel (temel) amino asitleride icermektedir (7).
Proteinler viicudun elzem amino asitlere olan gereksiniminde, biiyiime ve yeni
dokularin yapiminda, yipranan dokularin onariminda, enzimlerin ve hormonlarin
yapiminda, sinirsel uyarilarin iletiminde, destek ve hareket olanagi saglamada, viicudun
hastaliklara karst korunmasinda, 6demlere sebebiyet veren sivilarin toplanmasini
onlemede, sivi ve elektrolit dengesinin korunmasinda, viicutta yeterli enerji kaynagi
kalmadiginda enerji saglamada, kanin pihtilagsmasinda ve organizmada tagima gdrevine
destek olmada etkin olarak rol alirlar (8). Proteinler birgok besin 6gesinde bulundugu
gibi siittede yogun olarak bulunmaktadir. Siitte bulunan proteinler temelde iki tiptir.
Bularin birisi peynir alt1 suyu (whey) digeri de kazeindir. Ingilizce terminolojide whey
olarak adlandirilan peynir alti suyu (PAS) veya siit serumu, peynir yapiminda ortaya
¢ikan yan lrlindiir. PAS zorlu birkag asamadan gegirilerek gida endiistrisinde
kullanilmak amaciyla toz haline getirilmektedir (9). Sporcular {izerinde yapilan
arastirmalarda toz formundaki wheyin yagsiz kas kiitlesini arttirdigi, viicut yag oranini

azalttigi, kemik metabolizmasmi iyilestirdigi ve oksidatif hasar1 = Onledigi
bildirilmektedir (7, 10, 11).

1.1. Arastirmanin Amaci ve Ozgiin Degeri
Alanyazinda kurut’un yoresel yapim sekilleri ve igerik analizleri {izerine bir¢cok
arastirma bulunmasina ragmen metabolik ve fizyolojik etkileri iizerine yapilmis bir

aragtirma bulunmamaktadir. Whey proteinin sporcular iizerindeki olumlu etkileri g6z



oniinde bulunduruldugunda kurutunda kemik metabolizmasi, kas dokusu ve oksidatif
stres parametreleri lizerine olumlu etki yaratabilecegi diistiniilebilir. Bu baglamda
arastirma kurut desteginin ratlarda (sigan) kemik metabolizmasi, kas dokusu ve
oksidatif stres parametrelerine etkisini incelemeyi amagladi.

Geleneksel yontemlerle ekonomik ve kolay iiretilen kurut, milyonlarca dolarlik
ticari hacmi bulunan whey proteine, fizyolojik ve metabolik yonden alternatif olarak
kullanilabilir. Bu durumunda iilke ekonomisine yiiksek katma deger saglayabilecegi

distinilebilir.

1.2. Problem Ciimlesi
Kurut desteginin kemik metabolizmasi, kas dokusu ve oksidatif stres

parametrelerine etkisi var midir?

1.3. Arastirmanin Sinirhiliklar:

Calisma 42 adet erkek Wistar Albino siganla sinirhdir.

Calismadaki analizler kan ve kas dokulari ile sinirlidir.

Calismada uygulanan beslenme protokolii genel beslenme ve destek iiriinlerle

smirlidir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari
Gavajla destek gidalarin eksiksiz verildigi varsayildi.

Deneklerde stres olusturmadan dekapitasyonun gergeklestirildigi varsayildi.

1.5. Hipotezler

Kurut desteginin kemik metabolizmasi, kas dokusu ve oksidatif stres
parametrelerine olasi etkileri ile ilgili hipotezler asagida siralanmistir.

H1: Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi kemik metabolizmasin
olumlu yonde etkilemektedir.

H2: Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi kas dokusunu histopatolojik
olarak olumlu yonde etkilemektedir.

H3: Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi oksidatif stres parametrelerini
olumlu yonde etkilemektedir.

H4: Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi kemik metabolizmasini1 whey
proteine olanla daha fazla olumlu yonde etkilemektedir.

HS5: Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi kas dokusunu histopatolojik

olarak whey proteine olanla daha fazla olumlu yonde etkilemektedir.



H6: Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi oksidatif stres parametrelerini

whey proteine olanla daha fazla olumlu yonde etkilemektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein

Proteinler, amino asit yapitaslarindan olusan, hiicrelerin ve dokularin yapisina
katilan, yapici ve onarict Ozellik gosteren molekiillerdir. Proteinler biiyiime ve
gelisimde, yaralarin ve hasarin onariminda rol alan son derece énemli besin 6geleridir.
Ayrica asir1 enerjiye ihtiya¢ duyuldugunda karbonhidratlar ve yaglardan sonra enerji
kaynagi olarak da kullanilabilmektedir. Canlilarin yapisinda kullanilabilen 20 farkli
¢esit amino asit bulunmaktadir. Bu amino asitlerden 12’sini insan viicudu
sentezleyebilmektedir. Insan viicudunda sentezlenemeyen sekiz amino asit yapisiada
temel amino asitler denilmektedir. izoldsin, 16sin, lizin, fenilalanin, treonin, metyonin,
triptofan ve valinden olusan temel amino asitler viicutta iiretilemedigi i¢in disaridan
alinmaktadir (12). Protein sentezinin viicutta tamamlanabilmesi i¢in amino asitlerin
hepsine ihtiyaci vardir. Tiim amino asit yapisint barindiran proteinler ise tam protein
olarak adlandirilmaktadir (13). Tam proteinler besin Ggelerinin  tiirline gore
smiflandirilabilmektedir (14).

2.1.1. Protein Cesitleri
Et, siit ve yumurta gibi hayvansal kaynakli veya soya gibi bitkisel kaynakl
proteinler temel amino asitler yoniinden zengin besinlerdir. Temel amino asit

iceriklerine gore proteinler siit, soya Ve yumurta proteini olarak siniflandirilabilmektedir
(13).

Siit proteinleri
Sit proteinleri, serum proteini (whey) ve kazein olarak iki temel gruba
ayrilmaktadir (15).

Whey Protein

M.O. 5000’lerde peynir yapmaya baslayan insanoglu PAS’1 gereksiz atik olarak
gordiigii i¢in kullanmamustir. Yillar gectikge bu alg1 biraz degismis ve Orta Cag’da
eczacilik alaninda yaniklarda kullanilan yagsiz merhem iiretiminde ve sa¢ bakiminda
kullanilmaya baslanmistir. Cok nadirde olsa yiyecek olarakda tiiketilmistir (16).

Peynir iiretimindeki talep arttik¢a atik olarak goriilen PAS’da iiretimide artmustir.
PAS dogal yapis1 geregi dogada kolaylikla bozulmamaktadir (17). Bu yiizden gevreye
direkt birakilan (derelere veya gollere) PAS’da doga tahribatina neden olusmustur.
Oyleki 1 It PAS’mn tahribat1 bir kisinin giinliik cevreye verdigi tahribatla esdeger
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goriilmiistiir. Dogaya direk birakilan PAS suda yasayan canlilar1 etkilemis ve canlilarin
toplu 6liimlere neden olmustur (18-21). ilerleyen yillarda uygulanan kisitlamalar, PAS’1
sanayide alternatif tirtin olarak kullanilmasinin 6niinii agmistir (16).

Glinimiizde PAS’tan whey protein konsantreleri, izolatlar ve karisimlar gibi
yiiksek katma degerli {irlinler iretilmeye baslanmistir (22, 23). Bu endiistride
ultrafiltrasyon ayirma teknigine gegmek iiretim ve kullanimi yayginlastirmistir (23, 24).
Fermantasyon, membranfiltrasyonu ve enzimatik hidroliz gibi farkli teknikler PAS’1n
gida ve ilag firmalan tarafindan toz, icecek, kapsiil ve tablet gibi ¢esitli formlara
doniistiiriilerek tiretimini gittikge yayginlastirmistir (25).

Diger protein tiirlerine gore temel amino asitlerin tiimiini barindirdigindan whey
protein tam protein olarak kabul edilmektedir. Bir besin 6gesinin viicut tarafindan hizl
ve etkin kullanilabildigi Biyolojik Deger (BD) ile belirlenmektedir. Protein kalitesi
degeri Ol¢limlerinde BD disinda Kimyasal Skor (KS) ve Net Protein Kullanimi1 (NPK)
gibi parametrelerde kullanilmaktadir. KS protein kaynagindaki temel amino asitlerin
konsantrasyonunu belirtmekte, NPK ise, organizmada yeni protein sentezi olusturmada
kaynak proteinin saglayabildigi amino asit miktarin1 belirtmektedir (26). Protein

kaynaklarindaki biyolojik etkinlikler asagida sunulmustur (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Protein kaynaklarindaki biyolojik etkinliklerin karsilastirilmasi (26).

Protein BD KS NPK
Whey 104 >100 92
Soya 100 >100 94
Kasin 71 82 76
Yumurta 74 61 61

Whey Proteinlerin Biyolojik Aktiviteleri

Saglik {izerinde olumlu etkileri bulunan 6zel molekiil kaynaklarina, biyoaktif
peptitler denilmektedir. Biyoaktif peptitlerde dogal proteinlerin iginde kodlanmis olan
0zel amino asit dizilimlerinden olugsmaktadirlar. Whey proteinler de biyoaktif peptit
yoniinden oldukga zengindir (27-29). Biyoaktif peptitler kas gelisimini ve glutatyon
sentezini saglayan (28, 30-32), egzersiz sonucu olusan hasari ve kas kayiplarini 6nleyen
(33-35) ve demir baglama ozelligi gostererek dayanikliligi arttiran Ozellesmis

molekiillerdir (36).



Whey Proteinin Organizmadaki Etki Mekanizmalari
Whey proteinin organizmada farkli etki mekanizmalar1 bulunmaktadir. Kemik,

kas ve oksidatif parametreleri iizerine etkileri asagida sunulmustur.

Whey Proteinin Kemik Metabolizmas1 Uzerine Etkisi

Whey proteinde bulunan laktoferrin kemik olusumunun 6nciilii olan osteoblast
aktiviteye yol a¢cmaktadir. Osteoblast aktivite kemik mineral yogunlugu ile direkt
iliskilidir (37). Kemik mineral yogunlugu i¢in organizmaya yeterli miktarda kalsiyum
alimimi saglamak ¢ok onemlidir. Kalsiyum kemiklerde depolandigi igin optimal kemik
kitlesi i¢in ¢ok gereklidir. Arastimalar giinlik 40 mg siit proteinin kemik mineral

yogunlugunu anlamli derecede artirdigini gostermistir (38).

Whey Proteinin Kas Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Sporcu beslenmesinde dnemli bir yere sahip olan whey protein hem egzersiz
oncesi hemde egzersiz sonrasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Arastirmalar whey
protein desteginin kas kiitlesi kaybini azaltigini, viicut kompozisyonunu korudugunu,
protein sentezini sagladigini, kasta hipertrofi olusturdugunu, egzersize bagli kas hasarini

onardigini ve yag yakimini arttirdigini gostermektedir (36, 39-41).

Whey Proteinin Antioksidan Etkisi

Whey protein, glutatyon iiretiminde gerekli olan sistein agisindan oldukga
zengindir. Glutatyon, hemen hemen her hiicre iginde bulunan sistein, glisin ve
glutamattan olusan bir molekiildiir. Glutatyon, hiicreleri serbest radikallere, peroksitlere

ve agir metallere kars1 koruyan esas antioksidandir (42-44).

Kazein Protein

Kazein, siit proteinlerinin tahmini % 80'ini olugturmaktadir. Kazein siitiin dogal
yapisinda yer alan ve bazi inorganik bilesenleri (kalsiyum, magnezyum ve fosfat gibi)
barindiran proteindir (45). Sadece siitte bulunan bir protein olan kazein 4 temel
bilesenden olugmaktadir. Bunlar; asl, as-2, p ve «-kazeindir. Bu protein
fraksiyonlarinin molekiil agirliklar izoelektrik noktalar1 ve aminoasit kompozisyonlari
aralarinda farklilik gostermektedir (46, 47). Kazein whey proteine kiyasla daha yavas
sindirilir. Bu nedenle sporcular kazeini gece boyunca uykuda protein kaybini dnlemek

ve kas hasari onarimini saglamak i¢in kullanmaktadir (48).



Soya proteini

Ik kez 1904 yilinda George Washington Carver’in kesfettigi soya proteini, tahil
proteinlerini tamamlayan bazi temel amino asitlerce zengin bir kaynaktir (49, 48).
Oyleki 8 temel amino asidin tiimiinii barindirmaktadir. Esas olarak asidik amino
asitlerden, bunlara karsilik gelen amidlerden, polar olmayan amino asitlerden, bazik
amino asitlerden ve yiiksiiz polar amino asitlerden olusmaktadir. Soya proteinlerinin
bliyiik kismi, tuz ¢ozeltilerinde ¢oziilebilen globiilinlerden olusur. Ham tohumlarinda
veya 1sitilmamis halindeki proteinin yaklasik % 80'i notr veya alkali kosullarda

ekstrakte edilebilir (50-52).

Yumurta Proteini

Yumurta kabuk, ak ve sar1 olmak iizere lic ana kisimdan olusur. Protein,
yumurtanin ti¢ kismindada bulunur fakat asil protein kaynagi ak kismidir (53). Yumurta
proteini, beslenmede ve gelisimde gerekli olan tim amino asitleri barindiran ve
miikemmel sindirilebilen bir besindir (54). Yumurta akinin igerigindeki protein miktari
ve c¢esitleri yiiksek ¢oziiniirliikli analitik tekniklerle belirlenebilmektedir (55). Yapilan
bir aragtirmada yumurtanin 78 yumurta aki proteini barindirdig tespit edilmistir (56).

2.2. Kurut

Yogurt, laktik asit fermantasyonu ile elde edildiginden igeriginde canli laktik asit
bakterileri barindiran, besin degeri ¢ok yiiksek bir siit tiriiniidiir (57). Besleyici degeri
¢ok yiiksek olmasina ragmen yogurdun raf omrii olduk¢a kisadir (58). Yogurdun
bozulmasii 6nlemek i¢in tuzlama, pisirme, 1sitma ya da havayla temasimi kesme gibi
cesitli yontemler kullanilabilmektedir. Giineste kurutarak muhafaza etme yontemi de
yaygin olarak kullanilmaktadir (59). Kurutarak gidalar1 koruma bilinen en eski
yontemdir. Giinlimiizde giineste kurutma yontemi halda bazi besin maddelerinin
muhafazasi da yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu uygulamanin amaci gidanin i¢indeki
su miktarini azaltmaktir. Gidalardaki mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in suya
thtiyact  vardir.  Gidalarin  igerisindeki su  miktar1  diistiiglinde  (<0.85)
mikroorganizmalarin gelisimi de durmaktadir (60-62). Giineste kurutma ucuz, kolay, az
is¢ilik ve az ekipman gerektiren bir muhafaza yontemidir (62). Bu yontemle de yogurt
uzun siire bozulmaya karsi dayanikli hale getirilebilmektedir (3). Yapim seklinden

kaynakl1 bu tiriinde kurut denilmektedir (5).



2.2.1. Kurutun Tarihcesi

Toplumdaki aliskanliklar, inanglar, gelenekler ve gorenekler insanlarin beslenme
kiiltiirtinii etkilemektedir (63). Tarihsel gegmis olduk¢a uzun olan Tiirk topluluklarinin
konargbcer yasam tarzi mutfak ve beslenme kiiltiirlerine yansmmistir (64). Tirkler
konargdger yasam tarzinin geregi olarak hayvancikla ilgilenmislerdir. Hayvanciliktan
elde ettikleri triinler de beslenme Kkiiltiirlerini etkilemistir (65). Bugiin bile Orta
Asya’daki konargbdger yapinin yansimalari besinleri gilineste kurutarak uzun siire
saklayabilme yonii ile Tiirk mutfaginda devam ettirilmektedir (64, 66, 67).

Divani Liigati’t-Tirk, Tiirk topluluklarinin yasam tarzina yansiyan kavramlari
aciklayan bir eserdir. Siitten elde edilen kurut kavrami da Divani Liigati’t-Tirk’te
gecmektedir (68). ibn Kuteybe kurutun Orta Asya Tiirkleri ile birlikte Anadolu’ya
geldigini bildirmistir (69). Kurut deyisini Mogollar eski Tiirklerden alarak “kis azi1g1” ya
da “savas az11” anlaminda kullanmislardir. Oyleki Cengiz Han’m savaslarda ordusuna
kumanya olarak kurut kullandirdig: bildirilmektedir. XIII. yiizyilda Orta Asya’ya giden
Avrupali elgiler, kitaplarinda kututtan “Grut” olarak bahsetmislerdir. Kurut Selguklu
donemindeki atasozlerine ‘“kurutlug kisi” olarak kullanilmistir (70). Bunun yaninda
kiltirimiizde “kurutunu yap, keyfine bak” gibi atasozlerinde de kuruttan
bahsedilmektedir (71).

2.2.2. Kurut Yapimi

Kurut ¢esitli yorelerde farkli yontemlerle tiretilmekdir. Yapim yontemlerinden
birisi soyledir: Cig siit, siiziildiikten sonra 15-20 dakika kaynatilir. Ardindan yaklasik 43
°C’ye gelene kadar sogutulur. Iliyan siite % 1-2 oraninda yogurt eklenerek mayalanma
(fermente) islemi gerceklestirilir. Daha sonra ortalama 37 °C’de en az 3 saat bekletilir
(inkiibasyon). Elde edilen yogurda su ilave edilerek yayiklama islemi gergeklestirilir.
Yayiklama isleminden sonra yogurdun iizerinde toplanan yag alinir ve geriye kalan
kisim 25-30 dakika kaynatilir. Olusan tortu bez torbalara doldurularak siiziiliir. Stizme
isleminden sonra istege gore tuz ilave edilir. Yogurma isleminin ardindan 20-50 g
arasindaki parcalara ayrilir ve elle sekil verilir. Kiigiik pargalar temiz bir bez iizerine
konularak giineste 1-2 hafta kuruyana kadar bekletilir. Elde edilen kurutlar serin ve kuru
yerde uzun siire muhafaza edilmek iizere saklanir (72-74). Bir bagka yontemde ise inek
stitii kaynatildiktan sonra kaymagi alinir. Fermente i¢in uygun sicakliga ulastiginda
yogurt mayalanir. Olusan yogurt sogutulduktan sonra bez torbaya alinir. Bez torbada bir

gece boyunca siiziilen yogurda istenilen oranda tuz eklendikten sonra elde edilen iiriine



degisik sekiller verilerek kurutulmaya birakilir. Giines altinda 1-2 hafta kurutulduktan
sonra uygun ortamda saklanmak iizere kurut elde edilir. Uretim sekillerinden bir baskas1
da katik kesi’dir. Siit veya yogurt yagi alinmadan 1sitilarak ¢oktiiriiliir. Olusan tortu bez
torbaya alinarak siiziiliir. Tuz eklendikten sonra topag sekli verilir. Istege gore igine
corek otu da katilabilir. Elde edilen topa¢ seklindeki pargalar 10-15 gilin giineste
kurutulduktan sonra uygun ortamda muhafaza edilir (75, 76). Ortalama bir kilogram

kurut elde edebilmek i¢in, tahmini 15-17 kg yogurda ihtiya¢ duyulmaktadir (76).

2.2.3. Kurutun Tiiketim Sekilleri

Yorelere gore kes, kesiik, kis veya kesk gibi farkli adlarla anilan kurut, iilke
genelinde geleneksel yontemlerle yaygin olarak iiretilmekte ve tiiketilmektedir. Kurut;
su ilave edilip icecek olarak, sicak su eklenip peynir gibi siitiin fermantasyonunda maya
olarak, toz haline getirildikten sonra gorba olarak ve bunun yaninda kiymali patlican,
manti, makarna ve bazi yoresel yemeklerle eklenerek de tiiketilebilmektedir. Kiigiik
parcalar halinde {iretildiginden tiiketimi kolay ve ekonomiktir. Muhafazasi 1iyi

yapildiginda birkag y1l dayanmaktadir (72, 75-77).

2.2.4. Kurutun Icerik Analizleri
Kurut, yag orani oldukg¢a diisiik, protein ve mineral yoniinden ise oldukga
zengin bir besindir (78). Alanyazinda kurut igerigi iizerine yapilmis bir¢ok aragtirma

bulunmaktadir. Bu arastirmalarin igerik 6zetleri Tablo 2.2°de sunulmustur.

Tablo 2.2. Kurut ile ilgili yapilan igerik analizi arastirmalari

Kuru madde  Protein Yag Tuz Titrasyon Kiil

Referanslar orani orani orani orani asitligi degeri orani
(%) (%) (%) (%) °SH (%)

Kalender ve Giizeller (3) 89.58 73.44 4.40 2.54
Patir ve Ates (70) 89.04 32.94 12.85 11.79
Eralp (74) 80.03 52.35 11.07 9.11 21.20
Kamber (76) 87.90 255 45.9 6.7 2.9
Karabulut (78) 84.25 53.60 8.57 9.95 11.08
Giirbiiz vd. (79) 84.46 12.51 2.32
Mollabashi ve Aydemir (80) 81.44 50.74 12.53 9.63 1.80
Seckin vd. (81) 81.14 26.32 15.50 12.30 9.90
Atasever ve Atasever (82) 87.86 56.01 16.69 9,73 4.1
Adam (83) 81.03 52.35 11.07 9.11
Giiven ve Karaca (84) 86.86 53.41 8.44 10.44



AKkyiiz vd. (85) 85.51 54.64 12.18 1.18 14.89

AKyiiz ve Giiliimser (86) 79.69 52.89 10.58 9.66 59.75
Soltani ve Giizeller (87) 76.62 51.74 9.17 9.77 1.40
Aydemir (88) 86.62 49.67 15.48 10.15 1.84
Ogbaei ve Prakash (89) 60.00

2.3. Kemik Metabolizmasi

Yasam boyu siirekli kendini yenileyen kemik, dayanikli ve karmasik bir dokuya
sahiptir (91). Kemigin viicutta hareketi saglamak, kemik iligi ve yasamsal organlari
korumak, kalsiyum ve fosfor gibi minerallere depo anani olusturmak gibi gorevleri
bulunmaktadir (92). Kemik osteoblast, osteosit ve osteoklast hiicrelerden olusmaktadir
(93, 94). Osteoblastlar kemik yapimini saglayan, kemik matriksini sentezleyen ve
mineralizasyonu diizenleyen hiicrelerdir (95). Osteositler ara madde sentezinde ve
kemik yapiminda gorev alan hiicrelerdir. Osteoklastlar ise kemik yiizeyindeki
bosluklarda veya kemik yiizeyinde bulunan hiicrelerdir. Ortamda bulunan kalsiyumun
yogunlugu osteoklast aktiviteyi olumlu veya olumsuz yonde etkileyebilmektedir (96,
97).

2.3.1. Egzersiz ve Kemik Metabolizmasi

Kemiklerde yapim ve yikim faaliyetleri hayat boyu devam etmektedir. Yasamin
ilk dénemlerinde yapim, yikimdan daha fazla iken, ilerleyen dénemlerinde yapim ve
yikim faaliyetleri esitlenir. Yas ilerledik¢e de yikim yapimdan daha fazla hale gelir.
Wolf yasasima gore kemik kiitlesi yiikiin biiyiikliigline ve yliklenme bolgesine baglh
olarak degisime ugrar ve kemige yiik bindikce kiitleside artar (98). Fiziksel aktivitede,
kemige yiik binmesini sagladig1 i¢in kemik kiitlesinde artis meydana (99). Diizenli
yapilan egzersiz, kemikteki yikimi azaltir ve 06zellikle kadinlarda sik¢a goriilen
osteoporoz olusumunu yavaglatir (100). Egzersizin olusturdugu fiziki stres yeni kemik

yapiminda gerekli olan osteoblastlart uyarir (101).

2.4. Kas Hasan

Kas hasart ilk kez 1902 yilinda siddetli ve alisilmadik egzersizden sonra kaslarda
olusan tilkkenme, giicsiizliik, fonksiyon kayb1 ve agr1 durumu olarak tanimlanmistir. Kas
hasar1, kastaki biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerle degerlendirilir.
Kas hasar iki yolla agiklanmaktadir. Birincisi kas iskemisi ile olusan bazi metabolik ve
kimyasal doku hasarilari, ikincisi ise hiicre i¢i kalsiyum yogunlugunun hiicre dist

kaynaklardan gelen kalsiyumla artmasi durumunda olusan miyofibriler hasarlardir

10



(118). Goriintilleme teknikleri ile miyofibrillerin histopatolojik goriiniimlerindeki

yapisal degisiklikler tespit edilir ve buda kas hasarinin belirteci olarak kullanilmaktadir

(119, 120).

2.5. Egzersiz ve Kas Hasari

Yorucu ve alisilmamig aktiviteler iskelet kasinda hasara neden olmakta ve bu
durumda fiziksel performansi olumsuz yonde ectkilemektedir. Aerobik ve anaerobik
egzersiz tipleri organizmada farkli diizeyde kas hasarlarina neden olabilmektedir (121).
Aerobik egzersiz tiplerinden biri olan direng egzersizi de kas dokusunda hasar
olusturabilmektedir (122, 123). Olusan kas hasarinin belirtecleri egzersizi takip eden
24-48 saat arahiginda ortaya c¢ikmaktadir (122, 124). Arastirmalarda protein igerikli
uygun bir beslenmenin egzersizle olusan kas hasarini daha hizli onarabildigini
gostermektedir (125).

2.5.1. Serbest Radikaller

Notr bir atomda proton ve elektron sayilart esittir. Elektron almak veya vermek
atomu elektiriksel olarak yiiklii hale getirir (90). Atomun en dis yoriingesinde
elektronlarin ¢ift hale gelmeden olusturdugu yapi serbest radikal olarak adlandirilir
(102). Besinlerin oksijenle enerjiye doniisiimii atomlarin yapisinda reaktif meydana
getirir. Bu durumda organizmada serbest radikal olusumu olarak tanimlanir (103).
Serbest radikallerin asir1 iiretimi organizmada hiicre ve doku hasarina neden olmaktadir
(104). Serbest radikallerin organizmada olusturdugu zararl etkileri engellemek igin de
enzimatik Katalaz (CAT), Glutayon (GSH) ve Siiperoksitdismutaz (SOD) ve enzimatik
olmayan Malondialdehit (MDA) antioksidan savunma sistemleri devreye girmektedir
(105).

2.6. Oksidatif Stres
Organizmada serbest radikal iretimi ile enzimatik veya enzimatik olamayan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin olusmamasi durumu oksidatif stres

olarak kabul edilmektedir.

Catalaz (CAT)
CAT, Tetramerik hemoprotein yapili bir enzimdir. CAT hayvansal
organizmalarin 6zellikle karaciger ve eritrositlerde yogun olarak bulunur. Iskelet

kaslari, beyin ve kalp dokusu diisiik miktarlarda CAT icermektedir. CAT yiiksek
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konsantrasyonla olusan hidrojen peroksidi su ve atomik oksijene indirgemektedir (42-
44, 106).

2H,0, — 2H,0 + Oy

Glutatyon (GSH)

GSH, basta karaciger dokusu olmak tizere hemen hemen her hiicre i¢inde
bulunan sistein, glisin ve glutamattan olusan bir molekiildiir. Glutatyon, hiicreleri
serbest radikallere, peroksitlere ve agir metallere karsi koruyan esas antioksidanlardir
(42, 43, 44, 107). GSH, kataliz olaylarinda, hiicre i¢i reaksiyonlarda, metabolizmada ve
amino asitlerin tasinmasinda 6nemli role sahiptir. Hiicreleri serbest radikallere, eksojen

ve endojen kaynakli toksik bilesiklere ve reaktif oksijen tiirlerine karsi korur (108).

Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu, hiicre zarmin akiskanligini degistirerek hiicre zarindaki
lipidlerde yapisal bozukluk olusturur, bu durumda konsantrasyon dengesinin
kapasitesini diisiirerek inflamasyona ve hiicre zari gegirgenliginde artisa neden olur
(109). MDA, lipit peroksidasyonu sonucunda olusan en 6nemli iriiniidiir. MDA hiicre
membranlarindaki iyon alisverisine etki ederek hiicre membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmas1 saglar. Bu da iyon gecirgenliginde Ve enzim aktivitesinin degisiminde
olumsuz sonuglara neden olur (110). Egzersizin oldusturdugu oksidatif stresin belirteci
olarak kullanilmaktadir (111).

Siiperoksitdismutaz (SOD)

SOD organizmadaki oksidatif stres ve dokulardaki pO: arttiginda enzim
aktivitesi seviyeside artmaktadir. SOD, oksidatif strese karsi organizmadaki ilk
savunma hattidir (112). SOD, siiperoksit radikallerinin potansiyel substratlarla

tepkimeye girmesini Onler ve boylece hidroksil radikali gibi toksik {iriinlerin olugsmasini

engeller (113).

2.6.1. Egzersiz ve Oksidatif Stres

Diizenli yapilan egzersiz, iskelet kasindaki enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemini ve oksidatif kapasiteyi iyilestirerek, oksidatif hasari
azaltmaktadir (114). Alanyazinda bulunan aragtirmalar insan ve hayvanlarin basta kas
dokusu olmak iizere birgok dokusunda ozellikle aerobik egzersizlerden sonra
antioksidan aktivite seviyelerinde (SOD, GSH, MDA) belirgin diizeyde artisin
oldugunu bildirmektedir (115-117).
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3. MATERYAL VE METOT

24.06.2020 ile 29.09.2020 tarihleri arasinda hayvan deneyleri gergeklesen tam
deneysel desene sahip arastirmaya baslamadan &nce Indnii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulundan 24.03.2020 tarih ve 2020/5-1 protokol numarali arastirma
onay izni alind1 (Ek-2).

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkezler

Arastirmanin deney ve cerrahi asamasi indnii Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda, kas doku analizleri Inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali Laboratuarinda, oksidatif stres analizleri inonii
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda ve kan analizleri ise
[nonii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Anabilim Dali Laboratuarinda

gerceklestirildi.

3.2. Orneklem

Yapilan gii¢ analizinde Tip I hata miktar1 0=0.05 ve 1-B=0.80 olarak alindiginda
calismaya 36 adet siganin dahil edilmesi kararlastirildi. Ancak olas1 kayiplar g6zoniinde
bulundurularak aragtirmaya toplam 42 adet sican dahil edildi. Dolayisiyla arastirmanin
orneklemini Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden
temin edilen 42 adet 14-16 haftalik 250-300 g agirligindaki Wistar cinsi Albino erkek
sican olusturdu. Arastirmada siganlar tek korleme yontemi ile 3 kontrol ve 3 deney
grubuna asagida agiklandigi sekilde ayrildi.

Kontrol (K) grubu (n=7): Sadece standart diyetle beslenen, herhangi bir
uygulamanin yapilmadigi grup.

Kurut (KR) grubu (n=7): Standart diyetle beslenmenin iizerine kurut (1.8
o/kg/giin) destegi uygulanan grup.

Whey (W) grubu (n=7): Standart diyetle beslenmenin tiizerine whey (1.8
g/kg/giin) protein destegi uygulanan grup.

Egzersiz (E) grubu (n=7): Standart diyetle beslenmenin yaninda egzersiz (60
dk/3 giin/hafta) yaptirilan grup.

Egzersiz+Kurut (E+KR) grubu (n=7): Standart diyetle beslenmenin {izerine

kurut (1.8 g/kg/giin) destegi uygulanarak egzersiz (60 dk/3 giin/hafta) yaptirilan grup.
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Egzersiz+Whey (E+W) grubu (n=7): Standart diyetle beslenmenin {izerine
whey (1.8 g/kg/giin) destegi uygulanarak egzersiz (60 dk/3 giin/hafta) yaptirilan grup.

Gruplarin birbirine karigmasini engellemek amaciyla siganlar kuyruklarindan oje
ile farkli renklere boyanarak isaretlendi. Silinmeye karsi isaretleme islemi iki haftada

bir yenilendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Gruplardaki siganlarin isaretlenmesi

3.3. Deney Hayvanlarimin Bakim ve Beslenmesi

Arastirmaya dahil edilen tiim gruplar calismadan 10 giin 6nce karantinaya alindu.
Sicanlarin bakimi tabani talasla doldurulmus birkag¢ giinde bir temizligi yapilan bireysel
kafeslerde yapildi (Sekil 3.2). Deneklere pelet halindeki sican yemleri ¢elik parmaklik
aracilig1 ile gesme suyu ise 1 It’lik cam suluklarla verildi. Arastirmaya dahil edilen
siganlar 12 saat aydinlik (06:00 - 18:00), 12 saat karanlik (18:00 - 06:00) uygulanan
2242°C’lik odada barindirildi. Arastirmada sirkadyen etkinin olugsmamasi igin

egzersizler 07:00 ile 14:00 saatleri arasinda yapildi (126).

'
us,
A i
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Vididar | 3

Sekil 3.2. (a) Bireysel kafesler ve (b) gruplarin yerlesimi

<]

3.4. Deneysel Tasarim
14 hafta, haftada 3 giin ve her seansta 60 dakikalik egzersiz uygulamasi igeren

arastirmanin deneysel tasarimi Sekil 3.3’de sunulmustur.
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Deneyin
S

Sekil 33 Aréstlrmanm deneysel tasarimi

3.5. Arastirmada Kullamlacak Kurutun Geleneksel Yontemlerle Uretimi

Deney asamasinda kullanilan kurut ornegi geleneksel yontemlerlerin digina
¢ikilmadan hazirlandr (Sekil 3.4). Kurut destegi i¢in yag, tuz ve kuru madde oranlari
minimalize edilmis dort farkli yontem kullanildi (Sekil 3.5). Geleneksel yontemlerle
elde edilen dort farkli kurutun igerigi akredasyonu olan G.D.A Laboratuvar Hizmetleri
firmasi tarafindan analiz edildi. Whey protein igerigine en yakin olan 6rnekle (% 69.58

protein igerigine sahip) ¢alisma gergeklestirildi (Ek-3).

Sekil 3.5. Farkli yontemlerle tiretinen kurut 6rnekleri
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3.6. Destek Uriinlerin Hazirlanmasi ve Uygulamasi

Calismada destek iiriin olarak igeriginde % 80 protein oldugu belirtilen Weider
marka amino 2200 hidrolize whey protein (Sekil 3.6-a) ve geleneksel yontemle iiretilen
% 69.58 protein igerigine sahip kurut kullanildi (Sekil 3.6-b).

Sekil 3.6. (a) Hidrolize whey ve (b) geleneksel kurut

Kurut ve whey desteginin uygulama miktar1 alanyazindaki galigmalara gore 1.8
g/kg/giin olacak sekilde belirlendi (127-130). Olgiimler 0.1 g hassasiyete sahip tarti ile
gergeklestirildi. Destek iriinler toz haline getirildikten sonra ganiilden gegebilecek
kivama gelene kadar sulandirildi (Sekil 3.7-a) ve orogavaj yontemle siganlara verildi
(Sekil 3.7-b). Toplamda 98 giin siiren gavaj uygulama siralamasi1 dortlii permiitasyon

yontemi ile belirlendi.

Aragtirmalar egzersiz sonrasindaki dinlenme durumunda daha fazla amino asit

infizyonunun gergeklesebildigini gostermektedir (131, 132). Bu nedenle destek iiriin
uygulamalar1 egzersiz sonrasinda gerceklestirildi. Siganlara verilecek protein miktari

diizenli yapilan agirlik 6lgtimlerine gore her hafta giincellendi

3.7. Egzersiz Uygulamasi

Egzersizler 65 cm yiikseklik ve 120 cm gapindaki aliiminyum teknede 45 cm
yiikseklige kadar 33-36 °C sicaklikta su doldurularak yaptirildi (Sekil 3.8-a). Egzersiz
uygulamasi haftada ii¢ giin 60’ar dakikalik yiizme seanslar1 seklinde uygulandi. ilk iki

hafta yapilan egzersizler suya ve egzersize alistirma periyodu olarak planlandi. ilk
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egzersiz 10 dakika, altinci egzersiz ise 60 dakika olacak sekilde 10’ar dakikalik
artttrmali bir uyum protokolii uygulandi. Alanyazindaki aragtirmalarda siganlara viicut
agirliginin % 1-2’sine denk gelen agirlik eklendiginde yeterli direncin olusmadig (133-
135), % 6’nin {izerinde agirlik eklendiginde ise laktat seviyesinde asir1 yiikselmelerin
oldugu ve bunun da yorgunlugu hizlandirdigr rapor edilmistir (136). Bu nedenle
aragtirmada altinc1 haftadan sonra egzersiz protokoliine %3 ve %5’lik agirhik
eklenmesine karar verildi (Tablo 3.1). Dolayisiyla, tiglincti haftadan altinci haftaya
kadar dort hafta boyunca 60 dakikalik veya tiikeninceye kadar agirliksiz (direngsiz)
olarak (Sekil 3.8-b), altinc1 haftadan 10. haftaya kadar viicut agirliginin %3’{ine denk
gelen agirlik (direng) (Sekil 3.8-c), 11. haftadan 14. haftaya kadar ise viicut
agirliklarinin %5’ine denk gelen bir agirlik (direng) eklenerek ylizme protokolii
uyguland1 (133) (Tablo 3.1). Toplamda 42 seans siiren yiizme egzersizlerinin uygulama
siralamasi ti¢lii permiitasyon yontemi ile belirlendi. Ugulanacak direng miktar1 diizenli

yapilan agirlik 6lgtimlerine gore her hafta protokoldeki yiizdelere gore giincellendi.

Tablo 3.1. Egzersiz protokolii (133-136)

Paf ol Egzersiz (dk)
1. 2. 3.
1. Hafta 10 20 30
Suya Alistirma 2 Hafta 40 50 60
3. Hafta 60 60 60
_— 4. Hafta 60 60 60
irhiksiz
g 5. Hafta 60 60 60
6. Hafta 60 60 60
7. Hafta 60 60 60
8. Hafta 60 60 60
% 3 Agirhikh (direncli) 9 Haft 60 60 60
. Hafta
10. Hafta 60 60 60
11. Hafta 60 60 60
12. Hafta 60 60 60
% 5 Agirhikh (direncli)
13. Hafta 60 60 60
14. Hafta 60 60 60
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(b) direngsiz ve () direncli egzersiz uygulamalan

‘ 'Tii"':: 2 . R A
N 0] -
Sekil 3.8. (a) Yiizme havuzu,
Egzersiz siiresince hayvanlar siirekli takip edildi. Koordinasyonsuz hareketlerin
baglamasi ve suyun altinda 10 sn hareketsiz kalinmasi tiikkenme kriteri olarak kabul
edildi. Siganlar ylizme sonrasinda havlularla kurulanip sa¢ kurutma makinesi ile

kurutulduktan sonra sicak kafeslerde tutulup nemli kalmamalart sagland (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Yiizme egzerSiZ'inden sonra siganlarin kurulanmasi

3.8. Arastirmanin Sonlandirilmasi ve Dokularim Alimi

14 hafta siiren arastirmanin son egzersizinden sonra, kronik etkinin
belirlenebilmesi i¢in 24 saat dinlenme aralig1 verildi. Bu siirenin sonunda deneklerden
sabah 09:00 - 11:00 saatleri arasinda dekapitasyonla analizlerde kullanilmak iizere kas
ve kan doku ornekleri alindi. Kas doku ornekleri sag bacak soleus (Sekil 3.10-a) ve
quadriceps (Sekil 3.10-b) kaslarindan alindi. Doku 6rnekleri analiz edilinceye kadar -86
°C’de muhafaza edildi.

i _

Sekil 3.10. (a) Soleus ve (b) quadriceps kas dokularinin ayrilmasi
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3.9. Analizler
Arastirma kapsaminda yapilan kurut, serum, histopatolojik ve oksidatif stres

analizleri asagida ayrintili olarak agiklanmustir.

3.9.1. Kurutun Icerik Analizleri

Geleneksel yontemlerin disina ¢ikilmadan elde edilen dort farkli kurut 6rneginde
gravimetrik yontemle kurumadde orani (137), gerber yontemi ile yag orani (138), alkali
titrasyon yontemi ile laktik asit orani (139), micro-kjeldahl yontemi ile elde edilen
toplam azot miktarinin 6.38 ile garpilmasiyla protein orani (137, 140), mohr titrasyon
yontemi ile tuz tayini (141) ve WTW marka pH metre kullanilarak pH degerleri

saptandi.

3.9.2. Serumda Kemik Yapim Belirteglerinin Analizi

Kemik yapim belirte¢i olarak Alkalen Fosfataz (ALP) enzim aktivitesi ve
Osteokalsin (OC) hormon aktivitesi diizeyleri 6lgiildii.

ALP tayini kolorimetrik yontemle Shimadzu UV 120 spektrofotometrede 405
nm dalga boyunda Rat Alkaline Phosphatase (ALP) Assay Kiti (Colorimetric)
(ab83369) (142, 143), OC ise 450 nm dalga boyunda Rat Osteocalcin (OC) Elisa kiti
(Sandwich Elisa) kullanilarak ¢ok islevli mikro plaka okuyucu biyokimyasal
otoanalizor (Architect Cl 8200 Abbot) ile olgiildii (144).

3.9.3. Histopatolojik Degerlendirmeler

Histopatolojik degerlendirme igin sicanlarin quadriceps ve soleus kas dokulari
3-4 mm’lik parcalara ayrildi. Sonra plastik doku takip kasetlerine alinip %10’luk
formaldehit icerisinde bir giin siire ile fikse edildi. Fiksasyonun ardindan 24 saat
boyunca dokular akan ¢esme suyunda yikandi. Dereceli alkollerde dehidrate edilip,
ksilende seffaflastirilarak parafine gomiildii. Parafin bloklardan markasi Leica RM2145
olan mikrotomla 5’er mikron’luk kesitler alindi. Kesitlerdeki genel histolojik yapiy1 ve
kollajen artiglar1 gézlemlemek igin Massontrikrom boyama yontemi uygulandi. Kas
dokularindaki hipertrofi, merkezi niikleus yerlesimi, hiicre infiltrasyonu ve bag doku
artist 10 farkli alanda X20 objektif kullanilarak degerlendirildi. Preparatlar Leica
DFC280 151k mikroskobunda ve Leica Q (Leica Micros Imaging Solution Ltd,

Cambrige, UK) goriintii analiz sisteminde incelendi ve fotograflandu.
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3.9.4. Oksidatif Stres Parametrelerinin Ol¢iimii
Qudariceps ve soleus kas dokusu orneklerinde CAT, GSH, SOD ve MDA
aktivite diizeylerinin tayinleri yapildi (145).

Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

CAT Enzim aktivitesi 6l¢iimii i¢in fosfat tamponu (Ph 7.0, 50mM) ile 0.500’e
ayarlanmis H2O2 ¢Ozeltisiyle reaktif olarak hazirlandi. Fosfat tamponu kor olarak
kullanildi. H202 ¢ozeltisi 25 ml fosfat tamponunda diliie edilerek substrat olarak
kullanildi. 2 pl siipernatant eklenmis olan kuyucuklara 10 ul H2O2’de eklendi. 5 dakika
boyunca absorbans azalmasi 15 saniyede bir kaydedildi (111).

CAT enzim aktivitesi: k (reaksiyon hiz1 sabiti) = [2.3 x log (OD1/OD>)] / At (sn)

k/g protein = k/[(g/ml protein) x 1000]
denklemi ile birimi k/g protein olarak degerlendirildi (111).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

GSH-Px enzim aktivitesi i¢in fosfat tamponu (50 Mm, Ph:7.5), 2 mM H20;, 8
mM NADPH, 1 M NaNs, 150 Mm rediikte GSH, enzim olarak [50 pul GSH rediiktaz +
1.5 ml 3.2 M (NH3)2SO4] reaktifleri kullanildi. GSH-Px enzim aktivitesi birim zamanda
okside olan mikromol NADPH miktaridir.

340 nm’de 5 dakika boyunca spektrofotometrede absorbans degerleri kaydedilen
numuler i¢in substrat hazirliginda 25 mg 5 mM EDTA’y1 15 ml fosfat tamponu ile bir
behere alindi. 150 mM rediikte GSH 0.312 mg ve 8 mM NADPH 0.25 mg, 1 M NaNs
0.05 mg ve siipernatant 2ul wellplate’e pipetlenerek 30 dakika boyunca oda isisinda
inkiibe edildi. Devaminda her bir kuyucuga 2ul 2mM H20: ¢ozeltisi eklenip okutuldu.

GSH-Px aktivitesi: IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10°] x (1/0.02)

W g protein miktart olmak iizere;

Spesifik aktivite IU/L mg protein = (IU/L) / (100 x W) ile hesaplandi (146).

Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

MDA oksidatif stres sonucu olusan lipit peroksidasyonu iirinlerindendir. MDA
analizi, tiyobarbitiirik asidin (TBA), MDA ile reaksiyona girmesine renkli bir bilesik
verip 532 nm dalga boyundayken kore karsi spektrofotometrik okutulmasi ile yapilir.
Sonu¢ nmol/ml olarak tanimlanir.

MDA analizi i¢in % 0.675’lik 1.250 g TBA ile 100 ml distile su karigtirildi ve

parafilmle cam beherin agzi kapatildive devaminda 95°C’de erimesi beklendi. %10’luk
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10 gr TBA c¢ozeltisi ile 100 ml distile su karistirildi ve daha 6nceden cam tiiplere
hazirlanan homojenatlarin tizerine 1.25 ml ilave edildi. Kore distile su ile 1.250 ml TBA
eklendi. Cam tiipler 10 saniyeligine vortekslendikten sonra 95°C’ye kadar 25 dakika
boyunca 1sitildi. Devaminda cam tiipler buzlu suya alinip sogumasi beklendi ve 3000
rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra numunelerin siipernatantlar1 ayrildi. 1 ml siipernatant ile 500
ul TBA cam tiiplere eklenip tiipler 95°C’de 15 dakika boyunca kaynatildi ve devaminda
renk degisimi izlendi. Siire sonunda cam tiipler buzlu su ile sogutuldu. Well plate’e 1.25
ul eklendi ve numuneler kore kars1 532 nm ile spektrofotmetrede okutuldu (147).

Siiperoksiddismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi tayini NBT indirgeme yontemiyle yapildi. Reaktifler 0.3
mmol/L ksantin, 150 pmol Nitro Blue Tetrazolium, 400 mmol/L Na;COs, 0.6 mmol/L
Na, EDTA ve 1 gr/L sigir serum albiimini ile hazirlanan substrat soliisyonu ve
ksantinoksidaz (XO: 167 U/L), 2M (NHa)2 SO4 ile hazirlandi.

Substrat soliisyonu ve numunelerden bir kor ve numune kuyucuklarina 2.5ul
olarak eklendi. Bidistile su kor kuyucuguna 2ul olarak eklendi. Koére ve numunelere 0.5
ul XO (167 U/1) olacak sekilde pipetlendi. 25° C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi.
Distile suya kars1 kérden baglanip 560 nm’de okundu.

SOD enzim aktivitesi: Spesifik aktivite (U/mg protein) = [U/ml/mg/I protein]
hesaplamasi yapilarak U/mg birimi ile degerlendirildi (148).

3.10. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin SigmaPlot Versiyon 14.5 (Systat Software, San Jose,
CA) paket programi kullanildi. Veriler otalamatstandart sapma (X+ss) olarak gosterildi.
Verilerin  normallik analizleri Shapiro Wilks testi ile smandi. Gruplar arasi
karsilagtirilmalar Kruskal Wallis-H testi, ¢oklu karsilastirmalarda ise Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kurut desteginin siganlarda kemik metabolizmasi, kas dokusu ve oksidatif stres

parametrelerine etkisini inceleyen arastirmaya ait bulgular asagida sunulmustur.

4.1. Egzersiz, Kurut ve Whey’in Kemik Metabolizmasina Etkisi

Arastirmada kullanilan kurut ve whey desteginin kemik metabolizmast
tizerindeki etkileri ile ilgili gerceklestirilen Ol¢iimler asagida ayrtili bir sekilde
sunulmustur.

Gruplarin ALP enzim aktivitesi Sekil 4.1-a’da gosterilmistir. Gruplar ALP enzim
seviyesi yoniinden kiyaslandiginda K, KR, W ve E gruplarinin ALP enzim seviyesinin
benzer diizeyde oldugu goriildii (p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki siganlarin ALP
enzim aktivitesinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak K, KR, W ve E gruplarina
kiyasla bu gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (p<0.05).

Gruplarn OC hormon aktivitesi Sekil 4.1-b’de gosterilmistir. Gruplar OC
hormon seviyesi yoniinden kiyaslandiginda K, KR, W ve E gruplarinin OC hormon
seviyesinin benzer diizeyde oldugu goriildii (p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki
sicanlarin OC hormon aktivitesinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak K, KR, W
ve E gruplarina kiyasla bu gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi

(p<0.05).
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Sekil 4.1. Gruplarmn (a) ALP enzim ve (b) OC hormon diizeyleri

Farkl1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir (**p<0.05).
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4.2. Egzersiz, Kurut ve Whey’in Histopatolojik Parametrelere Etkisi

4.2.1. Kontrol (K) Grubundaki Histopatolojik Etki

Masson-trikrom boyama metodu uygulanmis soleus kas dokusunun longitudinal
ve transvers Kesitlerinin normal histolojik yapida oldugu gozlendi. Lifin periferik
boliimiinde ¢ok sayida niikleus izlendi (Sekil 4.2-a). Soleus kasindaki transvers
kesitlerde lifler genellikle diizensiz sekilli ve poligonal sekilde gozlendi (Sekil 4.2-b).
Masson-trikrom boyama metodu uygulanmig quadriceps kas dokusunun longitudinal ve
transvers Kkesitlerinin normal histolojik yapida oldugu gozlendi. Lifin periferik
boliimiinde ¢ok sayida niikleus izlendi (Sekil 4.2-c). Quadriceps kasindaki transvers
kesitlerde lifler genellikle diizensiz sekilli ve poligonal sekilde gozlendi (Sekil 4.2-d).
Histolojik hasar skoru bu grupta soleus kasi i¢in 0.15+0.04, quadriceps kasi i¢in
0.17+0.04 olarak tespit edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.2. K grubundaki hisopatolojik goriiniim

(a) Soleus kasinin longitudinal kesitinde periferde yerlesmis ¢ok sayida niikleus izlenmekte
(oklar) Masson trikromX40, (b) Soleus kasinda transvers kesitte poligonal sekilli liflerin goriintiimii
(y1ldiz). Masson trikromX20. (¢) Quadriceps kasinin longitudinal kesitinde periferde yerlesmis ¢ok sayida
niikleus izlenmekte (oklar) Masson trikromX40, (d) Quadriceps kasinda transvers kesitte poligonal
sekilli liflerin goriiniimii (y1ldiz). Masson trikromX20.



4.2.2. Kurut (KR) Grubundaki Histopatolojik Etki

Masson-trikrom boyama metodu uygulanmig soleus kas dokusunun histolojik
yapist K grubu ile benzerdi (Sekil 4.3-a,b). Masson-trikrom boyama metodu
uygulanmis quadriceps kas dokusunun histolojik yapist K grubu ile benzerdi (Sekil 4.3-
c,d). Histolojik hasar skoru bu grupta soleus kasi i¢in 0.1840.04, quadriceps kasi igin
0.21+0.04 olarak tespit edildi (Sekil 4.9).

PR

Sekil 4.3. KR grubundaki histopatolojik goriiniim

(a) Soleus kasinin longitudinal kesitinde periferde yerlesmis ¢ok sayida niikleus izlenmekte
(oklar) Masson trikromX40, (b) Soleus kasindaki transvers kesitte poligonal sekilli liflerin goriiniimii
(y1ldiz). Masson trikromX20. (c) Quadriceps kasinin longitudinal kesitinde periferde yerlesmis ¢ok
sayida niikleus izlenmekte (oklar) Masson trikromX40, (d) quadriceps kasindaki transvers kesitte
poligonal sekilli liflerin goriiniimii (yildiz). Masson trikromX20.

4.2.3. Whey (W) Grubundaki Histopatolojik Etki

Masson-trikrom boyama metodu uygulanmis soleus kas dokusunun histolojik
yapist K grubu ile benzerdi (Sekil 4.4-ab). Masson-trikrom boyama metodu
uygulanmis quadriceps kas dokusunun histolojik yapis1t K grubuna benzerdi (Sekil 4.4-
c,d). Histolojik hasar skoru bu grupta soleus kasi i¢in 0.17+0.04, quadriceps kasi igin
0.18+0.04 olarak tespit edildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.4. W grubundaki histopatolojik goriiniim

(a) Soleus kasinin longitudinal kesitinde periferde yerlesmis niikleuslarin gériintimii (oklar)
Masson trikromX40, (b) soleus kasindaki transvers kesitte poligonal sekilli liflerin gériiniimii (yildiz).
Masson trikromX20. (c) Quadriceps kasinin longitudinal kesitinde periferde yerlesmis niikleuslar
izlenmekte (oklar) Masson trikromX40, (d) quadriceps kasindaki transvers kesitte poligonal sekilli
liflerin goriiniimil (y1ldiz). Masson trikromX20.

4.2.4. Egzersiz (E) Grubundaki Histopatolojik Etki

Masson-trikrom boyama metodu uygulanmig soleus Kkesitlerinde kas lifinde
hipertrofi (Sekil 4.5-a), bag doku artis1 (Sekil 4.5-b), hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.5-c),
ve merkezi niikleus yerlesimi (Sekil 4.5-d) izlendi. Masson-trikrom boyama metodu
uygulanmis quadriceps kesitlerinde kas lifinde hipertrofi (Sekil 4.6-a), bag doku artisi
(Sekil 4.6-b), hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.6-c) ve merkezi niikleus yerlesimi (Sekil 4.6-
d) izlendi.

Histolojik hasar skoru bu grupta soleus kasi i¢in 2.72+0.11, quadriceps kasi igin
2.80+0.11 olarak tespit edildi (Sekil 4.9). K, W ve KR gruplari ile karsilastirildiginda
hasarn istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 4.5. E grubundaki histopatolojik goriiniim-1

(a) Soleus kasinda hipertrofi (yildiz) Masson trikromX20. (b) bag doku artis1 (oklar), (c)
infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu (oklar) (d) merkezi yerlesmis niikleus (oklar) Masson trikromX40.

Sekil 4.6. E grubundaki histopatolojik goriiniim-2

() Merkezi yerlesmis niikleus (oklar) Masson trikromX40. (b) Quadriceps kasinda hipertrofi
(y1ldiz) Masson trikromX20. (c) Bag doku artis1 (oklar). (d) Infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu (oklar).
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4.2.5. Egzersiz+Kurut (E+KR) Grubundaki Histopatolojik Etki

Masson-trikrom boyama metodu uygulanmis soleus kesitlerinde kas lifinde
hipertrofi ve hiicre infiltrasyonu ve merkezi yerlesmis niikleus izlendi (Sekil 4.7-a,b).
Masson-trikrom boyama metodu uygulanmis quadriceps Kkesitlerinde kas lifinde
hipertrofi hiicre infiltrasyonu ve merkezi yerlesmis niikleus izlendi (Sekil 4.7-c,d).
Histolojik hasar skoru bu grupta soleus kasi i¢in 1.50+0.09, quadriceps kasi igin
1.51+0.09 olarak tespit edildi (Sekil 4.9). K, W ve KR gruplar ile karsilagtirildiginda
hasarin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi, E grubu ile karsilastirildiginda ise
hasarin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi tespit edildi (p<0.001). E+W grubu
ile karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi

(p>0.05). Histopatolojik hasar skoru Sekil 4.9°da gosterilmistir.

ST
SR

Sekil 4.7. E+KR grubundaki histopatolojik goriiniim

(a) Soleus kasindaki infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu (oklar) ve merkezi yerlesmis niikleus (ok
bast) Masson trikromX40. (b) Soleus kasinda hipertrofi (yildiz) Masson trikromX20. (c) Quadriceps
kasindaki infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu (oklar) ve merkezi yerlesmis niikleus (ok basi) Masson
trikromX40. (d) Quadriceps kasinda hipertrofi (yildiz) Masson trikromX20.

27



4.2.6. Egzersiz+Whey (E+W) Grubundaki Histopatolojik Etki

Masson-trikrom boyama metodu uygulanmis soleus kesitlerinde kas lifinde
hipertrofi ve hiicre infiltrasyonu ve merkezi yerlesmis niikleus izlendi (Sekil 4.8-a,b).
Masson-trikrom boyama metodu uygulanmis quadriceps Kkesitlerinde kas lifinde
hipertrofi ve hiicre infiltrasyonu ve merkezi yerlesmis niikleus izlendi (Sekil 4.8-c,d).
Histolojik hasar skoru bu grupta soleus kast i¢in 1.58+0.09, quadriceps kasi icin
1.57+0.09 olarak tespit edildi (Sekil 4.9). K, W ve KR gruplan ile karsilagtirildiginda
hasarin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi, E grubu ile karsilastirildiginda ise

hasarin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig tespit edildi (p<0.001).

Sekil 4.8. E+W grubundaki histopatolojik gériinim

(a) Soleus kasindaki infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu (oklar) ve merkezi yerlesmis niikleus (ok
basi) Masson trikromX40. (b) Soleus kasinda hipertrofi (yildiz) Masson trikromX20. (c) Quadriceps
kasindaki infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu (oklar) bag doku igerisinde damar c¢evresinde hiicre
infiltrasyonu (yildiz) ve merkezi yerlesmis niikleus (ok basi) Masson trikromX40. (d) Quadriceps kasinda
hipertrofi (y1ldiz) Masson trikromX20.
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Sekil 4.9. Gruplarin (a) soleus ve (b) quadriceps kaslarindaki hasar skorlari

Farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 géstermektedir (**°p<0.05).

4.3. Egzersiz, Kurut ve Whey’in Oksidatif Stres Parametrelerine Etkisi

4.3.1. Egzersiz, Kurut ve Whey’in CAT Enzim Aktivitesine Etkisi

Gruplarm soleus kasindaki CAT enzim aktiviteleri Sekil 4.10-a’da gosterilmistir.
K grubu ile KR ve W gruplari karsilastirildiginda, hem KR hem de W grubunun soleus
kasindaki CAT enzim aktivite diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
goriildi (p<0.05). Soleus kasindaki CAT enzim aktivite diizeyleri incelendiginde KR
grubundaki artigin W grubundan daha fazla oldugu belirlendi (p<0.05). Ote yandan
sicanlarin soleus Kkaslarindan alinan 6rnekler iizerinde yapilan CAT enzim aktivitesi
ol¢timlerinde E grubunda K, W ve KR gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
azalig tespit edildi (p<0.05). Ayrica, E+KR ve E+W gruplarindaki siganlarin soleus
kaslarindaki CAT enzim aktivitelerinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak E
grubuyla kiyaslandiginda farkin istaistiksel olarak anlamli oldugu gozlemlendi
(p<0.05).

Gruplarin quadriceps kasindaki CAT enzim aktiviteleri Sekil 4.10-b’de
gosterilmistir. KR ve W gruplar1 K grubu ile karsilastirildiginda, hem KR hem de W
gruplarin quadriceps kasindaki CAT enzim aktivite diizeylerinde artis oldugu
gozlemlendi (p<0.05). Quadriceps kasindaki CAT enzim aktivitesi bakimmdan KR
grubu, W grubu ile karsilastirildiginda ise KR grubundaki artisin daha yiiksek diizeyde
oldugu belirlendi (p<0.05). Ote yandan E grubunun quadriceps kas érneklerinde yapilan
CAT enzim 6l¢iimiiniinde K, W ve KR gruplarina kiyasla 6nemli dl¢lide azaligin oldugu

tespit edildi (p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki siganlarin quadriceps kasindaki
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CAT enzim aktivitelerinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak E grubuna kiyasla
onemli diizeyde bu gruplarda artisin oldugu gozlemlendi (p<0.05).
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Sekil 4.10. Gruplarin (a) soleus ve (b) quadriceps kaslarindaki CAT aktivite

diizeyleri

Farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir (**¢9p<0.05).

4.3.2. Egzersiz, Kurut ve Whey’in GSH Enzim Aktivitesine Etkisi

Gruplarin soleus kasindaki GSH enzim aktiviteleri Sekil 4.11-a’da gosterilmistir.
KR ve W gruplar1 K grubu ile karsilastirildiginda, hem KR hem de W gruplarin soleus
kasindaki GSH enzim aktivitesi seviyelerinde artisin oldugu gézlemlendi (p<0.05). KR
grubu, W grubu ile karsilastirildiginda ise KR grubundaki artisin daha ytiksek diizeyde
oldugu belirlendi (p<0.05). Ote yandan E grubunun soleus kas 6rneklerinde yapilan
GSH enzim aktivitesi dl¢iimiiniinde K, W ve KR gruplarina kiyasla 6nemli 6lgiide
azalisin oldugu tespit edildi (p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki siganlarin soleus
kasindaki GSH enzim aktivitelerinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak E grubuna
kiyasla 6nemli diizeyde bu gruplarda artisin oldugu gézlemlendi (p<0.05).

Gruplarin  quadriceps kasindaki GSH enzim aktivitesi Sekil 4.11-b’de
gosterilmistir. KR ve W gruplar1 K grubu ile karsilastirildiginda, hem KR hem de W
gruplarin quadriceps kasindaki GSH enzim aktivitesi seviyelerinde artis oldugu
gozlemlendi (p<0.05). KR grubu, W grubu ile karsilastirildiginda ise KR grubununda
artisin daha yiiksek diizeyde oldugu belirlendi (p<0.05). Ote yandan E grubunda K, W
ve KR gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢giide azalisin oldugu tespit edildi (p<0.05). E+KR ve
E+W gruplarindaki siganlarin quadriceps kasindaki GSH enzim aktivitelerinin benzer
diizeyde oldugu (p>0.05), ancak E grubuna kiyasla 6nemli diizeyde bu gruplarda artigin
oldugu gozlemlendi (p<0.05).
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Sekil 4.11. Gruplarin (a) soleus ve (b) quadriceps kaslarindaki GSH aktivite

diizeyleri

Farkl1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir (**¢9p<0.05).

4.3.3. Egzersiz, Kurut ve Whey’in MDA Aktivitesine Etkisi

Gruplarin soleus kasindaki MDA aktiviteleri Sekil 4.12-a’da gosterilmistir. KR,
W ve K gruplar birbiri ile kiyaslandiginda, siganlarin soleus kasindaki MDA aktivitesi
seviyelerinin benzer diizeyde oldugu (p<0.05). Ote yandan E grubunun soleus kas
orneklerinde yapilan MDA aktivitesi seviyelerinde K, KR ve W gruplarina oranla
onemli diizeyde artisin oldugu gozlemlendi (p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki
siganlarin soleus kasindaki MDA aktivitesi seviyelerinin benzer diizeyde oldugu
(p>0.05), ancak E grubuna kiyasla 6nemli diizeyde bu gruplarda azaligin oldugu tespit
edildi (p<0.05).

Gruplarin quadriceps kasindaki MDA aktiviteleri Sekil 4.12-b’de gosterilmistir.
K, KR ve W gruplarindaki si¢anlarin quadriceps kast MDA aktivitesi seviyeleri birbiri
ile kiyaslandiginda K ve KR gruplarinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak W
grubunda K ve KR gruplarma oranla 6nemli diizeyde azalisin oldugu gozlemlendi
(p>0.05). Ote yandan E grubunun quadriceps kas drneklerinde yapilan MDA aktivitesi
seviyesinde K, KR ve W gruplarina kiyasla énemli 6l¢iide artisin oldugu tespit edildi
(p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki si¢anlarin quadriceps kasindaki MDA aktivitesi
seviyelerinin benzer diizeyde oldugu (p>0.05), ancak E grubuna kiyasla 6nemli diizeyde

bu gruplarda azalisin oldugu gézlemlendi (p<0.05).
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Sekil 4.12. Gruplarin (a) soleus ve (b) quadriceps kaslarindaki MDA aktivite

diizeyleri

Farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir (**°p<0.05).

4.3.4. Egzersiz, Kurut ve Whey’in SOD Enzim Aktivitesine Etkisi

Gruplari soleus kasindaki SOD enzim aktiviteleri Sekil 4.13-a’da gosterilmistir.
Soleus kasindaki SOD enzim aktivitesi seviyelerinin KR ve W gruplarina oranla K
grubunda onemli diizeyde azalis gosterdigi (p<0.05), KR ve W gruplarin soleus
kasindaki SOD enzim aktivitesi seviyelerininde benzer diizeyde oldugu tespit edildi
(p<0.05). Ote yandan E grubunun soleus kas orneklerindeki SOD enzim aktivitesi
seviyelerinde K, W ve KR gruplarina oaranla 6nemli 6l¢iide azalisin olugu gézlemlendi
(p<0.05). E+KR ve E+W gruplarinin soleus kasindaki SOD enzim aktivitesi
seviyelerinde E grubuna oranla 6nemli diizeyde artisin oldugu gézlemlendi (p>0.05).
Ayrica E+W grubunda SOD enzim aktivitesi seviyesinde E+KR grubuna oranla énemli
diizeyde azaligin oldugu tespit edildi (p<0.05).

Gruplarin  quadriceps kasindaki SOD enzim aktivitesi Sekil 4.13-b’de
gosterilmistir. Quardriceps kasindaki SOD enzim seviyesinin K ve W gruplarina gore
KR grubunda 6nemli diizeyde artis oldugu (p<0.05), bunun yaninda K ve W gruplarin
quadriceps kasindaki SOD enzim seviyesininde benzer diizeyde oldugu tespit edildi
(p<0.05). Ote yandan E grubunun quadriceps kas orneklerinde yapilan SOD enzim
Olctimiiniin K, W ve KR gruplarima kiyasla onemli olclide azaldigi tespit edildi
(p<0.05). E+KR ve E+W gruplarindaki sicanlarin quadriceps kasindaki SOD enzim
aktivitesinin E grubu ile kiyaslandiginda 6nemli diizeyde artisin oldugu (p>0.05), ayrica
E+W grubunun E+KR grubu ile benzer diizeyde oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.13. Gruplarin (a) soleus ve (b) quadriceps kaslarindaki SOD aktivite
diizeyleri

SOD Enzim Aktivitesi (U/mg protein)

Farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir (**¢9<0.05).
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5. TARTISMA

Arastirma sonucunda E+KR grubunun kemik yapim belirtecleri (ALP ve OC
diizeyi) ile K, KR, W ve E gruplarinin kemik yapim belirtecleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu, ancak E+W grubu ile aralarinda anlamli bir fark
olmadig tespit edildi. Alanyazinda whey protein desteginin kemik hasarini onledigi ve
kemik gelisimini destekledigini bildiren arastirma bulgularimizla paralel ¢esitli
calismalar mevcuttur. Takada ve arkadaslar alt1 haftalik disi sicanlara yiiksek protein
desteginin kemik yikim parametrelerinden pirolin ve hidroksipirolin seviyelerini olumlu
yonde iyilestirdigini bildirmistir (149). Aparicio ve arkadaslar1 ise bir grup sicana
yiikksek protein destegi ile birlikte kosu egzersizi uyguladiklari arastirmalarinda
sicanlarin femur kemiklerinden alinan 6rneklerde egzersiz ile birlikte yiiksek protein
destegi uygulanan grupta kemik yapim belirteglerinde diger gruplara gore anlami bir
fark oldugunu tespit etmislerdir (150). Baska bir arastirmada Pye ve arkadaslari
sicanlara verdikleri yiikksek miktardaki karisik protein desteginin kemik parametreleri
tizerinde zararli etki olusturmadigini tespit etmisler ve giinliik enerji ihtiyacinin %
35'ine denk gelen protein desteginin kemik saghiginda giivenli kabul edilebilecegini
bildirmislerdir (146). Xu yaptig1 arastirmada konsantre whey protein desteginin
sicanlarin kemik yapim belirteclerinden osteoblastlar tizerindeki proliferatif etkisini
incelemis ve whey protein desteginin hiicresel c¢ogalma yoniinden olumlu etki
yarattigini rapor etmistir (147). Mardon ve arkadaslar1 da iki aylik herhangi bir egzersiz
yapmayan erkek sicanlara uyguladiklar yiliksek protein desteginin kemik yapim
parametrelerine etkilerini inceledikleri aragtirmalarinda kemik yapim belirteglerinden
olan OC diizeyine herhangi bir etkisinin olmadigint goézlemlemisdir (153). Bu
calismalardan elde edilen sonuclar egzersizle birlikte alinan whey protein desteginin
kemik yapiminda daha etkili oldugunu gostermektedir. Alanyazinda kurut destegi
verilerek yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmadig icin kurut ve egzersiz iligkisine
ait bulgularimiz1 tartisamadik. Ancak arastirma bulgularimiza gore kurut ile Whey
protein destedi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi kurut destegi
icinde whey ile benzer ¢ikarimlarda bulunabilecegimizi gostermektedir. Arastirma
bulgularn1 egzersiz ile birlikte verilen kurut desteginin kemik yapim belirteglerinden
ALP ve OC’yi olumlu yonde etkiledigini gdstermektedir. Bulgularimiz alanyazindaki
birgok arastirmanin sonuglar1 ile Ortiismektedir. Eksojen olarak verilen protein

desteginin kemik matriksi i¢in gerekli olan yapi taslarindan temel amino asitleri yeterli
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diizeyde sagladigi disiiniildiiglinde, arastirmada egzersiz ile birlikte saglanan protein
desteginin kemik yapim belirteglerini artirarak anabolik etki yarattigi diisiiniilmektedir.
Bu baglamda sporcularin kemik yapimini uyarmak ve kemik mineral yogunlugunu yani
kemik sagligin1 artirmak amaciyla tercih ettikleri whey protein fraksiyonlarina alternatif
olarak kurut desteginin 6nerilebilir.

Wolf yasas1 geregi kemik iizerine baski yapan aktivitelerin kemik yapimini
artirdigr bilinmektedir. Ciinkii kemik iizerine uygulanan her tiirlii baski kemik dokunun
yenilenmesini ve {retimini artirmaktadir. Ayrica kemik mineral yogunlugunun
artmasinda yer ¢ekimininde etkisi de biyiiktiir. Karasal egzersizler kemik iizerine daha
fazla baski uygulanmasina neden oldugundan kemik yapimini1 daha fazla uyarmaktadir.
Suda gerceklestirilen antrenmanlarda yer¢ekiminin etkisi karasal antrenmanlara nazaran
daha disiiktiir. Dolayisiyla arastirma sonuglarimizla alanyazindaki bazi arastirma
sonuglar1 arasindaki farkin nedeninin farkli antrenman modalitelerinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Ayrica kemik metabolizmasindaki degisimlerin uzun siiregte
gerceklestigi, beslenme ve yasam tarzinin bu degisimde etkili oldugu iyi bilinmektedir.
Siganlardaki 14 haftalik egzersiz etkisinin ne kadar etkili oldugu tartigmali bir konudur
(150). Bu nedenle KR ve W gruplarindaki kemik yapim parametrelerinde yeterli
etkinin, E+KR ve E+W gruplarinda ise daha belirgin bir etkinin olmamasinin deneysel
tasarimin siiresininden de kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Aragtirma sonucunda kas dokusundaki hipertrofi, infilamatuvar hiicre
ilfiltrasyonu, merkeze yerlesmis niikkleus durumu ve kas hasar skoru gibi histopatolojik
parametreler incelendiginde E+KR grubunun degerleri ile K, KR, W ve E gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu fakat E+W grubu ile aralarinda
anlamli bir fark olmadigi tespit edildi. Alanyazindaki arastirmalar incelendiginde
protein desteginin kastaki protein sentezini artirdigi (154, 155) ve bu durumunda kas
dokusunda hipertrofiye neden oldugu bildirilmistir (156, 157). Kevin ve arkadaslar
diizenli egzersiz yapmayan 23 geng lizerinde yaptiklar1 aragtirmada protein destegi ile
birlikte direng egzersizleri yapmislardir. Arastirma sonucunda direng egzersizi ile
birlikte saglanan protein desteginin organizmada net protein sentezini artirdigini rapor
etmislerdir (158). Baska bir arastirmada Koshinaka ve arkadaslar1 dort haftalik erkek
siganlara yumurta aki proteini desteginin iskelet kasi hipertrofisine etkisini incelemistir.
Arastirma sonunda yumurta aki proteinin whey ve kazeine oranla daha fazla etki
sagladigimi tespit etmislerdir (159). Genel olarak protein destegi ile birlikte direng

egzersizi uygulamasinin kas dokusundaki olumlu degisime etkisi Cermak ve
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arkadaglarinin yaptig1 meta analizi ¢alismasinda da 6zetlenmistir. Bu arastirmada direng
egzersizi ile birlikte protein destegi uygulanan 22 arastirma incelenmis, yagsiz kiitle
artist ve kas hipertrofisi olusumunda protein destegi ile birlikte direng egzersizi
uygulamasinin anlamli bir fark yarattigi ve saglikli yaslanmaya katki sagladigi
bildirilmistir (160). Alanyazinda belirtilenlerin aksine bazi arastirmalar ise direng
egzersizi ile birlikte saglanan protein desteginin kas lifi yapisinda veya yagsiz viicut
kiitlesinde 6nemli bir etki saglamadigini bildirmektedir (161-166). Hatta Vasconcelos
ve arkadaslar1 uygun dozda tiiketilmeyen protein desteginin sagliga zararh etkilerini
inceledikleri sistematik bir derlemede fazl miktarda tiiketilen proteinin bobrekler ve
karaciger tizerinde olumsuz etkileri oldugunu gostermistir (165).

Aragtirma sonucunda elde ettigimiz bulgular kurut destegi ile birlikte egzersiz
uygulamasinin kas lifi hipertrofisine, infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonunda azalmaya,
merkezi yerlesmis niikleuslarda artisa ve kas hasar1 skorunda azalmaya neden oldugu
goriilmistiir. Alanyazinda aragtirma bulgularimizi destekleyen veya aksi yonde sonug
rapor eden herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigi i¢in bulgularimiz: tartisamadik. Bunun
nedeni olarak benzer arastirmalarin yapildigi merkezlerde histolojik incelemeleri
yapacak altyapinin bulunmamasi oldugunu diisiiniiyoruz. Bu da arastirmanin gii¢li bir
yoniinli ortaya koymaktadir. Ciink{i bu analizler sonucunda KR ve W desteginin kas
dokusu {izerindeki etkileri histolojik olarakta ortaya konulmus oldu. Zaten whey
proteinde oldugu gibi kurut igerisinde yiliksek miktarda temel ve Dalli Zincirli Amino
Asitlerin (DZAA) bulunmasinin E+KR grubundaki sonuglart olumlu yonde etkiledigi
diistiniilmektedir.

Arastirmada oksidatif stres parametreleri incelendiginde KR grubunun CAT ve
GSH enzim aktivite diizeyleri ile K ve W gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlt
bir fark oldugu, MDA diizeyinde ise bu gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi, SOD
enzim aktivitesinde ise sadece K ile KR grubu arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii.
E+KR grubunun CAT, GSH, MDA ve SOD diizeyleri ile E grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark oldugu fakat E+W grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi
tespit edilmistir. Wheyde bulunan DZAA’lardan olan 16sin, izoldsin ve valin, oksidatif
stres sirasinda protein sentezini yiiksek oranla uyararak iskelet kaslari tarafindan hizla
kullanildigi bilinmektedir (166). Alanyazindaki arastirmalar whey proteinin endojen
antioksidan enzimlerin (CAT, GSH ve SOD) fonksiyonlarini artirarak oksidatif stres
markirlarint (MDA) azalttig1, kisacasi oksidatif hasar1 onledigi gosterilmistir (167-171).

Arastirma sonucunda E+KR grubundan elde ettigimiz oksidatif stres bulgulari
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alanyazindaki whey protein destegi ile yapilan arastirmalarla ortiismektedir. Oksidatif
stres sirasinda temel amino asitlerin ve DZAA’nin oksidatif hasar1 Onledigi
diisiintildiiglinde yeterli protein igerigi yoniiyle kurut destegininde bu etkiyi saglamada
faydali oldugu diistiniilmektedir.

Ayrica egzersiz yogunlugunun da oksidatif hasar iizerinde etkili bir parametre
oldugu bilinmektedir. Diisiik yogunluklu egzersizin oksidatif strese karsi koruyucu etki
yaratig1 (172), orta yogunluklu egzersizin kas hasari, inflamasyon diizeyi ve oksidatif
stres seviyesinde artisa neden oldugu (173), yiiksek yogunluklu egzersizin ise serbest
radikal iretiminde daha fazla artista neden olarak oksidatif stresi artirdigi rapor
edilmistir (111, 174). Destek iirlin kullanmadan sadece yogun egzersiz yaptirdigimiz E
grubundan elde ettigimiz bulgular alanyazindaki arastirmalarla Ortiismektedir.
Uygulanan yogun yiizme egzersizlerinin dokularda oksidatif hasar1 artirdigi
goriilmektedir. Dolayisiyla bu tiir egzersizlerde olusabilecek oksidatif hasara karsi
protein destegi kullaniminin olumlu etki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica, piyasada besin destegi olarak kullanilan {irtinlerin igerik analizlerinin
incelendigi arastirmalarda tirtinlerin etiketlerinde yazan igerikler ile analiz sonuglarnin
biiylik ¢ogunlukla ortiismedigi ve ftriinlerin biiyiikk bir kisminda pro-hormon veya
anaboik steroid kalintilarina rastlandigi bildirilmektedir (175, 176). Bu baglamda igerigi
tam olarak bilinmeyen ticari whey fraksiyonlarina karsin geleneksel yontemlerle dogal
olarak iretilen kurutun alternatif olarak kullanilmasinin hem fizyolojik ve metabolik

yonden hemde ekonomik agidan daha faydali olabilecegi diisiiniilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak; aragtirmamizdan elde edilen bulgular diisiiniildiigiinde;

1. Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamas: deneklerin kemik
metabolizmasin1 (ALP enzim aktivitesi ve OC harmon aktivitesi) olumlu yo6nde
etkilemektedir. Bu etkide E+W grubu ile benzer diizeydedir.

2. Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi deneklerin kas dokusunda (Kas
lifi hipertrofisi, kasdaki infilamatuvar hiicre ilfiltrasyonu, merkezi yerlesmis niikleus
durumu ve kas hasari skoru) olumlu etki yaratmaktadir. Bu etkide E+W grubu ile
benzer diizeydedir.

3. Kurut destegi kas dokusundaki CAT ve GSH enzim aktivitesi seviyelerinde
olumlu etki yaratmakta, MDA seviyesinde ise etki yaratmamakta, SOD enzim
aktivitesinde ise W grubuna benzer diizeyde olumlu etki yaratmaktadir.

4. Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi deneklerin CAT ve GSH enzim
aktivitesi seviyelerinde E grubuna oranla daha fazla olumlu etki yaratmaktadir. Bu
etkide E+W grubu ile benzer diizeydedir.

5. Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi deneklerin MDA seviyelerinde
E grubuna oranla daha fazla olumlu etki yaratmaktadir. Bu etkide E+W grubu ile benzer
diizeydedir.

6. Kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi deneklerin SOD enzim
aktivitesinde E grubuna oranla daha fazla olumlu etki yaratmaktadir. Bu etkide E+W
grubu ile benzer diizeydedir.

Sonug¢ olarak kurut destegi ile birlikte egzersiz uygulamasi ratlarin kemik
metabolizmasini, kas dokusunu ve oksidatif stres parametreleri olumlu yonde
etkilemektedir.

Bu sonuglar gbz oniinde bulunduruldugunda piyasadaki igerigi tam olarak
bilinmeyen ticari whey fraksiyonlarina, fizyolojik ve metabolik yonden alternatif olarak
kurut iiretimi tesvik edilebilir. Geleneksel yontemlerle iiretilen kurut nem, yag, tuz ve
laktik asit barindirmaktadir. Endiistiriyel {iiretime doniistiiriildiiglinde bu oranlar
minimalize hale gelebilecek ve protein oranida daha da yiikselecektir. Bu endiistiriyel
form da diinya genelinde miliyonlarca dolarlik ticari hacmi bulunan whey protein
fraksiyonlarina alternatif olusturabilecek ve iilke ekonomisine yiiksek katma deger

saglayabilecektir.
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