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OZET

Atalay, O. Deneysel Parkinson Hastahgi Modelinde Mitokondri
Transplantasyonu ve Egzersizin Etkilerinin Karsilastirnlmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2024. Parkinson hastaligit (PH), beyindeki dopamin salgilayan ndronlarin
dejenerasyonuyla iligkilidir. PH; harekete baslamada zorluk, tremor, yavas ve kiigiik
hareketler yapma gibi lokomotor ve spontan aktivitelerin bozuklugu ile kendini
gosterirken yillar i¢inde yavasca gelisir. Dopaminerjik noronlardaki mitokondriyal
disfonksiyonlar PH'nin bir¢ok farkli nedeni arasindadir. Son zamanlarda, ekzojen
mitokondri transplantasyonunun mitokondriyal disfonksiyonu diizelttigi ve PH'nin
klinik semptomlarini hafifletmeye yardimer oldugu bildirilmistir. Egzersizin faydali
etkisi PH'de iyi belgelenmistir. Caligmanin amaci, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridinin (MPTP) ile indiiklenen PH fare modelinde egzersiz ve mitokondri
naklinin terapotik etkilerini incelemektir. MPTP, C57BL farelere intraperitoneal
olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon islemi ayn1 giin i¢erisinde 4 sefer 20 mg/kg dozla,
2 saat aralikli uygulanmistir. PH'nin gelismesinden 7 giin sonra kosu bandi egzersizleri
4 hafta boyunca haftada 5 giin, 30 dakika, 20 m/dk hizda yapilmistir. Fare
karacigerinden izole edilen saglikli mitokondriler tedavi gruplarina bir hafta ara ile
dort kez olacak sekilde intranazal yolla verilmistir. Spontan aktivite ve lokomotor
aktivite testleri tiim gruplara ti¢ farkli seansta (PH'den dnce, PH'den sonra ve tedavinin
sonunda) uygulanmustir. intranazal olarak nakledilen mitokondrilerin beyine ulastig
floresan mikroskopisi ile dogrulanmistir. Egzersiz gruplarinda ve mitkondri tedavisi
alan gruplarda, PH semptomlari aktivite testleri agisindan azalmistir. Bunun yani sira
yapilan molekiiler incelemelerde beyinde Bax/Bcl-2 oraninin egzersiz yapan gruplarda
azaldig tespit edilmis ancak mitokondri alan gruplarda bu azalmanin tersine dondiigi
gorilmiistiir. Beklenilenin aksine mitokondri transplantasyonu molekiiler agidan
olumsuz etkilerde bulunmustur. Kaspaz 1 ve 3 proteinlerinin artisina sebep olarak
beyinde apoptotik siiregleri tetikleyebilecegi kanisina varilmistir. Davranis testlerinde
goriilen egzersiz ve mitokondrinin sinerjik etkilerinin molekiler dizeyde
gergeklesmedigi tespit edilmistir. Egzersiz, PH'deki semptomlar1 azaltan geleneksel
bir yaklasimdir. Bununla beraber mitokondrilerin intranazal yol ile beyine
ulastirilmasi, yontemin invaziv olmamasi ve insana kolay uygulanabilir olmasi
acilarindan umut vaat eden bir tedavi yontemi olarak goze ¢carpmaktadir. Ancak alinan
sonuglar mitokondri gibi ¢ok biiylik yapilarin bu yolla verilmesinin ¢ok etkin
olmadigini gostermektedir. Bunun yani sira ndrodejeneratif hastaliklarda mitokondri
kullanimina soru isaretleri birakmustir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, Mitokondri transplantasyonu, Bax/Bcl-2,

Kaspaz 1-3, Davranis deneyleri.

Destekleyen Kurumlar: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (THD-
2023-20607).
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ABSTRACT

Atalay, O. Comparison of the Effects of Mitochondrial Transplantation and
Exercise in an Experimental Parkinson's Disease Model. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Physiology Program, Doctor of Philosophy
Dissertation, Ankara, 2024. Parkinson's disease (PD) is associated with degeneration
of dopamine-secreting neurons in the brain. PD manifests itself with impaired
locomotor and spontaneous activities, such as difficulty initiating movement, tremors,
and making slow and small movements, and PD develops slowly over years.
Mitochondrial dysfunction in dopaminergic neurons is among the many different
causes of PD. Recently, exogenous mitochondrial transplantation has been reported to
help treat mitochondrial dysfunction and alleviate the clinical symptoms of PD. The
beneficial effect of exercise is documented clearly in PD. The aim of the study was to
investigate the therapeutic effects of exercise and mitochondrial transplantation in a 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)-induced PD mouse model.
MPTP was injected intraperitoneally into C57BL mice. The injections were
administered on the same day with a dose of 20 mg/kg, 4 times, 2 h apart. After 7 days
of the development of PD, treadmill exercises were done for 30 minutes, 5 days a
week, at a speed of 20 m/min for 4 weeks. Healthy mitochondria isolated from mouse
liver were transplanted into the brain of the treatment groups intranasally, four times
with a one-week interval. Spontaneous activity and locomotor activity tests were
applied to all groups in three different sessions (before PD, after PD, and at the end of
treatment). Movement of intranasally transplanted mitochondria to the brain was
observed with fluorescence microscopy. In the exercise groups and the groups
receiving mitochondrial treatment, PD symptoms decreased in terms of activity tests.
In addition, molecular studies in brain showed that the Bax/Bcl-2 ratio decreased in
the exercise groups, but this decrease was reversed in the mitochondrial groups.
Contrary to expectations, mitochondrial transplantation had negative effects in
molecular terms. It was concluded that it caused an increase in Caspase 1 and 3
proteins and therefore could trigger apoptotic processes in the brain. It has been
determined that the synergistic effects mitochondria and exercise seen in behavioral
tests do not occur at the molecular level. Exercise is a traditional approach that reduces
symptoms in PD. Moreover, intranasal delivery of mitochondria to the brain is a
promising treatment method as it is non-invasive and easily applicable to humans.
However, the results obtained show that delivering very large structures such as
mitochondria in this way is not very effective. In addition, it has left question marks
on the use of mitochondria in neurodegenerative diseases.

Keywords: Parkinson’s disease, Mitochondrial transplantation, Bax/Bcl-2, Caspase 1-

3, Behavioral experiments.

Supported by Hacettepe University Research Foundation (THD-2023-20607).
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1. GIRIS

Teknolojinin gelismesi ve tip diinyasindaki ilerlemeler sayesinde insan omrii
giderek daha da uzamaktadir. Omiir uzunlugu arttik¢a karsimiza hem yeni hastaliklar
cikmakta hem de ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikma olasigi artan bazi hastaliklardan
etkilenen insan sayis1 dogal olarak artmaktadir. Bu sebeple bu doktora ¢alismasinda
Parkinson hastalig1 ¢alisilmis ve hastaliga konvansiyonel yontemlerin yani sira yeni
bir tedavi yontemi ile yaklasilmistir. Bu yeni yaklasim son yillarda 6nemli bir ivime
kazanmis olan mitokondri transplantasyonudur. Mitokondri hiicrelerin enerji
metabolizmasini diizenlemede, oksidatif stres ile basa ¢ikmada, hiicre boliinmesi ve
6liimiinii kontrol etmede kritik rolleri olan olduk¢a 6nemli bir organel olmas1 sebebiyle
bircok hastalikta hedef alinmaktadir. Saglikli mitokondrilerin zarar gérmiis hiicrelere
ulastirilabilmesinin oldukga basit ve akilct bir yontem oldugu disiiniilmektedir.
Okaryotik canlilarin evrimsel olusumuna dair en giiglii teori Boris Kozo-
Polyansky’nin endosimbiyoz teorisidir ve giiniimiizde hala gegerliligini korumaktadir.
Bu teori kloroplast ve mitokondrilerin iki farkli prokaryotun birlesmesi sonucu
olustugunu ve Okaryotlarin bu sekilde meydana geldigini savunmaktadir (1).
Okaryotlarin kendi enerji sistemlerini prokaryotlara gére daha iyi kontrol edebilmesi
evrimsel siirecte biiyiik bir avantaj saglamistir. Bu sayede Okaryotlar rakiplerine ¢cok
fazla avantaj saglamislar, giinimiizdeki ¢esitliligin en Onemli temelini
olusturmuslardir. Milyonlarca yillik evrim sonucunda da homo sapiense kadar bu
yolculuk devam etmistir. Ayni1 yarart hiicrelerimiz kendi aralarinda mitokondri
transferi yaparak devam ettirmektedir. Bu calismada da dogal yollarla gerceklesen
mitokondri transferinin bir benzeri olusturulup canli i¢in yararlari incelenecektir.
Mitokondri transplantasyonunun etkilerinin karsilastirilabilecegi konvansiyonel
yontem olarak egzersiz sec¢ilmistir. Bunun en temel sebebi egzersizin bir¢ok hastalikta
hastalik semptomlarini azaltmasi ve hastanin hayat kalitesini birgok agidan arttiran bir
tedavi yontemi olmasidir. Bunun yani sira egzersiz mitokondri dinamiklerini etkileyen

bir strectir.

Tez caligmasindaki amag, norotoksik ajan 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) ile olusturulan Parkinson hastaligi (PH) fare modelinde
intranazal yolla yapilan mitokondri transplantasyonunun ve kosu bandi egzersizinin

noroprotektif etkilerinin ve PH’de iyilesmeye olan katkisinin degerlendirilmesidir.



Bu ¢alismadan elde edecegimiz bulgular neticesinde, hasar gormiis substantia
nigra noronlarinin iyilestirilmesinde ve islevlerinin yeniden kazandirilmasinda,
mitokondri transplantasyonu ve egzersizin ayri ayrt ve kombine olarak etkileri
degerlendirilmistir. Calisma hem mitokondri transplantasyonunun intranazal yontem
ile uygulanmasi1 sonucu beyin dokusuna ulagmasi ve buradaki etkileri hakkinda, hem
de bu uygulamanin yaninda zorunlu egzersizin Parkinson hastaligini nasil etkiledigi

hakkinda 6nemli bilgiler vermistir.

Bu bilgiler 15181nda galigmanin literatiire gore hipotezleri ve bu hipotezler

sonucunda 6zgiin degeri su sekildedir:
Hipotezler:

" H1: Fare PH modelinde mitokondri transplantasyonu nérodejenerasyonu

azaltir.

" H2: Fare PH modelinde mitokondri transplantasyonunun néroprotektif

etkileri zorunlu egzersiz uygulamasina kiyasla daha fazladir.

. H3: Mitokondri transplantasyonu ve zorunlu egzersiz PH’da gdzlenen

motor islev bozuklugunu azaltir.
Ozglin degerler:

. Parkinson hastaliginda mitokondri transplantasyonu az g¢alisilmig bir

konudur.

. Intranazal yolla mitokondrilerin transplantasyonu hem uygulama
kolayligi hem de kan-beyin bariyerini kolayca asabiliyor olmasi

sebebiyle bu yontemin daha fazla arastirilmasini gerektirmektedir.

. Kemirgenlerde yapilan bu calismada mitokondri verilis yOnteminin
intranazal olmasi, tedavinin basarili olup ileriki yillarda insanlara
uygulanma asamasina gecildiginde oldukca fazla kolaylik saglayacak bir

yontemdir.



Parkinson hastaliginda egzersizin etkileri, mitokondri transplantasyonun
etkileri ve bu iki tedavi siirecinin etkilesimi agisindan 6ncii bir ¢alismadir.

Literatiirde bdyle bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Planlanan ¢aligmada davranis testleri ve molekiiler testlerin bir arada
kullanilmasi, tedavinin islevsel olarak ne kadar anlamli oldugunu

ayrintili bir sekilde literatiire kazandiracaktir.

Literatiirde, MPTP iliskili Parkinson hastaligi modelinde mitokondri
transplantasyonu ve egzersizin etkilerinin incelendigi herhangi bir

¢alisma bulunmamaktadir.

Mitokondri transplantasyonu iilkemizde ¢ok az ekip tarafindan ¢alisilan
bir konudur. Caligma ekibi bu alanda iilkemizde 6ncii ekiplerdendir ve

bu yontemin daha ¢ok arastirilmasi gerekmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastahgi

Parkinson hastalig1 (PH); goriilme siklig1 yas ilerledikce artan, semptomlari
ile ilerleme hiz1 bir kisiden digerine degisebilen ve diinya ¢apinda secilen yas araligina
bagli olarak 100.000 kiside 40-1.900 vaka prevalans1 ile ikinci en yaygin

norodejeneratif hastaliktir (2).

PH, hastalarin yaklasik olarak %90'inda sporadik olarak ortaya ¢ikarken,
%10'unda ise tespit edilen birkag gendeki c¢esitli mutasyonlar neticesinde
gelismektedir. Otozomal dominant olarak aktarilan o-sintiklein ve C-terminal hidrolaz
(UCH)-L1’a ek olarak otozomal resesif olarak aktarilan parkin genlerindeki
mutasyonlar sonucu gelisen PH ile dopaminerjik néron kaybi arasindaki iliski
aydinlatilmaya baslansa da idiyopatik Parkinson hastaliginin patogenezi hala tam

olarak aydinlatilamamustir.

Cesitli genetik ve c¢evresel risk faktorlerinin etkilesimi sonucu gelisen ve
ilerleyici bir norodejeneratif hastalik oOzelligi gosteren PH belirtileri Oncelikle
somatomotor islev bozukluklarint (harekete baslama zorlugu, tremor, rijidite,
bradikinezi, durus bozuklugu, yiirliylis islev bozuklugu vb.) igermektedir (3).
Hastaligin seyri siiresince motor olmayan islevlerde (demans, hipozmi ve
gastrointestinal bozukluklar) de bozulmalar gériilmeye baslanir (4). Bahsi gegen motor
ve motor olmayan islevlerdeki bozukluklar hastalarmn giinlik yasam aktivitelerini
gerceklestirmelerini 6nemli 6lgiide zorlastirmaktadir (5). PH patogenezinin en 6nemli
sonucu olarak goriilen dopaminerjik hiicre 6liimiiniin altinda yatan mekanizmalar
konusunda 0One sdrilen hipotezler; mitokondri islev bozuklugu, protein yikim
yolaklarinda meydana gelen degisimler, a-siniiklein gibi proteinlerin yanlis katlanarak

birikmesi ve/veya noroinflamatuar surecleri icermektedir.
2.2. Mitokondri

Mitokondri ilk olarak 1800’lii yillarin ortalarinda 6nce dkaryotik hiicrelerde

tanimlanmis ve sitozolde serbestce yiizen bireysel vezikiillerin birlesimi olarak



tanimlanmistir. Mitokondrinin evrimsel kokenine iliskin kabul goren hipotez, bu
organelin okaryotik htcreler ile oksidatif fosforilasyon yapabilen ilkel bakteriler
arasindaki simbiyotik bir iligkiden kaynaklandigini 6ne siirmektedir (6). Bu hipotez,
mitokondriyal DNA'nin kesfedilmesi ve bu organelin protein sentezi i¢in kendi

mekanizmalarina sahip oldugunun bulunmasi ile desteklenmektedir (6).

Mitokondrinin birincil islevi, oksidatif fosforilasyon yoluyla adenozin 5'-
trifosfat (ATP) formunda hucresel enerji Gretmektir. Bu nedenle, mitokondri organeli
genellikle "hucrenin enerji santrali” olarak kabul edilir. Bununla birlikte,
mitokondrinin biyolojik islevi sadece enerji liretiminin ¢ok Otesine uzanmaktadir;
amino asit ve lipit metabolizmasi gibi 6nemli hiicresel islevlerin yani sira piruvat
oksidasyonu, Krebs dongiisii, kalsiyum homeostazinin diizenlenmesi, serbest
radikallerin temizlenmesi veya programlanmis hiicre 6liimiiniin kontrolii gibi ¢esitli
metabolik yolaklara da ev sahipligi yapan ve karmagik yapisal 6zelliklere sahip olan
dinamik yapida organellerdir. Mitokondrinin bahsi gegen dinamik yapisini saglayan
ve surekli tekrar eden iki 6nemli mekanizma; fuzyon (iki mitokondrinin tek bir
organelde birlesmesi) ve fisyon (mitokondrinin islevsel iki veya daha fazla kiigiik
pargaya ayrilmasi) olarak tanimlanabilir. Mitokondriyal flizyon ve fisyon
mekanizmalart hala tam olarak bilinemeyen hassas bir denge tarafindan
diizenlenmekte olsa da bu mekanizmalarin mitokondriyal biitiinliik ve islevsellik

acisindan 6nemli oldugu diisiintilmektedir.

Son donemde bilim insanlar1 tarafindan gelistirilen tedavilerden birisi olan
mitokondrilerin saglikli hiicre veya dokulardan alinarak hasta organizma ve/veya

dokuya verilmesi ile bu hastaliklara tedavi saglanabilecegi gosterilmistir (7).
2.3. Parkinson Hastaligi-Mitokondri Iliskisi

Son yillarda yapilan in vivo ve in vitro caligmalar PH’de karakteristik olarak
goriilen dopaminerjik (DA) noéron kaybmin apoptoz yoluyla gerceklestigini One
surmektedir (8). Ek olarak, bu ¢alismalar apoptoz siire¢lerinde dnemli roller oynayan
mitokondri organelinin bu hastalifin gelisim asamalarinda alabilecegi roller
konusunda bulgular sunmaktadir. Ozellikle anormal mitokondriyal form ve islevin

(6zellikle kompleks-1 aktivitesindeki bozukluklar) yani sira artan oksidatif stresin PH



gelisimindeki roliinii destekleyen giiclii kanitlar mevcuttur (9). PH patogenezi
sonucunda yasami sonlanan hastalarin beyin dokular1 incelendiginde elektron tagsima
zincirinin 6nemli bir bileseni olan kompleks I aktivitesinin substantia nigra ve frontal
korteks bolgelerinde azaldigi goriilmistiir (10). Elektron tasima zincirinde ortaya
cikan aksakliklarin hiicreleri Bax kaynakli apoptoza (intrinsik yol) karst savunmasiz
hale getirdigi ve hastalik siirecinde hiicre 6liimii ve islev kaybina katkida bulundugu
tahmin edilmektedir. Bu noktada Bax ile PH patogenezi konusunda birkag dnemli

noktaya deginmek gerekmektedir.

Bax, Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik bir Gyesidir. Bcl-2 ailesinde yer alan
proteinler hiicrelerde apoptozun 6énemli diizenleyicileridir. Bax 6zetle, mitokondriyal
dis zarda gecirgenligi artirarak Sitokrom c'nin mitokondriyal zarlar arasi bosluktan
sitozole ge¢cmesini indlkler (11, 12). Sitokrom c sitozolde apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1l'e (Apaf-1) baglanir. Bu baglanma ise Apaf-1'in kaspaz 9'u aktive
etmesini saglayarak kaspaz 3 gibi efektor kaspazlarin pargalanmasini saglar (13).
Bax’in apoptotik siireglerde aldigi diger bir rol ise anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
proteinlerinin BH3 bolgeleri (Bcl-2 homology domain 3) ile heterodimer olusturmak
suretiyle iglevlerini inhibe etmektir. Bu yolaklara alternatif olarak, apoptoz indiikleyici
faktoriin (AIF) salinimi, hiicresel pargalanma ve kaspaz 3 aktivasyonunu dogrudan da

indiikleyebilir (14).

Bahsi gegen in vitro bulgulara ek olarak manyetik rezonans spektroskopisi ile
temporoparietal bolge ve oksipital lobda PH’ye eslik eden artmis serebral laktat
seviyelerinin tespit edilmesi bu hastalarda anaerobik metabolizmaya gecis oldugunu
da gosterir niteliktedir (15, 16). PH gelisimi ile birlikte seyreden mitokondriyal islev
bozukluklar1 oksidatif stresin de artmasina neden olmaktadir. PH siirecinde artan
oksidatif stres lipit, protein ve DNA diizeyinde hasara sebep olmakta, dnemli bir
antioksidan olan glutatyon seviyelerindeki azalma ise bu hasarmn boyutunu
artirmaktadir  (17-19). Hiicresel diizeyde artan oksidatif stres a-sinlklein
agregasyonunu indiiklerken buna eslik eden antioksidan seviyelerindeki azalma ise
proteozomal ubikuitinasyon ve protein yikimimni tetikleyerek PH’nin karakteristik
0zelligi olan Lewy cisimlerinin birikimi konusunda sinerjistik etki olusturmaktadir.
Oksidatif strese ek olarak, kompleks I inhibitdrlerinin de PH’de goriilen temel motor

bozukluklara yol actig1 bildirilmistir. Bahsi gegen inhibitorlerden belki de en {inliisii



ve daha sonra PH hayvan modellerinde en sik kullanilan kimyasallardan biri olan
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridine (MPTP) sayilabilir (20). Deney hayvanlarina
in vivo MPTP uygulamasini takiben Bax proteininde mRNA ve ifade diizeyi
bakiminda ortaya ¢ikan degisiklikler (artis) de Bax’in PH patogenezinde alabilecegi

onemli rolleri diisiindiirmektedir (21).

MPTP gibi bir pestisit olan rotenonun da siganlarda kronik maruziyet sonucu
dopaminerjik néronlarin se¢ici kaybi ile birlikte ubikuitin ve a-sintklein igeren Lewy
cisimcigi benzeri fibriler sitoplazmik inkliizyonlara sebep oldugu bildirilmistir (22).
Herbisit olarak kullanilan parakuatin mitokondriyal serbest radikal olusumunu
artirarak dopaminerjik néron kaybi ile karakterize motor bozukluklara neden oldugu
bildirilmistir (23). Calismalar bahsi gegen g¢evresel kompleks I inhibitorlerinin PH
patogenezindeki kesin rolunu belirleyemese de cevresel toksinlere maruziyet

konusunda endise verici sonuglar sunmaktadir.

Hiicresel diizeyde mitokondri yalnizca elektron taginmasi ve oksidatif
fosforilasyonda kilit bir role sahip olmakla kalmaz, ayni zamanda hiicrede serbest
radikallerin ana kaynagidir, kalsiyum homeostazinda ve hiicre Oliimii yolaklarinin
diizenlenmesi ve baslatilmasinda da 6nemli rol oynar. PH ile iliskili bir dizi genin bahsi
gecen yolaklarla etkilesimde oldugu, mitokondriyal fisyon ve fiizyon dengesini
etkilemek suretiyle mitokondriyal tiibliler yapilarin dinamik dogasini degistirdigi
bulunmustur. Ek olarak, Parkinson hastasi tim bireylerde mitokondri islev
bozuklugunun tespit edilememesi hastalik patofizyolojisindeki heterojenligi de ortaya

koymaktadir (24).
2.4. Parkinson Hastalig1 ve Egzersiz

PH yonetiminde farmakolojik tedavi (levadopa, dopamin agonistleri vb.) ana
unsur olsa da cerrahi secenekler (derin beyin stimiilasyonu) de bu hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (25). Cerrahi tedavi segenekleri invazif olmalar1 ve
cerrahiye eslik edebilen yan etkiler sebebiyle tercih edilmemektedir. Farmakoterapi
acisindan bakildiginda ise; hastalik ilerledik¢e kotiilesen motor semptomlar (diskinezi,
donma vb.) hastalarin tedaviye daha kisa siireli ve sinirl (zayif) bir yanit vermesine

sebep olmakta, bu durum da hastaligin ileri evrelerinde daha sik dozlarda levadopa ve



dopamin agonistlerinin kullanilmasini saglamaktadir (26). Her ne kadar farmakoterapi
bu hastaligin tedavisinde en sik kullanilan yontem olsa da semptomatik tedavi
acisindan giderek artan diizeyde uygulanan ilaglara ragmen hastalarda yiirliylis ve
denge bozukluklarmin devam etmesi potansiyel olarak ciddi komplikasyonlara, diisme
ve yaralanmalara sebep olabilmektedir. Hastalik ilerledik¢e daha belirgin hale gelen
depresyon, yorgunluk ve ilgisizlik gibi motor olmayan semptomlar hastalarin fiziksel
aktivitelerini daha da kisitlayarak kisileri daha sedanter bir yasam tarzina itmektedir.
Fiziksel aktivite kabiliyetindeki azalma ve sedanter yasam bi¢imi hastalar i¢in kisir

dongii olusturmakta ve bu durum da PH’nin daha hizli ilerlemesine neden olmaktadir

Q7).

Hasta saglig1 ve refahi icin PH’nin farmakolojik ve cerrahi olarak yetersiz
yonetimi bu nérodejeneratif hastaligin tedavisinde yeni yontemlerin aranmasina yol
acmistir. Ornek olarak, Hareket Bozuklugu Dernegi Kanita Dayali Tip Paneli PH
tedavisinde egzersiz ve fizik tedaviyi farmakolojik tedaviye yardimei olarak
onermektedir (28). PH tedavisinde alternatif ve tamamlayici bir tedavi olarak goériilen
egzersizin noroplastisite ve beynin kendini onarma yetenegine cesitli katkilarda

bulundugu bir¢ok ¢alisma kapsaminda gosterilmistir (29-31).

Tam olarak tedavisi giiniimiiz sartlarinda miimkiin olmadigindan ve mevcut
farmakolojik seceneklerin semptomatik tedaviden Gteye gecememesi sebebiyle son
yillarda PH arastirmalarinin ¢ercevesi, hastaliin ilerlemesini yavaglatmak icin yeni
ajanlarin bulunmasi tlizerine odaklanmistir. Bu tartismada genellikle g6z ardi edilen
taraf ise diizenli egzersizin PH ilerlemesi lizerindeki potansiyel faydasidir. Literatiir
bilgileri diizenli egzersizin kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler sagligin iyilestirilmesi,
osteoporoz/kirik riskinin ve yasa bagli sarkopeninin azaltilmasi, psikolojik ve hatta
belki de genel bir anti-enflamatuar etki de dahil olmak tizere bir ¢ok yarar1 oldugunu
gostermektedir (32).

Farkl1 egzersiz ¢esitleri ele alindiginda aerobik egzersiz literatiir kapsaminda
en ¢ok calisilan tiir olmakla birlikte insan saglig1 ve yasam kalitesi agisindan da en iyi
secenek olarak kabul edilmektedir (33). Calismalar, acrobik egzersizin ndrorestoratif
ve noroprotektif etkilere sahip oldugunu, bu etkiyi de sinaptogenez ve anjiyogenezi

destekleyen norotrofik faktorleri duzenleyerek, oksidatif stresi inhibe ederek ve



mitokondriyal islevleri iyilestirerek gosterdigini ortaya koymaktadir (34). Bu konuda
yapilan bir¢ok calisma kosu bandi, yiiriiyiis ve dans gibi aerobik egzersizlerin orta ila
siddetli PH’de hastanin yiiriime, denge ve yasam kalitesini de iyilestirdigini

gostermektedir (35).

Daha once de belirtildigi gibi tiim PH vakalarinin yaklasik %10'u genetik
mutasyon kdkenli olsa da cogunlugu idiyopatiktir ve birden fazla gevresel ve genetik
risk faktorii hastaligin gelisimine katkida bulunmaktadir. Etiyolojisine benzer olarak,
PH'nin klinik fenotipi de heterojendir. PH nin motor ve motor olmayan semptomlari
klinik olarak saptanip ayrintili bicimde siniflandirilsa da hastaligin patolojik stirecleri
beyinde gerceklestiginden dolayr bu konudaki arastirmalar ancak post-mortem
dokularin incelenmesiyle gergeklesebilmektedir. Bu sebeplerle, bu ¢ok yonlii hastalik
hakkindaki anlayisimizi gelistirmek ve su anda siirli olan tedavi seceneklerini

genisletebilmek i¢in deneysel hayvan modellerine biiyiik ihtiya¢ vardir.
2.5. Parkinson Hastaligi Hayvan Modelleri

Deney hayvanlarinda PH'yi modellemek i¢in iki yontem kullanilmaktadir:
norotoksinler ve genetik. Norotoksinler, PH'de rol oynayan cevresel faktorlerden
kaynaklanan dopaminerjik ndrodejenerasyonu gelistirebilmekte ve genellikle
substantia nigra pars compacta'da (SNpc) gii¢lii ve hizli bir hiicre kaybina neden
olmaktadirlar. Norotoksinler ile gelistirilen PH modellerinde hastaligin motor
semptomlart ve davranmigsal degisiklikleri modellenebilse de hastaliin bir diger
karakteristik 6zelligi olan Lewy cisimciklerinin birikimi gorilmemektedir. Genetik
temelli modellerde ise hiicre kaybi ve motor semptomlarin gelisimine ek olarak
kullanilan modele bagli olmak kaydiyla a-sintklein patolojisi de ortaya
cikabilmektedir. PH’de genetik modellerin gelistirilmesinde en sik kullanilan
yontemler transgenik hayvanlar ve viral transfeksiyonlar olarak sayilabilir. PH’yi
modellemek i¢in yaygin olarak 3 hayvan grubu kullanilmaktadir: Kemirgenler, insan
disindaki primatlar ve memeli olmayan baz tiirler. Her grubun PH hayvan modelinin

gelistirilmesi hususunda belirli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Kemirgenler; laboratuvar kosullarinda bakim kolayligi, ¢esitli ilag uygulama

yontemlerinin varligi, transgenik c¢esitlilik ve ayrintili davranigsal degerlendirme
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parametreleri de dahil olmak iizere aragtirmacilar agisindan birgok avantaja sahiptir.
Kemirgenlerde PH modellerinin bir diger avantaji ise, nigro-striatal dopaminerjik
dejenerasyonun motor bozukluklarla dogrudan iligkili olmasidir. Bahsi gegen motor
bozukluklar 6n pengelerin hareketi, kavramasi veya giictinii 6l¢meyi igeren bir dizi
davranigsal testle gozlemlenebilmekte ve hassas olarak oOlciilebilmektedir. PH
kemirgen modellerinde lokomotor aktivite degerlendirmesinde acik alan testi, akinezi
icin zorlu ydritme testleri, bradikinezi degerlendirilmesinde ise direk testi en sik
kullanilan yontemlerdir (36). Kemirgenlerde rijiditeyi 6lcmek zor olsa da rotarod testi
hayvanlarda denge, gli¢ ve koordinasyonu ayni anda Ol¢tiigli i¢cin bu kapsamda

kullanilabilir bir test olarak degerlendirilebilir.

PH modellerinde en sik kullanilan yontemlerden biri deney hayvanlarinin
beyinlerinde tek tarafli lezyon olusturmaktir. Tek tarafli lezyonlar, arastirmacilarin
kontralateral uzuvlarin kullaniminda gelisen bozukluklar1 bir nevi kendi i¢ kontrolii
olan ipsilateral uzuvlarla karsilastirabilmelerine olanak saglamaktadir. Bu tip
modellerde apomorfin benzeri ilaglar ile indiiklenen ¢cember ¢izme davranist lezyonlu
tarafin asir1 duyarliligi1 sebebiyle kontralateral rotasyonlara sebep olmaktadir (37). PH
hayvan modellerinde en sik goriilen motor olmayan semptomlar ise uyku bozuklugu,
yeme bozuklugu, kilo kayba1 ile birlikte anksiyete veya kompulsif davraniglara isaret

eden asir1 temizlenme davraniglari sayilabilir (38).

PH modellerinde kullanilan bir diger grup olan insan dig1 primatlar ise insanlara
olan anatomik ve genetik benzerlikleri sebebiyle degerli bilgiler sunabilme potansiyeli
icermektedir. Kemirgenlerle karsilastirildiginda, insan dis1 primatlarin boyut olarak
daha biiylik olmasi, daha uzun yasam siiresine sahip olmasi, daha zorlu bakim
gerektirmesi gibi etkenler arastirmacilar i¢in daha yiiksek maliyetlere sebep
olmaktadir. Ek olarak, insan dis1 primatlarin deneysel arastirmalarda kullanilmalari
icin gerekli olan etik izinlere dair siireclerin karmasik ve zorlu olmasi da
arastirmacilar1i diger hayvan gruplarini kullanmaya yoneltmektedir (39). PH
calismalarinda en sik kullanilan insan dis1 primat tiirleri makaklar ve marmosetlerdir.
Ek olarak, literatiir kapsaminda sincap maymunu, afrika yesil maymunu ve babun gibi

insan dig1 primatlarin kullanildig1 ¢alismalar da mevcuttur (40).



11

PH modellemesinde kullanilan memeli olmayan tiirler arasinda Drosophila ve
Caenorhabditis elegans 6ne ¢ikmaktadir. Bu tiirler kolayca iiretilebilmeleri, ¢ok ¢esitli
genetik manipiilasyonlara hedef olabilmeleri, diisik bakim maliyetleri ve 1iyi
tanimlanmis nopatolojik ve davranissal parametleri dolayisiyla ilgi ¢ekmektedirler.
Tum bunlara ek olarak, bu tirlerin genetik haritalandirmalarinin yiiksek oranda
tamamlanmis olmasi bu tiirleri PH gelisiminde meydana gelen hiicresel ve genetik
degisikliklerin aragtirilmas1 i¢in dnemli adaylar haline getirmektedir. Bununla birlikte,
bahsi gecen tiirlerin davranigsal ve patofizyolojik mekanizmalarinin insan tiirii ile
bagdastirilmasindaki zorluklar bu tiirlerin PH modelleme ¢aligmalarinda tercih edilme

oranlarini 6nemli 6l¢iide diisirmektedir (41, 42).
2.5.1. Norotoksik Modeller

Norotoksik PH modelleri, cesitli ajanlarin deney hayvanlarina lokal veya
sistemik olarak uygulanmasiyla indiiklenen dopaminerjik néron dejenerasyonuna
dayanmaktadir. Norotoksik ajanlardan ilk kesfedileni olan 6-hidroksidopamin (6-
OHDA), baslangigta sempatik sinirleri dejenere etmek igin periferik olarak

uygulanmis olsa da daha sonralar1 PH'yi modellemek i¢in beyinde kullanilmistir (43).

PH modellerinde siklikla kullanilan bir diger norotoksin olan 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ise kendisi opioid bir ila¢ olan 1-metil-4-fenil-4-
propionpiperidinin (MPPP) kesif siirecinde kimyasal olarak indiiklenen parkinsonizm
vakalar1 sebebiyle kesfedilmistir. Tarimsal amagl kullanilan pestisitlere maruz kalan
poptilasyonlarda PH riskinin arttigina dair caligmalar, ¢esitli pestisit ve herbisitlerin
PH hayvan modellerinin gelistirilmesi agisindan kullanimin1 tesvik ederken, ¢evresel
risk faktorlerinin PH gelisimi iizerine olan etkilerini de diisiinmeyi gerektirmektedir

(44).

MPTP, PH hayvan modellerinin gelistirilmesi icin en sik kullanilan
norotoksinlerden biridir. Kullanilan protokole baglh olarak farkli yollarla akut veya
kronik olarak uygulanabilmektedir (45). MPTP, lipofilik yapisi sayesinde kan-beyin
bariyerini (KBB) kolayca gecebilme 6zelligine sahiptir. Beyin dokusuna ge¢cmesini
takiben bu norotoksin glial hiicreler tarafindan alinir ve burada 6nce monoamin

oksidaz-B (MAO-B) tarafindan 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinyum'a (MPDP+)
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donistiiriiliir, ardindan oksidasyonla toksik bir ajan olan 1-metil-4-fenilpiridinyum'a
(MPP+) doniisiir (46). Organik katyon tasiyici 3 araciligiyla parankime geri salinan
MPP+ dopamin tagiyici1 (DAT) aracilifiyla dopaminerjik hiicrelere segici olarak taginir
ve sitoplazma ile birlikte ve vezikiiler monoamin tasiyicilar (VMAT+) igerisinde
birikmeye baglar. Biriken MPP+ mitokondriyal kompleks I'i bloke ederek ATP
iretimini azaltir, oksidatif stresi artirir ve nihayetinde hiicre OJliimi ve

noroinflamasyona neden olur.

MPTP, fareler ve insan dis1 primatlarda PH'yi modellemek i¢in siklikla
kullanilmakta iken siganlar bu noérotoksine karsi sebebi hala tam olarak bilinemeyen
bir direng gosterdikleri ve yliksek doz ile mortalite oranlarinin artmasi sebebiyle tercih
edilmemektedir (47). Fareler daha once de belirtilen deneysel avantajlar1 sayesinde
MPTP ile PH modeli gelistirilmesinde en sik kullanilan hayvan tiirii olmustur. Tiim bu
bilgilere ek olarak, farelerde norotoksin araciligi ile olusturulacak olan lezyonun
dizeyi uygulanan doza, uygulama yoluna ve kullanilan fare alt tiirine goére de
degisebilmektedir (48). Bu kapsamda, ileri diizey lezyonlar PH’ nin ge¢ asamalarini
modellemek i¢in yararli oldugundan 6zellikle ilag kesfi, derin beyin stimiilasyonu,

hiicre nakli ve gen tedavisi gibi alanlarda kullanilmaktadir.

Uygulama yolu acisindan incelendiginde en sik kullanilan ydntem
intraperitoneal (i.p.) enjeksiyondur. Genellikle akut olarak uygulanan MPTP ilging
bicimde ventral tegmental alan (VTA) yerine 0zellikle SNpc'de dopaminerjik néron
kaybmma neden olmaktadir (49). Iintraperitocal MPTP uygulamasini takiben
norodejenerasyon saatler i¢inde baslamakta ve yaklasik 7 giin icinde stabilize
olmaktadir. Caligmalar, farelerde akut doz uygulamasinin (20 mg/kg'a kadar-2 saat ara
ile toplam 4 enjeksiyon) striatal dopamin seviyelerinde %90 azalmaya yol agtigini ve
SNpc'deki dopaminerjik ndronlarin ise %70 oraninda kaybina neden oldugunu
gostermektedir. Ilging sekildle MPTP uygulamasi insanlarda PH patogenezinin
tanimlanmasinda 6nemli bir kriter olan a-sinlklein birikimine neden olmamaktadir
(45).

Farelerde MPTP ile indiiklenen dopaminerjik dejenerasyon 6lctlebilen motor

bozukluklara da sebep olmaktadir. Bununla birlikte, bahsi gegen motor bozukluklarin
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zamanla diizelme goOstermesi arastirmacilarin davranigsal c¢aligmalarin siirelerini

planlamalar1 agisindan engel olusturmaktadir (50).

Akut doz uygulamasi modeline alternatif olarak, kronik MPTP uygulamasi
(tekrarlanan giinliik i.p. enjeksiyonlari) da literatiirde siklikla kullanilmaktadir. Bu iki
model arasinda nérodejeneratif siiregler agisindan benzerlik olsa da kronik model ile

birlikte a-siniiklein birikimi goriilmesi 6nemli bir fark olarak ortaya ¢ikmaktadir (51).

PH hayvan modellerinde siklikla kullanilan diger bir ndrotoksin tiirli ise 6-
OHDA’d1r. 6-OHDA bir dopamin ve norepinefrin analogu olmakla birlikte dopamin
metabolitlerinin hidroksilasyonu yoluyla endojen olarak da Gretilmektedir (52).
MPTP’nin aksine 6-OHDA kimyasal yapisi sebebiyle KBB’yi gecemez. Bu sebeple
de deney hayvanlarinda 6-OHDA aracili nérodejenerasyonu indiiklemek ig¢in bu
toksinin dogrudan beyine uygulanmasi gerekmektedir. Burada dikkat edilmesi gereken
nokta beyin dokusuna verilen 6-OHDA’nin hiicrelere tasinma yoludur. Uygulanan 6-
OHDA monoamin tagtyicilar1 yardimiyla hiicrelere alindigindan bu noérotoksinden
hem dopaminerjik hem de noradrenerjik néronlar etkilenebilir. Bu durumun 6niine
gecmek ve dopaminerjik noronlart secici olarak hedefleyebilmek icin deney
hayvanlarina noradrenerjik geri alim inhibitorleri (6r. desipramin) de uygulanmalidir
(37). Sonugta hiicre igine alinan 6-OHDA mitokondriyal kompleks I'i inhibe ederek
superoksit radikalleri, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen

tarleri (ROS) uretir ve oksidatif stres yoluyla hiicre 6limune neden olur (43).

6-OHDA enjeksiyonlar1 beyinde 6zellikle SNpc, striatum veya medial 6n beyin
demetini hedefleyerek tek tarafli, hemi-Parkinson modellerinin olusturulmasini saglar.
Bilateral enjeksiyonlar genellikle adipsi, afaji ve yiiksek mortaliteye sebep oldugundan
tercih edilmemektedir. Siganlarda 6-OHDA'nin SNpc’ya enjeksiyonunu takip eden 24
saat icinde guclu bir dopaminerjik dejenerasyon baslar ve enjeksiyonu takip eden
birka¢ giin igerisinde %90 oraninda striatal dopamin kayb1 gozlenir (46). Striatum
bolgesine yapilan 6-OHDA enjeksiyonlar1 ise 1-3 haftalik siire¢te nigro-striatal

noronlarin retrograd dejenerasyonuna yol acar.
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2.5.2. Genetik Modeller

Genetik PH hayvan modelleri incelendiginde, fare tiirii genetik
manipiilasyonlarin (transgenik veya knockout) en sik ve kolaylikla uygulanabildigi tiir
olmas1 sebebiyle norodejeneratif hastaliklarin genetik modellemesinde en sik
kullanilan tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir (53). Otozomal dominant PH genetik
modelleri hastaligin deney hayvaninda kisa siirede gelisimini saglamak i¢in hedef
genlerin asir1 ekspresyonuna dayanmaktadir. Fakat, insanlarda PH nin gelisim siireci
iliskili genlerin asir1 ifadesini igermediginden transgenik PH hayvan modellerine
ihtiyath yaklasma gereksinimi dogmaktadir. Insanlarda sporadik PH vakalari
incelendiginde hastalik gelisiminde birden ¢ok gendeki bozuklugun ayni anda rol
aldig1 tespit edilmistir. Bu durum 6zellikle monogenik PH modellerinin hastalik
gelisiminde norotoksin aracili modellere kiyasla hastaligin gergek patofizyolojisini
yansitmada daha zayif kalacagini diisiindiirmektedir (54). Ek olarak, genetik PH
modellerinde hastalik gelisiminden beklenen diizeyde dopaminerjik néron kaybinin
gerceklesmediginin tespit edilmesi aragtirmacilarin ndrotoksik modelleri daha sik
tercih etmesini saglamaktadir (55-57). Genetik PH modeli gelistirmede siklikla
hedeflenen bes genin insanlarda da sporadik PH gelisiminde rol oynadigi

bilinmektedir. Bu genler; a-siniiklein, Parkin, DJ-1 ve Pink-1 olarak siralanabilir (58).
2.6. Yeni Bir Tedavi Yaklasimi: Mitokondri Transplantasyonu

Mitokondriyal disfonksiyonun, bir ¢ok nérodejeneratif hastalikda, yaslanma ile
iligkili hastaliklarin gelisiminde 6nemli roller oynadiginin goriilmesi arastirmacilari
izole edilen saglikli mitokondrilerin transplantasyon yolu ile fonksiyonu bozulmus
mitokondrilerle degistirilebilecegi fikrine yaklastirmustir (59, 60). Bu tedavi
yaklagimindaki amag saglikli mitokondrilerin transplantasyonu vasitasi ile hasar almig
hiicrenin tekrar saglikli mitokondrilere kavusmasini saglamaktir. Bu kapsamda
gerceklestirilen birgok caligma mitokondriyal transferin alici hiicrelerde yer alan
mitokondrilerin fonksiyon, metabolizma ve islevlerinde iyilesmeyi diisiindiirecek

etkiler olusturdugunu ortaya koymaktadir (61-63).

McCully ve arkadaslarinin bu konudaki 6ncii ¢aligmalari, sagliklt mitokondri

transplantasyonunun iskemik lezyonlarda rejeneratif etkiler olusturdugunu
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goOstermektedir (64-66). Ancak, akut bir hasar1 temsil eden iskemi modeli kapsaminda
yararli etkileri gozlenen mitokondriyel transplantasyonun, kronik bi¢cimde gelistigi
bilinen ndrodejeneratif hastaliklar lizerinde de ayni etkiyi gosterip gdstermeyecegi bu
kapsamda gelecekte gerceklestirilecek olan ¢alismalara baghdir. Norodejeneratif
hastaliklarin gelisim siirecinde mitokondriyel disfonksiyona ek olarak bir¢ok hiicresel
ve molekiiler bozukluklarin da rol almasi durumu daha karmasik bir hale
getirmektedir. Buna ragmen; sentetik ADP/ATP veya DNA hasari iceren mitokondri
transplantasyonunun alict hiicrelerinde intakt mitokondri transplantasyonuna benzer

oranda iyilestirici etkiler gostermemesi bu konuyu ilgi ¢ekici hale getirmektedir (67).
2.6.1. intranazal Mitokondri Transplantasyonu

Kan-beyin bariyeri, merkezi sinir sistemi (MSS) ile viicudun geri kalani
neredeyse tamamiyle birbirinden ayiran; sistemik dolagimda yer alan kiigiik
molekiillerin %98’inden fazlasi, biiylik molekiillerin ise neredeyse tamaminin MSS’ye
gegcisini Onleyen siki bir bariyerdir (68). KBB, sistemik dolasim ile MSS arasinda
molekiil, hiicre ve iyonlarm hareketini 6nemli 6lgiide kisitlayarak MSS homeostazinin
diizenlenmesinde 6nemli rol almaktadir. Cesitli toksin ve patojenlerin yanisira
terapotik molekiillerin de MSS’ye gecisini engellemesi dolayisiyla arastirmacilar uzun
yillar boyunca KBB geg¢irgenligini modiile etmek veya KBB’yi atlayarak MSS’ye

ulasmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirmeye ¢aligmislardir.

Intraserebroventrikiiler veya intraparankimal enjeksiyonlar terapotiklerin
MSS’ye iletilmesi konusunda ilk akla gelen yontemler olsalar da, bu yontemlerin
invazif ve riskli olmalar1 tercih edilmelerini engellemektedir. Ek olarak, kendine 6zgii
damarlanma yapis1 sayesinde MSS’ye yapilan enjeksiyonlarin diflizyon oranlarinin
yavas olmasi ve beyin omurilik sivis1 (BOS) un yiiksek filtreleme kapasitesi de bu

yontemlerin kullanilmasini zorlagtiran diger faktorlerdir.

Intranazal uygulama, KBB'yi atlayarak trigeminal ve olfaktdr sinirlerin izledigi
yollart kullanip MSS’ye ulagsmay1 saglayan ve invazif olmayan bir yontemdir (69, 70).
Bu yontem, ilk olarak 1989 yilinda Alzheimer Arastirma Merkezi'nden William H.
Frey II tarafindan onerilmis ve takip eden yillarda gergeklestirilen bir ¢ok ¢aligma

sayesinde etkinligi gdsterilmistir. Ornek olarak, bugday agliitinini ile konjiige karaturp



16

peroksidaz ile isaretlenmis maddelerin olfaktor sinir aksonlari iginde tasinarak
MSS'deki koku sogancigma ulastig1 gosterilmistir (71). Intranazal uygulama yolu ile
ilgili yapilan farmakokinetik ve farmakodinamik c¢aligmalar bu yolla verilen
molekiillerin olduk¢a hizli ve etkili bicimde MSS’ye ulastigin1 gostermistir. Bu
sebeplerle intranazal ila¢ uygulama yolu giinimiizde PH, Alzheimer hastaligi (AH),
Huntington hastalig1 ve epilepsi de dahil olmak {lizere birgok MSS hastaliginin tedavisi
icin yeni bir yaklagim sunmaktadir. Hiicreler i¢in hayati 6nem tasiyan mitokondriler
de replasman tedavi sec¢enekleri kapsaminda klinikte birgok hastaligin tedavisinde

umut verici sonuglar ortaya koymaktadir (72).

Yukarida verilen bilgiler kapsaminda intanazal mitokondri transplantasyonu
uygulamasi kendisi de mitokondriyal disfonksiyon ile yakin iligkili oldugu c¢aligsmalar
kapsaminda gosterilen PH tedavisinde yeni ve umut verici bir yol olarak ortaya
cikmaktadir. Ek olarak, bir¢cok ¢alisma kapsaminda saglikli hiicrelerden elde edilen
mitokondrilerin in situ veya intravenéz uygulamalarinin mitokondri islevlerinde
iyilesmelere sebep olmasi bu organelin terapdtik potansiyeli hakkinda umut

vermektedir (73, 74).



17

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Bu doktora tez galismasinda Kobay A.S’den alinan 4-6 haftalik (20-25 gram),
44 adet C57BL6 cinsi erkek fare kullanilmistir (Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu; 2021/15 Onay; 2022/09-10 Karar numarasi- Etik kurul
onay1 Ek 1’°de verilmistir). Tez ¢alismas1 planlanirken G-power programi kullanilarak
orneklem genisligi hesaplanmis ve istatistiksel degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in
gereken en az hayvan sayis1 n=8 olarak belirlenmistir. Fareler temin edildikten sonra
sonra gegici barmdirma ruhsati olan Hacettepe Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali
deney hayvanlar1 laboratuvarma getirilmislerdir. Herhangi bir kisitlama olmaksizin,
sikistirllmig standart fare yemi ve musluk suyu ile beslenmislerdir. Gece giindiiz
dongiisii 12 saat (Beyaz 151k 08:00-20:00 arasi) i¢ sicaklign 24+2 °C, nem orani
55+£10% olacak sekilde ayarlanmis laboratuvar kosullarinda barindirilmiglardir. TUm
hayvan deneylerinde deney hayvani kullanim sertifikasina sahip aragtirmacilar gérev
almistir. Deney protokolleri tilkemizde yiiriirliikte olan ilgili yasal mevzuat ile birlikte
ABD Ulusal Saghk Enstitiisi (NIH) tarafindan yayinlanan ‘“Laboratuvar
Hayvanlarmim Bakimi ve Kullanimi Rehberi” (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, 8" Ed.) (75) kapsaminda belirlenen kurallara gore hazirlanmis ve

calisma boyunca bu kurallara uygun davranilmistir.
3.2. Deney Gruplari

Deney hayvanlar1 laboratuvara getirildikten sonra 3 giin boyunca ortama

adapte olmalar1 saglanmig ve ardindan deney protokoliine gegilmistir.

Tez galigmasinda 5 farkli grup olusturulmustur. Gruplar ¢alismanin amag ve
hipotezlerine gore asagida belirtildigi sekilde ayarlanmistir. Deney gruplar1 disinda
mitokondrilerin beyindeki biyodagilimini géstermek amaci ile 2 hayvandan olusan ek

bir grup daha olusturulmustur (Tablo 3.1.)

a. Kontrol Grubu (K) (n=6): Bu gruptaki hayvanlara ayni giin igerisinde 2
saat ara ile 4 doz intraperitoneal serum fizyolojik verilmistir. Bu islemden 1 hafta sonra

4 hafta boyunca haftada 1 kez 20 pl (her nostril igin 10 pl) serum fizyolojik intranazal
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yolla verilmistir. Bu sekilde hem MPTP wuygulamasi hem de mitokondri
transplantasyonu taklit edilmistir. Grubun olusturulmasiin amaci negatif kontrol

olusturabilmektir.

b. Parkinson Hastaligi Grubu (PH) (n=6): PH modelinin gelistirilmesi i¢in
bu gruptaki hayvanlara ayn1 giin igerisinde 2 saat ara ile 4 doz 20 mg/kg MPTP
(Toplamda 80 mg/kg) intraperitoneal yolla enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 1 hafta
sonra 4 hafta boyunca haftada 2 kez 20 pl (her nostril igin 10 pl) serum fizyolojik
intranazal yolla farelere verilmistir. Grubun olusturulmasinin amaci pozitif kontrol

olusturabilmektir.

c. Parkinson Hastahgr + Egzersiz Grubu (PHE) (n=8): Bu gruptaki
hayvanlara ayni giin igerisinde 2 saat ara ile 4 doz 20 mg/kg MPTP (Toplamda 80
mg/kg) intraperitoneal yolla enjekte edilmistir. Son enjeksiyondan 1 hafta sonra giinde
30 dakika, haftada 5 giin ve toplamda 4 haftalik kosu band1 egzersizi yaptirilmistir (30
dk/5 giin/4 hafta). Grubun olusturulmasinin amaci 4 haftalik egzersizin PH’ye olan

etkisini incelemektir.

d. Parkinson Hastahgi + Egzersiz + Mitokondri (PHEM) (n=8) Bu gruptaki
hayvanlara ayni giin igerisinde 2 saat ara ile 4 doz 20 mg/kg MPTP (Toplamda 80
mg/kg) intraperitoneal yolla enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra 4 hafta stiresince
haftada 1 kez 70-80 pg mitokondri iceren 20 ul fosfat tamponlu salin (PBS) ile
transplantasyon yapilmistir (Her bir nostrile 10 pul verilecek sekilde).
Transplantasyonun ardindan giinde 30 dakika, haftada 5 giin ve toplamda 4 haftalik
kosu band1 egzersizi yaptirilmistir (30 dk/5 giin/4 hafta). Grubun olusturulmasinin
amaci; intranazal mitokondri transplantasyonunun ve beraberinde egzersizin PH’ye

etkisini incelemektir.

e. Parkinson Hastaligi + Mitokondri Grubu (PHM) (n=8) Bu gruptaki
hayvanlara ayni giin igerisinde 2 saat ara ile 4 doz 20 mg/kg MPTP (Toplamda 80
mg/kg) intraperitoneal yolla enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra 4 hafta suresince
haftada 1 kez 70-80 pg mitokondri igeren 20 pl PBS ile transplantasyon yapilmistir
(her bir nostrile 10ul verilecek sekilde). Grubun olusturulmasinin amaci; intranazal

mitokondri transplantasyonunun PH’ye etkisini incelemektir.
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f.  Mitokondri Biyodagihmmmm Gosterilmesi  (n=2): Mitokondri
biyodagiliminin gosterilmesi i¢in 2 adet fare kullanilmistir. Bu kapsamda, bu gruptaki
hayvanlarin tiim beyin dokusu alimarak sivi azot icerisine konulmustur. Transplante
mitokondriler Mitospy Green FM (Biolegend,USA) ve MitoTracker® Red CMXROS
Mitochondrion-Selective (Invitrogen, Ltd.UK) ile boyanarak dokudaki dagilimlari
gosterilmistir. Grubun olusturulma amaci mitokondrilerin beyin dokusuna ulasip

ulagsmadigimi gosterebilmektir.

Tablo 3.1: Deney gruplar.

Grup Hayvan Sayisi (n)
Kontrol 6
Parkinson Hastaligi Modeli (PH) 6
Parkinson Hastaligi Modeli + Egzersiz (PHE) 8
Parkinson Hastaligi Modeli + Mitokondri + Egzersiz (PHEM) 8
Parkinson Hastaligi Modeli + Mitokondri (PHM) 8
Mitokondri Biyodagilimimin Gosterilmesi 2
3.3. Deney Plam
Tez ¢alismasinin deney plani asagidaki gibidir:
. Deney hayvanlarinin laboratuvara getirilmesi ve adaptasyonlarinin
saglanmasi.
. 1. Davranis testlerinin yapilmast (MPTP 0ncesi).

" PH, PHE, PHEM ve PHM gruplarina intraperitoneal MPTP

enjeksiyonlarini yapilmasi ve Parkinson hastaliginin olusturulmasi.
. 2. Davranis testlerinin yapilmas: (MPTP sonrast).

" 4 hafta siresince haftada 5 gun siren egzersiz protokoliiniin PHE ve

PHEM gruplarina uygulanmasi.
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. 4 hafta stresince haftada 1 giin intranazal yolla mitokondrilerin PHM

ve PHEM gruplarina verilmesi.
. 3. Davranis testlerinin yapilmasi (tedavi sonrast).
. Hayvanlarin feda edilip doku 6rneklerinin toplanmasa.

Deney bitiminde tiim hayvanlar1 ketamin-ksilazin (90-10 mg/kg) karisimi ile
anestezi altina alinmis, inferior vena cavdan 2 ml kan cekilerek yasamlarina son
verilmistir. Beyin, kas ve kan dokular1 uygulanacak inceleme yontemine uygun sekilde

toplanmistir.

Deneyler tamamlandiktan sonra davranis testleri videolari, toplanan doku
ornekleri ve alinan kesitler analiz edilip alinan sonuglar IBM SPSS v.23 programu ile

istatistiksel analize alinmistir. TUm deney protokolu Sekil 3.1. de 6zetlenmistir.
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3.4. Deneysel Parkinson Hastahigi Modelinin Olusturulmasi

Parkinson hastali§i modeli olusturulacak gruplardaki hayvanlara akut ilag
uygulamasi ile intraperitoneal yolla ayni giin igerisinde 2 saat ara ile 4 kez 20 mg/kg
MPTP enjeksiyonu yapilarak toplamda 80 mg/kg MPTP verilmistir (76). Uygulama
esnasinda MPTP’nin toksik etkilerinden korunmak amaciyla tulum, ¢ift kat eldiven,
g06zluk, bone gibi tim koruyucu ekipmanlar giyilmistir (Sekil 3.2.). Her bir hayvana
kilosuna uygun MPTP dozu verilmistir. Uygulamanin ardindan 48 saat siire ile
hayvanlar karantinada tutulmus ve laboratuvara diger arastirmacilarin girisleri
engellenmistir. Talaglar ¢amasir suyu igeren soliisyon ile muamele edilip tibbi atiga

atilmistir.  Tim kullanilan malzemeler (kafes, suluk vb.) c¢amasir suyu ile

temizlenmistir. MPTP nin ortama yayilma riski ortadan kaldirilmistir.

Sekil 3.2. MPTP icin alman koruyucu onlemler ve intraperitoneal enjeksiyon
uygulamasi.
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3.5. Kosu Band1 Egzersiz Protokolii

Kosu band1 egzersizleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ABD. ve
Ankara Universitesi Elektrik Elektronik Miihendisliginin ortaklasa iiretmis oldugu
RT-05 sican kosu bandi cihazinda gergeklestirilmistir. Cihaz siganlara uygun sekilde
tiretildigi i¢in izerine {i¢ boyutlu yazicida hazirlanmis yeni kulvarlar tasarlanmig ve bu

sayede cihaz farelere uygun hale getirilmistir. Cihazda farelerin kosabilecegi hareketli

bandin oldugu bir kisim ve dinlenebilecekleri bir alan mevcuttur (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Kosu band1 (RT-05) cihazinin goriintiileri. Kosu bandinin bulundugu kisim
sar1 ¢erceve, dinlenme alani kirmizi gergeve ve kontrol paneli ise yesil ¢ergeve iginde
gosterilmektedir.

MPTP uygulamasindan sonra egzersiz gruplarinda yer alan deney hayvanlarina
4 hafta siireyle haftada 5 giin ve glinde 30 dk olacak sekilde kosu bandinda egzersiz
yaptirilmistir. 1. hafta hayvanlarin kosu bandina alismalar1 saglanmis ve kosu bandi
hiz1 kademeli olarak artirilmustir. Ik hafta maksimum hiz 15-17 m/dk olacak sekilde
belirlenmistir. 2. haftadan itibaren maksimum hiz 20 m/dk ya ¢ikarilmis ve bu hizda
kosmalar1 saglanmustir. 3. ve 4. haftalarda ise her gruptaki hayvanlarin 30 dk boyunca
20 m/dk hiz ile kogmalar1 saglanmistir. 30 dakikalik antrenman 6ncesi 5 dk boyunca

hiz yavasca arttirilarak hayvanlarin egzersiz dncesi 1sinmalar1 saglanmigtir.
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Kosu bandi, deney hayvanlarinin kosu yapabilecekleri alan ve
dinlenebilecekleri alan olmak iizere iki bolmeden olusmaktadir. Hayvanlarin kosu
egzersizleri sirasinda bir ¢ubuk yardimi ile kuyruklarma veya viicutlarinin arka
bolgelerine hafifce midahale edilip kosmalari tesvik edilmis ve uzun siire dinlenmeleri
engellenmistir. Bu sayede, dinlenme bolgesine gelen deney hayvanlarin burada 5
sn’den fazla zaman gecirmemesi saglanmistir. Deney siiresince elektrikle uyarim vb.
gibi agrili uyaran kullamlmamustir. Ozellikle elektrik gibi agrili uyaranlarin
kullanilmas1 hayvanlarin stres seviyelerini arttirabilecegi ve davranis testlerini

etkileyebilecegi igin kullanilmamistir (Sekil 3.4.).

R Y SR Y @

Miidahale ¢ubugu

o -
-

Sekil 3.4. Kosu band1 egzersizi gorintisi. Egzersiz siiresince dinlenme alanina gelen
farelerin gubuk yardimi ile miidahale edilip tekrardan kogmalar1 saglanmaistir.

Son hafta (4. hafta) yapilan kosu bandi egzersizine mahsus olarak deney
hayvanlarina yapilan miidahale sayisinin verileri kaydedilmistir. Miidahale sayis1 her
bir hayvanin dinlenme boélgesinde gecirmesi igin verilen zamandan daha fazla
beklemesi durumunda ¢ubuk ile dokunma eyleminin sayisini belirtmektedir. Bu veriler
hayvanlarin egzersize yatkinliklari, istekleri ve yorulma egilimleri hakkinda bilgi

toplamak amaci ile kullanilmistir.
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3.6. Mitokondri Tedavi Proseduru

MPTP aracili PH modeli olusturulduktan 1 hafta sonra davranis testleri
yapilmistir. Bu testlerin ardindan egzersiz gruplarinin tedavi siirecine gegilmistir.
Mitokondri transplantasyonlar1t PHEM ve PHM gruplarina ayni giin yapilmistir.
Transplantasyonlar 4 haftalik egzersiz protokoliine es zamanl olarak yapilmistir. 5.
egzersiz gununde egzersiz bitiminden 4-6 saat sonra mitokondri transplantasyonlari
PHEM ve PHM gruplarina uygulanmistir. 4 hafta boyunca transplantasyon devam
etmistir (Sekil 3.5.). Intranazal olarak uygulanacak olan izole mitokondri miktar: bu
caligma igin 70-80 pg olarak belirlenmistir (77). Mitokondriler 20 ul PBS icerisinde
her bir burun deligine 10 ul olacak sekilde uygulanmistir. Bu uygulama 4 hafta
boyunca haftada 1 kez gergeklestirilmistir. Fare burun deliginin igerisine verilebilecek
stvi hacmi literatiire uygun sekilde belirlenmistir (78). Ek olarak, izole edilmis ve
intranazal yolla hayvana verilmis olan mitokondrilerin biyodagilimmi gostermek
amaciyla deney gruplari1 bolimiinde de belirtildigi gibi 2 hayvana Mitospy Green FM
(Biolegend,USA) ve MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-Selective
(Invitrogen, Ltd.UK) ile isaretlenmis mitokondriler verilmistir (79, 80).

Sekil 3.5. Intranazal mitokondri uygulamast.
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3.6.1. Mitokondri izolasyonu

Izole mitokondriler C57BL fare karacigerinden elde edilmislerdir. izolasyon
icin mitokondri izolasyon Kiti (ScienCell, USA) kiti kullanilmustir. Izolasyon dncesi
ketamin-ksilazin karisimi 90-10 mg/kg olacak sekilde dozlanip fareye verilmis ve fare
anestezi altina alinmistir. Anestezi derinligi sikistirma ile kontrol edildikten sonra
deney hayvaninin batin bolgesi agilarak karaciger tespit edilmistir (Sekil 3.6-A). Vena
portadan yliksek dozda kan gekilerek (2 ml ve fazlasi) hayvan feda edilmis ve hemen
ardindan karaciger dokusu kesilerek ¢ikartilip serum fizyolojik igerisine almarak
yikanmistir (Sekil 3.6-B). Karaciger tartilarak uygun boyutlarda kesilmis ve
mitokondri izolasyon kitine (ScienCell, USA) ait protokole gore islemler yapilmigtir
(Sekil 3.6.). TUm siire¢ boyunca ortamin soguk (+4°C) olmasina d6zen gosterilmistir.
Tartilan karaciger dokular1 soguk PBS ile iki kez yikanmig ardindan 100 mg dokuya 1
ml olacak sekilde mitokondri izolasyon buffer A soliisyonu eklenmis ve cam
homojenizatdr (Dounce homojenizator) ile 15-20 darbe uygulanarak doku
parcalanmistir. Ardindan 1000 g kuvvette 5 dakika boyunca +4°C’de santrifj
(KUBOTA, model 5500) islemi uygulanmis ve siipernatan kismi ayri bir tiipe alinmigtir
(Sekil 3.6-C). Siipernatan s1visi bu kez 10000 g kuvvette 20 dakika sireyle +4°C’de
santrifiij edilmistir (Sekil 3.6-D). Islem sonucunda tiipiin dibinde kalan pelet muhafaza
edilip ustteki sivi kisim atilmis ve pelet (izerine mitokondri izolasyon tampon B
soltisyonu (100 ul) eklenmistir. Elde edilen mitokondri karigimi PBS ile sulandirilarak

zaman kaybetmeden transplantasyon islemine alinmistir.
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Sekil 3.6. Mitokondri izolasyon basamaklar1. (A) Fare karaciger dokusu, (B) Cikarilip
tartilan karaciger dokusun PBS ile yikanmasi, (C) Ilk santrifiij sonrasi siipernatan
kistm i¢inde bulunan mitokondriler, (D) Ikinci santrifiij sonras1 pelet kisminda bulunan
izole edilmis mitokondriler.

3.7. Davrams Deneyleri

Davranis deneylerine baslamadan 30 dk oOncesinde hayvanlar deneylerin
gerceklestirilecegi laboratuvara getirilerek ortamin fiziksel kosullarina (beyaz gurlt,
sicaklik, nem) alismalar1 saglanmistir. Davranig deneyleri siiresince ayni laboratuvar
ve ayn1 ekipmanlar kullanilmistir. Egzersiz saatleri sabah 10:00-12:00 arasinda oldugu
icin tiim davranis deneyleri 14:00-17:00 saatleri arasinda yapilmigtir. Lokomotor ve

spontan aktivitenin degerlendirildigi deneyler farkli giinlerde yapilmistir.
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PH’nin davranigsal analizleri i¢in yatay ¢ubukta zorlu yiiriime testi (Sekil 3.7.)
ve spontan aktivite silindir testi yapilmistir (Sekil 3.8.). Yatay cubukta zorlu ylrime
testi lokomotor aktivitenin hastalik ve tedavi silireci ile beraber degisimini
gostermektedir. Bazal cekirdekteki dopaminerjik noronlarin hasarmna bagh olarak
meydana gelen davranigsal degisikliklerden bir tanesi de igten gelen spontan
davraniglardaki azalmadir. Bu semptomlar1 degerlendirmek igin ise spontan aktivite

silindir testi se¢ilmistir.

Davranis testleri deney siirecine uygun olarak ti¢ farkli zamanda yapilmistir. 1.
Davranis testleri (MPTP oncesi) deney hayvanlarinin normal davranis verilerinin
toplanabilmesi amaci ile hastalik olusturulmadan 6nce yapilmistir. 2. Davranis testleri
(MPTP sonrast) PH modeli olusturulduktan 1 hafta sonra yapilmistir. Amag, hastalik
modeli gelisiminin davranigsal olarak teyit edilmesi ve tedavi sonrasi degisikliklerin
incelenebilmesi igin gerekli verilerin toplanmasidir. 3. Davranis testleri (tedavi
sonrasi) ise tiim tedavi siireci tamamlandiktan sonra yapilmistir. Tiim deneysel siirecin
davranissal agidan ayrintili bir sekilde takibi bu {i¢ farkli zamanda tekrarlanan davranig

deneyleri ile saglanmustir.
3.7.1 Yatay Cubukta Zorlu Yurime Testi

Bu testte, hayvanlarin parkurun baslangi¢ noktasindan itibaren ileri dogru
hareketleri esnasinda bir uzvun (6n ayak veya arka ayak) tel 6rgliden kaymasi veya tel
orgliniin altindaki bosluga girmesi durumu hata olarak sayilmistir (Sekil 3.7.). Hayvan
ileri yonlii hareket etmiyorsa veya hayvanin kafasi tel 6rgilinlin soluna veya sagina
doniikse bu durumda yapilan hatalar sayilmamistir. Bu durumda, cubukta zorlu
yiirlime testinde deneklerin parkuru ka¢ adimda tamamladig1 ve bu siirecte yaptiklari
hata sayis1 kaydedilmistir. Toplamda ¢ denemeye tabi tutulan denekler denemeler

arasinda 15 dakika siiresince kendi kafeslerinde dinlendirilmistir.
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1x1 cm tel orgii

Sekil 3.7. Yatay cubukta zorlu yuriime testi diizenegi.

Yatay cubukta zorlu yiiriime testi protokolii su sekildedir:

En kalindan en inceye dogru ilerlemek kaydiyla toplam dort parcadan
olusan ¢ubuk yan yana konulan kafeslerin {izerine yerlestirilerek sabitlenir.
Icinde az miktarda teste girecek hayvanin kullandig: talag bulunan bir kafes
en uctaki en ince ¢ubuk pargasinin bitimine i¢ kismi goriinecek bigimde
yerlestirilerek denek i¢in varis noktas1 ayarlanir.

Deney hayvani ¢ubugun en kalin ve varis noktasina en uzak boliimiine
yerlestirilir.

Deney hayvaninin ¢ubuga aligmasi i¢in zaman taninir. Farenin geriye
donmek istemesi halinde fare yumusak bicimde itilerek varis noktasina
dogru yonlendirilmesi saglanir (gerekli durumlarda varis noktasinda
bulunan kafes gosterilerek denegin varis noktasina yonelmesi saglanabilir).
Deney hayvaninin bir tam tur olarak baglangi¢ ile varis noktas: arasinda
ilerlemesi saglanmalidir (alisma fazi).

Her deney hayvani i¢in bir tam tur tamamlandiktan sonra deney hayvaninin
lizerine basarak ilerledigi c¢ubuk %70 etanol (EtOH) ile silinip
kurulanmalidir.

Test giiniinde tiim diizen ayn1 kalmakla birlikte bu sefer gubuk iizerine tel

orgiilii parmaklik yerlestirilir.
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Video kamera sistemi kullanilarak farelerin baglangig ile bitis noktasi arasi

hareketleri kaydedilir (81).

3.7.2 Spontan Aktivite Silindir Testi

Bu davranis testinde 20 cm ¢apinda ve 20 cm yiiksekliginde seffaf bir silindir

kullanilmaktadir. Silindir seffaf bir cam iizerine yerlestirilir ve diizenegin altina video

kayit sistemi konulur (Sekil 3.8.). Amag¢ dar bir alanda deney hayvaninin yapmis

oldugu spontan aktiviteleri kaydetmektir. Video kaydinin analizi ile 6n ayak adim

sayisi, arka ayak adim sayisi, sahlanma sayist ve temizlenme siiresi verileri

toplanmagtir.

Silindir igerisinde spontan aktivite testi protokoli asagida ayrintili tarif edilmistir:

Saydam plastik silindir bu cam zemin lizerine yerlestirilir.

Saydam cam zeminin altina yer kamera sabitlenir.

Kronometre 3 dakikaya ayarlanir.

Deney hayvanlarinda donup kalma davranisinin Onlenmesi igin testin
uygulandig1 alanin farenin dikkatini dagitmayacak sadelikte olmasina ve
ortamda yiiksek ses olusturacak materyaller/durumlar bulunmamasina
6nem gosterilmelidir.

Deney siiresince bir saya¢ yardimiyla farenin ayaga kalkma sayisi not
edilmelidir. Ayaga kalkma davranis1 6n ayaklarin yerden dikey olarak
kaldirilmas: ile sadece arka ayaklar lizerinde dengede durma seklinde
tanimlanmaktadir.

3 dk sonunda denek silindirden ¢ikarilarak kafesine geri konulmalidir.
Her deney hayvani i¢in test tamamlandiktan sonra tiim deney alanlar1 70%

EtOH ile silinip kurulanmalidir (82).
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Sekil 3.8. Spontan aktivite silindir test diizenegi.

3.8. Protein Izolasyonu

Beyin dokularindan protein izolasyonu kapsaminda yiiriitiilen tim stiregler
buzlu soguk bir ortamda gerceklestirilmistir. Deney hayvanlarindan elde edilen beyin
dokular1 ilk olarak hassas terazi araciligi ile tartilmig ve iizerine agirliginin 1:9
oraninda radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lizis tamponu ve proteaz inhibitor
kokteyl (PIC) karigimi eklenmistir. Beyin dokulari, makas yardimu ile tiip ig¢erisinde
fiziksel olarak olabildigince kii¢iik parcalara ayrilarak karisim 10 dk buz icerinde
bekletilmistir. Ardindan beyin dokulart sonikator cihazina alinip her bir beyin dokusu
sonikasyon yontemi ile homojenize edilmistir (30 sn). Siire¢ boyunca beyin dokularini
iceren deney tiipleri buzlu su ile temas edecek sekilde konumlandirilmis, sonikator
cihazi araciligiyla verilen ses dalgalarinin frekansi kesikli olacak bicimde ayarlanmis
ve bu sayede homojenatlarin asir1 1sinip protein denatlirasyonu gergeklesme olasiligi
en aza indirilmistir. Homojenize edilen dokular +4 °C de 15000 g hizda 10 dk boyunca
santrifij (KUBOTA, model 5500) edilmis ve siipernatan kisimlari farkli tiiplere

almarak drnekler -80 °C°de muhafaza edilmistir.

Kas dokularindan protein izolasyonu igin 50 mg agirliginda olacak sekilde kas
ornekleri kesilerek alinmig ve homojenizasyon islemi i¢in ise PBS ve PIC karisimina
konulmustur. Diger basamaklar beyin dokularinda yapilan islemler ile ayni olacak

sekilde uygulanmis ve homojenatlar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.8.1. Toplam Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Toplam protein seviyelerinin belirlenmesi analiz streci icin oldukca 6nemli bir
basamaktir. Beyin dokularinda Western blot yontemi analizleri, kas dokularinda
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) dlcimlerinin analizleri, intranazal yol
araciligrtyla verilen mitokondri miktarlarinin belirlenmesi ve ATP analizlerinin
yapilabilmesi i¢in homojenatlarda bicinchoninic acid assay (BCA) yontemi ile toplam
protein miktarlart belirlenmistir. Bu islem i¢in Intron marka BCA kitinde belirtilen

protokole uygun olarak islemler su sekilde yapilmistir:
= Albumin standartlar1 hazirlandu.

* Homojenatlardan alinan ornekler litaratiire uygun sekilde sulandirildi.
Sulandirma islemi kapsaminda; beyin dokular1 i¢in 10 kat, kas dokular1 i¢in

5 kat, izole mitokondriler i¢in ise10 kat sulandirma faktorii uygulandi.

= Albumin standartlar1 ve 6rnekler iki tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu

kaplara her bir kuyucuga 20 pul olacak sekilde konuldu.

= Her bir kuyucuga kit igerigindeki soliisyon a ve soliisyon b karigim1 200 pl
miktarinda eklenerek 30 saniye ¢alkalayicida bekletildi.

* Plaka onceden 37°C sicaklik degerine ayarlanmis inkiibator icerisinde 30

dk boyunca inkiibasyona birakildi.

* [nkiibasyondan sonra 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda
(Allsheng AMR-100) okuma yapild1 ve veriler kaydedildi.

3.9. Kas Dokusu Sitrat Sentaz ELISA Ol¢imii

Kas dokusundan izole edilen proteinlerde sitrat sentaz (CS) protein seviyeleri
ELISA yontemi ile ¢caligilmistir. Bu yontem icin BT Lab marka ELISA kit (Katalog
no: E1631Mo, Bioassay Technology Laboratory, China) kullanilmistir. Kit sandvig
tipi ELISA yontemi ile caligmaktadir. Protokole gore CS standartlar1 hazirlanmas,
ornekler ve standartlar plakalara alinarak siras ile protokol gerceklestirilmistir. Islem
sonunda ELISA okuyucuda (Allsheng AMR-100) 450 nm dalga boyunda okumalar
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yapilarak abosorbans degerleri alinmistir. Elde edilen sonuclar BCA yonteminde

toplam protein degerleri ile normalize edilmis ve istatistiksel analize sokulmustur.
3.10. Western Blot Analizleri

Beyin dokularindan izole edilmis proteinlerde Western blot yontemi ile gruplar
arasinda ifade farklilklar1 dlgiilmiistiir. Olglimler yapilmadan &nce izole edilen
proteinlerin derigimleri hesaplanmis ve uygun katsayida seyreltme kulanilarak
elektroforez kuyucuklarina yiiklenecek olan her 6rnek 0.5 mg/ml protein icerecek
sekilde RIPA tamponu + proteaz inhibitor karigimi (PIC) ile seyreltilmistir. Ardindan
jel hazirlama, 6rneklerin yiiklenmesi, jel elektroforez, proteinlerin membrana transferi,
antikorlar ile muamale ve goriintiileme islemleri sirasiyla yapilarak protein analizleri
tamamlanmigtir. Western blot yontemi ile Bax, Bcl-2, kaspaz 1, kaspaz 3, mammalian
target of rapamycin (mTor), fosforolize mTor (P-mTOR) proteinlerinin 6lgtimleri

yapilmistir .

Tablo 3.2. Dokiilen jel igerigi, oran1 ve yiiriitiilen proteinler.

Toplayici Ayirma jeli
(;'/:i %75 %10 %15 %20

dH,O 8,935 ml 7,685 ml 5,935 ml 3,285 ml 0,935 ml
Tris-HCI1 0.5 M
(pH 6.8) 3,75 ml - - - -
Tris-HCI 1,5 M
(pH 8.8) - 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
%10 SDS 150 pl 150 pl 150 ul 150 ul 150 ul
%30
Akrilamid/Bis- 2 ml 3,75 ml Sml 7,5 ml 10 ml
akrilamid
%10 APS 150 ul 150 ul 150 ul 150 ul 150 ul
TEMED 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul

Yiiriitiilen Ortak mTOR CASI1 BAX

Proteinler P-mTOR CAS3 BCL2

Solusyon regeteleri EK-1 kisminda verilmistir.
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Western blot yontemi asagida belirtilen asamalar izlenerek uygulanmustir:

3.10.1. Jel DOkme

Proteinlerin biiyiikliiklerine uygun olarak jel derisimleri hesaplanmustir. Her bir

yiirlitme i¢in uygun yogunluktaki jeller asagidaki basmaklara gore ayarlanmistir(Tablo

3.2).

Camlar mikrofiber bez ile temizlendi ve birlestirilerek mekanizmaya
kondu.

Taraklar bos camlara takilarak 1 cm asagisi isaretlendi.

Ayirma (separating) jeli hazirlandi. Malzemeler igerisinden en son
amonyum persilfat (APS) ve N,N,N' N'-tetramethylethylenediamine
(TEMED) eklendi. 1 mP’lik pipet yardimu ile jel karisimi camlarin arasina
dokaldi.

Ayirma jeli kismi lizerine yaklagik 1 ml 2-propanol (isopropil alkol) kondu.
Jelin diiz bir ¢izgi olusturdugu goézlemlendi. Falcon tlpte kalan jelin
polimerlesmesi beklendi.

Filtre kagidi ile ayirma jeli Uzerindeki 2-propanol emdirildi ve Uzerine
hazirlanmig olan toplayici (stacking) jel dokildu.

Toplayici jel tamamen camlarin arasini doldurdugunda taraklar takildi,
herhangi bir baloncuk veya bosluk olmadig1 kontrol edilip dokiilen jelin

donmasi beklendi.

3.10.2. Elektroforez

Running asamasma gegilmeden Once beta merkaptoetanol (BME) ve
laemmli tampon karisimi hazirlandi (BME: Laemmli tampon, 5:95
oraninda). Bu karigim drneklerin iizerine eklendi. (Ornek: Laemmli tampon
+ BME karigimi, 3:1). Kisa bir karistirma asamasindan sonra ornekler
protein denattirasyonu icin kaynar suya konularak 10 dk boyunca bekletildi

ve sonrasinda drneklerin kuyucuklara ytliklenmesi agamasina gegildi.
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= 2 adet cam i¢indeki jeller ile beraber i¢ ige bakacak sekilde mekanizmaya
takild.

= Deney giinii taze olarak hazirlanmis olan running tamponu camlar arasina
dokaldi.

= Elektroforez kuyucuklarina ladder ve ornekler yuklendi. Ladder (5 pl),
ornekler (20 ul) olacak sekilde dikkatlice konuldu.

= 50V sabit gucte 60 dk suresince stacking yiiriitmesi yapildi.

= Ladder yardimiyla gorsel olarak proteinlerin separating jele ulastigi
goriildiigiinde gii¢ 100 V’a ¢ikartilarak yiiriitme islemine devam edildi.

= Ladder igerisindeki proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmalari
g0z ile takip edilip yeterli ayrisma gozlemlendiginde elektroforez islemi
sonlandirildi (1-2 saat).

= Camlar mekanizmadan ayrildi ve jellerin stacking kismi atild1 ve alttaki

separating jel kismi transfer tamponu icerisine alinarak 4-5 dk bekletildi.
3.10.3. Transfer

= Kasetler, stingerler ve wattman kagitlar1 bir kap igerisinde transfer tamponu
ile 1slatild1.

= Polivinil florir (PVDF) membran metanol igerisine alinarak aktiflesmesi
saglandu.

= Aktiflesen PVDF membran tris-buffered saline ve polysorbate 20 (Tween
20) (TBS-T) ile yikanarak fazla metanol uzaklastirildi.

= Jel ve membran birbirlerine bakacak ve aralarinda hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilecek sekilde transfer kaseti igerisine yerlestirildi.

= Transfer kasetleri buz igerisine konuldu.

= 90 V sabit giicte 80 dk siiresince transfer islemi siirdiiriildii.

= Transfer islemi sonrasi coomassie boyamasi ile jelde herhangi bir protein
kalmadig teyit edildi.

* Transfer sonunda membranlar bir kap icerisine almarak bloklama

asamasina ge¢ildi.

3.10.4. Bloklama, Primer ve Sekonder Antikorlarin Uygulanmasi
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= Bloklama islemi i¢in %35 oraninda goat bovine serum iceren TBS-T
sollisyonu hazirlandi.

= %5 bloklama soliisyonu membranin {izerine membrani tamamen
kaplayacak bicimde dokildu ve 1 sa boyunca karistirici cihaz iizerinde
bloklama islemi yapildi.

= Bloklama sonrast membranlar TBS-T ile 3x5 dk siiresince yikandi.

= Primer antikorlar literatiir ve Ureticinin 6nerilerine uygun derisimlerde %5
goat bovine serum + TBS-T karisiminda ¢6zdiiriiliip hazirlandi.

= Primer antikorlar iizerini tamamen kaplayacak sekilde membranlarin
bulundugu kaplara eklendi ve +4°C de gece boyu karistiric1 cihaz iizerine
konularak inkiibe edildi.

= 12 saatlik gece boyu inkiibasyonun ardindan membranlar 3x5dk siresince
TBS-T ile yikandu.

= Sekonder antikorlar literatiir ve iireticinin Onerilerine uygun derisimlerde
%>5 goat bovine serum + TBS-T karigiminda ¢ozdiiriiliip hazirlandi.

= Sekonder antikorlar tlizerini tamamen kaplayacak sekilde membranlarin
bulundugu kaplara eklendi ve oda sicakliginda 1 saat boyunca ¢alkalayici
cihaz tizerinde inkube edildi.

» Inkiibasyonun ardindan membranlar 3 x 5 dk stiresince TBS-T ile yikand.

= GOrintuleme igin BioRAd enhanced chemiluminescence (ECL) kitindeki
iki soliisyon 1:1 (toplam 2 ml olacak sekilde) oraninda karigtirilarak
membranin lizerine birka¢ defa dokiiliip ¢ekildi. Bu islemler karanlikta
yapildi.

= Goruntuleme Licor Odyssey (Almanya) cihazi ile yapildi. Goriintiileme
stiresi 2 dk olarak ayarland1 ve goriintiiler elde edildi.

= |mage-J programina alinan goriintiiler analiz edilerek 151ma yogunluklari

karsilastirildi.
3.11. immiinohistokimya Analizleri

Fareler feda edilip beyin dokular1 ¢ikartildiktan sonra sag yarim kiireler
immdunohistokimyasal analizler igin %10 formaldehite alinarak fiksasyon islemi

yapildi. Dokular formaldehitte en az 48 sa kalacak sekilde bekletildi. Fiksasyon sonrasi
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gece boyu ¢esme suyuna alinan dokular, ilk olarak artan alkol serilerinden alkol ve
ksilen serilerinden gecirilerek kasetlerde parafine gémuldi. Parafine gomulu beyin
dokusu orneklerinden mikrotom ile 4-5 pum kalinlikta Kesitler pozitif yukli lamlara
(TOMO, Japonya) alindi ve 70°C'da en az 45 dk kurumasi saglandi.
Immiinohistokimyasal boyama asamalar1 immiinohistokimya boyama cihazi (Ventana
BenchMark XT, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) kullanilarak deparafinizasyon

ve antijen agiga ¢ikarma islemleri gergeklestirildi.

Protokol kapsaminda biyotinsiz, horseradish peroksidaz (HRP) multimer
bazli, hidrojen peroksit substrat ve 3,3'- diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB)
kromojenden olusan hazir kit (ultraView™ Universal DAB Detection Kit, Katolog no:
760-500, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) kullanildi. Antikor olarak dinamin
iligkili protein-1 (DRP-1) (Santa Cruz Rabbit Monoclonal Antibody 1:100-1:500),
mitofusin-2 (MFN-2) (Santa Cruz Rabbit Monoclonal Antibody 1:100-1:500)
uygulandi. Zit boyama i¢in boyama cihazinda, hematoksilen ve mavilestirici soliisyon
yapildi. Kesitler daha sonra seri alkollerden gegirilerek dehidratasyon ve seri ksilenden
gecirilerek seffaflandirilma islemleri uygulandi ve sonrasinda lamel ile kapatildi.
DRP-1 ve MFN-2 analizi optik yogunluk 6l¢iimii ile 151k mikroskobu (Nikon Eclipse
80i, Japonya) kullanilarak degerlendirildi ve goriintii analiz sistemi (NIS Element 3.0

Japonya, x200 biiyiitme) kullanilarak 6l¢iildii.
3.12. Beyinde Toplam Antioksidan ve Oksidan Seviyesi Analizleri

Beyin dokusunda toplam antioksidan (TAS) ve toplam oksidan (TOS)
seviyelerini belirlemek amaci ile Elabscience Total Antioxidant Status ve Elabscience
Total Antioxidant Status kolorimetrik kitler ile ¢alisilmistir (TAS Katalog no: E-BC-
K801-M, TOS Katalog no: E-BC-K801-M, USA) kullanilmistir. Protokole gore TAS
ve TOS igin standartlar hazirlanmis, 6rnekler ve standartlar plakalara alinarak sirasi
ile protokol gerceklestirilmistir. Islem sonunda ELISA okuyucuda (Allsheng AMR-
100) TAS icin 660 nm TOS igin 590 nm dalga boylarinda okumalar yapilarak
absorbans degerleri alinmistir. Protokole gore hesaplamalar yapildiktan sonra elde
edilen sonuglar BCA yonteminde toplam protein degerleri ile normalize edilmis ve

istatistiksel analize sokulmustur (Bkz. 3.8.1).
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3.13. istatistiksel Analizler

Calismanin  istatistiksel analizleri IBM SPSS v23 programi ile
gerceklestirilmistir. Verilerin tamami toplandiktan sonra Oncelikli olarak normal
dagilim gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmistir. Bu testin
sonuglarina gore normal dagilim gostermedigi saptanmis ve parametrik olmayan
istatistik testleri uygulanmasina karar verilmistir. Ayrica gruplardaki n sayilariin
15’in altinda olmasi1 parametrik olmayan istatistiksel analizlerin ¢alismaya daha uygun
oldugunu gostermektedir. Gruplar aras1 karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi
kullanilarak farkliligin istatistiksel derecesi saptanmistir. Kruskal-Wallis testinin
ardindan posthoc test olarak DUNN testi uygulanmis ve farklihgin hangi gruplar
arasinda oldugu tespit edilmistir. Davranis testlerinin li¢ farkli zamanda yapilmis
olmasindan dolay1 gruplardaki zaman bagli degisimin istatistiksel analizi i¢in
Wilcoxon testi kullanilmistir. Analizler sonucu P degeri 0,05 in altinda ¢ikan sonuglar
anlamli kabul edilmistir. Grafiksel gosterimler i¢in kutu grafigi tercih edilmistir ancak
ic davranis testinin ayni grafikte gosterildigi durumlarda bar grafigi kullanilmistir.
Verilen tablolarda tanimlayici istatistik olarak ortanca ve geyrekler arasi genislik
(CEQG) tercih edilmistir. Bundan farkli olarak hayvan agirliklarinin verildigi tabloda

(Tablo 4.1.) ortalama ve standart hata verileri kullanilmustir.



39

4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlar ile Tlgili Parametreler

Deney protokolii sirasinda hayvanlarin saglik durumlari giinde en az iki kez
olacak sekilde diizenli bicimde takip edilmistir. Uygulamalar esnasinda ve deney
stirecinde toplam 3 hayvan yasamini yitirmistir. Bunlardan ikisi MPTP enjeksiyonlar1
sirasinda, bir tanesi ise egzersiz deneyleri yapildigi sirada gergeklesmistir. Bu sebeple
gruplardaki hayvan sayilar1 Kontrol grubu n=6, PH grubu n=6, PHE grubu n=7, PHEM
grubu n=6 ve PHM grubu n=7 olacak sekilde giincellenmis ve deneyler
tamamlanmustir. Hayvanlarin genel saghik durumlari, yemek ve su tiiketimleri tiim
siirec boyunca normal olarak gozlemlenmistir. Barinma sirasinda PH ve PHM
gruplarindaki hayvanlarin Kontrol, PHE ve PHEM gruplaria gore daha az hareketlilik
gosterdikleri ve kaldiklar1 kafeslerin kose kisimlarinda toplanma egiliminde olduklari

gbzlemlenmistir.

Gruplar arasinda agirlik acisindan baslangictaki agirliklari karsilastirildiginda
bir fark bulunmamaktadir. Deney stiresince tiim gruplardaki hayvanlar ortalama olarak
3 gr agirlik kazanmiglardir. Deney protokolli sonunda viicut agirligi bakimindan
gruplar arasinda bir farka rastlanmamuistir. Deney sonunda izole edilen gastroknemius
kaslarmin agirliklar1 ve gastroknemius kasi-tibialis kemik uzunlugu oran parametreleri
kiyaslandiginda her iki durumda da PH grubundaki hayvanlar en diisiik degerleri
almiglardir (Tablo 4.1.).



Tablo 4.1. Deney hayvanlari toplam agirlik ve kas agirliklari.
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Gastroknemius
. kas1 agirhg /

Tk agirhk Son agirhk GaSthVn emims Tibialis kemik

kas1 agirhga 9
(2) (2) (mg) uzunlugu oram
& (mg/cm)

Kontrol 20,9 (+0,80) 24,0 (£ 0,75) 15,5 (£ 0,94) 0,85 (+0,06)
PH 20,3 (£ 0,64) 23,8 (£0,47) 11,8 (£0,82) 0,71 (£ 0,07)
PHE 20,3 (£ 0,67) 23,0 (£ 0,67) 14,0 (£ 1,02) 0,80 (£ 0,05)
PHEM 20,8 (£ 0,44) 22,8 (£0,61) 14,4 (£ 0,62) 0,88 (+0,05)
PHM 19,24 (£ 0,47) 22,0 (£ 0,41) 15,0 (£ 1,13) 0,91 (£ 0,06)

Deney hayvanlarinin ilk ve son agirliklari, gastroknemius kasi agirliklar ve gastroknemius kas agirlig
/ tibialis kemik uzunlugu oranlar1 her grup i¢in ortalama (+ Standart hata) sonuglar1 gosterilmektedir.

4.2. Mitokondriyal Parametreler ve Biyodagilim

Bu kisim mitokondriyal ATP, MitoSpy green FM ve JC-1 olgumlerini

kapsamaktadir.  Olglimler  her hafta uygulanan intranazal — mitokondri
transplantasyonlari i¢in izole edilen mitokondrilerden 6rnekler alinarak yapilmistir.
Ikinci haftaya ait drnekler yasanilan aksilik sonucu (soguk zincirin bozulmasi) zarara
ugramis ve Olglimleri gergeklestirilememistir. Sonuglar 1., 3. ve 4. haftalara ait

izolasyonlardan yapilmaistir.

MitoSpy green FM boyamasimin akim sitometri 0lgimleri sonucunda izole
edilen mitokondrilerin %98,5, %96,9 ve %99,7 oraninda mitokondriyal membran
bitunliiklerini korudugu tespit edilmistir. Benzer sekilde mitokondrilerin JC-1
boyamasi akim sitometri yontemi ile degerlendirilmistir. Alinan sonuglar, %97,2 ,
%97,0 ve %99,7 oranlarinda membran potansiyeli korunmus saglam mitokondriler
elde edildigini gostermektedir. Boylelikle tranplantasyon icin izole edilen
mitokondrilerin saglik durumlar1 ve kaliteleri degerlendirilmistir. Sonuglar 1s181nda

saglikli mitokondrilerin izolasyonunun basari ile gergeklestirildigi gosterilmistir.
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Bunun yani sira yapilan BCA 6Slciimleri ve hesaplamalar sonucunda hayvan
basina verilen mitokondri miktarinin her bir uygulama icin 70-80 pg oldugu tespit

edilmistir.

Izole edilen mitkondrilerin ATP lgiimleri tamamlanip BCA toplam protein
degerleri ile normalize edilmistir. Olgiilen degerler siras1 ile 1952,4 nMol , 5939,1
nMol, 3952,5 nMol olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Karacigerden izole edilen mitokondrilerin akim sitometri sonuglar1 ve ATP
analizleri. Ekzojen mitokondrilerin Mitospy green FM ve JC-1 akim sitometri
olctimleri ve ATP analizleri gosterilmektedir. A1, A2, A3 sirasi ile 1. hafta, 3. hafta,
4. hafta izole edilen mitokondrilerin Mitospy green FM 6l¢timleridir. B1, B2, B3 siras1
ile 1. hafta, 3. hafta, 4. hafta izole edilen mitokondrilerin JC-1 6lgumleridir. C’de izole
edilen mitokondrilerin ATP analiz sonuglar1 gosterilmistir.

Intranazal yolla verilen mitokondrilerin beyin dokusuna ulasip ulasmadigini
kontrol etmek amaciyla daha once de belirtildigi gibi iki hayvanda mitokondri
biyodagilim deneyleri gerceklestirilmistir. Karacigerden izole edilen mitokondriler

Mitospy Green FM ve Mitotracker Red CMROXS boyalari ile boyandiktan sonra
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hayvanlara transplante edilmistir. Transplantasyondan 24 sa sonra beyin dokular1 ve
akciger dokular1 ¢ikartilip sogutmali mikrotom yardimi ile doku kesitleri alinmistir.
Yapilan incelemeler sonrasi ekzojen mitokondrilerin hem beyin dokusunda hem de
akciger dokusunda bulunduklar1 gosterilmistir (Sekil 4.2). Bulgular mitokondri

transplantasyonun basarili oldugunu kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.2. Transplante edilen mitokondrilerin beyin dokusundaki goruntileri. Beyin
dokusu kesitlerinde transplante edilen mitokondrilerin immunfloresan goéruntuleri
gorterilmistir. (A, B, C, D) Mitospy green FM ile boyanmis mitokondrilerin sirasiyla
100x, 200x, 400x ve 1000x immunfloresan goruntileridir. (Yesil- izole mitokondri,
mavi- hiicre ¢ekirdegi). (E, F, G, H) Mitotracker red CMXROS ile boyanmis

mitokondrilerin sirastyla 100x, 200x, 400x ve 1000x immunfloresan goriintiileridir.
(Kirmizi- izole mitokondri, mavi- hicre ¢ekirdegi).
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Ekzojen mitokondrilerin beyin dokularindaki dagilimlarinin incelenmesinin
yan1 sira farelerin akcigerlerinden de Ornekler almip incelenmistir. Inceleme
sonucunda intranazal yolla verilen mitokondrilerin beyin dokusunun yan1 sira akciger

dokusuna da ulastiklar1 gosterilmistir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Akciger dokusu kesitlerinde, transplante edilen mitokodrilerin
goruntileri. Intranazal yolla transplante edilen mitokondrilerin immunfloresan
goruntdleri gosterilmistir. (A) Mitospy green FM ile boyanmis mitokondrilerin 400x
immunfloresan gorintiileridir. (Yesil- izole mitokondri, mavi- hiicre ¢ekirdegi). (B)
Mitotracker red CMXROS ile boyanmis mitokondrilerin 400x immunfloresan
goriintiileridir. (Kirmizi- izole mitokondri, mavi- hiicre ¢ekirdegi).

4.3. Kosu Band1 Egzersizi
PHE ve PHEM gruplarinin 4 haftalik kosu bandi egzersizi sirasinda giin basina

diisen ortalama hizlari tabloda verilmistir (Tablo 4.2.). Hayvanlarin maruz kaldig1 kosu
bandi hiz1 ve egzersizin siiresi mitokondri tedavi sureciyle uyumlu olacak sekilde
secilmistir (83, 84).
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Tablo 4.2. Kosu band1 egzersizi gruplarinin kosu performanslart.

PHE PHEM
Gln 30 dK’lik ortalama hiz 30 dk’lik ortalama hiz
(m/dK) (m/dk)
1 8,8 8,8
2 12,2 12,5
1. Hafta 3 13,8 13,5
4 14,6 14,6
5 15,7 15,5
6 18,6 18,4
7 18,6 18,6
2. Hafta 8 18,7 18,9
9 19,1 19,1
10 19,1 19,3
11 20 20
12 20 20
3. Hafta 13 20 20
14 20 20
15 20 20
16 20 20
17 20 20
4. Hafta 18 20 20
19 20 20
20 20 20

Bunun yami sira son hafta yapilan kosu bandi egzersizinde hayvanlarin 30
dakikalik kosular1 sirasinda hayvanlara miidahale sayilar1 hesaplanmistir. Dinlenme
alanina gelen hayvanlarin miidahale sayilarina bakildiginda PHEM grubundaki
ortalama miidahale sayisinin anlamli bir sekilde PHE grubundan daha az oldugu

saptanmustir (P < 0,001) (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Kosu bandi egzersizi sirasinda yapilan miidahale sayilari.

PHE PHEM
Giin Ortalama miidahale sayisi Ortalama miidahale sayisi
0-10dk | 10-20dk | 20-30dk | 0-10dk | 10-20 dk | 20-30 dk
16 38,4* 32,3* 38,3* 14,0 15,7 13,2
17 37,1* 30,4* 31,6* 21,2 14,2 13,8
18 40,3* 35,6* 39,0* 24,3 16,7 19,8
19 39,3* 32,0* 38,5* 22,8 18,5 22,7
20 40,3* 34,8* 50,7* 23,3 18,3 22,7

4.4. Davrams Deneyleri

Davranig deneyleri degerlendirme siireci videolarin izlenmesi ve verilerin
toplanmasi ile baglamistir. Veriler hem gruplar arasi farklar agisindan hem de ayni
grubun zaman i¢inde degisimi acisindan istatistiksel olarak analiz edilmislerdir.
Gruplar aras1 karsilagtirmalar uygulanan yontemlerin hastalik modelini nasil
etkiledigine dair sonuglar vermektedir. Zamana bagl degisimlerin karsilagtirilmasi ise
tim deney slirecinin ayni gruptaki hayvanlar {izerindeki etkileri hakkinda bilgi
vermektedir. MPTP oncesi ve MPTP sonrasini karsilastirmak hastalik modelinin
olusmasi hakkinda yorum yapabilmek igindir. MPTP sonrast ve tedavi sonrasi
verilerin degerlendirilmesi hastaligin iyilesme egilimini gézlemleyebilmek adina bilgi
vermektedir. MPTP 6ncesi ve tedavi sonrasi verilerin karsilastirilmasi ise grubun ilk
hallerine ne kadar geri dondikleri veya ne kadar degistikleri hakkinda bilgi toplamak

amact ile yapilmistir.
4.4.1. Yatay Cubukta Zorlu YUrime Testi

Yatay cubukta zorlu yliriime test videolar1 incelenerek deney hayvanlarinin tel
tizerinde yiiriirken adim attiklar1 sayilar1 ve hata sayilar tespit edilmistir. Elde edilen
veriler ile “Hata indeksi” hesaplanmistir. Hata indeksi = hata sayisi/adim sayisi

formiili ile hesaplanmistir. Hata indeksi sayesinde adim basina yapilan hata sayisi
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belirlenmektedir. istatistiksel incelemeler temelde iki sekilde yapilmustir. 11k olarak
her bir zamana gére (MPTP 0Oncesi, MPTP sonras1 ve tedavi sonrasi) gruplar
birbirleriyle karsilastirilmistir. Ikinci olarak grup i¢i karsilastirma yapilmustir. Yani
grubun zaman i¢indeki performans degisimi saptamak amaciyla li¢ farkli zamanda

yapilan test sonuglar1 karsilastirilmistir.

Gruplar arasi farklara bakildiginda su sonuglara rastlanmistir. PH ©ncesi
yapilan davranig testlerinde gruplar arasinda hata indeksi agisindan herhangi bir
farkliliga rastlanmamistir. PH sonrasi yapilmis olan davranis deneyleri ilk testler ile
karsilastirilarak hastalik modelinin gelisip gelismedigi degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda gruplar arasinda anlamli derecede fark oldugu
hesaplanmistir (P = 0,010). Gruplar arasi farklara bakildiginda PH grubu kontrol ve
PHM grubundan daha yuksek bir hata indeksine sahip oldugu goriilmiistiir (PpH-Kontrol
= 0,009, PpH-pum = 0,047). Tiim gruplarda hata indeksi kontrol grubuna gore artmustir.
tedavi sonrasi hata indeksleri gruplar arasi karsilastirildiginda anlaml fark oldugu
saptanmustir (P <0,001). Bu anlamlilig1 ortaya ¢ikaran grup farkliliklari analiz edilince
PH grubu ile PHE ve PHEM gruplar1 arasinda oldugu saptanmistir. PHE ve PHEM
gruplarmin hata indeksleri PH grubuna goére anlamli seviyede disiiktiir (PpH-pHE =

0,004, Per-prem = 0,002) (Sekil 4.4.).
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A MPTP oOncesi B MPTP sonrasi

A0 .60

Hata indeksi

30
20 = a

Hata indeksi

.00 00
Kontrol FH FHE FHEM PHM Kontrol FH FHE FPHEM PHM

C " Tedavi sonrast

Hata indeksi

Kontrol PH FHE FHEM PHM

Sekil 4.4. Yatay cubukta zorlu yiriime testi gruplar arasi hata indeksleri karsilastirma
grafikleri. Hata indekslerinin gruplar arasi degerlendirme grafikleri gosterilmektedir.
(A, MPTP oncesi) Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. (B, MPTP
sonrasi) PH grubu anlamli derecede kontrol ve PHE grubundan yiiksektir. (* PpH-kontrol
= 0,009, pph-pHE = 0,047). (C, tedavi sonras1) PHE ve PHM gruplar1 hata indeksleri PH
grubuna gore anlamli seviyede diigiiktiir. (# Ppn-pHe = 0,004, Ppr-pHEm = 0,002).

Gruplar kendi iglerinde zaman gore degisimleri incelendiginde MPTP Oncesi
ve MPTP sonras1 hata indekslerinde Kontrol grubunda fark olugsmamaistir. Buna karsin
PH (P =0,027), PHE (P = 0,018), PHEM (P = 0,027) ve PHM (P = 0,028) gruplarinda
hata indekslerinin anlamli derecede arttigi saptanmistir. MPTP 0Oncesi ile tedavi
sonrasi hata indeksleri agisindan ise PH grubu disinda higbir grupta anlamli farkliliga
rastlanmamistir. PH grubunda hata indeksin sayisinda anlamli derecede artis oldugu
tespit edilmistir (P = 0,028). MPTP sonrasi ve tedavi sonrasi veriler incelendiginde,
Kontrol grubu ve PH grubunda bir fark bulunmazken, PHE (P = 0,027), PHEM (P =
0,027) ve PHM (P = 0,027) gruplarinda anlamli seviyede diisiis oldugu saptanmigtir
(Sekil 4.5.).
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I MPTP éncesi
B MPTP sonras:
0,50 b M Tedavi sonras:

040

0,30

Hata indeksi
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Sekil 4.5. Hata indekslerinin zamana gore degisim grafigi. Tiim gruplarin ti¢ farkli
zamanda yapilan testlerdeki hata indekslerini gosteren grafik verilmektedir. (a) MPTP
oncesi ve MPTP sonrasia ait hata indekslerinin karsilastirilmast sonucu anlamli
derecede fark olan sonuclar gosterilmektedir. (P < 0,05). (b) MPTP &ncesi ve tedavi
sonrasi ait hata indekslerinin karsilastirilmasi sonucu anlamli derecede fark olan
sonuglar gosterilmektedir (P < 0,05). (c) MPTP sonrasi ve tedavi sonrasi ait hata
indekslerinin  karsilastirilmast  sonucu anlamli derecede fark olan sonuclar
gosterilmektedir (P < 0,05).

4.4.2. Spontan Aktivite Silindir Testi

Spontan aktivite silindir testinin videolar1 izlenerek arka ayak adim sayisi, 6n
ayak adim sayisi, dikelme sayis1 ve temizlenme siireleri analiz edilmistir. Bu veriler
kullanilarak belirlenen ve istatistiksel analize alinan indeks ve degerler asagidaki
gibidir.

= Arka ayak adim sayis1

» On ayak/arka ayak adim say1s1 orani

= Dikelme sayisi

=  Temizlenme siiresi

= Hareket indeksi = (arka ayak adim sayisi + dikelme sayis1)/(toplam siire -

temizlenme siiresi)
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= Arka ayak indeksi = arka ayak adim sayisi/(toplam sure - temizlenme

siresi)

MPTP 6ncesi ve MPTP sonrasini karsilastirmak hastalik modelinin olusmasi
hakkinda yorum yapabilmek i¢in yapilmistir. MPTP sonrasi ve tedavi sonrasi verilerin
degerlendirilmesi hastaligin iyilesme egilimini gézlemleyebilmek adina yapilmusitir.
MPTP oncesi ve tedavi sonrasi toplanan verilerin karsilagtirilmasi ise grubun ilk

hallerine ne kadar geri donduklerini incelemek icin yapilmistir.

Gruplar arasi istatistiksel analizler ii¢ farkli davranis testi zamani igin ayr1 ayri
yapilmistir. MPTP 6ncesi ve MPTP sonrasina ait spontan aktivite testlerinde gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. MPTP o&ncesi ve MPTP sonrasi yapilan spontan aktivite silindir testi

sonuclari. Spontan aktivite silindir testi arka ayak adim sayilari, dikelme sayilar1 ve temizlenme
sureleri gosterilmektedir. Sonuclar ortanca (Ceyrekler arasi genislik-CEG) olarak verilmistir.

MPTP oncesi Arka ayak On azz;l;/kArka Dikelme sayis1 l;ei:iliz:e(r;nm)e
Kontrol 37,5 (21,75) 1,71 (1,41) 5(11,75) 7,5 (9,25)
PH 56 (45) 1,42 (1,66) 16 (13,75) 10 (12,5)
PHE 42 (38) 1,5 (1,28) 9(13) 14 (8)
PHEM 52 (26,25) 1,49 (0,85) 12 (13,5) 14 (5,5)
PHM 58 (14) 1,12 (0,73) 15 (11) 12 (8)
——————————————————————————————————————————
MPTP Sonrasi Arka ayak On az;l;/kArka Dikelme sayis1 "l"sei;l:Z:e(I;nm)e
Kontrol 41 (30,75) 1,64 (0,54) 8,5 (8,5) 9(8,5)
PH 29,5 (40,5) 1,87 (1,76) 8,5 (13,75) 11,5 (14)
PHE 40 (35) 1,37 (0,21) 10 (6) 11 (11)
PHEM 44 (29,5) 1,31 (0,68) 8,5 (13,5) 15,5 (8,25)
PHM 33(14) 1,52 (0,27) 2 (8) 15 (11)

Tedavi sonrasi yapilan davranis testi sonuglarinda arka ayak adim sayilarinda

gruplar arasinda anlamli derecede bir fark bulunmustur (P = 0,003). PHE ve PHEM

gruplar1 kontrol ve PH gruplarma kiyasla daha fazla arka ayak adim sayisina sahiptir
(PpHe-PH = 0,046, PpHe-kontrol = 0,036, PpHEm-pH = 0,001, PpHEM-Kontrol = 0,001). PHM
grubunda da artis olusmus fakat anlamliliga ulasmamistir. Bunun yani sira hareket

indeksi (P = 0,007) ve arka ayak indeksi (P = 0,003) verilerinde de benzer sekilde

gruplar aras1 fark oldugu saptanmistir. Farkliligi yaratan gruplar incelendiginde
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hareket indeksi acisindan PHE ve PHEM gruplarinin Kontrol ve PH gruplarina gore
anlaml1 derecede yiiksek skorlar elde ettigi goriilmiistiir (PpHe-kontrol = 0,016, PpHEM-PH
= 0,009, PpHem-kontrol = 0,001). Hatta PHEM grubu PHM grubundan da anlamli
seviyede daha yuksek skor elde etmistir (PpHem-pim = 0,040). Arka ayak indeksi
verilerinde durum yine ayn1 sekildedir. Farklilik PHE ve PHEM gruplarinin Kontrol
ve PH gruplarma gore daha yiliksek skorlar elde etmesinden kaynakli oldugu
goriilmiistiir (PpHe-Kontrol = 0,021, PpHEM-Kontrol < 0,001, PpHem-pH = 0,002). Her iki
parametre icin PHM grubu kontrol ve PH gruplarina kiyasla yiiksek skorlar elde
etmistir ancak bu artig anlamliliga ulasmamistir (Sekil 4.6.).

A 4 B

80 .600

Arka Ayak Adim Sayisi
Hareket Indeksi
=4

Kontrol PH PHE PHEM PHM Kontrol PH PHE PHEM PHM
500 i - .
400
B %*
@
b
£ 500
x
S
2 =
]
=
3 ,200
100
000t
Kontrol PH PHE PHEM PHM

Sekil 4.6. Tedavi sonrasi spontan aktvite silindir testi grafikleri. (A, Arka ayak adim
sayis1) PHE ve PHEM gruplar1 anlamli derecede Kontrol ve PH grubundan yiiksektir
(*Ppre-pH = 0,046, PpHE-Kontrol = 0,036, #PpHem-PH = 0,001, PpHEM-Kontrot = 0,001,). (B,
Hareket indeksi) PHE ve PHEM gruplar1 anlamli derecede Kontrol ve PH grubundan
yiiksektir. Bunun yani sira PHEM grubu PHM grubundan anlamli derecede yiiksektir
(*PpHe-kontrot = 0,016, #PpHem-pH = 0,009, PpHEM-Kontrol = 0,001, PeHEM-PHM = 0,040). (C,
Arka ayak indeksi) PHE ve PHEM gruplar1 anlamli derecede Kontrol ve PH
grubundan yuksektir (*PpHe-kontrol = 0,021, #PpHEM-Kontrol < 0,001, PpHem-pH = 0,002).
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Tedavi sonrasi, 6n ayak adim sayisi/arka ayak adim sayisi orani, dikelme sayist
ve temizlenme suresi parametrelerinde gruplar arasinda fark saptanmamustir (Tablo
4.5.).

Tablo 4.5. Tedavi sonras1 yapilan spontan aktivite silindir testi sonuglari. Arka ayak
adim sayilari, dikelme sayilar1 ve temizlenme siireleri gosterilmektedir. Sonuglar
ortanca (Ceyrekler arasi genislik-CEG) olarak verilmistir.

Tedavi sonrasi On azs;l;/kArka Dikelme sayis1 Temizle(1; nm)e siresi
Kontrol 1,71 (0,86) 4,5 (5,25) 8 (13,75)
PH 1,5 (1,06) 7,5 (10,25) 20,5 (19,5)
PHE 1,39 (0,18) 9(®) 22 (11)
PHEM 1,39 (0,46) 12,5 (10) 9,509
PHM 1,21 (0,57) 69 17 (13)

Spontan aktivite davranig testleri gruplarin kendi iginde zamana gore
degisimleri incelendiginde anlamli farkliliklarin oldugu goéze carpmaktadir. MPTP
oncesi ve MPTP sonrasi arka ayak adim sayilari analiz edildiginde sadece PH (P =
0,028) ve PHM (P = 0,028) gruplarinda anlamli seviyede azalma tespit edilmistir.
MPTP sonrasi ve tedavi sonrasi sonuglara bakildiginda PHEM grubunda anlamli bir
artig oldugu goriilmiistiir (P = 0,042). MPTP oncesi ve tedavi sonrasi arka ayak adim
sayilar1 karsilastirildiginda Kontrol (P = 0,046), PH (P = 0,028) ve PHM (P = 0,018)
gruplarinda anlamli seviyede diisiis yasandig1 goriilmistiir (Sekil 4.7.).
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b I MPTP incesi
f B MPTP sonras:
M Tedavi sonras:

Arka Ayak Adim Sayisi

Kontrol PH PHE PHEM PHM

Sekil 4.7. Tiim gruplarin ii¢ farkli zamanda yapilan testlerdeki arka ayak adim sayilar1
grafigi (a) MPTP oncesi ve MPTP sonrasina ait arka ayak adim sayilarinin
karsilagtirilmasindaki  istatistiksel — diizeyde anlamliliga ulasmis farkliliklar
gosterilmektedir (P < 0,05). (b) MPTP 0ncesi ve tedavi sonrasina ait arka ayak adim
sayilarinin karsilastirilmasindaki istatistiksel diizeyde anlamliliga ulagsmis farkliliklar
gosterilmektedir (P < 0,05). (¢c) MPTP sonrasi ve tedavi sonrasina ait arka ayak adim
sayilarinin karsilastirilmasindaki istatistiksel diizeyde anlamliliga ulasmis farkliliklar
gosterilmektedir (P < 0,05).
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On ayak adim sayisi/Arka ayak adim sayist oranmin zamana gore
degerlendirilmesi sonucunda istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edilememistir.

Gruplarda bu oranin genel olarak bir miktar azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.8.).

W MPTP éncesi
B MPTP sonras:

2,500 M Tedavi sonras

2,000
1,500
1,000

0,500

On Ayak adim sayisi/ Arka arayk adim sayisi

0,000

Kontrol FH PHE PHEM PHM

Sekil 4.8. On ayak adim sayisi/Arka ayak adim sayis1 oraninin zamana gore degisim
grafigi.
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Dikelme sayilarin agisindan MPTP 6ncesi ve sonrast degerlendirildiginde PH
(P = 0,028) ve PHM (P = 0,017) gruplarinda arasinda anlamli diisiis oldugu
saptanmistir. Diger gruplar arasinda bir fark yoktur. MPTP sonrasi ve tedavi sonrasi
karsilagtirildiginda PHM (P = 0,041), PHEM (P = 0,039) gruplarinda anlamli seviyede
artis oldugu goriilmiistiir. MPTP 6ncesi ve tedavi sonrasit degerlendirildiginde ise
sadece PH (P = 0,042) ve PHM (P = 0,027) gruplarinda diistislerin oldugu, diger
gruplarda anlamli bir farkin olmadig1 goze ¢arpmaktadir (Sekil 4.9.).

I MPTP éncesi
B MPTP sonras:
20 M Tedavi sonras:
b b
| [ —

Dikelme sayisi

Kontrol FH PHE PHEM PHM

Sekil 4.9. Tiim gruplarin ii¢ farkli zamanda yapilan testlerdeki dikelme sayilar1 grafigi.
(a) MPTP oncesi ve MPTP sonrasina ait dikelme sayilarinin karsilagtirilmasindaki
istatistiksel diizeyde anlamliliga ulagmis farkliliklar gosterilmektedir (P < 0,05). (b)
MPTP o6ncesi ve tedavi sonrasma ait dikelme sayilarinin karsilastirilmasindaki
istatistiksel diizeyde anlamliliga ulasmis farkliliklar gosterilmektedir (P < 0,05). (c)
MPTP sonrast ve tedavi sonrasina ait dikelme sayilarinin karsilastirilmasindaki
istatistiksel diizeyde anlamliliga ulasmis farkliliklar gosterilmektedir (P < 0,05).
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Temizlenme siirelerinin grup iginde zamana gore degisimi incelendiginde

gruplar agisindan anlamli bir degisiklige rastlanmamistir (Sekil 4.10.).

B MPTP 6ncesi
B MPTP sonrasi
30 M Tedavi sonrasi

Temizlenme stiresi (sn)

Kontrol PH PHE PHEM PHM

Sekil 4.10. Tim gruplarin ii¢ farkli zamanda yapilan testlerdeki temizlenme sureleri
grafigi.
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Hareket indeksi sonuglar1 zamana gore grup i¢i degisimleri incelendiginde
MPTP oncesi ve MPTP sonrasi degerlerin karsilastirilmasidnda PH (P = 0,028) ve
PHM (P = 0,018) gruplarinda anlaml seviyede azalma oldugu bulunmustur., MPTP
sonras1 ve tedavi sonrasi degerlere bakildiginda ise hareket indeksinde sadece PHEM
(P = 0,046) grubunda anlaml1 bir artisin oldugu goriilmiistiir. MPTP 6ncesi ve tedavi
sonrasi degerler karsilastirildiginda Kontrol, PHEM ve PHE gruplarinda ilk hallerine
gore bir fark olusmadigi, PH (P = 0,028) ve PHM (P = 0,018) gruplarinda bir azalma
olustugu saptanmistir (Sekil 4.11.).

W MPTP éncesi
B MPTP sonras:

0,600 M Tedavi sonras:

0,500
0,400

0,300

Hareket indeksi

0,100

0,000

Kontrol PH PHE PHEM PHM

Sekil 4.11. Tiim gruplarin ii¢ farkli zamanda yapilan testlerdeki hareket indeksleri
grafigi. (a) MPTP oncesi ve MPTP sonrasmna ait hareket indekslerinin
karsilastirilmasindaki  istatistiksel ~dlizeyde anlamliliga wulasmis farkliliklar
gosterilmektedir (P < 0,05). (b) MPTP o0Oncesi ve tedavi sonrasina ait hareket
indekslerinin  karsilastirilmasindaki istatistiksel ~diizeyde anlamliliga ulagmus
farkliliklar gosterilmektedir (P < 0,05). (¢) MPTP sonrast ve tedavi sonrasina ait
hareket indekslerinin karsilastirilmasindaki istatistiksel diizeyde anlamliliga ulasmis
farkliliklar gosterilmektedir (P < 0,05).
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Arka ayak adim indeksi sonuglarinin grup i¢i zamana gore degisimleri
incelendiginde, MPTP 6ncesi ve MPTP sonrasinda PH (P = 0,028), PHM (P = 0,028)
gruplarinda istatsitiksel agidan azalis oldugu saptanmistir. MPTP sonrasi ve tedavi
sonras1 veriler karsilastirildiginda PHM ve PHEM gruplarinda bir miktar artis oldugu
ancak istatistiksel acidan bir fark olusmadigi goriilmiistiir. MPTP Oncesi ve tedavi
sonrasi veriler karsilastirildiginda ise PH (P = 0,028) ve PHM (P = 0,018) gruplarinda

anlamli seviyede azalma goriilmiistiir (Sekil 4.12.).

W MPTP éncesi
B MPTP sonras:
0,500 M Tedavi sonras:
b b

0,400

0,300

Arka ayak indeksi

0,100

0,000

Kontrol FPH PHE FHEM PHM

Sekil 4.12. Tiim gruplarin ti¢ farkli zamanda yapilan testlerdeki arka ayak indeksleri
grafigi. (a) MPTP oncesi ve MPTP sonrasina ait arka ayak indekslerinin
karsilastirilmasindaki  istatistiksel  diizeyde anlamliliga ulasmis farkliliklar
gosterilmektedir (P < 0,05). (b) MPTP 0Oncesi ve tedavi sonrasina ait arka ayak
indekslerinin  karsilagtirilmasindaki  istatistiksel diizeyde anlamliliga ulasmis
farkliliklar gosterilmektedir (P < 0,05).

4.5. Western Blot Analizleri

Beyin dokusundan izole edilen homojenat ile yapilan Western blot deneyleri
sonucunda ilgili proteinlerin kontrol grubuna gdre goreceli 1s1ma yogunluklar
hesaplanmis ve ayni membrana ait B-aktin proteini seviyelerine gére normalize
edilmistir. Normalizasyon i¢in [B-aktin seviyeleri Ol¢iilmeden O6nce membranlarin

Uzerindeki eski primer ve sekonder antikorlarin temizlenmesi igin stripping tamponu
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ile temizleme iglemi yapilmistir. Bu iglemin hemen ardindan membran ECL substrati
ile tekrar muamele edilerek fotograflanmis ve cihazda herhangi bir 1s1ma olmadigi
saptanmistir. Bu yontem ile antikorlarin membrandan uzaklastig1 ve yeni primer ve

sekonder antikorlar ile muamele edilebilecegi kanitlanmaktadir.
4.5.1. Bax ve BCL-2 Protein Analizleri

Bax proteininin goreceli 1s1ma yogunluklar1 degerlendirildiginde kontrole gore
diger tiim gruplarda azalma oldugu gorilmiistir. Azalma egzersiz protokolu
uygulanan PHE ve PHEM gruplarinda daha belirgindir (Sekil 4.13.).

BAX
(Goreceli 1I5s1ma yogunlugu)
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000
Kontrol PH PHE PHEM PHM
BAX T T e e e - e 21 kDa
. ’
B-aktin —_------ 42 kDa
L ] 1 ] L ] 1 ] |
S
= = £ = B
ol A M

Sekil 4.13. Bax proteinin Western blot analizleri grafigi ve goruntuleri.
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BCL-2 sonuglar1 degerlendirildiginde kontrole oranla PH grubunda belirgin bir
azalig saptanmistir. Bunun yani sira BCL-2’deki en yiiksek artisin PHE grubunda
oldugu saptanmis, mitokondri verilen PHEM ve PHM gruplarinda ise BCL-2
seviyeleri kontrol grubunun altinda kalmigtir (Sekil 4.14.).

BCL-2
(Goreceli 1Is1ma yogunlugu)
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000
Kontrol PH PHE PHEM PHM
Bcl-2

Sekil 4.14. Bcl-2 proteinin Western blot analizleri grafigi ve goruntuleri.
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Bax/Bcl-2 orani anti-apoptotik siirecin bir belirteci olarak Bax ve Bcl-2
proteinlerinin 1s1ma yogunluklarmin oranlanmasiyla hesaplanmigtir. PH grubunda en
yiksek deger elde edilmistir. PHM grubunda Bax/Bcl-2 oranin kontrol grubuna
kiyasla ¢ok az bir artis gosterdigi saptanmistir. Egzersiz yaptirilan PHE ve PHEM
gruplarinda kontrole gore azalis oldugu saptanmustir (Sekil 4.15.).

BAX/BCL-2
(Goreceli 1Is1ma yogunlugu)
2.500
2,000
1,500
1,000
0.000

Kontrol PHEM PHM

Sekil 4.15. Bax 1sima yogunluklarinin Bcl-2 1s1ma yogunluklarina orani (Bax/Bcl-2)
grafigi.
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4.5.2. Kaspaz 1 ve Kaspaz 3 Protein Analizleri

Kaspaz 1’in protein seviyelerinin PH grubunda kontrol grubuna gore arttigi
gbze ¢arpmaktadir. PHE grubunda kontrol grubundan daha diisiik seviyelerde kaldigi
g6zlemlenmistir. Mitokondri transplantasyonu yapilan gruplarda kaspaz 1
seviyelerinin kontrole oranla yine artis gosterdigi ve bu artisin PHM grubunda PHEM
grubuna kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.16.).

Kaspaz 1
(Goreceli 1s1ma yogunlugu)
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Sekil 4.16. Kaspaz 1 proteinin Western blot analizleri grafigi ve goriintuleri.
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Kaspaz 3 proteini i¢in yapilan degerlendirmelerde tiim gruplardaki isima
yogunlugunun kontrole gore arttigi saptanmistir. Artigin mitokondri verilen PHEM ve
PHM gruplarinda daha fazla oldugu tespit edilmistir. PHE ve PH gruplarinda kaspaz
3 seviyelerindeki artigin benzer miktarlarda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.17.).

Kaspaz 3
(Goreceli 151ma yogunlugu)
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Sekil 4.17. Kaspaz 3 proteinin Western blot analizleri grafigi ve gorunttleri.
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45.3. mTOR ve P-mTOR Protein Analizleri

MTOR protein seviyelerinin PH grubunda diger gruplara gore arttigi goze
carpmaktadir. PHE, PHEM ve PHM gruplarinda belirgin diizeyde kontrol grubundan
daha diisiik seviyelerde kaldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.18.). Bu azalma egiliminin
egzersiz ve mitokondri transplantasyon tedavisinin beraber uygulandigit PHEM
grubunda en fazla oldugu goriilmiistir. P-mTOR ifadeleri i¢in yapilan Western blot
deneylerinde herhangi bir sonu¢ alinamamistir. Sonucun ¢ikmamasinin sebebi olarak
primer antikorun iiretim hatasi sebebiyle ¢alismadigi diistiniilmektedir. P-mTOR

deneyleri tekrarlanacaktir.

mTor
(Goreceli 151ma yogunlugu)

1,400
1,200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000
Kontrol PH PHE PHEM PHM

o} Bl SRBEBBL 29k
B—aktin‘_———-- 2 13be

2B -

Kontrol —

Sekil 4.18. mTOR proteinin Western blot analizleri grafigi ve goruntuleri.
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4.6. Immiinohistokimya Analizleri

Immiinohistokimyasal boyamalarda DRP-1 ve MFN-2 proteinleri ¢alisilmistir.
Kesitler ~Immiinohistokimyasal yontemlere gdre boyandiktan sonra 151k
mikroskobunda incelenmistir. Gruplara ait 6rnek goriintiler “Sekil 4.19. ve Sekil
4.20.°de” gosterilmistir. Goriintiilerin analizleri i¢in Her bir kesitten bes farkli alan
secilerek buralardaki kahverengi renk yogunluklari Image-J programa ile 6l¢iilmiistiir.
Olgiimden elde edilen ortalamalar istatistiksel olarak analiz edilmistir. DRP-1
proteinin kesitlerdeki yogunlugu en yiiksek olarak PHM grubunda bulunmustur.

Ancak istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Beyin dokusunda DRP-1 immunohistokimya gortntuleri. (A) Kontrol, (B)
PH, (C) PHE, (D) PHEM ve (E) PHM gruplarina ait 200x biiyiitmede cekilmis
goruntdlerdir. (Kahverengi boyanmalar DRP-1 varligini géstermektedir).
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MFN-2 icin de aymi yontemler ile boyamalar yapilmis ve goriintiiler elde
edilmistir. Bes farkli alan se¢ilerek buralardaki kahverengi renk yogunluklar1 Image-J
programi ile Ol¢iilmiistiir. Elde edilen verilerin analiz edilmesiyle istatistiksel
sonuglara ulagilmistir. Sonuglar MFN-2 renk yogunluklarima gore gruplar arasinda
anlamli fark oldugunu gostermektedir (P = 0,017). Farki olusturan grup Kontrol grubu
oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu PH ve PHE gruplarinda daha fazla MFN-2 renk
yogunluguna sahiptir (Pkontrol-pH = 0,003, Pkontrol-pHE = 0.023, Pkontrol-pHEM = 0,005,
Pkontrol-pHm = 0,008) Kontrol grubu ile PHEM ve PHM gruplar1 arasinda anlaml1 fark
bulunamamistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Beyin dokusunda MFN-2 immunohistokimya gortntileri. (A) Kontrol, (B)
PH, (C) PHE, (D) PHEM ve (E) PHM gruplarina ait 200x biiyiitmede c¢ekilmis
gérUntUIerdir. (*PKontroI-PH = 0,003, Pkontrol-PHE = 0,023, Pkontrol-PHEM = 0,005, Pkontrol-
pHm = 0,008)
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4.7. Kas Dokusu Sitrat Sentaz ELISA 6l¢cimu

Gastroknemius kas dokusundan alinan 6rneklerde ELISA yontemi ile sitrat
sentaz seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Sonuglara gére Egzersiz yapan gruplarda sitrat sentaz
seviyelerinde artis oldugu saptanmistir. Istatistiksel analiz sonucu gruplar arasinda
anlamh farkliigin oldugu saptanmistir (P = 0.005). Farklihigi olusturan gruplari
belirlemek amaciyla ikili karsilagtirmalara bakildiginda PHE grubunun en yiiksek
skorlar1 aldigi, PH ve PHM gruplarinda anlamli seviyede daha fazla sitrat sentaz
seviyelerine sahip oldugu goriilmistiir (PeHe-pH = 0,004, PpHe-pHm = 0,008). Ayrica PH
grubu Kontrol ve PHEM gruplarina kiyasla daha diisiik seviyede kalmistir (PpH-kontrol
= 0,021, PpH-pHem = 0,013). PHM grubunun da PH grubuyla benzer sekilde Kontrol ve
PHEM gruplarindan daha diisiik sitrat sentaz seviyelerine sahip oldugu saptanmistir
(PpHM-Kontrol = 0,036, Pprm-pHEM = 0,022) (Sekil 4.21.).

40,00 #

30,00 *

20,00

10,00

Sitrat sentaz seviyeleri (ng/ml)

00
Kontrol PH PHE PHEM PHM

Sekil 4.21. Kas dokusunda sitrat sentaz seviyeleri. PH ve PHM gruplarinda diger ii¢
gruba kiyasla daha diisiik sitrat sentaz seviyelerine sahip olduklar1 saptanmustir (* PpHe-
pH = 0,004, PpH-kontrol = 0,021, Ppr-pHEM = 0,013). (# PpHe-prm = 0,008, PpHm-Kontrol =
0,036, Pprm-pHEM = 0,022)

4.8 Beyinde Toplam Antioksidan ve Oksidan Seviyeleri Analizleri

Beyin dokusundan alinan orneklerde TAS ve TOS analizleri

gerceklestirilmistir. Alinan sonuglar kitin i¢erisinden ¢ikan yonteme gore hesaplanarak
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BCA sonuglar1 ile normalize edilmistir. Toplam antioksidan seviyelerinde gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Beyin dokusunda toplam antioksidan seviyeleri.

Gruplar Toplam Antioksidan seviyeleri
P (Lmol/L)

Kontrol 1,443(0,38)

PH 1,763(0,72)

PHE 1,516(0,58)

PHEM 1,486(0,75)

PHM 1,364(0,40)

Toplam antioksidan seviyeleri tanimlayici istatistigi ortanca (Ceyrekler arasi genislik-CEG) seklinde
verilmistir.

Toplam oksidan seviyeleri incelendiginde ise gruplar arasinda fark oldugu
bulunmustur (P =0,029). PH grubunda bulunan toplam oksidan seviyesi diger gruplara
oranla en ylksek seviyededir. PH grubundaki toplam oksidan seviyesi Kontrol, PHE
ve PHM gruplarindan istatistiksel olarak fazladir (PpH-kontrol = 0,009, Ppu-pHE = 0,008,
Ppu-prm = 0,013) (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22 Beyin dokusunda toplam oksidan seviyeleri. PH grubu anlamli derecede
Kontrol, PHE ve PHM gruplarindan daha fazla oksidan seviyesine sahiptir (* PpH-kontrol
= 0,009, Ppu-pHE = 0,008, PpH-pHm = 0,013).
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5. TARTISMA

Calismada, farelerde MPTP iligkili Parkinson hastaligi (PH) modeli olusturularak
egzersiz ve mitokondri transplantasyonunun etkileri incelenmistir. Davranissal ve
molekiiler agidan farkli teknikler kullanilarak tedavi yontemlerinin etkinligi genis bir
yelpazede degerlendirilmistir.  Literatirde bu tez c¢alismasinda incelenen
parametrelerin bir arada oldugu bir arastirma bulunmamaktadir. Calismanin amacina
uygun olarak PH modelinde mitokondri transplantasyonunun etkileri, egzersizin
etkileriyle karsilastirilmistir. Alinan verilere gore her iki tedavinin birlikte uygulandigi
grupta davranig deneyleri acisindan basarili sonuglar elde edilirken molekiler diizeyde
yapilan degerlendirmelerde mitokondri transplantasyonunun bazi olumsuz etkileri
olabilecegi bulunmustur. Bu bdliimde elde edilen bulgular 1s1¢inda sonuglar

tartisilacaktir.

5.1. Deneysel Parkinson Hastaligi Modelinin Olusturulmasi ve Davranis

Testleri

MPTP ilisikli PH modeli akut ve kronik enjeksiyonlarla farkli dozlamalarla
yapilabilir. Calismada secilen doz akut bir model olusturmak icin en uygun dozdur.
Literatiir incelendiginde ayn1 giin icerisinde 4 defa i.p. verilen 20 mg/kg MPTP dozu
erkek C57BL farelerde substatia nigra boélgesinde dopaminerjik ndronlarda
dejenerasyona yol agtig1 ve hayvanlarda hastalik modelini olusturdugu goriilmiistiir
(45, 85). Calismamizda PH modelinin olustugu hem molekiiler agidan hem de davranis
testleri acisindan dogrulanmigtir. Davranis testlerinden lokomotor aktiviteyi
degerlendiren yatay c¢ubukta zorlu yiirlime testinde alinan sonuglar MPTP
enjeksiyonundan sonra artan hata sayilari ile hayvanlarda koordinasyon ve ardisik
hareketlerde zorlanma egilimlerinin arttigini1 gostermektedir. Bu da hastaligin basarili
bir sekilde olustuguna dair ipuclar1 vermektedir. Spontan aktivite parametrelerinde
MPTP enjeksiyonu sonrasi beklenen arka ayak adim sayisi, 6n ayak adim sayisi/arka
ayak adim sayisi1 orani, dikelme, arka ayak indeksi ve hareket indeksi parametrelerinde
genel bir azalma gériiliirken bu azalma her grupta anlamliliga ulasmamustir. Ornegin
hareket indeksi ve arka ayak indeksinde anlamli diisiis sadece PH ve PHM gruplarinda

olmustur. Bu sonuglarin alinmasinda gruplardaki hayvan sayilarinin az olmasi 6ne
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striilebilir. Ancak yapilan G-power analizleri sayilarm yeterli oldugunu
gostermektedir. Literatiir kapsaminda deney hayvanlarina MPTP enjeksiyonlari
sonrasinda verilen model olusma siireci 1 hafta olsa da, deney hayvanlar1 arasindaki
bireysel farkliliklar da gozardi edilmemelidir. S6yle ki, bireysel olarak her deney
hayvaninin kendisine verilmis olan norotoksik maddeye karsi gosterdigi fizyolojik
cevap yine her hayvanin bu norotoksinden etkilenme derecesini de
degistirebilmektedir (49). Fakat, her bir deney hayvaninda MPTP enjeksiyonu sonrast
noroinflamasyona bagli olarak gelisen dopaminerjik néron hasarinin orani tespit
edilemediginden enjeksiyon sonrasinda verilen 1 haftalik iyilesme siireci de dogal
olarak tartismaya aciktir. Bu sebeplerle, calismamiz kapsaminda deney hayvanlarinda
gerceklestirilen ikinci davranig testlerinde gruplar arasinda spontan aktivite testleri
acisindan beklenen degisimin godzlenmemesi hayvanlar arasindaki bireysel

farkliliklardan dolay1 kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda kullanilan olan deneysel Parkinson hastaligi modeli seciminde
bizim i¢in son derece dnemli olan baska bir parametre de terapotik olarak hayvanlara
verilecek olan mitokondrilerin hedeflenen dokulara ve dopaminerjik hicrelere
girisinin saglanmasidir. Soyle ki, calismamiz kapsaminda akut bir MPTP modeli
segmemizin sebeplerinden birisi de bu uygulamanin inflamatuar siirecleri baslatip
oksidatif stres parametrelerini artirirken ayni zamanda hiicrelerde canliligin da belirli

oranda korunabilmesidir (86).

Mitokondri transplantasyonunun basarili bir sekilde gergeklesebilmesi, hedef
dokulara gonderilen mitokondrilerin ulastiklar1 ortamda transplante olabilecegi kadar
canliligin1 koruyabilmis hiicrelerin varligina baglidir. Bu sebeple, hiicre 6limunin ¢cok
fazla olmasi tedavinin etkinligini dramatik bir sekilde diigiirecektir. Tedavi sonrasi
elde edilen davranis deneyleri sonuglarma bakildiginda ise mitokondri
transplantasyonun PH semptomlarint  azalttigi  gdzlemlenmistir. Lokomotor
deneylerinde gruplar arasi farklar incelendiginde hata sayilarinin tedavi gruplarinda
oldukca distligli goriilmektedir. Bu diisiis mitokondri ve egzersizin beraber

uygulandigt PHEM grubunda en yiiksek seviyededir.

Tedavi sonunda spontan aktivite verileri incelendiginde arka ayak adim sayis1 ve

hareket indeksi verilerinde PH grubuna goére PHEM grubunda anlamli artis
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gozlemlenmigtir. Diger spontan aktivite parametrelerinde semptomlarin azaldigina
dair benzer egilimler gozlemlenmistir ancak bu egilimler istatistiksel anlamliliga
ulasmamistir. MPTP iligkili fare PH modelinde g6z 6niinde bulundurulan diger 6nemli
bir husus, olusturulan modelin etkilerinin geri doniisli olabilmesidir. MPTP
enjeksiyonlari ve deneyin sonlandirilmasi arasinda 42 giinliik bir siire vardir (50). Bu
siire¢ egzersiz tedavi protokoliiniin uygulanabilmesi i¢in yeterli zamani
olusturmaktadir. Literatiir incelendiginde bu siire zarfi icinde akut MPTP PH
modelinin geri doniisiiniin baslamadig1 rapor edilmistir (50). Bu sebeple belirlenen
stireler caligmada ulagilmak istenen amaca uygun sekildedir. Ayrica PH grubuna ait
davranis ve molekiiler parametreler incelendiginde hastalik siirecinin devam ettigi
gorilmektedir. Caligmada spontan aktivite parametrelerinin degerlendirilmesi
asamasinda literatiirde olmayan iki farkli indeks kullanilmigstir. Bunlar hareket indeksi
ve arka ayak indeksidir. Calisma ekibinin daha onceden yaptig1 bagka bir PH
arastirmasinda elde edilen veriler ile bu iki indeks formiilleri gelistirilmistir.
Indekslerin ayirt edicilik ve tanimlayicilik agisindan literatiideki klasik parametrelere
gore daha basarili oldugu istatistiksel agidan gosterilmistir (87). Sunulan ¢alismada da

indekslerin PH’n1 daha hassas bir sekilde ayirt edip tanimlayabildigi gosterilmistir.
5.2. Mitokondri Izolasyonu, Transplantasyonu ve Biyodagihm

Mitokondri  transplantasyonunun  6nemli basamaklarindan bir tanesi
mitokondrilerin saglikl1 bir sekilde izole edilebilmeleridir. Izole edilen mitokondrilerin
kalitesi ve saglikli olma durumlar1 Mitospy green ve JC-1 boyamalari ile incelenmistir.
Akim sitometrisi sonuglari mitokondri izolasyonlar1 sirasinda mitokondrilerin %98
oraninda membran biitiinliikklerini ve membran potansiyellerini koruyabildiklerini
goOstermektedir. Literatiirdeki g¢alismalara benzer sekilde canlilik oranina sahip ve
membran potansiyellerini koruyabilen mitokondriler izole edilebildigi gosterilmistir
(88, 89). Bunun yani sira izole edilen mitokondrilerin ATP &lglimleri yapilmis ve
literatiir incelendiginde yiiksek miktarlarda ATP’ye sahip olduklar1 gériilmiistiir (90).
Bu sonuglar 1s181inda uygulanan izolasyon yontemi ile basarili bir sekilde saglikli ve

kaliteli mitokondriler elde edildigi gosterilmistir.

Mitokondri transplantasyonunun diger 6nemli kismi ise mitokondrilerin

gonderilmek istenen doku veya organa ulastirilabilmesidir. Calismada intranazal yol
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ile transplantasyon gergeklestirilmistir. Bu yontem invazif olmamasi sebebiyle dokuya
herhangi bir zarar vermemektedir. Lokal olarak uygulamalarda dokuda hematom
olusumu, doku parankimasina zarar verme gibi durumlar diger calismalarda
raporlanmistir ~ (90). Uygulamanin  kolayligi ileride insan ¢alismalarina
gecilebilmesinde avantaj saglayabilir. Intranazal yol ile burun igine verilen
mitokondriler kan-beyin bariyerine takilmadan olfaktér noéronlar araciligi ile
tasinmaktadir (71). Calismada izole edilmis mitokondriler Mitospy green ve
Mitotracker red ile boyanarak verilmis ve beyin dokusundaki dagilimlar
incelenmistir. Sonuglara gore, mitokondrilerin beyine ulastig1 ve beyin dokusunda
genel bir yayilim gosterdikleri bulunmustur. Lokal olarak substantia nigra bolgesine
gitmemis olmalar1 uygulanan yontemin kisitliliklarindandir. Literatlirde intranazal
yolla benzer tedaviyi uygulayan bagka bir ¢alismada mitokondrilerin SNpc’de lokalize
edilemedigi ancak davranis testlerinde basarili sonuglar alindigi raporlanmistir (91).
Bunun yani sira MPTP iligkili PH modeli lokal uygulanmayan ve tim beyindeki
dopaminerjik néronlarda hasar olusturan bir modeldir. Beyinde 6-OHDA gibi lokal bir
oksidatif stres yaratmak yerine genel bir oksidatif stres yaratmaktadir (91). Bu sebeple
secilen model ve tedavi yontemleri ulagilmak istenen amag¢ agisindan uyumludur.
Calismada mitokondri dagilimi i¢in beyin dokusu disinda akciger doku ornekleri de
incelenmis ve akciger dokusunda da izole edilmis ekzojen mitokondrilere
rastlanmigtir. Bu durum ¢alismanin ilerleyen donemlerde akciger iizerindeki
etkilerinin incelenmesinin gerektigini diistindiirtmektedir. Ayrica mitokondrilerin
akcigere de ulasmis olmasi calismada ikinci bir tedavi yontemi olarak kullanilan
egzersizi de etkileyebilecegini diisiindiirtmektedir. PH ve egzersiz béliminde bu

durum tartigilacaktir.

DRP-1 ve MFN-2 protein ailesi mitokondrilerin hiicre igindeki dinamikleri
hakkinda bilgi vermektedir. DRP-1 mitokondri bolinmesi (fizyon) ve sayisini
artirmastyla yakindan iligkiliyken, MFN-2 ise mitokondri kaynasmas1 (flisyon) ile
iligkilidir. Bu iki protein hiicre i¢i mitokondri biyogenez dengesini saglamaktadir.
Mitokondri transplantasyonlarinda, ekzojen mitokondrilerin nakledildikleri hiicre
icindeki mitokondrilerle kaynasmaya egilim gosterdikleri ve hiicrelerde MFN-2
seviyelerinin arttig1 rapor edilmistir (92). Benzer sekilde DRP-1’in artmasiyla da hiicre

ici mitokondri sayilarinin artabildigi rapor edilmistir (93). Azalan DRP-1 seviyelerinin
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dopaminerjik noronlarda aksonal dejenerasyonu tetikledigi bildirilmistir (94).
Calismada alinan sonuglara gore MFN-2 seviyelerinde PHM gubunda ufak bir artis
oldugu goriinse de bu artis istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. DRP-1 seviyeleri ise
MPTP uygulanan tim gruplarda kontrole gore diisiis géstermistir. Mitokondri verilen
gruplarda DRP-1 yoniinden bir artis beklense de bu durum gergeklesmemistir. DRP-1
ve MFN-2’de elde edilen bu sonuclar beyine ulasan mitokondrilerin hiicreler arasi
transferde ve hiicre iclerine girme konusunda verimliligin diisiik oldugunu isaret
etmektedir. Beyin dokusuna ulasmis ancak hiicre igerisine verimli bir sekilde
girememis mitokondrilerin inflamasyon gibi parametreleri tetiklemis olmas1 olasidir.
Bu durum kaspaz-1 ve kaspaz-3 bulgulari ile uyusmaktadir. Beyin dokusunun kendine

has ortam1 ve hiicre ¢esitliligi bu duruma yol agmis olabilir.
5.3. Parkinson Hastahg ve Egzersiz

Egzersiz, PH’da uygulanan temel tedavi yontemlerinden biridir (95, 96).
Egzersizin hem sistemik hem de hastaligin semptomlarini azaltmadaki etkileri g6z
ontinde  bulunduruldugunda, = mitokondri  transplatasyonunun  etkinligini
degerlendirmede karsilastirilabilecek uygun bir yontem oldugu disiiniilmektedir.
Gastroknemius kaslarinin incelenmesi sonucunda egzersiz sonrasi kas kiitlelerinde
artig gorilmiistlir. Benzer sekilde kas kiitlesinin agirlig: tibialis kemik uzunluklarina
oranlandiginda egzersiz yapan gruplarda daha yiiksek degerler bulunmustur. Bunun
yani sira kas dokusunda sitrat sentaz seviyelerinin artig1 kosu bandi egzersizin yeterli
siire ve yogunlukta yapildigin1 gostermektedir. Alinan sonucglarda egzersiz yapan
gruplarda farelerin spontan aktivitelerinde artis yasandig1 goriilmektedir. Bu artisin
onemli bir sebebi olarak egzersiz ile sedanter yasamdan uzaklagsmis farelerin giin

icinde de hareketliliklerini artirdiklar1 soylenebilir.

Calisma planlanirken egzersiz saatleri ve davranig deneylerinin saatleri
arasinda fark olmasina dikkat edilmistir. Tiim egzersizler sabah saatlerinde, tiim
davranis deneyleri ise 0gleden sonra yapilmistir. Uzun siireli ve diizenli egzersiz
zamanla vicutta sirkadyen ritimle beraber adaptasyonlar olusturmaktadir. Egzersiz
yapilan saat araliginda deneklerin kalp atim hizlar1 ve hareketli olma istekleri egzersiz
yapmasalar dahi artmaktadir. Calismada davranis ve egzersiz saatleri ne kadar

ayristirilmus, birbirlerini etkileme ihtimalleri azaltilmis olsa da yine de boyle bir etki
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olusabilecegi goz dniinde bulundurulmalidir. Bunun yani sira egzersiz yapan gruplarin
lokomotor testinde de daha az hata yaptiklar1 ve performanslarmin arttigi dikkat
cekmektedir. Egzersiz ve mitokondri tedavisinin beraber uygulandigi grup olan PHEM
davranis testleri agisindan en basarili performanslari gostermistir. Ayrica egzersiz
doneminin son haftasi miidahale sayilarinin kaydedilmesi olduk¢a ilging sonuglar
ortaya cikarmistir. iki tedavi sisteminin birlikte kullamldig1 gruptaki hayvanlara
yapilan miidahale sayis1 sadece egzersiz tedavisi alan gruptaki hayvanlara yapilan
mudahale sayisindan yar1 yariya diisiiktiir. Bu parametre ile mitokondri alan
hayvanlarin egzersize daha yatkin olduklari, daha istekli olduklar1 ve daha dayanikli
olduklar1 sylenebilir. Miidahale sayilar t¢ farkli zamanda toplanmigtir (0-10 dk, 10-
20 dk, 20-30 dk). 11k 10 dk egzersize baslama ve istekli olmalarr ile iligkilendirilmistir.
Ikinci 10 dk ise egzersizi kendi istekleri ile devam ettirmeleri ile iliskilendirilmistir.
Son 10 dk’lik kisimda ise artik yorulmaya baslayan hayvanlara miidahale sayilari
dayanikliliklar1 ile iligkilendirilmistir. Bu yeni parametre literatiirde bulunmayan
ekibin kendi gozlemleri sonucu ortaya ¢ikmistir. Egzersiz gruplarindaki gozleme gore,
mitokondri verilen PHEM grubunun egzersize daha yatkin oldugu ve daha uzun siire
kosabildigi farkedilmistir. Bu durumu agiklayabilecek iki hipotez bulunmaktadir.
Birincisi PH’nin en 6nemli semptomlarindan biri olan hareket etme azlig1 ve harekete
baslama zorlugunun mitokondri transplantasyonlari ile azaltilmis olmasidir. Ancak bu
durum molekiiler verilere tam olarak yansimamustir. Ikinci hipotez ise akcigere
ulasabilen mitokondrilerin akciger kapasitelerini artirmis olabilme ihtimalidir.

Ilerideki ¢alismalarda bu durum incelenmelidir.
5.4. Parkinson Hastaligi ve Apoptotik Yolaklar

Norodejeneratif hastaliklarda apoptotik siiregleri kontrol eden protein
ailelerinin seviyelerindeki degisimler dejenerasyonun hizini, azalmasini veya tersine
donmesini saglayabilmektedir (9, 10). Bu aileye ait proteinlerden biri olan Bcl-2
proteinin anti-apoptotik 6zellikleri sayesinde néron dejenerasyonunu kontrol ettigi,
artan Bcl-2 seviyelerinin dejenerasyonu azalttigi bir¢ok calismada gosterilmistir (97-
99). Bax proteini ise pro-apoptotik Ozellikte olup seviyelerindeki artiglar hiicre
6luminl artirmaktadir (100). Apoptotik yolak oldukc¢a karmasik bir mekanizmaya
sahiptir ve bircok farkli protein tarafindan diizenlenmektedir. Yolakta bulunan

proteinlerin tek tek artis veya azalislarindan ziyade birbirlerine gore oransal
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degisimleri yolagin ne tarafa dogru gideceginin asil belirleyicisidir (99). Bu sebeple
calismada Bax ve Bcl-2’nin birbirlerine oran1 (Bax/Bcl-2) incelenmistir. Bax/Bc¢l-2
oranin artig gostermesi hiicrenin apoptoza gitme egilimini artirmaktadir. Elde edilen
sonuclara gore kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda Bax seviyelerinde azalma
goriilmiis ve en diisiik Bax degerleri PHE grubunda elde edilmistir. Bcl-2 protein
seviyeleri degerlendirildiginde PH grubunda en diisiik diizeyler bulunmustur ve bu
sonu¢ MPTP’nin nérodejenerasyonu tetikledigini gosteren onemli bir bulgudur.
Bax/Bcl-2 orani hesaplandigindaysa PH grubunda biiyiik bir artis oldugu
norodejenerasyonun devam ettigi ve hastalik modelinin basarili bir sekilde
olusturuldugu yargisia varilmaktadir. Egzersiz ve mitokondri gruplar1 Bax ve Bcl-2
acisindan goz oniinde bulunduruldugunda molekiiler diizeyde en diisiik Bax seviyesi
ve en yuksek Bcl-2 seviyesi PHE grubunda oldugu saptanmistir. Bunun sonucu olarak
Bax/Bcl-2 oraninin en disiik oldugu grup tek basina egzersiz yaptirilan gruptur.
Mitokondri verilen gruplara bakildiginda ise Bax/Bcl-2 oraninin PH grubuna gore
azaldigi tespit edilmistir. Ancak mitokondri verilen (PHEM ve PHM) gruplarda,
sadece egzersiz yaptirilan (PHE) gruba gore Bax/Bcl-2 oranin daha yiiksek
bulunmustur. Bu durum mitokondrinin etkisinin olumsuz yodnde oldugunu

distindiirtmektedir.

Calismada, apoptotik siireg ile ilgili Bax ve Bcl-2 proteinleri diginda kaspaz
ailesinden kaspaz 1 ve kaspaz 3 proteinleri incelenmistir. Kaspaz 3 mitokondriyal
apoptotik yolagm kritik elemanlarindan biridir (101, 102). Kaspaz 1 ise inflamasyonun
tetikledigi apoptotik yol proteini olarak gorev yapmaktadir (103, 104). Sonugclar
incelendiginde her iki kaspaz proteinin de mitokondri verilen gruplarda arttigi
gbzlemlenmistir. Calismanin 6zgiin bir degeri de kaspaz 3 ve kaspaz 1’in birlikte
incelenmis olmasidir. Mitokondrilerin kaspaz 1 seviyelerinde artiga sebep olmasi
apoptotik yolagi Sps yaratarak da tetikleyebilme egilimi oldugunu diistindiirtmektedir.
Kaspaz 1 seviyesi egzersiz yaptirilan gruplarda kontrol grubuna gore azalma egilimi
gosterirken, PH ve PHM grubunda artig gostermistir. PH grubundaki artig hastalik
modeli ile uyusurken, PHM grubundaki kaspaz 1 seviyesi artigt mitokondri tedavisinin
etkinligine soru igareti diistirmektedir. Kaspaz proteinlerin seviyelerindeki degisimler

ile Bax proteini seviyelerindeki degisimler uyumluluk gostermektedir. Apoptotik
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stirecler ile ilgili aliman bu sonuglar mitokondrilerin nérodejenerasyondaki etkilerinin

olumsuz yodnde olabilecegini diistindiirtmektedir.

Calismada hiicre boliinmesi, yaslanma, protein sentezi gibi bir ¢ok farkli
hiicresel iglevde rol alan mTOR proteinleri de ayrica ¢aligilmistir. Bu proteinin PH
iizerindeki etkileri ve rolleri daha tam olarak aydmnlatilamamistir. mTOR
seviyelerindeki azalmalarin otofajiyi artirarak hiicre i¢inde a-sintklein birikimini
engelleyebilecegi belirtilmektedir (105, 106). Benzer sekilde nordejeneratif bir
hastalik olan Alzheimer hastaliginda da mTOR inhibisyonunun hucre olumlerini
azaltabilecegi belirtilmistir (107). Tez ¢alismasi sonuglari, mTOR seviyelerinin tedavi
gruplarinda azaldigin1 gostermektedir. Bu azalis hem mitokondri verilen hem de
egzersiz gruplarinda goriilmiistiir. Ancak yolagin daha ayrintili bir sekilde ¢alisilmasi
gerekmektedir. mTOR yolag1 degerlendirilirken fosforolize mTOR (P-mTOR)
seviyeleri oranlanarak degerlendirilmektedir. Calismada her ne kadar literaturii
destekledigi sonuglar bulunmus olsada P-mTOR seviyesi tekrar Olctlip, mTOR

seviyesi ile oranlanarak bir sonuca varilmalidir.
5.5. Parkinson Hastahg1 ve Oksidatif Stres

MPTP iliskili PH modelinde beyinde oksidatif stres artmaktadir. MPP+
noronlar tizerinde toksik etkiler olusturarak hiicre i¢i oksidatif stresin artmasina sebep
olmakta ve bunun sonuncunda da norodejenerasyon gerceklesmektedir (108, 109).
Sonuglara gére MPTP uygulanan gruplardan PH grubunda beyinde toplam oksidan
miktarmin hastalik modeline uygun sekilde arttig1 gozlemlenmistir. Tedavi gruplarinin
hepsinde PH grubuna gore azalma olmus olmasi egzersiz ve mitokondri
transplantasyonunun oksidatif stresi azalttigim1 gostermektedir. Her ii¢ tedavi
grubunun oksidan seviyeleri istatistiksel olarak kontrol grubuna yaklasmistir.
Apoptotik yolakla ilgili sonuglarin aksine mitokondri transplantasyonu oksidatif stresi
azaltma noktasinda oldukga basarili olmustur. Bu sonuglar literatiir ile uyumluluk
gostermektedir. Ozellikle iskemi reperfiizyon ¢alismalarinda oksidatif stresi azalttig1
belirtilen mitokondri tranplantasyonu, toksik bir ajan olan MPTP’de de ayni etkiyi
gostermistir. Beyindeki toplam antioksidan diizeyleri degerlendirildiginde ise gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Antioksidan 6l¢iimlerinin tekrarlanmasi
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diistiniilmektedir. Antioksidanlar daha hassas molekiiller oldugundan homojenizasyon

islemleri sirasinda hasara ugramis olabilme ihtimali vardir.
5.6. Cahsmamn Kisithliklari

Caligmada yapilan gozlemler, uygulanan yontemler ve alinan sonuglar
degerlendirildiginde bazi kisithliklarin oldugu farkedilmistir. Bunlar su sekilde

siralanabilir.

*= Fare beyin dokusu molekiiler incelemeleri tiim beyin dokusunda yapilmstir.
PH’n1 daha iyi degerlendirebilmek i¢in dopaminerjik néronlarin yogun oldugu
orta beyin izole edilerek c¢alisilmasi parametrelerin daha hassas
degerlendirilmesini saglayabilirdi. Ancak fare beyin dokusunun ¢ok kiigiik olmasi
ve yapilan analizlerin fazlaligi buna imkan vermemistir.

=  (Calismada mitokondri biyodagilimi igin alinan goriintiiler taze donmus beyinlerde
calisilmis boylelikle fare beyin atlasina uygun sekilde birgok kesit alinabilmistir.
Bu durum immiinohistokimya boyamalart i¢in de uygulanmis ancak doku
fiksasyonu parafine gdmme ve kesit alma agamalar1 islemleri atlasa uygun sekilde
kesit almayi olduk¢a zorlagtirmis ve bolgesel olarak yakin bdlgelerde
calisilmasina karsin donmus beyinlerde c¢aligilan kesitler kadar hassas
calistlamamustir.

» Intranazal yolla verilen mitokondrilerin dozlamasi tam olarak yapilamanustir.
Yontemde ekibin 6nceki ¢aligmalarina uygun sekilde dozlar se¢ilmis ancak burun
bosluguna birakilan mitokondrilerin ne kadarmm beyine gittigi tam olarak
belirlenememektedir. Lokal veya damar i¢i mitokondri transplantasyonlar1 bu
yonliyle dozlama agisindan daha 6ngoriilebilir uygulamalardir.

= (Calismada egzersiz tedavisi uzun siireli bir uygulama olmasindan dolay1
mitokondri transplantasyonu da kronik bir sekilde uzun siireli uygulanmigtir. Bu
durum sonuclarda gozlemlenen PH patolojisini tetiklemis olabilir. Akut
mitokondri transplantasyonu ile kronik uygulamalarin karsilastirilmamis olmasi

¢alismanin kisithiliklarindandir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda aliman sonuglara gére uzun siireli egzersiz tedavisinin PH
Uzerinde semptomlar1 azaltma ve apoptotik yolaklar1 inhibe etme yoniinden oldukca
basarili bir tedavi yontemi oldugu ortaya ¢ikmistir. Mitokondri transplantasyonu da
davranis testleri agisindan oldukca basarili sonuglar vermistir. Apoptotik yolaklar
egzersiz gibi inhibe edebildigi ve nodrodejenerasyonu azaltabilecegi gosterilmistir.
Buna karsin kaspaz ailesi proteinlerinin analizleri PH patolojisini tetiklendigini ve
mitokondrilerin olumsuz etki gosterebilecegini diisiindiirtmektedir. Literaturde
mitokondri transplantasyonu karaciger, bobrek, kalp gibi bircok dokuda ¢alisilmis ve
umut vaat eden sonuglar alinmistir. Ancak beyin dokusunda yapilan bu ¢aligmada elde
edilen sonuclar mitokondri transplantasyonunun her dokuda olumlu etki
gosteremeyebilecegini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla mitokondri
transplantasyonunun uygulandigi dokudaki hiicre topluluklarinin ¢esitliligi, doku

ortami1 ve mitokondrilerin ulastirilma sekli yontemin basarisini etkilemektedir.

Bu ¢alismada mitokondri transplantasyonunun MPTP sonrasi tedavi edici
ozelligi incelenmistir. Ilerideki calismalarda hastalik olusturulmadan &nce
uygulanarak koruyucu etkisi de incelenmelidir. Mitokondrilerin beyin dokusuna
ulastirilma yontemi olarak kullanilan intranazal uygulamanm yani sterotaksik
yontemler ile lokal uygulamalar karsilatirilarak transplantasyonun etkinliginin
bolgesel olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Intranazal yolun kullanilmasi
sebebiyle akcigere de ulasan mitokondrilerin bu dokuda molekiiler olarak neler yaptigi

incelenmelidir.

Sonug olarak mitokondri transplantasyonu egzersiz ile uygulandiginda
Parkinson hastalig1 semptomlarini azalttigi, apoptotik yolagin 6nemli proteinlerinden
Bax/Bcl-2 oranini anti-apoptotik yone kaydirdigi ancak beyin dokusunda PH
patolojisini tetikleyebilecegi goriilmiistiir. Bu yolaklarin daha ayrintili ¢alisiimasi

onerilmektedir.
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EKLER
EK-1. Solusyonlar

1. 1.5 M Tris-HCI Buffer (100 ml)
18.15 g Tris (Trisma-base) + 75 ml dH20

5 M HCl ile pH: 8.8 e getirilir. *Toplam 100 ml ye tamamlanr.

2. 0.5 M Tris-HCI Buffer (100 ml)
6.05 g Tris (Trisma-base) + 75 ml dH20

5 M HCl ile pH: 8.8 e getirilir. *Toplam 100 ml ye tamamlanur.

3. %10 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) (10 ml)
1 g SDS + 8 ml dH20. *10 ml ye tamamlanir.

4. %10 Ammonium Persulphate (1 ml)
0.1g APS + 1 ml dH20.
5. %30 Acrylamide/Bis-Acrylamide (200 ml)

58.4 g Acrylamide + 1.6 N,N’-methylene-bis-acrylamide + 150 ml dH20 .

* Toplam hacim 200 ml ye tamamlanir.

6. Hazir Malzemeler

Methanol, 2-Propanol, dH20

7. TBS 10X (1 L) + Tween 20 (TBS-T)

24 g Tris-Hcl + 5.6 g Tris-base + 88 g + 900 ml dH20

*Toplam hacim 1 L ye tamamlanir.

**pH=7,6 ya getirilir.

8. Runnig Buffer 5X (1L)

159 Tris + 729 Glycine + 5 g SDS + 800 ml dH20.

*Toplam hacim 1000 ml ye tamamlanur.
9. Transfer Buffer 1X (2L)
6.04 g Tris + 28.8 Glycine + 200 ml Methanol + 1.6 L dH20

* Toplam hacim 2 L ye tamamlanair.
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