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OZET

Kubat, GB. Doksorubisin ile Olusturulan Deneysel iskelet Kasi Atrofisi Modelinde
Mitokondri Transplantasyonu ve Egzersizin Etkileri, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Spor Bilimleri ve Teknolojisi Programi Doktora Tezi, Ankara, 2023. Doksorubisin
(DOX), bircok farkli kanser tiiriini tedavi etmek icin kullanilan ama toksik etkilere sahip bir
kanser ilacidir. Bu toksik etkisi nedeniyle iskelet kasi atrofisine yol actigi cesitli calismalarda
gosterilmistir. Egzersiz DOX'un antineoplastik 6zelliklerini etkilemeden iskelet kasi atrofisine
karsi 6zellikle mitokondriyal yolaklar tGzerinden etki etmektedir. Bununla birlikte mitokondri
transplantasyonu, toksisiteyi, noérodejeneratif bozukluklari, kalp, bobrek, karaciger
hasarlarini azaltabilirken, iskelet kasi atrofisi Gzerindeki etkileri az bilinmektedir. Calismanin
amaci, sicanlarda DOX ile olusturulan iskelet kasi atrofisi modelinde mitokondri
transplantasyonu ve egzersizin iyilesmeye olan katkilarinin degerlendirilmesidir. Calismada
erkek Sprague Dawley siganlar; kontrol (K), DOX (D), DOX ve mitokondri (DM), DOX ve
egzersiz (DE), DOX, egzersiz ve mitokondri (DEM) gruplarina (n=8/grup) ayrilmistir. Egzersiz
grubundaki (DE) siganlara 10 giinliik kosu egzersizi yaptirilmis ve mitokondri grubuna (DM)
DOX enjeksiyonu dncesinde birer giin arayla 2 doz mitokondri transplantasyonu yapilmistir.
Egzersiz ve mitokondri grubuna (DEM) ise hem egzersiz hem de mitokondri transplantasyonu
birlikte uygulanmistir. Kas atrofisi olusturmak icin D, DM, DE ve DEM gruplarina 20 mg/kg
DOX enjeksiyonu yapilmistir. izole edilen mitokondrilerin membran biitiinligi ve potansiyeli
icin MitoTracker Red CMXROS, MitoSpy Green FM ve JC-1 analizleri yapilmistir. Tibialis
anterior kasinda, kas agirliklari Olgimi, histolojik analizler (H-E, SDH ve PAS),
imminhistokimyasal analizler (Kaspaz-3, NF-kB, DRP-1 ve MFN-2), kan 6rnekleri biyokimyasal
analizleri (Ure, LDH, ALT ve AST) ve oksidatif stres analizleri (TAS ve TOS) yapildi. Gruplarin
tibialis anterior kas agirliklari karsilastirildiginda DE ve DEM gruplari K grubuna goére anlamli
olarak artmistir (P < 0,05). Son viicut agirliklar karsilastirildiginda DM, DE, DEM gruplari D
grubuna gore anlamli olarak artmistir (P < 0,05). Tibialis anterior enine kesit alaniigin D grubu
K grubuna gore azalmis, DE ve DEM gruplari D grubuna gére artmistir (P < 0,05). SDH dizeyleri
D grubuna gore tiim gruplarda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P < 0,05). Ure diizeyleri
D ve DM gruplarinda K grubuna gore yiiksek ama DE grubunda ise anlamli derecede dislik (P
< 0,05), ALT diizeyleri ise DM, DE, DEM gruplarinda K grubuna gére anlaml derecede yliksek
bulunmustur (P < 0,05). Kaspaz-3 diizeyi D ve DM grubunda DE ve DEM gruplarina gore
anlamli olarak yiiksek (P < 0,05), NF-kB diizeyi ise D grubunda K grubuna gore yiksek iken
DM, DE, DEM gruplarinda D grubuna goére dusik bulunmustur (P < 0,05). DRP-1 diizeyi D ve
DE gruplarinda K grubuna gore yiiksek ama DM ve DEM gruplarinda ise D grubuna gore diisik
(P < 0,05), MFN-2 diizeyi DM ve DE gruplarinda K grubuna gore yiliksek ve DE grubunda D
grubuna gore de yiksek bulunmustur (P < 0,05). TOS analizinde DE grubu K ve DM grubuna
gore disik iken TAS analizinde DE ve DEM gruplari K grubuna goére ylksek bulunmustur (P <
0,05). Bu sonuglar egzersizin kas atrofisinin 6nlenmesindeki roliiniin 6nemli oldugunu ve
mitokondri transplantasyonu ile birlikte etkisinin daha fazla oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, mitokondri, egzersiz, sicanlarda iskelet kasi atrofisi,

mitokondri transplantasyonu
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ABSTRACT

Kubat, GB. Effects of Exercise and Mitochondrial Transplantation in an Experimental Model
of Doxorubicin-Induced Skeletal Muscle Atrophy, Hacettepe University, Graduate School
of Health Sciences, Doctor of Philosophy Thesis in Sport Sciences and Technology, Ankara,
2023. Doxorubicin (DOX) is a chemotherapy drug that serves to treat many different forms
of cancer but has hazardous side effects. It has been demonstrated in several studies that its
toxic effect induces skeletal muscle atrophy. Exercise prevents skeletal muscle atrophy,
particularly via mitochondrial pathways, without altering DOX's antineoplastic effects. While
mitochondria transplantation may mitigate toxicity, neurological disorders, heart, kidney,
and liver damage, its effects on skeletal muscle atrophy remain unknown. The goal of the
study was to assess how exercise and mitochondrial transplantation affected recovery in a
rat model of DOX-induced skeletal muscle atrophy. In this study, male Sprague Dawley rats
were divided into control (K), DOX (D), DOX and mitochondria (DM), DOX and exercise (DE),
DOX, exercise and mitochondria (DEM) groups (n=8/group). Before receiving a dosage of
DOX, the rats in the exercise group (DE) underwent a 10-day running exercise whereas those
in the mitochondrial group (DM) received two doses of mitochondrial transplantation. In the
exercise and mitochondria group (DEM), both exercise and mitochondria transplantation
were applied together. The D, DM, DE, and DEM groups received a 20 mg/kg DOX injection
to induce muscular atrophy. MitoTracker Red CMXROS, MitoSpy Green FM, and JC-1 analysis
were performed for the membrane integrity and potential of the isolated mitochondria. In
the tibialis anterior muscle, measurement of muscle weights, histological analysis (H-E, SDH,
and PAS), immunohistochemical analysis (Caspase-3, NF-kB, DRP-1, and MFN-2), biochemical
analysis of blood samples (urea, LDH, ALT, and AST) and oxidative stress analysis (TAS and
TOS) were performed. When the tibialis anterior muscle weights of the groups were
compared DE and DEM groups increased significantly compared to the K group (P < 0.05).
When the final body weights were compared, the DM, DE, and DEM groups increased
significantly compared to the D group (P < 0.05). For the tibialis anterior cross-sectional area,
the D group decreased compared to the K group, DE and DEM groups increased compared to
the D group (P <0.05). SDH levels were found to be significantly higher in all groups compared
to the group D (P < 0.05). Urea levels were higher in D and DM groups compared to the K
group, but significantly lower in the DE group (P < 0.05), and ALT levels were significantly
higher in DM, DE, DEM groups compared to the K group (P < 0.05). Caspase-3 level was found
to be significantly higher in D and DM groups compared to DE and DEM groups (P < 0.05),
while NF-kB level was higher in D group than K group, and lower in DM, DE, DEM groups
compared to D group (P < 0.05). DRP-1 level was higher in D and DE groups than K group and
was lower in DM and DEM groups than D group (P < 0.05). MFN-2 level was higher in DM and
DE groups than the K group and was higher in the DE group than the D group (P < 0.05). DE
group was lower than K and DM groups in the TOS analysis, while DE and DEM groups were
higher than the K group in the TAS analysis (P < 0.05). These results demonstrated that the
role of exercise in preventing muscle atrophy is important, but it is more effective with
mitochondria transplantation.

Keywords: Doxorubicin, mitochondria, exercise, skeletal muscle atrophy in rats,
mitochondria transplantation



iCINDEKILER

ONAY SAYFASI

YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETiK BEYAN

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR
SEKILLER

TABLOLAR

1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaglari
1.2. Arastirmanin Hipotezleri
2. GENEL BiLGILER

2.1. Doksorubisin (DOX)

2.1.1. Doksorubisinin Tarihgesi ve Kimyasal Yapisi

2.1.2. Doksorubisinin Etki Mekanizmasi

2.1.3. Doksorubisin ve iskelet Kasi Atrofisi

2.1.4. Doksorubisin ve Mitokondriyal Hasar
2.2. iskelet Kasi Atrofisi

2.2.1. Kullanilmama ile indiiklenen iskelet Kasi Atrofisi

2.2.2. Kaseksi ile indiiklenen iskelet Kasi Atrofisi

2.3. Egzersiz ve Kas Atrofisi

2.3.1. Doksorubisin ile indiiklenen Kas Atrofisinde Egzersizin Etkileri

2.4. Mitokondri Transplantasyonu/Transferi

2.4.1. Hicreler Arasi Dogal Mitokondri Transferi

2.4.2. Yapay Mitokondri Transferi/Transplantasyonu

3. GEREC VE YONTEM

Vi
Vil
Vili

Xiii
XVi
XViii

O N o o o »nn b~ W

W N N N B R R R R
N U1 R, O 00 OO M W N



3.1. Deney Hayvanlari
3.2. Deney Gruplari
3.3. Egzersiz Protokoli
3.4. Doksorubisin Enjeksiyonu
3.5. Kas Dokusundan Mitokondri izolasyonu ve Mitokondri
Transplantasyonu
3.6. izole Edilen Mitokondrilerin Membran Potansiyeli Analizi
3.7. izole Edilen Mitokondrilerin Membran Biitiinligi Analizi
3.8. izole Edilen Mitokondrilerin Protein Analizi
3.9. Histolojik Analizler
3.9.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Enine Kesit Alani Olgiimii
3.9.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyamasi ile Lif Glikojen Orani
3.9.3. Siiksinat Dehidrogenaz (SDH) Boyamasi ile Mitokondriyal Enzim
Aktivitesi
3.10. Biyokimyasal Analizler
3.10.1. Kan Ornekleri Analizleri
3.10.2. Kas Doku Ornekleri Analizleri
3.11. imminohistokimyasal Analizler
3.12. istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
4.1. izole Edilen Mitokondrilerin Membran Biitiinliigii ve islevlerinin
Analizleri
4.1.1. izole Edilen Mitokondrilerin Floresan Mikroskop ile Membran
Potansiyeli Analizleri
4.1.2. Kas ici MitoTracker Red CMXROS ile Mitokondri Boyamasi ve

Floresan Mikroskop Analizleri

4.1.3. izole Edilen Mitokondrilerin MitoTracker Red CMXROS ve MitoSpy

Green FM ile Boyanmasi ve Floresan Mikroskop Analizleri
4.1.4. izole Edilen Mitokondrilerin Protein Olgtimleri

4.2. Vicut ve Kas Agirhgi Bulgular

32
32
33
34
34

35
36
36
36
36
37
37

38
38
38
40
41
42
42

42

43

44
44



4.3. Histolojik Bulgular
4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Lif Enine Kesit Alani Analizleri
4.3.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyamasi ile Lif Glikojen Orani
4.3.3. Siiksinat Dehidrogenaz (SDH) Boyamasi ile Mitokondriyal Enzim
Aktivitesi
4.4. Biyokimyasal Bulgular
4.4.1. Kan Orneklerine Ait Ol¢iimlerden Elde Edilen Bulgular
4.4.2. Kas Doku Orneklerine Ait Olgiimlerden Elde Edilen Bulgular
4.5. immiinohistokimyasal Analizlerden Elde Edilen Bulgular
4.5.1. Kaspaz-3 Analizi Bulgulari
4.5.2. Nikleer Faktor-Kappa B (NF-kB) Analizi Bulgular
4.5.3. Dinamin iliskili Protein (DRP-1) Analizi Bulgulari
4.5.4. Mitofusin 2 (MFN-2) Analizi Bulgular
5. TARTISMA
5.1. izole Mitokondrilerin Kalite Kontrol Analizleri
5.2. Doksorubisinin (DOX) iskelet Kasi Uzerindeki Etkisi
5.3. iskelet Kasi Atrofisinde Mitokondri Transplantasyonunun Etkisi
5.4. iskelet Kasi Atrofisinde Egzersizin Etkisi
5.5. iskelet Kasi Atrofisinde Egzersiz ve Mitokondri Transplantasyonunun
Birlikte Etkisi
5.6. DOX, Egzersiz ve Mitokondri Transplantasyonunun Sistemik Etkileri
6. SONUGC VE ONERILER
7. KAYNAKLAR
8. EKLER
Ek-1: Etik Kurul izni
Ek-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu
Ek-3: Dijital Makbuz
9. 0ZGECMIS

45
45
48
50

53
53
57
59
59
61
63
65
68
68
70
72
74
77

79
82
84
100

103

Xi



Akt
Atg
ALT
AMP
AMPK
ATP
AST
BCA
BNIP3
BSA
BVA
CccCl4
CK
CPT1a
CRP
Cuso4
DAB
DAPI
DNA
DOX
DRP-1
EDL
EV
ERRa
FoxO1
FoxO3a
GJC
GLUT-4
GSH

Xii

SIMGELER VE KISALTMALAR
Protein kinaz B
Otofaji-iliskili
Alanin aminotransferaz
Adenozin monofosfat
Adenozin monofosfat ile aktiflestirilen protein kinaz
Adenozin trifosfat
Aspartat aminotransferaz
Bicinchoninic acid
BCL2/adenovirlis E1B 19 kDa protein etkilesimli protein 3
Bovine serum albimin
Baslangi¢ viicut agirligi
Karbon tetraklorur
Kreatin kinaz
Karnitin palmitoiltransferaz 1a
C reaktif protein
Bakir silfat
Diaminobenzidine
4',6-diamidino-2-phenylindole
Deoksiribonukleik asit
Doksorubisin
Dinamin iliskili protein
Ekstansér digitorum longus
Hicre disi vezikiller
Ostrojenle iliskili reseptor a
Forkhead box O1
Forkhead box O3a
Yarik baglanti kanallari
Glukoz tastyici tip 4

Glutatyon



xiii

H,0, Hidrojen peroksit

HDL Yiksek yogunluklu lipoprotein

HNE Hidroksinonenal

HRP Horseradish peroksidaz

IGF-1 insiilin benzeri biylime faktorii-1

IL-6 interlékin-6

IRS-1 insiilin reseptérii substrati-1

IQR Interquartile range

JC-1 5,6,6-tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzi-midazolylcarbocyanineiodide
LC3 Hafif zincir 3

LDH Laktat dehidrogenaz

MAFbx Atrogin-1 (Muscle atrophy F-box)
MAPK Mitojen aktive protein kinaz

MDA Malondialdehit

MFN-2 Mitofusin 2

MHC Protein miyozin agir zinciri

MKH Mezenkimal kék hicre

MMP Mitokondri membran potansiyeli
MTG MitoTracker Green

mTOR Memelilerde rapamisinin hedefi

MRF Miyojenik dizenleyici faktori

mMRNA Haberci-RNA

mtDNA Mitokondriyal deoksiribonikleik asit
MuRF1 Muscle RING-finger protein-1

MyoD Miyoblast belirleme proteini

NAC N-asetilsistein

NADH Nikotinamid adenin dintikleotit dehidrogenaz
NADPH Nikotinamid adenin dinlkleotit fosfat
NaOH Sodyum hidroksit

Na2CO3 Sodyum karbonat



Xiv

NBT Nitro blue tetrazolium klorir

NF-kB Nikleer faktor-kappa B

NIS Nikon imaging system

NLRP3 NLR ailesi pirin alani igeren 3

0.~ Slperoksit anyonu

OHe Hidroksil radikali

Olig2 Oligodendrosit transkripsiyon faktori

OPA-1 Optik Atrofi 1

PAX7 Protein-paired box 7

PBS Fosfat tampon salin

Pep-1 Penetrating peptide-1

PGC-1a Peroksizom proliferator-aktive reseptér gama koaktivator
PI3K Fosfatidil inositol 3 kinaz

REDD1 Regulated in DNA damage and development 1
ROT Reaktif oksijen turleri

SDH Siksinat dehidrogenaz

sGC Cozinebilir guanilat siklaz

SOD Slperoksit dismutaz

STAT3 Sinyal donistirici ve transkripsiyon aktivatori 3
SVA Son viicut agirligi

TA Tibialis anterior

TAS Total antioksidan seviyesi

TOS Total oksidan seviyesi

TGFB Donustlirtict buylime faktora B

TLR4 Toll benzeri reseptor 4

TNF-a TUmor nekrozis faktor-alfa

TNT Tinel olusturan nanottpler

TOP2B Topoizomeraz IIB

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

UPS Ubikitin proteazom sistemi
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1. GiRis

Doksorubisin (DOX), yumusak doku, kemik sarkomlari, meme, yumurtalik,
mesane, tiroid kanserleri, akut lenfoblastik l6semi, akut miyeloblastik l6semi,
Hodgkin lenfoma ve kiiglk hticreli akciger kanserini tedavi etmek igin kullanilmaktadir
(1, 2). Ancak DOX gesitli kanser tirlerinde kullanilirken bir dezavantaj olarak farkli
doku ve organlara da zarar vermektedir. DOX'un sitotoksik etkileri, topoizomeraz I
inhibisyonu, sitokrom c'nin mitokondriden salinmasi, DNA'ya baglanma, DNA
¢oziilmesi/ayrilmasi, alkilasyonda artis ve oksidatif stres gibi belirli stregleri icerir (3).
DOX'un baska bir etki mekanizmasi ise, hidrojen peroksit (H20,) ve slperoksit
anyonlari (02°7) gibi serbest radikaller tireterek asiri reaktif oksijen tirlerini (ROT)
Uretme kabiliyetidir. Bunlar apoptoz yoluyla timor hicresi 6limuyle sonuglanan
oksidatif strese ile hiicre zari lipitlerine ve proteinlerine zarar verir (4).

DOX tedavisi, kanser hastalarinda yasam kalitesini olumsuz etkileyen iskelet
kasi zayifligi ve yorgunlugunun gelismesine yol acar (5). Bu sitotoksik ozelligi
nedeniyle iskelet kasi atrofisine yol actigl cesitli insan ve hayvan calismalarinda
gosterilmistir.  DOX'un iskelet kasi toksisitesindeki hiicresel ve molekiler
mekanizmalar, oksidatif stres yoluyla proteolitik ve apoptotik sinyal yollarinin
aktivasyonu ile iliskili olarak kontraktil ve mitokondriyal islev bozuklugudur (6). Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada, kronik DOX tedavisine (2,5 mg/kg, haftada iki kez,
toplam doz, 25 mg/kg) yanit olarak viicut agiriginda ve gastroknemius kitlesinde
onemli bir azalma oldugu raporlanmistir (7). Siganlarda DOX (24 mg/kg) ile tedaviye
basladiktan 4 hafta sonra iskelet kasi ve kalp kasi kaybinin hemen hemen ayni oldugu
rapor edilmistir (8).

DOX tedavisinin mitokondri hasarina neden oldugu tip diinyasinda bilinen bir
gercektir (9). Son arastirmalar, DOX kaynakli mitokondriyal hasarin hiicresel islev
bozuklugunu tetikledigini gostermistir (10). DOX uygulamasindan sonra ROT
Uretiminin arttigi cesitli calismalarda raporlanmistir (11). ROT’larin  artisi
mitokondriyal yapiya ciddi sekilde zarar vererek, apoptoza ve kalp ve solunum
kaslarinda kasilmada azalmaya neden olarak kalp ve solunum islev bozukluklarina

neden olmaktadir (12, 13). Tek doz DOX uygulamasi (20 mg/kg), mitokondriyal



kompleks | ve kompleks II'yi etkileyerek iskelet kasindaki mitokondriyal solunumu
baskilar (14). 15 mg/kg'lik bir dozda DOX enjeksiyonu, iskelet kaslarindaki terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) apoptotik indeksini
%583 ve Bax proteinini ise %111 oraninda artirtigini gostermistir (15). Peroksizom
proliferatér-aktive reseptér gama koaktivatér-1a (PGC-1a), mitokondriyal biyogenez,
anjiyogenez ve bir dereceye kadar kas hipertrofisini dizenler (16). PGC-1a, AMP-
activated protein kinase (AMPK) a ile yakindan iliskili oldugu igin, 15 mg/kg dozunda
tek doz DOX uygulamasi ile L6 miyositlerde 48saat sonra AMPK a'nin
fosforilasyonunda azalma oldugu gosterilmistir (17).

DOX ile indiiklenen iskelet kasi atrofisi, farkl lif tiplerine sahip (oksidatif yapiya
sahip tip | veya glikolitik yapiya sahip tip Il kaslar) iskelet kaslarinda ortaya cikabilir.
Egzersizin, hizli kasilan glikolitik (ekstansér digitorum longus) kaslara kiyasla yavas
kasilan oksidatif (soleus) ve karma (diyafram) kaslari daha iyi korudugu gorilmektedir
(18). Egzersiz, oksidan tamponlama kapasitesini artirarak, endojen antioksidan
enzimlerin aktivitesinde artisi indiikleyerek DOX toksisitesini 6nleyebilir (19). DOX
tedavisi ile birlikte egzersiz, sicanlarin kalbinde ve soleus kasinda mitokondriyal
oksidatif solunum ve redoks dengesini korumus ve erkek sicanlarda Muscle RING-
finger protein-1 (MuRF1) sinyalini azaltmistir (20). Dayanikhlik egzersizi, iskelet
kasinin antioksidan kapasitesini artirir, kasi DOX kaynakli oksidatif stresten ve otofaji
genlerinin ifadesinden korur (21). Egzersiz, hem miyofibriler proteinler igindeki
karbonil seviyelerinde hem de 4-hidroksinonenal (4-HNE)'nin kas proteinlerine
konjugasyonunda azalma ile iskelet kasi proteinlerini DOX kaynakh oksidatif
modifikasyonuna karsi korur (19).

Mitokondri transplantasyonu, mitokondriislev bozukluguna baglh hastaliklarin
tedavisi icin son yillarda umut verici bir ydntem olarak ortaya ¢cikmistir. Bu yontemin,
insan klinik deneylerinde kardiyak iskemi-reperflizyon tedavisinde yararli oldugu
bildirilmistir ve ayrica mitokondriyal islev bozukluguna bagh kalp, boébrek, karaciger,
akcigerler, yaslanma ve beyin hastaliklarini tedavi edici etkisi preklinik calismalarda
gosterilmistir. Mitokondri transplantasyonu, mitokondriyal islevleri diizenlemek igin

saglikh ekzojen mitokondriyi hasarl hiicrelere veya dokulara transfer etmeye yarayan



son vyillarda sik¢ca kullanilmaya baslayan bir tekniktir (22). Mitokondri
transplantasyonu ile ilgili iskelet kas hasarini hedef alan ¢ok az sayida arastirma
yapilmistir. Ayrica bu calismalar hasar meydana geldikten sonra tedavi edici etkiyi
arastirmistir. Akut ekstremite iskemisinde, arka bacak reperflizyonundan sonra,
mitokondri transplantasyonu ile gastroknemius, soleus ve vastus medialis kaslarinda
enfarktls boyutu, apoptoz ve TUNEL-pozitif cekirdeklerde 6nemli bir azalma oldugu
gosterilmis olup mitokondri alan farelerde minimal kas hasari gézlenmistir (23).
iskelet kasi hasari modelinde, mitokondri transplantasyonunun farelerde sistemik
inflamasyonu artirmadigl gosterilmistir. Yaralanmadan 7 giin sonra kas kitlesini
dusltirmedigi ve kas kesitlerindeki kollajen ve diger kasilmayan doku ylizdesinin daha
disiik oldugu gozlenmistir. Kas agirligi ve maksimal kas kuvvetinin, yaralanmadan 14
glin sonra kontrol seviyelerine geri dondigi rapor edilmistir (24). Deksametazon
kaynakli atrofi modelinde, mitokondri transplantasyonunun 1 haftada kas kitlesini
1,5 kat artirdigi ve laktat konsantrasyonunu 2,5 kat azalttig gosterilmigstir. Ayrica bir
kas rejenerasyon belirteci olan desmin protein ifadesinin 2,3 kat arttigi ve kasa 6zgi
ubikltin E3-ligazlari muscle atrophy F-box (MAFbx) ve MuRF-1'in 6nemli 6lglide
azaldigi rapor edilmistir (25). Mitokondrinin dnceden verilerek koruyucu etkileri
acisindan bir rapor bildirilmemistir.

Mitokondri transplantasyonu, gesitli mitokondri iligkili hastaliklarda genis bir
uygulanabilirlige sahip olup, su andaki mevcut tedavi yaklasimlarindaki sinirliliklarin
Ustesinden gelme potansiyeline sahiptir. Bu sonugla tez ¢alismasinin amaglari ve

hipotezleri asagida sunulmustur.
1.1. Arastirmanin Amaglari

Bu tez calismasinin ilk amaci, sicanlarda doksorubisin (DOX) ile olusturulan
iskelet kasi atrofisi modelinde mitokondri transplantasyonunun kas atrofisini
engelleyip engellemedigini incelemektir. ikinci amaci olarak 10 giin boyunca yapilan
kosu bandi egzersizinin kas atrofisinin dnlenmesindeki etkisini incelemektir. Son

olarak bu iki koruyucu uygulama olan mitokondri transplantasyonu ve egzersizin



birlikte kas atrofisi Uzerindeki etkilerinin daha fazla olup olmadiginin ortaya

konmasidir.

1.2. Arastirmanin Hipotezleri

H1: Sicanlarda DOX uygulamasi mitokondri islev bozukluguna, oksidatif strese ve
inflamasyona bagli iskelet kasi atrofisine neden olur.

H2: Mitokondri transplantasyonu sicanlarda DOX ile olusturulan iskelet kasi atrofisi
modelinde iyilesmeye neden olur.

H3: Kosu bandi egzersizi sicanlarda DOX ile olusturulan iskelet kasi atrofisi modelinde
iyilesmeye neden olur.

H4: Mitokondri transplantasyonu uygulamasinin DOX ile olusturulan deneysel iskelet
kasi atrofisi modeli Gzerindeki olumlu etkileri kosu bandi egzersizinin etkilerinden
farkhdir.

H5: DOX ile olusturulan deneysel iskelet kasi atrofisi modelinde, mitokondri
transplantasyonu ve kosu bandi egzersizinin birlikte uygulanmasinin iyilestirici etkileri

tek tek uygulanmalarindan daha etkindir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Doksorubisin (DOX)

Doksorubisin  (DOX), kanser kemoterapisinde kullanilan streptomyces
peucetius bakterisinden elde edilen (26) antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir (27). DOX,
yumusak doku, kemik sarkomlari, meme, yumurtalik, mesane, tiroit kanserleri, akut
lenfoblastik 16semi, akut miyeloblastik [6semi, Hodgkin lenfoma ve kiiglik hticreli

akciger kanserini tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (1, 2).
2.1.1. Doksorubisinin Tarihgesi ve Kimyasal Yapisi

Solid timorler, |6semiler ve lenfomalar gibi cesitli malignitelere karsi klinik
onay alan ilk lipozomal kapsilli anti-kanser ilaci doksorubisin HCl’dir (28). DOX’un
molekiil formiilii C27H29NO11HCI ve molekiil agirhgi 579,98 g/mol’diir. ilag, aglikonik
ve seker kisimlarina sahip, segici olmayan sinif | antrasiklindir. Aglikon, kinin-
hidrokinon bitisik gruplara sahip bir tetrasiklik halkadan, metoksi stibstitlient kisa yan
zinciri ve ardindan karbonil grubundan olusur. Seker bileseni (daunozamin olarak da
bilinir) halkalardan birine glikosidik bir bagla baghdir. Bu, bir 3-amino-2,3,4- trideoksi-
L-fukosil parcasindan olusur (Sekil 2.1.) (29, 30).



A
Z
I
I
0

7
5

Sekil 2.1. Doksorubisinin kimyasal yapisi.

National Center for Biotechnology Information (2023). PubChem Compound Summary for
CID 31703, Doxorubicin. Retrieved March 11, 2023 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Doxorubicin.

2.1.2. Doksorubisinin Etki Mekanizmasi

DOX’un sitotoksik etkileriile iliskili olan topoizomeraz Il inhibisyonu, sitokrom
c'nin  mitokondriden salinmasi, DNA'va baglanma, DNA ¢06zilmesi/ayriimasi,
alkilasyonda artis ve oksidatif strese yol acan serbest radikallerin olusumu gibi belirli
surecler vardir (3).

DOX, interkalasyon yoluyla DNA ile etkilesime girerek makromolekiiler
biyosenteziinhibe eder (31). Topoizomeraz Il, kanser hiicresinin hayatta kalmasindan
ve boélinmesinden sorumludur. Bu nedenle, kanser hicreleri saglkli hiicrelere gére
DNA kirilmalarina karsi daha savunmasiz oldugundan, DNA hasarina yol acan toksisite
hayati 6nem tasir (32, 33). Bu ayrica topoizomeraz Il enziminin ilerlemesini engeller
ve transkripsiyon icin DNA'daki stiper sarmallari gevsetir (34). DOX, replikasyon icin
DNA zincirini kirdiktan sonra topoizomeraz Il kompleksini stabilize ederek DNA ¢ift
sarmalinin yeniden kapanmasini 6nler ve boylece replikasyon sirecini durdurur (35).

DOX’un baska bir etki mekanizmasi, hidrojen peroksit (H202) ve sliperoksit

anyonlari (0;") gibi serbest radikaller Ureterek asiri reaktif oksijen tirlerini (ROT)
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Uretme kabiliyetidir. Bunlar apoptoz yoluyla timor hiicresi 6limiyle sonuclanan
oksidatif strese yol agabilen DNA hasarina neden olarak hiicre zari lipitlerine ve

proteinlerine zarar verir (4, 28, 32, 36).
2.1.3. Doksorubisin ve iskelet Kasi Atrofisi

DOX, cesitli kanser tirlerini tedavi etmek igin kullanilan sitotoksik etkiye sahip
bir ajandir (37). DOX oldukga etkili bir kemoterapotik olup kullanimi konjestif kalp
yetmezligi, iskelet kasi atrofisi, yorgunluk ve dispne gibi istenmeyen yan etkilerle
sonucglanmaktadir (38, 39). DOX tedavisi, kanser hastalarinda yasam kalitesini
olumsuz etkileyen iskelet kasi zayifligi ve yorgunlugunun gelismesine yol acar (5). Bu
sitotoksik 6zelligi nedeniyle iskelet kasi atrofisine yol acgtigi gesitli insan ve hayvan
calismalarinda gosterilmistir (40, 41). iskelet kasi toksisitesindeki hiicresel ve
molekiler mekanizmalar, DOX kaynakli oksidatif stres yoluyla proteolitik ve apoptotik
sinyal yollarinin aktivasyonu ile iliskili olarak kontraktil ve mitokondriyal islev
bozukluguna neden olur (Sekil 2.2.) (6).

KEMOTERAPI

}

AKT Calpain-1
l Mr?‘?‘;ﬁh;’:‘?Fm Beclin-1  ((seus’

mTOR l " l -
l — ‘-'/ Caspase-3

Protein Yikimt

| s -
\ \ $ mitokondrya
/ .

Protein Sentezi
Sekil 2.2. Kemoterapinin etkiledigi sinyal yolaklari (42). Kemoterapotikler, 6zellikle

DOX, kas protein sentezi inhibisyonu, protein yikimi ve mitokondri hasarina neden

olmaktadir.



IGF-1: insiilin benzeri biiyiime faktérii-1, IRS-1: insiilin reseptérii substrati-1, PI3K: Fosfatidil
inositol 3 kinaz, mTOR: Memelilerde rapamisinin hedefi, AMPK: Adenozin monofosfat ile
aktiflestirilen protein kinaz, GLUT-4: Glukoz taslyici tip 4, FoxO1,3: Forkhead box O1 ve
Forkhead box O3a, MaFbx: Muscle atrophy F-box, MurF-1: Muscle RING-finger protein-1,
BNIP3: BCL2/adenovirlis E1B 19 kDa protein etkilesimli protein 3.

Meme kanseri hastalarinda yaygin olarak kullanilan ilaglarin (DOX ve
paklitaksel), C2C12 miyotlp hiicre kultirlerinde miyozin ifadesinde azalmaya,
mitokondri azalmasina ve ROT Uretiminde artisa neden olarak iskelet kasi atrofisine
yol actig1 gosterilmistir (38). Sarkoma timorlerini tedavi etmek icin hipertermik
ekstremite perflizyonu seklinde DOX tedavisinin de kas islev bozuklugu ve atrofi ile
sonuglandigi raporlanmistir (43).

Bir calismada, kalp ve iskelet kasi kiitlesi DOX tedavisinden sonraki 5 giin
boyunca fonksiyonda zamana bagli bir disus oldugu ve buna karsilik 5 glinlik stre
boyunca vaskiler fonksiyonunda azaldigi rapor edilmistir. DOX birikiminin kalp
dokusunda en fazla oldugu, ancak tim kas dokularinin benzer derecede islev
bozuklugu gosterdigi sonucuna varilmistir (44). Baska bir calismada, DOX
uygulamasindan sonra tibialis anterior (TA) ve gastroknemius kaslarinin doku
agirhklarinda 6nemli bir azalma oldugu ve kas atrofisi gelistigi gosterilmistir (45).
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, kronik DOX tedavisine (2,5 mg/kg, haftada iki
kez, toplam doz, 25 mg/kg) yanit olarak viicut agirhginda ve gastroknemius kitlesinde
de 6nemli bir azalma oldugu raporlanmistir (7). DOX uygulamasinda 10, 12,5 veya 15
mg/kg'lik enjeksiyonlar alan sicanlarin soleus kasinda maksimum kasilma kuvvetinde
sirayla %45, %60 ve %74 azalma gosterilmistir (46). Sicanlarda DOX (24 mg/kg) ile
tedaviye basladiktan 4 hafta sonra iskelet kasi ve kalp kasi kaybinin hemen hemen
ayni oldugu gosterilmistir (8). Sakrifikasyondan 48 saat once uygulanan DOX (20
mg/kg) enjeksiyonu, diyafram, soleus ve plantaris kaslarinda lif capinda 6nemli bir
dislsle sonuclanmistir. Ayni calismada yine DOX ile tedavi, diyafram, plantaris ve
soleus kaslarinda tip |, tip lla ve tip lIx/b'de kas lifi capinda 6nemli bir azalma
gostermistir (39).

Tek basina timor hiicrelerine veya DOX’a maruz kalma, soleus agirliginda
yaklasik %13-16'lik bir azalmaya neden olmustur. Kanser kemoterapisinin birlesik

etkisi ile farelerin soleus agirliginda ve enine kesit alaninda benzer bir azalma ortaya



ctkmistir (47). Bir meta-analiz, DOX uygulamasinin, kontrolleri ile karsilastirildiginda
kas lifi capini %17 oraninda 6nemli 6l¢lide azalttigi sonucuna varmistir (42). Baska bir
calismada, tek doz DOX (15 mg/kg) uygulamasi ile ekstansér digitorum longus (EDL)
kasinin enine kesit alaninda bir azalma meydana gelmistir (17).

DOX uygulamasinin viicut kompozisyonu, soleus kas kiitlesi ve belirgin
patolojik o6zellikler ile baglantih oldugu ve topoizomeraz I (TOP2B) yukari
reglilasyonunun DOX kaynakh miyotoksisite ile iliskili oldugu gosterilmistir (48).
DOX'un TOP2B ile paralel olarak DNA’ya etkisi, kardiyomiyositlerde DNA'nin hasar
gormesine neden olur (49). DOX'un, farelerde ve C2C12 hiicrelerinde ¢oziinebilir
guanilat siklaz (sGC) aktivitesini azalttigi ve sGC aktivitesi ile iskelet kasi liflerinin enine
kesit alani arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu gosterilmistir. DOX tedavisi
ayrica protein sentezinde ve aktif ubikitin-proteazom yolaginda hasara neden
olmustur (50). DOX ve hidrojen peroksit, Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1/Nrf2
yolunun aracilik ettigi miyogenin protein miktarini azaltmistir (51).

DOX’un farklilagsmis hiicrelerde oksidatif stresi tetikledigi ve bu durumun da
mitokondri belirtegleri ile iligkili oldugu disinilmektedir. DOX’a maruz kaldiktan
sonra farklilasmis C2C12 hiicrelerinde atrofi belirteci olan MAFbx’in ifadesinin arttig
ve DOX ile inklibasyonun (4 uM) hiicre sayisini azalttigi rapor edilmistir (52). Baska bir
calismada ise DOX'un farelerde kas fonksiyonunu onemli 6lclide azalttigi ve bu
azalmanin kontrollerle karsilastirildiginda NLR ailesi pirin alaniiceren 3 (NLRP3) ve toll
benzeri reseptor 4 (TLR4)'deki artisla iliskilendirildigi gozlenmistir. Ayrica DOX ile
tedavi edilen hayvanlarda proinflamatuar sitokinlerde (tlimoér nekrozis faktor-alfa
(TNF-a) ve interlékin-6 (IL-6)) ve inflamatuar M1 makrofajlarda 6nemli bir artisin

oldugu saptanmistir (53).

2.1.4. Doksorubisin ve Mitokondriyal Hasar

DOX tedavisinin mitokondri hasarina neden oldugu Tip dlinyasinda bilinen bir
gercektir. Son arastirmalar, DOX kaynakli mitokondriyal hasarin hiicresel islev
bozuklugunu tetikledigini gostermistir (10). DOX uygulamasindan sonra ROT

Uretiminin arttigi cesitli calismalarda raporlanmistir (Sekil 2.3.) (47, 54). Cardiolipin
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mitokondri i¢ zarinda bulunur ve islevi bozuldugunda ROT dretiminde artis olur (55).
DOX uygulamasi cardiolipinin islev bozukluguna neden olarak ROT Uretimi artisi ile
sonugclanir (56). ic mitokondriyal membrana lokalizasyon, kompleks I'in nikotinamid
adenin dinukleotit dehidrogenaz (NADH) tarafindan DOX'un indirgenmesine neden
olur, bu da ROT duretimini ve mitokondriyal islev bozuklugunu artiran stperoksit
radikallerinin olusumuyla sonuglanir (39). Bu ROT Uretimi iskelet kasinda oksidatif
hasara neden olur. iskelet kasindaki oksidatif hasar, temel proteolitik sistemlerin
aktivasyonu yoluyla kas yikimini uyarmak igin bir tetikleyici gorevi gorir (57, 58).

ROT’larin artisi mitokondriyal yapiya ciddi sekilde zarar vererek, apoptoza ve
kalp solunum kaslarinda kasilmada azalmaya neden olarak kalp ve solunum fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir (Sekil 2.3.) (12, 13). ROT kaspaz-3 ve ubikitin-
proteazom yolagini iceren proteolitik sistemleri aktive ederek iskelet kasinda protein
yikimini uyarir (54). DOX ile olusturulan iskelet kasi atrofisinde baska bir molekiiler
yol ise ubikiitine bagiml proteazom yoludur. Ek olarak DOX’'nin neden oldugu protein
yikiminda rol oynayan potansiyel bir mekanizma olarak otofaji de ileri strilmustir
(15, 19). Min ve ark. 20 mg/kg'lik tek bir DOX enjeksiyonunun mitokondri solunum
kapasitesinde azalmaya ve iskelet kaslarinda mitokondriyal ayrilmada ve islev
bozuklugunda artisa neden oldugunu bildirmistir (39). Ayni c¢alismada, DOX
uygulamasi hem kalp hem de iskelet kaslarinda (diyafram, soleus ve plantaris kaslari)
mitokondriyal ROT emisyonunda, 4-HNE ile modifiye edilmis proteinlerde, kalpain
aktivitesinde, kaspaz-3 aktivitesinde ve TUNEL-pozitif ¢cekirdek sayisinda énemli bir
artisa neden olmustur (39).

Tek doz DOX uygulamasi (20 mg/kg), mitokondriyal kompleks | ve kompleks
II'yi etkileyerek iskelet kasindaki mitokondriyal solunumu baskilar (14). Baska bir
calismada ise yine tek doz DOX uygulamasi mitokondriyal H,0; tiretme oranini ~%94
artirmis ve iskelet kasindaki miyofibriler proteinlerin oksidatif modifikasyonlarini
artirmistir (59). Yiksek hiicresel oksidanlar, tim kas islevini etkileyebilen proteinlerin
post-translasyonel modifikasyonlarina neden olabilir (60). DOX uygulamasi, reaktif

protein karbonil seviyelerinde de benzer bir artisa neden olmustur (47).
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15 mg/kg'lik bir dozda DOX enjeksiyonu, iskelet kaslarindaki TUNEL apoptotik
indeksinin %583 ve Bax protein ifadesinin ise %111 oraninda daha yiksek oldugunu
gostermistir. Yine ayni calismada Bcl-2 protein ifadesi ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda iki kat ve hafif zincir 3 (LC3) II'nin -LC3 I'e oraninin ise, DOX
enjeksiyonundan 24 saat sonra %243 arttigi gosterilmistir (15). Bununla birlikte DOX
uygulamasi, tip | spesifik soleus kasinda otofaji belirteclerinin ifadesini artirir (21). Bu
surec otofaji-iliskili (Atg) proteinler tarafindan diizenlenir. Otofagozom baslatma
proteini Beclin-1, Atg proteinlerini membrana baglayarak otofajide énemli bir rol
oynar (61). Smuder ve ark. DOX ile tedavi edilen farelerin soleus kasinda hem Beclin-
1 mRNA hem de protein seviyelerinin yikseldigini rapor etmislerdir (21).

Bir calismada, iki hafta boyunca her ti¢ glinde bir toplam dért DOX enjeksiyonu
(6 mg/kg) alan farelerin vicut agirhginda, tibialis anterior ve gastroknemius kas
kiitlelerinde 6nemli bir azalma meydana gelmis ve buna kas kaybina bagli bir protein
olan regulated in DNA damage and development 1 (REDD1)'in mRNA ifadesinde 2 kat
artis eslik etmistir (45). DOX'un iskelet kasi Uzerindeki zararh etkisi, protein
parcalanmasindaki artislardan ziyade protein sentezindeki azalmalar vyoluyla
meydana gelmistir (45).

REDD1, kas kitlesinin negatif dlizenleyicisidir. Oksidatif stres ayrica REDD1’in yukari
regllasyonu ile iliskilidir (19). Baska bir ¢alismada yine DOX uygulamasinin iskelet
kasinda REDD1 mRNA ifadesinin artmasina neden oldugu gosterilmistir (62).

PGC-1a mRNA izoformlarinin ¢ogu iskelet kasinda DOX ile azalirken, kalpte
artma egiliminde oldugu gosterilmistir (8). PGC-la mitokondriyal biyogenez,
anjiyogenez ve bir dereceye kadar kas hipertrofisini dlizenler (16). PGC-1a, AMPK a
ile yakindan iliskili oldugu icin, 15 mg/kg dozunda tek doz DOX uygulamasi L6

miyositlerde 48 saat sonra AMPK a'nin fosforilasyonunda azalma gostermistir (17).
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Sekil 2.3. Doksorubisin ve mitokondri hasar yolaklari (63).

DOX: Doksorubisin, ROT: Reaktif oksijen tirleri, MPT: Mitochondrial permeability transition,
AIF: Apoptosis inducible factor,

2.2. iskelet Kasi Atrofisi

iskelet kasi, toplam viicut kiitlesinin yaklasik %40'ini olusturan ve genel viicut
protein depolarinin %50-75'ini igeren vicuttaki en biyuk, en dinamik ve plastik
dokulardan biridir (64). iskelet kas kiitlesinin ve islevinin stirdiiriilmesi, farkli patolojik
kosullarda bozulabilen bir anabolizma ve katabolizma dengesi ile saglanir (65).
Kontraktil protein miyozin agir zinciri (MHC) 1, insan kas lifi tiplerinde ortak bir
tanimlayici yapi olarak tanimlanabilir. MHC tip I, lla ve lIx formlarinda bulunur ve kas
lifleri bu izoformlardan yalnizca birini veya birkacini icerebilir (66). Genel olarak, MHC
I'in yavas kasildigi, MHC lla ve MHC lIx liflerinin ise genellikle daha hizli ve daha gligli
oldugu gosterilmistir (67). MHC Il lifleri, MHC | liflerine kiyasla daha yiksek bir
maksimum Ca?* aktivasyonu gésterirken, Ca%* duyarlihgi genellikle MHC | liflerinde
daha yiiksektir (68).

iskelet kasi protein déngiisii, protein sentezini/yikimini dengeleyen, doku
islevini ve kiitlesini devam ettiren metabolik bir siirectir (69). iskelet kasi atrofisi,

protein iceriginde, lif capinda, kuvvet Uretiminde ve yorulmaya direncte azalma ile


https://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_permeability_transition_pore
https://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_permeability_transition_pore
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karakterizedir. iskelet kasi atrofisi, artan miyofibriler protein parcalanmasi ve azalan

protein sentezinin bir sonucu olarak iskelet kasi kitlesinin kaybidir.
2.2.1. Kullanilmama ile indiiklenen iskelet Kasi Atrofisi

iskelet kaslari sadece hareket icin énemli degildir, ayni zamanda viicudun en
blylik metabolik olarak aktif dokusunu, glikoz metabolizmasini ve patolojik
durumlarda da diger organlar icin yakit deposunu dizenler (70).

iskelet kasi atrofisi, hareketsizlik/kullanilmama gibi katabolik hastaliklar
nedeniyle net protein, organel ve sitoplazma kaybindan kaynaklanir (71). iskelet kasi
kitlesi ile fiziksel aktivite dizeyi arasindaki iliski karmasiktir. Hareketsizlik sirasinda
viicut kompozisyonu gesitli sekillerde degisir ve yag kitlesi artar, kas kitlesi azalir (72,
73). iskelet kasi atrofisi, denervasyon, uzuv hareketsizligi, uzun siireli yatak istirahati,
sedanter yasam tarzi, uzay ucusu, mikro yercekimi ve fiziksel hareketsizlik gibi
durumlardan kaynaklanir (kullanilmama olarak da bilinir) (74-77).

Kas kutlesi agisindan, 42 gilinlik diz ekstansorlerinde unilateral ekstremite
suspansiyonunun her giini igin kas boyutunda gozlenen azalma oraninin ~%0,40 ve
plantar fleksérler icin ~%0,36 oldugu bir calismada gosterilmistir (78). iki haftalik
ekstremite immobilizasyonu ile kuadriseps kasi hacminde %9, kas enine kesit
alaninda %5-8 ve kas giliciinde %23 azalma meydana gelmistir (79). Suetta ve ark. 4
gln sonra kas lifi alaninda ~%10, gicte ~%13 azalma ve 14 ginlik unilateral
ekstremite stuispansiyonundan sonra kas lifi alaninda ve gligte ~%20 azalma oldugunu
rapor etmislerdir (80). Diger bir calismada ise, kullaniimamada erken donemde kas
kuvveti ve kiitlesinde kayiplar oldugu goésterilmis olup 5 giinlik algi immobilizasyonu,
kuadriseps enine kesit alaninda ~%3,5 ve kuvvette ~%9 azalmaya yol actigi tespit
edilmistir (81).

Kullanilmama iskelet kasi atrofisi, insan yatak istirahati calismalarinda ve
hayvan arka ekstremite immobilizasyonu modellerinde kapsamli bir sekilde
arastirilmistir (82, 83). Uzun siireli yatak istirahati, kas kuvvetinin azalmasina,
miyoglobinin asagi reglilasyonuna, oksidatif fosforilasyon kompleks aktivitesinin ve

sitrat sentezinin azalmasina neden olmustur. Bu bulgular, kullaniimama iskelet kasi
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atrofisi ile mitokondriyal islev bozuklugu arasindaki iligki ile ilgilidir (82). Alkner ve ark.
90 glinliik yatak istirahatinin 29. giiniinden sonra kuadriseps ve triceps surae kas
kiitlesinde sirasiyla ~%10 ve ~%16 azalmaya yol actigini, haftalik kayip oranlarinin son
2 ayda yavaslayarak ilk ayda gozlemlenenin yarisina indigini bildirmistir (84).

Kisa uzay ucuslarindan sonra bile iskelet kasi atrofisi belirgin bir bulgudur. Bu
atrofi hem makroskobik olarak tiim kastaki boyut veya hacim azalmasi agisindan hem
de mikroskobik olarak kas lifi boyutu agisindan gorulebilir (85). 17 glinlik uzay mikro
yercekimi, kuadriseps, soleus, gastroknemius ve intrinsik sirt kaslarinin boyutunda
%4-10'luk bir kayipla sonuglanmigtir (86). Uzay ugusu sirasinda, soleus ve
gastroknemiusta tip | ve Il kas lifleri en ylksek diizeyde iskelet kasi atrofisine maruz
kalan lifler oldugu gosterilmistir (87).

Uzun sireli iskelet kasi hareketsizligi, NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz ve
mitokondri dahil olmak Uizere hiicrede bir¢ok yerde sliperoksit Gretiminin artmasina
neden olur (88). Lawler ve ark. immobilizasyonun ROT seviyelerini artirdigini ve
antioksidan dretimini azalttigini  bildirmistir (89). Bir haftalik arka bacak
denervasyonu, otofajide 6nemli rol oynayan parkin (E3 ubikitin ligaz) ifadesi ve ROT'u
artirmistir  (90). Uzun sureli kullanilmama donemlerine maruz kalan kastaki

mitokondri, 6nemli dl¢lide daha fazla ROT salgilar (91).
2.2.2. Kaseksi ile indiiklenen iskelet Kasi Atrofisi

Kaseksi, ilerleyici viicut agirhg kaybi ve iskelet kasi kiitlesinde azalma ile
karakterize multifaktoriyel bir sendromdur (92). Kanser kaynakli kas kaseksisinin
genel etkisi cok blytktir, hemen hemen her kanser tiriinde gorilir ve tim kanser
hastalarinin tahmini %50'sini etkiler (93). Pankreas veya mide kanseri olan hastalar
en ylksek kilo verme sikhgina sahipken, non-Hodgkin lenfoma, meme kanseri, akut
lenfositik olmayan I6semi ve sarkomlu hastalar en distk kilo verme sikligina sahiptir
(94).

Kas kaseksisi, bagisiklik ve noroendokrin islevlerin yani sira tim vicut

metabolizmasindaki yaygin degisikliklerden kaynaklanir ve bu siklikla iskelet kasi
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icinde anormal sinyallesme ile sonuglanarak kas proteinlerinin pargalanmasina ve kas
atrofisine neden olur (95).

TNF-a, akut faz reaksiyonunda ve viicut homeostazinin korunmasinda
apoptozu diizenlemede rol oynar. Ancak kanserde kas kaseksisinin yani sira timor
bilyiimesinde ve metastazinda énemli bir rol Ustlenir (96). iskelet kasinda TNF-a
sinyali, ubikltinlesme yoluyla artan proteolize yol acar (97). TNF-a, kas atrofisini
indiiklemek icin iskelet kasindaki MAFbx gen ifadesi seviyelerini artirarak p38 mitojen
aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi ile birlikte hareket edebilir (98). Nikleer
faktor kappa B (NF-kB) sinyali ise, miyosit rejenerasyonunu engelleyen ve
MyoD/miyogenin transkripsiyonel aktivitesini baskilayarak kas atrofisine katkida
bulunan bir transkripsiyon faktori olan protein-paired box 7 (PAX7)’'nin asiri ifadesine
neden olur (99). Ayrica IL-6, iskelet kasinda protein sentezini baskilayan ve artan
enerji harcamasini ve azalan yag kitlesini destekleyen kas kaseksisinin birincil aracisi
olarak uzun zamandir bilinmektedir (100).

Miyostatin, normalde kas bliyimesinin otokrin negatif dizenleyicisi olarak
islev goren bir proteindir (101). Timor hiicreleri, yiksek seviyelerde sistemik aktivin-
A salgilar ve bu lokal miyostatin gibi protein yikimini artirarak ve protein sentezini
inhibe ederek kas atrofisine neden olur (102).

Kanser hiicreleri tarafindan salgilanan proteolizi indikleyen faktor, kaspazlari
aktive ederek apoptozu indlkler, iskelet kasinda protein sentezini inhibe eder ve
proteolizi hizlandirir (103). Kanser hiicreleri tarafindan glikoz tiiketimi, karacigerdeki
glikojeni tiketir, glikojenoliz daha da artirir ve iskelet kasinin bozulmasini destekler
(104). Bir ¢alismada, gastroknemius kasindaki MAFbx ve MuRF1 mRNA ifadesi
seviyeleri, timore sahip farelerde dnemli artmis ve bu da iskelet kasi kaybina yol
actigi rapor edilmistir (105). Deneysel calismalar ayrica Twistl transkripsiyon
faktoriiniin kanser kaynakli kas atrofisindeki islevini de arastirmistir. Ornegin, Twist1
ifadesinin MuRF1 ve MAFbx ifade dizeylerini artirdigl ve kas protein sentezinin
bozulmasina yol actig1 gosterilmistir (106).

Yapilan ¢alismalar, otofajinin kas kaybi sirasinda transkripsiyonel olarak yukari

reglle edildigini gostermis ve kas kitlesinin dizenlenmesinde otofaji-lizozom
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sisteminin 6nemli olduguna dikkat gcekmistir (107). Bir calismada otofajideki bir artisin
kas mitokondriislevinde agikca bir azalmaya yol actig1 gosterilmistir (108). Mitokondri
dejenerasyonu, tiimor tasiyan farelerde kanser kaseksisinin gelisiminde kas
atrofisinden 6nce gelir ve kaseksi ile iliskili kas kaybindan énceki mitokondriyal hasar

icin oncl bilgiler saglar (109).
2.3. Egzersiz ve Kas Atrofisi

iskelet kasi sadece fiziksel egzersizin temeli degil ayni zamanda insan
vlicudundaki ana glikoz metabolizmasi organidir ve de patolojik enerji eksikligi
durumunda viicudun enerji depolama dokusudur (73). Uygun fiziksel egzersizin insan
vicut saghgina faydali oldugu iyi bilinmektedir (110). Fiziksel egzersiz ayni zamanda
kardiyopulmoner islevleri iyilestirebilir, kardiyovaskiler hastalik riskini azaltabilir ve
obezite/diyabeti 6nleyebilir (111).

Egzersizin, molekiler fizyoloji, organel islevi, hiicre sinyal yolaklari ve
epigenetik dlizenlemedeki degisiklikler yoluyla kas kaybini 6nlemede veya
yavaslatmada etkinligi gosterilmistir (Sekil 2.4) (112). Fiziksel egzersiz sirasinda,
mitokondriyal biyogenezi dizenleyen faktorler yikselir ve bu da mitokondriyal
protein sentezini dogrudan artirir (113). Yaslanan iskelet kasinda, mitokondriler daha
kiiciik, metabolizmasi ve biyosentezi yavastir, bu da kas kiitlesi ve kas performans
parametrelerinde hizli bir diislise neden olur (114).

Hem dayaniklilik egzersizi hem de diren¢ egzersizi insan saghigi icin iyidir.
Dayaniklilik egzersizi kardiyovaskiler hastaliklari 6nlemede daha etkili kabul
edilirken, direng egzersizi yasa bagli kas atrofisini engelleyerek kas kitlesini korumada
daha etkilidir (115).

Bir calismada, insanlarda 14 ginllk tek bacak immobilizasyonu sirasindaki
direnc egzersizinin, kuadriseps kas kitlesini korumak icin yeterli oldugu gosterilmistir
(116). Direng egzersizi, plazma IL-6 artisi ve kas oksidatif stresinin aracilik ettigi iskelet
kasinda sinyal donUstiriicl ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3) asiri aktivasyonunu
Onlemistir. Direng egzersizi, kas atrofisini dnlemenin 6tesinde, sarkopeninin belirtileri

olan glic kaybini ve bozulmus lokomotor kapasiteyi de dizeltmistir (117). 14 giin
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boyunca surekli yatak istirahati sirasinda istemli yorgunluga karsi direng egzersizi, kas
protein sentezindeki azalmalari dnlemistir (118).

Direng egzersizi ayni zamanda timor biylmesine, kansere bagli kas erimesine
karsi korumaya katkida bulunan mekanizmalara ve inflamatuar interlokinler gibi
salinan kas proteolitik faktorlerine karsi sistemik bir tepki verebilir (119). Sicanlarda
direng egzersizi, p70S6K fosforilasyonunda bir artisa neden olabilir ve p70S6K
fosforilasyonundaki artisin biylkligi, hipertrofinin indiiklenmesi ile yiiksek oranda
iligkilidir (120).

Dayaniklilik ve direng egzersizinin, son egzersiz seansindan sonra sirasiyla 2 ve
4 gline kadar kas protein sentezini artirdigi gésterilmistir (121, 122). Fiziksel egzersiz,
kas buyumesi ile iliskilidir ve ubikiitin proteozom/otofaji sinyalinin engellenmesine
neden olabilir (123). Direng egzersizinin rapamisine duyarli memelilerde rapamisinin
hedefi (MTOR/mTORC1)'e bagh sinyal yolaklarini etkileyerek, protein sentezinde bir
artisi indukledigi gosterilmigtir (124).

Son ¢alismalar, 85 gin yatak istirahati sirasinda eszamanli egzersizin, geng
erkeklerin vastus lateralis kasindaki mitokondriyal islev, oksidatif metabolizma ve
sirkadiyen ritim ile ilgili transkriptlerin ifadesini normallestirdigini gdstermistir (125).
Egzersiz moduna 6zgl tepkiler AMPK aktivasyonu acisindan gézlemlenmistir (126).
AMPK, insanlarda direnc¢ egzersizinden sonra da aktive olur (127). Kang ve ark.,
anaerobik sprint egzersizine tabi tutulan disi farelerde PGC-1a ifadesinin kontrol
grubuna kiyasla 5,6 kat arttigini buldu (128). Dayaniklilik egzersizi, hizlh kasilan iskelet
kasindaki proteini artirirken plazma serbest amino asit seviyelerini duslirir ve kastaki
MHCII ifadesini artirir ve mTOR/p70S6K sinyal yolagi bu stirece dahil olabilir (129).
Akut bir egzersiz veya uzun sureli dayaniklik egzersizi, iskelet kasinda PGC-l a'nin
deasetilasyonunu uyarabilir. Egzersiz, enerji metabolizmasi ile iliskili sinyal yolagini
aktive ederek PGC-1a'nin ifadesini artirarak yavas kas liflerinde daha yiksek ifade
edilmektedir (130).

iskelet kasinda, mitokondri icerigi dinamik olarak dengelenir ve kas hiicreleri,
doku metabolizmasinin  gerektirdigi enerjiye gére mitokondri sayisini

diizenleyebilirken, uzun siireli hareketsizlik, kronik hastalik ve yaslanma mitokondri
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sayisini ve islevini azaltabilir (131, 132). Cok sayida arastirma, dayaniklilik egzersizinin
iskelet kaslarinda hem siiperoksit dismutaz (SOD)1 hem de SOD2 diizeyini artirdigini
gostermektedir (12). Bu da antioksidan enzimlerin egzersizle artarak koruyucu ve

tedavi edici etkisini agiklamaktadir.

AEROBIK EGZERSIZ DIREMG EGZERSIZI

ATP —» AMP l l
/ TSC2 _— e
s N / J_ \
l mTOR
PGC-1a / — l GSK3 foxo
HILER 4EBP1 -
e MURF1
Mitokondriyal l
Biyogenez
sIFaE elF2
Protein Sentezi Protein Yikinm

Sekil 2.4. Egzersizin kas atrofisi Gzerindeki etkileri (133).

ATP: Adenozin trifosfat, AMP: Adenozin monofosfat, AMPK: AMP activated protein kinase,
PGC-1a: Peroksizom proliferatér-aktive reseptér gama koaktivatér-1a, ERK 1/2: Extracellular
signal-regulated kinase, TSC 2: Tiiberoz Skleroz Kompleksi 2, mTOR: Memelilerde rapamisinin
hedefi, IGF-1: insiilin benzeri biiylime faktérii-1, PI3K: Fosfatidil inositol 3 kinaz, AKT: Protein
kinaz b, GSK3: Glikojen sentaz kinaz 3, FOXO: Forkhead box, MURF1: Muscle RING-finger
protein-1

2.3.1. Doksorubisin ile indiiklenen Kas Atrofisinde Egzersizin Etkileri

1979'da Combs ve ark., egzersizin DOX'un toksisitesine karsi terapotik etkiler
ortaya cikardigina dair ilk kaniti sagladi (Sekil 2.5) (134).

DOX tedavisi oncesi yapilan dayaniklilik egzersizinin oksidatif stresi ve
proteolitik sinyal yollarinin aktivasyonunu onleyerek DOX kaynakli iskelet kasi
atrofisine karsi korudugu gosterilmistir (135). DOX ile indiklenen iskelet kasi atrofisi,

farklh lif tiplerine sahip (oksidatif yapiya sahip tip | veya glikolitik yapiya sahip tip Il
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kaslar) iskelet kaslarindan bagimsiz olarak ortaya gikabilir. Egzersizin hizli kasilan
glikolitik (ekstansér digitorum longus) kaslara kiyasla yavas kasilan oksidatif (soleus)
ve karma (diyafram) kaslarini daha iyi korudugu goriilmektedir (18). Baska bir calisma,
kronik DOX dozu ile birlikte yapilan aralikli antrenmanin, soleus kasinin atrofisini
onlemek icin de yeterli oldugunu gostermistir (136). Bu nedenle egzersiz, DOX
tedavisinin 6ncesinde veya baslangicinda baslatildiginda iskelet kasi atrofisine ve
zayifligina karsi koruma saglayabilir. Egzersiz, oksidan tamponlama kapasitesini
artirarak, endojen antioksidan enzimlerin aktivitesinde artisi indikleyerek DOX
toksisitesini 6nleyebilir. Yapilan bir calismada, DOX ile birlikte ylizme egzersizi yapan
hayvanlarda kalp ve karacigerdeki antioksidan enzim aktivitesi artmistir (137).
Mitokondriyal biyogenezin ana diizenleyicisi olarak bilinen PGCla ifadesinin, atrofik
kosullar altinda gastroknemius kasinda ©Onemli Olgiide azaldigi ve genetik
manipullasyon yolu ile indiklenen PGCla’nin ifadesinin artisi, Forkhead box o3
(FoxO3)'lii baskilayarak tibialis anterior kasindaki tip Il lif atrofisini azalttig
bulunmustur (138).

Mekanik ventilasyondan 6nce gerceklestirilen dayaniklilik egzersizi, diyafram
liflerini ventilatoriin neden oldugu mitokondriyal islev bozuklugundan, oksidatif
stresten, proteolitik aktivasyonundan ve lif atrofisinden korumustur (139).

Kas-iskelet fonksiyonundaki degisiklikler egzersiz kapasitesini etkileyebilir ve
DOX'a maruz kalan kadin hastalar, erkeklere kiyasla artmis egzersiz intoleransi ve
bozulmus aerobik kapasite sergilemistir (140). DOX tedavisi ile birlikte yapilan aerobik
egzersiz, kas kutlesini, lif enine kesit alanini, maksimum aerobik kapasiteyi artirarak
kas yorgunlugunu azaltmistir. Bu DOX'un AMPK aktivasyonu araciligiyla kas
performansi ve biyoenerjetik izerindeki olumsuz etkilerini baskiladigini gostermistir
(7). DOX tedavisi ile birlikte egzersiz, sicanlarin kalbinde ve soleus kasinda
mitokondriyal oksidatif solunum ve redoks dengesini korumus ve erkek sicanlarda
MuRF1 sinyalini azaltmistir (20). DOX tedavisinde egzersiz soleus ve diyaframda
miyojenik diizenleyici faktori (MRF) yanitini artirmis, bu da egzersizin rejeneratif
sinyali artirabilecegini disindlirmustir (141). Dayanikhihk egzersizi, iskelet kasinin

antioksidan kapasitesini artirir, kasi DOX kaynakli oksidatif stresten ve otofaji
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genlerinin ifade edilmesinden korur (21). Egzersiz, hem miyofibriler proteinler
icindeki karbonil seviyelerinde hem de 4-HNE’nin kas proteinlerine konjugasyonunda
azalma ile iskelet kasi proteinlerinin DOX kaynakli oksidatif modifikasyonuna karsi

korur (19).

Dayanikhilik Egzersizi

' Degisen mitokondriyal

proteinler ve fenotipler
Degisen sitozolik — ‘ ——
proteinler N

soD2
HSP72 GPX1
S0D1 ATP baglanan
GPX1 transporter

DOX ile indiiklenen kas
atrofisine karsi1 koruma

Sekil 2.5. Egzersizin doksorubisin ile indiiklenen kas atrofisi Gzerindeki etkileri (142).

HSP72: Heat shock protein 72, SOD: Siiperoksit dismutaz, GPX: Glutatyon peroksidaz

2.4. Mitokondri Transplantasyonu/Transferi

Mitokondri transplantasyonu, mitokondriislev bozukluguna baglh hastaliklarin
tedavisi igin son yillarda umut verici bir yontem olarak ortaya ¢ikmigtir. Bu yontemin,
insan klinik deneylerinde kardiyak iskemi-reperflizyon tedavisi icin yararh oldugu
bildirilmistir ve ayrica mitokondriyal islev bozukluguna bagh kalp, boébrek, karaciger,
akcigerler, yaslanma ve beyin hastaliklarini tedavi edici etkisi preklinik calismalarda
gosterilmistir.

Soleus, pektoralis majér, rektus abdominis, gastroknemius ve kok hiicreler gibi
kaynaklardan izole edilen mitokondrilerin transplantasyonu, cesitli modellerde
basarili olmustur. Cok sayida calismada, ekzojen mitokondrilerin direkt enjeksiyon,

sistemik enjeksiyon ve intranazal olarak in vivo ve ko-inkiibasyon gibi in vitro
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yontemlerle hedef doku ya da hiicrelere biyodagilimi gésterilmistir (143). Mitokondri
transplantasyonu in vitro deneylere ek olarak, dogrudan canli organizmalara enjekte
edilebilir (144). Enjeksiyon igin kullanilan mitokondri otolog, allojenik ve hatta

ksenojenik olabilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Mitokondriyal transplantasyon/transfer mekanizmalari (145).

ATP: Adenozin trifosfat.

2.4.1. Hicreler arasi Dogal Mitokondri Transferi

Mitokondri, hiicre sitoplazmasinda bulunur ve hiicrenin enerjisinin ¢ogunu
adenozin trifosfat (ATP) formunda Urettikleri icin genellikle hiicrenin glic merkezi
olarak adlandirilir. Mitokondri ¢aplari 0,5 ile 1 um ve uzunluklari 0,5 ile 10 um
arasinda degisir ve dokular arasinda da cesitlilik gosterir (146). Mitokondriyal
morfolojiler, farkli hiicre tipleri arasinda buyik farkliliklar gosterir. Ornegin,
fibroblastlardaki mitokondriler genellikle uzun filament seklinde (1 ile 10 um
uzunlugunda ve ~700 nm ¢apinda) iken hepatositlerdeki mitokondriler daha diizgiin
kiiresel veya ovaldir (147).

Mitokondriler, morfolojilerini dinamik olarak yeniden diizenlemenin yani sira

hiicre icinde hareket etme yetenegine sahip ve devam eden flizyon ve fizyon
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mekanizmasi ile hicre icinde varhklarini strdurtrler (148). Uzun bir siire
mitokondrinin sitoplazma iginde sinirli oldugu distnilmistiir. Ancak mitokondriler
hiicre iginde yeniden programlama durumuna maruz kalirlar (149). Ortaya ¢ikan
kanitlar, mitokondrinin dinamik dogasinin hiicre sinirlarinin 6tesine gecgebilecegini,
memeli hicreleri arasinda yer degistirebilecegini ve mitokondri/mitokondriyal DNA
(mtDNA)’nin baska bir hiicreye nakledilebilecegini ortaya koymaktadir (150).

Mitokondrinin hiicreler arasi transferi icin en iyi bilinen molekiler
mekanizmalar, tlinel olusturan nanotipler (TNT'ler), hiicre disi vezikiller (EV'ler),
yarik baglanti kanallari (GJC'ler) ve ekstriizyondur. TNT’ler, organel veya zar
vezikillerinin ve kiglk sitoplazmik/zar molekdillerinin degisimini saglarlar (Sekil 2.7)
(150).

Mitokondrilerin TNT'ler yoluyla transferi, genellikle TNT olusumunu baslatan
hlcreden reseptor hiicreye tek yonlidir (151). Caplari 50 ila 200 nm arasinda degisir
ve uzunluklari 150 um'ye ulasabilir (152). 2004 yilinda Rustom ve ark. organellerin
memeli hiicreleri arasindaki hareketini TNT'ler araciligiyla ilk kez saptamis ve buna ek
olarak Spees ve ark. 2006 yilinda normal mitokondrinin mezenkimal kok hiicreler
(MKH’ler)’den disfonksiyonel mitokondriye sahip memeli hiicrelerine transferini
gostermistir (153, 154).

Oksidatif stres altinda, hiicre ici p53 ifadesi yukari dogru dizenlenir ve AKT-
PI3K-mTOR sinyal yolu aktive edilir, bu da stresli hicrelerden stresli olmayan
hiicrelere dogru TNT’lerin olusumuna yol acar ve dort organelin (endoplazmik
retikulum, Golgi, endozom ve mitokondri) hiicreler arasi tasinmasina yol acar (155).
Hiicrede olusan herhangi bir stres TNT olusumunu indikleyebilir ve stresli hiicrelerde,
p53, S100A4'U parcalamak icin kaspaz-3'lU aktive ederek, TNT’yi baslatir (156).
MKH’in, mitokondrilerini TNT'ler yoluyla daha oOnce hiicrelerin glikoz-oksijen
yoksunlugu altinda kiltirlendigi bir in vitro iskemi-reperfliizyon modeline tabi tutulan
kardiyomiyositlere aktararak hicre hasarini dizelttigi gosterilmistir (157). Ayrica,
MKH'lerden akciger epitelyumuna mitokondriyal transferinin sigara dumaninin
neden oldugu akciger hasarini azalttigi rapor edilmistir (158). Pndmoni modeli

uygulanan bir calismada, TNT'lerin ve mikrovezikiil sekresyonu yoluyla MKH’lerin ve
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immian hicreleri arasindaki mitokondriyal transferin, alveoler makrofajlarin
bakterileri yok etme kapasitesini artirdigi bulunmustur (159).

Kanser hiicreleri ve stromal hiicreler TNT'ler aracihgiyla iletisim kurmaktadir
ve endotelden kanser hicrelerine TNT'ler vyoluyla gerceklesen mitokondri
transferinin, DOX’a karsi kemoterapi direncini artirdigi gosterilmistir (160). Multiple
miyelomda, MKH'ler mitokondriyi TNT'ler yoluyla miyelom hiicrelerine iletir ve
¢ogalmalarini destekler (161).

EV'ler, bir dizi fizyolojik ve patolojik slrecte hicreler arasi iletisimi
saglamaktadir (162). EV’ler caplarina ve biyogenezlerine gore ¢ genel sinifta
toplanirlar: (1) endozomal zarin ice dogru tomurcuklanmasi yoluyla endositik kékenli
olan eksozomlar (30-150 nm); (2) plazma zarinin disa dogru tomurcuklanmasiyla
olusan mikro-parcaciklar (150-1000 nm); ve (3) apoptotik hiicreler tarafindan salinan
apoptotik cisimler (> 1 um) (163). Ayrica, hiicrelerin mitokondri iceren hiicre disi
EV'leri serbest birakabildigi ve alici hiicrelerin bir EV-hiicresi fiizyon olayi yoluyla
mitokondri edindigi bildiriimektedir (150). MKH’lerde ve astrositlerde gozlemlendigi
gibi, daha blylk EV'ler tim mitokondriyal parcaciklari ve mtDNA'yi icerebilir (164).
Hayakawa ve ark. astrositlerin mitokondriyal parcaciklari agiga ¢ikardigini ve daha
sonra noronal sag kalimi ve dendrit gelisimini destekledigini bulmuslardir (165).
Hough ve ark. alerjik hava yolu hastaligi modelinde miyeloid kaynakh diizenleyici
hiicrelerin, mitokondriyi T hicrelerine aktaran mikrovezikiller salgiladigini
gostermistir (166).

GIC'ler, yari kanallarinin kenetlenmesiyle olusturulan iki bitisik hiicre
arasindaki direkt materyal degisim kanallaridir (167). Mitokondrideki Cx43 yari
kanallari, mitokondriyal kalsiyum homeostazinin korunmasini saglar (168). Cx43
ayrica mitokondrinin hiicreler arasi transferine de katilir. Islam ve ark, alveoler
hiicrelere yalnizca Cx43 ifade eden kemik iligi MKH’ni vermis ve bu kok hiicrelerin
yalnizca alveolar hiicrelerde Cx43'lin yiiksek ifade bodlgelerine baglandigini rapor
etmislerdir (169). Li ve ark, yarik baglantilari yoluyla MKH’den motor néronlara

mitokondri transferini gézlemlemislerdir (170). N6éronal aksonlar icinde c¢ift yonli
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mitokondri transferi néronlarin farkli bélgelerindeki enerji ihtiyaglarini kargilamak igin
gerekli olan belirgin bir hiicre ici aktivitedir (171).

Ekstrizyon belli kosullar altinda mitokondri veya mitokondriyal igerigin
hiicrelerden salinmasini gergeklestirir. TNFa kaynakh sirasinda hiicre 6limu sirasinda
sitoplazmik vakuoller, mitokondriyi cevreler, plazma zari ile birlesir ve hiicre disi
ortama mitokondriyi serbest birakir (172).

Patolojik kosullar altinda, hticreler arasi mitokondriyal transfer, yalnizca
merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve solunum sisteminde doku hasarini
dizeltmekle kalmaz, ayni zamanda hiicresel aktiviteye de katkida bulunur ve bu
nedenle kanser tedavisi direnci ve inflamasyon regiilasyonu lizerine bir etkiye sahiptir

(173).
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Sekil 2.7. Hiicreler arasi dogal mitokondri transferi mekanizmalari (143).
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2.4.2. Yapay Mitokondri Transferi/Transplantasyonu

i. In vitro Mitokondri Transferi/Transplantasyonu

Mitokondri transplantasyonu, mitokondriyal islevi diizenlemek igin saglikh
ekzojen mitokondriyi hasarli hiicrelere veya dokulara transfer etmeye yarayan son
yillarda sikga kullanilmaya baslayan bir tekniktir (22).

Hicreler arasindaki mitokondri transferi, in vitro ve in vivo olarak incelenmistir
(174). Mitokondrilerin nanotilipler veya mikrovezikiiller yoluyla hiicreler arasinda
transferi, alict  hicreleri hasarlardan korur (175). In vitro mitokondri
transferi/transplantasyonu icin farkl yontemler kullanilmakta ve her gegen giin yeni
yontemler arastirmacilar tarafindan gelistirilmektedir.

GUnidmizde kullanilan yontemler: (a) Ko-inktibasyon, (b) mikroenjeksiyon, (c)
mitoPunch, (d) fototermal nanoblade, (e) mitoception, (f) manyetik mitotransfer
(magnetomitotransfer) ve (g) penetrating peptide (Pep-1)'dir.

In vitro ko-inkiibasyon yonteminde, Clark ve Shay ilk olarak mitokondri
transplantasyonu yontemini, belirli antibiyotikler kullanilarak hasar olusturulan
hicrelere, kloramfenikole direngli hiicrelerden izole ettikleri mitokondrileri transfer
ederek gostermislerdir. Transfer edilen mitokondrilerin alici  hiicrelerde
mitokondrilerin ilgili mtDNA’ya sahip olmasi ile antibiyotik direnci gelistirdigi ve hiicre
canlihgini artirdigi tespit edilmistir. Bu makalenin diger 6nemli bir gdzlemi, mitokondri
transferinin fare hiicrelerinde ko-inkiibasyon yoluyla basarisiz olmasi ve bu nedenle
mitokondri transferinin hicre tirleri arasinda degisiklik gosterebilecegini
dislindirmesidir. Fakat Clark ve Shay'in mitokondriyal transfer mekanizmasi bu
alanda daha fazla ilerlemenin ve daha fazla sorularin ortaya ¢ikmasina yol agmistir
(176). Elliot ve ark. meme epitel hiicrelerinden izole edilen mitokondriler ile kanser
hiicrelerini (MCF7, MDA-MB-231 ve ADR-Res) ko-inkiibasyona maruz birakmislar ve
mitokondrilerin kanser hiicrelerine girebildigini ama normal epitel hiicrelerine
giremedigini tespit etmislerdir (177).

King ve Attardi daha sonra invazif aletler kullanarak ilk mikroenjeksiyon

mitokondri transplantasyonu teknigini gelistirdiler. Kloramfenikole direncli
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mitokondriyi 1 mikronluk bir igne kullanarak 143BTK ve HT1080-6TG insan
hicrelerine mikroenjeksiyon yoluyla aktarmislardir (178). Bununla birlikte, baska bir
calismada potansiyel olarak aktarilan sinirh sayida mitokondri nedeniyle bu
mitokondriler dokularda saptanamamistir (179).

Mitopunch olarak bilinen mitokondri transfer yontemi, yiksek verimli bir
yontem olarak gelistirilmistir. Mitokondriyi ¢esitli kaynaklardan c¢esitli reseptor
hicrelerine kalici olarak aktarabilir ve benzersiz mtDNA-nDNA kombinasyonlarina
sahip kararli izole edilmis mitokondriyal alici hiicreleri tretebilir (180).

Wu ve ark. direkt sitoplazmik transfer yoluyla kigik ve blyik materyallerin
memeli hicrelerine verimli bir sekilde aktarilmasi icin bir baska yontem olan
fototermal nanoblade yontemini gelistirmistir (181). Metabolomik analizler,
nanoblade'in somatik memeli hiicrelerinde mtDNA haplotipini degistirmek icin genel
bir yaklasim oldugunu ve ters mitokondriyal genetige dogru potansiyel bir ilk adim
olabilecegini gostermektedir (182).

MitoCeption yontemi ise, MKH mitokondrisi ve glioblastoma kdk hiicreleri
kullanilarak dondr hiicrelerden énceden izole edilen mitokondrilerin hedef hiicrelere
aktarilmasina izin verir (183). Caicedo ve ark. MitoCeption ile aktarilan MKH
hiicrelerinin mitokondrilerinin, MDA-MB-231 endojen mitokondri sayisini artirma
kapasitesine sahip oldugunu ve bu MKH mitokondrilerinin MDA-MB-231 hiicreleri
tarafindan alinmasinin hem enerji metabolizmasini hem de islevselligini artirdigini
gostermistir (184). Bununla birlikte, MitoCeption ekzojen olarak nakledilen
mitokondrilerin en iyi sekilde tutulmasina ve mitokondriyal solunumu diizenlemek
icin iyi bir kapasiteye sahip oldugu sonucuna varilmistir (185).

Manyetik mitotransfer yonteminde, mitokondriyal transfer icin antiTOM22
manyetik boncuklar ve bir manyetik plaka kullanir. Macheiner ve ark. manyetik
boncuklarla birlestirilmis mitokondriyi konakgi hiicrelere aktarmak i¢in bir miknatis
kullanmis ve bu teknige manyetik mitotransfer adini vermistir (186). Manyetik
mitotransfer yontemi, mitokondriyi hiicrelere aktarmada daha etkiliydi. Kiltlrin ilk
glnl bile yiksek miktarda manyetik mitotransfer edilmis hiicre ve mitokondri olup

bu transferin hizi da fazla olmustur. Daha 6nemlisi, transfer edilen mitokondri,
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transfer edilmis hicrelerde solunumu glicli bir sekilde artirdigl icin islevsel
goriniyordu (186).

Yapay olarak izole edilmis mitokondriyal transferin baska bir yontemi, Pep-1
aracih bir transfer sistemidir. Pep-1'in hiicresel alimi ve hicre igi salinmasini
kolaylastiran bir saperon gorevi gorme vyetenegi, kiclk organellerin hicreye
verilmesini saglamistir (187).

Chan ve ark. bir feokromositoma hiicre hattinda (PC12) Parkinson hastaligiigin
mitokondriyal transplantasyonun canliligini incelemis ve bu g¢alisma 6-OHDA
norotoksisitesine karsi gelismis mitokondriyal tolerans ve korunmus hiicre canhligini
gostermistir (188). Ayni yontem ayrica insan meme adenokarsinomu hiicre hatlari

MCF-7 ve MDA-MB-231'de de kullaniimistir (189).

ii. In vivo Mitokondri Transferi/Transplantasyonu

Son yillarda yapilan mitokondri transplantasyonu ¢alismalari nérodejeneratif,
bobrek, karaciger, kardiyovaskiller ve kas-iskelet sistemi hastaliklari gibi cesitli
patolojilere yogunlasmistir.

Akut iskemi (inme) modelinde, saglkli mitokondriler MKH’lerden izole edilip
serebral arter tikanikhigi olan siganlarin intraserebroventrikiler alanina nakledilmistir.
Mitokondri transplantasyonu, azalan kan kreatin fosfokinaz seviyesini, apoptozu,
astrogliyoz ve mikrogliya aktivasyonunu, enfarktis boyutunu iyilestirmis ve motor
islevi dlzeltmistir (190). Hipokampal hasar modelinde, Jia ve ark. ekzojen
mitokondrinin ROT’lerin {retimini, mikrogliya ve astrositlerin c¢ogalmasini ve
hipokampustaki néron kaybini azalttigini  bildirmistir. Ayrica, mitokondri
transplantasyonunun sfingolipit sinyal yolagi ve karbon metabolizmasi gibi ¢oklu
metabolik yollar degistirdigini gostermistir (191). Beyin iskemi-reperfiizyon hasari
modelinde, ekzojen mitokondri transplantasyonu, oksijene bagiml bir sekilde
hiicresel canlihg! artirmis, ROT ve apoptoz seviyelerini diisirmis, néro-davranissal
bozukluklari iyilestirmis ve enfarktliis boyutunu azaltmistir. Ayrica bu calismada
mitokondri biyodagiiimi, alici hiicrenin mitokondrisi ile birlesmis ekzojen

mitokondrinin belirli bélimlerinin oldugunu ve digerlerinin lizozomlar tarafindan
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alindigini géstermistir (192). Omurilik yaralanmasi modelinde, 100 pg soleus kasindan
elde edilmis allojenik mitokondri floresan ile isaretlenmis yarali omuriliklere transfer
edilmistir. Transfer edilen mitokondriler yarali omurilikte tedaviden 28 glin sonraya
kadar tespit edilmistir. Mitokondri transplantasyonu ile lokomotor ve duyusal
islevlerde iyilesme gosterilmistir. Hem dinamin iliskili protein (DRP-1) ifadesi hem de
yarali omurilikteki demiyelinizasyonun siddeti ve apoptoz/inflamasyon azalmistir
(193). Beyin iskemi modelinde, mitokondri transplantasyonu apoptozu azaltarak
iskemiden 21 glin sonra daha ylksek miyelin temel proteini ve morfolojik olarak daha
normal miyelinle sarilmis aksonlar oldugunu ve kortekste oligodendrosit
transkripsiyon faktori ve lipit sentezi sinyalinin dnemli Olclide arttigi gosterilmistir
(194).

DOX kaynakl nefrotoksisite modelinde mitokondri transplantasyonu,
hiicresel oksidatif stresi azaltmis ve bobrek hasarindan sonra tiibiler rejenerasyonu
artirmistir. Dahasi tubuler hicrelerde protein birikimi azalmis ve renal islev
bozuklugunu tersine ¢evirmis ve hasarli bébrek hiicrelerinde Bcl-2 dizeylerini
ylkseltmis ve kaspaz-3 dizeylerini dustrmistir (195). Diyabetik nefropati
modelinde, sicanlarin renal kapsilinin altina direkt enjekte edilen izole edilmis
mitokondri, tibdller hicrelerin morfolojisini ve tlibller bazal membranin ve firga
kenarinin yapisini iyilestirmistir (196). Akut bobrek hasari modelinde, mitokondri
transplantasyonu tahmini glomerdiler filtrasyon hizini ve idrar gikisini 6nemli 6l¢lide
artirirken serum kreatinin ve kan (re nitrojenini azaltmistir. Histopatolojik analiz,
mitokondri verilen bébregin akut tibller hasarinin azaldigini géstermistir. Renal
korteks IL-6 ifadesi mitokondri transplantasyonu almayan boébreklerde daha fazla
olarak gosterilmistir (197).

Asetaminofen ile olusturulan karaciger toksisite modelinde, mitokondri
transplantasyonu karacigerin histolojik yapisini saglikli sicanlarla benzer bir seviyede
iyilestirmistir. Ayrica plazma alanin aminotransferaz (ALT) seviyeleri, apoptotik
hiicreler ve toplam oksidan seviyeleri azalmistir. Ancak N-asetilsistein (NAC)
tedavisinin gruplar arasinda glutatyon (GSH) diizeylerini en yiksek dizeye c¢ikardigi

gozlenmis ama mitokondri transplantasyonu, histolojik ve islevsel iyilesme agisindan
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NAC uygulamasindan daha etkili olmustur (198). Karbon tetraklorir (CCl4) ile
olusturulan karaciger hasari modelinde ise mitokondri, makropinositoz yoluyla
hepatositlere girmis ve boylece hlicre canliligi konsantrasyona bagl bir sekilde geri
kazanilmistir. Mitokondri transplantasyonu karaciger islevlerini 6nemli 6lglide
iyilestirmis ve doku fibrogenezini énlemistir. Transkriptomik veriler, mitokondriyal-
nikleer retrograt sinyal vyolaginin koruyucu bir transkripsiyonel yanitinin
mitokondriyal uygulamadan sonra tetiklenecegini ortaya cikarmistir (199). Karaciger
iskemi-reperflizyon modelinde, mitokondri transplantasyonu, serum ALT seviyesinin
ylikselmesini, hepatosit nekrozunu, TUNEL pozitif sayilarda artisi, sitozolik sitokrom
¢, kaspaz 9 ve 4-hidroksinonenal ifadesini azaltmistir (200).

Kalp iskemi-reperfiizyon hasari modelinde, mitokondri transplantasyonu,
kreatin kinaz MB, kardiyak troponin-I ve apoptozu dnemli Olclide azaltmistir. Dort
haftalik iyilesmenin ardindan enfarktlis boyutu da 6nemli 6l¢lide azalmistir. Seri
ekokardiyografiler, reperfiizyon basladiktan sonra 10 dakika icinde normal kasiimaya
dondiginli  gostermistir.  Elektrokardiyografi  hicbir  aritminin  mitokondri
transplantasyonu ile iliskili olmadigini gostermistir (201). Kalp iskemisi modelinde,
mitokondri transplantasyonu kalpte diisen ejeksiyon fraksiyonunu iyilestirmistir.
Enfarktlis boyutu mitokondri alan kalplerde 6nemli Olcliide azalmistir (202).
Miyokardiyal koruma igin, tek ve seri enjeksiyon halinde uygulanan mitokondri
transplantasyon ile reperfliizyon boyunca devam eden koroner kan akimi énemli
Olctide artirmistir. Segmental kisalma, fraksiyonel kisalma ve gerinim analizi yoluyla
degerlendirilen bolgesel fonksiyonda da 6nemli 6l¢lide iyilesme gozlenmistir. Ayrica,
enfarktis boyutu her iki mitokondri alan grupta da énemli 6lctide azalmistir (203).
Miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasari modelinde, mitokondri miyokardiyuma lokal
enjeksiyonla bir polipeptit, iskemik miyokart hedefli peptit ile birlikte verilmistir.
Mitokondri transplantasyonu, kardiyomiyosit enerji dlzeyini ve mekanik
kontraksiyonu artirarak hicresel apoptozu, makrofaj infiltrasyonunu ve
proinflamatuar yanitini azaltmistir (204). DOX ile indiklenen kalp yetmezligi
modelinde, DOX verilmeden 6nceki mitokondri transplantasyonu, in vivo kardiyak

islevi koruyarak, miyokardiyal apoptozu 06nlemis ve kiiciik transkriptomik
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degisikliklerle distrofik kardiyomiyositlerde kontraktiliteyi artirdigini gostermistir
(205). Azalan mitokondriyal islev, diyabetik kalplerde iskemi-reperfiizyon hasarina
karsi miyokart duyarhligini artirir. Mitokondri transplantasyonu kardiyak iskemik
hasari iyilestirirebilir, ancak diyabetik sicanlardan alinan izole mitokondriler
kardiyoprotektif etkileri sinirlandir. Diyabetik olan ve olmayan farelerden izole edilen
mitokondri diyabetik miyokart iskemisi olan farelere transplante edilmistir. Diyabetik
olan ve olmayan farelerden izole edilen mitokondri transplantasyonu enfarktis
boyutunda azalma ve anti-apoptoz ile iliskili yolaklarin yukari regilasyonunu
saglamistir. Ayrica miyokart fonksiyonunu o6nemli ol¢lide korumus olup, ancak
diyabetik  olmayan mitokondri  transplantasyonu kardiyak  ve kas
metabolizmasi/gelisimi icin miyokardiyal fonksiyonunun uzun sireli korunmasinda
daha etkili olmustur (206).

Akut ekstremite iskemi modelinde, 24 saatlik arka bacak reperfiizyonundan
sonra, mitokondri transplantasyonu ile gastroknemius, soleus ve vastus medialis
kaslarinda enfarktlis boyutu, apoptoz ve TUNEL-pozitif ¢ekirdeklerde onemli bir
azalma gozlenmis olup mitokondri alan farelerde minimal kas hasari gozlenmistir
(23). iskelet kasi hasari modelinde, mitokondri transplantasyonu farelerde sistemik
inflamasyonu artirmamistir. Yaralanmadan 7 giin sonra kas kutlesini distirmemis ve
kas kesitlerindeki kollajen ve diger kasiimayan doku yiizdesi daha distik bulunmustur.
Kas agirhgi ve maksimal kas kuvveti, yaralanmadan 14 giin sonra kontrol seviyelerine
geri donmustlr (24). Deksametazon ile olusturulan atrofi modelinde, mitokondri
transplantasyonu 1 haftada kas kiitlesini 1,5 kat artirmis ve laktat konsantrasyonunu
2,5 kat azaltmistir. Ayrica bir kas rejenerasyon belirteci olan desmin protein ifadesi
2,3 kat artmis ve kasa 6zgl ubikitin E3-ligazlari MAFbx ve MuRF-1 onemli dlglide
azalmistir (25). Monosodyum iyodoasetat ile indiiklenen osteoartrit modelinde,
mitokondri transplantasyonu agriyi, kikirdak yikimini ve kemik kaybini diizeltmistir.
Kikirdaktaki IL-1B, TNF-a, matriks metalopeptidaz 13 ve monosit kemoatraktant
protein-1'in transkripsiyon seviyeleri azalmistir (207).

Makrofajlar, kolesterolii hiicrelerden uzaklastirmak icin ¢esitli mekanizmalara

sahiptir. Makrofajlar bu gorevini yerine getirmezse aterosklerotik plaklarin gelisimine
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ve yirtilmasina katkida bulunan aterosklerotik lezyonlar ortaya ¢ikabilir. Saglkli
mitokondrilerin ylksek oranda kolesterol yiikli makrofajlara transplantasyonu,
makrofaj fagositozunu indiiklemistir. 7-ketokolesterol ylkli makrofajlara mitokondri
transplantasyonu, lipit birikimini azaltmis ve fagositik islevlerini degistirmis ve
fagositozu yeniden dlzenleyerek lipit icerigini distrmustlir. Ek olarak, karnitin
palmitoiltransferaz 1a (CPT1la) ifadesi ve anti-inflamatuar sitokinler yeniden
dizenlenmistir (208). Retinal pigmentli epitel hiicreleri, fagositoz ve gérme donglisu
metabolizmasi igin gerekli olan eneriji igin yliksek mitokondri icerigine sahiptir. Retina
dejenerasyonu modelinde, mitokondri transplantasyonu, histolojik inceleme ile
retina katmanlarinin dejenerasyonunu azaltmistir. Ayrica elektriksel uyarinin
retinadan kortekse ulasma zamaninin korundugu da goézlenmistir (209). Malign
melanomda, mitokondri transplantasyonunun timor hiicresi proliferasyonunu
onemli 6lglide inhibe ettigini gdstermis ve timadr bliyimesini ve akciger metastazini
geciktirmistir. Ayrica, disi hayvanlardan alinan mitokondrilerin anti-timor aktivitesi
erkeklere kiyasla daha etkili olmustur (210). Akut akciger hasari modelinde
mitokondri transplantasyonu, arteriyel oksijen iceriklerini (PaO, ve Sa0;) onemli
Olglide iyilestirmis ve PaCO, dizeyini azaltmistir. Mitokondri transplantasyonu
yapilan hayvanlarin akciger dokularinda ©6nemli 6l¢iide daha yliksek ATP
konsantrasyonlari bulunmus ve alveolar-kapiller bariyer islevi korunmustur. Ek
olarak, akciger dokusuna inflamatuar hicre infiltrasyonu azalmistir (211).
Mitokondri transplantasyonu, cesitli mitokondri iliskili hastaliklarda genis bir
uygulanabilirlige sahip olup, mevcut tedavi yaklasimlarindaki sinirliliklarin Gstesinden

gelme potansiyeline sahiptir.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Bu tezin Etik onayi Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan alinmistir (2022/05-03). Deneyler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji A.B.D. Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvarinda yapiimistir. Kirk dort
adet 1-2 aylk erkek Sprague Dawley sican KOBAY A.S.’den temin edildi ve bu
sicanlarin kirk adeti ana deney protokoliinde, dort adeti ise mitokondri izolasyonu ve
mitokondriyal analizler i¢in kullanildi. Deney protokollerinin baslangicindan 6énce
12/12 saat aydinlik-karanhk déngisiinde, her kafeste 4 hayvan olacak sekilde bir
hafta siureyle barindirilarak ortama adaptasyonlari saglanmistir. Hayvanlar
adaptasyon siireciile birlikte deney protokolleri siiresince 22-26°C oda sicakliginda ve
%50-60 nem olan ortamda tutulmustur. Deney protokolleri siiresince hayvanlarin
beslenmeleri igin serbest sekilde ulasabildikleri miktarda standart yem (%3 ham yag,

%23 ham protein, %8 ham kiil, %7 ham sellloz, en az 2600 kcal) ve su verilmistir.
3.2. Deney Gruplan

Calismamizda kullanilacak olan sicanlar basit rastgele 6rnekleme ile toplam 5
gruba ayrildi. Adaptasyon siirecinden sonra hayvanlar doksorubisin (DOX), egzersiz
ve mitokondri transplantasyon uygulamalari icin asagidaki gruplara ayrilmistir (Sekil
3.1.).

1. Kontrol grubu (K) (n=8): Herhangi bir islem yapilmayan gruptur.

2. DOX grubu (D) (n=8): intraperitoneal olarak 20 mg/kg tek doz DOX enjeksiyonu
yapilip 48 saat sonra feda edilen gruptur.

3. DOX + Egzersiz grubu (DE) (n=8): DOX enjeksiyonundan dnce egzersiz yaptirilan
gruptur.

4. DOX + Mitokondri transplantasyonu grubu (DM) (n=8): DOX enjeksiyonundan énce
mitokondri transplantasyonu (6,5 pug/100 pl) yapilan gruptur.
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5. DOX + Egzersiz + Mitokondri transplantasyonu grubu (DEM) (n=8): DOX
enjeksiyonundan énce hem egzersiz yaptirilan hem de mitokondri transplantasyonu

(6,5 pg/100 pl) yapilan gruptur.
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Sekil 3.1. Deney protokolu.

A. Kontrol grubu (K), B. DOX grubu (D), C. DOX + Egzersiz grubu (DE), D. DOX + Mitokondri
transplantasyonu grubu (DM), E. DOX + Egzersiz + Mitokondri transplantasyonu grubu (DEM).

3.3. Egzersiz Protokolii

Egzersiz grubunda yer alan hayvanlar (DE ve DEM) kosu bandi egzersizine tabi
tutuldu. Protokole gore, deney hayvanlarina 6zel olarak tiretilmis kosu bandi Gizerinde
sicanlar ilk glin 10 m/dk hiz ve 10 dk sire ile baslayan ve 5. giin sonunda 30 m/dk hiz
ve 50 dk sireye ulasan alistirma egzersizi uygulandi. Egzersize alisma siresinin
tamamlanmasi sonrasinda sicanlar 5 giin stiresince 30 m/dk hiz ve 60 dk suireyle kosu
bandi lizerinde orta siddette egzersize tekabil eden sekilde kosturuldu (Sekil 3.2.).
Gerek duyulmasi halinde hayvanlari kosuya motive etmek igin birka¢ kez elektrik

uyarisi verildi. Egzersiz protokoliinii tamamlayan siganlar son egzersizden hemen
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sonra DOX uygulanarak bundan 48 saat sonra derin anestezi altinda otenazi edildi

(212).

Sekil 3.2. Sicanlar icin lretilmis motorize kosu bandi.

3.4. Doksorubisin Enjeksiyonu

Rastgele yontemle ayirdigimiz gruplardaki sicanlara (kontrol grubu haric)
deneysel iskelet kasi atrofisi modelini olusturmak Uzere intraperitoneal olarak 20

mg/kg tek doz DOX verildi (39).

3.5. Kas Dokusundan Mitokondri izolasyonu ve Mitokondri

Transplantasyonu

200 mg sican kas dokusundan (deney gruplarindan ayri baska bir sicanin
biseps femoris kasindan) alindi ve ticari kit (Biovision, ABD) kullanilarak asagidaki
yontemle mitokondri izolasyonu yapildi:

1. Biseps femoris kas dokusu (yaklasik 200 mg) makas ile kiiciik parcalara ayrildi ve
buz tizerinde 1 ml mitokondri izolasyon tamponu (MIT) icinde iki kez yikandi.

2. Doku 6rnegi 10.000 xg hizda 2 dakika santrifljlendi. Doku daha sonra énceden
sogutulmus bir cam homojenizatér kullanilarak 2 ml MiT icinde homojenenize edildi.
3. Homojenat bir tipe aktarildi ve 600 xg hizda 10 dakika 4°C'de santrifiijlendi.

4. Supernatan ayri bir tipte toplandi ve 7.000 xg hizda 10 dakika 4°C'de santrifijlendi.
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5. Stipernatan atildi ve izole mitokondriler MiT ile yikandh.
6. lizole mitokondrileri korumak icin (izerine storage tampon konuldu.
Transplantasyon icin kullanilacak tim mitokondriler 1 saat icinde izole edildi.

izole edilen mitokondriler direkt enjeksiyon ile sicanlarin tibialis anterior (TA)
kaslarina tg¢ farkli noktadan verildi. DM ve DEM gruplarindaki hayvanlara, DOX
enjeksiyonundan 48 saat 6nce baslayarak Sekil 3.3’de gosterildigi gibi glinlik olarak
izole edilmis mitokondri enjeksiyonu yapildi (Sekil 3.3). 100 uL storage tampon iginde
toplam 6,5 ug izole edilmis mitokondri, insilin enjektérd ile her bir TA kasina

uygulandi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Tibialis anterior kasina mitokondri transplantasyonu.
3.6. izole Edilen Mitokondrilerin Membran Potansiyeli Analizi

izole edilen mitokondrilerin membran potansiyelini belirlemek icin, 5,6,6-
tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzi-midazolylcarbocyanineiodide (JC-1) ile boyanmis
izole mitokondrilerin floresan mikroskop ile analizi yapildi. JC-1 boyasi, biriktigi
mitokondriye girebilen ve konsantrasyona bagl bir sekilde J agregatlari adi verilen

kompleksler olusturmaya baslayan lipofilik, katyonik bir boyadir (213). Saglkli
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mitokondriler floresan mikroskop altinda kirmizi renk olusturacaktir. izole edilen
mitokondriler (6,5 pug/100 ul protein), karanhkta JC-1 boyasi ile 37°C'de 30 dk inklibe
edildi. Ardindan yine karanhkta 10 pl boyanmis mitokondri lam Uzerine yayildi ve
hemen floresan mikroskopta incelendi ve Nikon imaging system (NIS) element

yazilimi ile gérintiler alindi.

3.7. izole Edilen Mitokondrilerin Membran Biitiinliigii Analizi

Storage tampon iginde (10 uL) yeni izole edilmis mitokondri, lamlar Gzerinde
dagitildi ve ardindan 10 plL (100 nM) MitoSpy Green FM ve MitoTracker Red CMXROS
boyama sollsyonu ilave edildi ve 37° C'de 10 dk inkiibe edildi ve hemen floresan

mikroskopta incelendi ve NIS element yazilimi ile gortintiler alindi (198).
3.8. izole Edilen Mitokondrilerin Protein Analizi

izole edilmis mitokondrinin protein igerigi, ticari bir kit olan bicinchoninic acid

(BCA) protein analiz kiti (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak tespit edildi.
3.9. Histolojik Analizler
3.9.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Lif Enine Kesit Alani Olgiimii

Hayvanlardan izole edilen TA kaslari %4 formaldehit ile fikse edildi. Histolojik
analizler igin kas dokusu ornekleri doku takip cihazinda (Sakura, Tissue TEK) takip
islemine tabi tutuldu. Bu islemde 6rnekler formalin, alkol, ksilen ve parafinden sirayla
gegcirildi. Takip sonrasi 6rnekler doku bloklama cihazinda (Sakura, Tissue TEK) parafin
bloklar haline getirildi. Parafin bloklar mikrotom cihazinda (Leica RM2255 ) adhezivli
lamlara 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinarak lam boyama cihazinda (Sakura, Tissue
TEK) hematoksilen-eozin boyamasi yapildi. Arka arkaya alkol ve ksilen islemlerinden
gectikten sonra lam kapama sollisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi. Her lifin enine
kesit alani, 151k mikroskobu (Nikon Eclipse 80i, Japonya) kullanilarak belirlendi. Her
kesitin bes farkli alanindan 250 kas lifi, yazilm programi (NIS Element 3.0 Japan, x200

bliyidtme) kullanilarak degerlendirildi.
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3.9.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyamasi ile Lif Glikojen Orani

Kas liflerindeki glikojen icerigini 6l¢mek icin, hayvanlardan izole edilen TA
kaslari %4 formaldehit ile fikse edildi. Histolojik analizler igin kas dokusu 6rnekleri
doku takip cihazinda (Sakura, Tissue TEK) takip islemine tabi tutuldu. Bu islemde
ornekler formalin, alkol, ksilen ve parafinden sirayla gegirildi. Takip sonrasi 6rnekler
doku bloklama cihazinda (Sakura, Tissue TEK) parafin bloklar haline getirildi. Parafin
bloklar mikrotom cihazinda (Leica RM2255) adhezivli lamlara 4-5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Lamlar, fosfat tampon salin (PBS) icinde 5 dk siireyle iki kez ve distile
su icinde 60 saniye sureyle bir kez durulandi. Lamlar daha sonra 5 dk %1 periyodik
asitle, 1 dk akan musluk suyuyla ve 10 saniye deiyonize suda yikandi. Daha sonra
lamlar oda sicakhiginda 15 dk Schiff reaktifinde inkibe edildi. Arka arkaya alkol ve
ksilen islemlerinden gectikten sonra lam kapama sollisyonu (entellan) damlatilarak
lamel ile kapatildi. Glikojen yogunlugunun analizi, bir 151k mikroskobu (Nikon Eclipse
80i, Japonya) ve NIS elements yazilimi (NIS Element 3.0 Japonya, x200 bilyitme)
kullanilarak on farkli alandan 6l¢ildi. Sonuglar optik yogunluk indeksi olarak verildi.

(214).

3.9.3. Siiksinat Dehidrogenaz (SDH) Boyamasi ile Mitokondriyal Enzim

Aktivitesi

SDH enzimatik aktivitesi igin kriyotom kullanilarak 8 mikronluk kesitler pozitif
sarjli lamlar Uzerine alindi. Daha sonra kesitlerin Uzerine substrat olarak sodyum
siksinat ve reaksiyon icin nitro-mavi tetrazolyum (NBT) iceren bir SDH inkiibasyon
solliisyonu damlatildi ve 37°C'de 40 dk slreyle inkiibe edildi. Bu slire sonunda (g farkli
PBS yikamasindan sonra slaytlar gliserol damlatilarak lamel ile kapatildi. SDH analizi
optik yogunluk olcimii ile 1sik mikroskobu (Nikon Eclipse 80i, Japonya) kullanilarak
degerlendirildi ve goriintl analiz sistemi (NIS Element 3.0 Japonya, x200 biyitme)
kullanilarak olglldi. Optik yogunluk, bes farkli alandan toplam 100 lif igin
degerlendirildi (215).
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3.10. Biyokimyasal Analizler
3.10.1. Kan Ornekleri Analizleri

Kan numuneleri (8 mL) serum tiplerinde (BD Vacutainer) toplandi ve
pihtilasmaya birakildi ve ardindan santrifiijlendi (1400 xg, 10 dk). Kan (re, laktat
dehidrogenaz (LDH), ALT ve aspartat aminotransferaz (AST) analizleri Beckman

Coulter Autoanalyzer AU 680 cihazinda fotometrik yontemle yapildi.
3.10.2. Kas Doku Ornekleri Analizleri

Kas doku orneklerinde toplam antioksidan seviyesi (TAS) ve toplam oksidan
seviyesi (TOS) 6l¢ctimleri yapildi. Bunun igin 6ncelikle dokular homojenize edildi. Daha
sonra elde edilen verilerin sayisal olarak ifade edilebilmesi icin bahsedilen dlglimlerin

yaninda doku protein él¢timleri yapildi.
i. Dokularin Homojenizasyonu

Homejenizasyon islemi icin tibialis anterior kas dokusu 6rnekleri -80°C’den
ctkarilarak 100 mg olarak tartildi. Ardindan mikrosantrifuj tiplerine konuldu ve 1/9
oraninda uygun tampon (PBS- fosfat tampon salin) eklenerek homojenizatérde
(Retsch-MM400) homojenize edildi. Homojenatlar 4°C’ de 10000 rcf hizinda 10 dk
boyunca santrifij edildi (KUBOTA 5500). Sipernatanlar TAS ve TOS analizleri igin

parcalara ayrilarak -80°C' de derin dondurucuda saklandi.
ii. Protein Olgiimii

BCA protein 6lctimleri doku dérnekleri kullanilarak kit protokoliine gére yapildi
(BCA Protein Assay - Thermo-ABD). Standartlar icin 2 mg/ml sigir serum albimin (BSA)
sollisyonu azalan seri dilisyonlar halinde hazirlandi. Mikroplakaya 20 ul hacimde
standartlar ve ardindan 20 pl hacimde numuneler yiklendi. Standartlar ve doku
ornekleri iki tekrarli olacak sekilde calisildi. Uzerlerine 200 pl calisma soliisyonu

koyuldu (Calisma soliisyonu: 50 birim Reagent A+ 1 birim Reagent B). lyice karistirildi
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ve 37°C'de 30 dk inkiibasyondan sonra spektrofotometrede (Allsheng AMR-100-

ELISA okuyucu) 562 nm dalga boyunda okundu.

ili. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

Analizi

TAS o6lguimleri kas dokusu ornekleri kullanilarak kit protokoliine gére yapildi
(Total Antioxidant Status, -Rel Assay Diagnostics- Turkiye). Analizler icin doku
ornekleri, standartlar ve su, 18 pl tizerine 300 pl Reagent 1 eklenerek iyice karistirildi
30 saniye sonra 1. absorbanslar 660 nm dalga boylarinda okundu. Sonra Gzerlerine
45 ul Reagent 2 eklenerek iyice karistirildi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyondan
sonra 2. absorbanslar 660 nm dalga boyunda okundu. TAS degerleri 1. ve 2. dlgiimler
kullanilarak kitte istenen formile goére hesaplandi. Sonuglar hesaplandiktan sonra
BCA analizleri ve sulandirma katsayisi faktorlerine uygun sekilde normalize edildi ve

hesaplandi.

TAS (mmol): (AAbshz20- AAbSsmek)/ (AAbsH20- AAbSstandart)
(A1): Birinci okuma absorbanslari
(A2): ikinci okuma absorbanslari
(AAbs): A2-A1

TOS olglimleri kas dokusu 6rnekleri kullanilarak kit protokoliine gore yapildi
(Total Oxidant Status, Elabsciences-ABD). Analizler icin doku d6rnekleri, standartlar ve
su, 96 kuyucuklu plakalara 20 pl olacak sekilde yiiklendi. Uzerine 200 ul Reagent 1
eklenerek iyice karistirildi 30 saniye sonra 1. absorbanslar 590 dalga boylarinda
okundu. Sonra lzerlerine 50 pl Reagent 2 eklenerek iyice karistirildi. 37°C'de 5 dk
inklibasyondan sonra 2. absorbanslar 590 dalga boylarinda okundu. TOS degerleri 1.

ve 2. Olclimler kullanilarak kitte istenen formiile gore hesaplandi.

TOS (umol H202 Equiv./gprotein)=(AAsso-b) / a / Corx f

(AAsgo): Orneklerin absorbanslarindan bos kuyucuk absorbansinin g¢ikarilmasi
(a): Standart egrisinin egimi

(b): Standart egrisinin y eksenini kestigi nokta

(Cpr): Protein konsantrasyonlari
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(f): Sulandirma katsayisi
3.11. immiinohistokimyasal Analizler

imminohistokimyasal analizler icin, formalinde tespit olmus, parafine gdmiili
TA kas dokusu orneklerinden hazirlanan 4-5 pu kalinliktaki kesitler kullanildi. Doku
kesitleri, pozitif yukli lamlara (TOMO, Japonya) alindi ve 702C'da en az 45 dk
kurumasi saglandi. Deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma islemleri ile birlikte tim
immunohistokimyasal boyama asamalari tam otomatik immuinohistokimya boyama
cihazi (Ventana BenchMark XT, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) kullanilarak
gerceklestirildi. islem icin, 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 kaspaz 3
(Thermo Monoklonal Rabbit, 1:100), NF-kB (Santa Cruz Rabbit Monoclonal Antibody
1:100-1:500), 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 sollisyon
yapildi. Kesitler daha sonra seri alkollerden gegirilerek dehidratasyon ve seri
ksilenden gecirilerek seffaflandiriimasi yapildi. Daha sonra lamel ile kapatildi.
Sonuclar bir mikroskop (Nikon E 600, Japonya) ile kor olarak Tablo 3.1.’de belirtildigi
gibi skorlandi.

Tablo 3.1. Kaspaz-3, NF-kB, DRP-1 ve MFN-2 boyama alani ve yogunluklari skorlama

tablosu

Skor 0 Skor 1 Skor 2 Skor 3

Kaspaz-3
NF-kB
DRP-1
4. MFN-2
ifadeleri Boyama Alani ve
Yogunluklar

wnN R

%5 ve alti %5-25 %26-50 %51ve Uzeri

NF-kB: Nikleer faktér-kappa B, DRP-1: Dinamin iliskili protein, MFN-2: Mitofusin 2.
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3.12. istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler Microsoft IBM SPSS v23.0 programi kullanilarak
yapildi. ilk olarak toplanan veriler tanimlayici istatistiksel analize alindi, carpiklik ve
basiklik verileri analiz edildi ve dagilimlarinin normal dagilim gostermedigi saptandi.
Verilerin normal dagilim géstermemesi ve karsilastirilacak grup sayisi bes oldugu icin
en uygun istatistiksel analiz Kruskal-Wallis olarak belirlendi ve tim parametrelerde
bu yontem kullanildi. Anlamh farklihklarin oldugu parametrelerde farkin nereden ve
hangi gruplardan kaynaklandigi post-hoc Dunn testi ile belirlendi. Yapilan analizlerde
P degeri 0,05’'ten kiglk olan degerler anlamli kabul edildi. Grafikler kutu grafigi
sekilde cizildi, ortanca, en kicik ve en biylk degerler, ceyrekler arasi genislik
degerleri grafik icerisinde gosterildi. Hazirlanan tablolarda ise ortanca ve ceyrekler

arasi genislik (interquartile range (IQR)) verileri verildi.
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4. BULGULAR

4.1. izole Edilen Mitokondrilerin Membran Biitiinligii ve islevlerinin

Analizleri

4.1.1. izole Edilen Mitokondrilerin Floresan Mikroskop ile Membran

Potansiyeli Analizleri

Deney hayvanlarina transplant edilecek mitokondriler, kaynak olarak
kullanilan biseps femoris kasindan izole edildikten sonra JC-1 boyasi ile boyanarak
floresan yogunlugu gorintilendi (Sekil 4.1). Mitokondride proton pompalari
(Kompleks 1, 1l ve IV) tarafindan Uretilen mitokondriyal membran potansiyeli,
oksidatif fosforilasyon sirasinda enerji depolama siirecinde 6nemli bir bilesendir.
izolasyon sonrasi elde edilen mitokondrilerin membran potansiyelini korudugu ve
izolasyon yonteminin basariyla uygulanarak transplant edilecek mitokondrilerin

hasar gérmesinin online gecildigi tespit edilmistir.

A

Sekil 4.1. izole edilen mitokondrilerin JC-1 ile boyandiktan sonra floresan mikroskop

ile gosterilmesi (Bar: 10 um x1000 bliyitme, JC-1).
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4.1.2. Kas ici MitoTracker Red CMXROS ile Mitokondrilerin Boyanmasi ve

Floresan Mikroskobu Analizleri

Mitokondri izolasyonu yapilacak biseps femoris kasina ait mitokondriler
MitoTracker Red CMXROS boyasi ile ¢ekirdekler ise 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) ile boyanarak floresan yogunlugu gorintilendi. Mitokondrilerin membran

batinlugini korudugu gozlendi (Sekil 4.2).

A

Sekil 4.2. Mitokondri izolasyonu igin kaynak olarak kullanilan biseps femoris kasi
icindeki mitokondrilerin floresan mikroskop ile gosterilmesi.

A: Biseps femoris kasi lifleri, MitoTracker Red CMXROS, Bar: 50 um x200 biylitme. B: Biseps
femoris kasi lifleri, MitoTracker Red CMXROS ve DAPI, Bar: 10 um x1000 biyitme. C: Biseps
femoris kasi lifleri, MitoTracker Red CMXROS, Bar: 10 um x1000 buyutme.
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4.1.3. izole Edilen Mitokondrilerin MitoTracker Red CMXROS ve MitoSpy

Green FM ile Boyanmasi ve Floresan Mikroskobu Analizleri

Deney hayvanlarina nakledilecek mitokondriler, kaynak olarak kullanilan
biseps femoris kasindan izole edildikten sonra ayri ayri MitoTracker Red CMXROS ve
MitoSpy Green FM boyasi ile boyanarak floresan yogunlugu gorintilendi (Sekil 4.3).
izolasyon sonrasi elde edilen mitokondrilerin canliliklarinin ve membran
batlnluklerinin korundugu izlendi. Elde edilen bu goriintilerle izolasyon yonteminin

basariyla uygulanarak transplant edilecek mitokondrilerin hasar gérmesinin 6nine

gecildigi tespit edilmistir.

Sekil 4.3. izole edilen mitokondrilerin floresan mikroskop ile gésterilmesi.

A: izole mitokondriler, MitoTracker Red CMXROS, Bar: 10 um x1000 biyiitme. B: izole
mitokondriler, MitoSpy Green FM, Bar: 10 um x1000 biyttme).

4.1.4. izole Edilen Mitokondrilerin Protein Olgiimleri

Toplam izole edilmis mitokondrilerin protein konsantrasyonu, BCA yontemiile

belirlendigi Gzere yaklasik 109,8 ug/mL olarak gosterildi.
4.2. Viicut ve Kas Agirligi Bulgular

Calismada yer alan hayvanlarin baslangic viicut agirliklari degerlendirildiginde

D grubuna gore DE grubu dusikti (P < 0,05). DM grubu; D, DE ve DEM gruplarina gore
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istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiksekti (P < 0,05). Son vicut agirhiklari (SVA)
degerlendirildiginde ise D grubuna gore DM, DE ve DEM gruplari ylksekti (P < 0,05).
K grubuna gére DM ve DE gruplari yiksekti (P < 0,05). TA kasinin son vicut agirligina
orani degerlendirildiginde (TA kasi-mg/SVA-gr), DE ve DEM gruplarinda K ve DM
grubuna gore yliksekti (P < 0,05). Ayrica DE grubunda D grubuna gore anlamliliga ¢ok
yakin bir artis oldugu gorilmektedir (P = 0,052).

Tablo 4.1. Viicut ve kas agirligi bulgulari (Mediant Interquartile Range (IQR)).

K D DM DE DEM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

TA (mg) 410 + 49,57 420+ 27,77 441,3+42,91 480 +46,29° | 471,3+20,31°

SVA (g) 25542025 | 250875 26436 | 268,5+23,50% | 260+ 13,75¢
TA/SVA , ,
(mg/g) 1,657+ 0,321 1,700 + 0,207 1,620+0,225 | 1,834 +0,155*"| 1,787 + 0,133

TA: Tibialis anterior, SVA: Son vicut agirligi, K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX +
Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu, DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)

b: DM grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)

c: D grubuna goére anlamhi artis (P < 0,05)

* DE grubu D grubuna gore anlamhhga ¢ok yakin bir artis oldugu goriilmektedir (P = 0,052)
(TA/SVA).

4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi ile Lif Enine Kesit Alani Analizleri

TA kasi lif ¢api analizleri her kas igin 250 kas lifi kullanilarak tim sigan
gruplarinda belirlendi (Sekil 4.4.). TA kasindaki liflerin ¢capi D grubunda K grubuna
kiyasla onemli ol¢lide daha dusukti (Sekil 4.4. A, B, C, D ve Sekil 4.5.) (P < 0,05). DE
ve DEM gruplarinda D grubuna gore yiksekti (Sekil 4.4. C, D, G, H, |, J ve Sekil 4.5.) (P
< 0,05). Ayrica DEM grubu DM grubuna gore yuksekti (Sekil 4.4. G, H, |, J ve Sekil 4.5.)
(P <0,05).



46

Sekil 4.4. Tibialis anterior kasinin enine kesit alani gorintileri. K grubu (A, B), D grubu
(C,D), DM grubu (E, F), DE grubu (G, H) ve DEM grubu (I, J) (Bar: 100 pum x100 biiylitme
ve Bar: 10 um x 200 blylitme).
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Sekil 4.5. Tibialis anterior kasinin enine kesit alani analizleri.

DEM

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna goére anlamh azalis (P < 0,05)
b: D grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)
c: DM grubuna goére anlamh artis (P < 0,05)

Tablo 4.2. Tibialis anterior kasinin enine kesit alani analizleri (Mediant Interquartile

Range (IQR)).

K
(n=8)

D
(n=8)

DM
(n=8)

DE
(n=8)

DEM
(n=8)

TA Kasi-
Enine Kesit
Alani/pum?

1154,7+176,6

1053,21+163,51°

1111,37+216,75

1163,75+159,82°

1275,15+189>¢

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna gore anlamli azalis (P < 0,05)
b: D grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)
c: DM grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)
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4.3.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyamasi ile Lif Glikojen Orani

TA kasi icin, iskelet kasindaki glikojen dagihmi (optik yogunluk indeksi), DOX
uygulamasindan sonra D grubunda iskelet kasi liflerinde glikojen dagilimi ylksekti
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.6. A, B, C, D ve Sekil 4.7.). iskelet kas|
liflerinde glikojen dagilimi DM, DE ve DEM gruplarinda K ve D gruplarina gore azaldi
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.6. E, F, G, H, |, J ve Sekil 4.7.).
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B

Sekil 4.6. Tibialis anterior kasinin glikojen (optik yogunluk indeksi) gorintileri: K

grubu (A, B), D grubu (C, D), DM grubu (E, F), DE grubu (G, H) ve DEM grubu (1, J) (Bar:
100 um x100 biyitme ve Bar: 10 um x 200 biyitme).
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Sekil 4.7. Tibialis anterior kasinin glikojen (optik yogunluk indeksi) analizleri.

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

4.3.3. Siiksinat Dehidrogenaz (SDH) Boyamasi ile Mitokondriyal Enzim

Aktivitesi

TA kas! icin, iskelet kasindaki SDH mitokondriyal enzim aktivitesi, DOX
uygulamasindan sonra D grubunda azalmistir. Bununla birlikte D grubuna kiyasla
diger tim gruplarda yiksek bulundu (P < 0,05). Bunun sebebi, egzersizin ve
mitokondri transplantasyonunun mitokondri enzim aktivitesini artirmasidir (Sekil 4.8.

ve Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. Tibialis anterior kasinin siiksinat dehidrogenaz (SDH) (optik yogunluk
indeksi) gorintileri. K grubu (A, B), D grubu (C, D), DM grubu (E, F), DE grubu (G, H)
ve DEM grubu (I, J) (Bar: 100 um x100 biyitme ve Bar: 10 um x 200 biyiitme).
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Sekil 4.9. Tibialis anterior kasinin siiksinat dehidrogenaz (SDH) (optik yogunluk

indeksi) analizleri.

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: D grubuna goére anlamhi artis (P < 0,05)

Tablo 4.3. Tibialis anterior kasinin siiksinat dehidrogenaz (SDH) (optik yogunluk

indeksi) analizleri. (Mediant Interquartile Range (IQR)).

K D DM DE DEM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
SDH-Optik
Yoéunluk 0,32040,0752 0,285+0,028 0,3335+0,04 0,31+0,02? 0,3162+0,0252
indeksi

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: D grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.4. Biyokimyasal Bulgular (Mediant Interquartile Range (IQR)).

K D DM DE DEM
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ure 3848,3 64,65+38,3% | 47+17,3% | 36,60+ 6,750 | 48,35+ 16,65
(mg/dL) ’ - ’ - ’ ’ =L,
LDH
(U/L) 399+839,3 739,5+779,3 | 981,5+901,3 384,5 + 986,5 489 +479,8
ALT a a a
(U/L) 36,9%112,4 64,20+31,4 116,2194,9 94,60 + 43,6 88,85+ 40,6
AST
(/L) 87,3+34,5 163+77,6 185,85+96,6 140,60 + 75,6 179 £+ 53,5
TAS 0,054+0,06 | 0,099+0,04 | 0,111%0,18 | 0.112+0724® | 0.162 + 0262
(mmol/L) T TEEIE PR ,112£0, ) *0,
TOS 25,99+7,23 22,42+4,51 | 24,89105,43 | 2069+ 3 5za'b 21,38+ 4,35
(umol/L) e e 1OI=N9, ,69 1 3, 364,

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)
b: DM grubuna gore anlamli azalis (P < 0,05)
c: D grubuna gore anlamli azalis (P < 0,05)

4.4.1. Kan Orneklerine Ait Olgiimlerden Elde Edilen Bulgular
i. Ure

Serum (Ure analizlerinde K grubuna gére D ve DM gruplarinda artis
bulunmaktadir (P < 0,05). DE grubunda D ve DM gruplarina gére azalis bulunmaktadir
(P < 0,05). Bu durum DOX uygulamasinin bébrek toksisitesine neden oldugunu

gostermekte ve olusturulan kas atrofisi modelini desteklemektedir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Serum Ure diizeyleri (mg/dL).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna goére anlamh artis (P < 0,05)
b: DM grubuna goére anlamli azalis (P < 0,05)
c: D grubuna gore anlamli azahs (P < 0,05)

ii. Laktat Dehidrogenaz (LDH)

Serum LDH analizlerinde istatistiksel olarak bir anlamhlik bulunamamistir.
Ancak DE ve DEM gruplarinda azalis gérilmektedir (Sekil 4.11.). Bu durum egzersizin

DOX'un yol actigl kas hasarina karsi olumlu etkisini diislindtirmektedir.
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Sekil 4.11. Serum laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyleri (U/L).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

iii. Alanin Aminotransferaz (ALT)

Serum ALT analizlerinde K grubuna goére DM, DE ve DEM gruplarinda anlamh

diizeyde artis bulunmaktadir (P < 0,05) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Serum alanin aminotransferaz (ALT) dizeyleri (U/L).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)

iv. Aspartat Aminotransferaz (AST)

Serum AST analizlerinde istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmamistir.

Ancak K grubuna gore diger gruplarda bir yliikselme gézlenmistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Serum aspartat aminotransferaz (AST) duzeyleri (U/L).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

4.4.2. Kas Doku Orneklerine Ait Olgiimlerden Elde Edilen Bulgular
i. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS)

TAS analizlerinde D grubuna gére DM, DE ve DEM gruplarinda artis meydana
gelmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak K grubuna gore DE ve
DEM gruplarinda artis bulunmaktadir (P < 0,05). Egzersizin antioksidan seviyeyi
artirdigi ve mitokondri transplantasyonu ile birlikte daha fazla bir artisa neden oldugu

goralmastir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Toplam antioksidan (TAS) seviyesi (mmol/L).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)

ii. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

TOS analizlerinde D grubuna gore DE ve DEM gruplarinda azalis meydana
gelmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak K ve DM gruplarina
gore DE grubunda azalis bulundu (P < 0,05). Egzersizin oksidan seviyeyi azalttigi acik

bir sekilde gosterilmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Toplam oksidan seviyesi (TOS) (umol/L).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna gore anlamh azalis (P < 0,05)
b: DM grubuna goére anlamli azalis (P < 0,05)

4.5. immiinohistokimyasal Analizlerden Elde Edilen Bulgular
4.5.1. Kaspaz-3 Analizi Bulgular

Apoptoz belirteci olan kaspaz-3 analizlerinde D ve DM gruplarinda DE ve DEM
gruplarina kiyasla artis bulunmaktadir (P < 0,05). Bu durum DOX uygulamasinin TA
kasinda meydana getirdigi apoptozu gostermektedir. Ayrica D grubuna gore egzersiz
yapan DE grubu ve hem egzersiz hem de mitokondri transplantasyonu yapilan DEM
grubundaki azalislarin bu gruplarin apoptozu 6nledigini géstermektedir (Sekil 4.16.;

A: K grubu, B: D grubu, C: DM grubu, D: DE grubu, E: DEM grubu ve Sekil 4.17.).
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Sekil 4.16. Kaspaz-3 goruntileri (imminoreaksiyon). A: K grubu, B: D grubu, C: DM
grubu, D: DE grubu, E: DEM grubu (Bar: 100 um x200 bliytitme).
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Sekil 4.17. Kaspaz-3 analizleri (immiinoreaksiyon %).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: DEM grubuna goére anlamh artis (P < 0,05)
b: DE grubuna gore anlamli artis (P < 0,05)

4.5.2. Niikleer Faktor-Kappa B (NF-kB) Analizi Bulgulari

inflamasyon belirteci olan NF-kB analizlerinde K grubuna gére D grubunda
artis bulunmaktadir (P < 0,05). Bu durum DOX uygulamasinin TA kasinda meydana
getirdigi yogun inflamasyonu gostermektedir. Ayrica D grubuna gore mitokondri
transplantasyonu yapilan DM grubunda ve egzersiz yapan DE grubunda ve hem
egzersiz hem de mitokondri transplantasyonu yapilan DEM grubunda azalis
bulunmaktadir (P < 0,05). Bu veriler, egzersiz ve mitokondri transplantasyonunun,
DOX'un meydana getirdigi inflamasyonun 6nlenmesi acgisindan 6énemli oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.18.; A: K grubu, B: D grubu, C: DM grubu, D: DE grubu, E: DEM
grubu ve Sekil 4.19.).
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Sekil 4.18. NF-kB gortntileri (immunoreaksiyon) A: K grubu, B: D grubu, C: DM grubu,

D: DE grubu, E: DEM grubu (Bar: 100 um x200 biyttme).
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Sekil 4.19. NF-kB analizleri (immunoreaksiyon %).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna goére anlamh artis (P < 0,05)
b: D grubuna gore anlamli azahs (P < 0,05)

4.5.3. Dinamin iliskili Protein (DRP-1) Analizi Bulgulari

Mitokondri fizyon belirteci olan DRP-1 analizlerinde K grubuna gére D ve DE
gruplarinda artis bulunmaktadir (P < 0,05). Ayrica D grubuna gore mitokondri
transplantasyonu yapilan DM ve DEM gruplarinda azalis bulunmaktadir (P < 0,05)
(Sekil 4.20.; A: K grubu, B: D grubu, C: DM grubu, D: DE grubu, E: DEM grubu ve Sekil
4.21.).



.
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Sekil 4.20. DRP-1 gorintileri (imminoreaksiyon) A: K grubu, B: D grubu, C: DM grubu,
D: DE grubu, E: DEM grubu (Bar: 100 um x200 biyttme).
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Sekil 4.21. DRP-1 analizleri (imminoreaksiyon %).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna goére anlamh artis (P < 0,05)
b: D grubuna gore anlamli azahs (P < 0,05)

4.5.4. Mitofusin 2 (MFN-2) Analizi Bulgulari

Mitokondri flizyon belirteci olan MFN-2 analizlerinde K grubuna gére DM ve
DE gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis bulunmaktadir. D grubuna
gore egzersiz yapan DE grubunda istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis
bulunmaktadir. Ayrica D grubuna goére mitokondri tranplantasyonu yapilan DM
grubuna gore anlamliliga ¢ok yakin bir artis oldugu gortlmektedir (P = 0,054) (Sekil
4.22.; A: K grubu, B: D grubu, C: DM grubu, D: DE grubu, E: DEM grubu ve Sekil 23).
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Sekil 4.22. MFN-2 gorintileri (immiinoreaksiyon) A: K grubu, B: D grubu, C: DM

grubu, D: DE grubu, E: DEM grubu (Bar: 100 um x200 bliytitme).
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Sekil 4.23. MFN-2 analizleri (immunoreaksiyon %).

K: Kontrol grubu, D: DOX grubu, DM: DOX + Mitokondri grubu, DE: DOX + Egzersiz grubu,
DEM: DOX + Egzersiz + Mitokondri grubu.

a: K grubuna goére anlamh artis (P < 0,05)
b: D grubuna goére anlamhi artig (P < 0,05)
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5. TARTISMA

Bu tez gcalismasinda, si¢anlarda doksorubisin (DOX) ile olusturulan deneysel
iskelet kasi atrofisi modelinde, mitokondri transplantasyonu, egzersiz ve mitokondri
transplantasyonu ile egzersizin birlikte etkileri arastirildi. Bunun igin yiiksek dozda
DOX uygulamasi ile siganlarin tibialis anterior (TA) kasinda kas atrofisi meydana
getirildi. Sunulan c¢alismanin, diger mitokondri transplantasyonu uygulanan
calismalara gore 6zginligu hasar olustuktan sonra mitokondri transplantasyonu ile
tedavi etmek degil, daha 6nce saglikh mitokondrileri ilgili kasa vererek DOX’un neden
olacagl iskelet kasi atrofisinden kasi korumaktir. Ayrica egzersizin atrofiye karsi
beklenen koruyucu etkisi nedeniyle atrofi olusturulmadan 6nce yaptiriimasidir.

Mitokondri transplantasyonunun basarili sonuglar vermesinde izole edilen
mitokondrilerin kalite kontrol analizleri ve transfer edilecek mitokondrilerin dozunun
belirlenmesi dnemlidir. Bununla ilgili olarak sunulan tez calismasinda mitokondri
membran bitlinligl, mitokondri membran potansiyeli ve mitokondriyal protein
dizeyi degerlendirilmistir.

Tez galismasindan elde edilen veriler, mitokondri transplantasyonunun tek
basina kas atrofisinin dnlenmesi ile kas lifi enine kesit alaninin korunmasinda rol
oynamadigini fakat mitokondri enzimlerinde, mitokondriyal dinamiklerde ve
inflamasyonu 6nlemede etkin oldugunu gostermistir. Egzersizin, kas lifi enine kesit
alaninin korunmasinda, mitokondriyal parametlerde ve inflamasyonda etkin oldugu
gosterilmistir. Egzersiz ve mitokondri transplantasyonu birlikte uygulandiginda ise kas

atrofisinin 6nlenmesinde daha etkili olmustur.

5.1. izole Mitokondrilerin Kalite Kontrol Analizleri

Tez calismasinda, mitokondri transplantasyonu icin biseps femoris kasindan
alinan doku o6rneginden mitokondri izolasyonu yapilmistir. Mitokondri izolasyonu
oncesi kas dokusu o6rneklerinde MitoTracker Red CMXROS boyamasi ile izole edilecek
mitokondrilerin membran bitlnligini korudugu gozlemlenmistir. Bu calismada
izole mitokondrilerin aktif ve saglam oldugunu belirlemek icin mitokondri kalite

kontrol analizleri yapilmistir. McCully ve ark. iskemik kalp modelinde mitokondri
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transplantasyonunun etkilerini arastirmak icin sol ventrikil dokusundan izole ettikleri
mitokondrileri kullanmislar ve bu mitokondrilerin  membran butinlGgini
MitoTracker Orange CMTMROS ve zit boyama icin MitoFluor Green (MTG) boyamasi
ile gbstermistir (216). Mito Tracker Red CMXROS, negatif mitokondriyal membran
potansiyelleri (MMP) ile mitokondri icinde biriken lipofilik katyonik bir floresan boya
olmasina ragmen MTG floresansi, MMP'den bagimsiz olarak mitokondriyal kitlenin
bir 6l¢lisu olarak kullanilmaktadir (217, 218). Bu kapsamda g¢alismamizda izole edilen
mitokondrilerin membran biitlinligu MitoTracker Red CMXROS ve MitoSpy Green FM
boyalari ile boyanarak floresan mikroskopta gosterilmistir.

JC-1 boyasi, mitokondriye girebilen ve konsantrasyona bagli bir sekilde J
agregatlari adi verilen kompleksler olusturmaya baslayan lipofilik, katyonik bir
boyadir (213, 219). Proton pompalari (Kompleks I, Ill ve IV) tarafindan Uretilen
mitokondriyal membran potansiyeli, oksidatif fosforilasyon sirasinda enerji depolama
sirecinde 6nemli bir bilesendir (220). Bir calismada mezenkimal kok hiicrelerden
(MKH) izole edilen mitokondrilerin membran potansiyeli JC-1 boyamasi ile
gosterilmistir. izole mitokondrilerde kirmizi renk yogunlugu yiiksek zar potansiyelini,
kalitesini ve transplantasyon icin uygunluklarini géstermistir (190). Yine baska bir
¢alismada, Shi ve ark. insan karaciger kanseri hiicre hatti olan HepG2 hiicrelerinden
izole ettikleri mitokondrilerde JC-1 ile membran potansiyelini incelemisler ve
mitokondri membran potansiyeli normal oldugu icin yogun kirmizi floresan isimasi
gozlemlemislerdir (221). Sunulan calismada, mitokondrilerin intakt yani membran
potansiyelini stirdlrip stirdirmedigini analiz etmek i¢in JC-1 boyamasi yapildi, hemen
floresan mikroskopta incelenmistir ve gorildi ki izole edilen mitokondriler membran
potansiyelini sirdiirmekteydi. Mitokondri transplantasyonu yapilmadan 6nce hedef
dokuya verilecek mitokondrilerin dozunun ayarlanmasi biyiik 6Gnem arz etmektedir.
Mitokondri dozunu ayarlamak ve Olgmek icin hemositometre, partikiil sayici ve
mitokondriyal protein 6lcim gibi yontemler kullanilmaktadir (144). Zhao ve ark. yash
farelerde bilissel ve motor fonksiyonlari gelistirmek icin mitokondri transplantasyonu
gerceklestirmisler ve bu farelere verilecek dozu 5 mg/kg mitokondriyal protein olarak

belirlemislerdir (222). Lee ve ark. tendinopati modelinde mitokondri
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transplantasyonu icin MKH’den izole edilmis mitokondrilerin dozunu BCA protein
analizi ile 10 ve 50 pg/20 pl olarak belirlemislerdir (223). Bu ¢alismada, mitokondri
transplantasyonu yapilacak gruplara verilecek doz ve mitokondriyal protein diizeyini
belirlemek igin izole mitokondrilerin protein icerigi BCA protein analiz kiti kullanilarak
tespit edilmistir. Bunun sonucunda her bir sicanin her bir TA kasina verilecek dozun

6,5 ug/100 pl olmasina karar verilmistir.

5.2. DOX’un iskelet Kasi Uzerindeki Etkisi

DOX uygulamasi vyapilan siganlar incelendiginde tedavi gruplar ile
kiyaslandiginda TA kasi kitlesinde énemli bir azalma goézlenmistir. Vicut agirliklar
acisindan ise yine tedavi gruplarina gére anlamh bir dlistis gdzlenmistir. Bir calismada,
kronik DOX tedavisi sonucunda viicut agirliginda ve gastroknemius kas kitlesinde
azalma oldugu raporlanmistir (7). Baska bir calismada ise, tek basina timore veya
DOX’a maruz kalma, soleus kas kutlesinde yaklasik %13-16'lik bir azalmaya neden
olmustur. Kanser kemoterapisinin birlesik etkisi ile farelerin soleus kasi agirhginda ve
enine kesit alaninda benzer bir azalma ortaya ¢cikmistir (47).

Tez galismasinda DOX'un iskelet kas atrofisine neden oldugu elde edilen gesitli
verilerle gosterilmistir. Bu kapsamda DOX TA kas! enine kesit alaninda kontrol grubu
ile kiyaslandiginda azalmaya (P < 0,05) neden olmus olup bu veri kas atrofisinin primer
bulgusu olarak degerlendirilmistir. Nitekim bu enine kesit alanindaki azalma
incelenen mevcut literatir ile korelasyon gostermistir. Soyle ki, sakrifikasyondan 48
saat once uygulanan DOX (20 mg/kg) enjeksiyonu, diyafram, soleus ve plantaris
kaslarinda lif capinda énemli bir azalma ile sonuglanmistir. Ayni ¢alismada DOX ile
tedavi, diyafram, plantaris ve soleus kaslarinda tip I, tip lla ve tip lix/b'de kas lifi
capinda 6nemli bir azalma gostermistir (39). Baska bir calismada, DOX uygulamasinin,
kontrolleri ile karsilastinldiginda kas lifi capint %17 oraninda énemli 6l¢lide azalttigi
sonucuna varilmistir (42). Baska bir calismada ise yine, tek doz DOX (15 mg/kg)
uygulamasi ile EDL kasinin enine kesit alaninda bir azalma meydana gelmistir (17).

DOX uygulamasi ile olusturulan karaciger toksisitesi modelinde TAS seviyeleri

azalmis ve TOS seviyeleri karaciger dokusunda artmistir (224). Baska bir calismada ise
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DOX ile olusturulan miyokart hasarinda TAS seviyelerinin azaldigi ve TOS seviyelerinin
kalp dokusunda arttig1 gosterilmistir (225). Calismamizda kas dokusu orneklerinde D
grubunda TAS seviyeleri diger tedavi gruplarina gore azalmis ancak istatistiksel
anlamlihiga ulasmamistir. Kas dokusu TOS seviyelerinde ise D grubu DE ve DEM
gruplarina yiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir.

DOX uygulamasi, kas atrofisi nedeniyle mitokondriyal enzim parametrelerinde
de azalisa neden olmustur. DOX un SDH aktivitesini azalttigini gdsteren bir calismada
izole edilmis kalp mitokondrisine 3.5 uM DOX uygulamasi SDH aktivitesinde azalmaya
neden olmustur (226). DOX ile tedavi edilen hastalarda, kontrollere kiyasla kalp
kasinda SDH aktivite oraninda azalma goérulmustir (227) Campejl ve ark. DOX ile
olusturulan kaseksi modelinde TA kaslarinda DOX’un neden oldugu SDH enzim
aktivitesi azalisini raporlamislardir (228). Calismamizda SDH analizi yapiimistir ve elde
edilen verilere gbre DOX verilen grupta (D) diger tim gruplara gore istatistiksel olarak
anlaml bir azalis bulunmustur (P < 0,05).

Kaspaz-3, kas atrofisi sirasinda kas proteini sentezinin bozulmasinda dnemli
bir rol oynamaktadir (229). Daha da 6nemlisi, kaspaz-3'liin ROT tarafindan da aktive
edilebilecegini ve DOX uygulamasinin kardiyomiyositlerde kaspaz-3 aktivasyonunu
destekledigi gosterilmistir (230). Smuder ve ark. DOX ile tedavi edilen hayvanlarin
iskelet kasinda oksidatif stresin ve hiicresel proteazlarin (kalpain ve kaspaz-3)
aktivasyonunun arttigini bildirmistir (19). Bu ¢alismada ise apoptoz belirteclerinden
olan kaspaz-3 analizi verilerinde DOX'un etkisi ile kontrol, DE ve DEM gruplarina gore
D grubunda artis olmus ama DE grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
bulunmustur (P < 0,05).

Mitokondriyal dinamiklerin (DRP-1, MFN-2 gibi) DOX uygulamasi ile etkilendigi
cesitli calismalarda gosterilmistir. Bir calismada erkek F344 farelerine 20 mg/kg DOX
enjekte edilmis ve DRP-1 protein icerigini artirdigi bulunmustur (231). DOX
uygulamasi sonrasi kalpte DRP-1 Ser616 fosforilasyon seviyelerinin arttigi da 6ne
surilmustir (232).

MFN-2 ifadesi, mitokondriyal biyogenezde yer alan genlerin ifadesi ve belli

antioksidan sistemler icin de gerekli olan 6strojenle iliskili reseptor a (ERRa) ile birlikte



72

PGC-1a ko-aktivasyonu tarafindan yonlendirilir (233). DOX ile birlikte iskelet kasinda
MFN-2 protein seviyelerinin arttigi gosterilmesine ragmen bazi ¢alismalarda bu
seviyenin azaldigl ya da higbir degisiklik gdstermedigi rapor edilmistir. Calismamizda,
mitokondriyal fizyon analizlerinden DRP-1 analizi bulgulari da D grubunda artmis olup
(P < 0,05), mitokondriyal fizyon analizi MFN-2 ise kontrol grubu ile ayni seviyede
kalmistir.

NF-kB aktivasyonu, DOX ile tedavi edilen endotel hiicrelerinde ve
kardiyomiyositlerde pro-apoptotik etki gostermistir (234). Bir ¢alismada ise iskelet
kasinda DOX’un NF-kB aktivasyonunu artirdig1 gésterilmistir (235). DOX mitokondriyal
ROT'a bagimli ve P38 MAPK yolaklari araciligiyla NF-kB aktivasyonunu uyarmistir
(236). Bu calismada inflamasyon agisindan TA kaslarina NF-kB ifade analizi yapilmistir.
Bu analizden elde edilen bulgularda, D grubundaki artis kontrol grubuna goére

istatistiksel olarak anlamlilik gosterilmistir (P < 0,05).
5.3. iskelet Kasi Atrofisinde Mitokondri Transplantasyonunun Etkisi

Mitokondri transplantasyonu, cesitli hastaliklarin tedavisi icin son vyillarda
umut verici bir ydntem olarak ortaya cikmistir. Bu yontemin, insan klinik deneylerinde
kardiyak iskemi-reperflizyon tedauvisi icin yararh oldugu bildirilmistir (237) ve ayrica
mitokondriyal islev bozukluguna bagh kalp, bobrek, karaciger, akcigerler, yaslanma ve
beyin hastaliklarini tedavi edici etkisi preklinik calismalarda da gosterilmistir (195,
198, 238-240). iskelet kasinda mitokondri transplantasyonu etkileri ile ilgili ¢cok az
sayida arastirma bulunmasina ragmen bu az sayidaki arastirmalarin sonuglari iskelet
kas! atrofisi ve hasarinda muhtemel tedavi olarak gosterilmesine yol agmistir. Son
yillarda bir¢ok calisma ile, ekzojen mitokondrilerin direkt sistemik enjeksiyon ve
intranazal olarak in vivo ve ko-inkibasyon gibi in vitro yontemlerle hedef doku ya da
hiicrelere biyodagilimi gosterilmistir (143).

Alway ve ark. iskelet kasi hasari modelinde, mitokondri transplantasyonu ile
farelerde sistemik inflamasyonun artmadigini géstermistir. Ek olarak, hasardan 7 giin
sonra mitokondri transplantasyonu ile kas kiitlesi azalmamis ve kas kesitlerindeki

kollajen ve diger kasilmayan doku ylizdesi daha disiik bulunmustur. Kas agirhg ve
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maksimal kas kuvveti, hasardan 14 giin sonra kontrol seviyelerine geri donmistir
(24). Kim ve ark., deksametazon ile olusturulan kas atrofisinde mitokondri
transplantasyonu ile kas kutlesinde 1,5 kat artisin oldugunu géstermislerdir (25).
Galismamizda, DOX uygulamasi ve mitokondri transplantasyonu yapilan sicanlar
incelendiginde kontrol grubu ile kiyaslandiginda TA kas kitlesinde artis meydana
gelmis ancak istatistiksel olarak anlamliik bulunmamistir. Fakat mitokondri
transplantasyonu yapilan bu sicanlarin son viicut agirliklari kontrol ve D grubuna goére
artmis olup bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P < 0,05).

Deksametazon vyoluyla olusturulan iskelet kasi atrofisinde mitokondri
transplantasyonunun etkileri in vivo ve in vitro incelenmistir. L6 hiicrelerinde 1 uM
deksametazon ile kas atrofisi indiklenmis ve bu hiicrelere izole mitokondrinin
transplantasyonu atrofik kas hicrelerinde kas atrofisinin altinda yatan
AMPK/Fox0O3/Atrogene yolunu bloke etmistir (241). Tez calismasinda DOX’un iskelet
kas atrofisine neden oldugu cesitli parametrelerde gosterilmis olup mitokondri
transplantasyonunun bu kas atrofisini engelleyip engellemeyecegi arastirilmistir. Bu
kapsamda DOX, TA kasi enine kesit alaninda azalmaya neden olmus ama mitokondri
transplantasyonu ile kas lifi enine kesit alani artis gostermesine ragmen istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir.

Ulger ve ark. karaciger toksisitesi modelinde mitokondri transplantasyonunun
etkilerini arastirmislar ve oksidan-antioksidan parametrelerini incelemislerdir.
Mitokondri transplantasyonu ile TOS seviyelerinin azaldigini gostermislerdir (198).
Calismamizda DM grubunda TAS seviyelerinin K ve D grubuna goére arttigl ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadigi gérilmistiir. TOS seviyelerinin ise K grubu ile ayni
dizeylerde kaldigi gésterilmistir.

Beyin iskemi-reperflizyon hasarinda ekzojen mitokondri transplantasyonunun
apoptotik hiicre sayisini ve kaspaz-3 seviyelerini azalttigi bulunmustur (242).
Mitofusin proteinleri, ekzojen ve endojen mitokondrilerin flizyona ugradig
bolgelerde yogunlasir ve MFN-1 ve MFN-2 mitokondri transplantasyonu ile artis
gosterir (243). Bir kardiyak arest modelinde ise DRP-1 seviyelerinin arttigl, ekzojen

mitokondri transplantasyonu ile bu seviyenin azaldigi gortlmuistir (238). Mitokondri
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transferinden 48 saat sonra atrofik hiicrelerde, AMPK aktivasyonu ve PGC-la ifadesi,
hicre ici ATP igerigi ile tutarh olarak doza bagl bir sekilde normal seviyelere
donmustlr (241). Sunulan tez calismasinda, TA kasi atrofisi nedeniyle mitokondriyal
enzim parametrelerinden SDH analizinde D grubuna goére mitokondri
transplantasyonu yapilan DM grubunda anlamli artis bulunmustur (P < 0,05). Apoptoz
belirteglerinden olan kaspaz-3 bulgularinda DE ve DEM gruplarina gore mitokondri
transplantasyonu yapilan DM grubunda istatistiksel olarak anlamli artis gosterilmistir
(P<0,05). Bunun sebebi ise mitokondri transplantasyonunun bir re-modeling yaparak
apoptoz ile indiklenmis proliferasyon ile ylikselmis oldugu distnulmustir (244).
Mevcut literatir ile kiyaslandiginda ise calismamizda iki doz ve iki glinlik bir bekleme
suresi olmasi bu artistan sorumlu olabilecegi olarak yorumlanmistir. Clinkl iskelet
kasi atrofisi ve iskelet kasi hasari calismalarinda siurenin daha uzun oldugu
gosterilmistir (24, 25). Mitokondriyal fizyon analizlerinden DRP-1 analizi bulgulari da
gosteriyor ki D grubunda artmis olan bu parametre mitokondri transplantasyonu
yapilan DM grubunda istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalmistir (P < 0,05).
Mitokondriyal fizyon analizi MFN-2 bulgularinda ise kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde artis bulunmustur ve D grubuna gore de artis oldugu gozlenmis ancak
istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamistir.

Mitokondriyal islev bozuklugu, kontrolsiiz ROT salinimi ve NF-kB aktivasyonu
yoluyla inflamasyonun artmasina neden oldugu gosterilmistir (245). Tendinopati
modelinde mitokondri transplantasyonu, doku inflamasyonunun onemli bir
dizenleyicisi olan NF-kB seviyesindeki hasara bagli artisi ve proinflamatuar belirteg
(IL-1B ve IL-6) seviyeleri ile birlikte NF-kB sinyal yolagini baskiladigi gdzlenmistir (223).
Calismamizda, DM grubunda inflamasyon parametrelerinden NF-kB ifadesi

incelendiginde TA kaslarinda inflamasyonun azaldigi gésterilmistir (P < 0,05).
5.4. iskelet Kasi Atrofisinde Egzersizin Etkisi

iskelet kaslarini gérevi sadece hareket degil, ayni zamanda viicutta glikoz
metabolizmasini ve patolojik durumlarda diger organlar icin yakit deposunu

diizenledigi gbzlenmistir (70). iskelet kasi atrofisi, hareketsizlik/kullaniimama gibi
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katabolik hastaliklar nedeniyle net protein, organel ve sitoplazma kaybindan
kaynaklanmaktadir (71). ilk defa 1979’da, egzersizin DOX'un meydana getirdigi toksik
etkilere karsi terapotik etkiler ortaya cikardigi raporlanmistir (134).

Bu calismada DOX ile meydan gelen iskelet kas atrofisinde kosu bandi
egzersizinin etkileri incelenmistir. Bu kapsamda DOX uygulamasi yapilmadan once
sicanlar kosu bandi egzersizine tabi tutulmustur. Bir ¢alismada, insanlarda 14 ginlik
tek bacak immobilizasyonu sirasindaki direng egzersizinin, kuadriseps kas kutlesini
korumak icin yeterli oldugu gosterilmistir (116). DOX uygulamasi ve egzersiz yaptirilan
sicanlarin TA kas kutlesi incelendiginde DOX tedauvisi ile yapilan aerobik egzersiz, kas
kiitlesini, lif enine kesit alanini, maksimum aerobik kapasiteyi artirmis ve kas
yorgunlugunu azaltmistir. Bu DOX'un kas performansi ve biyoenerjetik lzerindeki
olumsuz etkilerini baskilayarak AMPK aktivasyonu ile iliskilendirilmistir (7). Bu
¢alismada ise TA kas kitlesinde kontrol grubuna gore DE grubunda artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P < 0,05). Bununla birlikte egzersiz yapan bu gruptaki
sicanlarda TA kas kitlesi D ve DM gruplarina goére daha fazla kas kitlesine olup
istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlemlenmistir. Son viicut agirliklari ise hem
kontrol hem de D grubuna goére artmistir (P < 0,05). Bu grupta yine TA kasi-mg/SVA-
gr orani agisindan da kontrol ve DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli artis
bulunmustur (P < 0,05). Ayrica D grubuna gore DE grubunda anlamliliga cok yakin bir
artis goézlemlenmistir (P = 0,052). Egzersizin koruyucu etkisi ile TA kasinin enine kesit
alaninda artis meydana gelmis ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli bulundugu
gosterilmistir (P < 0,05).

Berzosa ve ark. egzersiz yapan ve yapmayan bireylerde antioksidan durumlari
incelemisler ve egzersizin TAS seviyelerini artirdigini bulmuslardir (246). TAS
seviyeleri dinlenimden egzersiz sonrasi doneme kadar 6nemli dlcide yikselmis ve 24
saat boyunca egzersiz 6ncesi seviyelerin lizerinde kalmistir (247). Kocabas ve ark.
voleybol oyuncularinda aralikli egzersizin oksidan ve antioksidan parametreleri
Uzerine etkisini incelemisler ve voleybol magi sonrasinda TOS seviyelerinin disiik

oldugunu gostermislerdir (248). Calismamizda TAS seviyeleri DE grubunda K grubuna



76

gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artis bulunmustur (P < 0,05). TOS seviyeleri ise
yine DE grubunda hem K hem de DM grubuna azalis meydana gelmistir (P < 0,05).
Bir c¢alismada egzersiz ve DOX birlikte kullanilmasi 6nemli olglde
mitokondriyal enzim olan sitrat sentaz seviyelerini artirmis ve bu egzersizin
mitokondriyal biyogenezi uyarabilecegini distindUrmistir (48, 249). Calismamizda,
egzersiz mitokondriyal enzim parametresi SDH artisina neden olmustur (P < 0,05).
Son galismalar, 85 giin yatak istirahati sirasinda eszamanh egzersizin, geng
erkeklerin vastus lateralis kasindaki mitokondriyal fonksiyonu ve oksidatif
metabolizmay! normallestirdigini gdstermistir (125). Mitokondriyal biyogenezin ana
dizenleyicisi olarak bilinen PGCla ifadesinin, atrofik kosullar altinda gastroknemius
kasinda 6nemli Olglide azaldigi ve genetik maniptllasyon yolu ile indiklenen
PGCla’nin ifadesinin artisi, FoxO3'U baskilayarak tibialis anterior kasindaki tip Il lif
atrofisini azalttig bulunmustur (138). Egzersizle birlikte kalpteki kaspaz-3 aktivitesi,
DOX tedavisinden sonra yiikselmemistir (250). iskelet kasi lifleri, kalpain ve kaspaz-3
gibi proteaz aglariicermektedir (251). Egzersiz, iskelet kasinda kalpain ve kaspaz-3 'iin
DOX kaynakli aktivasyonunu azaltmistir (19). Song ve ark. aerobik egzersizin siganlarin
baldir kasinda ve soleus kasinda kaspaz-3 aktivitesini, Bax ve Bax/Bcl2 oranini
disarirken Bcl-2 diizeylerini artirdigini belirtmistir (252). DRP-1 ifadesinin tip 2
diyabetik farelerde kas insilin direncine katkida bulundugu bildirilmigtir (253). DOX
uygulamasi yapilan hayvanlarda egzersizle kalp ve soleus kaslarindaki MFN-2 protein
seviyesi degismemistir (20). DRP-1, MFN-2 ve PGC-la ifadeleri, egzersizin 45.
dakikasinda ve toparlanma doéneminde gastroknemius kasinda ©6nemli Olglide
artmistir (254). Calismamizda, kazpaz-3 analizi bulgularinda ise DE grubu kontrol
dizeylerinde olup bu diizey istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Mitokondriyal
fizyon parametresi olan DRP-1 analizi bulgularinda ise DE grubunda DRP-1 ifadesi
istatistiksel olarak yuksek bulunmustur (P < 0,05). Mitokondriyal flizyon analizi MFN-
2 bulgularinda ise kontrol grubuna gore ve D grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde artis bulunmustur (P < 0,05).
Vella ve ark. normal insan iskelet kasinda fosfo-NF-kB (p65) protein seviyelerinin

egzersizden 2 saat sonra arttigini ve egzersizden 4 saat sonra bazal seviyelere geri
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dondugini gostermistir (255). Baska bir ¢calismada Liu ve ark. diyabetik farelere
uygulanan egzersizin, IkBa/NF-kB yolaginin aktivasyonunun azaldigini rapor etmistir
(256). Bu calismada ise egzersizin etkisiyle DE grubunda da inflamasyon

parametrelerinden NF-kB ifadesi TA kaslarinda azalmistir (P < 0,05).

5.5. iskelet Kasi Atrofisinde Egzersiz ve Mitokondri Transplantasyonunun

Birlikte Etkisi

Birka¢ ¢alismada DOX uygulamasi vicut agirliginda énemli bir azalma ile
sonucglanmistir (14, 46). Baska bir calismada ise vicut agirhgindaki azalmaya iskelet
kasi agirhgindaki azalma da eslik etmistir (8). Azalan iskelet kasi agirhgina paralel
olarak, DOX ile azalmis bir kas lifi enine kesit alani olma egiliminde oldugu
gosterilmistir  (59). Bununla birlikte hem egzersizin hem de mitokondri
transplantasyonunun tek baslarina kas agirliginda ve kas lifi enine kesit alaninda artisa
yol actigl cesitli calismalarda gosterilmistir (24, 25, 257). Deksametazon ile
olusturulan soleus kasi atrofisinde her bir kasa 0,5 ve 5 pg dozlarda verilen mitokondri
kas kitlesini ve kas enine kesit alanini artirmistir (25). Dickinson ve ark. total 12 mg/kg
DOX uygulanan hayvanlara uyguladiklari kosu bandi egzersizi ile hem tip 1 hem de tip
2 kaslarin enine kesit alanlarinda artis oldugunu gostermislerdir (136). Calismamizda,
DOX uygulamasi ile meydana gelen kas atrofisini dnlemek icin DEM grubundaki
sicanlara hem egzersiz hem de mitokondri transplantasyonu yapilmistir. Bu gruptaki
sicanlarda TA kas agirligi diger bitln gruplara gore artis géstermistir (P < 0,05). Ayrica
son vicut agirhgr D grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek
bulunmustur (P < 0,05). TA kasi-mg/SVA-gr oraninda da artis meydana gelmis ancak
bu artis sadece mitokondri transplantasyonu yapilan DM grubu ve kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P < 0,05). Bu calismada DOX’un iskelet
kasi atrofisine neden oldugu gosterilmis olup mitokondri transplantasyonuna ek
olarak bu gruptaki sicanlara egzersiz yaptirilmistir. Bu kapsamda kas atrofisini
engelleyen en iyi grup olarak DEM grubu gosterilmistir. TA kasi enine kesit alaninda
meydana gelen bu artis hem D hem de DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (P < 0,05).
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Egzersizin ve mitokondri transplantasyonunun TAS ve TOS seviyeleri
Uzerindeki olumlu etkileri ayri ayri ¢alismalarda gosterilmistir (198, 258, 259). Hem
egzersiz hem de mitokondri transplantasyonunun birlikte etkisini gésteren ¢alisma
yapilmamis olup bizim ¢alismamizda birlikte etkileri incelenmistir. Buna gore TOS
seviyeleri DEM grubunda K, D ve DM gruplarina gore distk bulunmus ancak
istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir. TAS seviyeleri ise DEM grubunda diger tim
gruplara gore en yiliksek grup olup K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P < 0,05).

Mitokondri hedefli bir antioksidan (SS31) ile tedavi, mitokondriyal ROT’u,
oksidatif stresi, proteaz aktivasyonunu ve kas lifindeki atrofiyi 6nlemistir (260). DOX
uygulamasindan 6nce yapilan egzersiz etkili bir stratejidir. Tek bir DOX dozundan
kaynaklanan akut toksisiteye karsi koymak icin (10-20 mg/kg), egzersiz oksidatif
hasari, artmis apoptotik sinyallesmeyi ve degismis mitokondriyal biyogenezi
dizeltebilir (20, 261, 262). Mitokondriyal oksidatif kompleks | enzimleri mitokondriyal
transplantasyondan 7 giin sonra, doza bagimli bir sekilde artmistir (25). Baska bir
calismada ise, miyokart iskemisi hasarinda kardiyomiyositlerin genel oksidatif
kompleks enzimleri 6nemli 6l¢lide azalmis olup bu azalma kismen mitokondriyal
transplantasyon ile diizelmistir. Ayni calismada transplantasyon yapilmayan farelere
kiyasla, kaspaz-3 ifadesinde 2,3 kat azalma ve Bax/Bcl-2 oraninda 2,2 kat azalma
gosterilmistir (204). iskelet kasindaki mitokondriyal fiizyon ve fizyon proteinlerinin
gen ifadesi, oksidatif fosforilasyonun etkinligini nemli dlclide etkileyebilecek uzun
sureli egzersiz sirasinda artan metabolik talebe hizla yanit verebilir (263).
Mitokondriyal flizyonun tetiklenmesi igin egzersiz grubunda MFN-2 ve Optik atrofi-1
(OPA-1) ifade seviyelerinin ylikseldigi gosterilmistir, oysa mitokondriyal fizyon protein
ifade seviyelerinin fiziksel aktivite grubunda degismedigi gosterilmis olup bunun da
mitokondriyal fiizyona gecisin oldugunu disindlirmustir (264). Calismamizda, DEM
grubu mitokondriyal enzim parametresi olan SDH diizeylerinin istatistiksel olarak
anlaml derecede yikseldigi gortlmuistir (P < 0,05). Apoptoz belirteclerinden olan
kaspaz-3 analizi bulgularinda DEM grubu kontrol grubu seviyelerinde bulunmus ancak

bu seviye istatistiksel olarak anlamli olmamistir. Mitokondriyal fizyonun belirteci olan
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DRP-1 analizinde ise yine mitokondri transplantasyonu yapilan DM grubu gibi DEM
grubunda da istatistiksel olarak anlamli azalis meydana gelmistir (P < 0,05).
Mitokondriyal flizyon belirteci olan MFN-2 bulgularinda ise DEM grubunda hem
kontrol hem de D grubuna gore artis meydana gelmis ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir.

NF-kB sinyal yolagi ile ROT Uretimi arasinda bir iliskinin oldugu bildirilmis ve
bazi NF-kB tarafindan dizenlenen genler, hiicredeki ROT miktarini diizenlemede
onemli bir rol oynarken, ROT'un NF-kB sinyallesmesinde ¢esitli inhibe edici veya
uyarici rolleri vardir (265). Mokthari ve ark. mitokondriyal transplantasyonun
mitokondriyal islevi ve mitokondriyal biyogenez ve flizyon genlerinin ifadesini eski
haline getirdigini ve mitokondriyal fizyon geninin ifadesini ve inflamatuar sitokinlerin
seviyelerinin azaldigini rapor etmistir (266). Mitokondriyal transplantasyon sistemik
inflamasyonu azaltarak organ hasari ile iliskili olan septik farelerin hayatta kalma
oranini artirmistir (267). Transplante edilen mitokondri, doku oksidatif ve inflamatuar
sinyalini azaltarak akciger fonksiyonunu iyilestirmistir (268). Calismamizda,
mitokondri transplantasyonu ve egzersizin yapildigi bu DEM grubunda inflamasyon
acisindan NF-kB ifadesi en fazla azalmis olup bu azalisin istatistiksel olarak anlamli

oldugu gosterilmistir (P < 0,05).

5.6. DOX, Egzersiz ve Mitokondri Transplantasyonunun Sistemik Etkileri

Bobrek hasari modelinde disiik doz DOX uygulamasi ile serum ire
seviyelerinin yiksek bulundugu gosterilmistir (195). Calismamizda serum (re
seviyeleri D ve DM gruplarinda kontrol grubuna goére anlaml derecede yiiksek
bulunmustur (P < 0,05). Diyabetik iskelet kasinda DOX ile indiiklenen oksidatif stres
LDH seviyelerinin ylikselmesine neden olmustur (269) ve bu yiikselen LDH NF-kB
aktivasyonuna yol acmistir (235). Calismamizda, serum LDH dizeyleri ise DOX
uygulamasi ile artmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bir calismada,
15 mg/kg DOX uygulamasi ile karaciger hasarini gosteren ALT ve AST diizeyleri kontrol
grubuna gore yikselmistir (270). Calismamizda da serum ALT ve AST dizeyleri D
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grubunda kontrol grubuna goére yikselmistir. Bu ylikselmeler istatistiksel olarak
anlamli degildi.

Jabbari ve ark. akut bébrek iskemi-reperflizyon modelinde pektoralis majér
kasindan aldiklari doku 6rneginden izole ettikleri mitokondrileri iskemik bdbrege
transplant ettiler. Kan analizleri agisindan kan Ure nitrojen ve kreatinin degerlerinde
onemli azalislari rapor etmislerdir (271). Arjmand ve ark. gentamisin ile renal
proksimal tibuler hicreler Uzerinde olusan toksik hasara karsi izole edilmis
mitokondri nakli etkisini incelemistir. Tlbuler hiicrelerde 4 saatlik mitokondri ko-
inkilbasyonundan sonra LDH aktivitesi azaldigini raporlamislardir (272). DOX'un
neden oldugu toksik etkilerin belirteci olan serum {ire analizi ise DM grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yukselmistir (P < 0,05). Ancak D grubuna gore azalis
olmasina ragmen bu bulgu istatistiksel olarak anlamli degildi. Serum LDH diizeyleri ise
mitokondri transplantasyonu ile artmis ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
Ayrica serum ALT ve AST diizeyleri hem kontrol hem de D grubuna gore yikselmistir.
ALT ylksekligi istatistiksel olarak anlaml olmakla beraber (P < 0,05) AST artisi anlamli
degildi.

Ure, amino asit katabolizmasinin bir atik Uriinidiir. Uzay ucgusu ve
hareketsizlik sirasinda bireylerde asiri protein parcalanmasi goruliir (273). Egzersiz,
kas protein sentezi oranlarini hizlandirir ve artan protein sentezi hizi, egzersizden
saatler sonra devam eder (274). Egzersiz serum (ire konsantrasyonlarini disurir ve
hepatik protein katabolizmasini inhibe edebilir veya renal tre atilimini artirabilir
(275). Cahsmalar, egzersizin insilin duyarhligini, iskelet kasi reseptorlerindeki
degisiklikleri, glikoz tasiyici diizenleyicilerin ifadesi ve ardindan lipoliz yoluyla iskelet
kasina enerji saglamak icin karaciger dokusu aktivitesinde artisa neden olan AMP,
glikojen sentaz ve lipit metabolizmasini artirdigini gostermistir (276). Uzun sireli
fiziksel egzersiz AST, ALT, kreatin kinaz (CK) ve LDH gibi kas hasari biyokimyasal
belirteclerinde gecici olarak ylikselmeler ile sonuglanir (277). Akut fiziksel egzersizin
etkilerini incelemek icin egzersizden alti saat sonra tikenene kadar vyiksek
yogunlukta (maksimum oksijen tiiketiminin (VO2max) %80'i) kosan siganlarda ALT ve

AST'de onemli bir artis gozlemlenmistir (278). Calismamizda, egzersizle birlikte
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sistemik etkiler gosterilmistir. Serum Ure analizi hem kontrol hem de DM grubuna
gore anlamli derecede dislk bulunmustur (P < 0,05). Egzersizin nefrotoksisiteye karsi
koruyucu etkisi bu grupta gézlenmistir. Serum LDH analizlerinde ise egzersizin etkisi
kendini gostermis olup D ve DM grubuna gore disik bulunmustur ve bu dustklik
istatistiksel olarak anlamliik bulunmamistir. Ayrica serum ALT ve AST dizeyleri
egzersizin etkisiyle kontrol grubuna gore yikselmistir. ALT yiksekligi istatistiksel
olarak anlaml olmakla beraber (P < 0,05) AST artisi anlamli bulunmamistir .

Hasarli kasta laktat birikimi, kas atrofisinin baska bir gostergesi olarak kabul
edilmekte, ¢linkl artan laktat seviyeleri kas yorgunluguyla dogrudan iliskili olup kas
kasilma kuvvetini ve enerji metabolizmasini azaltmaktadir. DOX uygulamasindan
once kosu bandi egzersizi hepatosit hasarinin 6nlenmesinde onemli sonuglar
gostermistir (279-281). Calismamizda, serum LDH diizeyleri ise DEM grubunda yine
azalmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica serum ALT ve AST
diizeyleri hem kontrol hem de D grubuna gére DEM grubunda yiikselmistir. ALT
yluksekligi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmakla beraber (P < 0,05)

AST artist anlaml bulunmamistir .
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglarina gore;

1.

Yiiksek doz DOX kullanimi akut olarak kas atrofisine neden olmustur. Bu nedenle,
son vicut agirliklar, tibialis anterior kasinin enine kesit alani, SDH mitokondri
enzim aktivitesi, serum Ure dlzeyleri ve MFN-2 diizeyleri azaldi. Buna karsin
kazpaz-3 dizeyi, NF-kB diizeyi ve DRP-1 dizeyleri artmistir. Kas atrofisinin
gelisiminde mitokondriyal enzim, mitokondriyal fizyon ve inflamasyonun etkisi
goze carpmaktadir.

Mitokondri transplantasyonu vyapilan grupta kas atrofisinin onlenmesinde
mitokondriyal parametreler Gzerinde olumlu etkiler gozlendi. Bu kapsamda, son
vicut agirliklari, SDH diizeyleri ve MFN-2 diizeyi ylkseldi ve NF-kB diizeyi, DRP-1
diizeyi azaldi. Mitokondri transplantasyonunun etkisi daha ¢ok mitokondriyal
enzimler, mitokondriyal dinamikler ve inflamasyon (izerinde meydana gelmistir.
Egzersiz yaptirilan grupta ise kas atrofisinin dnlenmesinde énemli sonuglar elde
edilmistir. Buna gore, tibialis anterior kas agirhgi, son vicut agirliklari, tibialis
anterior kasi enine kesit alani, SDH diizeyi, DRP-1 diizeyi, MFN-2 dlizeyi ve toplam
antioksidan seviyesi artmistir. Serum Ure dizeyleri, kaspaz-3 dilizeyi, NF-kB
diizeyi ve toplam oksidan seviyesi azalmistir. Egzersizin etkisiyle literatir ile
uyumlu olarak serum ALT dizeyleri de artmistir. Egzersizin kas atrofisine karsi
etkili bir terapotik yontem oldugu literatirle baglantili olarak bu ¢alismada acikca
gosterilmistir. Egzersizin etkisi daha ¢ok mitokondriyal enzimler, mitokondriyal
dinamikler, apoptoz, antioksidan seviyeler Gizerinde kendini gdstermistir.
Mitokondri transplantasyonu ve egzersizin birlikte uygulandigi grupta ise tim
parametrelerde olumlu anlamda en iyi degisiklikler meydana gelmistir. Buna
gore, tibialis anterior kas agirligi, son vicut agirliklar, tibialis anterior kasi enine
kesit alani, SDH dlizeyi ve toplam antioksidan seviyesi artmistir. Kaspaz-3 diizeyi,
NF-kB diizeyi ve DRP-1 diizeyi azalmistir. Kas atrofisinin 6nlenmesinde
mitokondri transplantasyonu ve egzersizin etkisi ise enine kesit alaninin en fazla

artisi saglamis olup, mitokondriyal parametrelerdeki artis kendini géstermistir.
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Bu sonuglar, egzersizin kas atrofisinin énlenmesindeki roltiniin 6nemli oldugunu

ve mitokondri transplantasyonu ile birlikte daha fazla etkili oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismadaki sonuglarin ileriki ¢alismalara ve klinikte kullanimina iligkin bazi
kritik 6neriler de bulunmaktadir. Bunlar:

1. Bu calismada kullanilan kas atrofisi modeli DOX dozuna baglh olarak akut etkileri
gosterdigi icin tedavi gruplarindaki etkilerin gozlenmesi icin erken olabilir.
Ozellikle sadece mitokondri transplantasyonu yapilan gruplarda bazi yararli
etkilerin gozlenmesi icin 48 saatlik DOX slresi yerine 7 ya da 14 giinlik bekleme
surelerine ihtiyag¢ duyulabilir.

2. Bu bekleme surelerinde DOX i¢in bu ¢alismada kullanilan 20 mg/kg dozu yerine
daha diisiik doz daha uzun siire kullanilabilir. Clinkl yiksek dozda uzun siirelerde
hayvan kaybi olasilig1 yiiksek olarak degerlendirilmistir.

3. Galismamizda hem mitokondri transplantasyonu hem de egzersizin etkileri
incelenmistir. Bu iki koruyucu tedavi seklinin etkileri ¢ok daha iyi oldugu igin
klinikte kullanilabilir 6zellikte olabilir.

4. Transplante edilen mitokondrilerin atrofi olusmadan dnceki egzersiz programi ile
etkinliginin daha arttigi cesitli parametrelerde go6sterilmis olup, gelecek

calismalarda ya da klinikte birlikte kullanimi degerlendirilebilir.

Bu calismadaki en 6nemli kisithliklar:

1. Yuksek dozda DOX uygulamasi (20mg/kg) hayvan kaybi olasihgini artirdigi igin
koruyucu tedavilerin uzun streli etkileri incelenememistir.

2. Calismamiz, mitokondri transplantasyonunun koruyucu etkilerini incelemek
Uzere kas atrofisinden 6nce uygulandigi icin literatiirdeki ilk calisma olma 6zelligi

tasimaktadir. Bu ylzden hassas bir mitokondri doz ¢calismasi yapilamamistir.
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