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OZET

Uzun stireli siddetli egzersiz veya yogun fiziksel aktivitenin motor noron diizeyinde ne tip
ultrastriiktiirel ve molekiiler yanitlara yol agtigi ile ilgili yeterli bilimsel veri mevcut degildir.
Fiziksel aktivite ve motor ndron harabiyeti iliskisine iligkin pozitif sonuglar gosteren birtakim
epidemiyolojik calismalarla, diger olasi etkenlerin etkilerini ekarte ederek egzersizin saf etkisine
yonelik yorum yapmak miimkiin degildir. Epidemiyolojik c¢aligmalarla entegre temel bilim
caligmalart bu iligki ile ilgili giicli kanitlar verebilir. Bu ¢alisma yiiksek siddetli-aralikli kronik
kosu egzersizi uygulanan sigcanlarda motor korteksteki motor noronlarla servikal ve lomber
omurilikteki 6n boynuz motor néronlarinda ultrastriiktiirel morfolojik ve molekiiler birtakim
degisiklikleri incelemek amaciyla yapildi. 30 adet Wistar albino erkek sigan 3 gruba ayrildi;
sedanter kontrol grubu, ilimli siddette-devamli egzersiz (ISDE) uygulanan grup ve yiiksek siddetli-
aralikli egzersiz (YSAE) uygulanan grup. 13-15 haftalik kosu egzersizini takiben motor néronlarda
ve glial hiicrelerde immiinohistokimyasal yontemle erken apoptotik belirtegler sitokrom ¢ ve Bcl-
2’ye mitokondriyal disfonksiyonu arastirmak amaciyla bakildi. Elektron mikroskobik inceleme ile
ultrastriiktiirel morfolojik degerlendirmeler yapildi. Diger gruplardan farkli olarak YSAE grubunda
her 3 anatomik seviyede de antiapoptotik Bcl-2 immiinreaktivitesinde azalma ile proapoptotik
sitokrom ¢ immiinreaktivitesinde artig egilimleri saptandi, ancak bu degisimler belirgin degildi.
Elektron mikroskobik incelemede YSAE uygulanan grupta tek tiikk apoptotik hiicre degisiklikleri
saptandi. Sonug¢ olarak, yiiksek siddetli-aralikli kronik kosu egzersizi sigan motor néronlarinda
patolojik apoptotik bir siirece veya dejenerasyona yol agmamis olsa da sitokrom ¢ ve Bcl-2
immiinreaktivitelerindeki belirgin olmayan degisiklikler kaspazlar1 aktive edememis mitokondriyal
disfonksiyon egilimi olarak degerlendirilebilir.
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Sayfa Adedi : 85

Danigman : Prof. Dr. Deniz ERBAS



THE ULTRASTRUCTURAL AND MOLECULAR CHANGES IN MOTOR CORTEX
AND SPINAL CORD VENTRAL HORN MOTOR NEURONS OF RATS EXPOSED TO
CHRONIC HIGH INTENSITY-INTERMITTENT RUNNING EXERCISE
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ABSTRACT

Scientific data on the type of ultrastructural and molecular responses at motor neuron level brought
about by long term high intensity exercise or intensive physical activity is scarce. It is not possible
to conclude on the pure effect of exercise by excluding the effects of the other probable
determinants in the epidemiologic studies which show positive results on the relation of physical
activity and motor neuron impairment. Basic science researches integrated with epidemiologic
studies may provide strong evidence on this respect. The aim of this study was to evaluate the
ultrastructural morphological and molecular changes in the motor neurons at the motor cortex and
in ventral horn motor neurons at the cervical and lumbar spinal cord in rats following chronic high
intensity-intermittent running exercise. 30 Wistar albino male rats were distributed into three
groups as a sedentary control group, a group which received moderate intensity-continuous
exercise (MICE) and a group which received high intensity-intermittent exercise (HIIE).
Following a 13-15 week period of running exercise, early apoptotic markers cytochrome ¢ and Bcl-
2 were evaluated by immunohistochemical method for investigating mitochondrial dysfunction in
motor neurons and glial cells. Ultrastructural morphologic evaluations were carried out by
electrone microscobe. Unlike other groups a tendency of reduction in antiapoptotic Bcl-2
immunoreactivity and a tendency of rise of proapoptotic cytochrome ¢ immunoreactivity were
observed at all three anatomic levels in the HIIE group, but these changes were not pronounced.
Sporadic apoptotic cell changes were observed by electron microscobic evaluation in the HIIE
group. As a conclusion although chronic high intensity-intermittent running exercise did not lead to
a pathologic apoptotic process or to degeneration in rat motor neurons the non-significant changes
in cytochrome ¢ and Bcl-2 immunoreactivities can be considered as a mitochondrial dysfunction
trend failing to activate caspases.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilan bazi simgeler ve kisaltmalar agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

Ca Kalsiyum

Cu Bakir

dk Dakika

H* Hidrojen iyonu

H>,O Su molekiili

H,0; Hidrojen peroksit
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Na Sodyum

OH" Hidroksil

O, Oksijen molekiilii

O, Stiperoksit
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% Yiizde

Kisaltmalar Aciklama

Apaf 1 Apopitoz aktiflestirici faktor 1
AIF Apopitoz indiikleyici faktor
ATP Adenozin trifosfat

AlA Aerobik interval antrenman
AET Artish egzersiz testi

ALS Amiyotrofik lateral skleroz
Bax Bcl-2 associated x protein
Bcl-2 B-cell lyphoma-2

BH Bcl-2 homoloji

Ca’*/Na*-ATPaz Kalsiyum sodyum ATPaz
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dATP
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Inhibitor of apoptosis
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Laktik asit
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Lactate steady state
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Kisaltmalar Aciklama

RNT Reaktif nitrojen tiirleri

SOD Stiperoksit dismutaz

Spik Pik egzersiz siiresi

Stop Toparlanma periyodunun siiresi
SSS Santral sinir sistemi

VDN1 Birinci ventilasyon doniim noktasi
VDN2 Ikinci ventilasyon déniim noktas1
VO,maks Maksimum oksijen volimii

YSAE Yiiksek siddetli-aralikli egzersiz



1. GIRIS

Kronik egzersizin bircok dokuda antioksidan savunma sistemlerini harekete gecirerek
olumlu etkiler yaptig1 bilinmektedir [1,2,3]. Ancak asir1 siddet ve siiredeki egzersizin
birgok organ ve dokuda bozulmus adaptasyona yol agtig1 hayvan ve insan ¢aligmalari ile
gosterilmektedir. Bunda da doku diizeyinde antioksidan savunma sistemi ile
dengelenemeyen artmis oksidatif stres, yine goreceli olarak artmis proinflamatuvar
molekiiller ve dolayisiyla olusan mitokondriyal disfonksiyonun rolleri {izerinde

durulmaktadir [4].

Yiiksek reaktif oksijen tiirleri (ROT) diizeyleri 6zellikle radikal iiretim alanlarinin (beyin
gibi yiiksek mitokondrial enerji metabolizmasina sahip ve antioksidan savunmasi zayif
olan dokular) yakininda oksidatif hasar1 indiikler. Birtakim hayvan c¢alismalarinda aralikls,
yiikksek siddetli egzersizin beyin korteksinde mitokondriyal disfonksiyona yol actigi
gosterilmistir [5].

Egzersiz ve noronal hasar iliskisindeki tartismali alanlardan birisi de omurilik 6n boynuz
motor noronlarinin ilerleyici dejenerasyonuyla karakterize olan Amiyotrofik Lateral
Skleroz (ALS) hastaligidir.  ALS’nin nedeni tam olarak bilinmemektedir. ALS
patogeneziyle 1ilgili hipotezler arasinda eksitotoksisite, oksidatif stres, norofilament

fonksiyonunda bozulma ve inflamasyon sayilabilir [6].

ALS hastaliginin hayat boyu asir1 egzersiz yapanlarda ve hatta futbolcularda daha sik
goriilebildigine dair bazi1 epidemiyolojik ¢alismalar mevcuttur. Birinci ve ikinci seride
oynayan erkek futbolcular1 kapsayan uzun vadeli retrospektif ve prospektif birtakim
caligmalarda profesyonel futbol ile ALS riski arasinda siki iliski oldugu sonucuna
varilmistir  [7,8]. Profesyonel bisiklet¢iler ve basketbolcularda ise risk artist
saptanmamistir. Futbolcularda goriilen ALS’ye bagl artmis 6liimleri aciklamak {izere one
sriilen hipotezler arasinda futbolculardaki agir fiziksel egzersiz, futbola 6zgili travma,
yasadist toksik madde kullanimi veya diet desteklerinin kronik yanlhis kullanimi ve

sahalarda kullanilan pestisitlere maruziyet sayilabilir [9].



Futbolcularin mag sirasindaki egzersiz paterni daha ¢ok yiiksek siddetli-aralikli egzersiz
(YSAE) paternine benzemektedir [10]. Haftada ortalama 3 kez mag¢ yaptiklari hesaba
katildiginda ve egzersiz ve toparlanma siireci arasinda dengesizlik mevcutsa asiri

(overtrained) egzersiz yapan bir grup olarak kabul edilebilirler.

Egzersiz bilimciler egzersizle iligkili artan oksidatif stresin ana kaynaginin mitokondri
oldugu konusunda hemfikirdirler [11]. Mitokondriler ROT’larin da hiicredeki ana
kaynaklaridir. YSAE 1limli siddette-devamli egzersiz (ISDE) tipine gore oksidatif
metabolizmanin ¢ok daha fazla kullanilmasina yol agmaktadir [12]. YSAE diger egzersiz
tiplerine gore mitokondriyal hasar olugturmaya daha yatkin olabilir. Santral sinir sistemi
hiicrelerinden motor noronlar yiliksek mitokondriyal enerji metabolizmasina sahiptirler ve

oksidan hasara olduk¢a duyarhdirlar [13].

Bu bilimsel veriler bizi oksidatif metabolizmay1 ciddi sekilde harekete gegiren YSAE tipi
kronik endurans egzersizinin yine oksidatif metabolizmaya ciddi sekilde bagimli olan ve
biyoenerjetik dalgalanmalara karsi1 olduk¢a hassas oldugu disiiniilen motor néronlarda
ozellikle de mitokondri fonksiyonlarinda ve ultrastriiktiirel yapisindaki etkilerini

aragtirmaya tesvik etmistir.

Bu proje ile siganlarda YSAE uygulamasiin motor korteks ve omurilik 6n boynuz motor
noronlarindaki etkilerine bakmay1 amagladik, bu baglamda kronik yiiksek siddetli-aralikli
ve 1limh siddette-devamli kosu egzersizi yaptirilan ve egzersiz yaptirilmayan sedanter
gruptan olusan i¢ grupta motor néronlarda immiinohistokimyasal yontemle mitokondriyal
erken hasar belirtegleri sitokrom ¢ ve Bcl-2 immiinreaktivitelerine bakmay1 ve elektron

mikroskobik olarak ultrastriiktiirel degerlendirme yapmay1 planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Egzersiz

Egzersiz fiziksel uygunlugun bir veya daha ¢ok bilesenini korumak veya gelistirmek icin
yapilan, tekrarlayan bedensel hareket olarak tanimlanan bir fiziksel aktivite alt kiimesidir.
Dolayisiyla fiziksel aktivite fiziksel egzersizden farklidir ¢ilinkii fiziksel aktiviteyi arttirmak

icin sarfedilen ¢abalar fiziksel uygunlugu gelistirmeye yonelik degildir [14].

2.1.1. Egzersiz tipleri

Egzersiz hem mekanik (dinamik, statik) hem de metabolik (aerobik, anaerobik) 6zelliklere
sahip kas aktivitelerini icerir. Ekstremite hareketine yol acan dinamik (izotonik) egzersiz
yine konsantrik (en yaygin kas aktivitesi olan kas liflerinin kisalmasi) veya eksantrik
(yercekimine karsi bir agirlik indirildiginde olusabilen kas liflerinin uzamasi) olarak kendi

icinde ikiye ayrilir. Statik (izometrik) egzersiz ekstremitede harekete neden olmaz [15].

Metabolik siniflandirma birincil olarak kasilma islemi icin oksijen kullanilabilirligini
yansitir ve aerobik (oksijen kullanilabilir) veya anaerobik (oksijensiz) islemleri kapsar.
Cogu egzersiz hem dinamik hem de statik kontraksiyonlar1 bunun yani sira aerobik ve
anaerobik metabolizmay1 igerir ve her birinin katkisina bagli olarak fizyolojik yanitlar
anlamli derecede farkli olabilir. Son zamanlardaki klinik egzersiz test prosediirleri belirgin

bir dinamik-aerobik (endurans) bilesen gostermektedir [15].

2.1.2. Egzersiz antrenman teknikleri

Antrenman (veya egzersiz egitimi) spor performansini arttirmak i¢in egzersize sistematik
ve diizenli bir sekilde devam etmek olarak tanimlanabilir. Performans ise ozellikle
lokomosyona (bir noktadan digerine yer degistirilen) dayali sporlarda belli bir mesafeyi
almak icin harcanan zaman (5 000 m i¢in 14 dk bir performanstir ) veya belli bir siirede
alman mesafe (1 saatlik kosuda 21 km) olabilir. Hiz-zaman iliskisi diisiiniildiiglinde
antrenmanin hedefi ayn1 mesafeyi daha hizli kosabilmek veya belli bir hizda daha uzun

kosabilmek yani egriyi saga kaydirmaktir [16].



Her bir egzersiz antrenman devresi endurans veya direng egitimini i¢eren daha yogun ve
uzun siireli egzersiz fazi1 oncesinde ve sonrasinda kisa siireli 1sinma ve soguma (diisiik
yogunluklu aerobik ve germe hareketleri) periyodlarini igerecek sekilde olmalidir.
Genellikle endurans egzersizi direngli egzersizle farkli giinlerde uygulanir ancak eger
kisinin saglik durumu tolere edecek diizeyde ise her iki tip te tek bir seansta uygulanabilir.
Germe (fleksibilite) egzersizleri ise genellikle 1sinma veya soguma periyodlariin iginde

uygulanabilir [17,18].

Endurans egzersizi

Biiyiik kas gruplarinin ritmik kasilmasina neden olan yiiriime, kosma, bisiklet ¢evirme ve
kiireck ¢ekme gibi aerobik aktiviteler endurans egzersize ornek olarak gosterilebilir.
Endurans antrenmanlarinda devamli artan yiikleme (progressive overload) ilkesi uygulanir.
Bu sayede fizyolojik adaptasyonlarda ilerleyici artisla birlikte egzersiz kapasitesinin artist
ve bunun saglikla iliskili faydalarina ulagsma da kolaylasir. Endurans antrenmaninin giddeti
kisinin fiziksel uygunluguna ve hedeflere gore bazal egzersiz kapasitesinin % 40’1 ile %
80’ 1 arasinda degisen bir aralikta olabilir. Diisiikk yogunluklu uygulamalar sedanter
eriskinler ve yaslilar ile zayif biinyeli kisilerde adaptif uyar1 dogurmada yeterlidir. Ancak
cogu erigkin % 55-80 arasindaki egzersiz yogunluklarini iyi tolere ederler ve bu uygulama
fit ve saglikli olma yolunda daha etkilidir. Egzersiz yogunluguna bagli olarak egzersiz
egitiminde 30-60 dakika aras1 haftada 5 giin veya Ustii siklikta egzersiz yapilmasi idealdir.
Ancak baglangigta 6zellikle zayif veya kondiisyonsuz olanlar ¢ok zorlanabilir, bu nedenle
gergekei hedef, egzersize ilimh bir siire ve siddet ile baslamak ve egzersiz yogunlugu,

stiresi ve sikligin1 yavas yavas arttirmaktir [19,20].

Aerobik interval antrenman (AIA) progresif siirekli antrenman modelinin ziddi bir
endurans antrenman tipidir. Siddetli egzersiz periyodlarinin arasinda nisbeten daha diisiik
yogunlukta toparlanma boliimleri olacak sekilde planlanir. Progresif siirekli antrenmana
gore egzersiz performansini daha hizl arttirdigy icin AIA ¢ogunlukla atletler tarafindan
kullanilmigtir. Ancak 1990’11 yillardan beri kalp hastaligi olan erigkinler dahil diger
popiilasyonlar tarafindan da siklikla kullanilmaya baslanmistir [19,20].



2.2. Yiiksek Siddetli-Aralikh Egzersiz

Aralikli egzersiz, tekrarlayici kisa veya uzun siireli olduk¢a yiiksek siddette egzersiz
(maksimum laktat steady state -LSS- hizina esit veya tistiinde) ataklari ile bunlarin arasina
toparlanma periyodlariin (hafif egzersiz veya istirahat) serpistirilmesinden olusur. YSAE
100 yildan fazla siiredir rekabete dayali sporlarda uygulanmaktadir. ilk olarak 1959°da
yayinlanan bilimsel bir makalede Reindell ve Roskamm tarafindan tanimlanmistir ve
1950’lerde olimpik sampiyon Emil Zatopek ile popiilarite kazanmistir. O zamandan
itibaren orta ve uzun mesafe kosuculari kendi spesifik yarisma hizlarina yakin hizlarda
antrenman amagli bu teknigi kullanmislardir [16]. Futbol gibi invaziv saha oyunlart aralikli
(intermitan) aktivite profilleri ile karakterizedir [21]. Futbol 15 dk ara ile 45’er dakikalik 2
yarim devreye ayrilan, normalde 90 dk boyunca oynanan bir yliksek siddetli- aralikli
spordur [22]. Ancak YSAE son 20 yil boyunca rekreasyonel olarak aktif bireylerde
[23,24], ayn1 zamanda takim ve raket spor oyuncularinda artan bir sekilde uygulanmaktadir
[25,26].

YSAE antrenmanlarinda ve testlerinde maksimum eforlara varan daha yiiksek pik is
yiikleri kullanilmaktadir [23,27,28]. Tekrarli sprint antrenmani ifadesiyle de anilan bu
tipte maksimum yogunluktaki kisa egzersiz periyodlari (short bouts) egzersiz fizyolojisi
arastirmalarinin odak noktasi haline gelmistir. Rekreasyonel olarak aktif bireylerde
aerobik sistem degisiklikleri, egzersize sistemik adaptif yanitlar ve saglik tizerindeki
muhtemel yararlar agisindan YSAE geleneksel endurans antrenmanlarina benzer etkiyi
cok daha kisa silirede yaratir. YSAE’nin en tipik Ozeliklerinden birisi zamanin verimli
kullanildig1 bir stratejidir diger bir deyisle oldukga diisiik antrenman volliimiine sahiptir
(diistik volimlii yiiksek siddetli aralikli antrenman). Diger bir onemli ayrinti da;
tikenmeye kadar olan toplam zorlu egzersiz siiresi aralikli egzersiz programinda ayni
siddetteki devamli egzersiz programindan daha fazladir [29]. Dolayisiyla egzersiz egitimi
etkileri agisindan bakildiginda YSAE’nin endurans performansinda 6zellikle de yiiksek

antrenmanl atletler agisindan daha belirgin kazanimlar saglayacagi diistiniilmiistiir [30].

2.2.1. Coklu depar sporlari ve yiiksek siddetli-arahikh egzersiz

“Coklu depar isi” (multiple sprint work) bir¢ok saha ve kort sporunda yaganan kompleks

aktivite paternleri i¢in genel bir tanimlama saglayan bir terimdir. Coklu depar sporlari



olarak bilinen badminton, basketbol, futbol ve duvar tenisi (squash) gibi sporlarin
dogasinda YSAE aktivite paternleri mevcuttur. Miisabaka esnasinda tekrarlayici  kisa
stireli (< 6 sn’lik ) maksimum/ maksimuma yakin ¢alisma (work) ataklar1 relatif olarak kisa
(60 sn) 1limli/ diisiik siddetli toparlanma periyodlar1 arasina serpismistir. Bu hadiselerin
stiresi ¢ogu kez 1 saatin iistiindedir ve takim oyunlar1 oldugunda (basketbol, futbol, hokey
gibi) aktivite paternleri oyuncunun pozisyonundan onemli oranda etkilenir [26,31,32].
Saha sporlarinda (futbol, hokey gibi) miisabaka sirasinda katedilen mesafe oyuncunun
pozisyonu, yetenek diizeyi ve oyunun siiresine bagli olarak 5 000 ile 11 000 m arasinda
degisen bir degerdedir. Degisik hareket formlarinda oyun i¢i harcanan siire ylizdelerini
kantifiye etmek calismalardaki metodolojik farkliliklardan dolayr zordur. Ancak yiiksek
siddetli aktivitelerin ortalama siiresi 4-7 sn olarak bildirilmistir, bunun 2 saniyesi ise tam
depardir. Yogunluk oranlarin1 saptamakta c¢alismalar arasindaki metodolojik farklar sikinti
yaratsa da yliksek ve diisiik siddetli aktivite oranlar1 1:6 ile 1:14 arasinda degisiyor gibi
gozikkmektedir.

Saha oyunlarinin aksine raket sporlarinda (badminton, squash, tenis gibi) oyunun
karakterinden dolayr daha c¢ok sabit aktivite paternleri mevcut olup yiiksek siddetli
aktiviteler (ralliler) 5-10 sn arasinda, is dinlenme oranlari ise 1:1 ile 1:5 arasinda

degismektedir [26].

2.2.2. Yiiksek siddetli-aralikh egzersiz bilesenleri ve receteleme

Sadece is yiikii yogunlugu ve toplam siireyi kapsayan devamli egzersizin tersine aralikli

egzersiz 5 ana bilesenden olusur:

- pik is ytiki siddeti (Ppix)
- pik is giicii siiresi (Spik)
- toparlanma yiikii (Piop)
- toparlanma siiresi (stop)

- ortalama yiik (Port)

Intervallerin sayisi total egzersiz siiresini belirler ki bu da YSAE recetelemesindeki diger
bir degiskendir. Ayrica egzersiz modalitesi (6rn, kosu veya bisiklete binme) ve serilerin

arasindaki toparlanma fazlar1 ve yogunluklari da diger belirleyicilerdir [33].



YSAE recetelemesi ile ilgili muazzam cesitlilik mevcutken tiplendirme ve isimlendirmede
de literatiirde bircok Oneri mevcuttur. Yine ayn terimler farkli aragtirmacilar tarafindan
farkli anlamda kullanilabilmektedir. Ornegin diisiik voliimlii yiiksek siddetli aralikli
antrenman (low-volume high-intensity interval training) Burgomaster ve ark. [28]
tarafindan 30 sn’lik toplam depar periyodlarini simgelerken Currie ve ark. [34] tarafindan

1 dk siireli % 89 Ppik ¢ikislart olan aralikli egzersiz i¢in kullanilmistir.

Bir tek aerobik YSAE isimlendirmesinde akut fizyolojik yanitlar goz Oniine alinarak
isimlendirme yapilmistir. Burada da Billat ve ark. [16] bu ifadeyi bu egzersiz tipinde
aerobik metabolizmanin anaerobik metabolizmaya goére daha 6n planda kullanilmasina

baglamislardir.

Ancak Tschakert ve Hofmann [33] aerobik ifadesinin laktik asit (La) kararl hali (steady
state-SS) ile sonuclanan calisan kasta iiretilen La ile bunun ¢alisan kas ve sistemik (beyin,
kalp, karaciger ve istirahatteki iskelet kasi) atilimi arasindaki denge durumu ile alakali

oldugunu belirtmislerdir.

Yine Tschakert ve Hofmann [33] YSAE smiflamasina yonelik daha 6nce antrenman bilimi
ile ilgili alman ders kitaplarinda onerilen bir siiflandirmay: fizyolojik yanitlar1 da goz
oniine alarak modifiye etmisler ve Sekil 2.1°de sematize edilen yeni bir siniflandirma

onermislerdir. Bu siniflandirmada 2 model temel olarak mevcuttur:

- Modellerden birinde yiiksek siddetli egzersiz ataklar1 arasinda prematiir olarak
sonlandirilan dinlenme periyodlar1 mevcuttur ve burada kismi diizelmeye imkan
sunulmustur (Almanca’da Intervallmethode olarak adlandiriliyor)

- Diger model ise uzun dinlenme periyodlari ile karakterize olup yiiksek siddetli egzersiz
ataklar1 arasinda tam diizelmeye olanak saglayacak sekildedir (Almanca’da

Wiederholungsmethod olarak adlandiriliyor)
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Sekil 2.1. Aralikli egzersiz siniflandirmasinda 6nerilen model

PLonz: artisl egzersiz testinde saptanan ikinci laktat doniim noktasi, Ppik: aralikli egzersiz sirasindaki pik is
yiikii siddeti, LaSS: Kan laktik asit steady state (kararl hali)

Tschakert ve Hofmann [33] YSAE’de egzersiz yogunlugunun regetelemesinde daha dnce

onerilen yontemlerin fizyolojik yanitlar goézetilmeksizin Onerildigini ve geleneksel

endurans egzersiz regetelemesinde kullanilan artish egzersiz testi (AET)’ndeki (Sekil 2.2)

laktat dontim noktalar1 (LDN1, LDN2) veya ventilasyon doniim noktalar1 (VDN1, VDN2)

ve yine maksimum gii¢ ¢iktisi (Pmaks) gibi bireyin aerobik egzersiz performansini

yansitan verilerin kullanilabilecegini belirtmislerdir. 2 esikli ve 3 fazli metabolizma

sirastyla devamli veya aralikli egzersiz serilerinde ortaya cikabilir [35].
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Sekil 2.2. Artislt egzersiz testi sirasinda kullanilan 3 fazli laktat modeli
LDN1: AET de saptanan ilk La doniim noktasi, LDN2: AET’de saptanan ikinci La doniim noktasi, Pmaks:

AET’deki maksimum gii¢ ¢iktis1, K: ¢alisan kas, S: sistem; U: La iiretimi, E: La eliminasyonu
Faz I: Istirahat ile LDN1 arasindadir. Calisan kasta iiretilen biitiin laktat calisan kasta
aerobik olarak elimine edilir. Dolayisiyla ¢alisan kasta La {iretimi ve atilimi arasinda denge

(La denge durumu) mevcuttur ve kan La degerleri istirahat diizeyinde kalir.

Faz II: LDN1 ve LDN2 arasindadir. La iskelet kasinda tamamiyla okside edilemez ve
kismen kana geger, ancak diger organlar tarafindan metabolize edilebilir. Yine bu fazda bu

kez sistemik diizeyde bir metabolik denge durumu s6z konusudur.



10

Faz III: LDN2’nin iistiindedir. Calisan kasta ne kasin kendisi tarafindan ne de sistemik
olarak elimine edilebilecek miktarin iistiinde La iiretilir ve bu da La birikmesine neden

olur (metabolik olarak dengesiz durumlar, La denge durumu yok).

Egzersiz siddetini regetelerken; % Prponz Port, %0 Pmaks Ppik V& % PLpni Pop olarak ele alinip

aralikli egzersiz i¢in su esitlik onerilebilir: Pot = (Ppik* Spik + Ptop % Stop)/( Spik * Stop)

Ayn1 aragtiricilarin Onerisi  Por belirlenirken diger 4 parametrenin yaninda YSAE
sirasindaki kardiyorespiratuvar zorlanmanin da géz Oniine alinmasi gerektigi seklindedir.
Bu yeni metodolojik yaklasim La taginma teorisi tarafindan 6nemli olarak desteklenen
doniim noktasi kavramima dayanmakta ve egzersiz yogunlugunun aralikli egzersizin
yarattig1 fizyolojik cevaplar ve adaptasyonlarla korelasyonunu 3 6zgiin enerji destek fazina

bagli olarak saglamaktadir.

Ppik genellikle anaerobik esik veya lstiindeki egzersiz siddetlerindedir, spix ise kisa veya
orta uzunlukta olabilir ve birka¢ saniye ile birka¢ dakika arasinda degisebilir. Ppix fazlar
diisiik veya 1liml siddetteki egzersiz veya pasif toparlanma periyodlar1 ile ayrilmistir. Bu
periyodlar kismi diizelmeye izin verirken genellikle tam bir diizelmeye olanak tanimaz.
YSAE antrenmaninin amaci spesifik bir endurans tipi egzersiz sirasinda kullanilabilecek

sekilde fizyolojik sistemleri tekrarlayici olarak stres altina sokmaktir [36].

stop genellikle spic’ten kisa, ona esit veya daha uzun olabilir. Ozellikle Py ayarlanmastyla
ilgili ¢ok nadir veri mevcuttur. YSAE paterninin kullanildig1 bilimsel arastirmalarda ve
egzersiz antrenmanlarinda bu bilesenlerin farkli sekillerde onerilmesine bagli ¢cok sayida
farkli aralikli egzersiz rejimleri kullanilmaktadir. Ancak buna ragmen elit sporcular,
saglikli sedanterler, rekreasyonel kosucular ve hatta hasta bireylerin de kullanildig:

caligmalarda farkli YSAE paternlerinin olumlu yanitlar1 da goriilebilmektedir [33].

YSAE recetelemesiyle ilgili olarak ileride yapilacak ¢alismalarda sorun yaratacak bir nokta
saglik acisindan maksimum fayda saglamak icin gereken minimum dozun tanimlanmasidir
[27]. Ciinkii her bir degiskenin tek basina manipiilasyonu egzersiz sirasindaki akut
metabolik, kardiyopulmoner ve de néromiiskiiler cevaplarda muhtemelen direkt bir etkiye
sahiptir [37]. Bu akut adaptasyonlar bir yandan spesifik orta veya uzun siireli antrenman

adaptasyonlarina yol acar, diger yandan ise daha c¢ok ta hasta bireylerde birtakim saglik
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risklerini de barindirabilirler. Dolayisiyla YSAE protokolleri diizenlenirken saglikla iliskili
cesitli yanitlar1 alabilmek icin optimal siire ve yogunluk tanimlamalari yapilabilmesi

bakimindan daha ¢ok arastirmaya ihtiyag¢ vardir [33].

YSAE baslangi¢ fazinda ATP resentezi i¢in hiicre i¢i oksijen depolar1 ve/veya anaerobik
yolak kullanilmalidir, ¢iinkii pik is gilicii fazlarinda ¢alisan kasa kan yoluyla oksijen
transportu relatif olarak yetersizdir. Bu durumda ilk saniyelerde hiicre igi oksijen kaynagi
olarak oksimiyoglobin, enerjiden zengin fosfat olarak ise kreatin fosfat (KrP) rol oynar.
Toparlanma periyodunda (Ppik eger ¢ok yiiksek degilse veya toparlanma periyodu ¢ok kisa
veya yliksek siddette degilse) oksimiyoglobin ve KrP hizla ve tamamiyla yerine konabilir
[37]. Yiiksek siddetteki ataklarin siiresi ve siddeti arttik¢a calisan kasta ve kanda anaerobik
glikoliz iiriinleri La ve hidrojen iyonu (H") diizeyleri artar. Dolayisiyla aralikli egzersizde
anaerobik metabolizmayla iligkili olarak metabolik asidoz temel olarak pik is giicii
fazlarinda olusur. La kararli halinin saglanmasinda iiretim ve atilim arasindaki denge
onemlidir ve maksimum La kararli hal diizeyinin istiine ¢ikilmamasinda pik is giicli
yogunlugu ve siiresi toparlanma periyodundan daha kritiktir. Bu kritik sinir1 agsmamak i¢in

Ppik arttirilirsa Spix kisaltilmalidir [33].

La kararli hal egzersizi uzun siire siirdiiriilebilir. Ancak aktif kasta yiiksek diizeyde La
iretimine yol ac¢ip kasta La kararli halinin tim egzersiz boyunca yakalanamadigi
YSAE’lerde bu durum hiicre i¢i birtakim spesifik cevaplart uyarabilir. Yakin zamanl
bilimsel bulgular egzersizde dengelenemeyen laktat artisinin mitokondriyal diizeyde
birtakim tasiyici proteinlerin sentezini uyarmak yoluyla mitokondriyal oksidasyon ile
laktatin eliminasyonuna yol agtigini1 desteklemektedir [38]. Yani La kararli halini bozan

YSAE ozellikle de atletlerde La toleransi gibi birtakim faydalar ortaya ¢ikarmaktadir .

Yiiksek hiicre i¢i ve kan La diizeylerinin ardisik pik egzersiz ataklarinda fosfofruktokinaz
enzimini sinirlandirarak glikolizin azalmasina yol actig1 diisiiniilmektedir. Bu da La kararli
hal diizeyinin iistiindeki egzersiz yogunluklarina ragmen ATP resentezinde aerobik yolagin
kullanilmasina zorlamaktadir. Pik ylik siddeti ayni ama siiresi daha uzun olan YSAE
protokollerinin  maksimum VO, (VO.maks)’yi daha c¢ok yiikselttigi calismalarla

gosterilmistir ki [39] bu durum bahsedilen mekanizmay1 destekler niteliktedir.
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YSAE’de egzersiz siddeti kardiyorespiratuvar ve periferik miiskiiler adaptasyonun
belirlenmesindeki diger bir deyisle aerobik performansin artmasindaki en dnemli etkendir
[40]. Transkripsiyon faktér koaktivatorii PGC-1la (peroxisome proliferator - activated
receptor y coactivator-la) mitokondriyal biyogenez, hiicresel solunum, enerji substrat
kullaniminda kritik bir diizenleyicidir. Iskelet kasindaki akut kontraksiyon PGC-la
mRNA yogunlugunu artirirken egzersiz egitimi ise yiiksek PGC-la protein igerigi ile
iligkilidir. Kasta mitokondriyal biyogenezin bas diizenleyicisi olan bu faktoriin
aktivasyonunda egzersiz siddetinin kilit rol oynadig1 gosterilmistir. Dolayisiyla YSAE’de
VO,maks miktarindaki artista kastaki oksidatif potansiyelin yani mitokondriyal igerik ve

enzimatik aktivitelerdeki artiglarin etkisi 6n plandadir.

Devamli endurans egzersizi ile kiyasladiginda mitokondriyal yag asidi oksidasyonunun
YSAE programlarinda daha belirgin olarak arttig1 ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir
[27,41,42]. Diizenli YSAE hem aerobik hem de anaerobik metabolizmay1 belirgin olarak
arttirir. Iskelet kas1 diizeyinde yag asidi oksidasyonu enzimleri ile glikolitik enzim
kapasitesinde artisa yol agarak insiilin rezistansinda da belirgin azalma saglar. Devamli

endurans egzersizine gore kastaki glikojen azalma orani ise daha diisiiktiir.

2.3. Hormezis ve Egzersiz

Hormezis terimi en sik toksikoloji alanindaki arastirmacilar tarafindan diisiik bir dozun
uyarici veya faydali, yiliksek bir dozun ise inhibitdr veya toksik etkiyi yansittigr bir bifazik

doz-yanit iliskisini tanimlamada kullanilmaktadir [43].

Hiicre veya organizmanin diisiik doz toksine yaniti homeostazda baslangicta meydana
gelen bozulmayr takiben gelisen bir adaptif kompensatuvar siire¢ olarak diisiiniilebilir

[44].

Dolayisiyla yiiksek dozlarda zarar veren bir kimyasal ajan veya c¢evresel faktoriin diigiik
dozuna maruziyetin hiicre veya organizmada adaptif faydali bir etkiyi indiiklemesi olarak
kisaca ifade edilebilir. Hormetik yanitlarin spesifik tiplerinden bazilar1 6n kosullanma ve

adaptif stres yanit1 gibi farkli isimlerle yaygin olarak kullanilmaktadir [45].
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Hormezis sadece eksojen bir ajan veya cevresel faktdre maruziyetle iliskili olarak
diisiiniilmemelidir. Hiicre veya organizmalarin normal fizyolojik fonksiyonlari ile igigedir.
Ornegin noéronlarin normal aktiviteleri sirasinda uyarict ndrotransmiter glutamata
maruziyetleri oksidatif stres yaratip hormetik yolaklar1 aktiflestirerek noronlarin daha
siddetli stresle basa ¢ikmalarina yol acar. Ancak glutamat reseptorlerinin asirt uyarilmast

ise eksitotoksisite denilen bir siirecle ndronlarin 6liimiine neden olabilir [46].

Cesitli yasam tarz1 ve ¢evresel faktorlerin sagliga katkisindan sorumlu mekanizma olarak
hormezisin rol oynadigina dair kanitlar literatiirde mevcuttur. Egzersiz kas iskelet ve
kardiyovaskiiler sistemlerin hasar ve hastaliga kars1 direncini arttirmakta olup hormetik

mekanizmaya en iyi drneklerden biridir [47].

Diizenli yapilan ilimh siddetteki egzersiz ayn1 zamanda sinir sistemi ve sindirim sistemi

gibi farkl dokularda da faydal etkiler gdsterir [48,49].

Hormezis teoremine gore biyolojik sistemlerin kimyasal, toksin ve radyasyona maruz
kaldiklarindaki yanitlar1 diisiik dozun uyarici, yiiksek dozun ise inhibisyon yaptigi bir ¢an
egrisi seklindedir [50].

Radak ve arkadaslar tarafindan hormezis teorisi yaglanma veya fiziksel egzersiz etkisi ile
plato ¢izen serbest radikal tiirlerine de uyarlanmistir [51]. Dolayisi ile egzersizin serbest
radikaller iizerindeki modiile edici etkileri hormezis egrisi ile agiklanabilir. Fiziksel
inaktivite cesitli hastaliklarin goriilme sikliginda artisa yol agar ve egzersizle iliskili
hormezis egrisinin (Sekil 2.3) u¢ noktalarindan biri olarak diisiiniilebilir. [liml1 siddette ve
siirede yapilan diizenli egzersiz ise kismen nitrik oksit (NO) aracili adaptasyona bagh
olarak kardiyovaskiiler fonksiyonda olumlu ilerlemeden noérotrofin diizey artis1 ve redoks
homeostazisi modiilasyonu mekanizmalar1 yoluyla Alzheimer’s hastalik insidansinda
azalmaya kadar genis bir yelpazede viicut lizerinde faydal etkiler gostermektedir. Diizenli
ilimli egzersiz viicut tizerindeki oksidatif hasar riskini azaltma ve bagisiklik sistemini
giclendirme gibi mekanizmalarla fizyolojik fonksiyonlarda gelismeye, hastalik
insidansinda azalmaya ve artmis hayat kalitesine yol agarak sistemik faydali etkilerini
gosterir. Asir1 egzersiz veya overtraining oksidatif stresin zararl etkilerini ortaya ¢ikararak

hormetik egrinin diger u¢ noktasini yansitirlar [1].
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Sekil 2.3. Tipik hormezis egrisi ve egzersizin etkileri

2.4. Mitokondri

Mitokondriler zarla cevrili organeller olup hiicresel biyoenerjetik, termogenez, hem
biyosentezi, lipid katabolizmasi, kalsiyum homeostazi ve diger metabolik aktivitelerde
onemli rol oynarlar. Dolayisiyla yapisal ve fonksiyonel olarak biitiinliigiinii koruyan
mitokondriler hiicre sagligi i¢in kritik 6neme sahiptir. Mitokondrilerin bunun 6tesinde
hiicre 6liimiinde araci rolleri gittikge daha ¢ok dikkat ¢ekmeye baslamistir. Apopitoz ve
nekrozda yani iki hiicre 6liimii tipinin de gergeklesmesinde bu organellerin aktif katilimi

gereklidir [52].

2.4.1. Elektron tasima zinciri ve reaktif oksijen tiirleri

Hiicre icinde oksidatif fosforilasyonun yapildigi yer olan mitokondride elektronlar
mitokondriyal solunum zinciri igindeki her bir protein kompleksini sirasiyla rediikte
ettikten sonra en son oksijen tarafindan kabul edilip su molekiiliinii olustururlar (Sekil

2.4). Bu isleme kompleks V’te ATP iiretimi eslik eder ve hiicre tipine bagli olarak
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hiicresel enerjinin % 50-95’1 bu yolla saglanmig olur. Mitokondriyal elektron tasima
zinciri (ETZ) redoks potansiyellerine gore uzaysal olarak siralanmis ve 4 kompleks
seklinde organize olan elektron tasiyicilarindan (flavoproteinler, demir-siilfiir proteinleri,
ubiquinon ve sitokromlar) olusur. Elektronlar metabolik indirgeyici esdegerlerinden
(NADH ve FADH;) koken alip ETZ’ye kompleks I veya kompleks II tarafindan
aktarilirlar ve en son molekiiler oksijene gecerek kompleks IV’te su (H,O) olustururlar
[53,54].

Intermembrane space ROS
4

e H
Complex | Complex I Complex IlI Complex IV Complex V
NADH Succinate Ubiquinol- Cytochrome ATP
Dehydrogenase Dehydrogenase  Cytochrome ¢ ¢ Oxidase Synthase

Reductase

Sekil 2.4. i¢ mitokondriyal zar iistiinde bulunan elektron tasima zincirine ait basitlestirilmis
diagram

Zincir boyunca elektron (e") akisinin yonii (siyah oklar) ve mitokondriyal zardan hidrojen iyonu (H") akisinin
(kirmizi oklar) yonii goriilmektedir. Kesikli oklar elektron sizintisima bagli reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini
gostermektedir. UQ: ubiquinon; cyt ¢: cytochrome ¢

Mitokondriyal ETZ siiperoksit (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil (OH") serbest
radikallerini igceren ROT’un baslica hiicresel ireticilerinden olarak bilinmektedir.
Mitokondriyal ETZ’den gegen elektronlarin az bir kismimin (yaklagik %1 ile 3’iiniin)
molekiiler oksijene kagarak O, olusturdugu, bunun da mitokondriyal matrikste bulunan
siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) tarafindan hizla H,O,’ye doniistiirildiigii saptanmustir.
ETZ’den O, iiretiminde kompleks I (NADH dehidrogenaz) ve kompleks III (ubiquinon-
sitokrom c¢ rediiktaz) ana noktalardir. Mitokondriyal ROT yapiminin disregiilasyonunun
iskemi/reperfiizyon ve sepsis gibi patolojilerin ilerlemesinde de etkili oldugu gosterilmistir
[55].
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Bazal kosullarda sitokrom ¢ oksidazin (kompleks 1IV) distalindeki solunum
komplekslerindeki O,’nin O, ‘e monovalent indirgenmesini katalize edebilecegi tahmin
edilmektedir. Baslangicta bunun patolojik bazi durumlarda aktive olan ETZ’den
elektronlarin sizintis1 olabilecegi diisiiniiliirken son zamanlarda bunun fizyolojik sartlar
altinda hiicre sinyallesmesinde ve strese hiicresel cevaplarda diizenleyici bir mekanizma
olabilecegi belirtilmektedir. Yani mitokondriyal ROT firetimi fizyolojik olarak in vivo
sartlarda 6nemli olup mitokondriyal ROT mitokondriden zengin kalp, beyin ve karaciger

gibi organlarin normal fonksiyonunu siirdiirmeleri i¢in gereklidir [53,54].

2.4.2. Oksidan/antioksidan denge ve oksidatif stres

Molekiiler oksijen suya indirgenebilir. Ancak normal oksijen metabolizmasinda oksijen
indirgenmesindeki ara basamaklarda ROT’lar; O, anyon radikali (tek elektron tarafindan
indirgenme ile), H,O, (2 elektron tarafindan indirgenme ile) ve OH" radikali (3 elektron
tarafindan indirgenme ile) olusur. Oksijen radikalleri alkil veya peroksi radikaller seklinde
de olusabilir. Ayrica NO gaz tiiriindeki radikallerden birisidir. Peroksinitrit radikal
olmayan reaktiflerdendir ve NO ile O, anyon radikallerinden olusur. Antioksidanlar ise
enzimatik veya enzimatik olmayan natiirde olabilen ve okside edilebilir bir substratin
belirgin olarak oksidasyonunu geciktiren veya inhibe eden yapilardir. Enzimatik
antioksidanlarin 3 ana smnifi; sliperoksit dismutazlar, katalazlar ve glutatyon

peroksidazlardir [56].

Oksidatif stres ilk tanimlamalarinda oksidan ve antioksidanlar arasinda oksidanlar lehine
bir dengesizlik olmasi ve bunun potansiyel olarak hasara egilimi arttirmasi olarak ifade
edilmistir [56]. Bu tanimlama 25 yilin {izerinde kabul gérmiis ancak sonrasinda modifiye
edilmistir. Tekrar tanimlamada “ redoks sinyalizasyonu ve kontroliinde bozulma” ifadesi
on plana c¢ikmistir. Cok daha yeni bir tanimlama ise; “oksidan ve antioksidanlar arasinda
onceki lehine bir dengesizlik olmasi ve bunun redoks sinyalizasyonunun ve kontroliiniin

bozulmasina ve/veya molekiiler hasara yol agmas1” seklindedir [57].

Oksidanlar aerobik metabolizma sirasinda az miktarda normal ara {iriinler olarak olusurlar
ancak patofizyolojik sartlarda yiiksek miktarlarda firetilebilirler. Hiicrede iki temel
savunma hatti mevcuttur. Birinci savunma hattin1 antioksidan enzimler ve glutatyon ve

askorbat gibi diigiik molekiil agirlikli antioksidan molekiiller olustururken ikinci hatta
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DNA niikleazlar1 veya glikozilazlar1 gibi oksidatif olarak hasarli makromolekiilleri tamir
eden veya ortadan kaldiran onarici enzimler yer alir. Antioksidan savunma sistemi degisen
ihtiyaglara gore adapte olma yetenegine sahiptir ve ROT’larin zararli etkilerini azaltmada
onemlidir [56,58]

Bir¢ok calismada oksidatif stres ile biyoenerjetik degisimler iligkilendirilmistir ve bu
durumun  birtakim hastaliklarin patogenezinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Bazal
fizyolojik sartlarda hiicresel solunum hiicrenin maksimum kapasitesinin yaklasik % 20-
50’si oranindadir. Mitokondri rezerv kapasitesi bazal ve maksimum solunum oranlari
arasindaki fark olarak tanimlanabilir ve bu degerin hiicrenin oksidan etkenlere cevabini
belirledigini gosteren bir¢ok veri mevcuttur. Oksidatif ve nitrozatif stresler mitokondriyal
rezerv kapasitesini diislirerek hiicrenin strese yanit yetenegini azaltirlar [59]. Bazal
biyoenerjetik durum ve mitokondriyal rezerv kapasitesinin miktart hiicrede ya ROT’ a bagh
proliferasyonu veya hiicre 6liimiine yonelik sinyali belirleyen mekanizmalardir. Yaslilik ve
kronik inflamatuvar durumlarda reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerindeki (ROT/RNT) artigin
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif — hastaliklarla iliskili biyoenerjetik defektlerin
olusmasina katki sunan faktor oldugu one siiriilmiistiir. Kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif
hastaliklarla iligkili ~ biyoenerjetik defektlere katkida bulunan faktor olarak yaglilik ve
kronik inflamatuvar durumlarda artan ROT ve RNT’nin rezerv kapasitesini azaltmalarinin

etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

2.5. Sitokrom ¢

Sitokrom ¢ g¢ekirdekte apo-sito-krom ¢ olarak kodlanir ve mitokondrinin dis zarma boydan
boya aktarilir ve burada hem ile birleserek olgun protein halini alir. I¢ ve dis mitokondri

zarlar1 arasinda yerleserek i¢ zarda bulunan sitokrom ¢ oksidaz kompleksine sokulur [60].

Sitokrom c’nin en az % 15’1 sikica, kalan miktar ise kolayca mobilize edilebilecek sekilde
gevsek olarak i¢ zara baglanmistir. Fizyolojik olarak mitokondriyal solunum sirasinda
sitokrom c rediiktaz (kompleks IIT) ve sitokrom c oksidaz (kompleks IV) arasinda elektron
taginmasini diizenler. Gevsek bagli sitokrom c elektron tasinmasinda rol oynar, siiperoksit
atilimina aracilik eder ve oksidatif stresi onler. Siki baglanmis sitokrom c ise peroksidaz
aktivitesi gosterir. Mitokondriye has bir fosfolipid olan kardiyolipinle temas ettiginde

sitokrom ¢ yapisal degisiklige ugrayarak peroksidaz aktivitesi kazanir ve oksidatif stresle
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bu 6zelligi artar. Sitokrom c¢’nin i¢ mitokondri zarindan sitozole salinimi bir proapoptotik
faktordiir. Apopitozun erken safthasinda sitokrom c¢ solunum zincirindeki redoks
fonksiyonundan peroksidaz fonksiyonuna atlar. Sitokrom c’nin artmis peroksidaz aktivitesi
Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi ve ALS gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda
gosterilmistir [61].

2.6. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ailesinin tanimlanmasi 20 yili askin bir siire 6nce B-hiicreli
lenfomada yiiksek diizeylerde saptanmasi ile olmustur. Simdiye kadar en az 17 Bcl-2
proteini tanimlanmistir ve her biri sekans homolojisi gdsteren bolge sayisina (en fazla dort)
gore gruplandirilmistir. Bu proteinler ti¢ fonksiyonel gruba ayrilmistir (Sekil 2.5). Birinci
grup prosurvival veya antiapoptotik Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w, Al/Bfl-1, ve Bcl-
B/BcI2L10 proteinlerinden olusur, genellikle doért Bcl-2 homoloji (BH) bolgesini de
icerirler ve hiicreleri apoptotik uyarilardan korurlar. Ikinci grup BHs-only proteinlerinden;
Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad,Bmf, Hrk, ve Bik olusurlar, sekans homolojileri sadece BH3
bolgesiyle smirlidir. Bu grup DNA hasari, biiyiime faktorii azalmasi ve endoplazmik
retikulum stresi gibi ¢esitli hiicresel streslere cevaben apopitozu baglatmak {izere
aktiflestirilirler. Ugiincii grup Bax, Bak, and Bok/Mtd gibi yine ¢ok bdlgeli (multidomain)
proteinlerdir . Tiim dért BH bolgesini de igerirler ve proapoptotiktirler [62].
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Sekil 2.5. Bcl-2 ailesi

Protein sekanslart BH bolgelerine gore karakterize edilmistirler. Gosterilen BH3 ligand ve hidrofobik
baglanma girinti bolgeleri aile iiyeleri arasinda homo ve heterotipik “BHj3 girinti” temaslarini saglarlar.
Birgok Bcl-2 iiyesi ayn1 zamanda C-ug transmembran (TM) bdlgesine sahiptirler.
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2.7. Apopitoz

Apopitoz spesifik morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler hadiselerle karakterize oldukca
organize bir hiicre 6liim seklidir. Cok hiicreli organizmalarin normal gelisimi i¢in
gereklidir ve saglikli dokuda hiicre dongiisii ve yeniden yapilanmasinda rol alir. Apopitoz
ayrica timor hiicreleri ve virilisler tarafindan enfekte edilmis hiicreler gibi istenmeyen ve
potansiyel olarak zararli hiicrelerin atilmasinda 6nemli rol oynar. Kanser, akkiz immiin
yetersizlik sendromu, Alzheimer’s hastaligi ve romatoid artrit gibi rahatsizliklarin en
azindan kismen bozuk apopitoz regiilasyonu sonucu gelistigi diisiiniilmektedir. Mitokondri
apopitozun diizenlenmesinde kilit rol istlenmektedir. ROT’larin iiretiminde artis,
mitokondriyal indirgeyici ajanlarin (ATP, NADPH ve GSH) miktarinda ve redoks
durumunda azalma, artmis sitozolik ve mitokondriyal kalsiyum diizeyleri gibi birgok sinyal
yolagi apopitozun aktiflesmesinden sorumlu olabilir [63]. Apopitozun yiiriitiilmesinde ve
sonuglanmasinda bir sitoplazmik proteaz ailesi olan kaspazlar ¢ok 6nemli roller {istlenirler
[64].

2.7.1. Mitokondriyal zar gecirgenliginin artisi

Sitokrom c¢’nin mitokondriden sitozole serbestlesmesi en erken apoptotik hadiselerden biri

olarak gosterilmistir [65,66].

Sitokrom c’nin mitokondride yeniden dagilmasi ve/veya mitokondriyi terk etmesi nasil
olabilmektedir?  Mitokondriyal sinyalizasyon ve apopitoz kontroliindeki ana hadise
mitokondri dis zarinin permeabilizasyonu ve proapoptotik proteinlerin sitozolde
serbestlesmesidir [52]. Mitokondriyal zar permeabilizasyonu kompleks bir hadise olup

bununla ilgili birka¢ mekanizma tanimlanmaistir:

- Bcl-2 proteinlerine bagimli,
- Mitokondriyal permeabilite poru bagimli,

- Lipid bagimli gegirgenlik

Bcl-2 proteinlerine bagli permeabilite

Fizyolojik sartlarda bu grubun proapoptotik iyelerinden Bak mitokondri dis zarinda

bulunan bir integral proteindir, Bax ise sitozolde bulunur. Bak ve Bax mitokondriyal dis
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zar gecirgenliginin artiginda esas rolii oynarlar. Bir tanesinin dahi agiga ¢ikmasi halinde bu
hiicreler apopitoza karsi hassas hale gelir ve mitokondriyal zar gegirgenligi artar [67].
Apoptotik sinyallerin etkisi ile Bax’in konformasyonel degisiklige ugrayip mitokondri dis
zarina yerlestigi belirtilmektedir. Daha sonrasinda monomer yapidan oligomerizasyona
ugraylp zarda gozenekler olusturarak gecirgenligini arttirip mitokondriden proteinlerin

salinmasina yol agtig1 6ne siiriilmektedir [68].

Bad, Bim, ve Bid gibi BHs-only proteinlerinin ise zar gegirgenligini direk artirmadiklari
ancak Bax/Bak gibi diger proapoptotik proteinleri aktive ettikleri bilinmektedir. Ayrica
cogu antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin aktivitelerini baskilarlar. Antiapoptotik proteinlerin
etkileri ise ana olarak proapoptotik BH3-only proteinlerinin sekestrasyonu veya mitokondri
zarlarindaki aktiflesmis Bax/Bak komplekslerinin ndtralizasyonu yoluyla oluyor gibi

goriinmektedir [69].

Lipidlere bagli permeabilite

Son zamanlarda ilginin arttig1 konulardan biri de apopitoz sirasinda mitokondri zarlarinin
lipid igeriginin degismesidir ve en tipik ornek ise mitokondriyal ROT aracili kardiolipin
peroksidasyonudur. Kardiolipin esas olarak i¢ zarda bulunur ancak dis zarda da Bcl-2
proteinleriyle iletisimde oldugu saptanmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi kardiolipin
peroksidayonunda sitokrom c¢’nin etkisi lizerinde durulmaktadir. Kardiolipin
peroksidasyonu mitokondriyal zarlarla Bax ve Bid iliskisini etkiliyor ve bu yolla dis zar

gecirgenliginin artisinda rol oynuyor olabilir [70].

Mitokondriyal Permeabiliteye Bagh Gecis (MPBG)

Mitokondri i¢ zarinda nonspesifik kanallarin veya porlarin agilmasi iyonlarin ve kiiciik
molekiillerin serbest hareketine neden olur. Mitokondri matriksinde artmis kalsiyum
konsantrasyonu indiikleyici faktdr olup ROT/RNT artisi, adenin niikleotid havuzunda
tikenme gibi etkenler ise MPBG aktivatorleri olarak diisiiniilmektedir. Zamanla zar
potansiyeli kaybolur ve oksidatif fosforilasyondan ayrilir, ROT salinimi artar ve ATP
tilkketilir. Mitokondri i¢ zarindan kiiclik elektrolitlerin gecisinde artis yaninda matrikste
proteinlerin yiiksek konsantrasyonunun korunmasi mitokondride ozmotik sismeye ve

zamanla dig zarda riiptiirle birlikte zarlar aras1 bosluktan biiylik maddelerin salinimina yol
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acar. I¢ zarm yiizey alam kristalarla birlikte kendisini cevreleyen dis zara gore belirgin

olarak fazla oldugu i¢in MPBG por a¢ilmasi dis zarda riiptiire yol acar [60].

Zar bitlinliigiiniin korunmas1 i¢in gerekli enerji glikolitik ATP sentezinden saglanir.

Apopitoz ile sonuglanabilir ancak ATP sentezlenemezse nekroz ile de sonuglanabilir [71].

I¢ zarda bulunan MPBG komponentlerinin Bax gibi proapoptotik Bcl-2 proteinleriyle
etkilesim icinde apopitoz regiilasyonunda rol oynayabilecegi birtakim ¢alismalarda 6ne

stiriilmiistiir [72].

2.7.2. Sitokrom ¢ salinim sonrasi apopitozun regiilasyonu

Hiicre i¢i apopitoz aktiflestirici  degisikliklere bagli mitokondri dis zarinin
permeabilizasyonu zarlar arasi boslukta bulunan sitokrom c, apopitoz-indiikleyici faktor
(AIF), Smac/DIABLO gibi intermembran proteinlerin salimmina yol agar. Sitozolde
sitokrom ¢ apopitoz aktiflestirici faktor 1 (Apaf 1) ve ATP/dATP ile birlikte prokaspaz-
9’1a baglanarak kaspaz aktivasyonuna baslarlar. Olusan multiprotein kompleks apopitozom
adin alir [66,73,74] .

Apopitoz sitokrom c’den bagimsiz yolaklarla da gerceklesebilir ancak bir¢ok hiicrede
sitokrom c sitozole salindiginda apopitozom olusumu ile kaspaz-9 aktive edilir, bu da
kaspaz-3’i proteolitik olarak aktive eder. Aktif kaspaz-3 ise apoptotik degradasyon faz1 ve

sonrasinda hiicre 6liimiine giden yolag1 baslatir [75].

Sitokrom ¢ mitokondriyal depolarizasyon, kaspaz aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu
olmadan erken apoptotik donemde mitokondriden salinir. Mitokondriyal zar
depolarizasyonu apopitozun erken hadiselerindendir ancak Bcl-2 asir1 ekspresyonu bunu
onler. Yine Bcl-2 asir1 ekspresyonu sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salinimini da
onler [76,77].

Bcl-2 ve Bax apopitozu bagimsiz olarak da regiile edebiliyor gibi goriinmektedir. Ancak
iki molekiil arasinda in vivo bir yaris mevcut gibi goriinmektedir. Bax homodimerleri
(Bax/Bax) mitokondri dis zarinda genis porlar olusturup sitokrom c serbestlesmesini
kolaylastirirken Bcl-2/Bax heterodimerleri por olusumunu inhibe edip apopitozu inhibe
ederler [78].
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Kaspazlarin endojen inhibitorleri IAP  (inhibitor of apoptosis)’lar ilk olarak
baculoviriislerde kesfedilmis, daha sonra 90’11 yillarin ortasinda insanda da bir grup IAP
tanimlanmistir. Prokaspaz-9’a baglanarak ileri kaspaz aktivasyonunun oniinii kesebilirler,

ayrica kaspaz-3’e direk baglanarak inhibe edebilirler [79].

2.8. Biyoenerjetik Perspektiften Egzersiz ve Motor Noron

2.8.1. Egzersiz ve oksidatif stres

Egzersizin insan dokularinda oksidatif hasar yaratabildigine dair ilk kanit 30 y1l 6ncesine
dayanmaktadir. O zamandan beri egzersize bagl serbest radikal tiretiminin kaynaklar1 ve
sonuglari ile ilgili bilgilerimizde belirgin gelisme olmustur. Iskelet kasi birgok arastirmaci
tarafindan egzersizde iretilen serbest radikallerin ana kaynagi olarak gosterilmektedir.
Bununla birlikte kalp, akcigerler veya kan gibi diger dokular da egzersiz sirasinda iiretilen

toplam ROT miktarina katkida bulunabilir [4,80].

Egzersiz tartigmasiz olarak ROT ve RNT’nin iiretiminde artisa yol agar ki bu hazirliksiz
dokulara zarar verebilir. Ancak ayn1 zamanda oksidatif strese adaptif yanitlar1 da aktive
edebilir; ilgili gen ekspresyonlarinda iist ayarlanim (up-regiilasyon) yaparak antioksidan

savunma sistemlerini indiikleyebilir [3,81].

Egzersizde serbest radikal kaynaklari

Egzersiz sirasinda ve istirahatte egzersiz bilimciler tarafindan genel kabul géren en 6nemli
serbest radikal kaynagi mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinden kacaktir. Egzersizle

iliskili oksidatif stres atmig mitokondriyal serbest radikal iiretiminin sonucu olabilir [82].

Egzersizdeki artmis serbest radikal tiretimi ile ilgili alternatif bir mekanizma iskemi-
reperfiizyon hasarinda goriilene benzerdir. Siddetli egzersizde aktif iskelet kasi ve cildin
artmis kan destegini karsilamak ilizere kan akimi yeniden dagitilirken bazi organlarda
(karaciger, bobrek ve bagirsaklar gibi) gecici doku hipoksisi olusur. Ek olarak VO,maks
veya Ustiindeki egzersiz siddetlerinde oksijen destegi talebi karsilayamadigindan aktif kas
liflerinde relatif hipoksi meydana gelir. Egzersizin kesilmesi sonrasi hipoksik dokuya kan
akimi reoksijenasyona yol agar ve bu da asir1 serbest radikal iiretimi ve sonrasinda belirgin

doku hasarina yol actig1 bilinen iskemi-reperflizyon hasarini taklit eder [83,84].
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Iskemi-reperfiizyon hasarinda cesitli ROT iiretim kaynag: tanimlanmustir ancak ksantin

oksidaz ve mitokondriyal solunum zincirinin {izerinde daha ¢ok durulmaktadir [85].

Iskemik durum ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doniismesini tetikler. Egzersiz
sonrasi hipoksik dokunun reoksijenasyonu sirasinda enzim hipoksantini ksantine

doniistiiriirken stiperoksit olusur [86].

Degismis redoks durumu ve hazir ADP elde edilebilirliginin azalmasi gibi kosullarda
mitokondriyal solunumun uyarilmasi ile ROT {iretimi biiyiik oranda artiyor olabilir. Bu tip
durumlar iskemi sonrasi reperfiize olan kalpte olusana benzerdir. Agik¢asi yeniden
kanlanma sirasinda mitokondriye yeterli oksijenin gelmesi ile oksidatif fosforilasyonun
tekrar baslamas1t ROT olusumunu belirgin 6l¢iide arttirabilir. Bu iskemi periyodu sirasinda
tekrar biiylikk miktarda indirgeyici esdegerlerin birikmesine ayni zamanda da adenin

niikleotid iceriklerinin azalmasina yol acacaktir [82].

2.8.2. Motor noron hastaligi (amiyotrofik lateral skleroz)

ALS norodejeneratif hastaliklarin en yaygin olanlarindan biridir ve en yaygin erigkin
baslangicli motor néron hastaligi (MNH)’dir. Serebral korteksteki list motor néronlarin ve
beyin kokii ile omurilikteki alt motor ndronlarmn ciddi dejenerasyonuna bagli olarak
spastisite, jeneralize kas zayiflig1 ve atrofi, konugsma ve yutma giicliigli ile ilerleyici
paralizi tipiktir. Omurilik ve neokorteksteki interndronlarda da dejenerasyon ve kayip

saptanmstir [87].

ALS vakalarmin yaklagik %90°1 sporadik, %10’u familyal olup genellikle otozomal
dominant kalitim gosterir. Her iki form da benzer klinik ve patolojik o6zellikler
gostermektedir ki biiyiik olasilikla ortak patofizyolojik mekanizmalar1 paylagsmaktadirlar.
Cu/Zn siiperoksit dismutazi kodlayan gene (SOD;) ait mutasyonun familyal ALS
olgularinin % 20’sinde gosterilmesi ALS nin anlasilmasinda biiytlik bir ¢i1gir agmistir [88].
Simdiye kadar antioksidan savunma proteinini kodlayan SOD; genine ait 100’iin {istiinde

mutasyon tanimlanmaktadir [89].
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2.8.3. Motor noron hastahi@inda risk faktorii olarak fiziksel aktivite

MNH gelismesinde agir fiziksel aktivitenin roliine iligkin ilgi artmaktadir. Bu artan ilginin
altinda profesyonel sporcularda MNH ile ilgili insidansin beklenen diizeyin {istiinde
oldugunu gdésteren yayinlar etkili olmaktadir. Ancak epidemiyolojik arastirmalardan elde

edilen kanitlar ¢eliskilidir ve net yorum yapmak i¢in yetersizdir [90,91].

Sporadik MNH i¢in ise genetik baz oldugu muhtemeldir ancak buna iliskin kanit azdir.
Yeni tanimlanan ve daha onceden bilinen SOD; gen mutasyonlar1 sporadik olgularda

gosterilmisse de ¢cok daha diisiik frekanslardadir [92,93].

MNH’de eksojen risk faktorleri bakimidan seyrek cografik ve mesleki kiimelenmelerin
goriilmesi potansiyel modifiye edilebilir ¢evresel ve hayat stili etkenlerine yonelik
aragtirmalar1 yogunlagtirmigtir. Bu faktorlerin genetik olarak egilimli olan bireylerde
hastalig1 tetikleyici veya modifiye edici olabilecegi diistinlilmektedir. Bilinen risk faktorleri
arasinda erkek cinsiyet, aile hikayesi ve ilerleyen yas yaninda sigara nisbeten daha
tartismali bir risk faktoriidiir [94]. Fiziksel aktivite, kafa travmasi, meslek, mekanik ve
elektriksel hasar, askerlik egitimi ve toksine maruziyet (6zellikle agir metaller ve

pestisitler) ise etkili oldugu diistiniilmiis risk faktorleridir [94-102].

MNH’de risk faktorii olarak fiziksel aktivitenin etkisi uzun yillardir epidemiyolojik
caligmalarla arastirilmaktadir. Bunlar genellikle toplum bazli, bir kismi1 vaka-kontrollii,
bazilar1 da c¢ok merkezli caligmalardir. MNH ve fiziksel aktivite arasindaki iliskiyi
arastiran yakin zamanli epidemiyolojik ¢aligmalar metodolojik olarak oncekilere nazaran
daha geligmistir. Calismalarda hem pozitif [103, 104] hem de negatif [105, 106,107] iliski
bildirilmistir. Strickland ve ark. [103] vaka kontrollii arastirmalarinda bir tiniversite kas
hastaliklar1 kliniginden sectikleri ALS hastalar1 ve 2 kontrol grubunda fiziksel aktivite ve
travma Oykiisiinii sorgulamislar; siddetli kafa, boyun ve sirt yaralanmasi ve iste veya is dist
zamanlardaki terleme ile ALS arasinda kuvvetli iliski saptamislardir. Negatif iliski
saptanan vaka kontrollii toplum bazli bir ¢alismada ise Longstreth ve ark. [105] fiziksel
aktivite dykiisli ve ALS arasindaki iligkiyi bir nérolog tarafindan yeni tam almisg 174 ALS
hastasi ile cinsiyet ve yas bakimindan eslesen 348 saglikli kontrolde arastirmislardir.
Calisma sonunda hasta ve kontrol grubu arasinda is ve bos zamanlardaki veya hayat boyu

fiziksel aktivitenin belirgin farklilik gostermedigi saptanmistir. Ancak ALS vakalarinda
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lise yillarinda diizenli spor yapma oraninin kontrollere gore biraz daha sik oldugu
sonucuna vartlmistir. Ancak MNH ve fiziksel aktivite iliskisinin arastirildig1 yakin zamanh
epidemiyolojik ¢alismalarda da arastirma dizaynlan ile ilgili hatalar yine mevcuttur ve
sonuglar tartismali ve net yorum yapabilmek i¢in yetersizdir. Vaka se¢imlerinde yanlilik,
fiziksel aktivite kantifikasyon metodlarinda yetersizlik, eslik etme ihtimali olan diger risk
faktorlerine gore diizeltme yapilmadan istatistiksel analiz yapilmasi gibi metodolojik

sorunlar yapilan hatalardan bazilaridir.

Son yillarda MNH ile spor dallarindan 6zellikle futbol arasindaki muhtemel iligki birtakim
arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Italyan profesyonel futbol liglerindeki oyuncularda
90’ I1 yillarin sonuna kadarki mortalite nedenlerini sorgulayan aragtirmacilarin beklenilenin
iistinde MNH oran1 saptamasi dikkatleri bu alana ¢ekmistir [108]. Belli ve arkadaslariin
yaptig1 bu 24 000 oyuncunun arastirildigi retrospektif mortalite calismasinda belirgin
olarak artmis hastalik insidansinin yaninda ¢ogu vakada erken MNH baslangi¢ yasi tipik
bir bulgu olarak saptanmistir. Ancak bu MNH ve fiziksel aktivite iligkisinin arastirildig: bir
caligma degildir ve de futbolculardaki ila¢ aliskanligi, diyet destegi, yaralanma Oykiisii ve
fiziksel aktivite miktar1 gibi sonuglar1 etkileyebilecek Olglimler yapilmamistir ve bu
sonuglara bakilarak neden sonug iliskisi hakkinda yorum yapilamaz. Yine Italyan
futbolculara ait bir baska mortalite ¢alismasinda da benzer sekilde MNH insidansinda
anlamli artis ve erken baslangic yasi saptanmustir [109]. 7325 profesyonel Italyan
futbolcuyu kapsayan bir retrospektif kohort ¢alismasinda ise MNH insidansinda 6nemli
artis saptanmistir [7]. Calisma sonuglarinda 49 yasinin altindakilerde risk artisinin belirgin
oldugu, 5 yildan uzun siireli furbolun ve orta sahada oynamanin hastalik riskiyle iliskili

oldugu belirtilmistir. Yine bulbar baslangicli tip daha yiiksek oranda saptanmustir.

Bu konuyla ilgili futbolcu vakalari da mevcuttur. 2006’da 17 yasinda bulbar baslangic
gosteren ALS’li bir Italyan futbolcu tanimlanmustir [110]. Bu futbolcunun yine orta saha
oyuncusu oldugu ve Oykiisiinde yogun fiziksel aktiviteye maruziyet, futbolla iliskili
belirgin travma ve bircok diyet destegi kullanimi belirtilmistir. Dolayisiyla bu tip risk
faktorleri retrospektif veya prospektif c¢aligmalarda sorgulanmadan MNH ve futbol
arasinda belirtilen pozitif iliskiye yonelik spesifik bir neden sonug iliskisi bakimindan

yorum yapmak miimkiin degildir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Belli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15921041
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Italyan futbolcularinin disinda baska iilkelerden de MNH futbol iliskisini gii¢lendiren
calismalar yaymlanmstir [111,112]. 2007°de 3 Ingiliz amatér lig futbolcusunu iceren bir
vaka serisi yaymnlanmistir. Bu vakalarin aynmi c¢evrede yasadigi ve es zamanli ALS
gelistirdigi belirtilmistir. Yine 0ykiilerinde benzer olarak sigara, elektrik sokuna maruziyet,
futbolla iliskili travma ve yiiksek diizeyde egzersiz gibi ALS risk artis1 ile iligkili detaylara
rastlanilmistir. Burada aymi cografik bolgeyle iliskili tanimlanamamig cevresel risk
faktorleri de muhtemel etken olabilir. Amerikan milli futbol ligindeki futbolcularda
1960’tan itibaren MNH sikliginin arastirildigi yakin zamanli genis ¢apli bir retrospektif
caligmada ise prevalans oraninin normal topluma gore belirgin olarak artmis oldugu
saptanmistir [112]. Ancak ¢alismada vakalarin belirlenmesi ve diger degiskenlere gore
diizeltme ile ilgili eksiklikler gibi metodolojik problemler nedeniyle ¢alisma bulgularina

bakarak kesin yorumlar yapmak hatali olabilir.

Sonug olarak MNH ile futbol arasindaki pozitif iliskiyi destekleyen ¢alisma sonuglarina
ragmen bu iligki tartismalidir ve Onerilen muhtemel mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir. Futbol oynamayla iliskili ¢evresel, diyet destegi veya futbolla iligkili
travma gibi birgok potansiyel riske maruziyet s6z konusu oldugundan fiziksel aktivitenin
tek bagina MNH gelisimindeki roliiniin aydinlatilmasi zor gibi goériinmektedir ve heniiz

anlagilamamustir.

2.8.4. Motor néron hastahiginda mitokondri ve oksidatif stres

ALS’de one siiriilen patojenik mekanizmalarin baslicalar arasinda oksidatif stres, protein
hatal1 katlanmas1 ve agregasyonu, glutamat aracili eksitotoksisite, endoplazmik retikulum
ve hiicre iskeleti degisiklikleri, anormal aksonal tagima, noromiiskiiler bileske
anormallikleri, ubiquitin proteazom yolag1 disfonksiyonu, immiin sistem defekti ve

ndroinflamasyon sayilabilir [113].

ALS’de altta yatan patofizyolojik mekanizma tam olarak netlesmemisse de hastaligin
ilerlemesinde serbest radikal homeostazinin bozulduguna yonelik kanit mevcuttur.
Familyal ALS’li hastalarin bir kisminda ve nadir de olsa bazi sporadik vakalarda SOD;
enziminde mutasyonlar saptanmigtir. Bu enzim normal hiicresel sartlarda siiperoksit
anyonundan H,O, olusmasini saglar yani hiicrede serbest radikal hasarinin 6nlenmesinde

rol alir [114].
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Oksidatif stres belirtecleri (protein karbonil diizeyleri, lipid peroksidasyonu ve protein
glikosidasyonu gibi) ALS’li hastalarda bir¢cok kez gosterilmistir. Santral sinir sistemi
(SSS)’nin baz1 bolgelerinde (motor korteks, parietal korteks, omurilik) hem sporadik hem
de familyal tipte oksidatif hasar artmis ROT {iretiminin roliinii gostermektedir. Bu
gozlemler mutant SOD; asir1 ekspresyonlu transgenik fare modelleriyle de desteklenmistir.

Bu farelerde iskelet kasinda da oksidatif stres gostergelerine rastlanmigtir [115,116].

ALS’li SOD; transgenik fare modellerinde mitokondriyal patoloji erken bir preklinik
ozelliktir. Ultrastriiktiirel calismalarda dejenere mitokondriler etkilenen noéronlarin hem
akson hem dendritlerinde, motor noéronlarin presinaptik uglarinda motor sinir
sonlanmalarinda saptanmistir. Mitokondriyal DNA niikleer DNA’ya gore oksidatif hasara
daha duyarlidir ¢iinkii koruyucu histonlar1 yoktur ve tamir mekanizmalar1 daha zayiftir. Bu
da ALS’de serbest radikal homeostazindaki degisiklik nedeniyle mitokondriyal genomda
yiiksek diizeylerde oksidatif hasar gelisme riskini arttiriyor gibi goriinmektedir. SSS’deki
noronlar postmitotiktir ve oksidatif gereksinimleri yiiksektir ve bu Ozellikleri onlari

mitokondriyal hasara acik hale getiriyor gibi goziikmektedir [114].

Hastalikta neden spesifik néron popiilasyonunun secici olarak etkilendigi ve tam olarak
hangi hiicre grubunda baslayip ilerledigi tam olarak netlesmemistir. ALS’de “dying-
forward” hipotezine gore hastalik kortikal motor noronlarda baslaylp anterograd
dejenerasyonla glutamat toksisitesi yoluyla bunlarin monosinaptik olarak baglantili
olduklart 6n boynuz hiicrelerini de etkiler. Yani motor noron hasari hastaligin ortaya
cikisin etkileyen temel faktordiir ve hasarli motor ndronla iliskili néron olmayan astrosit,
mikroglia, iskelet kasi hiicreleri, Schwann hiicreleri gibi hiicreler de hastaligin
ilerlemesinde etkilidir. “Dying back” mekanizmasi da bir baska hipotez olarak One
striilmiistiir. Burda ise ALS kas hiicresi veya ndromiiskiiler kavsakta baslamaktadir,
normalde postsinaptik hiicreler tarafindan salinip retrograd olarak presinaptik aksona ve
etki gosterdigi hiicre gévdesine kadar tasman spesifik bir motor nérotrofik hormonda
defekt mevcuttur [117,118]. Bunlarin aksine bazi arastirmacilar iist ve alt motor néron

dejenerasyonunun birbirinden bagimsiz olarak olustugunu 6ne siirmiislerdir.

Mitokondriler ROT ana kaynagidirlar ve intrinsik apoptotik yolaklarda nemli rol oynarlar.
Dolayisiyla mitokondriyal disfonksiyon biyoenerjetik yetmezlik, oksidatif stres veya

apopitoza yol agarak hiicre 6liimii ile sonuglanabilir. Bunun 6tesinde mitokondriler birgok
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fonksiyonu yerine getirdikleri i¢in 6zelliklerinde degisiklik olmasi motor néron gibi uzun

Oomiirlii postmitotik hiicrelerde yaslanma ve strese intrensek bir egilim kazandirabilir [115].

ALS’de mitokondriyal disfoksiyon veya apopitozun etiyolojik faktér olduguna dair
kanitlar programli bir hiicre 6liim mekanizmasi yoluyla motor ndéronlarin 6ldiiglini
diistindiirtmektedir. Hastalarin omurilik ve motor kortekslerinde DNA fragmentasyonu ve
Bcl-2 ailesinin iiyelerine ait subseliiler protein dagiliminda degisikliklerle birlikte kaspaz-3

aktivasyonu gosterilmistir [119].

ALS’de motor noron Oliimiiniin nedeni tam olarak anlagilamamistir. Bu hiicrelerin
dejenerasyona yatkinliginin nedeninin anlagilmasi belki de hiicre 6liim mekanizmalarinin
anlasilmasinda 6nemli bir adim olacaktir. Mitokondriler her hiicrede mevcutken nasil bir
bozuklugun segici motor ndron oliimiine yol agtigi ele alinmasi gereken bir durumdur.
Sekil 2.6’da sematize edilen “enerji baglantili eksitotoksik hipotez” ALS’de mitokondriyal
tutulum hipoteziyle glutamat toksisitesi ve oksidatif stres hipotezlerini birlestiren teoridir
[13].

Glutamate

NMDA
receptors

Endonucleases
Proteases

_____

Free -
radicals ~

Sekil 2.6. Enerji baglantili eksitotoksik hipotez

Kesiksiz oklar nedensel veya aktive edici etkileri temsil etmektedir. Kesikli oklar inhibitor etkileri
gostermektedir.
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Bu hipoteze gore baslangicta enerji metabolizmasindaki kayip néronlarin glutamata olan
hassasiyetinde artigla sonuglanabilir. Bu hassasiyet artik normal glutamat diizeylerinin
eksitotoksik olacagi bir seviyeye kadar ulasabilir. Mitokondriyal enerji iiretimindeki
azalma kalitimsal olabilir veya hiicrede artmis serbest radikaller gibi nedenlerle
mitokondrilerdeki akkiz hasar sonucu olabilir. Mitokondriyal ATP iiretiminde yasla iliskili
azalmalar bu durumu alevlendirebilir. Hiicresel ATP diizeylerindeki azalma Oyle bir
seviyeye ulasir ki néron kendi zar potansiyelini koruyamaz ¢iinkii bunun i¢in gerekli iyon
tagiyicilar1 ATP bagimhidir. Bu depolarizasyon hiicre yiizeyindeki voltaj bagimli,
magnezyum ile bloke N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptorlerinde serbestlesme ile
kalsiyum (Ca”*) ve sodyum (Na")’un hiicre i¢ine akisina neden olabilir. Bu igeri akisin
birgok sonucu olacaktir. Iyon akisi hiicreyi daha fazla depolarize edecektir. Sodyumun
hiicre i¢ine gogii Na'*/Ca®* tastyicisinin fonksiyonunda bozulma yaratarak hiicrenin
kalsiyumu uzaklastirma kabiliyeti azalacaktir. Kalsiyum sadece ATP bagimli tasiyicilarla
atilabilecegi i¢in hiicredeki ATP daha da ¢ok kullanilacaktir. Artmis kalsiyum diizeyleri
hiicresel proteazlar, lipazlar ve endoniikleazlar1 aktiflestirebilecektir. Artan kalsiyumun
mitokondri tarafindan serbest radikal iiretimini arttirdigi gosterilmistir ve bu serbest
radikaller mitokondri tarafindan daha ¢ok ROT iiretimini tetikleyecektir. Bu durum
hiicrede oksidatif hasara yol acacaktir. Bu hipotezde bahsedilen artmis hiicre i¢i kalsiyum
diizeyleri, oksidatif hasar, azalmig mitokondriyal zar potansiyeli gibi bulgular hem ALS’li
hastalarda hem de mutant SOD;’li transgenik fare modellerinde gosterilmistir. Mutant
SOD;’li motor ndronlarin mutant SOD; eksprese etmeyen motor ndronlara gore glutamata
daha hassas olduklar1 saptanmistir. Biitiin bu ¢alisma sonuglarindan elde edilen veriler

enerji baglantili eksitotoksik hipotezle uyumludur.

2.8.5. Motor néron hastahgr ve egzersiz iliskisine yonelik muhtemel patojenik

mekanizmalar

MNH’nin altinda yatan patofizyolojik mekanizmalara yonelik yogun arastirmalar
mevcuttur ve bu konuda ilerleme s6z konusudur. MNH hastaliginin gelismesini tetikledigi
varsayillan mekanizmalarin bir kisminin aym1 zamanda fiziksel aktivite tarafindan da

modifiye edildigi bilinmektedir (Sekil 2.7).
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Fiziksel Aktivite
’]‘Oz tuketimi
M doku

metabholizmasi

Oksidatif Stres

—>Kalsiyum girisi
—>ROT Uretimi

. Diger Patojenik
2 , b 4 Mekanizmalar

Hucre
Hasari
Apopitoz

Motor noronlarin

Genetik Faktorler e mers s
segici egilimi

Motor noron

Sekil 2.7. Motor ndron hastaliginda altta yatan patojenik mekanizmalarla ve fiziksel
aktivitenin bunlar tizerindeki etkileriyle ilgili hipotezler
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Oksidatif stres

Serbest radikal iiretimi hiicrelerin antioksidan kapasitelerini astiginda oksidatif stres ortaya
cikar ve bu redoks sinyalizasyonunu bozup molekiiler hasara yol acar. Oksidatif stres

patolojik bir hadisedir ve normal metabolizmay1 olumsuz etkiler [120].

Fiziksel aktivite ROT’larda artis1 tetikler ancak diizenli yapildiginda antioksidan savunma
sistemini de aktiflestirir ve adaptif yanitlar gelisir. Egzersizin insan dokularinda oksidatif
hasar yaptig1 ilk olarak 30 yil 6nce kas ve karaciger dokularinda gosterilmistir. Yogun
fiziksel aktivite belirgin olarak artmis oksidatif metabolizma ile birliktedir ve antioksidan

savunma mekanizmalariyla karsilanamayan ROT artis1 yaratabilir [4,121]

Egzersizle iligkili artmis serbest radikal iiretiminde en ¢ok mitokondri metabolizmasiyla

ilgili degisiklikler ve solunum zincirinden olan kagak iizerinde durulmaktadir [82].

MNH’de de oksidatif hasara ait bulgular hem sporadik hem de familyal tipte SSS’nin farkli
seviyelerinde gosterilmistir. Hastalikta mitokondriyal enerji dengesiyle ilgili bozukluklar
ve oksidatif stresin etkisine yonelik birgok kanit mevcuttur ve en ¢ok iistiinde durulan

patogenetik mekanizma gibi goriinmektedir [115,116].

Siddetli fiziksel aktivitede oksidatif strese bagli doku bazinda olumsuz etkiler gelisebilir.
Bu olumsuz etkiler 6zellikle egzersize normal fizyolojik yanit gelistirememe konusunda

kalitsal egilimi olan bireylerde ¢ok daha belirgin olabilir.

Glutamat eksitotoksisitesi

Fizyolojik sartlarda glutamat ana eksitator ndrotransmiter olmasina ragmen yiiksek
konsantrasyonlarda reseptor asir1 stimiilasyonuna, noral hiicrelere anormal kalsiyum iyon
akisina ve sonug¢ olarak noronal hiicre Olimiine yol agar. Bu durum glutamat
eksitotoksisitesi olarak bilinmektedir. MNH’de SSS’nin farkli bélgelerinde glutamat
diizeyleri, geri alimiyla ve tasinmasiyla ilgili degisiklikler saptanmustir [13,122].

Bir hipoteze gore siddetli fiziksel aktivite yapildiginda motor ndronlarda yogun ateslenme
olmalidir, bu da asir1 glutamat uyarisina neden olarak meyilli bireylerde toksik sonuglar

dogurabilir. Bunun 6tesinde motor norona zararli ¢evresel, diyet veya tibbi yolla alinan
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toksik maddelere maruziyet ve bunlara karsi hassasiyet fiziksel aktivitenin fizyolojik
mekanizmalart yoluyla degistirilebilir [123,124]. Futbolcularda oksidatif stresin yliksek
fiziksel aktivite, diyet destekleri, receteli veya yasadisi asir1 ilag kullanimi, egzersize bagl
iskemi ve sporla iliskili yaralanmalarin eszamanli etkisi ile olustugu diisiiniilmektedir.
MNH ile futbol arasinda diger patojenik mekanizmanin ndroinflamasyon olabilecegini de

belirten arastirmacilar mevcuttur.

Muhtemel genetik etkenler

Fiziksel aktiviteye yanitta fizyolojik gen regiilasyonu ve genotipik varyasyonlar sportif
yetenek ve fiziksel uygunlugu belirler. Dolayisiyla egzersizin saglik iizerindeki etkisi
bireyler arasinda farklilik gosterebilir ki bunda genetik faktorlerin etkisi muhtemeldir

[125].

MNH gelisiminde etkili oldugu saptanan birtakim genlerin ekspresyonunun da egzersizle
arttig1 saptanmistir. Bu bulgular MNH ve fiziksel aktivite baglantisinda potansiyel bir
genetik izah olabilir. En ¢ok anjiojenik ve norotrofik 6zellik tasiyan genler iizerinde

durulmaktadir [126].

Son yillarda hipoksinin indiikledigi genlerde mutasyonlar saptandigr i¢in MNH
patogenezinde hipoperfiizyonun rolii giindeme gelmistir. Eger hipoksiye yanitta sorun
varsa diger motor noronlardaki yiiksek oksijen ihtiyaci diger dokulardan o6nce bu
hiicrelerin dejenere olmasina yol agabilir. Vaskiiler endotelyal biliylime faktori
(VEBF)’niin motor néron iizerinde norotrofik etkisi gosterilmistir. Ayrica VEBF geni veya
protein diizeyleri ile ilgili sorunlar MNH hastalarinda saptanmigtir. MNH hastalarinda yine
bir bagka hipoksi cevap geni anjiojeninle ilgili mutasyonlara ve polimorfizmlere
rastlanmigtir. Tlging olarak yogun egzersizin bu iki hipoksi ile iliskili gen cevabinda artisa
yol actigimi gosteren arastirmalar mevcuttur. Dolayisiyla bu genlerle ilgili defekti olan
bireylerde fiziksel aktiviteye normal fizyolojik yanit vermede sorun olabilecegi ve bunlarin
motor noron dejenerasyonu gelistirme agisindan risk altinda olduklarini diistinmek akla
yatkindir. Norotrofik faktorlerden motor ndron tizerindeki koruyucu etkisi hiicre kiiltiirii ve
hayvan modellerinde gosterilmis Siliyer norotrofik faktor, glial kokenli norotrofik faktor,

beyin kokenli norotrofik faktdr gibi norotrofik faktdr gen ekspresyonu veya protein
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diizeylerinde fiziksel aktivite ve MNH hastaliginda degisiklikler ¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir [124].

Fiziksel aktivite veya egzersizin MNH de risk faktorii olduguna dair son kanitlar sinirli ve
celigkilidir, kesin yorumlar yapmak i¢in yeterli degildir. Epidemiyolojik caligmalara daha
cok dayanilmasi, hastaligin dogas1 ve relatif olarak diisiik prevalansi bu konuyla ilgili
baslica problemlerdir. Ancak fiziksel aktivite ve MNH arasinda pozitif iligkinin
gosterildigi birtakim durumlar siiphe uyandirmaktadir ve ¢iiriitiilememistir. Sekil 2.8’de de
sematize edildigi gibi bu calisma sonuglar1 genetik olarak egilimli olan bireylerde eksojen
bir faktdre anormal bir fizyolojik yaniti yansitiyor olabilir [124]. Bu konuyla ilgili 6zellikle

temel bilim alaninda ileri ¢alismalar gereklidir.

Yogun Fiziksel
Aktivite

Anormal yanit:

Genetik Egilim Risk altindaki genotip nedeniyle

Tanimlanmamis
risk faktorleri

Sekil 2.8. Fiziksel aktivitenin motor noron hastaliginda risk faktorii olma ihtimaliyle ilgili
onerilen mekanizmalarin 6zeti
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Calismaya Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 22.06.2011 tarih ve
G.U.ET-11.074 kod numaras1 ile onay almmustir. Gruplar1 olusturmak amaciyla Gazi
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (GUDAM) nden temin edilen 30 adet
250-300 gram aras1 Wistar Albino erkek sican kullanilmistir. Siganlar GUDAM deney
hayvani yetistirme laboratuvarlarinda normal sicaklik (22-25 °C), 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik dongiisii, % 40+5 nem ile normal yem ve su saglanan ortamda standart kafeslerde
barindirilmistir. Aragtirma siiresince deneklerin her hafta baginda agirliklart ol¢tilmistiir.

Her sigan numaralandirilarak ¢alismaya alinmistir. Arastirma boyunca tiim deneyler sabah

09.00 ‘da baslatilmistir.

3.2. Calisma Gruplan

Denekler 3 gruba ayrildi.

1. Kontrol Grubu (Sedanterler) (n=10)

Herhangi bir egzersiz protokoliine tabi tutulmayan sedanter hayvanlardan olusturulmustur.

2. Deney Gruplar1 (n=20) : 13-15 hafta siireyle haftada 5 giin kosu egzersizine tabi tutulan

hayvanlardan olusturulmustur.
a. Yiksek siddetli-aralikli kronik kosu egzersizi yaptirilan grup (n=10)
b. Iliml siddette-devamli kronik kosu egzersizi yaptirilan grup (n=10)
3.3. Egzersiz Protokolii

GUDAM laboratuarinda bulunan 2 adet motorize yiiriime bandindan (treadmill)

faydalanilmistir.
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3.3.1. Yiiriime bandina uyum uygulamasi

Kronik kosu egzersizi yaptirilacak gruplar 1 haftalik laboratuvar adaptasyonundan sonra, 5
giin boyunca 10 dk siireyle 10m/dk hizda ve 0° egimde kosturularak, kosu bandina adapte

olmalar1 saglanmistir.

3.3.2. Yiiksek siddetli-aralikhi kronik kosu egzersiz uygulamasi

Bu gruptaki 10 si¢ana her giin ayni saatlerde ayni sican yiiriime bandinin 4 kanalinda 13-15
hafta siireyle 0° egimde kosu yaptirilmistir. Kosu programinin ilk 5 dakikasi 1sinma
niteliginde olup denekler 11,5 m/dk hizda kosturulmustur. Bir maksimal ve bir minimal
siddetteki kosu bir tur olarak kabul edilmistir. Isinma kosusu sonrasinda 1,5 dakikalik
yiiksek hizda (48 m/dk) kosu yaptirilmistir. Ancak minimal hizdan maksimal hiza,
maksimal hizdan da minimal hiza gecis 0,5 er dakika olacak sekilde gegis siiresi toplam 1
dk tutulmustur. 11,5 m/dk Ik diisik hizda ise sicanlar 3 dk (maksimal hizdaki kosu
stiresinin 2 kati) kosturulmustur (Sekil 3.1).

Kosu programinin ilk 2 haftasinda deneklere hazirlik kosusu sonrasi daha diisiikk maksimal
ve minimal hizlarda tek tur kosu yaptirilmistir. 2 hafta boyunca kademeli olarak hizlar
arttirilmig ve 11,5-48 m/dk minimal ve maksimal hizlara ulagilmistir. Bu programin %
100’{in iistiinde VO,maks’a tekabiil ettigi belirtilmistir [127]. Ikinci haftadan itibaren ise 2-
3 haftada bir tur sayis1 kademeli olarak arttirilmistir. Son haftalar 6 tura ¢ikilmistir. Her bir

kosu egzersizinin son turunda 11,5 m/dk hizda 5 dakikalik soguma periyodu uygulanmistir.



Yiuksek Siddetli Aralikh Kosu Egzersizi Devresi

Sekil 3.1. Uygulanan yiiksek siddetli-aralikli kosu egzersizi modeli

3.3.3. Illmh siddette-devaml kronik kosu egzersizi uygulamasi

Bu gruptaki 10 si¢ana her giin ayni saatlerde ayni sigan yiiriime bandinin 4 kanalinda 13-15
hafta siireyle 0° egimde kosu yaptirilmistir. Diger kosu grubu ile siire degiskeni ayni
tutulmustur. Kosu hiz1 ise ilk giin 10 m/dk son haftalarda ise 22 m/dk olacak sekilde
kademeli olarak arttirilmistir. Her bir kosu egzersizi uygulamasinda maksimum hiza
kademeli olarak ¢ikilmis (hazirlik) ve denekler belli bir siire bu hizda kosturulduktan sonra

hiz kademeli olarak diistiriilmiistiir (toparlanma).

Denekleri kogmaya motive etmek amaciyla ara ara elektrik sok yontemi kullanilmistir.

Deney gruplar1 son kosu egzersizi bitiminden 48 saat sonra feda edilmislerdir.

3.4. Cerrahi Islem

Kontrol grubuna ve kronik kosu egzersizi yaptirilan gruplara, intraperitoneal 45mg/kg
Ketamin HCI (Alfamine 100 mg/ml, Ege Vet Hayvancilik San. ve Tic. Ltd. Sti. Bornova,
[zmir, Tiirkiye) ve 5 mg/kg Ksilazin HCL (Alfazyne, 20 mg/ml, Ege Vet Hayvancilik San.
ve Tic. Ltd. Sti. Bornova, Izmir, Tiirkiye) verilerek anestezi saglanmustir. Her bir denekten
intrakardiyak yaklasik 10 cc kan alinarak 6tenazi yapilmistir. Arkasindan hizli bir sekilde
her bir denegin motor korteksi, servikal ve lomber omurilik dokular1 hassas sekilde izole

edilip serum izotonik ile yikanarak ileri histolojik incelemeler i¢in uygun soliisyonlarda
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paketlenmistir. Omurilikte servikal ve lomber genislemeler seviyesinde omurilik dokulari

izole edilmistir [128].
3.5. Analiz Yontemleri

Kronik YSAE sonrasi motor korteks ve omurilik 6n boynuz alanlarindaki motor
ndronlarda hiicre aerobik enerji metabolizmasinda bozulmayla iliskili mitokondri yapisal
proteinleri Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivitesinin belirlenmesi, motor néronlarin
yapisal, ultrastriiktiirel incelemesini yapmak iizere dokular, Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarlarinda immiinohistokimyasal inceleme ve

elektron mikroskobik degerlendirme ile incelenmistir.
3.5.1. Immiinohistokimyasal yontem

%10’ luk notral formaline alinarak 72 saat siireyle tespit edilen motor korteks, servikal ve
lomber omurilik dokulari, alisilmis histolojik 151k mikroskop takip yonteminden gegirilerek
parafin bloklar elde edilmistir. Tiim gruplar i¢in hazirlanan bloklardan mikrotomla (Leica
SM 2000, Germany) polizinli lamlara 4 um kalinliginda kesitler alinarak deparafinizasyon
ve dehidratasyon islemleri uygulanmistir. immiinohistokimyasal incelemeler igin Bcl-2
(Code: sc-7382, Lot: A2413, SantaCruz, Dallas, USA) ile sitokrom ¢ (Code: sc-13156,
Lot: K0812, SantaCruz, Dallas, USA), primer antikorlar1 igin Histostain Plus Broad
Spectrum (HRP) Kit (Ref: 859043, Lot: 1153386A, Invitrogen, Frederick, USA) sekonder

kiti kullanilmastir.

Her iki antikor i¢in kesitlere %3’ liikk hazirlanan hidrojen peroksit uygulanmis ve endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edilmistir. Daha sonra, camlar 3 kez 3’er dakika Phosphate
Buffered Saline (PBS, pH=7.4) ile yikandiktan sonra 0zgiin olmayan baglanmalarin
engellenmesi amaciyla 10 dakika Ultra V Block (Ref:859043, Lot: 1153386A, Invitrogen,
Frederick, USA) uygulanmistir. Bloklama asamasinin ardindan kesitler Bcl-2 ve sitokrom
¢ primer antikorlarinda bir gece buzdolabinda bekletilmistir. Bu agamada negatif kontroller
icin primer antikor uygulanmamustir. Camlar siireler sonunda 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandiktan 10 dakika sonra biyotinli sekonder antikor (Ref:859043, Lot:
1153386A,,Invitrogen, Frederick, USA) uygulanmistir. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra
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dokular enzimin biyotine baglanmasi amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksine (Ref:859043, Lot: 1153386A, Invitrogen, Frederick, USA) etkin birakilmstir.

Camlar tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen olarak DAB (3,3’iaminobenzidine
Tatrahyrochloride, Ref: 00-20, Lot: 1228699A, Invitrogen, Frederick, USA) uygulanarak
gozle goriilebilen immiin reaksiyonun agiga c¢ikmasi saglanmistir. Zemin boyamasinda
Hematoksilen (Cat:008011, Lot: 73232285B, invitrogen, Frederick, USA) kullanilmustir.
Tiim preparatlar Leica DM 4000 (Leica, Weetlar, Germany) mikroskobunda kamera
atagmanli (DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) bilgisayar destekli
goriintilleme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda fotograflanarak kalitatif olarak

degerlendirilmistir.

3.5.2. Immiinohistokimyasal skorlama yéntemi

Her bir antikor igin, tiim gruplara ait immiinreaktivite skor gizelgeleri motor kortekste ve
omurilik 6n boynuz kesitlerinde lomber ve servikal olmak tizere farkli bolgeler igin
hazirlanmistir. Her bir grupta her bir denek igin 1 merkez 5 perifer toplam 6 alanda, X400
biliylitmede immiinreaktivite yogunluklari 0: tutulum yok, 1: zayif immiinreaktivite, 2:
zayiftan ortaya degisen immiinreaktivite, 3: orta diizeyde immiinreaktivite, 4: ortadan
kuvvetliye degisen immiinreaktivite, 5: kuvvetli immiinreaktivite olarak belirlenmistir. Her

grup i¢in incelenen 3 farkli dokuda ortalama degerlere ulagilmistir.
3.5.3. Elektron mikroskobik yontem

Almman doku Ornekleri transmission elektron mikroskobu (TEM) ile incelemenin
yapilabilmesi amaciyla, fosfat tamponlu %2,5° luk gluteraldehit soliisyonuna (Code:
R1010, Lot: 110205-79910 Agar Scientific, United Kingdom) alinarak tespit edilmistir.
Sonrasinda %1’ lik osmiyum tetroksite (OsO4, 0.1g, Code: R1015, Lot: 123705, Agar
Scientific, United Kingdom) 1 saat etkin birakilan dokularin ikinci tespitleri ve
boyanmalari saglandiktan sonra alkol serilerinden geg¢irilmistir. 30 dakika propilen oksitte
(Code: R1080, Lot: 081903, AgarScientific, United Kingdom) bekletilen dokular, propilen
oksit ve gbmme materyali (Code: R1042, Lot: 65900, Agar Scientific, United Kingdom)
icinde 30 dakika daha bekletilerek gdomme materyalinin doku igine gecisi saglanmistir. Bu

asamadan sonra gdmme materyali i¢ine alinan dokular 2 saat rotatorda oda 1sisinda, 2 saat
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ise 40 °C’de etiivde bekletilmistir. Son olarak dokular ayni karisim ile yatay gomme
bloguna gdmiilmiistiir. Hazirlanan bloklardan ultramikrotom (EM UC7, Leica, Germany)
ile 1’ luk kesitler alinarak toluidin mavisi (Code: T3260, Lot: 97H3617, Sigma, USA) ile
boyanmustir. Bilgisayar donanimli foto-1s1k mikroskobu (DCM 4000, Leica, Germany) ile
incelenen kalin kesitlerden belirlenen bolgeler isaretlenerek formvar kapli bakir gridler
iizerine 0,2—-0,5u’ luk ince kesitleri alinmigtir. Alinan kesitler kontrast saglamak amaciyla,
uranil asetat (Code: U997, TAAB Laboratories, England) ve kursun sitrat (Code:
AGR1210, AgarScientific, United Kingdom) ile boyanarak Carl Zeiss EVO LS10 TEM-
SEM elektron mikroskobunun TEM boliimiinde incelenerek fotograflandirilmis ve

kalitatif olarak degerlendirilmistir.

3.5.4. Sinir doku dejenerasyon belirleme yontemi

Hem motor korteks hem de omurilik 6n boynuz dokularinda her grup i¢in dejenerasyon
skor gizelgesi olusturulmustur. Bu ¢izelge olusturulurken noéronlarda sisme, Nissl cisimcik
kaybi, cekirdekcik kaybi, damarlardaki 6dem, mitokondriyal kristolizis ve lenfosit
infiltrasyonu degerlendirilerek skorlandirilmistir. 1: normal, 2: hafif dejenerasyon, 3: orta
dejenerasyon, 4: ortadan kuvvetliye degisen dejenerasyon, 5: kuvvetli dejenerasyon olarak

kabul edilmistir.

3.5.5. Noron canhlik belirleme yontemi

Canli goriinlimdeki noronlarin varligr ise ndéron govdelerinde Nissl cisimciklerinin
bulunmasi, Okromatik c¢ekirdekleri ve belirgin ¢ekirdekg¢iklerinin izlenmesiyle tespit

edilmistir. Bulgular her bélge i¢in elektron mikroskopta degerlendirilmistir [129].

3.5.6. Noron canhlik indeksi hesaplama yontemi

Noron canlilik indeksi ise, 151k mikroskopta X400 biiyiitmede her gruptaki her bir denegin
omurilik i¢in 6n boynuzunda, beyin dokular1 i¢in ise motor kortekste canli goriiniimdeki

ndron sayisinin toplam ndron sayisina boliinmesiyle bulunmustur.
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3.6. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve tablolarin olusturulmasi amaciyla
bilgisayarda “SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 15 kullanilmistir.
Verilerin sunumu i¢in ortalama ve standart sapma degerler kullanilmistir. Ele alinan her bir
ozellige (degisken) gore YSAE, ISDE ve Kkontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olup olmadigi Kruskal Wallis H testi ile arastirilmistir. Yapilan Kruskal-
Wallis H testinin anlamli bulunmasi durumunda farkliligin hangi gruplar arasinda
oldugunu belirlemek amaciyla Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Biitiin istatistiksel analizlerde 6nemlilik seviyesi olarak p<0,05 degeri kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya 30 denekle baslanmistir. YSAE grubundaki deneklerden birisi kronik kosu
stirecinin son haftasi kilo kayb1 gdstermis ve randimaninda hafif bir diigme gézlenmistir.
Ayni denekte sakrifikasyon islemi sirasinda akciger kitlesi saptanmasi lizerine ¢alisma dist

birakilmistir.

4.1. iImmiinohistokimyasal Bulgular

4.1.1. Motor korteks bulgulari

Motor kortekste motor néronlarda ve gliyalarda Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivitesi ile
iligkili her 3 gruba ait immiinohistokimyasal skorlar Cizelge 4.1’de verilmistir. Buna gore
her bir grupta her bir denek i¢in 1 merkez 5 perifer toplam 6 alanda, X400 biiylitmede

immiinreaktivite yogunluklari1 yansitilmistir.

Cizelge 4.1. Motor korteks kesitlerinde gruplara gore Bel-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivite

skorlar1
Bcl-2 sitokrom ¢
Grup
MN GH MN GH
K 434444 3,3,3,3,3,3 21,2222 1,0,1,0,1,1
ISDE 4,3,4,3,4,4 2,1,2,1,2,2 2,2,2,1,1,2 1,0,0,1,1,1
YSAE 212221 211,222 2211272 1,1,1,1,0,0

0: tutulum yok, 1: zayif immiinreaktivite, 2: zayiftan ortaya degisen immiinreaktivite, 3: orta diizeyde
immiinreaktivite, 4: ortadan kuvvetliye degisen immiinreaktivite, 5: kuvvetli immiinreaktivite olarak
belirlenmistir. K: Kontrol, MN: Motor néron, GH: Glia hiicresi

Immiinohistokimyasal skorlarin gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmasi sonrasi
Bcl-2 immiinreaktivitesinin motor ndronlarda YSAE grubunda diger gruplara gore dnemli
oranda azaldig1 (p<0,05), glia hiicrelerinde ise egzersiz gruplarinda kontrol grubuna gore

immiinreaktivitenin anlamli olarak zayifladig1 saptanmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.2. Motor kortekste Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivite skorlarinin gruplar
arasinda karsilastiriimasi

YSAE ISDE K p
(n=6) (n=6) (n=6)
MN Bcl-2 1,67 + 0,522 367 + 052° 383 + 041° 0,001
GH Bcl-2 1,67 + 0,522 1,67 + 0,522 300 + 0,00° 0,001
MN sitokrom ¢ 167 + 0,52 1,67 + 0,52 1,83 + 041 0,770
GH sitokrom ¢ 0,67 + 0,52 0,67 + 0,52 0,67 + 0,52 1,000

K: I(It(ontrol, MN: Motor ndron, GH: Glia hiicresi. Ayn1 satirda ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark
yoktur.

Motor korteks dokusunda Bcl-2 immiin boyamalariyla yapilan kalitatif degerlendirmede
ise doku genelinde, kontrol ve ISDE gruplarinda immiinreaktivite yogunlugu agisindan
belirgin bir fark gézlenmedi. Tutulumun tiim gruplarda motor néronlar genelinde yaygin,
orta dereceli ve benzer oldugu saptanmakla birlikte YSAE grubunda yer yer bazi
bolgelerde immiinreaktivitenin azaldigi dikkat ¢ekti (Resim 4.1.A, 4.1.B, 4.1.C).

Resim 4.1. Motor kortekse ait 6rneklerde Bcl-2 ve sitokrom ¢ bulgular

Kontrol (A), ISDE (B) ve YSAE (C) gruplarina ait kesitlerde Bcl-2 ve kontrol (D), ISDE (E) ve YSAE (F)
gruplarma ait Kkesitlerde ise sitokrom ¢ immiinohistokimyasal boyamalarinda motor néron (=) ve gliya
hiicreleri (=) izleniyor (Immiinperoksidaz-Hematoksilen A,B,C,D,E,FX400).
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Motor korteks dokusunda  sitokrom ¢ immiin boyamalariyla yapilan Kkalitatif
degerlendirmelerde sitokrom ¢ immiinreaktivitesinin, Bcl-2 ile zit olarak kontrol ve ISDE
gruplarinda zayif oldugu ayirt edildi. YSAE grubunda ise yer yer zayiftan ortaya degisen
tutulum ilgiyi ¢ekti (Resim 4.1.D, 4.1.E, 4.1.F).

4.1.2. Omurilik 6n boynuz bulgular:

Servikal ve lomber omurilik 6n boynuz motor néronlarinda ve glia hiicrelerinde Bcl-2 ve
sitokrom ¢ immiinreaktivitesi ile iliskili her 3 gruba ait immiinohistokimyasal skorlar
Cizelge 4.3’te verilmistir. Buna gbre her bir grupta her bir denek i¢in 1 merkez 5 perifer

toplam 6 alanda, X400 biiyiitmede immiinreaktivite yogunluklar1 yansitilmistir.

Cizelge 4.3. Omurilik 6n boynuz kesitlerinde lomber ve servikal seviyelerde gruplara gore
Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivite skorlari

Servikal Lomber
Grup Bcl-2 sitokrom ¢ Bcl-2 sitokrom ¢
MN GH MN GH MN GH MN GH
K 55,5554 55,5,5,55 222111 2,221,272 55,5,5,4,5 555,545 1,1,1,10,1 1,1,1,1,0,1
ISDE 3,3,3,2,3,2 3,3,3,3,3,3 3,3,3,3,2,3 3,2,3,3,2,3 3,3,3,3,2,3 3,2,3,3,3,3 222,212 212222
YSAE 222112 21,1222 44,4334 55,5,55,4 3,3,3,3,3,3 3,3,3,3,3,3 2122272 2221272

0: tutulum yok, 1: zayif immiinreaktivite, 2: zayiftan ortaya degisen immiinreaktivite, 3: orta diizeyde
immiinreaktivite, 4: ortadan kuvvetliye degisen immiinreaktivite, 5: kuvvetli immiinreaktivite olarak
belirlenmistir. K: Kontrol, MN: Motor néron, GH: Glia hiicresi

Bcl-2 immiinohistokimyasal tutulumu bakimindan servikal omurilik diizeyinde hem motor
noronlarda hem de glia hiicrelerinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). YSAE grubunda Bcl-2 immiinreaktivitesi en diisiik diizeyde iken,
kontrol grubunda bu deger en yiiksek diizeydedir (Cizelge 4.4). Sitokrom c
immiinohistokimyasal tutulumlari ise Bcl-2 nin tersine her iki hiicre tipinde de YSAE
grubunda en yiliksek degerlerde iken sirasiyla ISDE ve kontrol gruplarinda anlamli

derecede azalmaktaydi (p<0,05).
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Cizelge 4.4. Servikal omurilik 6n boynuz boélgesinde Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivite
skorlarmin gruplar arasinda karsilastirilmasi

YSAE ISDE K p
(n=6) (n=6) (n=6)
MN Bcl-2 1,67 + 0,52° 267 + 052° 483 + 041° 0,001
GH Bcl-2 1,67 + 0,522 3,00 = 0,00° 500 + 0,00° <0,001
MN sitokrom ¢ 367 + 052° 283 + 041° 1,50 =+ 0,55° 0,001
GH sitokrom ¢ 483 + 041° 267 + 052° 1,67 =+ 0,52° 0,001

K: Kontrol, MN: Motor néron, GH: Glia hiicresi. Ayni1 satirda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark
yoktur.

Cizelge 4.5te goriildiigii gibi lomber omurilik diizeyinde Bcl-2 tutulum diizeyleri hem
motor néron hem de glial hiicrelerde kontrol grubuna gore her iki egzersiz grubunda
anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05) ancak iki egzersiz grubu arasinda fark
saptanmamistir. Sitokrom ¢ tutulumlari ise tiim hiicrelerde iki egzersiz grubunda benzer

olup kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p<0,05).

Cizelge 4.5. Lomber omurilik 6n boynuz bélgesinde Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiinreaktivite
skorlarinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi

YSAE ISDE K p
(n=6) (n=6) (n=6)

MN Bcl-2 300 + 0,00° 2,83 + 041° 483 + 041° <0,001

GH Bcl-2 300 + 0,00° 2,83 + 041° 483 + 041° <0,001

MN sitokrom ¢ 1,83 + 041° 1,83 + 041° 083 + 0,41° 0,004

GH sitokrom ¢ 1,83 + 041° 1,83 + 041° 083 + 041° 0,004

K: Kontrol, MN: Motor néron, GH: Glia hiicresi. Ayn1 satirda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark
yoktur.

Omurilikte, hem servikal hem de lomber bdlgeden alinan doku 6rneklerinde yapilan Bcl-2
ve sitokrom ¢ immiin boyamalarinda kalitatif degerlendirmede; 6n boynuz motor
noronlarinda ve glial hiicrelerde tutulumun birbirine benzedigi goriildii. Yapilan

degerlendirmelerde Bcl-2 ve sitokrom ¢ immiin boyamalarinin motor néron ve glia
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hiicrelerinde beyin dokularindaki boyamalarla esdes oldugu ayirt edildi (Resim 4.2.A,
4.2.B,4.2.C,42D,42E,42F 43.A,43.B,43.C,43.D,4.3.E, 43.F).

Resim 4.2. Omurilik 6n boynuzuna ait 6rneklerde servikal bolgede Bel-2 ve sitokrom ¢
bulgulari
Kontrol (A), ISDE (B) ve YSAE (C) gruplarina ait kesitlerde Bcl-2 ve kontrol (D), ISDE (E) ve YSAE (F)

gruplarmma ait kesitlerde ise sitokrom ¢ immiinohistokimyasal boyamalarinda motor néron (=) ve gliya
hiicreleri (=) izleniyor (Immiinperoksidaz-Hematoksilen A,B,C,D,E,FX400).

Resim 4.3. Omurilik 6n boynuzuna ait 6rneklerde lomber bolgede Bcel-2 ve sitokrom ¢
bulgular
Kontrol (A), ISDE (B) ve YSAE (C) gruplarina ait kesitlerde Bcl-2 ve kontrol (D), ISDE (E) ve YSAE (F)

gruplarmma ait kesitlerde ise sitokrom ¢ immiinohistokimyasal boyamalarinda motor néron (=) ve gliya
hiicreleri (=) izleniyor (Immiinperoksidaz-Hematoksilen A,B,C,D,E,FX400).
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4.2. Elektron Mikroskobik Bulgular
4.2.1. Motor korteks bulgular:

Motor korteks dokusunda kontrol grubunda yar1 ince kesitlerde yapilan incelemelerde
motor ndronlar okromatik cekirdek ve belirgin c¢ekirdekgikleriyle normal yapilarinda
izlendi. Nissl cisimcikleri belirgin canli goriinimlii néronlara ek 6demsiz saglikli damar
yapilar1 ayirt edildi (Resim 4.4.A, 4.4.B). Ince yap1 diizeyinde yapilan degerlendirmelerde
ise, Okromatik ¢ekirdek ve belirgin ¢ekirdekgige sahip néronlar goriildii. Hiicrelerin protein
sentezi yapan aktif graniilli endoplazmik retikulum (GER) sisternalari ve Nissl
cisimcikleri belirgindi. Bu grupta saglikli mitokondri yapilarina sahip canli goriinimli

olarak ifadelendirilen ndronlar ilgiyi ¢ekti (Resim 4.4.C).

ISDE grubunda yar1 ince ve ince kesitlerde yapilan incelemelerde motor néron ve damar
yapilarinin kontrol grubuna benzer oldugu goriildii (Resim 4.4.D, 4.4.E). Noronlar kontrol
grubuna benzer olarak belirgin ¢ekirdekgik, aktif GER sisternalari, Nissl cisimcikleri ve
saglikli mitokondri yapilart ile canli goriiniimlii néronlar olarak siniflandirabilecegimiz

noronlarin histolojik yap1 6zelliklerini sergiliyordu (Resim 4.4.F).

YSAE grubunda yar1 ince kesitlerde motor ndronlarda belirgin ¢ekirdek¢ik yapilart ayirt
edildi. Ancak yer yer bazi néronlarda Nissl cisimcik kaybi belirlendi. Bu grupta kontrol ve
ISDE grubundan ayricalikli olarak yer yer bazi damar duvarlarinda da 6dem izlendi (Resim
4.4.G, 4.4H). Ince kesitlerde ise bazi noéronlarda heterokromatik goriiniimiin artt1g1
belirlendi. Noron sitoplazmalarinin  elektron yogun gorlinimii nedeniyle Nissl
cisimciklerinin ayirt edilemedigi ve bazi mitokondri yapilarinda yer yer kristolizis oldugu
belirlendi (Resim 4.4.1).



Resim 4.4. Motor kortekse ait 6rneklerde elektron mikroskopik inceleme

Kontrol (A,B,C), ISDE (D,E,F) ve YSAE (G,H,I) gruplarina ait yar1 ince ve ince kesitlerde néron (=), gliya
hiicresi (=), damar (3), Nissl cisimcigi (), damarda 6dem (#), ¢ekirdek (%), ¢ekirdekgik (¢), graniilli
endoplazmikretikulum () ve mitokondri (=) izleniyor (Toluidin mavisi A,D,GX400, B,E,HX1000, Uranil
asetat-Kursun sitrat C,F,I).

4.2.2. Omurilik 6n boynuz bulgular:

Omurilik 6n boynuzunda servikal (Resim 4.5.A, 4.5.B, 4.5.D, 4.5.E, 4.5.G, 4.5.H) ve
lomber (Resim 4.6.A, 4.6.B, 4.6.D, 4.6.E, 4.6.G, 4.6.H) seviyelerde yapilan incelemelerde
yar1 ince kesitlerde her li¢ deney grubunun da 151k mikroskobik diizeyde benzer histolojik
ozellikler sergilendigi izlendi. Tim kesitlerde néronlarda ve damar duvarinda 6dem
izlenmezken 6kromatik ¢ekirdek, belirgin ¢ekirdekgik, belirgin Nissl cisimcikleri ile doku
genelinde yiiksek canli goriinlim 6zellikleri gosteren ndronlar ve saglikli glia yapilar 151k

mikroskobik bulgular olarak yar1 ince kesitlerde izlendi.



50

Resim 4.5. Omurilik 6n boynuzuna ait 6rneklerde servikal seviyede elektron mikroskopik
inceleme

Kontrol (A,B,C), ISDE (D,E,F) ve YSAE (G,H,]) gruplarma ait yart ince ve ince kesitlerde motor noron (=),
gliya hiicresi (), damar (3), Nissl cisimcigi (>), cekirdek (%), cekirdekgik (), graniilli
endoplazmikretikulum (=) ve mitokondri (=) izleniyor (Toluidin mavisi A,D,GX400, B,E,HX1000, Uranil
asetat-Kursun sitrat C,F,I).

Servikal bolgede ince kesitlerde yapilan degerlendirmelerde, kontrol grubu néronlarinin
dilate ve aktif GER sisternalari, aktif Golgi aygiti, saglikli mitokondri yapilari, belirgin
Nissl cisimcikleri, 6kromatik cekirdek ve cekirdekgikleri icerdigi ayirt edildi (Resim
4.5.C). Servikal bolgede ISDE grubundaki ndronlarin ince yapili 6zelliklerinin kontrole
benzer oldugu saptandi. Tek tiikk bazi néronlarda minimal diizeyde 6dem izlendi (Resim
4.5.F). YSAE grubunda ince yap1 diizeyinde yapilan degerlendirmelerde ise yer yer bazi
noronlarda belirgin noéronal sisme, g¢ekirdek¢ik ve Nissl cisimcik kaybi goriildi. Yine
elektron yogun sitoplazmalarinda belirsiz organel yapilar1 izlendi (Resim 4.5.I). Bu
histopatolojik bulgular, dejeneratif yap1 sergileyen noronlarin sayica son derece az olmasi

nedeniyle anlamli bulunmadi.
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Resim 4.6. Omurilik 6n boynuzuna ait 6rneklerde lomber seviyede elektron mikroskopik
inceleme

Kontrol (A, B, C), ISDE (D, E, F) ve YSAE (G, H, I) gruplarina ait yar1 ince ve ince kesitlerde motor néron
(=), gliya hiicresi (), damar (3), Nissl cisimcigi (»), cekirdek (%), cekirdek¢ik (¢), graniillii
endoplazmikretikulum (=) ve mitokondri (=) izleniyor (Toluidin mavisi A,D,GX400, B,E,HX1000, Uranil
asetat-Kursun sitrat C,F,I).

Lomber bolgede ince kesitlerde yapilan degerlendirmelerde, kontrol grubundaki ndronlar
dilate ve aktif GER sisternalari, aktif Golgi aygiti, sagliklt mitokondri yapilari, belirgin
Nissl cisimcikleri, 6kromatik ¢ekirdek ve cekirdekgikleri ile ayirt edildi (Resim 4.6.C).
Noronlarin tim bu 6zellikleri ile servikal bolge kontrol grubu ndronlartyla esdes

goriinlimde oldugu saptandi.

ISDE grubunda ince yap1 diizeyindeki degerlendirmelerde motor néronlarin ¢ogunlugunun
kontrol grubuna benzer oldugu goriildii. Ancak sayica son derece seyrek olmakla birlikte
bazi noronlarda minimalden orta dereceye degisen O6dem ve c¢ekirdek yapilarinda

histopatolojik degisimler ilgiyi ¢ekti (Resim 4.6.F).
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YSAE grubunda doku genelindeki motor noéronlarin ¢ogunlugu yine kontrole benzer
normal histolojik yapilarinda izlenirken, tek tiik bazi néronlarda sitoplazmik ve organel
bazinda histopatolojik bulgular dikkati ¢ekti. Bu bulgularin en belirginleri; ¢aplar1 daralmis
ancak dilate GER sisternalari, artmis lizozomal yapilar, Nissl cisimcik kaybi, c¢ekirdek
zarinda ayrilma ile kayip, ¢ekirdekcikte vakiioler olusumlar ve mitokondrilerde kristolizis

olarak saptand1 (Resim 4.6.1).

4.3. Sinir Doku Dejenerasyon Skorlari

Dejenerasyon kriterlerine gore belirlenen skorlarin  ortalamalar1  gruplara gore
karsilastirilmis ve motor kortekse ait degerler Cizelge 4.6’da sunulmustur. Buna gére Nissl
cisimcik kaybinin YSAE grubunda ISDE ve kontrol gruplarina goére anlamli artig
gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Mitokondriyal kristolizis bulgusunun ise YSAE
grubunda digerlerine gore daha yiiksek degerde oldugu saptanmis ancak bu artigin sadece

kontrol grubundan anlamli fark gdsterdigi saptanmistir (p<0,05).

Cizelge 4.6. Motor kortekste dejenerasyon kriterlerine gore belirlenen skorlarin gruplar
arasinda karsilagtirilmasi

Dejenerasyon YSAE ISDE K p

Kriterleri (n=6) (n=6) (n=6)
Li 017 + 041 017 + 041 017 + 041 1,000
NS 017 + 041 050 + 0,55 017 + 041 0,351
NCK 1,17 + 041° 017 + 041° 0,00 + 0,00° 0,001
CK 017 + 041 050 + 0,55 017 + 041 0,351
DO 067 + 0,52 050 + 0,55 017 + 041 0,226
MK 067 + 052° 0,17 + 041%° 0,00 + 0,00° 0,033

K: Kontrol, LI: Lenfosit infiltrasyonu, NS: Néronlarda sisme, NCK: Nissl cisimcik kaybi, CK: Cekirdek
kayb1, DO: Damarlarda 6dem, MK: Mitokondriyal kristolizis. Ayni satirda ayni harfle gosterilen ortalamalar
arasinda fark yoktur.

Servikal diizeyde omurilik 6n boynuz bolgesine ait dejenerasyon skorlarinin gruplar arasi

kiyaslamas1 Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Istatistiksel olarak anlamli sonuglar motor

kortekstekilerle benzer olarak saptanmuigtir.
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Cizelge 4.7. Servikal omurilik 6n boynuz boélgesinde dejenerasyon Kkriterlerine gore
belirlenen skorlarin gruplar arasinda karsilagtirilmasi

Dejenerasyon YSAE ISDE K p

Kriterleri (n=6) (n=6) (n=6)
Li 017 + 041 017 + 041 017 + 041 1,000
NS 017 + 041 050 + 0,55 017 + 041 0,351
NCK 1,17 + 041° 017 + 041° 0,00 + 0,00° 0,001
CK 017 + 041 050 + 0,55 017 + 041 0,351
DO 067 + 0,52 050 + 0,55 017 + 041 0,226
MK 067 + 052° 017 + 041°° 0,00 + 0,00° 0,033

K: Kontrol, LI: Lenfosit infiltrasyonu, NS: Noéronlarda sisme, NCK: Nissl cisimcik kaybi, CK: Cekirdek
kayb1, DO: Damarlarda 6dem, MK: Mitokondriyal kristolizis. Ayni satirda ayni1 harfle gosterilen ortalamalar
arasinda fark yoktur.

Lomber diizeyde omurilik 6n boynuz bdlgesine ait dejenerasyon kriterleri skorlarinin
gruplar aras1 farki Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Sonuglar diger iki bdlgeyle benzer
bulunmus olup ek olarak damar 6deminin kosturulan gruplarda kontrol grubuna gore

anlamli artis gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.8. Lomber omurilik 6n boynuz bdlgesinde dejenerasyon kriterlerine gore
belirlenen skorlarin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Dejenerasyon YSAE ISDE K p

Kriterleri (n=6) (n=6) (n=6)
Li 017 + 041 0,17 + 041 017 + 041 1,000
NS 050 + 0,55 050 + 0,55 017 + 041 0,413
NCK 1,50 + 0,55° 017 + 041° 0,00 + 0,00° 0,001
CK 050 + 0,55 050 + 0,55 0,17 + 041 0,413
DO 067 + 0,52° 067 + 052° 0,00 + 0,00° 0,033
MK 067 + 052° 017 + 0412 0,00 + 0,00° 0,033

K: Kontrol, LI: Lenfosit infiltrasyonu, NS: Noéronlarda sisme, NCK: Nissl cisimcik kaybi, CK: Cekirdek
kayb1, DO: Damarlarda 6dem, MK: Mitokondriyal kristolizis. Aym satirda ayn1 harfle gosterilen ortalamalar
arasinda fark yoktur.
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4.4. Noron Canlhilik Degerleri

Motor kortekse ait kesitlerde ndron canlilik degerlerinin gruplar arasi kiyaslamasi Cizelge

4.9°da, omurilik 6n boynuz bolgesine ait olanlar ise Cizelge 4.10 ve 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Motor kortekste noron canlilik degerlendirmesinin her {ii¢ grupta

karsilastirilmasi
YSAE ISDE K p
(n=6) (n=6) (n=6)
BC 467 + 052 467 + 052 467 + 052 1,000
OC 417 + 041° 483 + 041° 500 + 0,00° 0,007
NC 417 + 041° 483 + 041° 500 + 0,00° 0,007

BC: Belirgin ¢ekirdekcik, OC: Okromatik cekirdek, NS: Nissl cisimcikleri, K: Kontrol. Ayn1 satirda aym

harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur.

Cizelge 4.10. Servikal omurilik 6n boynuz bolgesinde néron canlilik degerlendirmesinin

her {i¢ grupta karsilastirilmasi

YSAE ISDE K p
(n=6) (n=6) (n=6)

BC 467 + 052 467 + 052 467 + 052 1,000

OC 417 + 041° 483 + 041° 500 + 0,00° 0,007

NC 417 + 041° 483 + 041° 500 + 0,00° 0,007

BC: Belirgin ¢ekirdekcik, OC: Okromatik cekirdek, NS: Nissl cisimcikleri, K: Kontrol. Ayn1 satirda aymi

harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur.
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Cizelge 4.11. Lomber omurilik 6n boynuz bolgesinde néron canlilik degerlendirmesinin
her {i¢ grupta karsilastirilmasi

YSAE ISDE K p
(n=6) (n=6) (n=6)

BC 433 + 052 467 + 052 467 + 052 0,427

OC 417 + 041° 483 + 041° 500 + 0,00° 0,007

NC 383 + 0,75° 483 + 041° 500 + 0,00° 0,006

BC: Belirgin ¢ekirdekcik, OC: Okromatik ¢ekirdek, NS: Nissl cisimcikleri, K: Kontrol. Aym satirda ayni
harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur.

Hem motor korteks diizeyinde hem de omurilik 6n boynuz bolgelerinde YSAE grubundaki
motor noronlarda dkromatik ¢ekirdek ve Nissl cisimcik varligi diger gruplara gore anlamli

derecede azalmis olarak saptanmistir (p<0,05).
4.5. Noron Canlihk indeks Degerleri

Her 3 anatomik seviyeye ait motor noronlarda canlilik indeksi degerlerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi Cizelge 4.12°de sunulmustur.

Cizelge 4.12. Motor korteks, omurilik 6n boynuz bolgelerinde néron canlilik indekslerinin
her {i¢ grupta karsilastirilmasi

Motor korteks Ci Servikal omurilik 6n  Lomber omurilik 6n

Grup boynuz Ci boynuz Ci
(n=9) (n=6) (n=6)
YSAE 0,72 +0,10° 0,79 +0,08° 0,75+0,11°
ISDE 0,82 +0,09° 0,84 +0,08° 0,80 +0,08*
K 0,95+0,05° 0,93+0,05" 0,92 +0,06°
p < 0,001 < 0,001 < 0,001

K: Kontrol, Ci: Canlilik indeksi. Ayn1 siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda fark yoktur.

Motor kortekste YSAE grubundaki néron canlilik indeksinin ISDE ve kontrol gruplarina

gore anlamli oranda azaldigi tespit edilmistir (p<0,05). Omurilik seviyelerinde ise
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degerlerin YSAE grubunda yine en diisiik diizeyde oldugu ancak sadece kontrol grubuna
gore anlamli fark gosterdigi  (p<0,05) saptanmuigtir.

4.6. Histolojik Bulgularin Yorumu

Sitokrom ¢ apopitoz dongiisiinde ekspresyonu arttikga apopitozu indiikleyen bir proteindir.

Bunun tam tersine Bcl-2’nin ekspresyonu ise apopitozu inhibe etmektedir.

Motor korteks, servikal ve lomber omurilik 6n boynuz bolgeleri olmak {izere 3 farklh

anatomik seviyede motor noronlar ve destek glial hiicreleri her 3 grupta degerlendirilmistir.

Immiinohistokimyasal degerlendirme ile Bcl-2 ve sitokrom ¢ tutulumlari her gruptan 6’sar
denekte yapilmistir. Hem kantitatif skorlamalarda hem de kalitatif degerlendirmelerde
genel olarak YSAE grubunda Bcel-2 tutulumunda diger gruplara gore azalma, sitokrom ¢
tutulumunda artis egilimi saptanmistir. Kantitatif skorlamada 6zellikle servikal seviyede
diger 2 gruba gore YSAE grubunda her 2 immiinohistokimyasal belirte¢ icin fark daha
belirginlesmistir. Lomber seviyedeki kantitatif degerlendirmede ise sadece sedanterlere
gore bu fark anlamli c¢ikmistir. Histolojik kesitlerin kalitatif degerlendirmesi ile
birlestirildiginde ise genel olarak bu belirteclerin tutulumundaki farkliliklar ¢cok belirgin

bulunmamustir.

Elektron mikroskobik c¢alismada ise oncelikle her gruptan yine 6’sar denekte yari ince
kesitlerde sinir doku dejenerasyonu, noron canlilik degerleri gibi kantitatif skorlamalar ve
gorlintiilerin  kalitatif kiyaslamalar1t yapilmistir. Noron canlilik indeksi ise 151k

mikroskobunda X400 biiylitmede yapilmistir.

Her 3 grupta da benzer olarak her 3 anatomik seviye i¢in sinir doku dejenerasyon
kriterlerinden 6zellikle ikisinde; Nissl cisimcik kaybi ve mitokondriyal kristoliziste aralikli
egzersiz grubunda skorlar diisme egilimindeyse de mitokondriyal kristoliziste sadece
sedanter gruba gore farklar anlamli bulunmustur. Nissl cisimcik kaybinda ise YSAE

grubundaki azalma her 3 anatomik seviyede de diger 2 gruptan anlamli fark gostermistir.

Noron canlilik degerleri ile ilgili bulgular yine biitiin gruplarda ve bakilan tiim anatomik
seviyelerde benzerlik géstermistir. Soyleki; Nissl cisimcik ve 6kromatik ¢ekirdek varligi

kriterleri her 3 grupta da biitin degerlendirilen bolgelerde farklilik gostermistir. YSAE
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grubunda bu 2 degerde hem motor korteks hem de omurilik seviyelerinde diigme vardir ve
bu diisiis diger gruplardan anlamli fark gostermekteyken ISDE ve sedanter kontrol

gruplarinda degerler benzerdir.

Canli olarak goériinen noronlarin sayisinin Sayilan tiim ndronlara orani ile belirlenen néron
canlilik indeksi sonuclarinda ise YSAE grubunda yine indeksler tiim anatomik seviyelerde
en diisiik diizeylerde saptanmistir. Ancak sadece motor kortekste bu diisiis ISDE
grubundan da sedanter gruptan da anlaml fark gosterirken omurilik seviyelerinde sadece

sedanterlere gore anlamli fark saptanmustir.

Elektron mikroskobik yari ince kesit kalitatif degerlendirmelerinde ise her 3 grubun
gortintiilerinde genel olarak sinir dejenerasyonu veya apopitozu diisiindiirecek bulgular
saptanmamistir. YSAE grubunda diger 2 gruptan farkli olarak yine  kalitatif

degerlendirmede de Nissl cisimcik kaybi, damar duvar1 6demi yer yer saptanmistir.

Ince kesitlerdeki kalitatif elektron mikroskobik degerlendirmelerde ise ISDE grubunda tek
tik bazi noronlarda minimal 6dem ve cekirdek yapilarinda histopatolojik degisimler
saptanmistir. YSAE grubunda ince kesitlerde her 3 anatomik seviyede de rastlanan
histopatolojik  bulgular arasinda; noronlarda heterokromatik goriinlimde  artis,
sitoplazmalarinda elektron yogun goriinim ile birlikte Nissl cisimciklerinin ayirt
edilememesi ve belirsiz organel yapilari, bazi mitokondri yapilarinda yer yer kristolizis,
belirgin ndronal sisme, ¢ekirdekcik kaybi, ¢ekirdek yapilarinda histopatolojik degisiklikler
sayilabilir. Ancak bu bulgulara nadir olarak rastlanmasi nedeniyle YSAE grubunda yari
ince ve ince kesitlerin ultrastriiktiirel morfolojik degerlendirmeleri patolojik diizeyde bir

sinir dejenerasyonu veya apopitoz diisiindiirecek sekilde yorumlanmamustir.

Sonug olarak; YSAE grubunda immmiinohistokimyasal olarak tutulumu bir miktar azalan
antiapoptotik, antioksidan 6zelliklere sahip Bcl-2 proteini ile, tutulumu bir miktar artan
proapoptotik sitokrom c proteini bu gruptaki motor ndronlarda patolojik bir doku

dejenerasyonuna veya apoptotik siirece yol agmamis goriinmektedir.
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5. TARTISMA

Motor noronlar SSS’deki birgok diger hiicre tipinden farkli olarak biiylik boyuttadirlar,
omurilik 6n boynuz alfa motor néronlariin ayrica iskelet kaslarina kadar uzanan oldukga
uzun aksonlar1 vardir. Bu 6zellikleri nedeniyle yiiksek metabolik ihtiyaglari oldugu tahmin
edilebilir ve yogun bir enerji tiiketimi sdz konusudur. Motor ndronlar dolayisiyla enerji
acigina oldukca egilimlidirler. Bu hiicrelerde aksiyon potansiyel iiretmek i¢in sabit bir
enerji destegi gereklidir ancak c¢ok fazla miktarda enerji depolayamazlar [13,130].
Noronlarin ATP ihtiyaclarmin ¢ogu membran potansiyellerini korumak i¢in plazma
membranlari boyunca iyon pompalamasinda kullanilir. Dolayisiyla en ¢ok ATP isteyen
islem eksitasyondan dolay1 olusan fazla sodyumun ¢ikarilmasinda gérevli Na'/K*-ATPaz
pompasidir. Ca?*/Na*-ATPazlar ile hiicre ici Ca2+reg1'jlasy0nu da yine oldukca enerji
tiikketen bir islemdir. Enerji dalgalanmalarina hassas motor néronlarda ATP {iretiminde

azalma glutamat eksitotoksisitesine yol agabilir (Bkz. Sekil 2.6).

Kaal ve ark. tarafindan yavru siganlardan firetilen organotipik lomber omurilik
kiiltiirlerinin malonat ve sodyum azitle 1 ve 2 haftalik tedavileri sonras1 sirastyla kompleks
II ve kompleks IV inhibisyonuna bagli mitokondriyal disfonksiyon olusturulmustur [131].
Bu inhibisyon doz bagimli olarak ATP tiikenmesine yol agmistir. Motor ndronlarda
ndrodejeneratif hastaliklardakine benzer dejenerasyon ve 6liim meydana gelmistir. Diger
bir 6nemli bulgu ise motor ndron dliimiine neden olan dozlarda arka boynuz hiicrelerinin
yasamaya devam ettigidir. Arasgtirma ekibi bu bulgulara dayanarak motor ndronlarin
mitokondriyal inhibisyona diger noronlara gore daha hassas oldugunu, dolayisiyla kronik
mitokondriyal inhibisyonun biiyiik ihtimalle apoptotik yolla se¢ici motor ndron Oliimiine
yol actigini belirtmiglerdir. ALS ve diger noérodejeneratif hastaliklarin (Parkinson's,
Alzheimer's ve Huntington's) patogenezinde bir¢ok ¢alisma ile mitokondriyal biyoenerjetik
sorunlar ve oksidatif hasarin rolii gosterilmistir [132,133]. Noronlarda biyoenerjetik
defektin glutamat eksitotoksisitesine yol agabilecegine dair kanitlar mevcuttur [124,130] ve
enerji baglantili eksitotoksisitenin bu tip noérodejeneratif hastaliklarda rol oynadigi

diistiniilmektedir.

Egzersiz oksijen tiiketimini arttirir ve belli bir dozun iistiinde protein, lipid ve DNA
yapilarinin modifikasyonuna yol agacak ROT’larin antioksidan savunma mekanizmalarini

asacak sekilde artmasina neden olur [1,134].
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YSAE 1ilimh siddetteki endurans egzersizi ile kiyaslandiginda oksijen tiiketimini daha
belirgin arttirir, oksidatif metabolizmanin daha ¢ok kullanilmasina yol acar [12]. Siddetli
egzersiz ataklar1 esnasinda La artis1 dolayisiyla daha belirgindir ve bu da fosforuktokinazi
inhibe ederek oksijen tiiketimi arttigt ve atak sirasinda relatif hipoksi gelistigi halde
(mevcut Oy belirgin artan metabolizmanin ihtiyacinin altinda kalir) hiicreyi oksidatif
metabolizmaya zorlar. Yine bu egzersiz tipinin 1limli tipe gore ¢ok daha kisa siirede
sistemik adaptif metabolik yanitlar1 harekete gecirdigi bilinmektedir [23]. Bu nedenlerle
YSAE klasik endurans egzersizine gore mitokondriyi daha fazla yiik altinda birakiyor gibi

goziikkmektedir.

Motor ndronlarin oksidatif ATP iiretimine devamli ve ciddi derecede bagimli olmalari,
motor ndron se¢ici dejenerasyonu ve kaybi ile karakterize ALS hastaliginda diger
norodejeneratif hastaliklarla benzer sekilde mitokondriyal biyoenerjetik defekte yonelik
patojenik mekanizmanin gittik¢e daha ¢ok 6n plana ¢ikiyor olmasi ve YSAE tipinde % 100
veya Ustlindeki VO;maks degerlerini bulan siddetlere ¢ikilmasi, yani aerobik
metabolizmanin diger egzersiz tiplerine nazaran ¢ok daha belirgin kullanilmasi bizde bu

caligma fikrini ortaya ¢ikaran belli basli nedenler olmustur.

Egzersizle iligkili artan oksidatif stresin ana kaynagi olarak mitokondri su¢lanmaktadir
[82]. Mitokondriler hiicre i¢inde sadece ROT kaynagi olmayip ROT’larin baslica hedef
yapilaridir. Hiicresel oksidatif hasarin mitokondriyal DNA’ya niikleer DNA’dan once
zarar verdigi bilinmektedir [135]. Siddetli egzersizde artan oksidatif stres mitokondriyal
biyoenerjetik iizerinde olumsuz etkiler dogurabilir. Serbest oksijen radikallerinde artig ve
mitokondri zar redoks durumundaki degisiklikler cesitli 6liim indiikleyici sinyaller
arasindadir ve mitokondri zarindan sitokrom c gibi kaspaz aktiflestirici proteinlerin
sitozole salinmasini tetiklerler. Mitokondriler apopitozda kilit rol oynamaktadirlar [73].
Sitokrom c’nin sitozole salinmasi kaspaz-9 aktivasyonu ile sonuglanabilir ki bu da kaspaz-
3 gibi efektor kaspazlari aktiflestirip hiicre oliimiine yol acgabilir. Antiapoptotik Bcl-2
proteini ise sitokrom c’nin salinimini ve ardindan meydana gelen kaspaz aktivasyonunu

bloke ederek apopitozu inhibe etmeye ¢alisir [136].

Calismamizda 13-15 haftalik yiiksek siddetli-aralikli ve 1limli siddette-devamli endurans
egzersizi uygulanan siganlarda ve sedanter kontrollerde kortikal motor noronlarla servikal

ve lomber motor ndronlarda bu iki erken apoptotik belirtecin immiinohistokimyasal
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yontemle bakilan diizeylerinde genel olarak her 3 motor néron grubunda da benzer
bulgular elde edilmistir. YSAE grubunda diger 2 grupla kiyaslandiginda Bcl-2
immiinohistokimyasal tutulumunda hem motor néronlarda hem de komsu glial hiicrelerde
azalma, sitokrom ¢ immiinohistokimyasal tutulumunda ise artis egilimi goriilmiisiir. Bu
farklilik kantitatif skorlamada servikal seviyede daha 6n planda olmak iizere istatistiksel
olarak anlamlilik gostermistir. Kalitatif histolojik degerlendirmede ise bir miktar fark

goriilmiis ama ¢ok belirgin, anlaml1 olarak degerlendirilmemistir.

Motor néronlarin segici ilerleyici dejenerasyonu ile karakterize ALS hastaliginda yogun
fiziksel aktivite muhtemel risk faktorleri arasinda ge¢mektedir. Bunlar daha ¢ok toplum
bazli birtakim epidemiyolojik ¢aligmalardir ve hem pozitif hem de negatif iliskiyi gosteren
sonuclar mevcuttur [90,91]. Bunun disinda &zellikle Italya’dan yogunlasan profesyonel
veya amatoOr futbolcularda artmis hastalik goriilme sikligina iligkin arastirma sonuglari bu
konuya ilgiyi arttirmig goriinmektedir [7,108,109]. Ancak futbolcular bazinda ele
alindiginda bunlarda saha i¢i pestisit maruziyeti, dalli-zincirli amino asitler gibi yiiksek
dozlarda norotoksik olma ihtimali olan [137] destekleyicilerin kullanimi, spora has
norotravmalar [138] ve bireysel genetik ve diger cevresel faktorler multifaktoriyel bir
sekilde etki ediyor olabilir. Coklu depar sporlar1 arasinda sayilan futbolda saha iginde
YSAE paternleri kullanilmaktadir, ayrica antrenmanlarda da bu egzersiz tipi saha ici

kapasiteyi arttirmada tercih edilmektedir [26,27].

ALS ile futbol arasindaki pozitif iliskiyi destekleyen ¢alisma sonuglarina ragmen klinik
epidemiyolojik c¢aligmalar metodolojik problemler igcermektedir. Dolayisiyla bu iliski
tartismalidir ve Onerilen muhtemel mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Ayrica
ALS’ de diger norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi multifaktoriyel bir baz soz
konusudur. Ancak hem futbolculardaki muhtemel ¢oklu etkenler hem de ALS’de
bahsettigimiz multifaktdriyel boyut (muhtemel genetik egilimle birlikte birtakim cevresel
etkenler)yogun fiziksel aktivitenin motor ndronlarda klinik hastalik tablosu yaratacak
Olciide tek basina harabiyet gelistiremeyecegini elbette gostermektedir. Fiziksel aktivite ve
motor ndron hastaligiyla ilgili bir takim patojenik mekanizmalarla ilgili ortiismeler dikkat
cekmektedir (Bkz. Sekil 2.7). Ayrica konuyla ilgilenen bilim adamlar tarafindan ortaya
konan; motor néron hastaliginda bireydeki muhtemel genetik bazla birlikte yogun fiziksel
aktivitenin muhtemel ndrotoksik mekanizmalari arttirabilecegine dair hipotez (Bkz. Sekil

2.8) makul goriinmektedir. Dolayisiyla mevcut klinik ¢aligma sonuglar1 bizi bu hayvan
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caligmasia yonlendirmede etkili olmustur. Ancak sunu da belirtmemiz gerekir ki YSAE
modelinin motor néronda belirgin bir olumsuz degisiklige yol agmasini beklemeden bu
caligmay1 planladik ve yine bu nedenle ultrastriiktiirel degisiklik arastirmaya yoneldik.
Ayrica daha oOnce belirttigimiz nedenlerden dolay1r mitokondri fonksiyonuna yonelik
immiinohistokimyasal iki belirtece baktik. Immiinohistokimyasal calisma sonuglarinda
YSAE grubundaki ¢ok belirgin olmayan bu farkin dahi dikkatle degerlendirilmesi

gerektigini diisiinmekteyiz.

Yogun fiziksel aktivite ve motor néron harabiyeti ile iliskili temel bilim ¢alismalar1 mevcut
epidemiyolojik c¢alismalardaki siipheli sonuclarin aydinlatilmasina belki 151k tutabilir.
Ferraiuolo ve ark. [126] ALS ve fiziksel aktivite siipheli iligskisinden yola ¢ikarak yaptiklari
caligmalarinda, egzersize hem motor néron hem iskelet kas1 hem de néromiiskiiler kavsak
diizeyinde transkripsiyonel adaptif yanitlara bakmislardir. 21 giinliikk gonilli kosu
egzersizi sonrasi farelerden “laser captured” mikrodiseksiyon teknigi ile izole ettikleri
motor ndronlarda ve ayrica gastroknemius kaslarinda ve noromiiskiiler kavsakta daha dnce
yapilan caligmalarla ALS’de eksikligi gosterilmis birtakim norotrofik ve hipoksi ile
indiiklenebilen genlerde st ayarlanim saptamislardir. Dolayisiyla bu sonu¢ yukarida
degindigimiz genetik bazla birlikte bireyde fiziksel aktivitenin motor néron hastaligini
tetikleme ihtimali ile ilgili 6nerilen hipotezleri desteklemektedir. Bir bagka deyisle motor
noron diizeyinde norotrofik faktorlerle, hipoksi ile indiiklenebilir faktorler gibi egzersize
verilen adaptif yanitta artmasi gereken proteinler genetik bir defekt nedeniyle kiside
egzersize yamit olarak artmiyorsa motor noronlarinda muhtemel dejenerasyonu,

mitokondriyal hasari tetikleyecektir.

Calismamizda elektron mikroskobik incelemelerde yine nadiren de olsa YSAE grubunda
yart ince kesitlerde Nissl cisimcik kaybi, damar duvari 6demi gibi birtakim sinir
dejenerasyon bulgulari, tam ince kesitlerde ise yer yer heterokromatik goriinimde artis,
sitoplazmalarinda elektron yogun goriinim ile birlikte Nissl cisimciklerinin ayirt
edilememesi ve belirsiz organel yapilari, bazi mitokondri yapilarinda yer yer kristolizis,
belirgin noronal sisme, ¢ekirdekeik kaybi, cekirdek yapilarinda histopatolojik degisiklikler
gibi degisiklikler saptanmistir. Bu ultrastriiktiirel morfolojik degisiklikler Kerr ve ark.
tarafindan ilk olarak tanimi yapilan apoptotik morfolojik bulgulara benzerdir. Ancak
elektron mikroskobisi daha ¢ok ge¢ donem apopitoza girmis hiicrelerin

degerlendirmesinde en iyi degerlendirme yontemidir. Cilinkii in vitro inceleme oldugu igin
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makrofajin yoklugunda apoptotik yapilar uzun siire kalabilir veya sitoliz ya da nekroza
gidebilir [139].

Apopitozun 6nemli bir sinir hiicresi 6liim tipi oldugu gosterildigi halde son 2 dekada kadar
noronal dejenerasyonda kilit faktér olarak tanimlanamamistir. Bu kismen apoptotik
hiicreleri demonstre etmedeki zorluktan kaynaklanmaktadir ¢ilinkii nisbeten kisa siire var
olurlar. In vivo olarak apoptotik ¢ekirdekler ve hiicreler saatler i¢inde fagosite edilip
sindirilirler. Bir defada sadece az sayida apoptotik ¢ekirdekler saptanabilir ki bu durum
apopitozun 6nemsiz bir rol oynadigi izlenimini verebilir. Hatta belli bir siire¢ iginde tek bir
noktasal zamanda bir doku 6rneginde az sayida apoptotik c¢ekirdek goriilmesi eger islem
giinler, haftalar hatta yillarca devam ediyorsa  biliylik miktarda apoptotik Oliimii
yansitabilir. Bu nedenle kronik noérodejeneratif hastaliklarda tek bir zamanda bakilan
patolojik tek kesitte sadece az sayida apoptotik yapi goriilebildigi halde masif apoptotik
oliim olabilir [139]. Calisma sonuglarinda YSAE grubunda ¢ok nadir rastlanmis olsa da
hiicre harabiyeti bulgulart bu agidan degerlendirildiginde, konuyla ilgili daha fazla temel

bilimsel ¢aligmaya yonlenilmesi konusunda motive edici gibi durmaktadir.

Calismada sakrifikasyona giinler kala bir denekte kilo kaybi ve performans diisiisii
goriilmiistiir. Bu ilging olarak YSAE grubunda kosturulmakta ve randimani diger si¢anlarla
kiyaslandiginda iyi olan, kosturulmada gii¢liik yasanmayan bir denekti. Sakrifikasyon
sirasinda akciger kitlesi saptanip calisma dis1 birakildi. Ancak bu klinik sonucun egzersizle
iliskili olma ihtimali de mevcuttur. Yiksek siddetli veya uzun siireli egzersiz
immiinsupresyona ve enfeksiyona egilime yol agabilir [140]. Uzun siireli egzersiz ayni
zamanda kortizol sekresyonunu da arttirabilir. Muhtemelen kortizol uzun siireli egzersiz
sonrasi olusan notrofili ve lenfopenide de etkilidir [141]. Yine siddetli ve uzun siireli
egzersizin oksidatif hasar yapici etkisi bilinmektedir [120]. Bu denegin sinir dokularinda
da egzersizle iliskili hasar olusmus olabilecegi icin ¢alisma dis1 birakilmasaydi genel
bulgular1 kismen etkileyebilirdi seklinde tahmin yiiriitmekteyiz. Diger bir ihtimal ise yine o

sicana ait genetik bir problem olmasi ve bunun egzersiz ile tetiklenmesi durumudur.

YSAE grubunda daha belirgin olan sitokrom ¢ ve Bcl-2 diizeylerindeki degisiklik erken
apoptotik  siiregtekine benzer gibidir. Sitokrom ¢ serbestlesmesi mitokondriyal

depolarizasyon, kaspaz aktivasyonu olmadan en erken siirecte meydana gelen degisikliktir
[63].
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Calisma sonuglarimiza gore elektron mikroskobik bulgularda bazi hiicrelerde hiicre
biitiinliigiiniin kaybolmus olmasi yani canlilik belirtisinin olmamasi bulgusunun yer yer
baz1 alanlarda goériilmesi immiinohistokimyasal belirteglerdeki degisikligin apopitoza yol
acmis olmadigin1 gostermektedir. Birtakim hayvan caligmalarinda da antiapoptotik Bcl-2
ve proapoptotik Bax ile sitokrom ¢ immiinreaktiviteleri yaninda apoptotik inceleme de
yapilmistir [63,74] . Bu ¢alisma sonuglarinda bakilan immiinohistokimyasal belirteclerdeki
degisikliler apoptotik bir siire¢ lehine iken (Bcl-2/Bax oraninin Bax lehine bozulmasi ve
sitokrom c sitozolik boyanmasinda artis gibi) apopitoz lehine bulgu saptanamamistir. Bu
durum hayvanlarin feda edildigi sirada apopitozun erken donemi olabilecegi igin (6rn.
sitokrom c salinmasi sirasinda)  kaspaz aktivasyonunun heniiz ger¢eklesememis
olabilecegi ihtimaline baglanmistir. Diger bir ihtimal ise kaspaz aktivasyonu i¢in belli bir
esik sitokrom c diizeyinin gerekiyor olabilecegidir. Bunun &tesinde endojen apopitoz
inhibitorlerinin bu sonugta etkileri olabilecegi de One siirlilmiistiir. Literatiirde bu
proteinleri yiiksek oranda igeren hiicrelerin sitokrom c aracili apopitoza yakalanmiyor

olabilecegi, bunun yerine nekroz sonucu 6lebilecegine dair yayinlar mevcuttur.

Egzersizle iliskili oksidatif streste mitokondriyal serbest radikal {iretimi 6nemli bir yer
tutuyorsa mitokondriler ROT’larin primer hedefleri olmalidir. Bu yaklasim birgok
aragtirmacty1 degisik egzersiz tiplerine maruz birakilan hayvanlarda mitokondrilerin
striiktiirel ve fonksiyonel niteliklerini arastirmaya itmistir. Literatiirde egzersizin
mitokondri zarina etkisiyle ilgili ¢elisen arasgtirma sonuglart mevcuttur. Mitokondri
morfolojisiyle ilgili farkli bulgularda hem egzersiz hem de doku tipiyle ilgili farkliliklarin
etkileri mevcut gibi goériinmektedir [142,143,144]. Sakai ve arkadaslar1 akut tiiketici
egzersiz sonrasi siganlarin soleus ve tibialis kaslarinda mitokondriyal ultrastriiktiirel
degisikliklere bakmiglar ancak anormal mitokondrilere sadece soleus kasinda

rastlamislardir[ 143].

Ug saatlik yiizme egzersizi sonrast siganlarin kardiak mitokondrilerinde fosfolipid
iceriginde belirgin azalma saptanmasina ragmen elektron mikroskobik incelemede yapisal
degisiklige rastlanmamistir [144]. Dolayisiyla elektron mikroskobik degerlendirmede
morfolojik olarak mitokondride degisim goriilmemesi mitokondride bir degisiklik olmadig:
anlamina gelmemektedir. Ornegin mitokondriyal zar lipid yapisinda degisiklik te erken

apoptotik bir gosterge olarak degerlendirilmektedir [70]. Calisma sonuglarindaki bu
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cesitlilik doku farki ve egzersiz protokolii veya tipine bagl farkliliklarin yaninda

mitokondriyal fonksiyonu saptamak i¢in kullanilan prosediirlere de dayaniyor olabilir.

Egzersiz siiresi, siddeti, bireyin fiziksel uygunlugu, atletik kabiliyet, irk, saglik durumu ve
cevresel kosullar gibi faktorlerin tiimii oksidatif stres ve hasar olusumu veya siddeti
tizerinde etkilidir [145]. Bazi g¢aligmalarda egzersizin indiikledigi oksidatif hasarin
goriillememesinin nedenleri arasinda kullanilan deneklere bagl farkliliklar ile ¢ok degisik
egzersiz tipi ve yogunluklarinin uygulanmasi gibi etkenler rol oynayabilir. Sadece yeterli
siddet ve sliredeki egzersiz antioksidan savunmayi1 asabilecek oranda serbest radikal

tiretimine ve bunun hiicresel etkilerine yol agiyor gibi goriinmektedir [134,146].

Liu ve ark. sicanlarda akut ve kronik kosu egzersizinin kalp, kas, karaciger ve beyin
dokularindaki oksidatif stres belirtecleri ve endojen antioksidan diizeyleri tizerindeki
etkilerine bakmislar ve oldukg¢a farkli sonuglar elde etmislerdir. Organlar arasindaki
farkliliklarin oksijen tiiketimi, antioksidan diizeyleri, oksidan ve antioksidanlara duyarlilik
ve yeterli onarict sistemlerin varligi gibi faktorlerle iligkili olabilecegini belirtmislerdir.
Kas ve kalp dokularinin beyin ve karacigere gore oksidatif strese yanitlarinin oldukca
farkli olmasmmin da mitokondriyal biyogenezdeki farkliliklarla iliskilendirilebilecegi

Onerilmistir [147].

YSAE modellerinin kullanildig:1 hayvan ¢alismalarinda YSAE bilesenlerinde ¢ok cesitlilik
mevcuttur [127,148,149]. Insan calismalarinda da kullanilan YSAE paterni ile ilgili
oldukga farklilik mevcuttur [27,33]. Literatiirde bu durum dikkat ¢ekici bir diizeydedir.
YSAE’de saglik agisindan maksimum fayda saglamak i¢in gereken minimum dozun
tanimlanmast  yaninda saglik acisindan risk dogurabilecek maksimum sinirlarin da

netlesmesi gereklidir.

YSAE’de klasik endurans egzersizine gore degisken sayisi fazladir (5 adet). Bu
degiskenlerin her birindeki ufak oynamalar egzersiz sirasindaki akut metabolik,
kardiyopulmoner ve de ndromiiskiiler cevaplarda muhtemelen direkt bir etkiye sahiptir.
Ayrica kronik adaptif yanitlara da cevabi etkileyebilir [37]. Calismamizda 13-15 haftalik
egzersizin ilk haftalarinda YSAE atak sayilar diistik tutularak olduk¢a kontrollii bir artig
saglanmistir. Ancak 4. haftadan sonra daha etkili bir dozda uygulanmaya baslamistir. Bu

baglamda eger motor noron diizeyinde ultrastriiktiirel bir degisim baslamissa egzersiz
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uygulamas1 daha da kroniklestirilseydi belki baglayan bu degisiklikler daha belirgin bir
hale gelecek olabilirdi. Bilimsel arastirmalar agisindan 6zellikle de temel bilim
arastirmalar1 agisindan Onemli bir sikinti da bu egzersiz tipinin degisik doku veya
hiicrelerdeki olumlu ya da olumsuz etkilerini arastirmak i¢in dogru YSAE modelini

olusturmaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, siganlarda motor korteksteki ve omurilik 6n boynuz seviyelerindeki motor
noronlarda uygulanan siddet ve siiredeki YSAE modeli gbzle goriiliir bir apopitoz veya
sinir dejenerasyonu yapmamistir. Ancak aralikli egzersiz grubunda immiinohistokimyasal
calismada apoptotik siirecteki en erken belirteg sitokrom ¢ tutulumlarinda artig, Sitokrom
C’nin serbestlesmesini 6nleme gorevi olan antiapoptotik Bcl-2 tutulumlarinda ise azalma
egilimleri yine de motor noronlarda kaspazlari aktive edememis minimal diizeyde
disfonksiyon egilimi olarak degerlendirilebilir. Bu erken apoptotik protein diizeylerinde
apopitoz lehine bizim c¢alismamizdakinden daha da belirgin immiinohistokimyasal
tutulumlarin saptandigi birtakim hayvan caligmalarinda dahi kaspaz diizeylerinde artis
olmayabilecegi, apoptotik morfolojik degisikliklerin olmayabilecegi goriilmiistiir. Ayrica
apoptotik hiicrelerin kisa omiirlii olmalari, bilinen kronik bir apoptotik siiregte dahi tek
zamanli bir doku degerlendirmesinde ¢ok nadir diizeyde apoptotik yapilara rastlanabilecegi
de literatiirde belirtilmektedir. Bu agidan calismamizda aralikli egzersiz grubundaki motor

noronlarda tek tiik rastlanan hiicresel degisikliklerin 6nemi yoruma agik gibi durmaktadir.

Yiiksek oksidatif metabolizma gereksinimi mitokondrileri motor noronlar agisindan
oldukca Onemli hale getirmektedir. YSAE tipi endurans egzersizinde klasik endurans
egzersizlerine nazaran ¢ok daha yiiksek VO,maks diizeyleri s6z konusudur. Oksidatif
metabolizma diger egzersiz tiplerine gore ¢ok daha belirgin kullanilmaktadir ¢ilinkii siddetli
ataklar sirasinda laktat diizeylerindeki artis, metabolik asidoz daha belirgindir ve anaerobik
glikolitik enzim inhibisyonu meydana gelir. Bu da siddetli atak sirasinda zaten doku
diizeyinde olusan oksijen agligina, relatif hipoksiye ragmen mitokondrileri oksidatif
fosforilasyona zorlayarak bu organellerin ylikiinii daha da arttiracaktir. Yani YSAE zaten
biyoenerjetik kiigiik dalgalanmalardan ¢ok fazla etkilenebilecek motor néronlarda oksidatif
hasara egilimi arttirabilir. Uzun mesafe kosuculari, futbolcular gibi profesyonel
sporcularda bu durum mitokondriyal adaptif yanitlarin gelismesine yol agsa da kronik
yiklenme belli bir noktadan sonra, ozellikle de g¢evresel veya diyet destegi seklinde
toksinlere maruziyet de s6z konusuysa bunlarin da ek katkisiyla klinik diizeyde olmasa da
hiicresel diizeyde olumsuz degisikliklere yol agabilir. Egzersize motor ndron diizeyinde
adaptif koruyucu yanit gelistirmede genetik eksikligi olan bireylerde ise olay subklinik
diizeyden klinik diizeye ¢ikabilir. Dolayisiyla bu tip egzersiz modelinde motor néronlarda

oksidatif hasara bagli ultrastriiktiirel morfolojik, fonksiyonel, biyokimyasal diizeylerde
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olumsuz degisiklikler s6z konusu olabilir. Ayrica literatiirde YSAE c¢alismalarinda
uygulanan egzersiz modellerinde oldukga gesitlilik s6z konusuyken ve saglikla ilgili riskler
acisindan uygulanmasi gerekli maksimum doz net degilken bizim ¢alisma sonuglarindaki
minimal degisikliklerin dahi dikkatle ele alinmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Calisma
sonuclart motor noronlarda YSAE tipi egzersizin saf etkilerine bakilmis olmasi agisindan
degerlidir. Ayrica bu ¢alisma sonuglarini degerli kilan diger bir husus da motor noronlarin
ilerleyici dejenerasyonu ile karakterize, etyolojisi net olarak bilinmeyen ve heniiz net bir
tedavi stratejisi olusturulamamis ALS hastaligi ve fiziksel aktivite iliskisinin patojenik

temellerine dair bilimsel katki sunabilecegidir.

YSAE bilesenlerinde degisiklikler yapilarak ve motor noron diizeyinde farkli molekiiler
belirteclere ve mitokondri zar yapistyla ilgili fonksiyonel detaylara bakilarak yapilacak
ileri calismalar bu kavramla ilgili cevabi netlesemeyen sorularin aydinlatilmasina katki

sunacaktir.

YSAE tipi egzersiz giiniimiizde hem profesyonel sporcularda antrenmanlarda hem de
amatOr spor yapan bireyler arasinda daha yaygin kullanilmaya baglanmistir. Ciinkii kilo
kayb1 veya performans artis1 gibi hedeflere klasik endurans egzersiz modellerine gore
daha kisa siirede ulagilmaktadir. Zaman konusunda sikinti yasayan modern toplumun
bireyleri i¢in bu 6nemli bir detaydir. Ancak egzersiz recetelemesinde konsensiis yoktur ve
de cok bilesenli bu egzersiz tipinde her bir bilesendeki ufak degisiklikler dahi belirgin akut

veya kronik sistemik yanitlar dogurabilir.

Giiniimiizde ozellikle gengler arasinda yayginlasan, bilingsizce ve ilgili uzmanlara
danisilmadan yapilan egzersizlerin organlardaki uzun vadeli etkileri agisindan dikkatli
olunmalidir. Ortaya ¢ikabilecek farkli organ sistemlerine ait klinik sorunlar isgiicli kaybu,
tedavi maliyetleri vb gibi sonuglart agisindan iilke ekonomisini de olumsuz
etkileyebilecektir. Dolayisiyla bu egzersiz modelinin bilesenlerinde degisiklikler yapilarak
ayni organ veya doku iizerindeki etkiler daha ¢ok bilimsel calisma ile arastirilmalidir.
YSAE’de saglikla ilgili fayda goriilecek minimal egzersiz siddet ve siiresi ile hastalik riski

doguracak maksimum degerler netlestirilmelidir.
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