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ONSOZ

Bu tez caligmasinda insan prostat karsinoma ve over adenokarsinoma
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1. GIRIS

Prostat ve over kanserleri diinyada en sik teshis edilen kanserlerden olup erkek
ve kadinlarda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerindendir. Gelismekte olan
iilkelerde her iki kanserin de insidansi giderek artmakta oldugundan morbidite ve
mortaliteyi engellemek igin erken teshis ve erken tedavi 6nem kazanmaktadir (PDQ
Adult Treatment Editorial Board 2002; Siegel ve ark., 2020; Sung ve ark., 2021; Wang
ve ark., 2022).

Prostat kanserinin progresyonunun androjene bagli oldugu bilindiginden,
androjen ablasyonu klinikte genel olarak kullanilan yaklasimlardan biridir. Prostat
kanseri i¢in kullanilan tedaviler, anti-androjenler ikincil hormon tedavisi, kemoterapi,
radyasyon tedavisi ve cerrahi tedaviyi igermektedir. Prostat kanseri tedavisine benzer
sekilde, over kanseri i¢in de birincil tedavi cerrahidir ve kemoterapidir. Kombine
tedavi yaklasimlari ile over kanserinin ilerlemesine bagl olarak sitorediiktif cerrahi ve
radyasyon tedavisi de kullanilmaktadir (Arora ve ark., 2022; Trewartha ve Carter.,

2013).

Her iki kanserde de genellikle kemoterapdtik tedavi i¢in ilag kombinasyonlari
kullanilmakta olup, prostat ve over kanserinin tedavisinde en ¢ok kullanilan
kemoterapoétik ajanlardan biri paklitakseldir (Kampan ve ark., 2015; Tritschler ve ark.,
2017; Zhu ve ark., 2020). Ancak, prostat kanseri ve over kanseri kemoterapotik
tedaviye kars1 direng gelistirebildiginden, 6zellikle daha sonraki metastatik evrelerde
bu tip kanserleri tedavi etmek ¢ok daha zor olmaktadir (Lengyel 2010; Patrikidou ve
ark., 2014). Bu nedenle yukarida bahsedilen her iki kanser tiiriinde de kullanilan birinci
basamak ilaglara kars1t gelisebilecek olasi direng i¢in, tedavide yeni yaklagimlar
aragtirtlmaktadir. Kanser metabolizmasindaki degisikliklerin yakindan incelenmesi,

kanser tedavisine yeni ¢dziimler sunmak i¢in 6nem kazanmustir.

Mitokondri, enerji tretimindeki roliiniin yani1 sira, ayni zamanda enerji

metabolizmasi, kalsiyum homeostazi, redoks ve apoptoz regiilasyonuna dayali olarak



kansere agilan yolu da kontrol eden dinamik bir organeldir. Mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, genel olarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin artmasi, adenozin
trifosfat (ATP) iiretiminin ve mitokondri membran potansiyelinin azalmasi, son olarak
degismis mitokondri morfolojisi ile karakterizedir. Bahsedilen degisiklikler birden

fazla hiicresel sinyal yolaginin kontrolii altindadir (Berridge ve Neuzil 2017).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak diisik pH ve oksijen
sartlarinda hizli biiyliyecek sekilde uyum saglamislardir. Kanserli hiicrelerde,
mitokondrinin yapisinda, mitokondriyal DNA (mtDNA) sayisinda, oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) kompleksinde ve dolayisiyla solunum zinciri aktivitesinde
degisikliklerin oldugu gosterilmistir (Rossignol ve ark., 2004). Mitokondri ayni
zamanda, biyosentetik ve biyoenerjetik metabolizmasinda ve apoptoz ile iliskili birgok
sinyal mekanizmasinda rol oynayarak hiicrenin stres durumunda ¢evreye
adaptasyonunda ve hiicre 6liimiinde 6nemli gorevler iistlenmektedir (McCully ve ark.,
2016; Vyas ve ark., 2016). Normal hiicrelerde glukoz, hiicrenin enerji gereksinimi igin
elektron tasima zinciri (ETC) ve oksijen gerektiren bir siire¢ olan OXPHOS yolu ile
adenozin trifosfata (ATP) donistiriilir. Mitokondrinin kanserdeki islevi ve
mitokondrinin kanser hiicrelerindeki metabolik degisimi “Warburg etkisi” ile
tanimlanmistir. Otto Warburg'un yaptigi calismalarda, kanser hiicrelerine ¢evresindeki
saglikli hiicrelerden ¢ok daha yiiksek miktarda glukoz alindigi ve hiicre i¢ine alinan
glukozun oksijenli bir ortamda dahi oksidatif solunum kullanilmadan laktata fermente
edildigi gosterilmistir. Bu fenomen kanser hiicrelerine 6zgiidiir ve “aerobik glikoliz”
veya “Warburg etkisi” olarak adlandirilmistir (Warburg 1925; Warburg 1956).
Warburg’un teorisine gore, kanserde hiicresel solunumda meydana gelen bozukluklar
hiicre metabolizmasinda degisikliklere yol acarak tiimorogenezi baslatmaktadir
(Warburg ve ark., 1926). Sonrasinda yapilan aragtirmalar da bu goriisii destekler
niteliktedir (Chiu ve ark., 2020; Luo ve ark., 2020; Whitehall ve Greaves 2020; Zeng
ve ark., 2020). Dolayisiyla mitokondride meydana gelebilecek herhangi bir fonksiyon
bozuklugu kanser baslangicina ya da progresyonuna isaret edebilmektedir. Bu
sebepten Otiirli mitokondri metabolizmasi ve mitokondriyal dinamiklerin incelenmesi,

yeni kanser terapilerinin aragtirilmasi i¢in nem kazanmaktadir.



Mitokondriyal dinamikler, farkl: hiicre tiplerinde ¢esitlilik gostermekle beraber
islevleri, fizyolojik strese uyum saglamak i¢in degismektedir (Chang ve ark., 2019).
Normal hiicrelerde hiicresel homeostaz1 saglayan mitokondriyal dinamiklerde
meydana gelen fonksiyon bozukluklari, ¢esitli hastaliklarin gelismesine sebep
olabilmektedir. Kanserde ise, arastirmalar kanser hiicrelerinin mitokondriyal igerik,
aktivite, yap1 ve fonksiyon olarak degisiklikler gosterdigini kanitlamistir. Ayrica
mitokondriyal dinamiklerin, tiimoér hiicrelerinin tiimdr mikro-gevresi araciligi ile
immiin aracilt hiicresel yikim mekanizmasindan kagisinin azaltilmasinda rol oynadigi
da belirtilmistir (Carew ve Huang 2002; Cuezva ve ark., 2002; Rossignol ve ark., 2004;
Simula ve ark., 2017). Mitokondri ¢esitli stres faktorleri altinda kanser hiicrelerinin
metabolizmasini modiile ederek metabolik anlamda esnekligi saglamakta ve
mitokondriyal dinamikler timor olusumu, gelisimi ve metastazi i¢in gerekli birgok
stiregte onemli rol oynamaktadir (Cluntun ve ark., 2017; Gentric ve ark., 2017; Lukey

ve ark., 2017).

1.1. Kanserdeki Mitokondriyal Dinamikler ve Sinyaller

1.1.1. Fiizyon, Fisyon ve Mitofaji

Mitokondriyal fiizyon iki farkli mitokondrinin birleserek bir mitokondri
olusturmasi ve boylece hiicresel stresin azaltilmasi i¢in gerekli iken (Quintana-Cabrera
ve ark., 2018), mitokondri fisyonu bir mitokondrinin ikiye boliinmesi ile mitofaji i¢in
hasarli mitokondrinin ayrilmasi, mtDNA replikasyonu ve hiicre boliinmesinde
mitokondrinin yeniden dagilimi i¢in gerekmektedir (van der Bliek ve ark., 2013).
Mitokondriyal fisyon, proliferasyon ve apoptozda onemli rol oynamakta ve bu
yolaklardaki mutasyon veya inaktivasyon mitokondriyal dinamikleri etkileyerek
fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir (Horbay ve Bilyy 2016). Fizyolojik kosullar
altinda mitokondrinin dinamik morfolojisini koruyan ve siirekli devam eden fiizyon
ve fisyon dongiileri, kanserde fisyona dogru kayarak tiimor olusumuna ve metastaza

neden olabilmektedir (Maycotte ve ark., 2017; Srinivasan ve ark., 2017).



Mitokondriyal flizyon ve fisyon mitokondrinin dis ve i¢ membraninda bulunan
guanozin trifosfat tarafindan devam ettirilirken, hiicre boliinlirken veya oksidatif,
hipoksik stres gibi ¢esitli stres kosullart altinda mitokondriyal fisyon, dinamin aracili
protein 1 (DRP-1) tarafindan indiiklenmektedir. Yapilan ¢alismalarda prostat ve over
kanseri hiicrelerinde DRP-1 ekspresyonunun, dolayisiyla fisyonun arttig
gosterilmistir (Chen ve Chan 2017; Civenni ve ark., 2019; Tsuyoshi ve ark., 2020).
Bununla birlikte DRP-1"in inhibisyonu, timor olusumunu ve timor proliferasyonunu
azaltirken, ayn1 zamanda metastazi da azaltmaktadir (Zhao ve ark., 2013; Xu ve ark.,
2017). Sonug olarak kanser hiicrelerinde degisen fisyon ve fiizyon dengesi parcalanmig
mitokondriyal aga neden olmakla beraber, bircok ¢alismada mitokondriyal
dinamiklerdeki dengesizligin ¢esitli kanser tiirlerinde etkilerinin oldugu da
gosterilmistir (Rehman ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2013; Wieder ve ark., 2015;
Anderson ve ark., 2018; Porporato ve ark., 2018).

Artan fisyon, depolarize ve hiperpolarize mitokondri olusturarak, mitokondri
degradasyonunun spesifik olarak hedeflendigi mitofajiyi destekler. Mitofaji, kanser
tiiriine ve evresine bagli olarak kanserin prognozu sirasinda hiicreleri apoptozdan
koruyarak tiimor hiicrelerinin stres altinda hayatta kalmasimi desteklemek i¢in up
regiile edilirken, diger taraftan, azalmis mitofaji hasarli mitokondrinin birikimine,
artmig ROS indiikli mtDNA mutasyonlarina neden olarak malign doniigiimii

desteklemektedir (Drake ve ark., 2017; Maes ve ark., 2013).

1.1.2. Mitokondriyal Biyoenerjetikler

Mitokondrinin kanserli hiicrelerdeki etkisi arastirilirken ilk olarak, OXPHOS un
kanser hiicrelerinde hasarli oldugu diisiiniilmiis iken (Warburg ve ark., 1926) daha
sonra yapilan c¢alismalar ile OXPHOS sisteminin kanserde g¢ogunlukla hasarsiz
oldugu, tiimorlerin farkli mikro ¢evresel kosullar altinda programli olarak OXPHOS
ve glikoliz arasinda gecis yaptig1 ortaya ¢ikarilmistir (Kroemer ve Pouyssegur 2008;
Herst ve Berridge 2017). Spesifik olarak, OXPHOS ve glikoliz arasindaki bu gecis

kanser hiicrelerine, besin yoksunlugu altinda seg¢ici avantaj ve bagimsizlik



saglamaktadir. Bunun yani sira bazi kanser hiicreleri, proliferasyonu ve metastazi
yonlendirmek ve daha fazla ATP iiretebilmek icin OXPHOS’u tercih etmektedir
(Ashton ve ark., 2018). Yapilan arastirmalar OXPHOS un kemoterapi sonrasinda up
regiile oldugunu ve artmis hiicre i¢i ATP seviyelerinin prostat ve over kanserlerinde
kemorezistans ile dogrudan iliskili oldugunu gostermistir (Chen ve ark., 2021; Wu ve
ark., 2022). Boylece up regiille OXPHOS’ un, ¢oklu ilag tasiyicilart yolu ile ilaglarin
uzaklastirilmasi igin yeterli ATP iireterek, kemorezistansi destekleyebilecegi ve
OXPHOS’un inhibisyonunun kanser tedavisinde énemli olabilecegi diisiiniilmiistiir

(Zhou ve ark., 2012).

1.1.3. ROS ve Kalsiyum

Hiicresel ROS oksidatif metabolizmanin genel bir {iriinii olmakla birlikte
ROS’un yaklasik %80’ mitokondriden kaynaklidir. OXPHOS’un yanmi sira
mitokondriyal kalsiyum (Ca?") trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin yakiti
oldugundan ve a-ketoglutarat dehidrogenaz ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz gibi
enzimleri aktive ettiginden ROS olusumunda dogrudan ya da dolayl olarak etkilidir
(Feno ve ark., 2019). Mitokondriyal ROS ve Ca?* arasindaki iliski kanserde belirgin
olmakla birlikte genel olarak kanser hiicreleri, yiiksek mitokondriyal ROS seviyeleri
sergilemekte ve ROS seviyeleri degisen regiilasyona bagli olarak hem pro- hem de
anti-tiimor etkilere sahip olabilmektedir. Ozellikle artan Ca?* ve ROS miktarinim,
prostat ve over kanserinin prognozu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Ding ve ark.,

2021; Khandrika ve ark., 2009).

1.2. Mitokondriyal DNA Hasarlari

mtDNA'nin transisyon ve transversiyon mutasyonlari kanser gelisiminde 6nemli
rol oynamakla birlikte mutasyonlarin ¢ogu genellikle 6nemli mtDNA kodlu genlerde
bulunmakta olup bazen de niikleer gen ekspresyonunu etkilemektedir (Jandova ve ark.,

2012). Patojenik nokta mutasyonlari, delesyonlar ve kopya sayisindaki degisiklikler



dahil olmak tlizere mtDNA’da meydana gelen herhangi bir degisimin, ¢esitli tiimor
tiplerinde gelismis bir fenotipte kanser ilerlemesini indiikledigi gosterilmistir.
Ornegin, prostat ve over kanserlerindeki mtDNA mutasyonlari, kanserin daha agresif
bir fenotipe ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (Philley ve ark., 2016; Shukla ve Singh
2021).

1.3. Mitokondri Enzimlerinde Defektler

Somatik mtDNA degisikliklerine ek olarak, kanser hiicrelerindeki TCA dongiisii
ve hiicresel enerjideki diizensizlik, mitokondriyal enzimlerdeki kusurlardan
kaynaklanabilir. Bu enzimlere 6rnek olarak siiksinat dehidrogenaz, fumarat hidrataz,
izositrat dehidrogenaz, mitokondriyal deasetilaz Sirtuin 3 (SIRT3) verilebilir.
Mitokondriyal enzim kompleksi olan ve TCA’da gorev alan siiksinat dehidrogenazi
kodlayan genlerdeki mutasyon veya degisiklik, siiksinat dehidrogenaz enzim aktivitesi
ve ekspresyonunun azalmasina sebep olurken bu degisiklikler gastrointestinal,
kolorektal, gastrik, meme, over, prostat ve renal kanserlerde goriilmiis olup stiksinat
dehidrogenaz alt birim genleri tiimdr supresor genler olarak kabul edilmistir (Anja ve
ark., 2018; Doyle ve ark., 2012; Kim ve ark., 2013; Pantaleo ve ark., 2014; Xia ve ark.,
2021; Williamson ve ark., 2015). Bunun yani sira renal kanser hastalarinda, yine
TCA’da gorev alan fumarat hidratazin da aktivitesinin azalmasi veya mutasyonu
sonucu, fumarat birikimi, diisiik solunum hiz1 ve glukoz artigina bagli olarak artmis
laktat tiretimi goriilmiistiir (Castro-Vega ve ark., 2014; Yang ve ark., 2010). Biriken
fumarat ayni zamanda Kelch-benzeri ECH-iligkili protein 1’deki (Keapl) sistin
rezidiilerine baglanarak Keapl aracili niikkleer faktor E2 iligkili faktor-2 (NRF2)’nin
degredasyonunu azaltarak, aktivasyonunu arttirir. Artan NRF2, timor olusumuna
neden olabilmektedir (Adam ve ark., 2011). Ayrica Tyrakis ve ark. (2017) biriken
fumaratin, bir anti-metastatik mikroRNA ailesi olan MIR200'{n epigenetik
baskilanmasina ve epitel mezenkimal gegisi desteklenmesine neden olarak metastaza
yol agtigin1 gostermislerdir. Ayrica prostat, kolon, osteosarkom gibi kanserlerde TCA
da goérev alan mutant izositrat dehidrogenaz izozimleri goriilmiistiir (Kang ve ark.,

2009; Liu ve ark., 2013; Sjoblom ve ark., 2006; Sonego ve Baldassarre 2020).



Kanserdeki mutant izositrat dehidrogenaz, a-ketoglutarati 2-hidroksiglutaratin R
enansiyomerine ¢evirmekte olup, olusan R-2-hidroksiglutarat, ETC’deki sitokrom c
oksidaz ve ATP sentazin enzimatik aktivitesini inhibe ederek kanser hiicrelerindeki
enerji metabolizmasimi degistirmektedir (Hsu ve ark.,, 2016). Boylece 2-
hidroksiglutarat, izositrat dehidrogenaz mutasyonlarinin onkojenik aktivitesine
katkida bulunarak tiimoér olusumunu destekleyen bir "onko-metabolit" olarak

tanimlanabilir.

Son olarak, yukarida bahsedilen enzimlerden biri olan SIRT3, yag asidi
oksidasyonu, iire dongiisii, antioksidan cevap sistemi ve OXPHOS, gibi mitokondriyal
yolaklarda gorev almakta olup, SIRT3’lin aktivitesinin azalmasi ROS seviyelerini
arttirarak tiimorogenezde etkili olmaktadir. Bu enzimin hepatoseliiler, gastrik ve
akciger kanseri gibi bir¢ok kanserde de tiimor siipresor rol oynayabilecegi
diisiiniilmistiir (Finley ve ark., 2011; Hallows ve ark., 2011; Yu ve ark., 2012; Zhang
ve Zhou 2012; Xiao ve ark., 2013; Huang ve ark., 2014).

1.4. HIF-1 o Degisimi

Apoptoz, mitokondriyal solunum ve hiicre metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan ve hipoksik kosullarda hiicresel cevabi regiile eden transkripsiyon faktorii
hipoksi indiiklenebilir faktor-1 alfa (HIF-1a), normoksik kosullarda tiimor baskilayici
protein araciligi ile degrade olur (Vaupel ve Mayer 2007; Yeung ve ark., 2008). Timor
hiicrelerinde degradasyonu bozulan HIF-1a’nin artis1 agiz, akciger, beyin, deri, gogiis,
kolon, karaciger, 16semi, mesane, mide, pankreas, prostat, rahim ve over kanseri dahil
birg¢ok tiimor tipinde malignite ile iliskili olmakla beraber proliferasyon, anjiyogenez,
invazyon ve metaztazda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii gibi pro-anjiyogenik
faktorlerle etkileserek dnemli rol oynamaktadir (Huang ve ark., 2018; Mucaj ve ark.,
2012; Qin ve ark., 2017; Semenza 2010). Ayn1 zamanda yukarida bahsedilen siiksinat
dehidrogenaz, fumarat hidrataz, izositrat dehidrogenaz gibi enzimlerin fonksiyon
bozukluklar1 da normoksik kosullarda HIF-1a ekspresyonunun aktivasyonuna sebep

olmaktadir. Timor hiicrelerinde HIF-la  aktivasyonu glikolize, oksidatif



fosforilasyona ve TCA’daki enzimlere etki ederek enerji metabolizmasinda
degisimlere sebep olur. Bahsedilen sebeplerden otiirli HIF-1a’in tlimorogenezde ve
hiicresel metabolizmada énemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (Yeung ve ark., 2008;

Semenza 2012) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Mitokondriyal disfonksiyonun kanserdeki hiicresel etkileri.

Sekil 1.1°de saglikli ve kanser hiicrelerinde meydana gelen mitokondriyal
degisiklikler belirtilmistir. Kanser hiicreleri ile saglikli hiicrelerdeki mitokondriler
kiyaslandiginda, kanserli hiicrelerin mitokondrisinde Ca**, ROS ve mutant mtDNA
miktar1 daha fazla olmakla birlikte artmis fisyon ve azalmis fiizyon goriilmektedir.

Hiicresel metabolizma i¢in 6nemli olan SIRT3 enziminin aktivitesinin azalmasi ROS



seviyelerini arttirarak tiimorogenezde etkili olmaktadir. Kanser hiicresinde goriilen
TCA mutasyonlarina daha yakindan bakilacak olursa izositrat dehidrogenazdaki
inaktivasyon veya mutasyon o-ketoglutarati, 2-hidroksiglutaratin R enansiyomerine
cevirir. Olusan 2-R-hidroksiglutarat, ETC’deki sitokrom ¢ oksidaz ve ATP sentazin
enzimatik aktivitesini inhibe etmekte olup kanser hiicrelerindeki enerji
metabolizmasini degistirerek tiimor olusumunu desteklemektedir. Fumarat hidratazin
inaktivasyonu veya mutasyonu sonucu biriken fumarat, Keapl aracili NRF2
degredasyonunu durdurarak NRF2’nin artmasma ve timér olusumuna neden
olabilmektedir. Ayn1 zamanda siiksinat dehidrogenaz, fumarat hidrataz ve izositrat
dehidrogenazdaki defektler ve bu defekler sonucu artan siiksinat ve fumarat normoksik
kosullarda HIF-la’nin aktivasyonuna neden olarak tiimor olusumuna neden
olmaktadir. Bunun yani sira oksidatif stres sonucu artan ROS da HIF-la
stabilizasyonunu arttirir. Normal kosullarda HIF-1a tiimor baskilayici protein araciligi
ile degradasyona ugrarken, kanserli hiicrelerde degradasyonu bozulan HIF-1a timor
olusumuna katkida bulunur ve ayn1 zamanda TCA’daki enzimlere etki ederek enerji

metabolizmasinda degisimlere sebep olur.

Sonu¢ olarak tiimér mikrogevresinde sitokinler, metabolitler ve oksijen
mevcudiyeti birgok faktor tarafindan etkilenebilmektedir. Mitokondrinin yapisal ve
fonksiyonel degisimi kanser hiicrelerinde olduk¢a yaygin olmakla birlikte bu durum
spesifik kemoterapotik yaklasimlarin belirlenmesinde kullanilabilir. (Elliott ve Barnett
2011) Kisisellestirilmis tip kapsaminda, kanser tedavisindeki belirli farmakolojik
terapiler mitokondriyal dinamiklerin regiilasyonunda rol oynamakta olup, bu
terapilerin mitokondri iizerindeki etkisi incelenebilmektedir. Cesitli kanserlerde ve
hatta ayn1 kanserin farkli agamalarinda, 6zellikle apoptozu indiikleyen ilaglara verilen
yanitlar mitokondriyal agin farkli bileseninden koken alabilmektedir. Simula ve ark.
(2017)’na gore mitokondriyal dinamikleri etkileyen tek bir terapi tiim kanserlerin
tedavisinde bagarili olmamaktadir. Bu sebeple en 1iyi tedavi stratejisini
tanimlayabilmek icin farkli kanserli hastalarda spesifik mitokondriyal degisikliklerin
belirlenmesi 6nemlidir (Simula ve ark., 2017). Bu c¢alismalar 1s181inda, kanserdeki

mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun tiimor metabolizmasi ile iligkili olabilecegi,



ve bu nedenden 6tlirii tedavi rejiminde mitokondriyal hedeflemenin kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

1.5. Kanserdeki Mitokondri Dinamiklerine Bagh Kemorezistans

Kanser hiicreleri hizli proliferasyon ve hiicre 6liimiine direng ile karakterizedir
(Hanahan ve Weinberg 2011). Saglikli hiicrelerde oldugu gibi kanser hiicrelerinde de
mitokondriyal dinamiklerin bircok hiicresel cevapta onemli rolii bulunmaktadir.
Ozellikle mitokondriyal fisyonun hiicresel strese kars1 hiicre koruyucu etkisi oldugu
diisiiniilmiigtiir. Cesitli arastirmalar kanser hiicrelerinde mitokondriyal fisyonun
artisinin, anti-kanser ajanlara kars1 duyarlilig arttirdigini gostermistir (Suen ve ark.,
2008; Anvekar ve ark., 2012; Fan ve ark., 2015). Ayn1 zamanda fisyon proteini olan
DRP-1’in inhibisyonunun ya da ekspresyonunun baskilanmasinin, meme kanseri
hiicrelerinin sisplatine karst duyarliligini azalttig1 belirtilmistir (Han ve ark., 2015).
Sonu¢ olarak, tiimér mikrogevresinde bulunan hipoksi, ROS ve inflamatuvar
sinyallerin mitokondriyal dinamikleri modiile ettigi, hiicresel heterojenite ve
kemorezistans ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle kanser hiicrelerinde
mitokondriyal dinamiklerin incelenmesi ve hedeflenmesi kemorezistans konusunda

biiylik 6nem arz etmektedir.

Tiimor hiicreleri, malignant degisime yol agan bir dizi ayiric1 6zelligin ¢ok
asamali edinimi ile karakterizedir (Ott ve ark., 2015). Bunlarin arasinda en ¢ok
belirtilen 6zellikler hiicre 6liimiine karsi direng, bunun sonucunda kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu, artan invazivlik, metastaz, kontrol edilemeyen hiicre metabolizmasi,
ROS diretimi, mitofaji aracilifi ile mitokondri kalite kontroli ve doku
vaskiilarizasyonudur. Tiim bu siireclerde ve fizyolojik sartlarda, mitokondriyal
dinamiklerin 6nemli islevi bulunmaktadir. Kanser prognozunda mitokondriyal
dinamiklerin rolii, kanser hiicrelerinin maruz kaldig1 hipoksi, oksidatif stres, besin
yetersizligi, inflamasyon gibi mikrogevresel apoptotik uyaranlara baglh olarak hala
karmagikligini siirdiirmektedir (Han ve ark., 2018). Bununla birlikte, mitokondriyal

dinamikler dis uyaranlara ve kanserdeki hiicresel streslere yanit olarak diizenlenir. Bu
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nedenle mitokondriyal dinamikleri hedeflemek potansiyel anti-kanser stratejileri
arasindadir (Pasquier ve ark., 2013). Mitokondriyal dinamiklerin incelenebilmesi ve
saglikli hiicrelerle kanser hiicrelerinin mitokondriyal anlamda fonksiyon ve
dinamiklerinin karsilastirilmasi icin, kanser hiicrelerini ¢evreleyen ortam ile hiicre
etkilesimini taklit etmek amaci ile mitokondri transferi yapilmasi énemli bir tedavi

yaklagimi olabilir.

1.6. Mitokondri Transplantasyonunun Onemi

Gegmis yillarda yapilan bir¢ok ¢alismada mitokondrinin anneden miras
alinmasinin yani1 sira hiicreler arasinda transfer edilebildigi ve transfer edilen
mitokondrinin ve mtDNA’nin alict hiicrede, biyoenerjetik profili degistirerek
mitokondriyal fonksiyonlarda degisiklige neden oldugu gosterilmistir (Ali Pour ve
ark., 2020; Cselenyak ve ark., 2010; Chang ve ark., 2013; Dong ve ark., 2017; Islam
ve ark., 2012; Kitani ve ark., 2014; Masuzawa ve ark., 2013; Pacak ve ark., 2015;
Spees ve ark., 2006).

Mitokondri transplantasyonu, kanser dahil olmak iizere mitokondriyal
degisikligin ya da bozuklugun gozlendigi bir¢ok patolojik durumda terapdtik olarak
kullanilmigtir. Son zamanlarda arastirmacilar bir¢cok patolojik kosulda saglikli hiicre
kaynakli kaynakli mitokondri transplantasyonu yaparak doku veya hiicresel anlamda
olumlu terapétik etki saglamiglardir (McCully ve ark., 2009; Shin ve ark., 2017; Han
ve ark., 2020; Hsu ve ark., 2020; Jiang ve ark., 2020; Tseng ve ark., 2020).

Dolayisiyla saglikli hiicreler mitokondri ya da mtDNA'larin1 yaslanmis veya
hasar gormiis mitokondriye sahip hiicrelere aktarabilmekte ve alict hiicrenin biyolojik
uygunlugunu geri yiikleyebilmektedir (Mohammadalipour A ve PL 2020). Bu
baglamda, kardiyak fibroblastlar, mitokondriyal yiikiin transferi yolu ile yaslanan ya

da fonksiyon bozuklugu olan hiicreler iizerinde gii¢lii rejeneratif etkiler uygulayabilir.
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1.7. Mitokondri Transplantasyonu ve Kemorezistans

Kanser hiicrelerinin tedavide genel olarak kullanilan kemoterapdtiklere karsi
zamanla diren¢ kazanabildigi prostat, over, meme, pankreas ve kolorektal kanseri gibi
bir¢ok kanser tiirlinde gosterilmistir (Chen ve Wang 2019; Dey ve ark., 2019; Ercan
ve ark., 2017; Li ve ark., 2018; Paldino ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2015). Bunun
yani sira ¢cogu kemoterapdtik bilesigin mitokondriyi hedefledigi ya da mitokondriyal
yolaklar araciligi ile etkisini gosterdigi de bilinmektedir. Fakat, ayni tiimor
dokusundaki hiicreler mitokondriyal islevsellik ya da metabolizma yoniinden
farkliliklar gosterdiginden; tlimoriin mikrogevresine ve hiicrelerin direng kapasitesine
adaptasyonunda degisiklikler de meydana gelebilir (Garcia-Heredia ve Carnero 2020).
Ayn1 zamanda mtDNA anormalliklerinden kaynaklanan mitokondriyal disfonksiyon,
hiicresel metabolizma, stres yanitlari, tiimdr progresyonu, yasam siiresi ve
kemosensitivite de dahil olmak {iizere cesitli hiicresel siireclerde yer alan genlerin
ekspresyonunu diizenleyen mitokondri retrograd sinyal yollarini etkileyebilmektedir
(Erol 2005). Yapilan calismalar mtDNA eksikligi/yetersizligi ve mitokondriyal
disfonksiyonun, farklt kanser hiicre hatlarinda anti-kanser ilaglara karsi
kemorezistansi arttirdigini gostermistir (Lee ve ark., 2008; Mizutani ve ark., 2009; Ma

ve ark., 2015).

Caligmalar ile elde edilen kanitlar mitokondri ya da mitokondri
komponentlerinin transferinin alic1 hiicrede var olan mitokondriyal hasar1 onardigin
gostermistir. Elliott ve ark. (2012), saglikli mitokondrinin kanser hiicrelerine
transplantasyonunun mitokondriyal fonksiyonu onararak, kanser hiicrelerinde
biiylimeyi inhibe etmesini ve ilag sensitivitesini arttirmasini hedefleyerek, meme epitel
hiicrelerinden elde edilen mitokondrinin, meme kanseri hiicrelerine transplantasyonu
sonucu meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonun azaldigi ve kemoterapiye karsi
hassasiyetin arttigin1 gostermislerdir. Chang ve ark. (2019), homeoplazmik 143B
osteosarkoma hibrit hiicre hattindan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerine mitokondri transferinin anti-tiimor aktivite gostererek kemorezistansi

azalttigin1 bildirmislerdir. Wang ve ark. (2018), ise mitokondri transferinin alici
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hiicrede bozulan biyoenerjetik metabolizmasint ve solunum sistemini diizelttigini

ancak uygulanan kemoterapiye diren¢ olusturdugunu gostermistir.

Tumor olusumunda azalig Tumor olusumunda artig

Kanser Hicresi Kanser Hucresi

Tamor Tamor ‘\
Il ;§
w o
w

Kemorezistans/ Kemosensitivite
Sekil 1.2. Mitokondri transplantasyonunun kanser tedavisi tizerindeki olast etkileri.

Sekil 1.2°de mitokondrilerin kanser hiicrelerine transplantasyonu sonrasi
meydana gelebilecek iki olasilik gosterilmistir. Bu olasiliklara gore, mitokondri
transplantasyonu kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu azaltarak hiicre
apoptozunu arttirabilirken, ayni  mitokondri  transplantasyonu hiicrelerde
proliferasyonu arttirarak timor olusumunda artisa neden olabilir. Her iki durumda da
anti-kanser ajan uygulanmasi sonras1 kemorezistans ya da kemosensitivite gelisebilme

ihtimali bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak, kanserde mitokondriyal diizensizligin mevcut oldugu,
mitokondriyal oksidatif stresin aktif olarak tiimdr progresyonunu destekledigini ve
kanser hiicrelerinin metastatik potansiyelini arttirdigi, ayn1 zamanda kemoterapiye
duyarlilig1 6nemli dl¢lide azalttig1 gosterilmistir (Guaragnella ve ark., 2014; Chang ve
ark., 2019; Chiu ve ark., 2020). Bahsedilen veriler, mitokondriyi hedeflemenin, anti-
kanser tedavinin gelistirilmesi i¢in umut verici bir strateji saglayabilecegini ve
mitokondriyal fonksiyonun optimal seviyelere geri getirilmesinin, agresif tiimdrlerin

tedavisi i¢in anti-kanser ajanlara olan duyarlilig: artirabilecegini gostermektedir.
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Bu doktora tezi kapsaminda insan kardiyak fibroblast (HCF) hiicrelerinden PC3
insan prostat karsinoma ve SKOV3 insan over adenokarsinoma hiicrelerine
mitokondri transplantasyonu yapilmasi, mitokondri transplantasyonu ile hiicrelerin
invazyon lizerinde etkisi ve paklitaksel ajanina kars1 olan duyarhiliklarindaki degisimin
incelenmesi  hedeflenmistir. Ayrica, mitokondri transplantasyonunu takiben
uygulanan paklitakselin segilen prostat ve over kanseri hiicreleri lizerindeki apoptotik
etkinliginin olas1 degisiminin arastirilmast da amacglanmistir. Bdylece kanser
hiicrelerine saglikli mitokondri transplantasyonu ile mitokondrinin ilag duyarliligina
olan etkisinin anlagilmasi, bunun yan1 sira mitokondrinin invazyon {izerindeki roliiniin

aydinlatilmasi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Laminar Flow Kabini (AirClean), Su banyosu (Thermo Scientific), Santrifiij
cihaz1 (Sigma), Vortex cihazi (Thermo Scientific), Otomatik pipet (Eppendorf),
Elektronik terazi (Fisherbrand), Mikroplak okuyuculu spektrofotometre Synergy H4
plate reader (BioTek Instruments), Multisizer 4e Coulter Partikiil Sayac1 (Beckman
Coulter) +4 buzdolab1 (Esko) -80 dondurucu (Thermo Scientific), Floresan
mikroskobu (Keyence), Isik mikroskobu (Leica), Transmisyon elektron mikroskobu

(JEOL)

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Paklitaksel (Sigma), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma), Siikroz (Sigma), 4-(2-
Hidroksietil)-1-piperazinetan siilfonik asit (HEPES) (Sigma), Etilen glikol-bis(2-
aminoetil eter)-N,N,N’,N'-tetraasetik asit (EGTA) (Sigma), Tripsin/EDTA (Gibco),
Subtilisin (Sigma), 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT)
(Sigma), MitoTracker red CMXRos (Thermo Scientific), MitoTracker green FM
(Thermo  Scientific), Hoest 33342 (Thermo Scientific), LIVE/DEAD®
Canlilik/Sitotoksisite kiti (Thermo Scientific), Fosfat tampon soliisyonu (PBS)
(Thermo Scientific), Bikinkoninik asit protein kiti (Thermo Scientific-Pierce), ATPlite
luminesan ATP deteksiyon deney sistemi (Perkin Elmer) Annexin V-floresan
izotiyosiyanat (FITC)/Propidyum iyodiir (PI) apoptoz kiti (Abcam), Hiicre dongiisii
kiti (Abcam)
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2.3. Hiicre Kiiltiirii

Kullanilan HCF hiicreleri ScienCell (Research Laboratories), PC3 insan prostat
karsinoma hiicreleri ve SKOV3 insan over adenokarsinoma hiicreleri Amerikan tip
kiiltiir koleksiyonu (ATCC)’den temin edildi. HCF hiicreleri 25 mL fetal bovine serum
(Gibco), igeren fibroblast medium-2 (ScienCell, Research Laboratories), besi yerinde
kiiltiire edildi. Takviye olarak 5 mL biiylime faktorii igeren fibroblast suplementi
(ScienCell, Research Laboratories) ve 5 mL penicillin/streptomisin (Gibco) eklendi,
PC3 ve SKOV3 hiicreleri i¢in ise, %10 fetal bovin serum %1 penisilin/streptomisin,
%1 L-glutamin igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
kullanildi. Ug hiicre hatt1 da 37 °C de %5 CO: igeren etiivde inkiibe edildi (Celik ve
Bakar-Ates 2021). Hiicreler %80 yogunluga ulastiktan sonra pasajlandi.

2.4. Mitokondri izolasyonu

HCF hiicrelerinden mitokondri izolasyonu iglemi Preble ve ark. (2014)’nin
gelistirdigi protokol takip edilerek yapildi. Bu yontem i¢in oncelikle homojenizasyon
tamponu hazirlandi. 250 mmol/L sakaroz, 20 mmol/L K*-HEPES, 0.5 mmol/L K*-
EGTA kalsiyum disodyum tuzu, pH 8 olacak sekilde hazirlandi ve mitokondri

izolasyonu i¢in +4°C’ye getirildi.

Sonrasinda 2x10% HCF, besiyeri ortamdan uzaklagtirildiktan sonra, 37°C PBS
ile yikand1 ve ardindan tripsin/EDTA ¢0zeltisi ile hiicreler plaktan kaldirildi. Hiicre
slispansiyonu toplanip bir Miltenyi C tiipiine aktarildi. Tiip 5 dakika 1000xg’de
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilip, hiicreler 200 puLL 4°C PBS ile yikandu.
Hiicreler daha sonra yukarida belirtilen 5 mL homojenizasyon tamponu ile siispande
edilip homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler 2 mg/mL Subtilisin A ile 10
dakika inkiibe edildikten sonra, diferansiyel filtrasyon yapilarak 6nce por ¢apt 40 pm
olan filtre ile 2 kez, sonrasinda por ¢apt 10 um olan filtre ile bir kez filtrelendi.
Mitokondri transplantasyonunun etkisi mitokondrinin fonksiyonel ve canli olarak

izolasyonuna bagli oldugundan (McCully ve ark., 2009), mitokondri biitiinliigiiniin
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bozulmamast i¢in iglemler +4 °C’de uygulandi (Katrangi ve ark., 2007; Gollihue ve

ark., 2017). Mitokondri izolasyonundan hemen sonra transfer islemi gerceklestirildi.

2.5. Mitokondri Miktarinin Belirlenmesi

Toplam mitokondri miktarmin belirlenmesi i¢in mitokondri izolasyonu
yapildiktan sonra Multisizer 4e Coulter partikiil sayaci ile izole edilen mitokondrilerin
sayist ve boyutu belirlendi. Bunun i¢in izole edilen mitokondri homojenizasyon
tamponu ile siispande edildikten sonra bu siispansiyondan 10 pL alinip Multisizer 4e
Coulter partikiil sayacinin viyal adaptoriine aktarilarak mitokondri sayimi ve boyut

analizi yapildi.

2.6. Izole Edilen Mitokondrinin Elektron Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Elektron mikroskobu ile goriintiilenme yapilabilmesi i¢in oncelikle izole edilen
mitokondri, pH 7,4 olacak sekilde %2,5 formaldehit, %5 glutaraldehit ve %0,06 pikrik
asit iceren 0,2 molar sodyum kakodilat tamponu i¢inde 16 saat fikse edildi. Fikse
edilen mitokondri, 3 kez kakodilat tamponu i¢inde yikanip, %1 osmiyum tetroksit,
%1,5 potasyum ferrosiyaniir ve %1 uranil asetat ile boyandi. Sonrasinda 3 kez distile
su ile yikanarak, etanol ve propilen oksit ile dehidre edildi. Sonrasinda epon propilen
oksit ile gomiilerek firinda 60°C’de 2 gilin boyunca polimerize edildi. Ultracut-S
ultramikrotom ile kesilerek ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile 4000X ve

10000X biiyiitme oraninda goriintiilendi (80 kV).

2.7. Tzole Mitokondri Canhihginin Olgiilmesi

Izole edilmis mitokondrinin canliligi, floresan mikroskobu, akim sitometrisi, ve

ATP analizi ile gosterildi.
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2.7.1.Floresan Mikroskobu ile Mitokondri Canhihginin Olgiilmesi

Mitokondri izole edildikten sonra, izole edilmis mitokondri dort kisma
alikotlanarak bir kismi 1 pL. MitoTracker red CMXRos ile 5 dakika boyunca boyandi.
Boyanan mitokondri, homojenizasyon tamponu ile dort kez yikandiktan sonra 500 pL
homojenizasyon tamponu ile silispande edildi. Sonrasinda 10 pL mitokondri
slispansiyonu temiz bir lam tizerine konulup lamel ile kapatilarak floresan mikroskop

ile 100X biiylitme oraninda goriintiilendi.

2.7.2. Akim Sitometrisi ve ATP Analizi ile Mitokondri Canhiliginin

Olciilmesi

Izole edilen mitokondrinin alikotlanan diger kismi mitokondri popiilasyonunun
belirlenmesi i¢in MitoTracker red CMXRos boyali mitokondri popiilasyonu ile LSR

Fortessa (BD Biosciences) ile analiz edildi.

Izole edilen mitokondrinin islevselliginin kontrol edilmesi ve izole edilen
mitokondrinin etkili konsantrasyonunun tayin edilebilmesi i¢in mitokondrinin
alikotlanan tglincti kismi 1x10°, 1x10° ve 1x107 mitokondri konsantrasyonlarinda
hazirlanarak ATPlite liminesan ATP deteksiyon deney sistemi ile hazirlanan
mitokondri konsantrasyonlarinin ATP seviyeleri 0Ol¢iildii. ATP standartlar1 pozitif
kontrol olarak kullanilirken, 1x107 6lii mitokondri negatif kontrol olarak kullanildi.
ATP deneyi, kitin protokoliine uygun olarak yapildi. Ornek kuyucuklarina 100 pL
izole edilen 1x10°, 1x10% ve 1x107 mitokondri konsantrasyonlar1 ve negatif kontrol
olarak ise 1x107 6lii mitokondri eklendi. 10 mM ATP Stok soliisyonundan 10 uM, 5
uM, 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uM konsantrasyonlarinda ATP standartlar1 hazirlandu.
Standart kuyucuklara 100 pL. homojenizasyon tamponu ve 10 pL hazirlanan ATP
standartlarindan konuldu. Her kuyucuga 50 pL hiicre lizis soliisyonu konulup 5 dakika
calkalamali inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL

substrat soliisyonu konulup 5 dakika sonra liiminesans siddeti Synergy H4 plaka
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okuyucusu (BioTek Instruments) ile Ol¢iildii. Standart egrinin korelasyon katsayisi

R?=0,9978"dir (Sekil 2.1).

ATP seviyesi y = 20,882x - 4,0825
R?=0,9978
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Sekil 2.1. ATP deneyi standart egrisi

2.8. Mitokondriyal Internalizasyonun Takibi

2.8.1.Floresan Mikroskop ile incelenmesi

Hiicresel mitokondri internalizasyonunun takibi i¢in, mitokondri alict hiicreler
olan PC3 ve SKOV3 kanser hiicreleri iireticinin protokoliine gore mitokondri spesifik
yesil boya olan MitoTracker green FM ile, 6n boyama islemine maruz birakildi. Bunun
icin, PC3 ve SKOV3 hiicreleri son konsantrasyonu 200 nM olacak sekilde
MitoTracker green FM ile 30 dakika 37 °C de %5 COz igeren etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben hiicreler 3 kez 37 °C PBS ile yikandi. izole edilen mitokondri
kirmizi renkli MitoTracker red CMXRos ile 2.7.1 de belirtilen sekilde boyanmis olup
MitoTracker Green FM ile boyanan PC3 ve SKOV3 hiicreleri ile 4 saat boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicreler 37 °C PBS ile 3 kez yikandi. Bunu
takiben hiicrelerin ¢ekirdekleri 1 pg/ml Hoest 33342 ile 5 dakika boyunca boyandi.
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Mitokondriyal internalizasyon 40X ve 100 X biiyiitme oranlarinda floresan mikroskop

ile izlendi.

2.8.2.Mitokondrinin Hiicresel Canhliginin Olciilmesi

Transplante edilen mitokondrinin hiicresel islevi Tlizerindeki etkisinin
olgiilebilmesi igin PC3 ve SKOV3 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 1x10%kuyucuk
olacak sekilde ekildikten sonra 14 saat inkiibe edildi. Kuyucuklardaki besiyeri
uzaklastirildiktan sonra hiicreler, 1x10°, 1x10%, 1x107 mitokondri igeren 50 uL
besiyeri ile inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak sadece 50 uL besiyeri ve 1x107 olii
mitokondri ile 4 saat boyunca inkiibe edilen kuyucuklar kullamildi. Inkiibasyonun
ardindan tim kuyucuklar PBS ile 2 kez yikandi. ATP deneyi kitin protokoliine uygun
olarak bolim 2.7.2° deki gibi yapildi. ATP standartlar, 10 mM ATP stok
solisyonundan, 25 uM, 12,5 uM, 10 uM, 5 uM, 1 puM konsantrasyonlarinda

hazirlandi.

Ornek ve standart kuyucuklarina 100 pL homojenizasyon tamponu ve standart
kuyucuklara 10 pL hazirlanan ATP diliisyonundan konuldu. Sonrasinda her kuyucuga
50 pL hiicre lizis soliisyonu konulup 5 dakika g¢alkalamali inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan her kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu konulup 5 dakika
sonra liiminesans siddeti Synergy H4 plaka okuyucusu (BioTek Instruments) ile

olgiildii. Standart egrinin korelasyon katsayis1 R?=0,9985tir (Sekil 2.2).
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ATP seviyesi y = 16,604x - 3,6622
R?=0,9985
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Sekil 2.2. Hiicresel ATP standart egrisi

2.9. Hiicre Gocii Analizi

Hiicre gogii deneyi igin PC3 ve SKOV3 kanser hiicreleri 24 kuyucuklu plaklara
5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilip 14 saat inkiibe edildi Hiicrelerin tamamen
plaga yapistigina emin olduktan sonra kuyucuklar 250 uL 1x107 mitokondri ve kontrol
olarak sadece besiyeri ile 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler 2 kez
PBS ile yikanarak 20-200 pL mikro pipet ucu ile ~Imm’lik bir yara olusturuldu.
Sonrasinda 72 saat boyunca 24 saatte bir kez inverted mikroskop ile goriintiilleme

yapildi.

2.10. Paklitaksel fla¢ Duyarhhiginin Arastirilmasi

2.10.1. Hiicre Canhili@ginin Tayini

Mitokondri transplantasyonu yapilmadan once paklitakselin hiicre canliligina
etkisinin tayini icin MTT deneyi uygulandi. Bunun i¢in PC3 ve SKOV3 hiicreleri,
1x10%* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi ve daha onceki
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calismalardan paklitakselin seg¢ilen hiicre hatlarina etki ettigi konsantrasyonlar olan
20, 10, 5, 2,5, 1, ve 0,5 nM palitaksel uygulamasi yapild1 ve hiicreler 24, 48, ve 72
saat inkiibe edildi (Danesi ve ark., 1995; Xu ve ark., 2009; Sobue ve ark., 2016; Yuan
ve ark., 2018). Sonrasinda her kuyucuga 20 pL MTT ajan1 eklenerek 3 saat 37°C de
inkiibe edildikten sonra besiyeri ortamdan uzaklagtirilip olusan formazan kristalleri
100 L. DMSO ile ¢oziilerek absorbans 540 nm dalga boyunda Synergy H4 plaka
okuyucusu (BioTek Instruments) ile dlgiildii. Elde edilen sonuglara gore 24. saatte
etkili paklitakselin en diisiik dozu (p<0,05) ve letal doz 50 (LDso) (%95 giiven aralig1)

mitokondrinin olasi etkisinin dl¢iilmesi i¢in kullanildi.

2.10.2. Live\Dead Deneyi

Mitokondriyal — metabolizmadan  bagimsiz  oldugundan  mitokondriyal
transplantasyonun proliferasyon ve kemosensitivite iizerindeki etkisini 6lgmek i¢in
Live/Dead deneyi yapildi. Arastirma grubunu hiicrelerin tek basina paklitakselin ayri
ayr1 en diisiik etkili dozu (p<0,05) ve LDso ile tedavisi ve hiicrelerin mitokondrinin
1x10°, 1x10%, 1x107, ve 1x107 &lii  mitokondri  konsantrasyonlarinin
transplantasyonunu takiben ayri ayri paklitakselin en diistik etkili dozu ve LDsg ile

tedavisi olmak tizere iki grup olusturdu.

Live/Dead deneyi igin PC3 ve SKOV3 hiicreleri, 96 kuyucuklu plaklara 1x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi ve 14 saat inkiibe edildi. Mitokondri
transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan hiicrelerde ayni
kosullar1 saglamak amaci ile, mitokondri transplantasyonu yapilacak hiicreler ayr1 ayri
sirastile 1x10°, 1x106 ve 1x107, taze izole edilmis mitokondri ve 1x107 8lii mitokondri
iceren 50 pL besiyeri ile, mitokondri transplantasyonu yapilmayacak hiicreler ise
sadece 50 pL besiyeri ile 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan plaktaki tiim
besiyerleri ortamdan uzaklastirilarak kuyucuklar 37°C PBS ile yikandi. Sadece
paklitaksel ile tedavi edilecek hiicreler kuyucuktaki son konsantrasyon paklitakselin
en distk etkili dozu ve LDso olacak sekilde 24, 48 ve 72 saat tedavi edildi. Benzer

sekilde sadece mitokondri transplantasyonu yapilan hiicrelere 200 pL taze besiyeri
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eklendi ve 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi. Son olarak mitokondri transplantasyonunu
takiben uygulanan paklitaksel ile tedavi edilecek hiicreler de kuyucuktaki son
konsantrasyon paklitakselin en diisiik etkili dozu ve LDso olacak sekilde 24, 48 ve 72

saat tedavi edildi. Kontrol olarak sadece besiyeri ile inkiibe edilen hiicreler kullanildi.

Live/Dead deneyi kit prosediiriine gore gergeklestirildi. inkiibasyonun ardindan
besiyeri tiim Orneklerden uzaklastirildi. 2 uM/10 mL kalsein AM igeren caligsma
soliisyonu hazirlandi. Her kuyucuga 100 pLL PBS ve 100 pL ¢aligma soliisyonundan
eklenip 30 dakika etiivde inkiibe edildi. Eksitasyon ve emisyon 485 nm/530nm olacak
sekilde floresan siddeti Synergy H4 plaka okuyucusu (BioTek Instruments) ile

okundu.

2.10.3. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi, hiicre dongiisli deney kiti (Abcam) ile gergeklestirildi.
PC3 ve SKOV3 hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilerek 14 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan mitokondri transplante edilecek
hiicreler 1x107 mitokondri iceren 1 mL besiyeri ile, sadece paklitaksel ile tedavi
edilecek hiicreler ise 1 mL besiyeri ile 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
mitokondri transplantasyonu yapilmis ve mitokondri transplantasyonu yapilmamis
PC3 ve SKOV3 hiicreleri paklitakselin en diisiik dozu ve LDso degeri ile 24 saat
boyunca tedavi edildi. Tedavinin ardindan ortamdaki besiyeri uzaklagtirilarak tiim
hiicreler 37°C PBS ile yikandi. Ornekler tripsin/EDTA soliisyonu ile ependorf
tiiplerinde toplanarak bir kez daha 37°C PBS ile yikandi ve her 6rnek 1ml %70’lik
etanol ile siispande edilip bir giin boyunca +4°C’de fikse edildi. Fiksasyon isleminden
sonra hiicreler oda sicakligina getirilerek 1 kez PBS ile yikandi. Kitin protokoliine gore
9,45 mL PBS, 500 puL (Img/mL) propidyum iyodiir ve 50 uL (110,000U/mL) RNAaz
ile calisma soliisyonu hazirlandi. Her 6rnek 200 pL ¢aligma soliisyonu ile siispande
edilip karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda Go/G1, S ve G2/M fazlarindaki

hiicre popiilasyonlar1 Fortessa LSR ile 6l¢iildii.
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2.10.4. Annexin V Baglanma Analizi

Annexin 'V baglanma deneyi, Annexin V-FITC/PI kiti (Abcam) ile
gerceklestirildi. PC3 ve SKOV3 hiicrelerine paklitakselin etkili en diisiik dozu ve LDso
dozu uygulanarak mitokondri transplantasyonunun bahsedilen hiicre hatlarinda
paklitakselin hiicrelerdeki apoptotik etkinligine olan etkisi 6l¢iildii. Bunun i¢in PC3 ve
SKOV3 hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi.
Hiicreler 2.10.3°de belirtildigi gibi paklitakselin en diisiik etkili dozu ve LDso degeri
ve 1x107 mitokondri transplantasyonunu takiben paklitakselin en diisiik etkili dozu ve
LDso ile tedavi edildi. Tedavi edilen hiicreler 24 saat inkiibasyonun ardindan 37°C PBS
ile yikanarak tripsin/EDTA soliisyonu ile ependorf tiiplerinde toplandi. Toplanan
ornekler 37°C PBS ile bir kez daha yikandiktan sonra Annexin V-FITC/Propidyum
iyodiir kitinin prosediirii uygulandi. Kitin protokoliine gore her drnek icin 500 pL
Annexin baglayict tamponda 5 pL Annexin V-FITC ve PI olacak sekilde ¢alisma
soliisyonu hazirland1. Ornekler 500 uL ¢alisma soliisyonu ile siispande edilip 5 dakika
karanlikta inkiibe edildikten sonra eksitasyon ve emisyon 488 nm/530nm olacak
sekilde FITC filtresi ile flow sitometride (Fortessa LRS) okunarak apoptotik

poptilasyon belirlendi.

2.10.5. Floresan Goriintiileme

Mitokondri bagimli ve bagimsiz apoptozu gorsellestirmek i¢in hiicreler Annexin
V-FITC/Propidyum iyodiir ve Hoest 33342 ile boyandi. Bunun i¢in Annexin V-
FITC/Propidyum iyodiir kitinin prosediirii kullanildi PC3 ve SKOV3 hiicreleri 24
kuyucuklu plaklara kuyucuk basi 5x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Mitokondri
transplantasyonu yapilmis veya yapilmamig PC3 ve SKOV3 hiicreleri 2.10.3’de
belirtildigi lizere paklitakselin se¢ilen dozlari ile 24 saat tedavi edildi. Sonrasinda
kuyucuklardaki besiyeri ortamdan uzaklastirilarak hiicreler 37°C PBS ile yikandi. Her
kuyucuga 500 pL Annexin baglayici tampon 5 pL Annexin V-FITC/PI ve 1 pg/mL
Hoest 33342 konulduktan sonra 5 dakika karanlikta inkiibe edildi. Plak inkiibasyonu
takiben floresan mikroskop ile goriintiilendi (Kubina ve ark., 2015; Yeh ve ark., 2017).
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2.11. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeler, Mac OS X (GraphPad
Software, La Jolla, CA, ABD) i¢in GraphPad Prism istatistik program ile analiz edildi.
Sonuglar, tiim degiskenler i¢in ortalama + ortalamalarin standart sapma olarak ifade
edildi. Gruplar arasi, 6l¢lim verilerinin karsilastirilmast Student t-testi ile ve ¢oklu
numunelerin ortalamalari arasindaki farklar1 6lgmek i¢in tek yonlii bir varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Bir 6rnek i¢in zaman bagimli ¢oklu dlgiimlerde, istatistiksel
anlamliligr degerlendirmek icin karma model varyans analizi (MM-ANOVA)
kullanilds. Istatistiksel anlamlilik, p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. izole Edilen Mitokondrinin Canhhiginin incelenmesi

HCF hiicrelerinden izole edilen mitokondrinin TEM goriintiisii Sekil 3.1.°de
gosterilmigtir.  Sekil 3.1°deki beyaz oklarla gosterildigi iizere izole edilen
mitokondrinin membran blitiinligli ve krista yapis1 korunmakta iken, boyutlari 0,5 ve
I um olmak tizere degisiklik gostermektedir. Multisizer partikiil sayaci ile yapilan

analiz, TEM sonuglarini desteklemektedir (Sekil 3.2).

10000X

Sekil 3.1. Mitokondri TEM goriintiileri. A-4000X objektif ile ol¢iilmiistiir. B-10000X ile 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.2. Multisizer partikiil analizi sonuglart.

Izole edilen mitokondrinin sonraki deneylerde islevselligini devam ettirebilmesi
icin canli izole edilmesi sarttir. Bu sebepten otiirii mitokondri canliligit hem akim
sitometrisi hem de floresan mikroskobu ile dl¢lilmiistiir. Akim sitometri cihazi 6l¢iim
sonuclarina gore izole edilen mitokondrinin %98,6 £ 0,35 oraninda canli oldugu

bulunmustur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. izole edilen mitokondrinin canlililik analizine yonelik akim sitometri cihazi plot goriintiisii.

Ayni zamanda izole edilen mitokondri MitoTracker red CMXRos ile boyanarak

floresan mikroskop ile incelenmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. izole edilen mitokondrinin canliligmin floresan mikroskop ile goriintiisii (100X).

Mitokondrinin farkli konsantrasyonlarina gore ATP seviyeleri 6l¢iilmiis olup
1x10°, 1x10® ve 1x107 konsantrasyonlarindaki ATP seviyeleri sirasi ile 0,23 + 0,02,
0,27+ 0,03, ve 0,70 £ 0,03 pM bulunmustur. Bununla birlikte 1x107 6lii mitokondrinin
ATP seviyesi 0 pM olarak bulunmustur. Taze izole edilen 1x10°, 1x10° ve 1x107
mitokondrinin ATP seviyeleri 6lii mitokondriye gére anlamli olarak artig gostermistir

(p<0,0001) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mitokondri konsatrasyonlarinin ATP seviyeleri. (¥***p<0,0001 6lii mitokondriye gore
anlamlilik).

3.2. izole Edilen Mitokondrinin internalizasyonunun Incelenmesi

Mitokondri transplantasyonunda kullanilacak mitokondrinin canliligi kadar
dogru transplante edilmesi de Onem tasimaktadir. Sekil 3.6’da PC3 ve SKOV3

hiicrelerine transplante edilen mitokondrinin internalizasyonu gdsterilmistir.
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Sekil 3.6. PC3 ve SKOV3 hiicrelerinde mitokondri transplantasyonunun internalizasyonunun
incelenmesi. Yesil, host mitokondri, Kirmizi, transplante edilen mitokondri, Mavi, ¢ekirdegi temsil
etmektedir. A. PC3 hiicrelerine mitokondri transplantasyonu (40X objektif) B. SKOV3 hiicrelerine
mitokondri transplantasyonu (40X objektif) C. PC3 hiicrelerine mitokondri transplantasyonu (100X
objektif) D. SKOV3 hiicresine mitokondri transplantasyonu (100X objektif).

3.3. Mitokondri Transplantasyonunun Hiicresel ATP Seviyesine Etkisi

Transplante edilen mitokondrinin hiicresel aktivitesinin degerlendirilmesi igin
mitokondri transplantasyonu sonrasi hiicresel ATP seviyeleri dl¢lilmistiir. PC3 ve
SKOV3 hiicreleri i¢in ol¢iilen ATP miktarlar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Sonuglara

gore transplante edilen 6lii ve 1x10° mitokondri hiicresel anlamda ATP seviyesini
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etkilemezken 1x10° ve 1x107 mitokondri transplantasyonu hiicresel ATP miktarini
anlamli sekilde arttirmistir (p<<0,01, p<<0,0001). Bununla birlikte, bu artis her iki hiicre

hattinda da en ¢ok 1x107 mitokondri konsantrasyonunda gozlenmistir (p<0,0001)

(Sekil 3.7).

Cizelge 3.1 Hiicresel ATP miktarlari (uM).

PC3 SKOV3
(Ortalama * Standart Sapma) (Ortalama * Standart Sapma)
Kontrol 6,51 £ 0,60 5,36 £0,93
Olii Mitokondri (1x107) 6,16 + 0,59 4,92+0,84
1x10° 6,74 + 0,86 5,64 + 0,60
1x10° 9,026 + 1,092 10,05 £ 1,52
1x107 13,11 + 1,64 13,84 £2,24
PC3 SKOV3
° 20+ T 20+
9 <
é seokokok E P
S 154 S 154
S S
= sk = sk
s S
cl 10 cl 10
5 = 5
5 Z
w2 w2
= =
< < 0 T
= I
= E ° E E E
=]
e
Mitokondri Mitokondri

Sekil 3.7. Hiicresel ATP degisimlerinin grafiksel gosterimi. (**p<0,01, ****p<0,0001 kontrole gore
anlamlilik).
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3.4. Mitokondri Transplantasyonun Migrasyona Etkisi

Yukaridaki deneyler dogrultusunda ATP seviyesinin en ¢ok artigina neden olan
1x107 mitokondrinin migrasyona etkisi mikroskop gortintiileri (Sekil 3.8) ve grafik ile
gosterilmistir (Sekil 3.9). Bu sonuglara gére PC3 ve SKOV3 hiicrelerinde sirast ile 24,
48 ve 72 saat araliginda migrasyonun kontrol hiicrelerinde anlamli olarak arttig
goriilmistiir (p<0,0001, p<0,001, p<0,01 p<0,05). Bu sonuglara gére PC3 ve SKOV3
hiicrelerinde mitokondri transplantasyonunun migrasyonu 24-72 saat araliginda

azalttig1 bulunmustur.
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PC3 PC3 SKOV3 SKOV3
Kontol 10’ Mitochondria Kontol 10’ Mitochondria

Baslangi¢ Noktasi

24 .Saat

48.Saat

72.Saat

Sekil 3.8. Mitokondri transplantasyonunun migrasyona etkisi. (Sart ile ¢izilen alan yaranin olusturuldugu
alan1 temsil etmektedir.)
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PC3 SKOV3

-o— Kontrol

_ 107 Mitokondri

Ktk
*kk

(%) Relatif Yara Alam
(%) Relatif Yara Alam

0 0
v T T T v T T |

0 24 48 72 0 24 48 72
Zaman (Saat) Zaman (Saat)

Sekil 3.9. Mitokondri transplantasyonu ile degisen % relatif yara alaninin grafiksel gésterimi. (*p<0,05,
**p<0,01, *¥** p<0,001, ****p<0,0001).

3.5. Mitokondri Transplantasyonunun Proliferasyona Etkisi

ATP seviyesinde en ¢ok artisa neden olan 1x107 mitokondrinin hiicre
proliferasyonuna etkisi Sekil 3.10°da gosterilmistir. Bu sonuglara gére PC3 ve SKOV3
hiicrelerinin 24-72 saat araligindaki proliferasyonunun hem kontrol hiicrelerinde hem
de mitokondri transplantasyonu yapilan hiicrelerde anlamli olarak artti1 (p<0,001,
p<0,01), fakat, mitokondri transplantasyonunun her iki hiicre hattinda da kontrole

kiyasla proliferasyonu arttirmadig: gosterilmistir.

PC3 SKOV3
300 300 —o— Kontrol

: = Hkk
5 g - ~=— 107 Mitokondri
: : -~
5 2007 - - 5 200,
€ 2
o -
£ + 2 P
5 1004 5 1004
= =
X X

0 T 1 0 T 1

24 48 72 24 48 72

Zaman (Saat) Zaman (Saat)

Sekil 3.10. Mitokondri transplantasyonu ile degisen %hiicre proliferasyonunun grafiksel gosterimi
(*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).
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3.6. Mitokondriyal Transplantasyonun Paklitakselin Duyarhhigina Etkisi

Paklitakselin PC3 ve SKOV3 hiicrelerindeki canliliga etkisi 24, 48 ve 72 saat
boyunca incelenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda paklitakselin 24. saatte hiicreler
tizerindeki en diisiik etkili dozu ve LDso dozu bulunmustur. Sonuglara gére bu dozlar
her iki hiicre hatti i¢in siras1 ile 1 nM (p<0,0001, p<0,05) ve 5 nM’dir (p<0,0001)
(Sekil 3.11).

PC3

24. saat

48. saat 72. saat
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=
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= = 7 7 7 =
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J J
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)
7
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24. saat 48. saat 72. saat
5 100 5 5 100 7
E E 3
= - Erer
: : :
Q Q Q izt
g 2 g i
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: : = i
= = = o
\= \° 3 ;é
S S X rE
i
e
i
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Sekil 3.11. Paklitakselin PC3 ve SKOV3 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi. (*p<0,05, **p<0,01 ve
*HE*P<0,0001)
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Mitokondri transplantasyonun hiicresel kemosensitiviteye etkisinin arastirtlmast
icin hiicreler sadece 1x10°, 1x10°, 1x107 , ve 1x107 6lii mitokondri ile, sadece 1 nM
ve 5 nM paklitaksel ile, son olarak 1x10°, 1x10° ve 1x107 mitokondri
transplantasyonunu takiben 1 nM ve 5 nM paklitaksel ile tedavi edilmistir. Sonuglara
gore sadece mitokondri transplantasyonu Ol veya canli uygulanan tim
konsantrasyonlarda her iki hiicre hattinda da hiicre canlilig1 tizerinde anlamli bir etki
gostermezken, 1x107 mitokondri paklitakselin her iki dozunda da hiicre canliligimni en

cok azaltan mitokondri dozu olarak bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 3.12).

Bununla birlikte 24. saatte sadece 1 nM paklitaksel ile tedavi edilen PC3
hiicrelerinin canlilifi %82,84 + 2,24 iken, 1x10’ mitokondri transplantasyonunu
takiben 1 nM paklitaksel ile tedavi edildiginde hiicre canliligt %53,50 + 11,53 diir.
Benzer olarak 24. saatte sadece 5 nM ile tedavi edilen PC3 hiicrelerindeki canlilik
%359,57 + 5,58 iken 1x107 mitokondri transplantasyonunu takiben 5 nM paklitaksel ile
tedavi edildiginde hiicre canliligi %43,29 + 4,67°dir. Aym1 zamanda 48. ve 72.
saatlerde sadece 1 nM paklitaksel ile tedavi edildiginde hiicre canlilig1 %76,58 £ 5,29
ve %74,90 £ 5,39 iken 1x107 mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan 1 nM
paklitaksel tedavisinin hiicre canliligina etkisi sirast ile %42,64 + 7,22 ve %39,66 +
6,62°dir. PC3 hiicreleri 48. ve 72. saatlerde sadece 5 nM paklitaksel ile tedavi
edildiginde hiicre canliligi sirasi ile %40,51 + 6,11 ve %32,87 + 8,76 iken 1x10’
mitokondri transplantasyonunu takiben 5 nM paklitaksel tedavisinin hiicre canliligina

etkisi sirast ile %15,81+ 0,89 ve %9,88 + 2,86°dir.

Benzer sekilde 24. saatte sadece 1 nM paklitaksel ile tedavi edilen SKOV3
hiicrelerinin canlilifi %82,77 + 9,05 iken, 1x107 mitokondri transplantasyonunu
takiben 1 nM ile tedavi edilen SKOV3 hiicrelerindeki canlilik %49,12 + 8,62’dir. Ayni
zamanda 48. ve 72. saatlerde sadece 1 nM ile tedavi edilen SKOV3 hiicrelerinin
canlilign %80,91 + 12,21 ve %81,86 + 3,83 iken 1x107 mitokondri transplantasyonu
ile 1 nM paklitaksel ile tedavi edilen SKOV3 hiicrelerinin canlilig1 sirasi ile %43,09+
6,97 ve %35,08 + 1,03°dir. Benzer olarak 24. Saatte sadece 5 nM paklitaksel ile tedavi
edilen SKOV3 hiicrelerinin canlilifi, %63,65 + 1,51 iken, 1x107 mitokondri
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transplantasyonunu takiben uygulanan 5 nM paklitaksel ile tedavi edilen SKOV3
hiicrelerindeki canlilik %43,34 + 4,57’dir. Ayn1 zamanda 48. ve 72. saatlerde sadece
5 nM paklitaksel ile tedavi edilen SKOV3 hiicrelerinin canlilig1 sirasi ile %59,24 +
9,94 ve %22,83 + 6,70 iken, 1x107 mitokondri transplantasyonunu takiben 5 nM
paklitaksel ile tedavi edilen SKOV3 hiicrelerinin canliligi sirast ile %15,85 + 0,73 ve
%7,37 + 1,13’tiir. Sonu¢ olarak her iki hiicre hattinda da 1x107 mitokondri
transplantasyonunu takiben 1 nM paklitaksel tedavisinin hiicre canlilig1 lizerine etkisi
ile 5 nM paklitakselin hiicre canliligina etkisi kiyaslandiginda her iki tedavinin

sitotoksisitesi arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (Sekil 3.12).

PC3
_ 24.saat 48. saat 72. saat
fgb 2 1003 Z 100
-
: : :
Q % 4
£ 5 50 g
= = o
= = E
X X B
T ETee e &%
& :av-u-tw v
=
S
Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel PaKlitaksel M Paklitaksel PaKlitaksel
1M 5nM 1M 5nM 1M SnM
SKOV3
24. saat 48. saat 72. saat
2 100 20 1009 £° 100
= = =
s s =
] ] <
Q Q Q
E 50 E 50 g 50
= = =
= == =
X X PN
0= 0-
£ £
3 =
; g
Paklitaksel Paklitaksel M Paklitaksel Paklitaksel M Paklitaksel Paklitaksel
1 oM 5nM 1 oM 5nM 1M 5nM

Sekil 3.12. Mitokondri transplantasyonunun paklitaksel duyarliligina etkisi. (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001ve ****p<0,0001)
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3.6.1. Hiicre Dongiisii Analizi Bulgular

PC3 ve SKOV3 hiicrelerinde, sadece paklitaksel tedavisi ve mitokondri
transplantasyonu ile birlikte uygulanan paklitaksel tedavisinin hiicre dongiisii
iizerindeki etkisi incelenmistir. Sonuglara gore sadece mitokondri transplantasyonu,
PC3 ve SKOV3 hiicrelerinin boliinmesini Go/G1 fazinda anlamli olarak durdururken

(p<0,0001) S fazin1 da anlaml1 olarak azaltmistir (p<0,001, p<0,0001).

Ayni zamanda her iki hiicre hattinda paklitakselin uygulanan konsantrasyona
bagli olarak hiicre dongiisiinii degistirdigi goriilmiistiir. PC3 hiicrelerinde paklitakselin
1 nM dozu hiicre dongiisiinii anlamli olarak S fazinda (p<0,05) ve G»/M fazinda
(p<0,001) durdurmus ve Go/G1 fazinda (p<0,0001) azaltmistir. PC3 hiicreleri sadece 5
nM paklitaksel ile tedavi edildiginde ise hiicre dongiisiinii anlamli olarak G2/M fazinda

(p<0,0001) durdurmus ve Go/G1 fazinda azaltmistir (p<0,0001) (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan PC3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisi sonrasi hiicre dongiisii analiz sonuglari.(Hiicre dongiisii fazlarinin
degerleri ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.)

PC3
107 Mitokondri
Kontrol Paklitaksel Paklitaksel Kontrol Paklitaksel Paklitaksel
1 nM 5nM 1 nM 5nM
Go/G1 | 46,75+0,21 | 21,25+ 1,20 9,30+ 0,88 55,45+ 0,07 20,55 +0,35 9,22 +1,04
S 35,90+ 0,28 | 42,50+ 1,41 31,90 £ 1,27 28,70 £ 1,27 35,20+ 0,70 32,05 +£2,62
GYM | 11,65+1,06 | 16,40+ 0,85 38,45+£0,92 17,10 £ 0,14 26,50+ 0,14 36,00 £ 0,28

Mitokondri transplantasyonu ile uygulanan paklitakselin 1 nM ve 5 nM
konsantrasyonu PC3 hiicre dongiisiinii anlamli olarak G»/M fazinda durdururken
(p<0,0001) Go/G1 fazinda azaltmistir (p<0,0001). PC3 hiicrelerinde, sadece
paklitaksel ile tedavi edilen grup ile, mitokondri transplantasyonunu takiben
uygulanan paklitaksel ile tedavi edilen grubun hiicre dongiisii lizerindeki etkileri

kiyaslanmistir.
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Sonuglara gdre mitokondri transplantasyonu ile birlikte uygulanan 1 nM
paklitaksel tedavisinin, sadece 1 nM paklitaksel ile tedavisine gore hiicre dongiistinii
anlamli olarak G»/M fazinda arttirdig1 (p<0,0001) ve S fazinda azalttigi (p<0,01)
goriilmistiir. Fakat, mitokondri transplantasyonu ile uygulanan 5 nM paklitaksel
tedavisi ve sadece 5 nM paklitaksel tedavisinin hiicre dongiisiine etkisi arasinda

anlamli farklilik bulunamamistir (Cizelge 3.2) (Sekil 3.13).

T ®m____ ®mm | 300 —f

] _—
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o s0K 100K 1501 250K .
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Propidyum Iyodiir Propidyum Iyodiir
2Go/G,: 46,6 3’50/2(;12655,4
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E—— s
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Propidyum Iyodiir Propidyum Iyodiir
2%Go/G: 22,1 % Go/G: 20,8
%S: 41,5 %S: 34,7
%Go/M: 17 2% G2/M: 26,4
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o s0K 100K 150K 200K 250K

Propidyum Iyodir Propidyum Iyodiir
2Go/G: 8,68 20Go/Gi: 9,96
2%S: 32,8 2S: 30,2
2% G>/M: 37,8 2% G,/M: 36,2

Sekil 3.13. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan PC3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisi sonrasi hiicre dongiisii analizinin akim sitometri cihazi plot
goriintiileri. (Egrinin altinda kalan mor ile isaretli alan %Go/G1 fazim gosterirken, sari ile isaretli alan
%S fazini, yesil ile isaretli alan %G2/M fazim belirtmektedir.)
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Benzer sekilde SKOV3 hiicreleri 1 nM paklitaksel ile tedavi edildiginde hiicre
dongiisii anlamli olarak sadece G2/M fazinda durdurulurken (p<0,01) 5 nM paklitaksel

tedavisinin hiicre dongiisii lizerinde anlamli bir etkisi olmamastir.

Bununla beraber mitokondri transplantasyonu ile uygulanan 1 nM paklitaksel
hiicre dongiisiinii anlamli olarak Go/G fazinda durdururken (p<0,05) hiicreler 5 nM
ile tedavi edildiginde yine hiicre dongiisiinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir

(Cizelge 3.3).

SKOV3 hiicrelerinde, sadece paklitaksel ile tedavi edilen grup ile, mitokondri
transplantasyonunu takiben uygulanan paklitaksel ile tedavi edilen grubun hiicre

dongiisii iizerindeki etkileri kiyaslanmistir.

Mitokondri transplantasyonu ile birlikte uygulanan 1 nM paklitaksel
tedavisinin, sadece 1 nM paklitaksel tedavisine gore hiicre dongiisiinii anlaml1 olarak
Go/G1 fazinda arttirdigr (p<0,001), ve G2/M fazinda azalttig1 (p<0,01) goriilmiistiir.
Fakat, mitokondri transplantasyonu ile birlikte uygulanan 5 nM paklitaksel tedavisi
ve sadece 5 nM paklitaksel tedavisinin hiicre dongiisiine etkisi arasinda anlamli

farklilik bulunamamistir (Cizelge 3.3) (Sekil 3.14).

Cizelge 3.3. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan SKOV3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisi sonrast hiicre dongiisii analiz sonuglari. (Hiicre dongiisii fazlariin
degerleri ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.)

SKOV3
107 Mitokondri
Kontrol Paklitaksel Paklitaksel Kontrol Paklitaksel Paklitaksel
1 nM 5nM 1 nM 5nM

Go/Gy 47,00+ 0,14 |37,80+£3,39 | 44,30+4,53 67,35£2,62 | 60,55 4,60 46,15 £2,47
S 39,60 + 1,41 25,75+£2,19 | 40,95 +4,60 19,95 £ 1,34 | 26,30 + 4,52 27,80 £0,71

G/M 12,65+3,04 |27,80+£2,69 | 11,90+0,71 15,35+5,44 | 9,25 +0,57 23,40 £1,98
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Sekil 3.14. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan SKOV3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisi sonrasi hiicre dongilisii analizinin akim sitometri cihazi plot
goriintiileri.(Egrinin altinda kalan mor ile isaretli alan %Go/G1 fazin1 gosterirken, sari ile isaretli alan
%S fazini, yesil ile isaretli alan %G2/M fazim belirtmektedir.)
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3.6.2. Annexin V-FITC/PI Baglanma Analizi Bulgular

PC3 ve SKOV3 hiicrelerinde, mitokondri transplantasyonunun paklitaksel ile
uygulandiginda Annexin V-FITC/PI baglanmasi iizerine etkisi akim sitometri yontemi
ile incelenmistir. Sonuglar incelendiginde PC3 ve SKOV3 hiicrelerinde sadece
mitokondri transplantasyonu apoptotik hiicre popiilasyonunda anlamli bir degigim
gostermezken mitokondri transplantasyonu ile wuygulanan paklitakselin her
konsantrasyonu sadece paklitaksel uygulanmasina gore apoptotik popiilasyonu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (p<0,0001) (Cizelge 3.4, Cizelge
3.5).

PC3 hiicrelerinde mitokondri transplantasyonunu takiben, paklitakselin sirasiyla
1 nM ve 5 nM dozundaki tedavisinin, paklitakselin sadece 1 nM ve 5 nM dozuna gore
erken apoptotik popiilasyon seviyelerini anlamli olarak arttirdig1 bulunmustur (p<0,01,
p<0,001). PC3 hiicrelerinin mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan
paklitaksel tedavisi ile sadece paklitaksel tedavisine ait Annexin V-FITC/PI

baglanmasinin akim sitometri plot grafikleri Sekil 3.15 de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan PC3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisi sonrasi degisen apoptotik popiilasyon analizi sonuglari. (Q1 canli
hiicre popiilasyonunu, Q2 erken apoptotik popiilasyonu, Q3 ge¢ apoptotik popiilasyonu belirtmektedir.)
Apoptotik fazlarinin degerleri ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

PC3
107 Mitokondri
Kontrol Paklitaksel Paklitaksel Kontrol Paklitaksel Paklitaksel
1M 5nM 1 nM 5nM
Ql 98,53 £ 1,49 59,70 +2,83 51,60+ 0,85 [98,88+ 0,80 37,40 £ 0,85 28,10+ 0,28
Q2 0,88 + 0,70 26,50 £ 2,83 19,45+2,62 (0,88 £ 0,66 44,55 £ 0,07 41,40 £ 0,42
Q3 0,13 £0,08 12,95 £ 0,07 28,10£2,26 {0,12+0,05 17,45+ 0,78 29,85+ 0,07
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Sekil 3.15. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan PC3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisinin Annexin V-FITC/PI baglanmas: analizi ile akim sitometri cihazi
plot goriintiileri. (Q1 canli hiicre popiilasyonunu, Q2 erken apoptotik popiilasyonu, Q3 ge¢ apoptotik
popiilasyonu, Q4 ise 6lii popiilasyonu belirtmektedir.)

SKOV3 hiicrelerinde mitokondri ile tedavi edilen hiicrelere paklitakselin 1 nM
ve 5 nM dozu ayri ayr1 uygulandiginda, sadece paklitakselin 1 nM ve 5 nM dozuna
gore erken ve gec apoptotik populasyonu anlamli olarak arttirdigi bulunmustur

(p<0,0001, p<0,001, p<0,05). SKOV3 hiicrelerinin mitokondri transplantasyonu,
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sadece paklitaksel ile tedavisi ve mitokondri transplantasyonu ile birlikte paklitaksel

tedavisine ait Annexin V-FITC/PI baglanmasinin akim sitometri plot grafikleri Sekil

3.16 de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan SKOV3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisi sonrasi degisen apoptotik popiilasyon analizi sonuglart. (Q1 canli
hiicre popiilasyonunu, Q2 erken apoptotik popiilasyonu, Q3 ge¢ apoptotik popiilasyonu belirtmektedir.)
Apoptotik fazlarinin degerleri ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

SKOV3
107 Mitokondri
Kontrol Paklitaksel Paklitaksel Kontrol Paklitaksel Paklitaksel
1M 5nM 1 oM 5nM
Ql 99,80 £ 0,00 93,65 £ 3,46 55,15+£0,25 89,50 £ 0,99 (48,85 2,47 27,55+ 0,07
Q2 10,14+0,06 2,86+ 0,98 31,35+0,21 3,98 +0,33 37,95+ 1,91 52,95 +0,49
Q3 10,06+ 0,02 1,51+1,23 12,15+ 0,92 4,00+ 0,23 12,75+ 0,49 19,00 £ 0,42
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Sekil 3.16 Mitokondri transplantasyonu yapilan ve mitokondri transplantasyonu yapilmayan SKOV3
hiicrelerinde paklitaksel tedavisinin Annexin V-FITC/PI baglanmas1 analizi ile akim sitometri cihazi
plot goriintiileri. (Q1 canli hiicre popiilasyonunu, Q2 erken apoptotik popiilasyonu, Q3 ge¢ apoptotik

popiilasyonu, Q4 ise 6lii popiilasyonu belirtmektedir.)

3.6.3.Floresan Goriintiilleme Analizi Bulgular

PC3 ve SKOV3 hiicrelerinde, mitokondri transplantasyonunu uygulanan

paklitaksel tedavisinin Annexin V-FITC/PI baglanmasi {iizerine etkisi floresan
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mikroskopi yontemi ile incelenmistir. Mikroskop goriintiileri incelendiginde PC3 ve
SKOV3 hiicrelerinde mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan 1 nM ve 5 nM
paklitaksel tedavisinin sadece paklitaksel tedavisine gore apoptotik popiilasyon

iizerindeki degisimi gosterilmistir.

107 Mitokondri

Paklitaksel 1nM

Paklitaksel 1nM 107 Mitokondri

Paklitaksel 5 nM

Paklitaksel SnM 107 Mitokondri

Sekil 3.17. PC3 hiicrelerinde mitokondri transplantasyonu ile paklitaksel tedavisinin Annexin V-
FITC/PI baglanmas iizerine etkisinin mikroskop goriintiileri.
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Paklitaksel 1nM
Paklitaksel 1nM 107 Mitokondri
" A a
A Py

Sekil 3.18. SKOV3 hiicrelerinde mitokondri transplantasyonu ile paklitaksel tedavisinin Annexin
V-FITC/ PI baglanmasi iizerine etkisinin mikroskop goriintiileri.
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4. TARTISMA

Patojenik nokta mutasyonlari, cesitli delesyonlar ve kopya sayisindaki
degisiklikler de dahil olmak {izere mitokondride meydana gelen fonksiyon
bozuklugunun ¢esitli tiimdr tiplerinde kanserin progresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (Cook ve Higuchi 2012). Bu nedenle, kanser tedavisinde, enerji
metabolizmasi, hiicre dongiisii, apoptotik hiicre 6liimii ve yasamsal yolaklar iizerinde
etkili olan mitokondrinin hedeflenmesi hayati 6nem tasimaktadir. Bu tez calismasinda
insan prostat ve over kanseri hiicrelerine mitokondri transplantasyonun paklitaksel

sensitivitesine etkisi arastirilmistir.

Bulgularimiza gore mitokondri transplantasyonun basarili olabilmesi ve
transplante edilen hiicrede etki gosterebilmesi i¢in izole edilen mitokondrinin hala
canli, intakt ve solunum islevlerini yerine getirebilmesi gerekmektedir. Calismada elde
edilen TEM gorintiileri, izole edilen mitokondrinin membran biitiinliiglini
korudugunu, akim sitometri ve ATP analizi sonuclari ise izole edilen mitokondrinin
canliligint korudugunu gostermistir. Ayrica, transmisyon elektron mikroskobu
goriintlilerine ve multisizer partikiil sayacina gore HCF hiicrelerinden izole edilen
mitokondrinin boyutunun 0,5-1 pm arasinda oldugu gdsterilmistir. Bulgularimiz HCF
hiicreleri ile yapilan mitokondri izolasyon calismalari ile benzerlik gdostermektedir

(Cowan ve ark., 2017).

Calismamizda izole edilen mitokondrinin konsantrasyonundaki artisin ATP
seviyesini 6l mitokondriye gore logaritmik bir sekilde anlamli olarak arttirdigi ve en
yiiksek ATP seviyesine sahip olan mitokondri konsantrasyonun 1x107 oldugu
gosterilmistir. Ayni zamanda mitokondri transplantasyonu doz bagimli olarak hiicresel
ATP seviyelerini arttirmig olup, 1x107 mitokondri miktarmin en etkili doz oldugu
bulunmustur. Benzer sekilde literatiirde yer alan ¢alismalar, izole edilen mitokondrinin
farkli dozlarina gore ATP seviyelerini arttigin1 gdstermistir (Preble ve ark., 2014;
Cowan ve ark., 2017). Calismamizda mitokondrinin bagarili olarak izole edildigi, izole

edilen mitokondrinin, intakt, canli ve solunum iglevselligini korudugu ayni zamanda
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mitokondrinin canlilifinin transplantasyondaki 6neminin arastirilmasi i¢in olusturulan

olii mitokondri modelinin basar1 ile meydana getirildigi gosterilmistir.

Mitokondri izolasyonu gibi mitokondri transplantasyonunun dogru ve etkili
yapilmasi da 6nem tagimaktadir. Caligmamizda floresan mikroskop goriintiileri ile
izole edilen mitokondrinin hiicreler tarafindan direkt ko-inkiibasyon ile homojen
olarak alindig1 gosterilmistir. Mitokondri transplantasyonu yapildiktan sonra PC3 ve
SKOV3 hiicrelerinde, hiicresel ATP seviyelerinin yine transplante edilen mitokondri
dozuna bagiml olarak artis gdsterdigi ve en etkili dozun 1x107 oldugu bulunmustur
(p<0,0001). Eliott ve ark. (2012), meme kanseri hiicrelerine Cowan ve ark. (2017), ve
Pacak ve ark. (2015), kardiyomiyositlere, Li ve ark. (2019), noronlara direkt ko-
inkiibasyon ile mitokondri transplantasyonu gergeklestirmislerdir. Bu ¢aligsmalar, alict
hiicrelere aktarilan mitokondrilerin aktivitesini korudugunu ve hala fonksiyonunu

devam ettirdigini ortaya koymaktadir.

Hiicre proliferasyonu DNA’nin kopyalanarak ayn1 genetik yapida iki yeni hiicre
meydana getirmesi olayr olarak tanimlanmaktadir (Matson ve Cook 2017).
Bulgularimiza gére, mitokondrinin en etkili konsantrasyonu olan 1x107 mitokondri
transplantasyonu prostat ve over kanseri hiicrelerinde 72. saatte migrasyonu anlamli
bir sekilde azaltmistir (p<0,0001, p<0,001). Fakat mitokondri transplantasyonu
yapilan prostat ve over kanserlerinde proliferasyonda kontrole gore anlamli fark
bulunmamistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Zhou ve ark. (2022), hepatoseliiler
karsinomada, Yu ve ark. (2022), melanomada, Chang ve ark. (2020), ortotopik meme
kanseri  primer tiimdr modelinde yaptiklari  ¢aligmalarda  mitokondri
transplantasyonunun kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigin1 gosterirken,
Caicedo ve ark. (2015), meme kanseri hiicrelerine mitokondri transplantasyonunun
proliferasyonu  ve invazyonu arttirdigint  gostermislerdir.  Fakat, hiicre
proliferasyonunu daha agik arastirabilmek i¢in hiicre dongiisiinliin bilinmesi

gerekmektedir.

Hiicre dongiisii, okaryotik hiicrelerdeki en énemli ve temel siireglerden birini

temsil etmekte olup, hiicreler dongiliye bagli olarak biiylir ve boliiniirler. Hiicre
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dongiisiiniin regiilasyonu hiicrenin hayatta kalmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Ayni1
zamanda hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde olusabilecek bozukluklar ve hiicre
dongiistinii kontrol etmede yer alan genlerdeki mutasyonlar tiimor hiicrelerinde
siklikla goriilmektedir. Hiicre donglisli analizi, anti-kanser bilesiklerinin etkisinin
anlasilmasinda ya da hiicre boliinme mekanizmalarinin incelenmesinde dnem arz
etmektedir (Williams ve Stoeber 2012; Otto ve Sicinski 2017). Hiicre dongiisiit DNA
ve gerekli proteinlerin sentezinin yapildigi S fazi ve hiicrenin boliinmesinin saglandigi
M faz1 olmak {izere iki onemli faz ve bu fazlar arasinda hiicrenin bu evreleri
tamamlayabilmesine zaman tanimak i¢in bosluk fazlar1 olan G; ve G; fazlar1 olmak
iizere 4 fazdan olugmaktadir. Hiicreler G fazindayken eger sartlar boliinmek igin
uygun degilse hiicreler dinlenme fazi olan Go fazina girerek bu fazda giinlerce
kalabilmektedir (Alberts B 2002; Stallaert ve ark., 2021). Calismamiza gore, PC3 ve
SKOV3 hiicrelerindeki mitokondri transplantasyonu hiicre dongiisiinii Go/G1 fazinda
durdururken (p<0,0001) S fazinda azalttig1 (p<<0,001, p<0,0001) gosterilmistir. Zhou
ve ark. (2022), kanser hiicrelerindeki mitokondri transplantasyonunun hiicre
dongiistinii Go/G1 fazinda durdurdugunu gostermistir. Bununla birlikte, Zong ve ark.
(2016), kanser hiicrelerindeki mitokondri disfonksiyonunun epiteliyal-mezenkimal
gecisi hizlandirarak kanser hiicrelerinde metastaza, invazyona ve kemoresistansa yol
actigini gostermislerdir. Dolayisiyla mitokondri transplantasyonunun prostat ve over
kanseri hiicrelerinin hiicre dongiisii fazlari iizerindeki etkisinin calismamizda belirtilen
mitokondri transplantasyonu ile migrasyonda meydana gelen azalmanin olasi nedeni

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Apoptoz, normal gelisim sirasinda, doku homeostazinda ve bazi hastalik
stireclerinde onemli bir diizenleyici mekanizma olarak islev goren temel bir hiicre
Oliimiidiir. Normal canli hiicrelerde fosfatidilserin (PS), hiicre zarmin sitoplazmik
ylizeyi {lizerinde bulunur. Apoptozun indiiklenmesi ile, cogu hiicre tipinde
fosfolipitlerin organizasyonunda hizli degisiklikler meydana gelir, bu da PS’nin hiicre
ylizeyine translokasyonuna yol acar. PS’nin hiicre ylizeyine translokasyonu, niikleer
bozulma, DNA fragmantasyonu ve apoptoz ile iliskilidir. Bu sebeple, apoptotik
hiicrelerin dis yiizeyi tizerindeki PS’ye baglanan Annexin V-FITC kullanilarak

apoptoz asamalar1 belirlenebilmektedir (Steensma ve ark., 2003; Steensma ve ark.,
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2003; Crowley ve ark., 2016). Calismamizda PC3 ve SKOV3 hiicrelerine sadece
mitokondri transplantasyonun uygulamasmin hiicre canliligina anlamli sekilde
etkisinin bulunmadig1 ve tek bagina mitokondri transplantasyonunun Annexin V-
FITC/PI baglanmasi1 ile apoptoz iizerinde anlamli olarak etkisinin olmadig:
gosterilmistir. Benzer sekilde Sun ve ark. (2019), yaptig1 ¢alismada mitokondri
transplantasyonunun tek basina glial hiicrelerde apoptoz iizerinde dramatik artig
gostermedigini ortaya koymustur. Fakat Yu ve ark. (2021), kadin ve erkek farelerden
izole edilen mitokondrinin melanoma hiicrelerinde apoptozu arttirdigini, Chang ve
ark. (2019), meme kanseri tedavisinde mitokondri transplantasyonunun PI
baglanmasini arttirdigini ve boylece apoptozu arttirdigini gostermistir. Calismamizda
1x107 mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan paklitakselin 1 nM ve 5 nM
konsantrasyonlarinin prostat ve over kanseri hiicrelerinde total apoptotik
poplilasyonun sadece paklitaksel uygulanmasina gore anlamli olarak arttirdig:
gosterilmistir. PC3 hiicrelerinde mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan 1
nM ve 5 nM paklitakselin apoptoz iizerindeki etkisi sadece 1 nM ve 5 nM paklitaksel
tedavisine gore ayr1 ayrt karsilastirildiginda, sadece erken apoptozda artis
saptanmigken (p<0,01, p<0,001), SKOV3 hiicrelerinde ise hem erken (p<0,0001), hem
de gec apoptotik hiicre popiilasyonunda artis goriilmiistiir (p<0,001, p<0,05).

Yapilan  ¢alismalar mtDNA  transplantasyonu  yapilan  farelerde
transplantasyonun immun sistemi etkileyerek dogal 6ldiiriicii hiicreleri aktive ettigi ve
rejeksiyona neden oldugunu (Ishikawa ve ark., 2010) ayrica akut lenfoblastik l6semide
mezenkimal kok hiicrelerden adhezyon yolu ile mitokondri transferinin kemoresistansi
arttirdigini - ve  bu  hiicreler arasi mitokondri transferinin  azaltilmasinin
kemosensitiviteyi arttirarak akut lenfoblastik l9seminin tedavisinde potansiyel bir
yaklagim olarak kullanilabilecegini gostermiglerdir (Wang ve ark., 2018). Benzer
olarak Pasquier ve ark. (2013), mezenkimal kok hiicreler ile kanser hiicreleri
arasindaki mitokondri transferinin kemoresistansi arttirdigini belirtmislerdir. Fakat, bu
tez calismasinda mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan 1 nM paklitaksel
tedavisinin sadece 5 nM paklitaksel tedavisine gore, uygulanan mitokondri
konsantrasyonuna bagli olarak prostat ve over kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini

azalttig1 veya iki tedavi grubunun hiicre canliligina etkisinin arasinda anlamli bir
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degisim bulunmadigi gosterilmistir. Bu bulgulara gére mitokondri transplantasyonun
prostat ve over kanseri hiicrelerinde kemosensitiviteyi arttirdigi gosterilmistir. Benzer
sekilde Chang ve ark. (2019), ile Elliott ve ark. (2012), mitokondri
transplantasyonunun meme kanseri hiicrelerinin paklitaksel, doksurobisine ve ve
karboplatine olan sensitivitesini arttirdigini, Sun ve ark. (2019), insan astrosit
hiicrelerinden glial tlimor hiicrelerine mitokondri transferinin protein ekspresyonunu
arttirarak, mitokondri bagimli apoptotik yolaklar1 aktive ettigini, glial tiimor
hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigini ve radyosensitiviteyi arttirdigini in vivo ve in

vitro olarak yaptiklar1 calismalarda gosterilmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Prostat ve over kanserleri erkek ve kadinlarda iirogenital sistemi etkileyen
onemli kanser tlirlerinden olup prostat ve over kanseri terapisinde erken teshis ve
tedavi hayati onem tasimaktadir. Tedavi edilecek kanser metastatik agamada ise
tedaviden etkili yanit alinamayabilir. Ayrica zamanla gelisebilecek olan olasi
kemoresistans kanser terapisinin etkisini dnemli 6lctide etkilemektedir. Bu sebeple
kanser terapisinde kullanilan paklitakselin dozu 6nem kazanmakta olup mevcut
kemoterap6tik maddenin dozunu arttirmadan kanser metabolizmasimna yoOnelik

tedaviler hala arastirilmaktadir.

Kanserde, mitokondri metabolizmasinda degisiklikler — gdriilmektedir.
Mitokondri transplantasyonu, alic1 hiicrede biyoenerjetik profili degistirerek
mitokondriyal disfonksiyonun gézlendigi bircok patolojik durumda terapotik olarak
kullanilmigtir. Calismamizin sonuglari, mitokondri transplantasyonunda uygulanacak
olan mitokondrinin dozu ve canliliginin mitokondri transplantasyonunun etkisi i¢in
onemli oldugunu gostermistir. Mitokondri transplantasyonu, 72. saatte PC3 ve
SKOV3 kanser hiicrelerinin hiicresel migrasyonunu azaltmistir. Mitokondri
transplantasyonunun prostat ve over kanseri hiicrelerinde migrasyona etkisinin
nedeninin hiicre dongiisiinii Go/G1 ve S fazlarinda etkilemesi oldugu diistiniilmektedir.
Tek basina mitokondri transplantasyonunun hiicre canlilig1 ve apoptoz lizerine anlamli
etkisi goriilmese de mitokondri transplantasyonu prostat ve over kanseri hiicrelerinin
paklitaksele karsi kemosensitivitesini arttirmigtir. Ayrica her iki hiicre hattinda da
mitokondri transplantasyonunu takiben uygulanan 1 nM paklitaksel tedavisi ile sadece
5 nM paklitaksel tedavisi arasinda 72 saat boyunca hiicre canlilig1 iizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir farkin bulunmadig1r gosterilmistir. Ayn1 zamanda mitokondri
transplantasyonunu takiben uygulanan 1 nM paklitaksel tedavisinin total apoptozu

sadece 5 nM paklitaksel tedavisine kiyasla anlamli sekilde arttirdig1 gosterilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda kanser tedavisinde, saglikli hiicrelere toksik

etki gostermedigi onceki g¢alismalarla kanitlanan mitokondri transplantasyonunun
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kullanilmasinin prostat ve over kanseri hiicrelerinde paklitaksel duyarliligini arttirdig
gosterilmis olup mitokondri transplantasyonunu takiben diisiik doz paklitaksel
tedavisinin yliksek doz paklitaksel tedavisine oranla hemen hemen ayni etkiyi
gosterdigi kanitlanmistir. Ayni zamanda mitokondri transplantasyonunun migrasyona
olan etkisinin prostat ve over kanserinin tedavisinde etkili olabilecegi
diistintilmektedir. Transplante edilecek mitokondrinin canliligi, alici hiicrelerdeki
mitokondrinin olasi etkilerinin goriilebilmesi i¢in 6nem tagimaktadir. Mitokondriyal
transplantasyon, mitokondri metabolizmasina bagli hastalik tiirleri icin umut verici bir
terapotik strateji olabilir. Calismamizin kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik
maddelerin kullaniminin azaltilmasi ya da olasi yan etki ve toksisitenin azaltilmasin
destekleyerek kansere maruz kalan hastalarin yasam kalitesinin arttirilmasina yardimet

olabilecegine dair ileride yapilacak ¢alismalara yol gosterecegi diistintilmektedir.
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OZET

Insan Prostat Karsinoma ve Over Adenokarsinoma Hiicrelerine Kardiyak Fibroblast
Hiicre Kaynakh Mitokondri Transplantasyonunun Paklitaksel Duyarhhgina Etkisinin
Arastirilmasi

Prostat ve over kanserleri gelismekte olan {ilkelerde erkek ve kadin {irogenital sistemini
etkileyen 6nemli kanserlerden olup, erken teshis ve tedavi bu tiir kanserlerde hayati dnem
tagimaktadir. Yapilan ¢aligmalar ile, kanserde goriilen mitokondriyal disfonksiyonun, kanser
prognozunu ve olast kemoresistansi etkileyebilecegi diistiniilmiistiir. Bu tez caligmasinda,
prostat ve over kanser hiicrelerine, saglikli mitokondri transplantasyonunun hiicre dongiisiine,
proliferasyona, migrasyona ve paklitaksel kemosensitivitesi tlizerine etkisinin ilk kez
aydinlatilmasi amaglanmustir.

Caligmamiz ana hatlari ile kontrol ve mitokondri transplantasyonu yapilan hiicre grubu
olmak iizere ikiye ayrilmig olup, mitokondri transplantasyonun prostat ve over kanseri
hiicrelerinin hiicre boliinme dongiisii, proliferasyonu, ve canlilig1 {izerindeki olas1 etkileri
incelenmigtir. Mitokondri transplantasyonunun prostat ve over kanseri hiicrelerindeki
paklitaksel sensitivitesi {izerine etkisinin bulunabilmesi i¢in, ayr1 ayr1 paklitakselin etkili en
diisiik doz ve letal doz 50 (LDso) tedavisinin hiicre canlilig1 ve apoptoz lizerindeki etkisi ile
mitokondri transplantasyonunu takiben uygulananan paklitakselin hiicre canlilig1 ve apoptoz
tizerindeki etkisi kiyaslanmigtir.

Sonu¢ olarak bu tez ¢alismasinda izole edilen mitokondrinin canli ve islevini
korudugu gosterilmistir. Ayrica, mitokondriyal transplantasyonun prostat ve over kanseri
hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde anlamli bir etki gostermedigi; fakat, migrasyonu anlaml
bir sekilde azalttigi ve hiicre dongiisiinii degistirdigi gosterilmistir. Sonuglarimiz
mitokondriyal transplantasyonun prostat ve over kanseri hiicrelerinin paklitaksele olan
kemoterapdtik duyarlhiligini 6nemli 6lglide arttirdigini ve mitokondri transplantasyonunu
takiben uygulanan diisiik doz kemoterapi ile elde edilen hiicre canliliginin, sadece yiiksek doz
kemoterapi ile elde edilen hiicre canlilig: ile benzer seviyeler gosterdigini saptamistir. Tez
calismamizdan elde edilen bulgular, mitokondriyal transplantasyonun, mitokondri
metabolizmasia bagl hastalik tiirleri i¢in umut verici bir terapétik strateji olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Insan Kardiyak Fibroblast, Mitokondriyal Transplantasyon, Paklitaksel,
PC3, SKOV3
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SUMMARY

Investigation of the Effect of Human Cardiac Fibroblast Derived Mitochondria
Transplantation on Paclitaxel Sensitivity in Human Prostate and Over Carcinoma Cells

Prostate and ovarian cancers affect the male and female reproductive organs and are
among the most common cancers in developing countries. Early diagnosis and treatment can
be crucial in these cancers. Previous studies have suggested that mitochondrial dysfunction
seen in cancer may affect cancer prognosis and possible chemoresistance. This thesis aimed
to elucidate for the first time the effect of transplantation of mitochondria into cancer cells on
cell cycle, proliferation, migration, and paclitaxel chemosensitivity in prostate and ovarian
cancer cells.

This study was divided into two groups as control and mitochondria transplanted cells.
The possible effects of mitochondria transplantation on the cell division cycle, proliferation,
and viability of prostate and ovarian cancer cells were investigated. To determine the effect of
mitochondria transplantation on paclitaxel sensitivity in prostate and ovarian cancer cells, the
effect of the lowest and lethal dose 50 (LDso) of paclitaxel treatment on cell viability and
apoptosis, and the effect of paclitaxel administration following mitochondria transplantation
on cell viability and apoptosis, were compared.

In conclusion, our study showed that the isolated mitochondria are still viable and
respiration competent. In addition, it has been demonstrated that mitochondrial transplantation
has no effect on cell proliferation but significantly alters the cell cycle and reduces migration
in prostate and ovarian cancer cells. Our results further establish that mitochondrial
transplantation significantly increases the chemotherapeutic sensitivity of paclitaxel and
provides similar apoptotic levels with low-dose chemotherapy that achieved with high-dose
chemotherapy. Based on these results, mitochondrial transplantation may be a promising
therapeutic strategy for mitochondrial metabolism-dependent diseases.

Keywords: Human Cardiac Fibroblast, Mitochondrial Transplantation, Paclitaxel, PC3,
SKOV3
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