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OZET

Dal Yontem, F. (2017). Mitokondriyal dinamigin diizenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalar. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik ABD.
Doktora Tezi. Istanbul.

Mitokondri, hiicresel strese karsi toplam kiitle, hiicre i¢i baglantilar ve hiicre alt1
lokalizasyon degisiklikleri ile cevap veren olduk¢a dinamik bir organeldir.
Mitokondriyal kiitledeki toplam degisim, mitokondriyal biyogenez (mitokondriye
eklenen artmis protein kiitlesiyle birlikte mitokondriyal genom katlanmasi) ve mitofaji
arasindaki degisen dengeye etki etmektedir. Ek olarak, mitokondrilerin kendi iginde
baglantili bir sekilde uzamis halde bulunmalar1 mitokondriyal fiizyon mekanizmasi ile
aciklanirken, daha kiiciik capta fragmente halde bulunan mitokondriler, mitokondriyal
fizyon mekanizmastyla olusur. Mitokondriyal fonksiyonlar ve mitokondriyal dinamikler
(fizyon ve flizyon), apoptoz ve yaslanma gibi biyolojik siireclerin ve kanser bagta olmak
iizere bir¢cok hastaligin molekiilsel mekanizmasinin anlasilmasinda 6nemli role sahiptir.
Mitokondriyal biyosentez ve degredasyon oranlari timor gelisiminin farkli asamalarin
etkileyebilir. Mitokondri, melanomagenezde de rol alan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
birincil Treticisidir ancak melanomagenez siirecindeki roli hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Dolayisiyla kanser hiicrelerinin degisken metabolizmasin1 hedef
alan yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in bu mekanizmalarin ayrintili bir sekilde
aciklanmasi gerekmektedir. Bu noktadan yola c¢ikarak bu c¢alismada melanoma
hiicrelerinde mitokondriyal dinamik degisimlerinin, hiicresel enerji mekanizmalari
tizerindeki etkileri arastirildi. Bu baglamda mitokondriyal fizyon mekanizmasi,
mitokondriyal fiizyonu arttirmak amactyla, mitokondriyal boliinme inhibitorii-1 (mdivi-
1) ve Drp-1 siRNA kullanilarak inhibe edilmistir. Daha sonra hiicre ve mitokondriyal
fonksiyon analizleri ve mitokondriyal biyogenezde rol alan proteinlerin ifadelerindeki
degisimler western blot analizleri ile belirlenmis ve degistirilmis mitokondriyal
dinamiklerin melanoma tiimor gelisimi tizerindeki etkileri ortaya konmustur.
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ABSTRACT

Dal Yontem, F. (2017). Mechanisms acting on regulation of mitochondrial dynamics.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Biophysics. PhD Thesis.
Istanbul.

Mitochondria are highly dynamic organelles responding to cellular stress
through changes in overall mass, interconnectedness, and sub-cellular localization.
Change in overall mitochondrial mass reflects an altered balance between mitochondrial
biogenesis (increased mitochondrial genome duplication combined with increased
protein mass added to mitochondria) and rates of mitophagy. In addition, the extent to
which mitochondria are interconnected to each other as a single continuous
mitochondrial reticulum is determined by the extent of mitochondrial fusion while
conversely, mitochondrial fission results in fragmented mitochondria of smaller overall
dimensions. Research on mitochondrial fusion and fission (collectively termed
mitochondrial dynamics) gained much attention in recent years, as it is important for
our understanding of many biological processes, including the maintenance of
mitochondrial functions, apoptosis and ageing. The rate of mitochondrial biosynthesis
and degradation can affect various aspects of tumor progression. Mitochondria are the
primary producers of reactive oxygen species, which are involved in melanomagenesis.
However, the role of mitochondrial dynamics on melanomagenesis remains
controversial and requires mechanistic understanding to target the altered metabolism of
cancer cells. From this point of view in this study we investigated the effect of
mitochondrial dynamic changes on cellular energy mechanisms at melanoma cells. In
this context mitochondrial fission mechanism is inhibited with mitochondrial division
inhibitor (mdivi-1) and knockdown with Drp-1 siRNA to induce mitochondrial fusion.
Afterwards cellular and mitochondrial function analyses and changes in protein
expressions related to mitochondrial biogenesis were determined with western blot
analysis and effects of altered mitochondrial dynamics on melanoma tumor progression
were revealed.

Key Words: mitochondrial dynamics, cancer, melanoma, fission, fusion.
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1. GIRIS VE AMAC

1990’larda mitokondri hedefli floresan proteinler ve boyalar kullanilarak yapilan
analizlerde canli hiicrelerdeki (mayalardan hepatositlere kadar), mitokondri sekil
degisiklikleri ve fiizyon olaylariyla ilgili yapisal diizenlenmelerin detayli ve dinamik
goriintiileri elde edilmistir. Dahasi, elektron tomografi analizleri ile krista kavsaklar1 ve
bunlarin dinamik diizenlenisi gibi i¢ membran yapilarimin da aydinlatilmasi
saglanmigtir. Flizyon ve fizyon proteinleri ile ilgili yapilan c¢aligmalarda ise, bu
proteinlerin aktivitesindeki degisimlerin mitokondri yapisinda degisikliklere neden
oldugu ortaya konmustur. Bu proteinler diizenlenerek hem fiizyon hem de fizyon inhibe
edildiginde, mitokondri morfolojisi bazal durumdaki yapiya benzer bir sekil alir ve
boylece bazal yapinin bu iki siire¢ arasindaki dengenin bir sonucu oldugu ortaya ¢ikar.
Her ne kadar birgok durumda mitokondrilerin sekil degisikligi, fizyon/fiizyon dengesi
acisindan belirleyici olsa da fiizyon ya da fizyon oranlarindaki artis hakkinda karar
verebilmek acisindan kesin bir parametre degildir. Ayrica mitokondri morfolojisinin
yalnizca mitokondriyal dinamik bilesenlerine degil (mitokondriyal fizyon ve fiizyonu
diizenleyen proteinler) ayni zamanda mitokondrinin hiicre i¢inde hareket etmek igin
kullandig1 hiicre iskeleti proteinlerine ya da bilinmeyen hiicresel bilesenlere de baglh
oldugu disiiniilmektedir. Bu baglamda mitokondriyal flizyon proteinlerinin
anlatimindaki bir degisim, mitokondrinin sekli disinda ayrica bu organelin dagilimi ve
hareketini de degistirecektir. Bu gozlemler, hiicre iskeleti bilesenleri ve/veya
bilinmeyen hiicresel bilesenler ile mitokondriyal fiizyon proteinleri arasinda bir iligki

oldugunu sezindirmektedir.

Mitokondriyal fiizyon, dis ve i¢ membranin ayri bir sekilde birlestigi iki asamali
bir stirectir. Bu silirec memeli mitokondriyal flizyonunda yer alan ilgili proteinlerin
farkl1 alt lokalizasyonlar1 ile agiklanabilir. Mitokondri dis membraninda bulunan
mitofusin 1 ve 2 (Mfnl ve Mfn2) dis membran fiizyonunda, mitokondri i¢ membraninda
bulunan OPA1 ise i¢ membran flizyonunda gorev almaktadir. Ancak i¢ ve dis
membranin koordine bir sekilde nasil birlestigini gosteren bir mekanizma heniiz
kesfedilmemistir. Mitokondriyal fizyonu kontrol eden ana proteinler ayrica
peroksizomal fizyonu da diizenlemektedir. Ancak bu iki organelin fizyonunun paralel

ylurliyllp  ylriimedigi  bilinmemektedir.  Dolayisiyla  fizyon = mekanizmasinin



bilesenlerinin  modiilasyonu  veya diizenlenmesinin  fizyolojik  sonuglarinin
mitokondriyal morfoloji modiilasyonundan mi, peroksizom dinamiklerinden mi yoksa
her ikisinin ortak diizenlenmesinden mi oldugu sorusu da cevap beklemektedir.
Mitokondriyal fizyon ile iliskili ve ayrica peroksizomlarda da bulunan en ¢ok ¢aligilmis
proteinler, mitokondri dis membraninda bulunan dynamin-iliskili protein 1/dynamin 1
benzeri (Drpl/Dnmll) ve fizyon protein 1 homolog (Fisl)’dur. Ancak halen ig
membran fizyon mekanizmasinin ayrintilart  bilinmemekte ve aydinlatiimasi
gerekmektedir. Mayada i¢ membran fizyon mekanizmasi i¢in tanimlanmis bir protein
bulunsa da (Mdm33) bu proteinin herhangi bir memeli homologu tanimlanmamustir.
Her ne kadar mitokondri dinamigiyle ilgili mekanizmalar yeteri kadar anlagilmamis olsa
da bu mekanizmada yer alan bazi proteinlerin hiicresel metabolizma, apoptoz veya
mitokondriyal DNA’nin korunmasi gibi ¢ok temel biyolojik siireglerde yer aldig
bilinmektedir. Mitokondriyal islev bozukluklarinin, obezite, tip 1 ve tip 2 diyabet,
kanser, Parkinson hastalig1 ve Alzheimer gibi ¢esitli kompleks hastaliklarda rol aldigi

bilinmektedir.

Deri kanserinin en 6liimctil tipi olan melanoma insidans oranlarinin giin gectikce
arttig1 belirlenmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile melanoma olugumunun altinda
yatan temel biyolojik etkenlerin arastirilmasi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi
hedeflemektedir. Bu aragtirma alanlarindan biri belki de en 6nemlisi melanoma olusumu
sirasinda mitokondride gergceklesen degisimlerle ilgilidir. Bu tez ¢aligmasi,
mitokondriyal dinamikleri diizenleyen mekanizmalari, 6zellikle mitokondri fizyon ve
flizyonu baglaminda arastirarak melanoma ile iligkisinin aydinlatilmasini ve bdylece

literatiirdeki eksikliklerin tamamlanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Mitokondri

Mitokondri hiicrenin giic merkezi veya giic kaynagi olarak adlandirilan
organeldir. Mitokondriler oksidatif reaksiyonlar sonucu olusan enerjiyi yliksek enerjili
ATP seklinde saklar. Bu mekanizma oksidatif fosforilasyon adi verilen siirecte
FFoATPaz iizerinden ATP’nin sentezlenmesi seklinde isler. Mitokondrinin ATP sentezi
disinda yag asidi oksidasyonu ve sitrik asit dongiisiinde gorev aldigi ve ayrica
glukoneogenez ve iire sentezinin de bu bdlgede basladigi bilinmektedir. Ayrica
mitokondri apoptozda da rol oynamaktadir. Bu nedenle mitokondri hiicre yasam ve
oliim siireglerini kontrol eden hayati bir organeldir ve hiicrelerin normal fonksiyonlarini
stirdiirebilmeleri i¢in uygun mitokondriyal kalite ve sayisinin devamliligini1 saglamalari

gerekir (1).

2.1.1. Mitokondrinin Yapisal ve Islevsel Ozellikleri

Tipik bir mitokondri 0.5 pm ¢apinda ve 0.5 pm’den birka¢ mikrona kadar
degisebilen uzunluktadir (Sekil 2-1) (2). Basit bir benzetimle, mitokondri yaklasik
olarak bir bakteri biiyiikliiglindedir. Mitokondrinin sekli ise hiicre tipine ve hiicrenin
metabolik aktivitesine gore degisir (Sekil 2-2) (3). Karacigerde mitokondriler genel
olarak uzun iplikler seklindedir ancak ayni hiicrelerde kisa ¢ubuk seklinde
mitokondriler de gozlenir. Adipoz hiicrelerindeki mitokondriler ise genellikle yuvarlak

sekildedir.

Sekil 2-1: Mitokondri’nin yapisi.

Yarasa pankreasindan uzunlamasina bir mitokondri kesiti.



Mitokondri, dis membran, i¢ membran, i¢ ve dis membran arast bolge ve
matriksten olugur. Bu boliimlerin her birinin farkli gérevleri bulunmaktadir (Tablo 2-1).
I¢ ve dis membranin kompozisyonu ve sekli énemli 6lgiide farklidir. Membranlarin
yapilart temel olarak proteinler ve fosfolipidlerden olusmustur. Ancak o&zellikle
fosfolipidler, yapilarindaki yag asitlerinin kompozisyonu agisindan farkliliklar gosterir.
I¢ membrandaki fosfolipidler doymamus yag asitlerinden olusmaktadir. i¢ membrandaki
fosfolipidlerin yaklasik %19’u kardiolipin, %4’ii fosfatidilinositol seklinde bulunurken
bu oran dis membranda sirasiyla %4 ve %14 civarindadir. Kardiolipin, membran
caligmalarinda, mitokondri membran kesimlerinin belirtiminde kullanilan bir belirtectir.
Mitokondride bulunan fosfolipidlerin bazilarinin in sifu sentezinde mitokondriyal
kompartmantlarda bulunan enzimler gorev alir. Ancak fosfolipidlerin bazilar
mitokondri disinda sentezlenerek mitokondri i¢ine alinir (4). Piiriizsiiz bir yapist olan
dis membran organelin seklini korumada gorevlidir ve % 30-40 oraninda lipid ve % 60-
70 oraninda protein igerir (5). Dig membranda bulunan proteinler yogun olarak beta
katlanmalar1 iceren porin-a proteini bakimindan zengindir. Bu katlanmalar membran
iizerinde genis kanallar olusturur ve boylece molekiil agirligt 10.000°den kiiclik
molekiillerin serbest diflizyonuna olanak tanir. Bu kanallar voltaj bagimli anyon
kanallar1 (VBAK) olup 5 kDa agirligina kadar olan ¢6zlinmiis maddelere (solute) karsi
gecirgendir. ADP ve ATP gibi kiigiik molekiiller bdylelikle dig membrandan kolayca
gecer. Ancak dis membrandan iyon tasinimi ¢ogunlukla iyonun yiikiine baglidir bu

nedenle NAD ve NADH' bu membranlar iizerinden mitokondriye giremez.

Mitokondrinin i¢ membranimin matrikse dogru bir¢ok kivrimi bulunur ve bu
kivrimlar metabolik aktiviteler igin yiizey alanmn arttirilmasinda gorev alir. g
membrandaki bu krvrimlar krista adi verilen lamellar yapilar1 olusturur. ic membranin
matrikse doniik boliimiinde kristalar iizerinde ATP sentazin multi-alt linitesi veya
F|FoATPaz ile iliskili bircok kiiciik kiiremsi yap1 bulunur. i¢ membran yalmzca su,
oksijen ve karbondioksite karsi gecirgendir ve bu nedenle birgok molekiil ve iyonun

mitokondri i¢ membranindan gegisi i¢in 6zel tasiyicilara ihtiyaci bulunur.

Mitokondri yap1 ve fonksiyonlar1 agisindan tiirler arasinda 6nemli benzerlikler
gostermektedir (6). Ancak bir canlidaki mitokondri sayis1 ve sekli hiicreden hiicreye
degismektedir. Karaciger hiicresi yaklasik 800 mitokondri igerirken kemik hiicreleri

400’den az, eritrositler ise hi¢ mitokondri igermemektedir. Buna karsin ovum 2000 ile



20000 aras1 mitokondri icermektedir. Mitokondriler sitoplazma igerisinde sito-iskelet
motorlar1 tarafindan diizenli bir sekilde dagitilmistir (7, 8). Yiiksek enerjiye ihtiyag
duyan hiicrelerde mitokondriler enerji ihtiyacinin yiiksek oldugu bolgelerde konumlanir.
Ornek olarak kas hiicrelerinde mitokondriler kasilan kas lifleri civarinda bulunma
egilimi gosterir. Kas kasilmasi, mitokondride sentezlenen kreatin fosfat ve ATP
tarafindan karsilanan enerjiyle gergeklesir. Ayni sekilde hizli bdliinen hiicrelerde de
novo protein sentezi ATP tarafindan saglanan enerjiye bagimli oldugu igin,
mitokondriler nukleus ve ribozomlara yakin bulunur. Sinir hiicrelerinde ise
mitokondriler sinir iletiminin gergeklestigi yerlere yakin olarak bulunur. Bu nedenle
ATP iiretimi veya erigebilirligindeki herhangi bir kisinti merkezi ve periferik sinir

sisteminin fonksiyonunu etkiler.



Sekil 2-2: Farkh hiicre tiplerinde mitokondri sekilleri.

(A)Ventrikiiler kardiyak kasinda koseli kristalari bulunan mitokondri. (B) Amipte tiibiiler kristali mitokondri.
(C) Adrenal kortekste bulunan mitokondri. (D) Astrositlerde bulunan mitokondri. (E) Balik psédokolunda bulunan
mitokondriler. (F) Adrenal kortekste bulunan mitokondri (Steroid salgilayan hiicrelerde).



Tablo 2-1 Mitokondriyi olusturan boliimler ve fonksiyonlari.

Boliim

Fonksiyon

Dis membran

Noroaktif aromatik aminlerin oksidasyonu
Kardiolipin sentezi
Sitoplazmada sentezlenen proteinlerin alim1

Iyon transferi

I¢-dis membran arasi bolge

Adenin niikleotid dengesinin korunmasi

Kreatin kinaz ve bu bodlgede konumlanan
adenilat kinaz

Solunum zincirinde kompleks III’ten kompleks
IV’e elektron transferi

Mitokondriye alinan proteinlerin islenmesi

I¢ membran

Oksidatif fosforilasyon
Piridin niikleotidlerinin transferi
Kalsiyum iyon transferi

Metabolitlerin taginimi (piruvat, H,PO4-/OH-,
dikaboksilatlar, sitrat/malat,
karnitin/asilkarnitin)

Matriks

Piruvatin asetil CoA’ya oksidasyonu
Keton cisimlerinin oksidasyonu
Amino asitlerin oksidasyonu

Ure dongiisiiniin baslatilmasi

Yag asidi oksidasyonu

Mn-SOD 1iizerinden serbest radikal hasarinin
baskilanmasi

Alnan proteinlerin islenmesi

Oksidatif fosforilasyonun 13 bileseninin
sentezi




2.1.2. Mitokondri Morfolojisinin Dinamikleri

I¢ mitokondriyal hareketler uzun siireli gdzlem gerektirdiginden, sitoplazmik
akis1 bulunmayan hayvan hiicreleri, fungal iplik¢ikler, alg hiicreleri ve bitki hiicrelerinin
sitoplazmalarinda gozlenmistir (9). Hareket halindeki mitokondrilerin uzun eksenleri
dogrultusunda dakikada 2-30 pm yer degistirme 6zelliklerinin oldugu belirlenmistir. Bu
yer degistirme, mitokondrinin seklinde de eksen iizerinde hafif kalinlagmalar ve
biiziilmeler seklinde kristanin bolgesel i¢ diizenlenmesini yansitan degisimlere yol
acmaktadir. Mitokondride gézlemlenen bu i¢ dinamik degisimleri mitokondriyal fiizyon
ve fizyon olarak adlandirilir (10-13). Mitokondri dinamikleriyle ilgili ¢alismalara ilk
olarak 1915 yilinda baglanmis ve 1990’Ii yillara kadar transmisyon elektron
mikroskobunda gozlenen mitokondriler genellikle fasulye seklinde c¢ift membranl
organeller olarak belirtilmistir. 1990’11 yillarda 151k mikroskobunun ve floresan
isaretcilerin  gelismesi ile birlikte canli hiicrelerdeki mitokondri dinamikleri
gozlenebilmistir (14). Isikla aktive olan yesil floresan proteininin (IA-YFP)
gelistirilmesi ile birlikte tek bir mitokondrinin dinamik degisimlerinin izlenmesi
miimkiin hale gelmistir (15). Mitokondriyal fiizyon ve fizyon bir¢ok organizma ve
hiicre tipinde gézlenmis olsa da mitokondriyal dinamiklerle iliskili genlerin anlatimi ilk
olarak Hales ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda Drosophila’da tanimlanmis ve
karakterize edilmistir (16). Drosophila’da bulunan fuzzy onions (Fzo) geni Drosophila
spermatidlerinde mitokondriyal fiizyonun gerceklesmesinde gorevlidir. Fzo genindeki
mutasyonlarin abnormal sperm gelisimi ve kisirlikla iliskili oldugu belirlenmistir.
Drosophila’da bulunan Fzo genine benzer mitokondri fiizyonunda gorevli genler bu
calismadan sonra C.elegans (Fzo-1), S. cerevisae (Fzol) ve memeliler (Mitofusin 1 ve
2) gibi bir¢ok farkli organizmada da belirlenmistir (17-19). S. cerevisae ve C.
elegans’da yapilan mutasyon analizleri mitokondriyal dinamikleri ile iliskili ikinci bir
bileseni ortaya ¢ikarmistir. Mayada bulunan Dnm1 ve solucandaki homologu Drp-1 es
zamanli olarak tanimlanmis ve her ikisinin de mitokondriyal fizyon igin gerekli

faktorler olduklar1 belirlenmistir (20, 21).



2.1.2.1. Mitokondriyal Fizyon

Mitokondriyal fizyon bir organizmadan digerine az oranda degisiklikler gdsterse
de ana bilesenleri korunmustur. Genel olarak mitokondriyal fizyonda Fisl ve dinamin-
iligskili protein Dnm1/Drpl goérev almaktadir (20, 22, 23). Mayada bulunan Dnml
sitozolde ve mitokondri dis membranmi iizerinde nokta seklinde yapilar halinde
bulunurken, memelilerde bulunan Drpl genellikle sitozole dagilmis olarak bir kism1 da
mitokondri dig membraninda nokta seklinde bulunmaktadir (24, 25). Dagilimlarindaki
farkliliklara ragmen Dnm1/Drpl mayada, solucanlarda ve memelilerde mitokondriyal
fizyonda, mitokondrinin boliinmesinde gorevli proteinler olarak dis membranda
konumlanirlar (26). Dnm1/Drpl, dimer/tetramer yapilari olusturmalarinin yani sira
halka-geklinde yapilar halinde de organize olur (27). Mitokondriyal fizyonda gorev alan
proteinlerin birgogu dinamin GTPaz protein ailesinin {liyesidir ve endositik formlarina
benzer sekilde etki gosterirler. Fizyon sirasinda dinamin homologlart Dnm1/Drpl dis
membran bogum bdlgesine aracit proteinler tarafindan tagmir ve bu bdlgede
mitokondriyi sarmal seklinde saran biliylik homomultimetrik yapilar olustururlar.
Dnm1/Drp1’in mitokondriye tasinmasinda gorevli proteinler ilk olarak mayada yapilan
genetik taramalar sonucunda kesfedilmigtir. Fislp, mitokondri dis membraninda
bulunan ve mitokondriye C-terminal transmembran domain ile bagl bir proteindir (22).
Fislp’nin sitozele doniik kismi dinamin ile bir tetratrikopeptid tekrari domaini
iizerinden etkinleserek fizyonu baslatir. Fisl proteinin memelilerde susturulmasi ile
mitokondriyal tiibiillerin baglanmasinda bir artis gézlemlenirken, Fisl’in fazla anlatimi
ile mitokondriyal fragmentasyonun arttig1 belirlenmistir (28). Son yapilan ¢aligmalarda
mitokondriyal boliinmede gorevli ikinci bir dig membran proteini, mitokondiryal fizyon
faktorii (Mff), belirlenmistir (29). Dnm1/Drpl ve Fisl mitokondriyal fizyonda en iyi
karakterize edilmis proteinlerdir ancak mayalar ve solucanlarda yapilan ¢alismalar bu
proteinlerin yalnizca dis membran fizyonunda gorevli olabilecegini diisindiirmektedir.
C.elegans’da Drp-1’in mutant formlarmin anlatiminin oldugu mitokondrilerde ig
membran fizyonu gerceklesirken, Drp-1’in dis membrana ince tiibiiller ile bagl oldugu
belirlenmistir (21). Benzer sekilde mayalarda Adnml mutantlarinin matrikslerinin
ayrilmasina ragmen mitokondriyal fizyonu tamamlayamadiklar1 belirlenmistir (30). Bu
bulgularin 1g181nda Dnm1/Drpl ve Fisl’in i¢ membran fizyonu i¢in gerekli olmadig1 ve

bu siireci baska bilesenlerin yiiriittiigli belirlenmistir.
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2.1.2.2. Mitokondriyal Fiizyon

Mitokondriyal fizyonun karsiti olan mitokondriyal fiizyon, iki veya daha fazla
mitokondrinin bir araya gelerek tek bir biiyiikk mitokondri olusturmasi olarak
tanimlanmaktadir. Karmagik bir siire¢ olan mitokondriyal fiizyon, iki komsu organelin
birbirine baglanmasi ve iki bagimsiz membranin (mitokondri i¢ ve dis membranlari)
hiicreyi oliime siiriikleyebilecek onemli herhangi bir mitokondriyal protein kaybi
olmaksizin (6rn. sitokrom c¢) uyum igerisinde kaynasmasi seklinde gerceklesmektedir.
Mitokondriyal fiizyonla iliskili ilk genetik bilesen Drosophila spermatogenezinde
yapilan ¢alismalarda mayozun devamindaki siiregte  hiicredeki mitokondri
poplilasyonunun tamaminin Nebenkern adi verilen iki organel seklinde birlesmesi ile
kesfedilmistir. Nebenkern’in memelilerdeki homologlar1 olan Mfnl (mitofusin 1) ve
Mitn2 (mitofusin 2) ve mayadaki homologu Fzolp dis membran fiizyonunda gorevlidir
(18, 31). Her ne kadar Mfnl ve Mfn2 kendi i¢cinde %80 benzerlik gosterse de yapilan
caligmalar fonksiyonel farkliliklarmin bulundugunu gdstermektedir. Iki transmembran
domaini ile dis membrana bagl olan Fzo-benzeri proteinlerin, bir GTPaz domaini ve
sitozele bakan iki es sarmal bolgeleri bulunmaktadir. Tki es sarmal domain, Fzo-benzeri
proteinler ile komsu mitokondri arasinda homotipik baglanmaya aracilik ederler ve
organellerin bu sekilde baglanmasi ile dis membran fiizyonu baslar (32). I¢c membran
flizyonu, mayada Mgmlp, memelilerde ise OPA1 ad1 verilen ve i¢ membran bolgesinde
bulunan dinamin benzeri bir GTPaz ile kontrol edilmektedir (33, 34). OPA1’in insan
hiicrelerinde tek bir genin farkli transkripsiyon kesimleri (transkript splicing) ile
olusmus sekiz adet varyanti bulunmaktadir (35). Benzer bir siirec OPA1’in mayada
bulunan homologu Mgmlp’de de ger¢eklesmektedir. Hem OPA1 hem de Mgmlp’nin
uzun ve kisa izoformlarinin kombinasyonu ise mitokondri i¢ membran fiizyonu igin
gerekmektedir. Mayada yapilan in vitro calismalar i¢ ve dis membran fiizyonlarinin
mekanik olarak birbirinden farkli oldugunu gostermektedir (36). Ancak dis membranda
bulunan Fzolp ile i¢ membranda bulunan Mgmlp arasinda adaptdr bir protein olan
Ugolp tarafindan aracilik edilen bir etkilesim bulunmaktadir (37). Insan hiicrelerinde
ise Fzolp ve Mgmlp’nin homologlari olan Mfnl ve OPA1 arasinda direk bir etkilesim
olabilecegi ve Ugolp’nin herhangi bir homologunun olmadig: bildirilmistir (38). Hem
ic hem de dis membran flizyonu i¢in enerji gerekmektedir ve bu enerji GTP
hidrolizinden saglanmaktadir ancak i¢ membran i¢in ayrica elektrokimyasal membran

potansiyelinin de siirdiiriilmesi gerekmektedir (36).
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2.1.2.3. Mitokondriyal Dinamikler ve Hiicre Dongiisii

Mitokondriler hiicre bdoliinmesi siirecinde ana hiicrelerden kalitsal olarak
aktarilmakta ve var olan organellerin bdliinmesi ile de novo sentezlenmektedirler. Hiicre
dongiisii boyunca mitokondriler araliksiz bir sekilde biiyiir ve mitokondriyal ag hiicre
dongiistiniin farkli fazlar1 arasinda ¢ok yonlii bir bicimde kontrol edilir. G1/S gegisinde
mitokondri tek, biiyiik bir tiibiiler ag olusturur (39). Hiicre dongiisiiniin bu fazinda
bulunan mitokondriler, oldukc¢a enerji harcanan bir asama olan DNA sentezinin
baslatilmas1 i¢in hiperpolarize bir sekilde bulunurlar (39). Ayrica bu gibi mitokondriyal
hiperfiizyonlar hiicre igerisinde homojen bir mitokondriyal ag olusturabilmek adina
komsu mitokondriler arasinda mitokondriyal DNA yanisira mitokondriyal bilesenlerin
de esit bir sekilde dagilimma da olanak saglar. G1/S gecisinde goriilen hiperfiize
mitokondrilerin bu durumu gecicidir. Devam eden S, G2 ve M fazlarinda hiperfiize
mitokondriyal ag birbirinden ayrilarak artan bir sekilde fragmente hale gegmektedir.
Yapilan ¢alismalar G1/S gecisinden sonra hiicre dongiisiiniin sorunsuz bir sekilde
devam edebilmesi i¢in Drp-1 aracilikli mitokondriyal fizyonunun gerektigini
gostermistir (40). Mitokondriyal agm kapsamli fragmentasyonu, mitozda kardes
hiicrelere esit oranda mitokondriyal bilesenin dagitilabilmesi i¢in gerceklesmektedir.
Mitotik mitokondriyal fizyonlar mitozla iliskili kinazlar tarafindan direkt olarak
diizenlenmektedirler. Mitotik kinaz Aurora A tarafindan fosforillenme, effektor
RalBP1’i toplayan RalA’nin mitokondriyal membranlarda yeniden konumlanmasini
kolaylagtirmaktadir. RalBP1, mitokondriyal fizyon ile sonuglanan Drpl’in Ser616
fosforillenmesini arttiran siklin B/siklin bagimli kinaz 1 (cdkl) igin bir iskele olarak
islev gostermektedir (41). G1/S gecisinin Otesinde devam eden mitokondriyal
hiperfiizyon replikasyon stresini  indiikleyerek ATM  (Ataxia-telangiectasia
mutasyonuna sahip) bagimli G2/M gecikmesine ve mitoz boyunca kromozomal
dengesizlige sebep olmaktadir (40). Replikasyon stresinin hiperfiize mitokondriler
tarafindan olusturulan sabit replikasyona baslama sinyalinden kaynaklandig:
belirlenmistir (39, 40). Devam eden bir mitokondriyal fiizyon ayrica kardes hiicreler
arasinda mitokondriyal kopriilerin  kurulmasina yol agarak hatali sitokinez,
mitokondrinin esit olmayan dagilimi ve anaploidiyle sonu¢lanan kromozomlarin yanlis

ayrilmasi gibi durumlara da yol agmaktadir.
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2.1.2.4. Mitokondriyal Dinamik Degisimlerinin Goriintiillenmesi ve
Sayisallagtirilmasi

Gilinlimiizde canli hiicrelerde mitokondrilerin goriintiilenmesi, bu organellerin ya segici
olarak kiiciik florokromlarla ya da floresan proteinlerle isaretlenmesi ile oldukca basit
bir hale gelmistir (42). Rhodamine 123, Tetrametilrhodamine metil ester (TMRME),
Dimetilaminositrillmetilpiridiniumiodine (DASPMI), JC-1, JC-4 ve Mitotracker Red
(MTR) gibi kiiclik florokrom molekiillerin islevsellikleri biiyiik oranda mitokondri
membran potansiyeline (Ayy,) baghdir. Mitokondri tarafindan alinimi Ay, bagli olan
MTR’nin proteinlere kovalent olarak baglanmasi boyanin birlesmesini sabit kilar ve
boylece kimyasal bir fiksasyona ihtiyag duyulmaz. Mitokondriler kendileri de floresan
yapidadir; flavoproteinler ve NADH floresani redoks durumunu belirtmekte ve boylece
sayisallastirilabilmektedir (43, 44). Mitokondriyi hedef alan floresan proteinler yalnizca
matrikse 6zel olmadigindan solunum zincirinin her bir kompleksi, F;Fo-ATP-sentaz ve
dis membran proteinlerinin isaretlenmesinde de kullanilmaktadir. Cok sayida proteinin
isaretlenmesi ya birden fazla floresan proteinin transfeksiyonu ya da floresan protein
isaretlemesinin AW,, duyarli boyalarla kombine edilmesi ile gerceklestirilmektedir.
Mitokondriyal floresan protein vektorlerinin tamami mitokondriyal matriksi belirlemek
icin sitokrom ¢ oksidaz alt iinite VIII sekansini hedef almaktadir (45). Mitokondriyal
dinamik degisimlerinin yaslanma da dahil bir¢ok hastalik i¢in 6nemi kesfedildikten
sonra farkli fizyolojik ve patolojik siireclerde bu degisimlerin izlenmesi ve
sayisallagtirilmasi icin istatistiksel metotlarla da degerlendirmeler yapilmaktadir. Sekil
degisiklikleri, hiicre ici trafigin izlenmesi ve membran potansiyeli i¢in yapilan
diizenlenmeler sayisallagtirma islemi i¢in temel olusturmaktadir. Fragmente/kiiresel,
siskin, uzamis veya birbirine baglanmis gibi siniflandirmalar mitokondri seklinin

karakterize edilebilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (46, 47).
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2.1.3. Mitokondriyal Elektron Transferi ve Oksidatif Fosforilasyon

Oksidatif fosforilasyon elektron dondrleri (NADH ve protein baglit FADHo) ile
elektron tastyicilarin (ubiquinone ve sitokrom c) yardimiyla, bes multimerik enzim
kompleksi tarafindan gerceklestirilmektedir (Sekil 2-3). Oksidatif fosforilasyon
kompleksleri; NADH-ubiquinone oksidorediiktaz (Kompleks 1), siiksinat-ubiquinone
oksirediiktaz (Kompleks II), ubiquinol-sitokrom c oksidorediiktaz veya sitokrom Bcl
kompleksi (Kompleks III), sitokrom ¢ oksidaz (Kompleks 1V) ve FoF;-ATP sentaz’dir
(Kompleks V). Elektron transfer zincirini/sistemini (solunum zinciri) kompleks I-IV
olusturmaktadir. Elektron transfer zincirinin temel gorevi i¢ mitokondriyal membranda
(IMM) bir H" gradiyenti olusturmaktir. Olusan bu H' gradiyenti, H" akisma da olanak
saglayarak ATP sentezini yiriittiigli i¢in ayrica proton giidiimli giic (Ap) olarak da
tanimlanmaktadir. Ap’nin, AW¥, ve pH gradiyenti olmak iizere iki bileseni
bulunmaktadir (48) ve H'’nin mitokondri i¢ membran bolgesinden matrikse dogru
akismi kompleks V iizerinden yiiriitmektedir (49). H ’nin, kompleks V iizerinden
matrikse akisi, Ap’nin potansiyel enerjisini ADP ve inorganik fosfati (Pi) ATP’ye
doniistiirmek iizere kinetik enerjiye ¢evirir. Kompleks V dongii basina 2.7 H/ATP
kullanarak 3 ATP yapmaktadir (50). Sirasiyla disariya 4, 4 ve 2 H® pompalayan
kompleks I, TIT ve IV Ap’nin olusumuna katkida bulunur ve H" pompalanmas sirasinda
NADH ve FADH, oksidasyonlar1 sonucu serbest kalan elektronlar1 (e’) es zamanli
olarak transfer ederler (Sekil 2-3). Elektronlarin transferi kompleks I ve II’den
kompleks III’e ubiquinone (CoQ10), kompleks III’ten kompleks IV’e ise sitokrom c
tarafindan gerceklestirilir. Kompleks IV sitokrom c’den gelen 2 elektronu kullanarak
molekiiler oksijeni (O;) suya (H,O) rediikler. Bu nedenle oksijen tiiketim oraninin
belirlenmesi solunum zinciri fonksiyonlarinin denetlenmesi i¢in uygun bir O6l¢ek

olmaktadir.
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i¢ membran bélgesi

H+ H+ H+

NADH i FADH,

NAD* FAD

+ ATP

Kompleks | Kompleks I Kompleks IlI Kompleks IV Kompleks V

NADH dehidrogenaz Siiksinat dehidrogenaz Ubiquinol sitokrom C Sitokrom C oksidaz ATP sentaz
oksidorediiktaz
47 alt unite 4 alt Gnite 4 alt inite 13 alt tnite 17 alt Gnite
7 mtDNA/40 nDNA 0 MIDNA/4 nDNA 0 mtDNA/M4 nDNA 3 mDNA/10 nDNA 2 mtDNA/15 nDNA

Sekil 2-3: Mitokondriyal solunum zinciri.

Memelilerde solunum zinciri dort enzim kompleksi (kompleks I-IV) ve iki ara substrati
(koenzim Q ve sitokrom c) icermektedir. Ara metabolizma tarafindan olusan NADH', H" ve FADH,
mitokondriyal solunum zincirinde protonlarin elektrokimyasal gradiyentini olusturmak iizere oksitlenerek

ATP iiretmek i¢in FIFO-ATP sentaz (kompleks V) tarafindan kullanilir.

2.1.3.1. Respirometre ile Oksidatif Fosforilasyonun Fonksiyonel Analizi

Fizyolojik kosullar altinda saglikli hiicreler i¢in kullanilan respirometre 6zellikle
oksidatif fosforilasyonla ilgili bilgi elde etmek icin kullanilmaktadir. Rotenone ve
antimycin A gibi inhibitorler kullanarak mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan
solunumu belirlemek miimkiindiir (Sekil 2-4). Mitokondri i¢ membran1 Hya karsi
tamamen gecirimsiz olmadig1 icin H lar kompleks V’e ihtiyag duymadan da tekrar
matrikse gegebilirler. Bu nedenle H™ sizintisi ile yiiriitiilen solunum aktivitesi ATP
sentezi ile bagdastirilmamaktadir. H™ sizintis1 oligomycin’e karsi duyarl olmadig1 icin
oligomycin duyarlilik testi ATP-déniisiimiinii destekleyen solunum aktiviteleri ve H"
sizintist hakkinda ol¢tim yapilmasimi olanakli kilmaktadir (51). Her hiicre tipinin
karbonil siyanid p-triflurometoksi-fenilhidrazon (FCCP) gibi bir ayristirict (uncoupler)
ile belirlenebilen bir rezerve solunum kapasitesi bulunmaktadir (Sekil 2-4). Ayrica
solunum kapasitesi kullanilan karbon bilesenlerine (6rn. glukoz, piruvat, glutamin) ve

oligomycin varligina gore de degisebilmektedir.
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Plazma membran1t ADP’ye karst gecirimsiz oldugu i¢in saglikli hiicreler
kullanilarak oksidatif fosforilasyon kapasitesi (maksimal ADP-uyarimli solunum)
belirlenememektedir (52-54). Bu nedenle ayni kosullardaki saglikli ve gecirgenligi
arttirtlmis hiicrelerle yapilan seri Olgiimler gerekmektedir. Bu tiir seri dl¢limlerle
oksidatif fosforilasyon ve solunum kapasiteleri ile ilgili elde edilen veriler, ilaglarin

oksidatif fosforilasyon iizerindeki direkt ve indirekt etkilerinin aragtiritlmasina da olanak

saglamaktadir.
Arastirlacak
maddenin
verilmesi Oligomycin FCCP Antimycin A
Mitokondri d
OTH'na Proton ‘ itokondri dis!
Bazal s sizintisina Maksimum Oksijen
etkilerinin g 3 b iiketimini
OTH belilenmast bagli OTH nin OTH 6lgtimi tu__et{rnlrjln
dlglimii belirflenmesi olgumu
Deney baslangiCl| == == = p --—-— e —— e —— -

Sekil 2-4: Mitokondriyal fonksiyonlarin intakt hiicrelerde belirlenmesi.

OTH; oksijen tiiketim orani, FCCP; karbonil siyanid p-triflurometoksi-fenilhidrazon.

2.1.3.2. Oksidatif Fosforilasyon Bozukluklar: ve Kanser

Timor olusumu, baglangic, yiikselme ve ilerleme siireclerini kapsayan cok
asamal1 bir siiregtir. Tiimor olusumunu baskilayan genlerin fonksiyonlarini bozan
genetik ve epigenetik degisiklikler (6rn. p53, p16, pRB, PTEN) hiicrelere dliimsiizliik
kazandirarak tiimoér olusumunu desteklemektedir. Ayn1 kosullar onkogenlerin (Ras,
Myc, AKT1) fonksiyonlarin1 da direkt veya indirekt olarak etkileyebilmektedir (55).
Onkogenlerin aktivasyonu ile dliimsiizlesmis hiicreler, timor olusum siirecinde kritik
bir asama olan kontrolsiiz biliylime potansiyelini kazanmis olur. Bu durum hiicrelerin
sinirli besin kaynaginda gelisimi i¢in adaptasyonu, gelisimi desteklemek i¢in makro
molekiillere (protein, lipid ve niikleotid) olan ihtiyacin artig1 ve sinirl oksijen kaynagi
nedeniyle hipoksik kosullara adaptasyon gibi 6zelliklerini ortaya ¢ikmasini saglar (56).
Anabolik siirecleri desteklemek i¢in metabolik degisim ve oksijenin varliina olan
ihtiyacin azaltilmasi, tiimor hiicrelerinin hipoksik kosullarla basa c¢ikabilmesi igin
verdigi temel fizyolojik cevaplardir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1 o (HIFla)
hipoksik kosullarla adaptasyonda rol alan anahtar proteindir (56, 57). Sirt3 (NAD-
dependent deacetylase sirtuin-3), CHCHD4 (Coiled-Coil-Helix-Coiled-Coil-Helix
Domain Containing 4) ve NDUFA4L2 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha
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subcomplex, 4-like 2) gibi mitokondride lokalize olan proteinler ise oksidatif
fosforilasyon aktivitesini direkt olarak hipoksik cevap ve kanser gelisimine bagli olarak

gostermektedir.

Normal kosullarda glikoliz siireci sitoplazmada gergeklesmekte ve sonucunda
iki ATP elde edilmektedir. Glikolizin son iirlinii olan piruvat oksidatif fosforilasyon i¢in
yakit olarak kullanilmaktadir. Aerobik kosullar altinda piruvat mitokondriye girerek,
trikarboksilik asit dongiisii ve oksidatif fosforilasyonu baslatan oksoloasetat ile birlesen
asetil CoA’ya oksitlenmektedir. Anaerobik kosullarda ise piruvat sitoplazmada laktat
dehidrogenaz A (LDH-A) varliginda laktata rediiklenmektedir. Kanser gelisiminde
oksidatif fosforilasyonun kismi geri doniisiimsiiz hasar1 1956 yilinda Otto Warburg
tarafindan kesfedilmistir (58). Aerobik glikoliz (Warburg etkisi) olarak bilinen bu
durum, normal dokulara gore kanserli hiicrelerde yeterli oksijen varliginda bile glukoz
basina daha fazla laktat iiretimine dayanmaktadir. Tek bir glukoz molekiiliinden glikoliz
sonucunda elde edilen ATP, oksidatif fosforilasyon sonucunda elde edilenden 15 kat
daha diisiik olmasmma ragmen, glikoliz tek basina ciddi solunum eksikligi olan
hiicrelerde proliferasyonu desteklemek i¢in yeterli olmaktadir (59). Kanser hiicrelerinin
farkli kokenlerden olustugu goz Oniine alindiginda, bu hiicrelerde ATP sentezini her
zaman glikoliz iizerinden gergeklesmedigi goriilmektedir. Dahasi kanser hiicrelerinin
glikolizi birincil ATP iiretim kaynagi olarak kullanim oranlart % 1-64 arasinda
degismektedir (60). Warburg kanser hiicrelerindeki aerobik glikolizin, mitokondriyal
fonksiyonu geri doniisiimsiiz olarak bozdugunu Ongdérmiistiir. Ancak bu goriis son
yillarda yapilan ¢alismalarda bir¢ok kanser hiicresinde mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun saglikli bir sekilde yiiriitiildigliniin gosterilmesi ile ¢lirtitiilmiistiir (61).
Boylelikle kanser hiicrelerinde  goriilen glikolitik  fenotipin, mitokondriyal
fonksiyonlardaki hasar yerine oksidatif fosforilasyonun aktif glikoliz ile baskilanmasi
seklinde gergeklestigini ortaya koymustur. Oksidatif fosforilasyon eksikliginin altinda

yatan mekanizma heniiz tam anlamiyla aydinlatilamamistir (62-64).
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2.2. Melanositlerin Kokeni ve Gelisimi

Melanositler, deriye ve killara ayirt edici rengini veren melanin pigmentini
sentezlemek iizere 6zellesmis hiicrelerdir. Insanlarda melanostilerin biiyiik ¢ogunlugu
epidermiste, kil folikiillerinde ve bir kismi da goéz ve i¢ kulakta bulunmaktadir.
Giliniimiizde insanlarda gerceklesen pigmentasyonun diizenlenmesi ile ilgili bilginin
biliylik ¢ogunlugu ya insan epidermal melanositlerinden ya da diger memelilerde
folikiiler melanositlerle yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Genel olarak epidermal
ve folikiiler melanositler diizenlenmeleri agisindan degerlendirildiklerinde benzer olarak
kabul edilir. Ancak bu iki melanosit popiilasyonu yasam dongiileri, ¢evredeki epitel ve
mezenkimal hiicrelerle iligkileri ve cevresel faktorlere verdikleri cevaplar (6zellikle
ultraviyole (UV) radyasyon) acgisindan farklhiliklar gosterirler. Insanlarda deri
pigmentasyonu, melaninin epidermal melanositler tarafindan sentezi ve cevresindeki
keratinositlere dagilim sonucunda olusmaktadir (65). insan epidermisinde ana yapisal
hiicreler olarak keratinositler bulunurken, melanositler toplam epidermal hiicre
popiilasyonunun %10’undan azini olusturmaktadir. Melanositler dendritleri {izerinden
komsu keratinositlerle fiziksel olarak etkilesirler. Melanin igeren melanosomlarin
keratinositlere  melanositlerin  dendritleri  iizerinden tasinmasi normal deri
pigmentasyonu i¢in oldukca Onemlidir (66). Keratinositlerin yiiksek kapasitede
kendilerini yenileme 6zellikleri ve apoptotik hiicre 6liimiine benzer sekilde sonuglanan
iyi tanimlanmis bir farklilagma programi bulunmaktadir (67). Buna karsin epidermiste
bulunan melanositler yiiksek derecede farklilagmis, yavas cogalan ve diisiik seviyede
kendilerini yenileme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Melanositlerin en 6nemli 6zelligi ise

UV radyasyonun zararl: etkilerinden deriyi korumasidir (68).

Insanlarda deri rengi cesitliligi, yapisal pigmentasyonun genis ¢apli varyasyonu
ile olusmakta ve ii¢ ana faktére gore belirlenmektedir. Bu faktorler; melaninin
melanositler tarafindan sentezlenme hizi, melanositler tarafindan sentezlenen eumelanin
(kahverengi-siyah pigment) ve pheomelanin (kirmizi-sar1 pigment) miktarlar1 arasindaki
iliski ve melanosomlarin sayisi, biiylikligli ve keratinositlere transfer hizlaridir (65, 69).
Koyu renkli deride melanosomlar agik renkli deriye gore hem daha biiyilk hem de
sayica daha fazladirlar. Bunun yaninda melanosomlar koyu renkli deride
melanositlerden keratinositlere tek tek transfer edilirken agik renkli deride kiimeler

halinde transfer edilmektedir (65, 70). Keratinositler ayrica melanositlerin sag kalim,
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fonksiyon ve proliferasyonlarini diizenleyen biyokimyasal aracilarin sentezlenmesinde

de rol oynamaktadir (71, 72).

Melaninin keratinositlere transferi ile birlikte epidermisin tamami inflamasyon
ve solar UV radyasyon gibi sirasiyla i¢ ve dis etkilerle olusan hasarlardan korunmus
olur (73). Melanositler tarafindan sentezlenen melanin seviyesinin artmasi ise DNA
hasar1 ile indiiklenmis stres cevabinin bir pargasi olarak diigiiniilmektedir. Melanin,
(6zellikle eumelanin), inflamasyon veya UV radyasyona maruz kalma siirecleri

sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirmada etkilidir (74).

2.2.1. Melanositlerde UV Radyasyonla Indiiklenmis DNA Hasar1

UV radyasyonun deri iizerinde ¢ok cesitli akut ve gecikmeli olumsuz etkileri
bulunmakta ve 6zellikle acik tenlilerde fotokarsinogenez ile sonuglanabilmektedir (75,
76). Amerika Birlesik Devletlerinde bazal/skuam6z hiicre karsinomalart ve malign
melanoma oranlar1 beyazlarda, zenciler veya Afrikali Amerikalilara oranla sirasiyla 50
ve 13 kat daha fazladir (77). UV radyasyona maruz kalmis farkli deri tiplerinde yapilan
melanosit ve keratinosit karakterizasyon ¢aligmalari, melanin igerigi ve UV radyasyon
tarafindan indiiklenmis DNA hasar1 arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir (78).
Bir MED (minimal erythemal dose) UV verilmeden once, 7 dakika, 1 giin ve 1 hafta
sonra biyopsileri alinarak analiz edilen farkli kisilerin derilerinde DNA hasar1 ve onarim
hizlarinin genis bir ¢esitlilik gosterdigi bulunmustur. Epidermiste bulunan ve UV
radyasyona maruz kalmis hasarli hiicreler genellikle apoptoz siirecine girmektedir (79).
Boylece dnemli derecede DNA hasarina maruz kalmis (potansiyel olarak mutasyon riski
tastyan) hiicrelerin gogalmasmi engellenmektedir. Sabit dozda 180-200 J/m> UV
radyasyona maruz kalmis farkli gruplar arasinda yapilan ¢alismalar koyu tenlilerde agik

tenli kisilere gore 7 kat daha fazla apoptotik hiicre oldugunu gostermistir (80).
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2.3. Melanoma

2.3.1. Melanoma Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Melanositlerden geliserek agresif timor yapist kazanan melanoma, agik tenli
kisiler arasinda en hizli yayilan malignant deri hastaligidir (81). 1930’lu yillarda nadir
goriilen bir hastalik olarak kabul edilen ve gorilme sikligi 1,500 kiside 1 iken
giiniimiizde bu oran Amerika Birlesik Devletlerinde 60 kiside 1 olarak artmistir (82).
Amerika Kanser Birliginin yayinladig1 rapora goére 2016 yilinda Amerika’da, 76,380
kisiye melanoma teshisi konulmasi ve 10,130 kisinin de melanoma yiiziinden dlecegi
beklenmektedir. Diinyada melanoma goriilme sikliklart olduk¢a degiskendir.
Hindistan’da her 1,000,000 kadindan 2’sinde melanoma goriiliirken bu oran
Avusturalya’da her 1,000,000 erkekten 558’inde olacak sekilde artmaktadir. Melanoma
beyaz tenli kisiler disindaki irk/etnik gruplarda genellikle daha derin bir Breslow
kalinliginda (timdriin yilizeyinden dermis i¢indeki en derin noktasi arasindaki okiiler
mikrometre ile yapilan 6l¢iim) ve daha ileri bir asamada teshis edilmektedir. Bu durum
genellikle melanoma farkindaliginin az olmasindan kaynaklanmaktadir. Melanoma’dan
gerceklesen Oliim oranlari 1966-1999 yillar arasinda 65 yas ve lstii erkeklerde %157
oraninda artis gostermistir (83). Yasa bagli vaka oranlari analizlerinde 54 ve 74
yaslarinda sirastyla trunkal melanoma ve yiiz ve kulaklarda olusan melanomalarin
artigt  gozlemlenmistir. Melanoma teshisinin ortalama yas araligi 57-62 yaslan
arasindadir. Ancak Amerika Birlesik Devletlerinde 15-24 yaglar arasindaki geng

kadinlarda melanoma goriilme sikliginin son yillarda arttig1 belirlenmistir (84).

Glines 1sinlarina maruz kalmak melanoma’nin olugmasindaki en dnemli dig
etkendir ve Avusturalya, Kanada, Iskandinav iilkeleri Isvicre ve Amerika’daki
melanoma vakalarinin %90’indan fazlasi bu sekilde gelismektedir (85-87). Giines
1s181na maruz kalma sekilleri yaygin olarak; aralikli (giineslenme, dis aktiviteler, giinesli
bolgelerde gecirilen tatiller gibi kisa siireli ancak yogun), kronik (daha sik, birincil
olarak is ile ilgili glines 1sinlarina maruz kalma), toplam giines 1sinlarina maruz kalma
(aralikli ve daha sik maruz kalmanin birlesimi) olmak iizere ilige ayrilmaktadir. Yapilan
arastirmalar kronik giines 1s1¢mma maruz kalmanin melanoma gelisimi iizerinde ¢ok az
veya hi¢ etkisinin olmadigini, toplam giines i1sinlarina maruz kalmanin melanoma
olusum riskiyle pozitif iligkili oldugunu, aralikli giines 1s1§ina maruz kalmanin ise

melanoma riskini arttirdigini géstermistir (88-90).
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Melanomanin olusmasinda dogustan ya da sonradan kazanilmig yaygin ve
atipikal ben sayisi oldukca Onemli bir risk faktoriidir (91). Atipikal ben terimi
genellikle klinik olarak displaziye isaret eden benler i¢in kullanilmaktadir. En az bes
atipikal bene sahip kisilerde, atipikal beni olmayan kisilere gore 6 kat daha fazla
melanoma gelisme durumu gozlenmistir (92). Ben sayisinin veya seklinin yani sira
melanoma risk faktorlerinden bir digeri de ailesel ge¢mistir. Ailesel melanoma toplam
melanoma vakalarinin %5-10’unu olusturmaktadir. Melanoma hastalarinin birincil
dereceden yakinlarinda melanoma olugmasi, ailesinde melanoma olmayan bireylere
gore ¢ok daha ytiksektir (93). Ailesel ve ailesel olmayan melanomay1 birbirinden ayiran
karakteristik durumlar; ilk teshisin erken yasta yapilmasi, daha iyi bir sag kalim, daha
ince lezyonlar, ¢oklu primer lezyonlar ve melanoma olmayan kanserlerin olusumunda

artis1 icermektedir (94).

Hiimoral ve hiicre araciklikli bagisiklik cevabi, anti-tiimor bagisikliginda son
derece dnemli olan iki bilesendir (95). Tiimdr hiicrelerinin yok edilmesinde gorev alan
en Oonemli mekanizma sitotoksik CD8+ T lenfositleridir. Ancak kanser hiicrelerinin
immiinolojik yolaklar1 ve etkilesimleri kendi avantajlarina ve sag kalimlaria
cevirebilmek i¢in modifiye ettikleri bilinmektedir (95). Yapilan son calismalarda organ
nakli ve immiin-baskilayici terapilerden sonra melanoma sikliinin ve agresifliginin
arttig1 belirlenmistir (96, 97). Ayrica UV radyasyona maruz kalindiktan sonra immiin

reaksiyonlarin deride lokal bir sekilde arttig1 da belirlenmistir (98, 99).

2.3.2. Melanomamn Klinik Ozellikleri ve Stmiflandirilmasi

2.3.2.1. Kiitanoz Tiimorler

Melanomanin klinik ve histolojik 6zelliklerine gore alt siniflara ayrilmast Clark
ve arkadaglar1 tarafindan 1969 yilinda ortaya atilmistir (100). Kiitanéz melanomalar
gelisme modellerine gore yiizeysel yayilan, nodiiler, lentigo malignant ve akral lentigo
olmak tizere dort alt gruba ayrilmaktadir (Sekil 2-5) (100, 101). Melanoma alt gruplari
arasinda yiizeysel yayilan melanoma en sik goriilendir. Genellikle 40 - 60 yas arasindaki
kisilerde, erkeklerin govdelerinde kadinlarin ise alt ekstremitelerinde goriilmektedir.
Yayilan yiizeysel melanoma klasik olarak asimetrik, diizensiz oyuklu bir leke veya
farkli renklerde 5 mm’den kii¢lik ve merkezinde kabariklik olan bir papiil olarak baglar.
Zamanla lezyonlar onemli derecede biiyiir. Baslangigta lezyonlar yavas bir sekilde

epidermiste veya ylizeysel papiller dermiste cogalirken bilinmeyen bir nedenle
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malignant melanositler dermis tabakasini isgal eder ve sonucunda nodiil olusan ¢ok

daha hizli dikey biiyiime fazi ortaya ¢ikmaktadir.

Nodiiler melanoma ikinci en sik goriilen melanoma alt tipidir. Yaygin olarak
erkeklerin govde, bas veya boyun boélgelerinde gozlenir. Bu alt tipin haftalar-aylar
siiresinde ¢ok fazla radyal gelisim faz1 gostermeden dikey bir bi¢imde de novo olarak
gelistigi disiiniilmektedir. Bu nedenle ¢ok daha ileri bir asamada teshis edilmektedirler
(102). Baslangigta lezyon diizgiin sinirlart olan asimetrik mavi veya siyah bir nodiil
olarak goriilmektedir. Ancak bu gibi tiimorlerin %?2-8’1 pembe ya da kirmizi olarak da
goriildigiinden  “amelanotik” olarak da adlandirilmaktadir (103). Amelanotik
tiimorlerde goriilen pigment eksikligi ve genellikle ¢ok daha kiiclik boyutlara sahip
olmalarindan  Otiirii  yapilan  teshislerin  %70’inde ilk  olarak melanoma

distintilmemektedir (104).

Bazal membrana niifuz etme Ozelligi bulunmayan ancak melanomaya
doniismeye yiiksek egilimi olan Onciil lezyonlar “melanoma in situ” veya “lentigo
malignant” olarak isimlendirilir. Kiitan6z melanomalar igerisinde goriilme sikligr %9
olan lentigo malignant melanoma, genellikle glines yanigi olugmus deride (yash
insanlarin  bas ve boyun bolgelerinde) ortaya c¢ikar. Diger alt gruplarla
karsilastirildiginda lentigo malignant melanomanin aralikli giines hasar1 yerine
kiimiilatif giines hasartyla olustugu diistinlilmektedir. Lentigo malignant melanoma agik
tenli bireylerde sik goriiliir ve ben sayisi ile bir iliskisi yoktur (105). Lentigo malignant
melanomanin onciil lezyonlart in situ melanomanin lentigo maligna adi verilen bir
cesitidir. Lezyonlar baslangicta genellikle yavas ilerleyen, asimetrik kahverengi-siyah
renk ¢esitliliginde olan diizensiz girintili lekeler olarak goriilmektedir. Dermoskopide
bu boélgeler dairesel graniiler bir desende diizenlenmis diizensiz pigmente noktalarin

kapladig1 hiper pigmente folikiiler agikliklar olarak goriilmektedir (106, 107).

Akral lentigo melanoma ise beyaz tenlilerde nadir olarak goriilirken diger
irklarda (Zenciler, Asyalilar ve Pasifik adalilar) goriilme sikligi artmaktadir. Kiitan6z
melanoma alt gruplari igerisinde goriilme oran1 %5 tir. Avug icleri, ayak tabanlar1 tirnak

dipleri ve tirnak i¢leri gibi viicudun akral bolgelerinde goriilmektedir.
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Sekil 2-5: Melanoma alt gruplari.

(A)Yiizeysel yayilan melanoma, (B) Nodiiler melanoma, (C) Lentigo malignant melnaoma ve (D) Akral

lentigo melanoma.

2.3.2.2. Kiitan6z Olmayan Tiimorler
Normal melanomalar agiz i¢i, 6zefagus, burun igi, siniisler, genital bolge ve aniis
gibi mukozal bolgeler ve gozii de iceren kiitanéz olmayan bolgelerde de bulunabilir.

Melanomanin bu alt gruplari kiitan6z melanomaya gore ¢ok daha nadir goriilmektedir.
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2.3.3. Melanomanin Gelisiminde Rol Alan Molekiiler Mekanizmalar

2.3.3.1. RAS/RAF/MEK/ERK Sinyal Yolag:

RAS ve BRAF, hiicre biiylimesi, sag kalimi ve invazyonunu kontrol eden
mitojen ile aktive edilmis protein kinaz (MAPK) sinyal transdiiksiyon yolaginda rol
alan iki 6nemli molekiildiir. MAPK sinyalizasyonu hiicre membraninda reseptdr tirozin
kinazlarin (RTK) ligandlara baglanmasi veya hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan
RAS-GTPaz iizerinden aktivasyon sinyallerinin iletim ile integrinin ekstraseliiler
matrikse adhezyonu ile baslar. GTP-bagh aktive edilmis RAS, RAF serine-threonin
kinaz veya fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) gibi efektor proteinlere baglanir (108, 109).
Bu yolagin en ¢ok mutasyona ugrayan bileseni {i¢ insan RAF geninden biri olan
BRAF’tir. BRAF genindeki en yaygin mutasyon (vakalarin ~%90) 600.
poziisyonundaki valinin glutamik asit ile yer degistirmesi sonucu meydana gelmektedir
(V600E) (110). BRAFY***, tiimériin biiyiimesinde ve fonksiyonlarim siirdiirmesinde
yardimc1 proliferasyon ve sag kalimi diizenleyen ERK sinyalizasyonunu indiikler (111).
BRAFY*F ayrica otokrin vaskiiler endotelyal biyiime faktorii (VEGF) salmimini
uyararak neoanjiyogeneze de katkida bulunur (112). Melanomada BRAF’in asag1 yonde
diizenlenmesinde (downstream), mikrophthalmia - iligkili transkripsiyon faktori
(MITF) (113) ve POU domain siif 3 transkripsiyon faktér (BRN-2) (111)

transkripsiyon faktorleri; hiicre dongiisii diizenleyicileri siklin D1 (114) ve pl16“P*N*A

(19; ve matriks metalloproteinaz-1 (116) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentez (49) (117)
gibi timor onarim enzimleri de islev gostermektedir. Her ne kadar BRAF mutasyonu
melanositik tiimorlerin gelisiminde erken ve Onemli bir faktdr olarak goriilse de
malignant transformasyon i¢in tek basina bulunmasi yeterli degildir. Buna bagl olarak

benign melanotik benlerin %80’inde BRAF mutasyonu goriilebilmektedir (Sekil 2-6).

MAPK yolagimmin diger bir diizenleyicisi olan NRAS’in de melanoma da
mutasyona ugradigi belirlenmistir. Toplamda melanoma vakalarinin %15-30’unda
biliylik ¢cogunlugu ekzon 1 (kodon 12 ve 13) veya ekzon 2’de (kodon 59 ve 61)
konumlanmig NRAS mutasyonlar1 goriilmektedir (118). NRAS mutasyonlar1 kronik
olmayan gilines yanigi olusmus kisilerin %22’sinde, akral lentigo melanomalarin
%10’unda, mukozal melanomalarin %5’inde ve kronik giines 15181 hasar1 olusmus

kisilerin %15’inde goriilmektedir (119).
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Sekil 2-6: Melanomada Goérev Alan Sinyal Yolaklar: (120).

Genler italik, aktive edici mutasyonlar yesil, inaktive edici mutasyonlar gri ve yildiz imi ile
mutasyonlar belirtilmistir. Sar1 kutular icerisinde verilen oranlar mutasyonlarin tekrarlama sikliklarini
gostermektedir (RTK, reseptor tirozin kinaz; GPCR, G-protein bagli reseptdr; ALM, akral lentigo
melanoma; MucM, mukozal melanoma; CSD, kronik giines 1sinlariyle gelisen melanoma; OcuM, okiiler

melanoma; CM, kiitan6z melanoma.

2.3.3.2. Hiicre Dongiisii

Malign melanoma tiimorleri genellikle genomik dengesizlik gosteren ¢ogalmaya
yatkin hiicrelerdir (121-123). Bunun gibi agresif c¢ogalma durumu, transforme
hiicrelerin normal replikatif yaslanma ve apoptotik sinyali kisitlayarak cogalmayi
indiikleyici dengesiz sinyal transdiiksiyonunu kazanmasi sonucu olugsmaktadir (124). Bu
nedenle normal deri hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini kontrol eden hiicre dongiisii
diizenleyici mekanizmalar melanoma gelisiminde siklikla bozulmaktadir. Ornek olarak
hiicre dongiisii ilerleyisini sinirlandiran G1/S gegisi melanomada da goriilmemektedir
(125). Ailesel melanomadan muzdarip hastalarda yaygin olarak, hiicre dongiisii
kontroliinii  etkisizlestiren kromozomal lokus 9p21 mutasyonu goriilmektedir.
Kromozomal lokus 9p21, hiicre dongiisii ilerleyisini negatif yonde diizenleyen ve siklin

D ve E ve transkripsiyon faktor E2F1 gibi hiicre dongiisiinii ilerletici proteinleri kontrol
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ederek yaslanmaya katkida bulunan pl6INK4A ve alternatif okunma c¢ercevesi
pl4ARF’1 kodlayan CDK2NA’y1 icermektedir (126, 127). Dahast pl16INK4A hiicre
dongiisii ilerletici kinaz, CDK4’e baglanip onu inhibe ederek hiicre dongiisiinde E2F’yi
kontrol etmektedir. Melanomada da artan CDK4-aracilikli sinyalizasyon ve bunun
sonucunda normal hiicre dongiisii ilerleyisinin bozulmasi olarak ortaya ¢ikan
CDK2NA’da germ hatti mutasyonlar1 goriilmektedir (127-129). Hiicre dongiisiiniin
ilerleyisinde meydana gelen bu bozulmalar melanoma hiicrelerinin yaslanmasini
engellemektedir (130). Genetik mutasyonlarin yaninda c¢ekirdek hiicre dongiisii ve
cogalma genlerinin diizenlenmesinde rol alan epigenetik faktorlerin degisimi de
melanoma gelisimi ve ilerleyisine katkida bulunmaktadir. Anormal promotor
hipermetilasyonu gibi kromatin yapisinin direkt modifikasyonu, farkli melanoma

tiplerinde goriilen CDK2NA susturulmasiyla iliskilendirilmektedir (131).

2.4. Mitokondri ve Kanser

2.4.1. Mitokondriyal Fonksiyon Bozukluklar1 ve Kanser

Hanahan ve Weinberg kanserin karakteristik 6zelliklerini; ¢ogalma sinyallerine
siirekli cevap vermek, biliylime baskilayicilarini ortadan kaldirmak, hiicre 6liimiine kars1
koymak, hiicre dliimsiizliigiine olanak saglamak, anjiyogenezi indiiklemek ve invazyon
ve metastazi aktive etmek olarak belirlemistir (132). Yapilan arastirmalar kanserin 6
karakteristik 6zelliginin diizenlenmesinde mitokondriyal fonksiyonlarin 6nemini ortaya
koymustur (133). Mitokondriyal fonksiyon bozukluklari transforme olmus kanser
hiicrelerinin  karakterize oOzelliklerinden olup, primer ve sekonder fonksiyon
bozukluklar1 olarak kategorize edilmektedir (134). Direkt mitokondriyi etkileyen primer
fonksiyon bozukluklari, mitokondriyal DNA (mtDNA) veya mitokondriyal proteinleri
kodlayan niiklear genlerdeki mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Sekonder
mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 ise mitokondri disinda gelisen sinyal etkinlikleri
ile gergekleserek mitokondriyal fonksiyonlart indirekt olarak etkilerler. Kanser
hiicrelerindeki mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 tiimor sag kalimi ve ¢cogalmasin
arttiran metabolik yeniden programlanmaya yol ag¢maktadir. Bunun yaninda
mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 hiicre ¢ogalmasini da diizenleyebilen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) artigina katkida bulunmakta ve kanser olusumu ve gelisimine
yol acan DNA hasar1 ve genetik kararsizligi indiikleyen mutajenlerin daimi kaynagi

olarak da fonksiyon gostermektedir (135).
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2.4.2. Mitokondriyal Enerji Metabolizmasindaki Bozukluklar ve Kanser

Kanser hiicrelerinde goriilen yiiksek glukoz alimimin yaygin olmasi fonksiyon
bozukluguna sahip mitokondrilerin kanserin kdkeni olduguna dair hipotezin olugmasina
yol agmistir (63). Ancak kanser hiicrelerin neden aerobik glikolize bagimli olduklar1 ve
bunun altinda yatan molekiiler mekanizma hala aydinlatilamamigtir. Yapilan son
caligmalar karsinogenezde dort farkli metabolik diizenlenme asamasimin oldugu
hipotezini ortaya atmistir. Buna gore ilk asamada onkogen-aracilikli sinyallere bagh
olarak kanser kok hiicre tranformasyonu olusmaktadir. Ikinci asama, hipoksi ile
indiiklenebilir faktér (HIF), AMP aktive edilmis protein kinaz (AMPK) ve NF- kB
sinyalizasyonunun hipoksi ile indiiklenmesidir. Birinci ve ikinci asamalarda hiicre
metabolizmasi, gen programlanmasi onkojenik ve hipoksik kontroller altinda oldugu
icin, oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek glikolizi indiiklemektedir. Ugiincii asamada
malignite sirasinda yiiksek proliferasyon hizindan dolayr besin eksikligi ortaya
cikmaktadir. Bu asamada mitokondriyal oksidatif fosforilasyon fonksiyonlari, LKBI-
AMPK-p53 ve/veya PI3K-Akt-mTOR yolaklar iizerinden gen diizenlenmesi ile kismen
geri kazanilmaktadir. Myc-aracilikli glutaminolizis de bu siiregte gerceklesmektedir.
Son asamada ise mitokondri yeniden fonksiyon kazanmaktadir (136). Bu nedenle kanser
hiicrelerini yok etmek i¢in tek bir enerji metabolizmasinin bloke edilmesi yeterli
olmamaktadir (137). Cogalan tiimdr hiicrelerindeki katabolik ve anabolik gereksinimler
ele alindiginda mitokondriyal bozukluklar kanser hiicrelerinin sag kalimi igin bir
dezavantaj olusturmaktadir (138). Yine de normal hiicrelerle karsilastirildiginda kanser
hiicrelerindeki yliksek glikolitik aktivitenin baz1 metabolik avantajlar1 sagladig
belirlenmistir. Ilk olarak aktif glikoliz, kanser hiicrelerine hipoksik ortamlar gibi zor
mikro ¢evrelerde sag kalim o6zelligi kazandirmaktadir (139). Ikinci olarak glikoliz
sonucu ortaya ¢ikan metabolik ara {iirlinler, hiicre ¢ogalmasit ve redoks dengesinin
saglanmasinda onemli rollere sahip niikleotid, lipid ve NADPH’in biyosentezi i¢in
gerekli onciil maddelerin 6nemli bir kaynagidir (140). Uciincii olarak ise, glikoliz
stiresince laktat liretiminden Otiiri olusan mikro ¢evre asidifikasyonu tiimor invazyonu

ve metastazina olanak saglamaktadir (141, 142).

Kontrol edilemeyen g¢ogalmanin etkisiyle artan metabolik potansiyel, timor
hiicreleri i¢in birtakim zorluklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Gelismekte olan
bir tiimor hiicresi besin stogunu tiikettiginde hiicresel biyoenerjiyi koruyabilmek igin

stratejiler  gelistirmek  zorundadir. AMPK, hiicresel enerji homeostazinin
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diizenlenmesinde anahtar rol oynayan olduk¢a korunmus heterotrimerik bir proteindir
(143). AMPK baslangicta allosterik olarak AMP tarafindan diizenlenen ve bir katalitik
a-alt tinitesi ve iki diizenleyici 3 ve y alt iinitelerinden olusan bir protein kinazdir (144).
Hiicresel AMP/ATP oranlarindaki degisimlere duyarli olan AMPK, ATP tiiketimi veya
ATP diretiminin kisitlanmasini diizenleyen hiicresel streslere yanit olarak aktive olur
(144). AMP’nin y alt initesine baglanmasi, a-alt iinitesinin kinaz aktivitesini ve
upstream kinazlar tarafindan Thr-172’de fosforilasyonu arttirmaktadir (145).
Glinlimiizde tanimlanmis {ic adet AMPK upstream kinaz bulunmaktadir; timor
baskilayic1 LKB1, kalmodulin bagimli protein kinaz kinaz 3 (CamKKJ) ve doniistiiriicii
biliylime faktori-pB (TGFP) — aktive edilmis kinaz 1 (TAKI) (146-149). LKB1, glukoz
azalmas1 gibi biyoenerjetik stres kosullarinda AMPK’nin aktivasyonu i¢in gereklidir
(150). AMPK’nin metabolik adaptasyondaki downstream etkilerinin bazilar1 p53 tiimor
baskilayicisinin AMPK-bagimli aktivasyonuna dayanmaktadir. AMPK p53°ii Ser-15’te
fosforilleyerek hem transkripsiyonel aktivitesini diizenler hem de metabolik hiicre
dongiisii kontrol noktasini baglatir (151). AMPK-bagimli metabolik kontroliin diger
downstream hedeflerini de Foxo3 ve PGCla olusturmaktadir (152, 153). AMPK’nin
LKBI1 ve p53 gibi hem downstream hem de upstreaminde yer alan tanimlanmis timor
baskilayicilari, AMPK’nin da bir tiimoér baskilayict olarak goérev alabilecegini
onermektedir. Ancak AMPK’nin tiimdr gelisimindeki rolii tam olarak heniiz

belirlenememistir.

2.4.3. Mitokondriyal Biyogenez ve Tiimor Olusumu

Mitokondriyal kiitle iki karsit yolak olan biyogenez ve doniisim ile
belirlenmekte ve bu yolaklar tiimdr olusumunda hem pozitif hem de negatif
diizenleyiciler olarak rol oynamaktadir. Mitokondriyal biyogenezin kanserdeki rolii,
metabolik durum, tiimor heterojenligi, doku tipi, mikro ¢evre ve tiimoriin seviyesi gibi
birgok faktor tarafindan diizenlenmektedir. Buna ek olarak mitokondriyal doniistimiin
secici otofajik yolagi olan mitofaji ise, saglikli mitokondriyal popiilasyonunun

korunmasinda gorev almaktadir.

Mitokondriyal biyogenez, mitokondriyal proteinleri kodlayan hem mitokondri
hem de niiklear kokenli genlerin indiiklenmesini koordine eden transkripsiyonel
programlar tarafindan diizenlenmektedir. Transkripsiyonel ko-aktivatdor olan

peroksizom proliferasyonu ile aktive edilmis reseptor gamma ko-aktivator-1 alfa
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(PGCla), mitokondriyal biyogenezin merkezi diizenleyicisidir (154). PGCla seviyeleri
genellikle timoriin  mitokondriyal kiitleye ne derecede bagimli oldugunun bir
gostergesidir. Yiiksek PGClo anlatimi ise mitokondriyal solunuma bagimliligin bir
belirteci olarak degerlendirilmektedir (154). Ayrica farkli kanser tiplerinde PGClo’nin
fazla anlatimi apoptozu indiiklemekte ve bu nedenle PGCla’nin bir tiimor baskilayici
olarak da gorev aldig1 da diistiniilmektedir (154). Ek olarak HIF1a-aktive edilmis renal
hiicre karsinomalarinda, PGCla azalmakta ve boylece diisiik oksijen kosullarinda
glikolitik metabolizmaya ge¢isi desteklemektedir (155). Bu nedenle tiimor canliliginda
PGClao’nin iki yonlii etkisine de katkida bulunan faktorlerin arastirilmasi onem
kazanmaktadir. PGCla-bagimli mitokondriyal biyogenez ayrica metastazda dnemli bir
asama olan ylizeye bagimli olmayan kanser hiicre biiyiimesine de katki saglamaktadir.
Proteomik analizler metabolizma ve biyogenezde rol alan mitokondriyal proteinlerin
diisiik tutunma 6zelliklerine sahip kiiltiir kosullarinda arttigini belirlemistir (156). Buna
ek olarak hastalardan elde edilen meme kanseri hatlarinda, artan mitokondriyal kiitlenin
timor baglangi¢ aktivitesini zengilestirdigi ve PGCla inhibisyonu ile de aktivasyonun
engellendigi ortaya konmustur (157). Primer ortotopik meme tiimérlerinden in vivo
ortamda gelismis dolasan tiimor hiicrelerinde (CTCs) de mitokondriyal biyogenez ve
solunumun arttigt ve PGClo’nin susturulmasi ile CTCs’lerin ve metastazin azaldigi

belirlenmistir (158).

2.4.4. Mitokondriyal Membran Potansiyeli Degisiklikleri ve Kanser

ATP sentezi, iyon homeostazi, metabolitlerin taginmasi, ROT iiretimi ve hiicre
olimii gibi kritik mitokondriyal fonksiyonlar, fiziko-kimyasal parametrelere (Orn;
transmembran elektriksel potansiyeli (AWn)) baghdir (159). Normal hiicrelerde
normoksik kosullar altinda AW, baslica ATP sentezlenebilmesi i¢in solunum zinciri
tarafindan olusturulur. Anoksi veya siddetli hipoksik durumlarda ise A¥,,, ATP sentez
kompleksinin hidrolitik aktivitesi ve adenin niikleotid translokator aktivitesiyle isletilen
sitozolden matrikse ADP karsiliginda gecen ATP’ nin elektrogenik transferi ile meydana
gelmektedir (160). Ek olarak AWy, neoplastik doniisiim sirasinda, stres uyaranlarina
kars1 duyarliligin belirlenmesinde kritik role sahip mitokondriyal gecirgenlik transisyon
porlarinin kontroliinde de gorev almaktadir (161). Por agikliklarinin diizensizligi timor
hiicrelerinin  hiicre 6liimiinden ka¢gmak i¢in kullandiklar1 bir strateji olarak

diisiiniilmektedir. Dahast  yapilan calismalarda  farkli  kanser hiicrelerinin
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mitokondrilerinde ERK aktivasyonunun arttig1 ve boylelikle CyP-D’in glikojen sentez
3-kinaz bagiml fosforliasyonunun inhibe olmasiyla hiicre 6liimiine kars1 daha direngli
olduklar1 belirlenmistir (162). Bunun diginda mitokondri i¢ membraninda bulunan ikinci
bir ayrigtirict protein olan UCP2 de AY,, diizenlenmesinde goérev almaktadir. Son
yapilan c¢alismalarda UCP2’nin anlatiminin farkli kemo-direngli kanser hiicrelerde
arttig1 belirlemistir. UCP2’deki bu artis ayrica apoptoz esiginin artmasi ile de iligkilidir
(163).

2.4.5. Mitokondriyal Dinamiklerin Kanser Gelisimi ve Ilerleyisindeki Rolii

Hiicre oliim sinyallerinden kagis, timor hiicrelerinin belirgin karakteristik
ozelliklerinden biridir. Hiicresel yasam ve oliim sinyallerinin diizenlenmesi, Bcl-2
ailesi proteinleri tarafindan yiiriitiilen ve mitokondride yogunlasan 6nemli bir siirectir.
Bcl-2 ailesi proteinleri ayrica mitokondri morfoloji degisimlerinin diizenlenmesinde de
rol oynamaktadir. Genellikle onclil sagkalim sinyalleri, uzamis (elongated)
mitokondriler ile iliskilendirilmekte, hiicre Olimii ise mitokondriyal fraksiyonlarla
beraber goriilmektedir. Bcl-2'nin fazla anlatimi lenfomada hiicre Oliimiine katki
saglamakta ve bu nedenle bir tiimor belirteci olarak kullanilmaktadir (164-166).
C.elegans’daki BCL-2’nin homologu olan CED-9’un, mitokondriyal fiizyonu MFN2 ile
etkilesim kurarak indiikledigi belirlenmistir (167). Buna karsin Bcl-Xi’in de Drpl
GTPaz aktivitesini diizenleyerek mitokondriyal fizyonu arttirdigi bildirilmistir (168).
Proapoptotik Bak ve Bax, Drpl’i mitokondriyal fizyonu arttirmak iizere dengede
tutmakta (stabilize) ve ayrica Bak” Bax”" hiicrelerde de uzamis mitokondriyal aglar
goriilmektedir (169). llging olarak Bax, fizyon bdlgelerinde Drpl ve Mfn2 ile
kolokalize olarak mitokondriyal membran permeabiliasyonunu tesvik etmektedir (170).
Timor hiicrelerinin diger bir o6zelligi de 2.4.2 bashginda behsedildigi gibi ATP
iretiminin oksidatif fosforilasyondan glikolize dogru kaymasidir (55). Oksidatif
fosforilasyon yapan hiicrelerde mitokondrilerin daha uzamis halde olduklari, glikolitik
hiicrelerde ise daha fragmente durumda bulunduklar1 belirlenmistir (171, 172). Bu
dinamik degisikliklerin altinda yatan molekiiler mekanizma, fiizyon proteinlerinden
Mitnl, Mfn2 veya OPAl’in seviyelerinin azalmasi ile birlikte TCA dongiisliniin
inhibisyonu, oksidatif fosforilasyonun azalmasi ve glikoliz ve laktik fermentasyonun
artig1 ile agiklanmaktadir (13, 173). Bunun yaninda tiimor kiitlelerinde HIF1’e bagh

olarak hipoksik kosullara karsi gelisen hiicresel cevaplar mitokondriyal uzamay1
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tetikleyerek apoptotik uyarilara karsi direnci arttirmaktadir (174). Diger bir taraftan
mitokondriyal fiizyon i¢in efektif oksidatif fosforilasyon ve uygun bir mitokondri

membran potansiyeli gereklidir (175).

Tiimdr hiicrelerinin bir diger 6zelligi de hiicre dongiisii kontrol noktalarin
asarak cogalmalaridir. Mitokondrilerin hiicre dongiisiiniin S ve M fazlarinda, fragmente
halde bulunmalar1 oksidatif fosforilasyonda gecici bir azalma olusturmakta (reaktif
oksijen tiirlerinin ana kaynagi oldugundan) ve bdylece DNA replikasyonu sirasindaki
mutasyon olasiligr azalmaktadir. Hiicre dongiisii sirasinda goriilen mitokondriyal
fragmentasyon ayrica mitokondrinin kardes hiicrelere esit dagilimi i¢in de gereklidir
(176, 177). Bu siireg, S faz1 baslangicinda Drp’i fosforilleyen CDK1/Siklin B kompleksi
tarafindan diizenlenmekte ve Drp’in mitokondride toplanmasi ve sonrasinda
mitokondriyal fragmentasyon ile sonuglanmaktadir. Ancak tiimor hiicrelerinde hiicre
dongiisii isleyisi ve CDK1 aktivitesi bozuldugundan bu durumun mitokondri morfolojisi

izerine etkisinin de arastirilmasi gerekmektedir.

2.4.6. Ca’" Sinyalizasyonu ve Kanser Hiicre Gogii

ikincil haberci olan Ca*, hiicre déngiisii kontrolii, sag kalim, apoptoz, hiicre
gbcli ve gen ekspresyonu gibi temel fizyolojik fonksiyonlar i¢in énemli bir sinyalcidir
(178). Hiicre i¢i Ca*" dengesinin diizenlenmesi, hem hiicre disindan Ca*" girisi hem de
endoplazmik retiklum ve mitokondri gibi hiicre i¢i kaynaklardan saglanmaktadir (179).
Hiicre dis1 ortamda Ca®" konsantrasyonu 1-2 mM civarmdayken dinlenim durumunda
hiicre i¢i Ca®" miktar1 oram1 100 nM olarak belirlenmistir (180). Ozellesmis kalsiyum
pompalari, kanallar1 ve kalsiyum baglayan proteinler, hiicreler tarafindan hiicresel
dengeyi korumak ve belirli hiicresel fonksiyonlar1 silirdirmek i¢in kalsiyum
sinyalizasyonunda kullanilmaktadir (178). Sitozolik serbest Ca*" degisiklikleri; gegici,
uzun siireli veya kalsiyum kivilcimlart (sparks) gibi oldukca sinirlt bir bolgede etkili
genel Ca’" artis1 olmak iizere ti¢ farkli sekilde meydana gelmektedir (181). Kalsiyum
sinyalizasyonundaki bu karmasiklik, kalsiyum sinyalindeki deregiilasyonlarin kanseri
de iceren cesitli patolojik siire¢lerin bir 6zelligi olabilecegi seklinde yorumlanmaktadir
(181). Kalsiyum sinyalizasyonunu kanserde arastiran bircok caligsma sitoplazmik
serbest Ca®" konsantrasyonlarim diizenleyen proteinlerin anlatim seviyelerini belirleme
odaklidir. Ca®* duyarli belirteglerin gelistirilmesi, Fura-2 ve Fluo-4 gibi floresan boyalar

gibi, ve genetik olarak dizilenmis Ca®" belirtegleri sitoplazma ve alt hiicresel
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organellerdeki Ca*’un sayisallastirilmasina olanak saglamustir (182, 183). Diizensiz bir
bicimde calisan kalsiyum kanallar1 ve pompalarinin belirlenmesinden sonra yapilan
arastirmalarda gen susturma yaklasimlari ve/veya kimyasal inhibitorler/aktivatorler
kullanilarak kalsiyum sinyali ve kanser iligkili siire¢ler (¢ogalma ve hiicre gocii)
arasindaki iligki belirlenmeye ¢alisilmistir. Hiicre gogii ve invazyon, tiimoér metastazi
icin gerekli iki kosuldur. Go¢ yetenegi kanserli hiicrelere, birincil kaynak bolgelerinden
kagmalarima ve yayilmalarina olanak saglayan bir 0Ozelliktir. Hiicre-substrat
adhezyonunun konumsal ve zamansal koordinasyonu, aktin sitoiskeleti, kas olmayan
miyozin II aracilikli kasilma ve hiicre-substrat kopmasi hiicre gocii i¢in gereklidir (184,
185). Hiicre dis1 kemo-gekici uyaranlarin diginda hiicre gocli konum ve zamana bagh
olarak hiicre i¢i Ca® sinyalizasyonu ile de koordine edilmektedir (186). Hiicre gogii
sirasinda Ca® sinyalizasyonunun, yon algilama, sitoiskelet dagilimi, ¢ekme giicii
olusumu ve merkezi adhezyonlarin yer degisimi gibi ¢ok islevli bir rolii bulunmaktadir
(187). Kutuplasmis, go¢ eden hiicrelerde, hiicrenin arka kisminda yiiksek
konsantrasyonda olmak iizere, arka kismin biiziilmesinden sorumlu oldugu diisiiniilen
ve arkadan-Gne dogru azalan bir [Ca®]; gradiyenti olusmaktadir (188). Ca®*
konsantrasyonlarmmn artisi plazma membranindan Ca**-gegirgen kanallar veya
endoplazmik retikulum gibi i¢ kaynaklardan Ca®"’un ryanodine reseptorii (RYR)
ve/veya inositol-1,4,5-trifosfat reseptér (IP3R) kanallar1 ile tasmimi {izerinden
gerceklesmektedir (189). Bunun yaninda diizensiz mitokondriyal Ca”™" akar dengesinin
(homeostasis) de tiimdr olusumundaki rolii son yapilan c¢alismalar ile dikkat
¢ekmektedir (190). Kanser hiicrelerinde goriilen mitokondriyal Ca** alimindaki
azalmanin, mitokondriyal i¢ apoptotik yolak aktivasyonunu azaltacagi ve bdylece

metastaza katkida bulunacagi ongoriilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kimyasal Maddeler
Mdivi-1 (Selleck Chem)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) (Lonza)
MCDB 153 Medyum (BioScience)

Leibovitz L-15 Medyum (BioScience)

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) (Lonza)
Tripsin-EDTA (%0.25) (Gibco)

FBS (Fetal Bovine Serumu) (Gibco)
Penicillin-Streptomycin (Gibco)

Rhodamin 123 (Santa Cruz)

MitoTracker Red (Life Technologies)

Drp-1 Primer Antikor (Santa Cruz)

Mfn-1 Primer Antikor (Santa Cruz)

Mfn-2 Primer Antikor (Santa Cruz)

OPA-1 Primer Antikor (Santa Cruz)

Aktin Primer Antikor (Santa Cruz)

AMPKa Primer Antikor (Cell Signalling)

pAMPKa Primer Antikor (Cell Signalling)

PGC1-a Primer Antikor (CalBioChem)

Presto Blue (Life Technologies)

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (D-PBS) (Corning)

Drp-1 siRNA (Sigma)

32



33

Mifn-2 siRNA (Sigma)

Opti-MEM (Life Technologies)

DNMIL primer (Forward-Reverse) (Sigma)

MFNI primer (Forward-Reverse) (Sigma)

MFN?2 primer (Forward-Reverse) (Sigma)

OPAL1 primer (Forward-Reverse) (Sigma)
Lipofectamine RNAimax (Life Technologies)

iScript Reverse Transkripsiyon Supermix (Biorad)
SYBR Green Master Mix (ABI)

Propidium lodide (Sigma)

Riboniikleaz A (Sigma)

RIPA Buffer (Thermo)

Bradford Assay Reagent (Bio-RAD)

XF Media ve Kalibre edici Buffer (Seahorse Bioscience)
Tris, Tween-20, metanol, etanol, HCl, NaCl, KCl, NaHCO; ve diger tiim kimyasal
malzemeler Sigma ve Merck firmasindan saglandi.
3.1.2. Kitler

FITC Annexin V Apoptoz Belirleme Kiti (BD Pharmingen)
XF 96 Hiicre kiiltiir microplate (Seahorse Bioscience)
RNeasy mini kit (QIAGEN)

Boyden Chamber Inserts 24 kuyulu plate (8 pm)

3.1.3. Cihazlar

Buz Makinas1 (Hoshizaki)

Derin Dondurucu (-80°C) (NUAIRE)

Distile Su Cihaz1 (GFL)

Etiiv (Sanyo)
FACS Flow Cihazi (Becton Dickinson)



Laminar Hava Akim Cihazi1 ELB 2472 (Heraus)
Manyetik Calkalayici (BioSan)

Otoklav (HIRAYAMA)

pH metre

Santrifiij (Hettich)

Sivi Azot Tanki (34 XT Taylor-Wharton)
Synergy HTX plate okuyucu (BioTek)
Luminesans Spektrometresi (LS45-Perkin Elmer)
NanoDrop (Thermo)

PCR cihaz1 (Mastercycler ep realplex-Eppendorf)
Ters Mikroskop (Olympus)

Vorteks (Biosan)

XF Extra Cellular Flux Analiz Cihazi (Seahorse Bioscience)
Konfokal Mikroskobu (OLYMPUS FV1000)

3.1.4. Calismada Kullanilan Eriyikler
Phosphate Buffer Saline (PBS)

1,44 g NazHPO4. 2 Hzo
0,2 g KHzHPO4
8,0 g NaCl

0,2 g KCl
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800 ml dH,O ile ¢oziilerek pH 1 M HCl ile 7,4 olacak sekilde ayarlanarak son hacim 1

1t’ye tamamlandi.
Tris Buffer Saline (TBS)
6,05 g Tris

8,76 g NaCl

800 ml dH,O ile ¢oziilerek pH 1 M HCl ile 7,5 olacak sekilde ayarlanarak son hacim 1

1t’ye tamamlandi.



TBS-T (%0.05)

10 mM Tris-HCI (pH: 8.0)

150 mM NaCl

%0.05 Tween 20
Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) Lizis Tamponu
965 ul RIPA tamponu

10 pul PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)
10 pul SOD (sodium orthovanadate)

15 pl Proteaz inhibitorii

Poliakrilamd Jel Elektroforezi (PAGE) Alt Jeli (%12)
3,22 ml Akrilamid/bisaskrilamid (30:0,8)

2 ml Tris-HCI (1,5 M pH: 8.8)

2,72 ml dH,O

0,075 ml %10 Sodyum dodesil siilfat (SDS)
30 ul %10 Amonyum per siilfat (APS)

15 Wl TEMED

PAGE Ust Jeli (%5)

0,42 ml Akrilamid/bisaskrilamid (30:0,8)
0,625 ml Tris-HCI (IM pH: 6.8)

1,46 ml dH,O

25 ul %10 Sodyum dodesil siilfat (SDS)

10 ul %10 Amonyum per siilfat (APS)

5 ul TEMED
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PAGE Yiikleme Tamponu (5x)

10 mM B-merkapto-etanol

%10 SDS

%20 Gliserol

0.2 M Tris-HCI pH:6.8

%0.05 Bromfenol mavisi

Tris-Glisin-SDS PAGE Yiiriitme Tamponu
30 g Tris-Base

144 g Glisin

10 g SDS

1000 ml dH,0O’da ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi.

XF Hiicre Mito Stres Test Deney Medyumu
25 mM Glukoz
2 mM Sodyum Piruvat

2 mM L-glutamine
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100 ml XF Base Medyumunda pH 7.4 olacak sekilde ayarlanarak kullanima hazir hale

getirildi.
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Hiicre Kiiltiir Calismalan
3.2.1.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Calismada kullanilan, A375 (Insan Melanoma Hiicresi), ve HaCaT (insan
Keratinosit Hiicresi) hiicreleri standart kiiltlir kosullarinda, % 10 FBS ve % 1 antibiyotik
(100 pg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin) igeren DMEM igerisinde, MeWo
hiicreleri (Insan Melanoma Hiicresi) % 10 FBS ve % 1 antibiyotik (100 pg/ml
streptomisin ve 100 U/ml penisilin) iceren EMEM icerisinde ve WM?793 hiicreleri
(Insan Melanoma Hiicresi) %80 MCDBI153, %20 Leibovitz’s L-15, %1 FBS, % 1
antibiyotik (100 pg/ml streptomisin ve 100 U/ml penisilin), 5 pg/ml insiilin ve 1.68 mM
CaCl, igeren medyum igerisinde kiiltiir siselerine (flask) ekilerek 37°C’de % 5 CO’li
inkiibatorde c¢ogaltildi. Ters mikroskopta 2-3 giinde bir kontrol edilen hiicreler
semikonfluent duruma geldiginde hiicre kaziyicisi ile yiizeyden kaldirilarak 15 ml’lik
steril santrifiij tiiplerine aktarildi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildikten
sonra iist siv1 atildr ve pelet 1-2 ml taze medyumda ¢o6ziildii. Hiicreler her yeni pasajda
1-2 x 10° hiicre/ml olacak sekilde taze medyum igeren kiiltlir siselerine eklendi ve
cogalmaya birakildi. Bu sekilde 2-3 giinde bir kontrol edilen hiicrelerin, belirli

araliklarla yeni pasajlar1 yapildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre kaziyicist ile kiiltiir sisesi yilizeyinden kazinan hiicreler, 15 ml’lik santrifiij
tiiplerinde 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildi ve st sivilart atildi. Tiip
icerisindeki hiicre sayis1 5 x 10° olacak sekilde ayarlandi. 1/9 oraninda DMSO/FBS
icinde soguga dayanikli kryotiiplere alinan hiicreler 24 saat -80°C’de bekletildikten

sonra s1v1 azot tankina (-196 °C) aktarildi.

3.2.2. Hiicrelerin Mdivi-1 ile Muamele Edilmesi

3.2.2.1. Hiicre Sayis1 ve Canliligin Belirlenmesi

Melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793) ve keratinosit hiicreleri
(HaCaT) 96 kuyulu diiz tabanl platelere her kuyuda 3 x 10 hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicreler 20 pM mitokondriyal fizyon inhibitorii (Mdivi-1) ile 72 saat inkiibe edildi.
Hiicre canlilig1 presto blue canlilik analizi ile yiiriitiildi. Mdivi-1 ile 72 saat inkiibasyon

sonunda hiicrelere presto blue ajani1 eklenerek 37°C %5 CO;'de 30 dakika bekletildi.
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Absorbanslar BioTek Synergy HTX marka plate okuyucuda ex 560 nm - em 590 nm
araliginda okutuldu. Ug farkli deneyden elde edilen hiicre canliligindaki degisimler,
mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerin kontrol hiicrelerine oranlanmasi ile bagil olarak

degerlendirildi.

(Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicre canliligi/kontrol hiicresi canliligi) x 100

siRNA ile gece boyunca inkiibe edilmis melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793)
ve keratinosit hiicrelerinin (HaCaT) hiicre canliliklart ise hiicreler normal medyuma
gecirildikten sonra 24 saatte bir olmak tizere 120 saat boyunca presto blue analizi ile
yuritildi. Hiicre canliliklar, ¢ farkli deneyden alinan verilerin ortalamalari

hesaplanarak degerlendirildi.

3.2.2.2. Mitokondri Morfoloji Degisimlerinin Konfokal Mikroskobu ile
Incelenmesi

Melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793) ve keratinosit hiicreleri
(HaCaT) 6 kuyulu micro-slide’lara (ibidi) kuyu basma 3 x 10° hiicre/ml olacak sekilde
ekildi. Hiicreler 20 pM Mdivi-1 ile 37°C %5 CO, ve 37 C %1 O,’li ortamda her iki
kosulda da 72 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler soguk DPBS
ile iki kez yikandiktan sonra 25 nM Mitotracker Red Boyama soliisyonunda 20 dakika
37°C %5 CO, bulunan etiivde inkiibe edildi. Hiicrelerin mitokondri morfolojisindeki
degisimler OLYMPUS FV1000 lazer konfokal mikroskobunda 60x biiyiitme ile
gozlemlendi. Mitokondri morfolojisindeki degisimler Image] programinda filtreleme
(medyan), esik deger (thresholding), veri ¢iftleme (binarization) ve partikiil analizi

kullanilarak,

(partikiil sayist x 10000)/toplam mitokondriyal piksel

formiiliine gore, li¢ farkli deneyden elde edilen goriintiilerden rastgele secim yapilarak

degerlendirildi.
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3.2.3. Protein ifadesindeki Degisimlerin Belirlenmesi

3.2.3.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Mdivi-1 ile 72 saat inkiibe edilen hiicreler kuyulardan hiicre kaziyicist yardimi
ile toplandi. 2 kez soguk PBS ile yikandiktan sonra hiicrelerin iizerine RIPA hiicre lizis
tamponu eklenerek 20 dakika +4°C ortamda bulunan donen platform {izerinde
bekletildi. Hiicreler bu islemin ardindan 15 dakika +4°C santrifiijjde 14000 RPM’de

santrifiij edildi. Siipernatanlar toplanarak -20°C” de saklandi.

3.2.3.2. Protein Konsantrasyonunun Bradford Yontemi ile Belirlenmesi

Elde edilen hiicre lizatlarindaki protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile
belirlendi. 5x Bradford soliisyonu dH,O ile 1x’ e sulandirildi. Blank, standartlar ve her
bir ornek icin test tliplerine 1 ml bradford soliisyonu eklendi. Standartlar icin ayrilan
tiplere 1, 2, 4, 10 ve 20 pg/ml BSA, 6rnekler icin ayrilan tliplere ise 2 pl hiicre lizati
eklendi. 96 kuyulu plate’e blank, standart ve hiicre lizatlar1 ikiserli tekrarlar halinde
eklendi ve absorbanslar 590 nm de okutuldu. Cikan sonuglara gore standart egri

hazirlanarak 6rneklerin protein konsantrasyonu belirlendi.

3.2.3.3. Proteinlerin SDS-PAGE Yéntemi fle Aynistirlmasi Ve ifadelerinin
Western Blot Yontemi lle Goriintiilenmesi

Konsantrasyonlar1 belirlenen 6rneklere yiikleme tamponu eklenerek 100 °C’de
10 dakika denatiire edildi. Ornekler, % 4-12 lik jellere, kuyu basma 40 pg olacak
sekilde ytiklendi. 140 mV akimda 45 dakika siirdiiriilen elektroforez iglemiyle proteinler
molekiil agirliklarina gore ayristirildiktan sonra kuru aktarim ile nitroseliiloz membrana
aktarildi. Membran 1 saat %5 BSA iceren TBS-T (% 0.1 Tween-20) soliisyonunda oda
sicakliginda calkalayici iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 3 kez 10’ar
dakika TBS-T ile yikandi. Membran, %5 BSA iceren TBS-T ile uygun
konsantrasyonlarda hazirlanmis primer antikorlar (Drp-1, Mfn2, Mfnl, OPA1, PGCla,
Aktin, AMPKa, phospo-AMPK) ile +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 membran 3 kez 10 dakika TBS-T ile yikandi. Membran, %5 BSA’l1 TBS-T ile
1:3000 sulandirilan HRP isaretli sekonder antikor (kullanilan primer antikora uygun
kaynakli) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. 3 kez 10 dakika TBS-T ile
yikandiktan sonra kromojenik bir substrat olan TMB ile karanlikta bantlar goriiniir hale

gelene kadar bekletildi. Reaksiyon membranin dH,O ile yikanmasiyla sonlandirildi.
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3.2.4. siRNA Transfeksiyonu Ile Mitokondriyal Dinamiklerle Tlgili Protein
Anlatimlarinin Susturulmasi

Mitokondriyal fizyon ve flizyonda gorevli sirastyla Drp-1 ve Mifn-2
proteinlerinin anlatimlarinin susturulmasi icin siRNA transfeksiyonu gergeklestirildi
(Tablo 3-1). Bu islem i¢cin melanoma ve keratinosit hiicreleri 6 kuyulu platelere 2 x 10°
hiicre/ml olacak sekilde ekildi. Transfeksiyon isleminden Once ortamdan medyumlar
uzaklastirilarak bunun yerine 1 ml OPTI-MEM eklendi. Farkli konsantrasyonlardaki
siRNA’ler (10, 25, 50 ve 100 nM) kuyu basma 6 pl Lipofectamine RNAmix
kullanilarak ortama eklendi ve hiicreler gece boyu 37 C %5 CO,’li etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda siRNA’li ortam uzaklastirilarak hiicrelerin iizerine tekrar
complete-medyum eklendi ve 48 saat daha 37°C %5 CO,’li etiivde inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda siRNA etkinliginin saptanabilmesi igin érneklerin protein

anlatimlart yontemler kisminin 3.2.3.3 basligindaki western blot analizi ile belirlendi.

Tablo 3-1: Calismada kullamilan siRNA dizileri

Primer Ad1 Dizi (5'-3')

Drp-1 siRNA (1) | GUAAUACUGAGACUUUGUU[dT] [dT]

Drp-1 siRNA (2) | CUGAUUCAAUCCGUGAUGA[AT] [dT]

Min 2 siRNA (1) | GUGAUGUGGCCCAACUCUA[AT] [dT]

Min 2 siRNA (2) | GUGAUCAAUGCCAUGCUCU[T] [dT]

3.2.5. Mitokondri Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Mdivi-1 ve Drp-1 ve Mfn2 siRNA ile muamele edilmis melanoma hiicrelerinin
mitokondri membran potansiyellerinin belirlenebilmesi i¢in, inkiibasyon siireleri
sonunda hiicreler kuyulardan toplanarak FACS tiiplerine alindi. 3000 devir/dakika’da 5
dakika santrifiij edilen hiicrelerin iist sivilar1 uzaklastirildiktan sonra pelet tizerine 2 ml
serumsuz medyum eklendi ve tiipler karistirildi. Kontrol hari¢ diger tiiplere, 1 pl/ml
rhodamin 123 eklendi ve tiipler karistirildi. 15 dakika karanlikta 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivilart
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uzaklastirildi ve her tiipe 2,5 ml PBS eklendi. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij
edildi. Ust sivilar1 uzaklastirild, her tiip {izerine 500 ul PBS eklendi. Ornekler akim

sitometri cihazindan gegirildi ve analizleri yapildi.

3.2.6. Hiicre Dongiisii Analizleri

Melanoma ve keratinosit hiicreleri 6 kuyulu platelere 2 x 10° hiicre/ml olacak
sekilde ekildi. Mdivi-1 ve Drp-1 ve Mfn-2 siRNA ile islem gérmiis hiicreler kuyulardan
tripsin-EDTA ile kaldirilarak 2 kez soguk PBS ile yikandi. Hiicreler 15 ml falkon
tiiplere alinarak 5 ml %95 etanolde gece boyunca +4°C’de fikse edildi. Fiksasyon
sonunda hiicrelerden etanol santrifiij islemi ile uzaklastirildi. Hiicrelerin {izerine
propidium iodide (50 pg/ml) ve 100 pg/ml Riboniikleaz A eklendi ve 30 dakika 37°C
%5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicreler flow sitometri cihazinda

analiz edildi.

3.2.7. Hiicre Go¢ Analizleri

Melanoma hiicreleri 6 kuyulu platelere 2 x 10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi.
Mdivi-1 ile islem gormiis hiicreler kuyulardan tripsin-EDTA ile kaldirilarak 2 kez PBS
ile yikandi. Yikama isleminden sonra hiicreler sayilarak gog¢ analizleri i¢in 6zel
tasarlanmig 8 pm por biiyiikliigiine sahip Boyden haznelerine 1x 10° hiicre/ml olacak
sekilde ekildi. Hazneler FBS’li medyum igerisine yerlestirilerek gece boyunca 37 C %5
COy’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hazneler igerisindeki iist sivi
dokiilerek membran iizerindeki hiicreler bir kulak temizleyicisi ile toplandi. Hazneler
sirastyla fiksatif ve boyaya batirildiktan sonra, fazla boya son asamada suya batirilarak
uzaklastirildi. Hazneler kurutulduktan sonra mikroskop altinda go¢ etmis hiicreler
boyal1 gb¢ etmemis hiicreler ise boyanmamis olarak belirlendi ve goriintiilendi. Daha
sonra ii¢ farkli deneyden elde edilen rastgele secilmis goriintiilerde hiicrelerin sayimi

yapild.

Boyden haznesinin yani sira hiicre gog¢ii kimyasal ¢ekici bir madde
kullanmaksizin yara ¢izgisi (wound scratch) yontemi ile de degerlendirildi. Hiicreler 6
kuyulu platelere 2 x 10> hiicre/ml olacak sekilde ekildi. Mdivi-1, Drp-1 ve Mfn 2
siRNA ile islem goren hiicrelere inkiibasyon siireleri sonunda kuyularin tam ortasindan
gececek sekilde 200 ul’lik pipet ucu yardimiyla ince bir hat ¢izildi. Plate tabanindan
ayrilan hiicreler kuyulardan bir kez PBS ile yikanarak uzaklastirildiktan sonra iizerlerine

uygun complete medyum eklendi. 24 ve 48 saat sonra hiicreler mikroskop yardimai ile
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goriintiilendi. Ug farkli deneyden elde edilen gériintiiler Image] programinin MRI

Wound Healing Tool yamasi kullanilarak degerlendirildi.

3.2.8. Mitokondri Dinamikleriyle iliskili Gen ifadelerinin qPCR ile Belirlenmesi

3.2.8.1. RNA izolasyonu

10 cm’lik petri kaplarina ekilen melanoma ve keratinosit hiicreleri hiicre
kaziyicist ile petri kaplarindan kaldirilarak iki kez soguk PBS ile yikandi. Hiicrelerin
RNA izolasyonu RNeasy mini kit (QIAGEN) ile yapildi. Pelet iizerine kit igerisinde
bulunan Buffer RLT’den 350 pl eklenerek vortekslendi. Bu soliisyonun {izerine 1:1
oraninda %70 etanol eklenerek pipetaj yontemi ile karistirildi. Kit igeriginde bulunan
kolon igerisine soliisyon aktarilarak 30 saniye 8000 rpm’de santrifiij edildi ve {ist siv1
ortamdan uzaklastirildi. Kolon iizerine 700 pl Buffer RW1 eklenerek 30 saniye 8000
rpm’de santrifiij edildi. Ust s1v1 ortamdan uzaklastirildiktan sonra kolona 500 pl Buffer
RPE eklenerek tekrar 30 saniye 8000 rpm’de santrifiij edildi. Bu islem ayni sekilde
santrifiij siiresi 2 dakika olacak sekilde tekrar edildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra
kolonda kalan siviy1 uzaklastirabilmek icin 6rnekler tekrar 14000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolonlar yeni 1.5 ml ependorf tiiplere alinarak tizerlerine 30 ul RNase-
free su eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen
ornekler -80°C’de saklandi.

3.2.8.2. Ters Transkripsiyon PCR (RT PCR)

Hiicrelerden izole edilen RNA konsantrasyonu NanoDrop cihazi ile 6l¢iildii. Her
bir reaksiyon icin 20 pl hacim icerisinde 3 pg RNA, 4 ul RT (ters transkripsiyon) mix
ve RNase free su kullanildi. Her bir 6rnek i¢in 3 tekrar yapildi. Reaksiyon protokolii;
25°C’de 5 dakika baslangi¢ (priming), 42°C’de 30 dakika ters transkripsiyon ve
85°C’de 5 dakika ters transkriptaz etkisizlestirme olacak seklinde gerceklestirildi.

3.2.8.3. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

PCR sonunda elde edilen cDNA’ler qPCR islemi uygulanana kadar -20°C’de
saklandi. 96 kuyulu PCR platelerine kuyu basina toplam hacim 20 pl olacak sekilde, 10
pul SYBR Mix, 5 pl ¢cDNA, 1 pl primer ve 4 pul dH,O eklendi. Kullanilan primerler;
DNMIL, MFN-1, MFN-2, OPA-1 ve B -Aktin olarak se¢ildi (Tablo 3-2). Cihazdan
uygun program segilerek Ornekler 1 saat boyunca yiiriitildi. Cikan sonuclar AACt

hesaplamasina gore degerlendirildi.
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ACt = Ctara;'tzrzlan gen C ZJmusekeeping gen
AACt = Actdeney grubu _ Actkontrol
RO (Rolatif sayisallastirma) = aac
'y

Tablo 3-2: Calismada kullamilan primer dizileri

Primer Adx

Dizi (5°-3°)

DNMIL - Forward CTGATTCAATCCGTGATGAG
DNMIL - Reverse AACCTGTTTAGAGTCCTAGC
OPA 1 - Forward TGAGTTGGAATGCAATGATG
OPA 1 - Reverse GTTGCCTTAAAGTATTTGCG

MFN 1 - Forward

ATCTTTGAGGAGTGTATCTCG

MEFN 1 - Reverse

GTAGCTAGTATCTGTTTAGCTC

MFN 2 - Forward

CTTCTTTGTGTCTGCTAAGG

MFN 2 - Reverse

CTGAAACTCAAACATCCTCAC

B-Aktin - Forward

TTCTACAATGAGCTGCGTGTG

B-Aktin - Reverse

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

3.2.9. Oksijen Tiiketim Ve Ekstraseliiler Asidifikasyon Oranlarinin Belirlenmesi

3.2.9.1. Hiicrelerin 96 kuyulu XF96 Hiicre Kiiltiirii Platlerine Ekimi

Cihaza uygun 96 kuyulu platelere her kuyuda 10.000 hiicre ve her bir 6rnek icin
3 tekrar olacak sekilde hiicre ekildi. Plate kdselerindeki kuyular (A1, A12, H1, H12)
arka plan diizeltme kuyulart oldugu i¢in bu kuyulara yalnizca medyum eklendi. Hiicre

kiiltiir kabini igerisinde ekim yapilan plate inkiibatore tasinmadan once 1 saat bekletildi.
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Boylelikle hiicrelerin kuyularin kenarlarinda yogunlagmasi engellendi. Gece boyu

inkiibasyondan sonra hiicrelere uygun derisimlerde mdivi-1 verildi.

3.2.9.2. Sensor Kartusunun Hidratlanmasi ve Cihaza Yerlestirilmesi

Kit igerisinde bulunan utility plate’inin her bir kuyusuna 200 ul Seahorse XF
kalibrator soliisyonundan eklendi. Sensor kartusu utility plate’inin igerisinde batirildu.
Soliisyon igerisindeki kartus CO,’siz 37°C inkiibatdrde gece boyu inkiibe edildi. XF
kalibratoriiniin buharlagsmasini engellemek i¢in inkiibatoriin igerisine bir kap dH,O
konuldu. Onceden hazirlanan deney medyumu 1sitild1 ve her bir kuyudaki hiicreler bu
medyum ile 2 kez yikandi. Hiicrelerin {izerine kuyu basina 175 pl deney medyumu
eklendi ve CO;’siz 37°C inkiibatorde analizden 6nce 1 saat bekletildi. Hiicreleri i¢eren

sensoOr kartusu cihaza yiiklendi ve uygun program secilerek analiz baslatildi.

3.2.10. Hiicre i¢ci Kalsiyum Miktarlarinin FURA-2 AM ile Belirlenmesi

Melanoma hiicreleri ve keratinositler mdivi-1 ile 72 saat 37°C %5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildikten sonra 2 kez kalsiyum ve magnezyum icermeyen HBSS
soliisyonu (HBSS, 20 mM HEPES, 2 g/l D-glucose, pH 7.4) ile yikandi. 1 ml HBSS
sollisyonu igerisinde siispanse hale getirilen hiicrelerin lizerine 1 pM FURA 2-AM ve
1/1.5 (hacim/hacim) oraninda F-127 Pluronic asit eklenerek oda sicakliginda karanlikta
30 dakika bekletildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 1 kez HBSS soliisyonu ile yikand: ve
0.5 ml HBSS soliisyonu igerisinde ¢oziilerek floresans spektroskopisinde ol¢limler

340/380 nm eskitasyon oranlarina ve 510 nm emisyon degerlerine gore yapildi.

3.2.11. istatistiksel Analizler

Deneysel verilerin istatistiksel analizinde GraphPad Prism 6 programi
kullanild:. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 diizeyinde yapildi. Tezde kullanilan verilerin
homojenitelerine bakildiktan sonra, verilerin homojen dagilim gosterdigi yerlerde
Bonferonni, olmadig1 yerlerde Games-Howell testleri uygulanarak sonuglar yorumlandi.

Verilerin degerlendirilmesinde student’s t-test ve one-way ANOVA testleri kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Melanoma ve Normal Hiicrelerde Mitokondriyal Dinamiklerle Tliskili Protein
ifadelerinin Belirlenmesi

Farklt melanoma hiicreleri (A375, HS294T, MeWo, SB2, SK-Mel-2, SK-Mel-
28, WM35, WM793) ve keratinosit hiicrelerinde (HaCaT), mitokondriyal dinamikler
fizyon (Mfnl, Mfn2 ve OPAl) ve fizyon (Drpl) ile iligkili proteinlerin anlatimlar
western blot yontemi ile degerlendirildi (Sekil 4-1 A ve B). Elde edilen sonuglara gore
mitokondriyal fizyon ve flizyonda gorevli Drp-1 ve Mfn 2 protein anlatim seviyeleri
farkli melanoma hiicreleri (SB2, MeWo ve WM793), ve keratinosit hiicreleri (HaCaT)
hiicre dongiisii ve qPCR analizlerinde ve A375, MeWo ve WM793 hiicreleri ve HaCaT
hiicreleri ise hiicre canliligi, konfokal mikroskop, siRNA transfeksiyonu, hiicre gocii,
yara ¢izgisi, membran potansiyeli, oksijen tiiketim ve ekstraseliiler asidifikasyon

oranlar1 ve western blot analizlerinde kullanilmak {izere secildi.

a b
Mfn 2 Drp-1
A 20 25
20
£15 E
~ 5 515
£ S 1.0 9
s z 5 10
S
© ©
@ 05 D o5
-
& 00 P > o &
a PP CIISRC I N A SR PRSP NI SRR AGNC N I S
P B o EOME R P PO P
¥ ¢ & F & R LR AR
€ A N N 8 B e,
X S o of
-
3 c d
£ OPA 1
= 15 Mfn 1 40
- % £ 30
g - . — £ 10 £
(o] D B
2 220
£ D 0.5 )
x o m 10
<
0.0 0
A2 " O D D PP A0 R O d D PP
ZGA KNP 2GR IR ) J Y A0 R N AP O
& ¥ &'1?’ & TP RS & vé,w"’\x@ S &
& o o

Sekil 4-1: Farkhh melanoma hiicreleri ve keratinosit hiicrelerinde mitokondriyal
dinamiklerle iliskili protein anlatimlari.

(A) Farkli melanoma hiicrelerinde Mfn 2, Drp-1, Mfn 1, OPA 1 ve Aktin protein anlatimlar1 western blot analizi ile

belirlendi. (B) Bant yogunluklarinin Image J programi ile sayisallastirilarak bar grafik gdsterimi.
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4.2. Melanoma ve Normal Hiicrelerde Mitokondriyal Dinamiklerle iliskili Gen
Ifadelerinin Belirlenmesi

Farkli melanoma hiicreleri (MeWo, SB2, WM793) ve keratinosit hiicrelerinde
(HaCaT) mitokondriyal dinamikler ile iligkili genlerin (DNMI1L, MFNI1, MFN2 ve
OPATl) anlatimlar1 qPCR yontemi ile belirlendi (sirasiyla Sekil 4-2 A, B, C ve D).
RNA’lar izole edilen hiicrelerden cDNA elde edildi. Sonrasinda ise uygun primerler
kullanilarak gPCR islemine devam edildi. Elde edilen sonuglar ACt, AACt ve rolatif
sayisallastirma (RQ) hesaplamasina gore diizenlendi. Melanoma hiicrelerinde
mitokondriyal fiizyon ile iliskili gen anlatimlarinin (MFN1, MFN2 ve OPAl)
keratinositler ile karsilastirildiginda 6nemli derecede azaldigy, fizyon ile iligkili DNM1L

geni keratinositlerle karsilastirildiginda ise SB2 hiicrelerinde anlamli bir azalma oldugu

gozlemlendi.
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Sekil 4-2: Melanoma ve normal hiicrelerde mitokondriyal dinamiklerle iliskili gen
anlatimlari.

(A) MFN1, (B) MFN2, (C) OPAI ve (D) DNMIL gen ekspresyon seviyeleri. Hata barlari; standart hata
(SEM), p<0,05 (*) ve p< 0,001 (***) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.3. Normoksik ve Hipoksik Kosullardaki Melanoma ve Keratinosit Hiicrelerinde
mdivi-1’in Mitokondriyal Dinamikler Uzerine EtKkisi

Melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793) ve keratinositler (HaCaT) 20
uM mdivi-1 ile 37°C’de %5 CO,’li inkiibatérde (normoksik kosullarda) 72 saat inkiibe
edildikten sonra hiicrelerin mitokondrileri MitoTracker Red kullanilarak isaretlendi.
Mdivi-1 uygulanmis A375, MeWo, WM793 ve HaCaT hiicrelerinin (melanoma ve
keratinostiler) mitokondrilerinin fragmente yapidan (fizyon) agsi yapiya (flizyon)
gectigi gozlemlendi (Sekil 4-3 A, B, C ve D). Kanser hiicrelerinin hipoksik ortamda da
¢ogaldigi bilindiginden melanoma hiicreleri ve keratinositler 20 uM mdivi-1 ile 37°C’de
%1 O2’li inkiibatorde (hipoksik kosullarda) 72 saat inkiibe edildikten sonra
mitokondriler normoksik ortamdaki gibi MitoTracker Red kullanilarak isaretlendi (Sekil
4-4 A, B, C ve D). Mitokondri dinamiklerindeki degisimler ise Image J programi
kullanilarak konfokal mikroskobuyla aliman goriintiilerdeki partikiil sayisinin toplam
mitokondriyal piksele oranlanmasi ile elde edildi. Mdivi-1 ile mitokondriyal fizyonunun
inhibe edildigi hipoksik kosullar altindaki hiicrelerde, normoksik kosullara gore
fizyonun daha ¢ok baskilandig1 ve agsi mitokondrilerin (fiizyon) olusumunun arttig

belirlendi (Sekil 4-3 ve 4-4 A, B, C ve D).
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Sekil 4-3: Normoksik ortamda mdivi-1 ile islem gormiis melanoma ve Kkeratinosit
hiicrelerinde mitokondriyal degisimlerin konfokal mikroskobu ile incelenmesi.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 ve (D) HaCaT hiicreleri. Mitokondriyal fragmentasyon sevileri 3 ayri

deneyden elde edilen rastgele se¢ilmis hiicrelerden elde edilmistir. Bilylitme 60x, hata barlari; standart hata, p< 0,05

(*) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4-4: Hipoksik ortamda mdivi-1 ile islem gormiis melanoma ve Kkeratinosit
hiicrelerinde mitokondriyal degisimlerin konfokal mikroskobu ile incelenmesi.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 ve (D) HaCaT hiicreleri. Mitokondriyal fragmentasyon sevileri 3 ayri

deneyden elde edilen rastgele secilmis hiicrelerden elde edilmistir. Biiyiitme 60 x, hata barlari; standart hata, p< 0,05

(*) ve p<0.01 (**) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.4. Melanoma ve Normal Hiicrelerin Drp-1 ve Mfn 2 Protein Ifadelerinin
Susturulmasinin Mitokondriyal Dinamikler Uzerine Etkisi

Sekli 4-1°de elde edilen farklli melanonma hiicrelerindeki Drp-1 ve Mfn2
protein anlatimlarindan yola ¢ikilarak her iki proteinde de en yiiksek anlatima sahip
MeWo hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 50 ve 100 nM) Drp 1 ve Mfn 2
siRNA’ler (Tablo 2) ile gece boyu inkiibe edildikten sonra normal complete medyuma
gecirilerek 48 saat daha 37°C %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kuyulardan toplanan hiicrelerden lizatlar elde edildi. Protein miktarlar1 Bradford
yontemi ile degerlendirildi ve her kuyuya 20 pg protein yiiklenerek SDS-PAGE yapildu.
siRNA transfeksiyonu, Drp-1 ve Mfn 2’ye karst kullanilan antikorlarla western blot
yontemiyle dogrulandi (Sekil 4-5). MeWo ile yapilan transfeksiyon deneyleri
sonrasinda kullanilan konsantrasyon araligindan 20 nM secilerek, A375, WM793 ve
HaCaT hiicrelerinin de Drp-1 ve Mfn 2 siRNA transfeksiyonu gergeklestirildi (Sekil 4-6
ve 4-7 sirastyla). Her iki siRNA transfeksiyonunda da hiicrelerde protein anlatimlarinin
%350’nin tizerinde 1 numarali siRNA (Drp-1 (1) ve Mfn 2 (1)) ile susturuldugu Image J
analizleri ile belirlendi. Drp-1 ve Mfn 2 i¢in kullanilan siRNA’lerden konfokal
mikroskop analizleri i¢in hiicreler 20 nM Drp-1(1) ve Mfn 2 (1) siRNA’leri ile inkiibe
edildi. Mitokondrilerin boyanmasi ve konfokal analizleri yontemler 3.2.2.2°de

belirtildigi sekilde gergeklestirildi (Sekil 4-8 ve 4-9).

A B
Drp-1 (1) siRNA (nM) Drp-1 (2) siRNA (nM) Min 2 (1) siRNA (nM) Mfhn 2 (2) siRNA (nM)
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Sekil 4-5: Farkh konsantrasyonlarda iki farkhh Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile transfekte
edilmis MeWo hiicresinde Drp-1 ve Mfn 2 protein anlatimlarinin belirlenmesi.

Aktin
Aktin

(A)Drp-1 (B) Mfn 2 protein anlatimlart.
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Sekil 4-6: Drp-1(1) ve Drp-1 (2) siRNA ile muamele edilmis melanoma (A375, MeWo,

WM793) ve keratinositlerde (HaCaT) Drp-1 protein anlatimimnin western blot
analizi.

(A) Drp-1 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde Drp-1 protein anlatimlarinin western blot analizi. (B) Bant

yogunluklarmim Image J programu ile sayisallastirilarak bar grafik gosterimi.
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Sekil 4-7: Mfn 2 (1) ve Mfn 2 (2) siRNA ile muamele edilmis melanoma (A375, MeWo,

WM793) ve keratinositlerde (HaCaT) Drp-1 protein anlatimmmin western blot
analizi.

(A) Mitn 2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde Mfn 2 protein anlatimlarinin western blot analizi. (B) Bant

yogunluklarinin Image J programi ile sayisallastirilarak bar grafik gosterimi.
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Sekil 4-8: Drp-1 (1) siRNA ile islem gormiis melanoma ve Kkeratinosit hiicrelerinde
mitokondriyal degisimlerin konfokal mikroskobu ile incelenmesi.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 ve (D) HaCaT hiicreleri. Mitokondriyal fragmentasyon sevileri 3 ayr1

deneyden elde edilen rastgele se¢ilmis hiicrelerden elde edilmistir. Bilylitme 60x, hata barlari; standart hata, p< 0,05

(*) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4-9: Mfn 2 (1) siRNA ile islem gormiis melanoma ve Keratinosit hiicrelerinde
mitokondriyal degisimlerin konfokal mikroskobu ile incelenmesi.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 ve (D) HaCaT hiicreleri. Mitokondriyal fragmentasyon sevileri 3 ayr1

deneyden elde edilen rastgele seg¢ilmis hiicrelerden elde edilmistir. Biiyiitme 60x, hata barlari; standart hata.
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4.5. Mdivi-1’in Melanoma Hiicre Canhihg Uzerine Etkisi

Melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793) ve keratinositler (HaCaT), 20
uM mdivi-1 ile 37°C’de %5 CO,’li inkiibatérde 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canliliklarinin belirlenmesi 3.2.2.1°de agiklandig1 sekilde yapildi. Mdivi-
I’in melanoma hiicrelerinde hiicre canliligini azaltti1, keratinosit hiicrelerine ise etki

etmedigi belirlendi (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10: Mdivi-1 ile inkiibe edilmis melanoma (A375, MeWo ve WM793) ve keratinosit
(HaCaT) hiicrelerindeki canlilik oranlari.

Hata barlar1; standart hata, p< 0,05 (*) ve p<0,01 (**) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.6. Drp-1 ve Mfn 2 siRNA Transfeksiyonunun Melanoma ve Keratinosit Hiicre
Canhihig1 Uzerine Etkisi

Melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793) ve keratinosit hiicreleri
(HaCaT) 3.2.4’te aciklandig1 sekilde Drp-1 (1) ve (2) ve Mfn 2 (1) ve (2) siRNA ile
muamele edildikten sonra hiicre canliliklar1 120 saat boyunca her 24 saate bir analiz
edildi (sirasiyla Sekil 4-11 ve 4-12). Drp-1 (1) ve (2) siRNA ile transfekte edilmis
A375, MeWo, WM793 ve HaCaT hiicrelerinden yalnizca MeWo hiicrelerinde 96 saat
sonra hiicre canliligmin sirastyla %78,7 ve %81,3’e diistiigii belirlendi. Ancak bu
azalmanin istatistiki bir anlamlilig1 bulunamadi. Mfn 2 (1) ve (2) siRNA ile transfekte
edilmis A375, MeWo, WM793 ve HaCaT hiicrelerinde ise WM793 ve HaCaT hiicre
canliliklarinda herhangi bir degisim gozlenmezken, A375 hiicrelerinde 48 saat sonra

Mifn 2 (2) siRNA ile transfekte edilmis grupta canliligin %66.9’a diistiigii belirlendi.
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Ancak yine ayni grupta ilerleyen zaman dilimlerinde (72, 96 ve 120 saat) canliligin
sirastyla % 79,4, 79,3 ve 91,7’¢e yiikseldigi belirlendi. Mfn 2 (2) siRNA ile transfekte
edilmig MeWo hiicrelerinde 72 ve 96 saatlerde hiicre canliliklarinin sirastyla % 59,7 ve
45,3’e distiigii 120. Saatte ise bu oranin % 64’ e yiikseldigi belirlendi. Mfn 2 (1) siRNA

ile transfekte edilmis MeWo hiicrelerinin hiicre canliliklarinda ise herhangi bir degisim

gbzlemlenmedi.
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Sekil 4-11: Farkh sekanslara sahip iki Drp-1 siRNA ile transfekte edilmis melanoma ve
normal hiicrelerdeki hiicre canlihik oranlari.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 ve (D) HaCaT hiicreleri. Hata barlar;; standart hata (SEM) olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 4-12: Farkh sekanslara sahip iki Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis melanoma ve
normal hiicrelerdeki hiicre canlihik oranlari.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 ve (D) HaCaT hiicreleri Hata barlari; standart hata (SEM) olarak

degerlendirilmistir.

4.7. Mdivi-1’in Hiicre Gogii Uzerine Etkisi

Melanoma hiicreleri (A375, MeWo ve WM793) ve keratinositler (HaCaT) 20
uM mdivi-1 ile 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde 72 saat inkiibe edildi. Hiicre go¢
analizleri Boyden hazneleri kullanilarak hiicrelerin kimyasal ¢ekici maddeye karsi
(FBS) hareketleri izlenerek gergeklestirildi. Haznenin FBS’siz kismindan FBS bulunan
kismina gecen hiicreler boyanarak sayildi. Mdivi-1 ile muamele edilmis A375
hiicrelerinin go¢ oranlarinda herhangi bir degisim goézlenmezken, MeWo ve WM793

hiicrelerinde go¢ oranlarinin azaldig: belirlendi (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13: Mdivi-1 ile muamele edilmis melanoma hiicrelerinde go¢ analizi.

(A) MeWo, (B) A375, (C) WM793 hiicreleri. Hata barlari; standart hata, p< 0,001 (**%*) istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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Hiicre go¢ analizleri ayrica yara ¢izgisi analizleri kullanilarak da yapildi. 6 kuyulu
platelere ekilen hiicrelere 20 uM mdivi-1 verilerek 72 saat bekletildikten sonra kuyunun
tam ortasindan gececek sekilde pipet ucu yardimiyla yara agildi. Agilan yaralar 0, 24 ve
48 saat boyunca izlenerek analiz edildi. MeWo kontrol hiicrelerinde yara c¢izgisi
acildiktan 24 ve 48 saat sonra yara kapatma oranlar sirastyla %52,39 ve 71,36, mdivi-1
ile muamele edilmis hiicrelerde ise bu oranlar sirasityla %17,52 ve 54,33 olarak
belirlendi. A375 kontrol hiicrelerinde yara c¢izgisi agildiktan 24 saat sonra kontrol
hiicrelerinin yara kapatma oranlar1 kontrol hiicrelerinde %39,18, mdivi-1 ile muamele
edilmis hiicrelerde ise %12 olarak belirlendi. 48 saat sonra bu oranlarin sirasiyla
%83,15 ve %56,7’ye ylikseldigi belirlendi. WM793 kontrol hiicrelerinde yara ¢izgisi
acildiktan 24 sonra hiicrelerin yaranin tamamini kapattigi, mdivi-1 ile muamele edilmis
hiicrelerde ise 24 saat sonra yara kapatma oraninin %63, 48 saat sonra ise %77,17
oldugu belirlendi. Bu verilere gore mdivi-1 ile muamele edilmis her iic melanoma hiicre
tipinde de hiicre gociiniin kontrol hiicrelerine kiyasla azaldig: belirlendi (Sekil 4-14, 4-
15 ve 4-16).
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Sekil 4-14: Mdivi-1 ile muamele edilmis MeWo hiicrelerinde yara ¢izgisi analizi.

Biiyiitme 4x, hata barlari;; SEM.
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1 ile muamele edilmis WM793 hiicrelerinde yara cizgisi

ivi-

: Mdi

Biiyiitme 4x, hata barlari;; SEM.

Sekil 4-16
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4.8. Drp-1 ve Mfn 2 siRNA Transfeksiyonunun Hiicre Gocii Uzerine Etkisi

Drp-1 ve Mfn2 siRNA ile transfekte edilen melanoma ve keratinosit
hiicrelerinde hiicre gocii, yara ¢izgisi analizi ile degerlendirildi. siRNA trasfeksiyonu
gerceklestikten sonra complete medyuma gegirilen hiicreler 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siireleri sonunda hiicrelerin bulundugu kuyulara 200 ul’lik pipet ucu
yardimiyla ¢izgi sekilde yaralar acildi. 0, 24 ve 48 saatlik dilimlerde agilan yaralarin
fotograflar1 mikroskop altinda ¢ekildi. Hiicrelerin go¢ oranlari Image] programi
kullanilarak orijinal yara araliginin kapanma seviyesine oranlanmasiyla degerlendirildi.
MeWo ve A375 hiicrelerinde Drp-1 ve Mfn 2 proteinlerinin siRNA transfeksiyonuyla
susturulmasinin ardindan hiicrelerin yara kapatma oranlarinin kontrol hiicrelerine oranla
zamana bagl olarak arttig1 belirlendi (Sekil 4-17 ve 4-18). WM793 hiicrelerinde ise
kontrol, Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile islem gormiis hiicrelerin yara kapatma oranlarinin

24 saat sonra %100’e ulastig1 belirlendi (Sekil 4-19).
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Sekil 4-17: Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis MeWo hiicrelerinde yara cizgisi
analizi.

Biiyiitme 4x, hata barlari; SEM. p< 0,01 (**) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
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Sekil 4-18: Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis A375 hiicrelerinde yara cizgisi
analizi.

Biiyiitme 4x, hata barlari; SEM. p< 0,01 (**) ve p< 0,001 (***) istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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Sekil 4-19: Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis WM793 hiicrelerinde yara cizgisi
analizi.

Biiyiitme 4x.
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4.9. Mitokondriyal Dinamik Degisimlerinin Mitokondri Membran Potansiyeli
Uzerine Etkisi

Mitokondri fonksiyonunda ©Onemli bir islevi olan AW,’in mitokondri
dinamiklerindeki degisimlerden etkilenip etkilenmedigini belirlemek amaciyla mdivi-1
ile fizyon siireci inhibe edilen ve Mfn 2 siRNA ile transfekte edilen hiicreler Rhodamine
123 ile isaretlendi ve FACS analizleri yapildi. Ortalama floresans yogunluklari
karsilastirildiginda mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerden yalnizca WM793
hiicrelerinin A¥,,’de bir artis gozlemlendi ancak bu artigin istatistiksel anlamlilig
bulunamadi (Sekil 4-20). Mfn2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde ise ortalama
floresans yogunluklar1 karsilastirildiginda hiicrelerin AW,’nin degismedigi belirlendi

(Sekil 4-21).
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Sekil 4-20: Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli
analizi.
(A) Rhodamine ile igaretlenmis hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli analiz sonuglarinin histogram
ile gosterimi. Siyah c¢izgi; kontrol, mor dolgu; Mdivi-1. (B) Hiicrelerin rhodamine 123 ortalama floresan

yogunlugunun bar grafik sonuglari.
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Sekil 4-21: Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde mitokondri membran
potansiyeli analizi.

(A) Rhodamine ile isaretlenmis hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli analiz sonuglarinm histogram
ile gosterimi. Siyah ¢izgi; kontrol, mor dolgu; Mfn 2 siRNA. (B) Hiicrelerin rthodamine 123 ortalama floresan

yogunlugunun bar grafik sonuglari.

4.10. Mitokondriyal Dinamik Degisimlerinin Oksijen Tiiketim Oranina Etkisi
Mdivi-1 ile normoksik ortamda inkiibe edilen hiicrelerin oksijen tiiketim oranlar1
Seahorse XF cihazi kullanilarak olgiildii. Cikan sonuglar hiicrelerin total protein
miktarlarina oranlanarak normalize edildi. Kontrol ile karsilastirildigina hiicrelerin
oksijen tliketim oranlarinda anlamli bir farklilik belirlenemedi (Sekil 4-22). Aymi
sekilde Drp-1 ve Mfn 2 siRNA transfeksiyonu gerceklesmis hiicrelerin de oksijen
tiiketim oranlar1 belirlendi. Drp-1 siRNA transfeksiyonu sonucunda MeWo hiicrelerinde
oksijen tiiketim oraninin azaldigi ve Mfn 2 siRNA transfeksiyonu sonucunda ise

MeWo, A375 ve WM793 oksijen tiiketim oranlarinin azaldigi belirlendi (Sekil 4-23).
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Sekil 4-22: Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerde oksijen tiiketim oraninin belirlenmesi.

Hata barlari; SEM olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4-23: Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde oksijen tiiketim
oranlarmin belirlenmesi.

(A) Drp-1 ve(B) Mfn 2 siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmis hiicrelerde oksijen tiiketim oranlari. Hata
barlart; SEM. p< 0,05 (*), p< 0,01 (**) ve p< 0,001 (***) istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.11. Mitokondriyal Dinamik Degisimlerinin Ekstraseliiler Asidifikasyon Oranina
Etkisi

Mdivi-1 ile normoksik ortamda inkiibe edilen hiicrelerin ekstraseliiler
asidifikasyon oranlar1 (ECAR) Seahorse XF cihazi kullanilarak 6l¢iildii. Cikan sonuglar
hiicrelerin total protein miktarlarina oranlanarak normalize edildi. Kontrol ile
karsilastirildigina yalnizca WM793 hiicrelerinin ekstraseliiler asidifikasyon oranlarinda
bir artis belirlendi (Sekil 4-24). Ayni sekilde Drp-1 ve Mfn 2 siRNA transfeksiyonu

gerceklesmis hiicrelerin de ekstraseliiler asidifikasyon oranlar1 belirlendi. Kontrol ile
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karsilagtirildigina Drp-1 ve Mfn 2 siRNA protein anlatimlari susturulmus melanoma
hiicrelerin ekstraseliiler asidifikasyon oranlarinda anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4-

25).
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Sekil 4-24: Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerde ekstraseliiler asidifikasyon oranlarinin
belirlenmesi.

Hata barlari; SEM olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4-25: Drp-1 ve Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde ekstraseliiler
asidifikasyon oranlarinin belirlenmesi.

Hata barlari; SEM olarak degerlendirilmistir.

4.12. Mitokondriyal Dinamik Degisimlerinin Hiicre I¢ci Kalsiyam Miktarina Etkisi

Ca®, hiicre dongiisii kontrolii, sag kalim, apoptoz, hiicre gb¢ii ve gen
ekspresyonu gibi temel fizyolojik fonksiyonlar i¢in dnemli bir sinyaldir. Mdivi-1 ile
normoksik ortamda inkiibe edilen hiicrelerin hiicre i¢i kalsiyum miktarlart FURA 2 AM
kullanilarak floresans spektroskopisinde 340/380 nm eksitasyon ve 510 nm emisyon

dalga boylarinda 6l¢iildii. Sonuglar 340/380 oranlar1 seklinde degerlendirildi. Mdivi-1
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muamelesi ile HaCaT hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum miktarinin azaldigi ancak A375,
MeWo ve WM793 hiicrelerinde degismedigi belirlendi. (Sekil 4-26). Ayni sekilde Mfn
2 siRNA transfeksiyonu gerc¢eklesmis hiicrelerin de hiicre i¢i kalsiyum miktarlart FURA
2 AM kullanilarak belirlendi. MeWo ve HaCaT hiicrelerinde, hiicre i¢i kalsiyum
miktarlart azalirken, WM793 hiicrelerinde arttig1 belirlendi ancak istatistiksel olarak

anlamlilik bulunamadi (Sekil 4-27).
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Sekil 4-26: Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerde hiicre ici kalsiyum miktarinin

belirlenmesi.
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Sekil 4-27: Mfn 2 siRNA transfekte edilmis hiicrelerde hiicre ici kalsiyum

miktarmin belirlenmesi.
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4.13. Mitokondriyal Dinamik Degisimlerinin AMPK Sinyal Yolagi Uzerine Etkisi

20 uM mdivi-1 ile 37°C %5 CO’li ortamda 72 saat boyunca inkiibe edilen
melanoma (A375, MeWo ve WM793) ve keratinosit hiicrelerinin (HaCaT) lizatlar
3.2.3.1’de anlatildig1 sekilde elde edildikten sonra 6rnekler SDS-PAGE’de yiiriitiildii.
Proteinler nitroseliiloz membrana aktarildiktan sonra TBST-BSA (%5) ile doyuruldu.
Gece boyu +4°C’de AMPKa, pAMPKa, PGCla ve B-Aktin antikorlartyla inkiibe
edildikten sonra uygun sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Protein bantlarimin goriintiillenmesinde kromojenik bir substrat olan TMB kullanildi.
Protein bant yogunluklar1 ImageJ programi kullanilarak degerlendirildi. Mdivi-1 ile
inkiibe edilmis A375, WM793 ve HaCaT hiicrelerinde AMPKa ve PGCla anlatimlar
azaldig1 belirlendi. A375 ve MeWo hiicrelerinde pAMPKa anlatiminin arttigi buna
karsin WM793 ve HaCaT hiicrelerinde ise azaldig1 belirlendi (Sekil 4-28 A ve B). Drp-
1 ve Mfn2 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde de AMPKa, pAMPKa, PGCla ve -
Aktin anlatimlart western blot analizi ile belirlendi. Drp-1 siRNA ile transfekte edilmis
A375 ve WM793 hiicrelerinde AMPK-a ve pAMPK-a anlatimlarinin azaldigi
belirlendi. PGCla anlatiminin ise A375 ve MeWo hiicrelerinde arttigi goriildii (Sekil 4-
29 A ve B). Mfn 2 siRNA ile transfekte edilmis A375, MeWo ve WM793 hiicrelerinde
AMPK-a ve pAMPK-a anlatimlarinin azaldigi belirlendi. PGCla anlatimimin ise
yalnizca A375 hiicrelerinde arttig1 belirlendi (Sekil 4-30 A ve B).
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Sekil 4-28: Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerde AMPKa, pAMPKa ve PGCla protein
anlatimlarinin belirlenmesi.
(A) Mdivi-1 ile muamele edilmis hiicrelerde AMPKo, pAMPKa ve PGCla protein anlatimlarinin

membran {izerinde gosterimi. (B) Bant yogunluklarimin ImageJ programi ile sayisallastirilarak grafik halinde

gosterimi.
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Sekil 4-29: Drp-1 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde AMPKa, pAMPKa ve PGCla
protein anlatimlarinin belirlenmesi.

(A) Drp-1 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde AMPKa, pAMPKa ve PGCla protein anlatimlarinin

membran {izerinde gosterimi. (B) Bant yogunluklarmm Image] programi ile sayisallastirilarak grafik halinde

gosterimi.
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Sekil 4-30: Mfn2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde AMPKa, pAMPKa ve PGCla
protein anlatimlarinin belirlenmesi.

(A) Mfn2 siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde AMPKa, pAMPKa ve PGCla protein anlatimlarinin

membran {izerinde gosterimi. (B) Bant yogunluklarinin ImageJ programi ile sayisallastirilarak grafik halinde

gosterimi.
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4.14. Mdivi-1’in Melanoma Hiicrelerinde Hiicre Déongiisii Uzerine Etkisi

Mdivi-1 ile normoksik (37°C %5 CO,) ve hipoksik (37°C %1 O,) ortamda
inkiibe edilen melanoma (MeWo, SB2 ve WM793) ve keratinosit (HaCaT) hiicrelerinin
hiicre dongiileri FACS analizleri ile belirlendi. Normoksik ortamda mdivi-1 ile inkiibe
edilen WM793 hiicrelerinde Sub G1 fazinda artig goriiliirken, G1 ve S fazlarinda azalma
gozlendi (Sekil 4-31). Ayni hiicrelerin hipoksik ortamdaki hiicre dongiisii analizlerinde
Sub G1 ve G2/M fazlarindaki hiicre sayisinin normoksik ortama benzer sekilde arttigi,
Gl fazlarindaki hiicre sayisinin azaldigi belirlendi (Sekil 4-32). HaCaT hiicrelerinin
normoksik ortamda Gl fazinin azaldigi ve S fazmin arttigi, hipoksik ortamda ise

yalnizca S fazinda bir artis oldugu belirlendi.
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Sekil 4-31: Normoksik ortamda Mdivi-1 ile inkiibe edilmis melanoma ve normal
hiicrelerin hiicre dongiisii analizleri.

(A) Hiicre dongiisii analizlerinin histogram sonuglari. (B) Hiicre dongiisii analizlerinin bar grafik sonuglar1.
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Sekil 4-32: Hipoksik ortamda Mdivi-1 ile inkiibe edilmis melanoma ve normal hiicrelerin

hiicre dongiisii analizleri.

(A) Hiicre dongiisii analizlerinin histogram sonuglari. (B) Hiicre dongiisii analizlerinin bar grafik sonuglar1.
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5. TARTISMA

Mitokondri, hiicresel strese mitokondriyal kiitle degisimi, fiizyon ve fizyon
mekanizmasi ve hiicre i¢i konum degisiklikleri ile yanit veren olduk¢a dinamik bir
organeldir. Mitokondri kiitlesinin hiicre igerisindeki degisimi, mitokondriyal biyogenez
ile mitofaji oran1 arasindaki degisen dengeye baglidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
mitokondriyal flizyon ve fizyonun (mitokondriyal dinamikler) mitokondriyal
fonksiyonlar, apoptoz ve yaslanma gibi birgok biyolojik siirecin diizenlenmesinde gorev
aldigr belirlenmigtir. Bunun disinda mitokondriyal dinamikleri yliriiten siireglerin
cogunlukla kanserde de diizensiz oldugu belirlenmistir. Kanser hiicrelerinin apoptoza
diren¢ kazanabilmek i¢in mitokondriyal dinamiklerini degistirdigi ve timdr baglangig
ve doniisiim 6zelliklerinden olan ¢ogalma, hiicre gogii ve terapotik direng gibi stirecleri
desteklemek icin ise biyoenerjetik ve biyosentetik gereksinimlerini diizenledigi
bildirilmigtir.

Bu calismada mitokondri dinamiklerini diizenleyen mekanizmalar en hizli yayilan
malignant deri kanseri tiirii olan melanoma hiicrelerinde incelendi. Bu amagcla 6ncelikle
mitokondriyal dinamiklerle iliski protein anlatimlari farkli melanoma hiicreleri segildi.
Sonrasinda mitokondriyal bdliinme inhibitorii (mdivi-1) ve mitokondriyal fizyon ve
fizyon protein (Drp-1 ve Mfn 2) anlatimlarint susturan siRNA’ler varlifinda
mitokondriyal dinamik degisimleri indiiklendi. Bu degisimlerin sonrasinda hiicre
canlilifi, hiicre gogii, mitokondriyal biyogenez, oksijen tiiketim orani, mitokondri
membran potansiyeli, hiicre i¢i kalsiyum degisimleri ve hiicre dongiisii parametreleri

incelendi.

Akciger kanseri, metastatik meme kanseri, glioblastoma, ndroblastoma, kolorektal
kanser, melanoma ve pankreatik kanser olgularinda yapilan g¢aligmalarda kanser
hiicrelerinin yiiksek Drpl anlatimina bagli fragmente mitokondrilerce zengin oldugu
bildirilmigtir (191-197). Rehman ve arkadaslari, normal hiicrelere kiyasla akciger
adenokarsinoma Orneklerinde MFN2 anlatiminin azaldigimi ve DRP1 anlatiminin
arttigint belirlemistir (191). Bu calismada kullanilan 8 farkli melanoma hiicresinde
mitokondriyal dinamiklerle iligki proteinlerin (Drpl, Mfn-1, Mfn-2 ve OPAIl)
anlatimlart belirlendi. Elde edilen bulgularda Drpl protein anlatiminin keratinosit

hiicrelerine kiyasla A375, HS294T, MeWo, SB2, WM35 hiicrelerinde yiiksek, SK-Mel-
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2, SK-Mel-28 ve WM793 hiicrelerinde ise diisiik oldugu belirlendi. Mitokondriyal
fiizyon ile iliskili Mfn-2 protein anlatiminin ise keratinosit hiicrelerine kiyasla A375,
HS294T, SB2, SK-Mel-2, WM793 hiicrelerinde diisiik, MeWo, SK-Mel-28 ve WM35
hiicrelerinde ise yiiksek oldugu belirlendi. Bunun yaninda yapilan qPCR analizlerinde
de fiizyon ile iliskili MFNI, MFN2 ve OPAl gen anlatimlarinin SB2, MeWo ve
WM?793 hiicrelerinde keratinositlere kiyasla 2 kat daha az oldugu belirlendi. Her ne
kadar MFN2 gen anlatimi MeWo hiicrelerinde diisiik olsa da protein anlatiminin
keratinositlere kiyasla yiliksek olmasi bu hiicre hattinda post translasyonel
modifikasyonlarin  gergeklestigini diisiindlirmektedir. Bunun yaninda melanoma
hiicrelerinde fizyonun, keratinosit hiicrelerine kiyasla, flizyondan daha aktif oldugu

belirlendi.

Timor mikrogevresinin yaygin bir 6zelligi olan hipoksi, onkogenler tarafindan
yiiriitiilen kanser hiicrelerinin kontrolsiiz cogalmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Kanser
hiicrelerinin hizli bir sekilde ¢ogalmasi ile tiimor, normal vaskiilatiirden sagladigi besin
ve oksijen destegini tiiketerek hipoksik konuma ge¢cmektedir. Hiicre kiiltiir
caligmalarinin yiiriitiildiigii flasklarda bulunan hiicreler genellikle %20-21 oksijenli (160
mmHg) ortamlarda ¢ogaltilmaktadir. Bu nedenle normoksik ortamda yapilan ¢aligmalar
tam olarak timdr mikrogevresini yansitmamaktadir. Hipoksinin hiicresel aktiviteleri
HIFla tizerinden diizenledigi bilinmektedir (198). Metastatik melanoma hastalar ile
yapilan ¢alismalarda tlimoriin hipoksik bolgelerinin oldugu belirlenmistir (199). Oksijen
ile mitokondriyal fonksiyonlar arasindaki iligki bilinmesine ragmen hipoksinin
mitokondri morfolojisi iizerindeki etkisi bilinmemektedir. Diisiik oksijen ve glukoz
bulunmayan in vivo ortamda kardiyomiyositlerle yapilan calismalarda mitokondriyal
fragmentasyonun (fizyon) artti§i belirlenmistir (200). Glioblastoma hiicrelerinde
yapilan ¢aligmalarda ise hipoksinin Drpl transkripsiyonu ve ekspresyonunu arttirdigi ve
Drpl’e bagli mitokondriyal fizyonu diizenledigi bildirilmistir (193). Ayni ¢alismada
HIF-1o inhibitdrii olan echinomycin’in Drp-1’in  hipoksi tarafindan indiiklenen
anlatimmi bloke ettigi belirtilmistir. Glioblastoma hiicrelerinde Drp-1, mdivi-1 ile
inhibe edildikten sonra ise hipoksi indiiklenmis mitokondriyal fizyonun azaldigi
gosterilmistir (193). Bu ¢alismada hem normoksik hem de hipoksik kosullarda mdivi-1
ile muamele edilmis A375, MeWo, WM793 ve keratinosit (HaCaT) hiicrelerinde
mitokondriyal flizyonun indiiklendigi belirlendi. Bu bulgu mdivi-1’in hem normoksik

hem de hipoksik kosullarda mitokondriyal bdliinmeyi inhibe edici etkisinin
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degismedigini ortaya koydu. Ancak normoksik ve hipoksik kosullarda inkiibe edilmis
melanoma ve keratinosit hiicreleri kendi aralarinda kiyaslandiginda hipoksik kosullarda
mitokondriyal flizyonun normoksik kosullara goére arttifi belirlendi. Bu bulgu ile
melanoma ve keratinosit hiicrelerinde hipoksinin mitokondriyal fiizyonu indiikledigi

belirlendi.

Sinirli besin desteginin bulundugu ortamlarda tiiketilen her bir besin i¢in tiretilen ATP
oraninin yiikselmesi ve bdylelikle besin tiikketiminin azaltilmasi1 ve optimizasyonunun
saglanmasi beklenmektedir. Enerji verimliligini arttiran mekanizmalar ATP {iretiminde
primer olarak anaerobik glikolize veya oksidatif fosforilasyona dayanan dokular
arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu baglamda transforme hiicrelerde yapilan son
caligmalarda besin eksikliginin mitokondriyal ATP sentez kapasitesini arttirdigi
belirlenmistir. Bu artigin krista kivrimlarinda daha yiiksek aktivite gdsteren ATP sentaz
dimerlerinin olusumu iizerinden gerceklestigi  bildirilmistir (201). Transforme
hiicrelerde goriilen ATP sentez kapasitesindeki bu artigin, fizyon seviyelerinde azalma
ve mitokondrilerin uzamasi olarak goriilen mitokondriyal dinamik degisimlerine bagh
oldugu da aym ¢alismada bildirilmistir. Mitokondriyal dinamiklerdeki bu degisimler
(mitokondrilerin uzamasi) artan mitokondriyal biyoenerjetik verimliligini destekleyen
aktif mekanizma olarak degerlendirilmistir. Mitokondriyal uzama ile mitokondrilerin
ayrica aglikla indiiklenmis otofajiden de kacabildigi bildirilmistir (202). Bu ¢aligmada
mdivi-1 ile mitokondriyal fizyonun inhibe edildigi melanoma hiicrelerinde hiicre
canliliklarinin  azaldigir  belirlendi. Ayni hiicrelerin  Drpl protein anlatimlar
susturuldugunda ise hiicre canliliginin kontrole kiyasla degismedigi belirlendi. Mfn2
protein anlatimlar1 susturulmus hiicrelerde ise yalnizca MeWo hiicrelerinde hiicre
canliliginin azaldigi belirlendi. Mdivi-1’in melanoma hiicre canliligin1 azaltmasi
inhibitoriin ~ hedef dist etki mekanizmasindan kaynaklanmig olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Aerobik ATP sentezinden sorumlu mitokondriler, diger organellerle baglanan tubular
aglar olusturmaktadir. Hiicrenin farkli bolgelerindeki enerji ihtiyaci degisimiyle birlikte
Drpl ile mitokondriler daha mobil segmentlerine ayrilarak bu bolgelere goc
etmektedirler. Kanser hiicreleri ise oksijen varliginda bile enerji ihtiyacinin biiyiik
cogunlugunu anaerobik glikolizden sagladig: icin farkli biyoenerjetik mekanizmalara

sahiptir. Enerji ihtiyaclarmin iki farkli yolak {izerinden saglandigi go¢ eden kanser
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hiicrelerinde mitokondriyal dinamiklerin fonksiyonel 6nemi bilinmemektedir. J Zhao ve
arkadaglar1 farkli insan meme kanseri tiplerinde yaptiklari ¢aligmada Drpl protein
anlatiminin en yiiksek invaziv meme karsinomlarinda ve lenf nodlarina metastaz yapmis
kanser hiicrelerinde goriildiiglinii bildirmistir (192). Ayn1 ¢alismada Drp 1, Mfn 1 ve
Mfn 2 anlatim degisimlerinin meme kanseri hiicrelerinin canliligi, hiicre dongiisii ve
mitokondri membran potansiyeli {iizerine etkilerinin olmadigi belirtilmigtir. Bu
calismada da J Zhao ve arkadaglarinin meme kanseri hiicrelerinde yaptigi ¢aligmaya
paralel sekilde melanoma hiicrelerinde de mitokondriyal dinamik degisimlerin hiicre
dongiisii ve mitokondri membran potansiyelleri {izerine bir etkisinin olmadig1 belirlendi.
Onkositik tiroid tiimorleriyle yapilan bir ¢caligmada ise Drpl ve Fisl’in onkositik hiicre
timorlerinde fazla anlatiminin oldugu ve Drpl anlatim seviyesinin ex vivo’da onkositik
hiicre tiimorii malignitesiyle, in vitro’da ise hiicre gogiiyle iligkili oldugu ortaya
konmustur (203). Bu calismada mdivi-1 ile mitokondriyal fizyon inhibe edilmis
melanoma hiicrelerinde kimyasal ¢ekici ile analiz edilen hiicre go¢ii MeWo ve WM793
hiicrelerinde anlamli derecede azaldi. Ayni sekilde inkiibe edilmis ve yara ¢izgisiyle
analiz edilmis hiicrelerde de hiicre gociiniin mdiv