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OZET

Egzersiz sirasinda kas dokusunda kanlanma artarken, ince barsak ve bob-
rek dokularinda azalmakta ve egzersizden sonra yeniden dizelmektedir. Bu
kanlanma degisikiiginden yola ¢ikarak uzun sireli egzersizden sonra kas, ince
barsak ve bébrek dokularinda oksidan hasari arastirmak amaciyla bu ¢alisma
planlanmistir. Denekler 7 hafta stireyle giderek artan sekilde, en son haftada 5
giin, giinde 30 dakika, 5 derece egimde 20 m/dak hizda kigik hayxan kosu ban-
dinda antrene edilmigler, son anfrenmandan 2 giin sonra aynt egim ve hizda 60
dakika kogturulmuslardir. 2. grupta bulunan farelerin hemen egzersizin bitimin-
de, 3. gruptakilerin egzersizden 3 saat sonra, 4. gruptakilerin ise 24 saat sonra
ince barsak, kas ve bébrek dokulan ve kontrol grubunun (1. grup) dokularr alina-
rak, stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, ksantin oksidaz aktiviteleri ve ti-
yobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) diizeyleri kargilastirilmistir. Siiperoksit
dismutaz aktivitesinde bitin dokularda gruplararasi anlamli bir farkhiik saptan-
mamgtir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi ince barsak ve bébrek dokularinda
gruplararasi anlamh farklilik gbstermezken, kas dokusunda 2. ve 3. gruplarda
kontrolden yiksek saptanmis (p< 0.01), sonra kontrol dizeylerine dismustir.
Ksantin oksidaz aktivitesi bébrek dokusunda tesbit edilememistir. ince barsak
dokusunda gruplararasi anlamli bir fark saptanmamigstir. Kas dokusunda ise 2.
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grupta anlamli olarak disip (p<0.05), tedricen artarak 4. grupta anlamli yukselme gdstermistir (p<0.01).
Kas dokusunda TBARS dizeyleri deney gruplarinda kontrolden yiiksek bulunmustur. ince barsakta
TBARS dlzeyleri 6nce azalmis (p< 0.05), sonra tedricen artmistir (p< 0.01), bébrek dokusunda 2. ve 4.
gruplarda kontrolden ytiksek olarak saptanmistir (sirasiyla p<0.01, p<0.01). Bu sonugiar uzun mesafe ko-
susunun ince barsak, bdbrek ve iskelet kasi dokularinda lipid peroksidasyon hasarina neden olabilecegdi-
n/ distndirmistr.

Anahtar Kelimeler: Egzersiz, fare, lipid peroksidasyonu, siperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
ksantin oksidaz

LIPID PEROXIDATION AND ANTIOXIDANT ENZYME LEVELS OF INTESTINAL,
RENAL AND MUSCLE TISSUES AFTER A 60 MIN- EXERCISE IN TRAINED MICE

ABSTRACT

To investigate the effect of blood perfusion difference on oxidant status, mice were trained by a 7-we-
ek running program. Two days after the last training session, mice were exercised for 60 minutes at the
same training intensity. Changes in the concentration of thiobarbituric acid reactive substance (TBARS),
as an index of lipid peroxidation, in intestine, kidney and muscle, were studied in trained mice immedi-
ately (0), 3 and 24 h after the running exercise and in unexercised control. The activities of superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and xanthine oxidase were determined in these tissues. Tissue supe-
roxide dismutase activities were unaffected by the exercise. Muscle glutathione peroxidase activity inc-
reased after exercise (0 and 3h groups, p<0.01) and returned to control levels, but there wasn't any sig-
nificant difference in intestinal and renal tissues. Renal tissue xanthine oxidase activity couldn't determi-
ne. There wasn't any significant difference between groups in intestinal tissue xanthin oxidase activity.
The activity of xanthine oxidase was decreased only in skeletal muscle at 0 h (p<0.05), then gradually
increased at 24 h (p<0.01). TBARS levels of exercised groups were higher than control in muscle. Intes-
tinal TBARS levels decreased first (p<0.05), than gradually increased (p<0.01). Renal TBARS levels of
Oh and 24h group was higher than control (p<0.01, p<0.01 respectively). The results show that a long
distance running exercise may cause lipid peroxidation damage in skeletal muscle, intestine and kidney.

Key words: Exercise, mice, lipid peroxidation, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, xant-
hine oxidase

GIRIS

Serbest oksijen radikallerinin belli bagh kaynaklari; mitokondriyal solunum ve aktive olmus
I6kositlerdir. Kapiller endotelinde bulunan ksantin oksidaz (XO) serbest oksijen radikal kay-
naklarindan biridir ve baglca iskemi/reperflizyon durumlarinda arastiriimaktadir. Fizyolojik an-
tioksidan savunmanin birincil komponentleri sliperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidazdir (GPx). insanlarda iskelet kasinin antioksidan savunmasi zayif oldugu igin kas
dokusu oksidatif strese kolaylikla maruz kalabilir. Aerobik egzersiz sirasinda enerji metaboliz-
masinin hizlanmasi, hiicre iginde serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonunu artirir, bu da
lipid peroksidasyon hizini artirir ve kasta hasara neden olur (Benzi, 1993; Duarte, Appell ve
Calvalho, 1993; Laughlin ve ark.,1990; Sen, 1995).

Ozellikle agrobik egzersiz sirasinda enerji gereksiniminin artmasi aktif dokularda oksijen
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ihtiyacini birkag kat artirir (Sen, 1995) ve dokulararasinda buyik kanlanma farkhliklart meyda-
na gelir. Perflizyon iskelet kasinda artarken, splanknik alanda azalir ve egzersiz sonrasinda
yeniden normale doner (Akgiin, 1994). Dayanikliilik sporcularinda 6zellikle maraton kosularin-
dan 24-48 saat sonra agri, melena ve hematri gibi gastrointestinal ve driner sikayetler (Fo-
goros, 1980; Steward ve ark., 1984; Weight, Klein ve Noakes, 1992) ve eritrositlerde perok-
sidasyona yatkinlik artisi bildirilmistir (Duthie, Robertson ve Maughan, 1990). iskelet kasinda
egzersiz sonrasi donemde lipid peroksidasyonunun arttigini gdsteren ¢aligmalar vardir (Duar-
te ve ark., 1993; Radak ve ark., 1995), ancak barsak dokusunda yapilan arastirmaya rast-
lanmamistir.

Bu ¢alisma, antrene farelerde perfuzyonlari farkh 6zellik gdsteren ve 6zellikle dayaniklilik
sporcularinda etkilendigi bildirilen iskelet kasi, barsak ve bobrek dokularinda, egzersizden
sonraki ddnemde lipid peroksidasyon hasari olup olmadidini arastirmak i¢in planlandi.

GEREC - YONTEM

Kimyasallar:

RANSOD and RANSEL kitleri Randox laboratuvarlarindan (Crumlin, UK) alind:. Diger bu-
tln kimyasal maddeler Sigma'dan (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) temin edildi.

Deney Hayvanlari:

Calismada 29,8 + 3.0 g (ort £SD) agiriginda erkek Swiss Albino fareler (n=31) kullanild!.
Fareler 12 saat aydinlik (07.00-19.00), 12 saat karanlk (19.00-07.00) ortamda, 20+2 °C'de
barindinidi, standart pellet yemlerinde ve igme sularinda kisitlama yapiimadi.

Gruplar ve Antrenman Programi:

Antrenman ve kosma egzersizleri dort adet kiiglik hayvan kosu bandinda yapildi. Deney-
ler 9:00-12:00 saatleri arasinda gerceklestirildi. 31 denek rasgele olarak; egzersiz yapmayan
kontrol (K, n=8), egzersizden hemen sonra (0s, n=8), 3 saat sonra (3s, n=8) ve 24 saat son-
ra (24s, n=7) servikal dislokasyon uygulanan deney gurupiari olmak dzere 4 gruba aynildi.

Denekler 5 giin, kiictik hayvan kosu bandinda 20 m/dak hizda, 5° egimde, gunde 5 daki-
ka kosmaya alistirildiktan sonra 2 gin dinlendirildiler. Antrenman periyodunda siire giderek
artirlldi, 2. hafta ginde 15 dak, 3. ve 4. haftalarda ginde 20 dak, 5.,6. ve 7. haftalarda gin-
de 30 dak, esit hiz ve siddette antrene edildiler. Kontrol grubu benzer strese maruz birakil-
mak igin haftada 1 gin, 20 m/dak hizda, 5° egimde 5 dakika kosturuldu.

Akut Egzersiz ve Doku Ornekleme

Son antrenmandan 48 saat sonra antrene farelere kigilk hayvan kosu bandinda 20 m/dak
hizda, 5° egimde, 60 dakika egzersiz yaptiriidi. Akut egzersizden sonra hayvanlara gruplar-
na gére; hemen egzersizi takiben (0s), egzersizden 3 saat sonra (3s) ve 24 saat sonra (24s),
kontrol grubuna (K) ise kosmadan servikal dislokasyon uygulandi. Gastroknemius kasi, bar-
sagin proksimal kismi ve bdbrek buzla sogutulmus zemin (izerinde ¢ikarilarak homojenizas-
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yon sivisi ile hemen yikandi, gérndr pihtilar kan kontaminasyonunu en aza indirmek amaciy-
la uzaklagtinildi. Doku homojenatlari Carrillo ve arkadaslarinin yontemine gére hazirlandi (Car-
rillo, Kanai ve Nokubo, 1991). Homojenat ve supernatan, TBARS diUzeyleri ve enzim aktivite-
leri Olgllene kadar —70 °C'de saklandi.

SOD Aktivitesinin Belirlenmesi:

SOD aktivitesi Randox RANSOD kiti (Cat No SD 125) kullanilarak tayin edildi. Ksantin ve
ksantin oksidaz, 2-(4-iodophenyl)3-{4-nitrophenol)-5 phenyl tetrazolium chloride (INT) ile re-
aksiyona girerek kirmizi rengi olusturan stiperoksit radikalleri Gretmek igin kullanildi. Substrat-
larin konsantrasyonu ksantin igin 0.075 pymoi, INT i¢in 0.037 umol idi. SOD, superoksit radi-
kallerini oksijene donlstiirerek bu reaksiyonu inhibe eder. Bir SOD (nitesi ksantin ve ksantin
oksidaz kompleks sistemi i¢inde INT rediksiyon hizini %50 inhibe eder. Test belirli araliklar-
da lineer oldugu igin drnekier inhibisyon yizdesi %30 ile %60 arasinda olacak sekilde diltie
edildi. Kitteki standartlar kullanilarak bir standart egrisi belirlenerek, slipernatan igin deger
okundu. SOD aktivitesi slipernatanda Shimadzu UV-1201V spektrofotometrede 505 nm'de
okundu. Sonuglar SOD U/mg protein olarak saptandi.

GPx Aktivitesinin Belirlenmesi:

GPx aktivitesi Randox RANSEL kiti ile (Cat No RS 504) Paglia ve Valentine'in tanimiadi-
gr yénteme gore belirlendi (Paglia ve Valentine, 1967). GPx kumen hidroperoksitle (5 pmol
konsantrasyonda) glutatyonun oksidasyonunu katalize eder. Glutatyon redilktaz (konsantras-
yon 20.75 . 10” U) ve 0.35 pmol NADPH varliginda, okside glutatyon hemen indirgenmis ha-
le dénlisurken, NADPH'In da NAD"'a oksidasyonu gergeklesir. 37 eC‘de, 340 nm'de absor-
banstaki azalma oélgllir. Olglim slpernatanda yapildi. GPx Unitesi, 1 dakikada 1 pmol
NADPH'I NADP'ye dénistirmek igin gerekii enzim aktivitesi olarak ifade edildi. Sonuglar GPx
U/mg protein olarak ifade edildi.

Ksantin Oksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi:

Majkic-Singh ve ark'nin yéntemine gére spektrofotometrik olarak belirlendi (Majkic-Singh,
Bogavac ve Kalimanovska, 1987).

TBARS Diizeyinin Belirlenmesi:

TBARS duzeyleri Rehncrona ve arkadaslarinin yéntemine gére olgildi (Rehncrona,
Smith ve Akesson, 1980). 0.5 ml homojenat, 0.5 ml trikior asetik asit (20 % wt/vol) ile ekstrak-
te edildi. Santriflje edildikten sonra, 1 ml tiyobarbitrik asite (0.67 % wt/vol) 0.9 ml siperna-
tan eklendi. Ornekler kaynar suda 10 dak bekletildi. Ornekler sogutulduktan sonra 532 nm'de
absorbans okundu. 1, 1, 3, 3-tetraethoxypropane ile standart egri hazirlandi ve homojenatin
degeri bu egriden okundu. Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Sipernatan ve homojenatlarin protein igerigi sigir serum albumini standart olarak kullani-
larak, Lowry metodunun Markwell ve arkadaslarinin dnerdigi modifikasyona gore tayin edildi
(Markwell, Haas ve Bieber, 1978).
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Istatistiksel Analiz:
Sonuglar ortalama = standart hata olarak ifade edildi. istatistiksel degerlendirme Mann-
Whitney U testi ile yapildi.

BULGULAR

Doku SOD aktivitelerinde gruplararasi anlamli farklihk saptanmadi. Kas GPx aktivitesi eg-
zersizden sonra Os ve 3s gruplarinda artt! (p<0.01) ve sonra kontrol diizeyine dondii. Barsak
ve bobrek dokularinda ise anlamli bir farklilik yoktu. XO aktivitesi yalniz kas dokusunda Os an-
lamli olarak diigip (p<0.05), tedricen artarak 24 s'te anlaml ylikselme gostermistir (p<0.01).
Antrene gruplarin TBARS duzeyleri kas dokusunda kontroiden yliksekti (p<0.01). Barsak do-
kusunda 6nce duslp (p<0.05), sonra giderek yukseldi (p<0.01). Bdbrek dokusunda ise 0s ve
24s gruplarinda kontrolden yiksek bulundu (p<0.01) (Tablo 1, 2, 3).

TABLO 1. Kas dokusundaki SOD, GPx, TBARS, XO degerleri (Ort. = SH)
Gruplar SOD U/mg prot GPx U/mg prot TBARS nm/mg prot  XO U/mg prot

Kontrol 2.63+0.17 0.02+ 0.001 0.32+0.03 6.22+1.50

0. saat 2.68+0.11 0.04+0.001* 0.83+0.100 1.85+0.46n
3. saat 2.79+0.19 0.04+0.001~ 0.94+0.130 17.83+10.70
24. saat  2.51+£0.12 0.02+0.001-, 8 1.09+0.170 34.75+15.928

*

Kontrolden yiksek p<0.01
0. Saatten disik p<0.01
3. Saatten dislik p<0.05
Kontrolden yiksek p<0.01
Kontrolden diigik p<0.05
0. saatten yUksek p<0.01

& a3 < e

TABLO 2. ince barsak dokusundaki SOD, GPx, TBARS, XO degerleri (Ort. + SH)
Gruplar SOD U/mg prot GPx U/mg prot TBARS nm/mg prot XO U/mg prot

Kontrol 1.85+0.15 0.11£0.01 1.19+0.06 428.60+ 113.18
0. saat 1.72+0.14 0.10+0.01 0.98+0.05- 41017+ 179.87
3. saat 1.88+0.14 0.13+0.01 1.18+0.09" 422.63+ 204.22
24. saat  1.71x0.13 0.11x0.02 1.2920.07* 341.71£ 78.79

Kontrolden dusilk p<0.05
* 0. saatten yuksek p<0.01
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TABLO 3. Bobrek dokusundaki SOD, GPx, TBARS degerleri (Ort. = SH)

Gruplar S0OD U/mg prot GPx U/mg prot TBARS nm/mg prot
Kontrol 5.16+0.34 0.41+0.40 0.40+0.06

0. saat 5.32+0.37 0.36+0.05 1.11+£0.12*

3. saat 4.79+0.24 0.39+0.05 0.48+0.06 -

24. saat 5.65+0.38 0.39+0.05 1.07x0.14 g, *

*

Kontrolden yiksek p<0.01
0. Saatten disik p<0.01
o 3. Saatten ylUksek p<0.05

TARTISMA

Bu galismada kas, barsak ve bdbrek dokusu SOD aktivitelerinde gruplararasi anlamli bir
farklihk gézlenmemistir. Literatiirde bu konuda yapilan arastirmalarin sonugiarinin geligkili ol-
dugu gozlenmistir (Benzi, 1993; Radak, 1996; Sen, 1995).

Kas GPx aktivitesi egzersizden sonra 0s ve 3s gruplarinda artip ve 24. saatte kontrol di-
zeyine dénmustir. Duarte ve arkadasglar (1993), siddetli egzersizden 48 saat sonra bile glu-
tatyon dizeyinin disik oldugunu bildirmiglerdir. Radak ve arkadaslari (1995) kas GPx aktivi-
tesinde tUketici egzersizden 1 gln sonra anlaml yikselme saptamiglardir. Bu ¢alismada uy-
gulanan egzersiz siddeti tketici olmadig igin normale dénis sresi kisalmig olabilir.

Radak ve arkadaglari (1996) bobrek GPx aktivitesinin siddetli egzersizden hemen sonra,
1. ve 3. glnlerde arthi@ini bildirmislerdir. Bu calismada, sadece 24 saatlik degisiklikler incelen-
digi icin, barsak ve bdbrek dokularinda GPx aktivitesinde anlamli bir farklilik saptanmamis ola-
bilir.

Tliketici egzersizden hemen sonra plazma XO aktivitesinde belirgin artis oldugu yayinlan-
mistir (Radak, 1995). Duarte ve arkadaslar (1993) kas dokusunda egzersizden 48 saat son-
ra belirgin endotel kaynakli oksidatif stres oldugunu ve bunun muhtemelen XO nedeniyle
olustugunu 6ne strmuslerdir. Bu galismada kas dokusunda egzersizden 24 saat sonra XO
aktivitesinde gdzlenen artis Duarte ve arkadaglarinin (1993) ¢alismastyla uyumludur.

Egzersiz sirasinda inaktif olan ince barsak ve bdbrek dokularinda XO aktivitesinde anlam-
It bir degisiklik gozlenmedigi icin, bu dokulardaki lipid peroksidasyon artigindan XO'in sorum-
lu olmadigi distintlimastdr.

Egzersizin kas dokusunda lipid peroksidasyon hasarina neden oldugunu gdsteren bircok
arastirma vardir (Benzi, 1993; Duarte ve ark., 1993; Radak, 1995; Sen, 1995). Bu ¢alisma-
da kas dokusunda lipid peroksidasyon gdstergesi olan TBARS duzeylerinin 0, 3 ve 24. saat-
lerde kontrolden yliksek kaimasi diger ¢alismalaria uyumiudur.
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Bdbrekte agir kosu egzersizinden sonra TBARS diizeylerinin ylkseldigi ve bir sure yiik-
sek kaldigi bildirilmistir (Radak, 1996). Bu galismada da bobrek dokusunda TBARS dlzeyle-
ri egzersizden hemen sonra ve 24 saat sonra kontrolden yuksek bulunmustur. TBARS"taki bu
artis bigimi, egzersiz sirasinda ve sonrasinda farkli kaynakli serbest radikallerin lipid peroksi-
dasyona neden olabilecegini distindirmustar.

Barsak dokusunda TBARS duzeylerinin dnce disip, sonra giderek yikseldigi gozlendi.
XO ve antioksidan enzim aktivitelerinde uyumiu degisikliklerin olmamasi, bébrek ve barsakta
meydana gelen lipid peroksidasyonunda farkli stireglerin var olabilecegini diisindtrmistir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, antrene farelerde yapilan bir saatlik egzersizden sonraki 24
saatlik iziemde, barsak ve bdbrek dokusunda 24. saatte lipid peroksidasyon hasari gosterge-
leri belirginlesmistir. Bu bulgular endlrans sporcularinda kogulardan 24-48 saat sonra yayin-
lanan hematuri, melena gibi sikayetlerin etyolojisinde barsak ve bdbrek dokularinda gézlenen
oksidatif hasarin yer alabilecegini distndirmustdr.
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