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Abstract

Purpose: The aim of this study is to evaluate proliferation
and cytotoxicity by applying the antineoplastic drug
cisplatin  and mitochondria isolated from human
mesenchymal stem cells (IMSCs) to human prostate cancer
cells (DU-145).

Materials and Methods: IMSCs and DU-145 cell line
were used in our study. IMSCs were multiplied to ~20x106
cells and mitochondria were isolated according to the
protocols in kit. Protein content of the isolated
mitochondria was measured by bicinchoninic acid method
(BCA). DU-145 cells were seeded into 96-well plates at
10x103 cells in per well. Cisplatin 6 uM and 14 uM doses
were administered for 24 hours. Isolated mitochondria
(10x, 100x) were incubated for 24 hours again. Cell
proliferation and viability were measured using the
tetrazolium salt (MTT) method, and the absorbance values
of 570 nm-630 nm were measured in a plate reader, and
the cell proliferation percentages were calculated.
Results: 6 puM cisplatin application to DU-145 cells
proliferation decreased by 35% compared to the control
group, while 14 uM cisplatin reduced it by 68%. When
compared with the Cis-6 pM group, there was no
significant  difference in proliferation in the Cis-6
uM+Mito-10x group while a significant decrease was
observed in the Cis-6 uM+Mito-100x group.
Conclusion: When mitochondria are transplanted
together with cisplatin  to prostate cancer cells,
proliferation is further reduced. In addition, mitochondria
transplantation may reduce the proliferation of cancerous
cells by affecting various intracellular proliferative,
apoptotic signaling pathways and by regulating the
microenvironment.
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Oz

Amag: Bu ¢alismada antineoplastik bir ilag olan sisplatin
ve insan mezenkimal kok hiicrelerinden (IMKH) izole
edilen mitokondriler, insan prostat kanser hiicrelerine
(DU-145) uygulanarak, proliferasyon ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, IMKH ve DU-145
hiicre hatlart kullanildi. IMKH’ ler ~20x106 hiicre olacak
sekilde cogaltilarak kitte belirtilen protokollere gore
mitokondriler izole edildi. Izole mitokondrilerin protein
miktari, bikinkoninik asit yontemiyle (BCA) 6l¢iildii. DU-
145 hiicreleri, her kuyuda 10x103 hiicre olacak sekilde 96
lik plate’e ekildi. Sisplatin’ in 6 uM ve 14 pM dozlar1 24 saat
uygulandi.  Inkiibasyon sonunda hiicre medyumlart
degistirildi ve izole mitokondriler (10x, 100x) eklenerek
tekrar 24 saat inkiibe edildi. Hicre ¢ogalmast ve canlilig
tetrazolyum tuzu (MTT) yontemiyle, 570nm-630nm
absorbans degerleri plate okuyucu da 6l¢ilerek farklar
alindi ve hicre ¢ogalma yiizdeleri hesaplandi.

Bulgular: DU-145 hiicrelerine 6 pM sisplatin uygulamasi
kontrol grubuna gobre proliferasyonu %35 oraninda
azaltirken, 14 uM sisplatin ise hiicre proliferasyonunu %68
azaltt. Cis-6 puM grubuyla karsdastirldiginda, Cis-6
uM+Mito-10x grubunda proliferasyonda anlamli fark
gorilmezken, Cis-6 uM+Mito-100x grubunda anlaml
azalma gorilda.

Sonug: Prostat kanseri hiicrelerine sisplatin ile birlikte
mitokondri transplantasyonu yapildiginda proliferasyonu
daha da azalmaktadur. Ayrica, mitokondri
transplantasyonunun  intraselliler  gesitli  proliferatif,
apopitotik sinyal yolaklarini etkileyerek ve mikrogevreyi
diizenleyerek kanserli hiicrelerin gogalmasini azaltabilir.
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GIRIS

Kanser hastaligi en ciddi saglik sorunlarindandir.
Karmagsik dogast ve bir o kadar da bilinmeyen
mekanizmalara sahip olmast; cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi gibi bircok tedavi stratejisinin yetersiz
olmasinin  nedeni  olarak  gosterilmektedir’.
Mitokondri transferi, bircok hastaligin tedavisinde
kullanilabilmektedir ve mitokondri izolasyonu g¢ok
gesiti hiicre hatlarindan  (k6k hiicre, miyosit,
fibroblast, kardiyomiyosit vb.) ve dokulardan (iskelet
kast, karaciger vb.) ultrasantrifiigasyon metoduyla
veya ticari kitler yardimiyla yapilabilmektedir?+.
Ozellikle  mitokondri  hasarnin  gérilldiigi
kardiyomiyopati, nérolojik ve iskemik patolojilerin
gorildigt  hastaliklarda hiicre hasarint  azalticy,
iyilestirici ve anlamli diizeltici etkilerinin oldugu 7z vivo

ve in  wiro  aragtirmalarda  gOsterilmistir>7.
Mitokondriler, ¢esiti ~ dokulardan  ve  hiicre
kiltirlerinden manuel olarak  ve ticari kitler

aracihigtyla izole edilebilmektedir®. Bununla birlikte
htcreler birbitleriyle nanotiip, konneksin-43 iceren
gap junctionlar, mikrovezikil ve hiicre fiizyon gibi
mekanizmalarla baglantt kurarak organel degisimi
yapmaktadir®!0. Mitokondsri izolasyonu birgok hiicre
tipinden ve dokuda yapilabilmektedir>'-12. En stk
kullanilanlar arasinda, mezenkimal kok hucreler
bulunmaktadir’®. Bu durumun sebebi olarak da
mezenkimal  kok  hicrelerden  izole  edilen
mitokondrilerin ~ diger farkli tipteki hiicrelerin
mitokondrilerinin rejeneratif etkinliklerinden daha iyi
olmast ve transplantasyon basarilarinin yiksek olmasi
olarak gosterilmektedir'»!>. Yapilan ¢aligmalarda izole
mitokondrilerin 1-2 saatte alict hiicrelerin icine girdigi
gOsterilmigtir. Izole mitokondriler ve alict hiicre
mitokondrileri  Mitotracker —adi
boyalarla isaretlenerek, konfokal ve immiinofloresan
mikroskoplarla hem iz vivo hem de in witro birgok
caligmada géruntilenmigtir!®-18,

verilen floresan

Mitokondrilerin kanserin ilerlemesi, metastazi ve ilag
direngleriyle  iligkili  oldugu  bildirilmektedir!’.
Calismalarda saghikli mitokondrilerin kanser hiicre
yer degistirerek  mitokondri
fonksiyonlarini yeniden diizenledigi, ila¢ direncini ve
aerobik glikolizi engelledigi ve kanser hiicrelerinin

mitokondrileriyle

biyimesini durdurdugu bildirilmektedir?.
Mitokondriler; apopitoz, hiicre proliferasyonu, enerji
dretimi, reaktif oksijen  drtnlerinin  (ROS)

olusumunda ve kalsiyum diizenlenmesinden sorumlu
kendine ait sitkiiler DNA’st olan organellerdir?!?2,
Kanser degisen

nedeniyle kullanimt ~ ve

metabolizmalart
glikoliz  artist

hiicrelerinin
glukoz
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belirgindir.  Glikoliz ~metabolizmasinin  kanser
hiicreleri tarafindan tercih edilmesi Warburg etkisi
olarak bilinmektedir. Bu yolun tercih edilme nedeni
olarak da kanser hiicrelerindeki mitokondri hasart
sorumlu tutulmakta ve hicrelerin yeterli enerjiyi
dretememeleri  gosterilmektedir?.  Mitokondriler
hiicrelerin enerji santralleri olmasinin yaninda, bir¢ok
hiicre ici 6nemli sinyal iletim yolagi ve fizyolojik
fonksiyonun devamliligindan sorumludur?.

Kanser huicrelerinin normal hiicrelere kiyasla daha
fazla reaktif oksijen urtnleri (ROS) irettigi bunun
sebebinin de mitokondriyal DNA mutasyonu ve
disfonksiyonu oldugu 6ne sirilmektedir. ROS
olusumunun kanserin ilerlemesini artirdigt da
bildirilmektedir. Bu bakis agistyla degerlendirildiginde
kanserli hiicrelerin igerisine gecebilen mitokondri
miktarinin da nakil basarist i¢in 6nemli oldugu
gorilmektedir?*. Mitokondri transplantasyonun da
izole mitokondrilerin ancak %3-7 sinin ancak alict
hicreye  gecebildigi  bildirilmektedir?>?.  Meme
kanseri hicrelerine mitokondri transferiyle ROS
olusumunun azaldigi, antioksidan bir enzim olan
katalazin arttigi bu calismada gosterilmistir. Kanser
hiicrelerinde mitokondriyal regtilasyonun,
transplantasyonla iliskili oldugu bildirilmektedir.
Daha da 6nemlisi kanserlerin mitokondriyal kaynakl
hastalik olarak tanimlanmasindan ziyade,
mitokondriyal metabolik hastaliklar  oldugudur?*.
Hasarli mitokondrilerin - bircok  iskemik
patolojisinde mitokondrilerle
hasarlt organda iyilesme gortlmistir. Ayrica hasar
mekanizmalarinda gerileme ve iyilesmeyi saglayan
hiicre i¢i sinyalizasyon markerlarinda  artislar
bildirilmistir?”. Bu ¢alismada, insan prostat kanser
hiicrelerine (DU-145) sisplatin ve insan mezenkimal
kok  hiicrelerinden  (IMKH)  izole  edilen
mitokondrilerin  proliferasyon etkisinin
degerlendirilmesi amaclanmistir.

organ

sagliklt degisimiyle

Uzerine

GEREC VE YONTEM

Hicre kultiir hatlan

Calismamizda, insan prostat kanser hicre (DU-145)
ve insan mezenkimal kok hiicre (IMKH) hatlari
kullanddmistir ve hicreler American Type Culture
Collection’ dan (ATCCH#HTBS8 1, Rockville, MD,
USA) temin edilmistir. Hiicreler ticari olarak tiretilmis
hiicre hatlar oldugundan ¢alisma igin etik kurul onay:
alinmamigtir.  DU-145 hiicreleri prostat kanseri
arastirmalarinda stklikla kullanilan bir hicre kiltari
hattudir ve DU-145 hiicreleri, %090 RPMI-1640 (%1
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L-glutaminli, 25 M HEPES, Corning, VA, ABD),
%10 FBS (Capricorn Scientific) ve %1 PSA’ da
(P4333-100mL, Sigma-Aldrich) 25 cm? ve 75 cm? lik
flasklarda cogaltilmistir. Mitokondriler, IMKH lerden
izole edilmistir (Sekil 3). IMKH hiicreleri, Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM, D6046, Sigma-
Aldrich), %10 FBS (A0100, Ceprogen) ve %1 PSA’
da) 25 cm? ve 75 cm? lik flasklarda, hiicre medyumlart
her 72 saatte bir degistirilerek, ic ortamt %5 CO»,
%95 hava karisimt ve nem iceren 37°C olan
inkiibatérde cogaltilmistir.

Hiicrelerin pasajlama, ¢ogaltma islemleri ve kimyasal
uygulamalari, laminar hava akim kabininde (NUVE
MN120) steril kosullarda yapildi. Hicreler flask
yuzeyinin %70-80 ini kapladiginda pasajlama islemi
yapildi. Hiicre morfolojileri invert mikroskopla
(Nikon Eclipse TS100) incelendi. Hicre kiltiitlerinin
motfolojileri Sekil 1’ de gosterilmektedir. Hiicrelerin
toplam sayist, sagliklt ve 6la hiicre orant Trypan Blue
metoduyla boyanarak, mavi renkte boyanan hiicreler
oli olarak degerlendirilirken, seffaf olan ve
boyanmayan  hiicreler  ise  saglikli  olarak
degerlendirildi®®. Ayrica; DU-145 hiicre pasajlar,
dondurma solisyonuyla (%70 RPMI-1640+%20
FBS+%10 Dimethyl sulfoxide DMSO, K48856212719,
Merck, Germany) cryo tiplerde, -80 °C’ de ve stvi
azot tankinda depolanirken, TIMIKH hiicre pasajlari
dondurma soltsyonu (%70 DMEM+%20 FBS+%10
DMSO) bulunan ctyo tiiplere konularak, -80 °C’ de
ve stvi azot tankinda depoland.

*
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Sekil 1. A) DU-145 hiicre hattinin x100° lik
biiyiitmede invert mikroskop gériintiisii, IMKH
hiicre hattinin  x100° likk biiyiitmede invert
mikroskop gorintiisii.

Mitokondri naklinin DU-145 hiicre proliferasyonuna etkisi

Calismamizda  DU-145  hiicrelerine  sisplatin ~ ve
IMKH’lerden izole edilen mitokondriler Tablo 1 de
belirtilen deney gruplarina uygun olarak doz uygulamalari
yapimistir ve MTT yontemiyle hiicre sitotoksisitesi
degerlendirildi.

Tablo 1. Deney gruplari

Deney Gruplari

1. Kontrol (K)

2. Sisplatin-6 pM (Cis-6 uM)

3. Sisplatin-14 uM (Cis-14 uM)

4. Mitokondri-10x (Mito-10x)

5. Mitokondri-100x (Mito-100x)

6. Sisplatin-6 uM+Mitokondri-10x (Cis-6 uM+Mito-
10x)

7. Sisplatin-6 uM+Mitokondti-100x (Cis-6 pM+Mito-
100x)

8. Sisplatin-14 uM+Mitokondti-10x (Cis-14 pM+Mito-
10x)

9. Sisplatin-14 uM+Mitokondri-100x (Cis-14
uM+Mito-100x)

MTT yontemi ile hiicre proliferasyonunun
degerlendirilmesi

MTT metodu, hiicre canliligt ve sitotoksisitesinin
degerlendirilmesinde kullanilan kantitatif
kolorimetrik bir yéntem olup, ucuz ve prosediri

kolaydir. Canlt hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri, tetrazolium tuzunu (MTT)
mor renkli formazan kristallerine

donuistirmektedir®. Her kuyucukta yaklastk 10x103
DU-145 hitcresi olacak sekilde, 100 pl hicre
sispansiyonu ¢ok kanalli pipet yardimiyla ekildi.
Hiicreler 24 saat siiresince flask tabanina yapismalart
ve ¢ogalmalari ic¢in inkibe edildikten sonra
tzetlerindeki hiicre medyumlart uzaklastirildi  ve
kuyucuklara sisplatin (Cis-6 uM ve Cis-14 pM) dozlar
uygulandr. 24 saatlik inkiibasyon sonunda tek bir DU-
145 hiicresinin 10 kat1 ve 100 kati sayida IMKH” den
izole edilen mitokondriler uygulandi. 24 saatlik
Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki kimyasallar
uzaklastirildi. MTT tartilarak htcre medyumunda
¢ozildd ve 0,2 uM por capina sahip enjektér ucu
filtreden suzildi. Her kuyucuga 100 uL MTT (5
mg/mL) solisyonu eklendi ve 3-4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki MTT soliisyonu
uzaklastirildi ve 100 pl filtre edilmis DMSO konuldu,
20-30 dak. sonunda kuyucuklardaki renk degisimi
absorbans olarak mikroplate okuyucuyla (Molecular
Devices Filter Max F5) 570 nm ve 630 nm dalga
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boyunda Olgiildi. Absorbans degetlerinin farklart
alinarak grup ortalamalart hesaplandi.

Tablo 2. Hiicre proliferasyon yiizde degerleri

GRUPLAR Hiicre Proliferasyon
Yiizdesi (%)+SH
1. Kontrol 100 £0,0125
2. Cis-6 uM 65,3 £0,0300"
3. Cis-14 uM 32,3 +0,0047"
4. Mito-10x 100,8%0,0519
5. Mito-100x 71,6 £0,0253
6. Cis-6 pM+Mito-10x 85,5 £0,0482
7. Cis-6 uM+Mito-100x 37,5 +0,0227%
8. Cis-14 uM+Mito-10x 32,9 £0,0078
9. Cis-14 uM+Mito-100x 27,7 £0,0082

Mitokondri izolasyonu

Mitokondri izolasyonu, mitokondri izolasyon kiti
(Biovision, K288-50) proseditiine goére yapildt. 75
cm? lik flasklarda bulunan IMKH’ ler hiicre kazyict
yardimiyla kazinarak santrifiij edildi. IMKH’ ler (~20
milyon) 1,5 mL’ lik eppendorf tuptine almnarak
icerisine 1 mL mitokondri izolasyon buffer eklendi. 5
saniye vortekslenerek, buz icerisinde 2 dak. inkiibe
edildi. Daha sonra 10 pl. Reagent A eklendi ve buz
icerisinde 5 dak. suresince, her 1 dakikada bir
vorteksle karsstirildi. Inkiibasyon sonunda, +4 °C’ de
600xg‘de 10 dak. santrifiij yapildi. Sipernatan yeni bir
ependorf tiipiine alindi. Ardindan +4 °C’ de 7000xg
hizda 10 dak. santriftj islemi yapildi Stipernatan
kismi uzaklastirlarak, dipte bulunan mitokondri
pelleti tizerine 1 ml. storage buffer konuldu. Izole
mitokondriler hemen transplante edilmeyecekse, +4
°C’ de buz icerisinde 1 saat buzdolabinda muhafaza

edildi.

Protein miktari 6lgiimii

Total protein tayininde BCA yontemi siklikla
kullanilmaktadir ve calismamizda protein OSlgiimii
BCA kitiyle yapildi (Thermo Fisher Scientific Inc.,
23227, MA, USA). zole mitokondrilerdeki protein
miktari, konsantrasyonu bilinen bovine serum albiimin
soliisyonu standartlari ile karsilagtirilarak standart egri
cizildi ve mitokondrilerin protein miktar: hesapland.
Deney prosedurine gore standartlar
konsantrasyonlart hazirlandi (2000, 1500, 1000, 750,
500, 250, 125, 25, 0 ug/mL).

Ornekler, standartlar ve kér 20 ul. 96 kuyucuklu
plate’e konuldu ve her kuyucuga 200 uL caligma
solisyonu (50:1 oraninda; Reagent-A: Reagent-B)
eklendi ve 37 °C’ de 30 dakika inkiube edildi.
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Spektrofotometre’ de 562 nm dalga boyundaki
absorbans degetleri Olcilerek, protein miktar;
standart egri fonksiyonuna gére hesaplandi.

Istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS
Statistics 21.0 paket programi kullanildi. Elde edilen
veriler ortalama * standart hata (ort=SH) olarak ifade
edildi. Analizde, grup vatyanslarinin homojen dagilip
dagilmadigt  Levene testiyle  degerlendirilerek
homojen dagilan proliferasyon verilerinde parametrik
bir test olan Tek yonli varyans analizi (ANOVA)
kullanildi. Gruplar arasindaki fark olup olmadigt LSD
testiyle gosterildi. Tum testlerde istatistiksel 6nem

diizeyi p<0,05 olarak alinarak sonu¢ anlamli olarak
kabul edildi.

BULGULAR

DU-145 hiicre proliferasyonunun
degerlendirmesinde; sisplatin ve mitokondrinin 24
saatlik uygulamasinda ANOVA testiyle ile gruplar
arasinda anlamh fark bulundu [F(1,132)= 17,732
p=0,000]. Post Hoc yapilan LSD testiyle de, Sisplatin®
in 6 uM dozunun, DU-145 hiicre sayisin1 kontrol
grubuna goére %35 oraninda anlamli olarak azalttig
(p=0,001), 14 uM dozunun ise %68 oraninda anlamli
olarak azalttigi belitlendi (p=0,000). Tek basina
mitokondri uygulamalarinda ise anlamli bir fark
gorilmedi  (Mito-10x,  (p=0,932), Mito-100x,
(p=0,120). Cis-6 uM grubuyla karsilastirildiginda, Cis-
6 uM+Mito-10x grubunda proliferasyonda anlamli
fark gorilmezken (p=0,055), Cis-6 uM+Mito-100x
grubunda %28 oraninda anlamli azalma gorildd
(p=0,013). Cis-14 uM grubuyla, Cis-14 uM+Mito-
10x (p=0,932) ve Cis-14 pM+Mito-100x (p=0,665)
gruplart karsilagtirildiginda anlamli fark goértlmedi.
DU-145  hiucrelerinde  sisplatin = dozlarinin -~ ve
mitokondri uygulamasinin proliferasyon absorbans
farklart ve yuzdeleri Sekil 2 ve Tablo 2’ de
belirtilmistir.

Mitokondri Izolasyonu

IMKH’ lerden izole edilen mitokondrilerin protein
miktari, standart egri fonksiyonundan yararlanilarak
hesaplanmistir  (Sekil  3).  Calismamizda, izole
mitokondrilerilerin - protein miktart 867,1 pg/mL
olarak bulunmustur. Chang ve ark. yaptiklar
calismada mitokondti protein miktarim 780£87,9 pg
olarak Olgmils ve bulunan bu degerin bizim
Sletugtimiiz degerle uyumlu oldugu gérilmektedir?:.
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Cisplatin+Mitokondri Transplantasyonu-MTT Assay
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Sekil 2. Cisplatin ve izole mitokondrilerin DU-145 hiicrelerinde proliferasyon absorbans degerler
Veriler ortalama + S.H olarak ifade edilmistir. * p=<0,05 Kontrol grubuna gore. # p=0,05 Cis-6 uM grubuna gére, Tek Yonli ANOVA

Post hoc LSD testi (n=8).
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Sekil 3. Izole mitokondrilerin protein miktar: standart egrisi

TARTISMA

DU-145 hiicrelerine 6 uM ve 14 uM sisplatin
uygulamast; prostat kanser hiicre hatlarinda diger
yapilan c¢alismalarda oldugu gibi bizim calismamizda
da hiicre sayisint anlaml olarak azalttt ve hicrelere
sitotoksik etkili oldugu belirlendi®. Literattirdeki
benzer ¢alismalarda oldugu gibi caligmamizda
kullanilan mitokondriler mezenkimal kok
hiicrelerden elde edilmistir. Izole mitokondriler, flow
sitometriyle sayilart hesaplanarak uygulanabildigi gibi,

protein miktarlar1 Olclilerek belirli dozlarda da
verilebilmektedir?43!.

Yapilan bir c¢alismada, MDA-MB-231 hiicrelerine,
sisplatin (2 pg/ml) dozu ve IMKH’ lerden izole
edilen mitokondriler (5 pg/mL) uygulanarak,
mitokondri uygulamasinin sisplatinle azalan hiicre
sayisint ve kanser invazyonunu artirdifl, ayrica
sisplatinle  indiiklenen apopitozu da  artirdigi
belitlenmistir, tek  basina  mitokondti
uygulamasinin migrasyonu azalttigi belirlenmistir.
Aynt calismada izole mitokondrilere rodamin red 6

ancak
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(R6G) uygulanarak mitokondriler hasarlanmis ve
R6G uygulanan hasarlanmis mitokondrilerle inkiibe
edilen MDA-MB-231 hticrelerine, saglikli mitokondri
uygulamasinin  sisplatinin  hiicre proliferasyonunu
azaltict etkisini artirdign g6rilmustiir!. Bu ¢alismada

ortaya  ¢tkan  sonuglar, kanser tedavisinde
antineoplastiklerle birlikte mitokondri
transplantasyonunun ilag direncini

engelleyebilecegini, ayrica apopitozu aktive ederek
kanser hiicrelerinin  ¢ogalmasii inhibe edecegi
gorisini desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda da, 6
pM sisplatin uygulamastyla azalan hiicre sayisinin,
100x mitokondri uygulamastyla Cis-6 pM+Mito-100x
grubunda %28 oraninda anlamlt azalma goriilirken;
sisplatin ve mitokondrinin birlikte uygulandigt Cis-6
puM+Mito-10x grubunda hiicre sayisinda anlamli
azalma gorilmemistir. Bizim calismamizla uyumlu
benzer bir ¢alismada da doksorubisin uygulamastyla
hiicre proliferasyonu azalan MCF-7 hattina, MCF-
12A  hicrelerinden izole edilen mitokondriler
nakledildiginde, MCF-7 hiicre sayisitnin daha da
azaldigi belirlenmigtir. Mitokondri uygulamasinin
hiicre ¢cogalmasini inhibe ettigi gbzlenmistir3?

Mitokondri transplantasyonu yapilan ¢aligmalarda;
mitokondriyal hasarin  gorildigi  iskemik  kalp
hastaliklarinda mitokondri  transplantasyon dozu
degisebilmektedir. Mc Cully ve ark. konjenital
iskemik kalp hastaligi olan pediatrik bebeklere; otolog
olarak iskelet kasindan izole edilen mitokondrileri her
1 gram dokuya 2X105 sayida olacak sekilde perikard
dokusundan direk enjeksiyonla uygulanmistir ve kalp
fonksiyonlarinda diizelme tespit etmislerdir. Ayrica, 4
kg agirliginda neonatal bir bebekte nakil yapilacak her
1 gram dokuya yaklasik 1X10° sayida mitokondri
uygulamislardir®33. In vitro yapilan bagka bir diger
calismada da ~5,000 hiicreye 107 sayida mitokondri
uygulamast yapilmugtir 3. Literatirdeki mitokondri
transplantasyon  dozlari alindiginda  farkli
miktarlarda uygulamalar bulunmakta ve anlamli
duzeltici etkiler bildirilmektedir. Hasarli bélgenin
buytikligine gore; 2X10%, 2x10°, 2X107 ve 2X108
dozlarinda mitokondri uygulamast yapilmugtir 334,
Baska bir mitokondri transplantasyon calismasinda,
1019 sayr mitokondri gibi yiksek bir konsantrasyon

ele

uygulamasinda  herhangi otoimmun reaksiyon
gbzlememislerdir3>.
Calismamizda, DU-145 hicrelerine mitokondti

uygulamasinda; 10x dozu 1 htcreye 10 kati sayida,
100x dozu da 100 kati izole mitokondri miktari
hesaplanarak (1:10 ve 1:100 orani) uygulanmustir. Bu
oran, izolasyon kitinde belirtilen ve 20 milyon
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hiicreden izole edilen mitokondri protein miktariyla
eslestirildiginde; yani 5 pg/ml. mitokondti dozunu
10,000 htcreye uyguladigimizda; 10,000 hiicreden
izole edilen mitokondri miktartyla ayni oldugu
gorulmektedir (1x=5 pg/mlL). Kanser hiicrelerinde

mitokondri  nakli  yapidan  bazi  calismalarda
mitokondri transplantasyonunun kanser hiicrelerinin
cogalmasini artirdift gorilmistir, bizim

calismamizda bu calismalarda kullanidan miktatla
eslendiginde yaklasik 10 ve 100 kat daha ytksek
dozda  mitokondri  uygulamast  yapimustir.
Calismamizda 100 kat fazla mitokondriyle sisplatinin
birlikte uygulamasinda hiicre sayisinda anlamli azalma
goriliirken, 10 kat fazla uygulamada herhangi bir
anlamli etki gériilmedi. Ortaya ¢ikan bu sonug yuksek
miktarda mitokondri naklinin htcre ¢ogalmasint
inhibe edebilecegini gostermektedir. Bu da aslinda
mitokondri naklinde hiicre icerisine giren mitokondri
miktarinin da 6nemli oldugudut.

Ayrica, mitokondrilerin saglikli ve islevsel olarak izole
edilmesi ¢ok 6nemlidir, izolasyonun hizli bir sekilde
yapilmast gereklidir. Mitokondri
transplantasyonunda; izole mitokondrilerin canli,
saglikli olarak ve zaman kaybetmeden hizh bir sekilde
alict dokuya ve hucrelere nakli ¢ok 6nemlidir’.
Internalize olan mitokondrilerin  hiicre icerisine
girebilmesi ve ATP iretebilmesi, ayrica hiicre ici
iyilestirici ~ ve = tamir  edici = mekanizmalar
etkileyebilmesi  transplantasyonun  basarist
gereklidir. Mitokondrilerin hassas 6zellikleri oldugu
distnildiginde; transplantasyonla ilgili cok fazla
gevresel degisken oldugu bilinmelidir®. Mitokondri
naklinin etkilerinin degerlendirildigi hayvan ve insan
calismalarinda, mitokondti sayist hesaplanarak hasarli
bélgeye mitokondriler uygulanabilmektedir. Ayrica;
izole mitokondrilerin total protein miktar: 6lciilerek
de belirlenen miktarlarda da uygulanmaktadir. Burada
gbzden kagirilmamast gereken konu, uygulamadan
o6nce mitokondrilerin - hem  saytm  metodlart
uygulanirken hem de protein 6l¢imi yapilirken

icin

bekleme stireleri ve mitokondrilerin uygulamaya
kadar ki  inkiibasyon siireleri ve saklama
kosullaridir®733. Mitokondri naklinin bagarist icin bu
kosullarin  saglanmast  oldukca  Onemli  gibi
gozikmektedir. Bizim ¢alismamizda da bu sinirlayict
faktorler g6z bulunduruldugunda
mitokondrilerin uygulama 6ncesi bekleme stiresini
kisaltmak icin, izole edilen mitokondrilerde sayim
yapmak yerine, izolasyon yapilacak hiicre sayisindan
yola gikarak, nakil yapilacak hiicre sayisina gore (1:1
oraninda) uygulama yapilmustir. Bizim ¢alismamizda
yaptigimiz uygulamayla, total protein hesaplanarak

ontinde
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yapilan uygulama karsilastirildiginda, iki yontemin de
esit mitokondri miktarina denk geldigi gérilmustir.

Calismanin Kisithiliklar: Calismamizda mitokondri
transplantasyonunun kanser hiicrelerinin cogalmasini
inhibe eden hangi mekanizmalart kullandig
gosterilememistir.  Sadece hiicre  proliferasyonu
degerlendirilmistir. Bu sebeple ileriki
calismalarimizda  mitokondrinin  kanser  hiicre
cogalmast tzerine molekiler etkilerini
inceleyebilecegimiz arastirmalar dustnilmektedit.
Bunun icin de daha ileri arastirma metodlariyla
(Western  blotting, PCR, ELISA  immiinfloresan  ve
immiinohistokimyasal goriintiileme vb.) hiicre i¢i ve dist
sinyalizasyonda spesifik proteinlerin tespit edilmesi
planlanmaktadir.

Sonu¢  olarak, mitokondri  transplantasyonu
gunimuzde yogun bir sekilde ¢aligtlan bir alan olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Mitokondri disfonksiyonu
olan bircok hastalikta, transplantasyonun iyilestirici
olumlu etkileri yeni bir tedavi ydntemi olarak heyecan
vericidir. Ancak hiicre icerisine giren mitokondrilerin
hangi intraselliler mekanizmalar Uzerinden hicre
tamirini ve ¢ogalmasini etkiledigi soru isaretidir ve
konunun aydinlatilamamus yonleride bulunmaktadir.
Kanser hiicrelerinde de mitokondri uygulamast
denemektedir. Ancak calismalarda tam olarak kanser
htcreleri tizerine etkileri gosterilememistir ve farkls
sonuglar ve goriisler ortaya konulmaktadir. Ozellikle,
mitokondri transplantasyonunun hiicresel molekiiler
diizeydeki etkilerinin tam anlamiyla ortaya ¢ikarilmast
gerekmektedir. Calismamizin ileri asamalarinda, farkls
kanser hicre hatlarinda farkli mitokondri dozlarinin
proliferasyon ve migrasyonun degerlendirilmesi
planlanmaktadir. Ayrica, alict hiicre igerisine giren
mitokondrilerin  hangi intraselliler mekanizmalar
etkiledigi ve proliferatif sinyal yolaklariyla iliskili
oldugunun  ortaya  ctkarlmast  gerekli  gibi
gozikmektedir.
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