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OZET

Ratlarda Doxorubicinle olusturulan bobrek hasari modelinde, rat mezenkimal
kok hicre mitokondrisi transplantasyonu tedavisinin etkinliginin ortaya
konmasi, Saglk Bilimleri Universitesi, Giilhane Saglk Bilimleri Enstitiisii,
Fizyoloji Ana Bilim Dali, Yiiksek Lisans Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2018.

Calismada agirhiklari 300-350 gram agirliginda 42 adet Sprague-Dawley cinsi
erkek rat kullanildi. Ratlar 4 gruba ayrildi: 1.grup sham grubu, 2.grup Doxorubicin ile
nefrotoksisite olusturacak grup, 3. grup Doxorubicin ile nefrotoksisite olusturulan
mitokondri transplantasyonu yapilan tedavi grubu, 4. grup ise Doxorubicin ve

Respiration buffer uygulanan gruptur.

Mitokondri transplantasyonu igin Rat mezenkimal kdk hicre kaltira yapildi.
Daha sonra mitokondri izolasyonu yapildi. Mitokondri membran potansiyelini
gdstermek icin Mitotracker RED CMXROS ile imminofloresan ydéntem kullanildi. izole
edilmis mitokondrinin metabolik aktivitesini belirlemek igin ATP Assay olgumu yapildi.
Mitokondri transplantasyonu igin, 2x107 rat mezenkimal kék hiicresinden mitokondri
izolasyonu yapildi. Doxorubicin+mitokondri grubunda her iki bébrege bu transfer
isleminde yaklasik 8 milyon mitokondri 500 pl. icinde uygulandi. Histolojik analizler igin
hematoksilen-eosin boyamasi yapildi. Biyokimyasal analizler igin alinan kan
orneklerinden Ure, kreatin ve BUN analizleri, idrar érneklerinden proteintri analizleri
yapildi. Alinan boébrek dokusu orneklerinde oksidan-antioksidan dengeyi ortaya
koymak lzere MDA (Malondialdehit), SOD (Superoksit dismutaz), GPx (Glutatyon

peroksidaz) analizleri yapildi.

Mezenkimal kok hiicrelerde mitokondrinin membran bitinliga igin 5x104 hiicre
sayllmasi sonucunda %99,39’ Iluk kisminin membran butinlGgind korudugu
gozlemlenmigtir. Mezenkimal kok hiucreden mitokondri izolasyonu sonrasinda

%46,30’luk kisimda mitokondrilerin membran butinlagunu korudugu gézlemlenmigtir.

Histolojik analizlerde, sham grubunda hicbir bébrek hasari goézlemlenmedi.
Doxorubicin grubu, Doxorubicin+respiration buffer grubu ve Doxorubicin+mitokondri
gruplarinda Doxorubicin enjeksiyonundan sonra tubdler dilatasyon ve tubullerde

protein birikimi gdzlemlendi. 5. gunde mitokondri transplantasyonundan sonra
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Doxorubicin+mitokondri grubunda tibuler protein birikimi anlamli oranda azaldi. Asil
onemli nokta ise Doxorubicin+mitokondri grubunda transplantasyondan sonra tubuler

hiicrelerde anlamli sekilde rejenerasyon bulundu.

Ure, Kreatin ve BUN olcumiinden elde edilen sonuglarda Sham grubu,
Doxorubicin grubu, Doxorubicin+respiration buffer grubu ve Doxorubicin+mitokondri
gruplarindaki degisimler istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunamadi. Proteintri
Olcimuinden elde edilen sonuclara gére Sham grubunda bir degisiklik gézlemlenmedi.
Doxorubicin grubu, Doxorubicin+respiration buffer grubu ve Doxorubicin+mitokondri
gruplarinda doxorubicin enjeksiyonundan sonra ilk bes gunde tum ratlar 3+ proteinari
degerine ulasti. Doxorubicin+mitokondri grubunda besinci gunde mitokondri

transplantasyonundan sonra anlamli azalma bulundu.

MDA olciminden elde edilen sonuglarda Sham grubu, Doxorubicin grubu,
Doxorubicin+respiration grubu ve Doxorubicin+mitokondri gruplarindaki degisimler
istatistiksel olarak anlamli sonucglar bulunamadi. SOD enzim seviyesi Olcimlerinde
elde edilen sonuclara gore Sham grubuna gore Doxorubicin+mitokondri grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede artis bulundu. Yine Doxorubicin grubuna gore
Doxorubicin+mitokondri grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede artis bulundu.
Diger calisma gruplarinda dlgllen degerler arasinda anlamli bir farkhlik bulunamadi.
GPx enzim seviyesi 6lcimlerinde elde edilen sonuglara gére Sham grubuna goére
Doxorubicin+mitokondri grubunda istatistiksel olarak anlaml derecede artis bulundu.
Yine Doxorubicin grubuna gore Doxorubicin+mitokondri grubunda istatistiksel olarak
anlamli derecede artis bulundu. Diger Calisma gruplarinda olclilen degerler arasinda

anlamli bir farkhlik bulunamadi.

Bu sonuglara goére mitokondri transplantasyonunun bobrek hasari
hastaliklarinda tedavi edici 6zelligi dikkat cekmigtir. Bu tedavi yonteminin hucresel ya
da mitokondriyal hasara neden olan diger hastaliklarda kullanilabileceqgi

ongorilmektedir.

Anahtar kelimeler: Doxorubicin, bobrek hasari, rat, mezenkimal kok hiicre,

mitokondri transplantasyonu
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SUMMARY

Demonstrating the efficacy of treatment of rat mesenchymal stem cell
mitochondrial transplantation in a model of renal injury induced by Doxorubicin
in rats, University of Health Science, Institute of Gulhane Health Sciences,
Physiology Program, MSc Thesis, Ankara, 2018.

In this study, Forty-two male Sprague-Dawley male rats weighing 300-350
grams were used. The rats were divided into 4 groups: Group 1 sham group, group 2
doxorubicin with nephrotoxicity, group 3 doxorubicin with nephrotoxicity and

mitochondria transplantation, group 4 is the doxorubicin and respiration buffer group.

Rat mesenchymal stem cell culture was performed for mitochondrial
transplantation. Then, mitochondrial isolation was performed. To demonstrate the
mitochondrial membrane potential, an immunofluorescent method was used
Mitotracker RED CMXROS. ATP Assay measurement was performed to determine the
metabolic activity of isolated mitochondria.For mitochondrial transplantation, isolated
mitochondria from 2x10” mesenchymal stem cells were used and approximately 500
Ml (8 million) mitochondria were injected into both kidney in the Doxorubicin +
mitochondria group. Hematoxylin-eosin staining was performed for histological
analysis. Blood samples for biochemical analysis were analyzed for urea, creatinine
and BUN, and urine samples were analyzed for proteinuria. MDA (malondialdehyde),
SOD (superoxide dismutase), GPx (glutathione peroxidase) analyzes were performed

to determine the oxidant-antioxidant balance in the recipient kidney tissue specimens.

In mesenchymal stem cells, it was observed that 99.39% of the mitochondria
preserved membrane integrity for 5x10* cell counts for membrane integrity. It has been
observed that isolated mitochondria of mesenchymal stem cells maintains membrane

integrity in 46.30% for mitochondrial transplantation.

Histologic analysis showed no kidney damage in sham group. Doxorubicin
group, doxorubicin + respiratory group and doxorubicin + mitochondria groups showed
tubular dilatation and protein accumulation in tubules after dose of doxorubicin. The
accumulation of tubular protein in the group of Doxorubicin + Mitochondria group
decreased considerably after the 5th day of transplantation of mitochondria.
Importantly, there is significant regeneration of tubular cells in the Doxorubicin +

Mitochondria group after transplantation.
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Differences in the Sham group, Doxorubicin group, Doxorubicin + Respiration
buffer group and Doxorubicin + Mitochondria groups were not found to be statistically
significant in the results obtained from Urea, Creatine and BUN measurements. No
difference was observed in the Sham group according to the results obtained from the
measurement of proteinuria. In the Doxorubicin group, Doxorubicin + Respiration
buffer group and Doxorubicin + Mitochondria groups, all rats reached 3+ proteinuria in
the first five days after doxorubicin injection. Doxorubicin + Mitochondria group showed

a significant decrease on day 5 after mitochondrial transplantation.

Differences in the Sham group, Doxorubicin group, Doxorubicin + Respiration
buffer group, and Doxorubicin + Mitochondria groups were not found to be statistically
significant in MDA measurement results. There was a statistically significant increase
in Doxorubicin + Mitochondria group according to Sham group in the results obtained
in SOD enzyme level measurements. Moreover, according to the Doxorubicin group,
there was a statistically significant increase in Doxorubicin + Mitochondria group. No
significant difference was found between the values measured in the other study
groups. There was a statistically significant increase in Doxorubicin + Mitochondria
group according to Sham group in the results obtained in GPx enzyme level
measurements. Moreover, according to the Doxorubicin group, there was a statistically
significant increase in Doxorubicin + Mitochondria group. No significant difference was

found between the values measured in the other study groups.

According to these results, mitochondrial transplantation has attracted
attention to its therapeutic properties in kidney injury diseases. It is envisaged that this

treatment may be used in other diseases that cause cellular or mitochondrial damage.

Key words: Doxorubicin, renal injury, rat, mesenchymal stem cell, mitochondrial

transplantation
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1.GIRIS ve AMAG
1.1 GIRIS

Bobrek sivi elektrolit dengesi ve kandan atik Grunlerin atilmasini saglamak igin
cok fazla mitokondri iceren organlarin basinda gelir. Mitokondri bobregin bu 6nemli
fonksiyonlarini yerine getirmek icin enerji saglar. Mitokondriyal disfonksiyon ATP
uretiminde azalisa, hucresel fonksiyon ve yapisindaki degisimlere ve hatta bdbrek
fonksiyonlarinin kaybina neden olur. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, akut bobrek
yetmezligi ve diyabetik nefropati gibi dnemli bobrek hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir.

insanlarda kullanilan bazi ilaglar 6zellikle kemoterapotik ajanlar birgok yan
etkiye sahiptir. Doxorubicin, over, meme, akciger, uterus, serviks kanseri ve Hodgkin’s
hastaligi gibi bircok hastaligin tedavisinde kullanilan antikanser bir ilagtir. Fakat klinik
kullanimi kardiyotoksisite, nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi yan etkilerinden dolayi
sinirhdir. Hucresel fonksiyon ve homeostazisin korunmasi ve surdurilmesinde
mitokondri 6nemli bir rol alir. Mitokondri hasari ve fonksiyon kaybi ile gergeklesen
bircok hastalik ve gelisim bozuklugu vardir. Mitokondriyal disfonksiyonu baslatan
mekanizmalar cesitlidir ve bu disfonksiyon mitokondriyal ya da nikleer genomda
genetik degisikliklere neden olmaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon sonucunda;
organlarin fonksiyon kaybi ve nekroza neden olan hiicresel disfonksiyon meydana
gelir. Mitokondrinin bu organ ya da dokulardaki enerji ihtiyacinin temeli oldugu
bilinmekte olup bunu 6rnegdin miyokard dokusunda oksidatif fosforilasyon ve koroner
akim sayesinde yapmaktadir. Miyokard dokusunda meydana gelen bir iskemi

sonucunda koroner akim durur ve dokunun ihtiyaci olan oksijen azalir.

Mitokondriyal disfonksiyona sahip organlarda, bagka doku veya organdan elde
edilen saglkh mitokondrinin hasarl veya iglevsiz mitokondrilerin yerine nakledilmesi
ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Bu aragtirmalar, enerji Uretimini artirarak ve
oksidatif hasari azaltarak doku/huicre korunmasina yonelik umut verici sonuglar

icermektedir.
1.2 AMAC

Mitokondri vicut hicrelerinin hemen hepsinde hicrenin enerji ihtiyacini karsilama

ve bu yolla organizmanin canliligini ve homeostatik dengeyi sirdirmede anahtar bir

1



rol oynar. Bunlara ek olarak mitokondrinin apoptosiz gibi nemli hiicresel aktivitelerde
gorevleri bulunmaktadir. Vicuttaki bu yaygin etkilerine baglh olarak gesitli nedenlerle
mitokondriyal disfonksiyon meydana geldiginde c¢esitli hastaliklar gorulebilmektedir. Bu
hastaliklar Kearns-Sayre Sendromu, Melas Sendromu (Mitokondrial Ensefalopati,
Laktik asidoz, Stroke-Like episodlar), Pearson Sendromu, MERRF Sendromu
(Miyoklonik Epilepsi, Ragged-Red Fibers), NARP (Noropati, Ataksi, Retinitis
Pigmentosa), LEIGH Sendromu, MNGIE (Myopathy and external ophthalmoplegia;
Neuropathy; Gastrolntestinal; Encephalopathy), LEBER'’in Herediter Optik Noropatisi
(LHON), Alexander Hastali§i, Menkes Hastaldi, Alper Hastaligi, Barth Sendromu, Luft
Hastaligi, Costeff Sendromu, Mitokondriyal Solunum Zincir Anormallikleri, Karnitin
Eksikligi, Familyal Rekirren Rabdomiyoliz, Friedreich Ataksisi, Spastik Paraparezi,
Kartilaj-Sac¢ Hipoplazisi(KSH)'dir (1,2). Mitokondriyal hasar bunlarin diginda cesitli
ilaglarin uygulanmasi ile de gérilmektedir. Ornegin antineoplastik bir kemotrepotik ilag
olan doxorubicin hiicresel ve 6zellikle mitokondri hasari olugturarak doku fonksiyon
bozulmalarina neden olmaktadir (3,4).

Mitokondri bébregin fonksiyonlarini yerine getirmesi igin blylk oranda enerji
saglar. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ATP Uretiminde azalmaya, hicresel
fonksiyon ve vyapida degisikliklere ve bobrek fonksiyonlarinin kaybina neden
olmaktadir. Devam eden mitokondri fonksiyon bozuklugu, akut bobrek yetmezligi ve
diyabetik nefropati gibi bdbrek hastaliklarinin ilk asamalarinda énemli bir etkiye sahiptir
(5). Bu calismadaki amacimiz sivi elektrolit dengesini dizenleyen, vicuttan atik
artnlerin atilmasini saglayan ve kalpten sonra en ¢ok mitokondriyal icerige sahip olan
bobreklerin mitokondriyal homeostazisin gelistiriimesinin bobrek fonksiyonlarindaki
iyilesmeye katkisini incelemektir. Doxorubicin ile bdbrek hasari olusturdugumuz
dokuya/hticrelere yonelik bir tedavi olarak rat mezenkimal kdk hicrelerinden elde

edilen mitokondrilerin bobreklere naklinin etkileri incelenmistir (6).
2. GENEL BILGILER
2.1. MITOKONDRIYE GIiRIS

Mitokondri gug¢ kaynagi olarak bilinir ve hicre sitoplazmasinda bulunur.
Hucrelerin temel organellerinin baginda gelir. Mitokondriler biyoenerji surecinde
Ozellikle oksidatif fosforilasyon ve glukoz ve yagdin aerobik metabolizmasinda anahtar

bir rol oynar. Mitokondriler, adenozin trifosfat (ATP) formunda hiicrenin enerjisinin



¢ogunu uretir. Mitokondri vicut hicrelerinin hemen hepsinde hicrenin eneriji ihtiyacini
kargilar ve bu yolla organizmanin canlihgini ve homeostatik dengeyi surdurir (7).
Ayrica mitokondrinin kalsiyum depolama ve apoptozis gibi 6nemli hiicresel olaylarda

da gorevleri bulunmaktadir (8,9).
2.2. MITOKONDRIYAL DNA

Mitokondriyal DNA (mt DNA), hlcrenin ¢ekirdeginde bulunan DNA’ dan farkh
olarak hucrenin enerji Uretiminin gogunu gergeklestiren mitokondride bulunan kendine
6zgu DNA pargasidir. Mitokondrinin sahip oldugu mt DNA kendi proteinlerini dretir (10).
mt DNA koruyucu histon ptoteinlerinden yoksundur ve nikleer DNA’ dan bagimsiz
replikasyon mekanizmasina sahiptir. Bu yizden mutasyon orani ¢cok yuksektir. mt DNA
mitokondriyal proteinlerin % 2-3’'Un0, nUkleer DNA ise % 98’ini sentezler ve
sentezlenen proteinler mitokondriye tasinir. Mitokondri ic membrani gecirgen degildir,
bu yizden nikleer DNA tarafindan sentezlenen proteinlerin matrikse tasinmasi igin
bazi mekanizmalar vardir. Aminoasitler, karbonhidratlar ve yag asitleri ic membrana
gelerek burada oksidatif yikima ugrayarak ylksek enerjili ATP sentezlenir ve hlicrenin

enerji ihtiyaci saglanir (11).

insan mt DNA’ s1 16.569 baz ciftinden olusan, kiiclk, cift zincirli bir molekuldir.
Herbiri kendi kendine replike olabilen hafif (L) ve agir (H) zincirden meydana gelir. Agir
zincirin replikasyonunu displacement loop bdolgesi kontrol eder ve zincirler iginde
promotor bolge goérevi yapar. Hepsi anneden gelen mitokondriler 37 tane geni iceren
DNA molekiline sahiptir. Sadece 13 mitokondriyal protein mt DNA tarafindan
kodlanir. Diger mitokondriyal proteinleri saglamak icin hucrenin nukleer DNA’ sina

ihtiyac¢ duyar (11).

mt DNA’ nin kendine ait replikasyon ve transkripsiyon mekanizmasi mevcuttur.
Fakat mt DNA’ nin replikasyon ve transkprisyonu igin gerekli enzimler, nikleer DNA
tarafindan sentezlendigi icin, mt DNA tam bir otonomi gostermez. mtDNA kopyalama
ve transkripsiyonu, hiicre dongusu iginde S ve G2 fazlarinda olusur (12,13). Ancak
mitokondriyal protein sentezi interfaz déneminde ikiye katlanir ve hicre dongusunde
sabit kalir (14).

mt DNA replikasyonu, Displacement loop mekanizmasina gére meydana gelir.

Bu mekanizmada ilk olarak, agir (H) zincirin replikasyon kismindan 5'-3' yénine dogru



sentez olayi ile baglar. Bu sentez sonrasinda agir zincir, hafif zincirin replikasyon
kismina ulastigi anda, ters yonde ilerler ve hafif zincir sentezlenir. mt DNA
transkripsiyonu ise Displacement loop bdlgesindeki promotordan ters yonde baslar.
Sonugta iki zincir ayni anda transkripsiyona ugrar, rRNA, tRNA ve mRNA’lar olusur.
Birbirine benzer rRNA, tRNA ve bazi proteinleri kodlayan genler mitokondrilerde
bulunur. (15).

Mitokondri yaklasik 4-5 mm uzunlugunda olup, 107 dalton molekuler kitlesine
sahiptir. mtDNA insanin her hucresinde yaklagik 500 ile 8000 adet bulunur (16,17).

Mitokondri kendine ait bir DNA polimeraza sahiptir (18). mtDNA, daha siki bir
yapisal olusum gosterir nikleer DNA gibi eksonlar ve histonlari icermez. Elektron
tasima zincirine (ETC) yakin olmasi ve bu slrecgte olusan oksidatif molekillerden

etkilendigi icin, mtDNA nikleer DNA’ dan daha ¢ok mutasyona ugrar (19).

Mitokondri genetik olarak annenin mtDNA’ sindan kendi ¢gocuguna geger ama

babanin mtDNA’ sindan hi¢ girdi almaz (20).
2.3. MITOKONDRIYAL FiZYON, FUZYON VE MiTOFAJI

Mitokondriyal fizyon iki membranin ayrilmasi, fizyon ise iki mitokondrionun i¢
ve dis zarlarinin tamamen kaynasmasidir. Fizyon-fiizyon, mitokondriyal homeostaz
icin gerekli olan butunlestirici bir mekanizmadir. Saglikli hicrelerde fizyon ve flizyon

hem mitokondrinin hem de hlicrenin saglikh olarak yasamini sadlar.

Mitokondrinin kalsiyum dengesinde, yaslanma surecinde, ¢esitli hastaliklarda,
hlcrenin canliligi ve 6lumuandeki rolt kaginiimazdir. Bu sureglerde mitokondriyal fizyon
ve flizyon 6nemli bir role sahiptir (21). Fizyon ve fuzyon arasindaki denge, mitokondri
morfolojisini ve mitokondriyal DNA/proteinlerindeki problemleri ortaya c¢ikmasini
engeller (22,23). Bazi calismalar oksidatif fosforilasyonun flizyonla artip, fizyonla

azaldigini gostermistir (24,25).

Mitofaji ise hasarli olan mitokondrinin hasari giderilemediginde yok edilmesidir.
Burada en Onemli belirte¢ mitokondri membran potansiyelinin azalmasidir. Birgok
hicre tipinde mitofaji, PINK1-PARKIN mekanizmasi Uzerinden gergeklesir. Bu
mekanizma ile bir yandan hasarli ve hasarsiz mitokondri arasindaki fizyon 6nlenirken,

diger yandan hicrenin apoptoza gitmesi engellenir ( 26, 27, 28, 29).



TUumor stpresord p53 geni siklikla insan kanserlerinde mutasyona ugrar ve p53
proteini kanseri baskilamaktadir. Bununla birlikte, p53'Un aracilik ettigi tGmor
baskisinin arkasindaki mekanizma hala belirsizdir. Son zamanlarda, Mieap (mitokondri
yiyen protein) proteini bir p53 - induklenebilir protein olarak tanimlandi. Mieap
mitokondriyal hasara yanit olarak mitokondri (mitokondri iginde lizozom - benzeri
organellerin mitokondriyal birikimi proteini ya da MALM) i¢inde lizozomal proteinlerin
birikimini indUkler ve sagliksiz mitokondriyi onarmak igin oksitlenmis mitokondriyal

proteinleri ortadan kaldirir (183).
2.4. OKSIDATIF FOSFORILASYON

Karbonhidrat ya da yaglarin yikilmasiyla hucrelerde kullanilan enerjinin blyuk
gogunlugu mitokondri iginde bulunan oksidatif fosforilasyon ile dagitihr. Ornegin,
glikoliz ile glukozun yikimi ve sitrik asit dongusu ile, NADH’in 10 molekulinl, FADH?’
nin 2 molekulind ve ATP’ nin 4 molekdlunu Uretilir. Bu Uretilen molekillerden de,
NADH ve FADH?2’ den elektronlar oksidatif fosforilasyon ile molekuler oksijene elektron
transport zincirine aktarilir. i¢ mitokondriyal membranda bulunan protein kompleksleri
ETZ ve oksidatif fosforilasyon vasitasi ile agiga ¢ikan enerjide kritik Gneme sahiptir (30,
31, 32, 33).

Oksidatif fosforilasyon suresince, NADH ve FADH2 daki oksidasyon
reaksiyonlarindan aciga c¢ikan enerji mitokondri i¢ membraninda bulunan dort
kompleks ile gerceklestirilir. Daha sonra kompleks bes ATP sentezi gérevini yapar (30,
31, 32, 33).

NADH’ dan elektronlarin transferinde, NADH’ daki elektronlar yaklasik kirk
polipeptit zincirinden olusan kompleks I’ deki elektron transport zincirine girer ve
NADH’ dan flavin mononUkleotide transfer olur. Daha sonra ise on polipeptitten olusan
ve kompleks I' den kompleks III’ e elektronlari tasiyan Coenzyme Q vardir. Kompleks
[I' de elektronlar sitokrom b’ den periferik membran proteini sitokrom c’ ye transfer
olur. Sitokrom c elektronlari O2 e transfer oldugu kompleks 1V’ e tagsima islemi yapar
(30, 31, 32, 33).

Elektronlarin kompleks I, Il ve IV yoluyla gecisinden elde edilen serbest enerijj,
bu elektron tagima reaksiyonlarindan elde edilen enerjinin ATP sentezine baglandigi

mekanizma, glikoliz veya sitrik asit dongusu sirasinda ATP sentezinden temel olarak



farkhdir. Sonraki durumlarda, ylksek enerijili bir fosfat, enerji Greten reaksiyonun diger
substratindan dogrudan ADP'ye transfer edilir. Ornegin, glikolizin son reaksiyonunda,
fosfoenolpiruvatin yiksek enerjili fosfati, piruvat+ATP Ureterek ADP'ye aktarilir. Boyle
yuksek enerijili fosfat gruplarinin direk transferi elektron transferi sirasinda olusmaz.
Bunun yerine, elektron tagsinmasindan elde edilen eneriji, i¢ mitokondriyal membran
boyunca bir proton gradyaninin olusturulmasinda kullanilir. Bu gradyanta depolanan
potansiyel enerji daha sonra kompleks V tarafindan uretilir (25). Oksidatif fosforilasyon
sirasinda ROS olusturulur, ancak bunlar genellikle mitokondri icindeki antioksidan

mekanizmalar tarafindan tamponlanabilen kiicik miktarlarda bulunur (26).

2.5. OKSIDATIF STRES

Serbest radikallerin artmasi ve antioksidanlarin yetersiz kalmasi durumunda
“Oksidatif Stres” olusur. Hucresel yapilarda, cesitli molekillerde oksidan birikimi ve
fizyolojik olaylarda aksama/bozulma meydana gelir. Oksidan/antioksidan ve ROS’larin
yararli/zararl etkileri arasinda bir dengenin olmasi gerekmektedir. Organizmada
serbest radikaller agiga ¢ikar ve bunun sonucu olarak vicutta hasar olusur. Bu hasari
engelleyen, olusan zarari azaltan “antioksidan savunma sistemleri“ gelistirilmistir (34).
Antioksidan enzimler serbest radikalleri inhibe ederek olusabilecek hasarlari énlerler
(35). Bu savunma sistemleri serbest radikalleri tutar veya daha zayif bagka bir
molekule donusturerek aktivitelerini azaltir, serbest radikalleri kendine baglayip
reaksiyon zincirini kirar ya da onarir (36).

Mitokondri elektron transport zinciri (ETZ) yoluyla ATP Uretir. Elektronlar ETZ
yoluyla molekiiler oksijene aktarildi§i zaman, olusabilen stiperoksit anyonlarinin dtsik
konsantrasyonu kompleks I' den ve kompleks III’ den gecerken olusan elektron
kacaklarindan olur. Superoksit gibi olusan serbest oksijen radikallerinin dusuk
seviyede olmasi hiicre fonksiyonu icin 6nemlidir ve yiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi mitokondri ve hiicreye zararhdir. Oksidatif stres altinda artan ROS miktari
mt DNA’ da kirilmalara ve mutasyonlara neden olabilir. mt DNA kirilmalari elektron
transport zincirinin etkinligini negatif olarak etkiler. Bu yuzden mitokondriler ROS’un
asir donusumu ile basa ¢ikmak i¢in antioksidan savunma sistemlerine sahiplerdir (37,
38).

2.5.1. ANTIOKSIDANLAR



Antioksidanlar serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasardan hicreleri
koruyabilen maddelerdir. Antioksidanlar serbest radikallerin toksik etkilerine kargi
hiicreleri korur, serbest radikalleri stabilize eder ve hastaliklari 6énlemede katki saglar
(39). Bu sekilde antioksidanlarin vicutta olusturduklari bu savunma sistemlerine
“antioksidan savunma sistemleri” denilmektedir (41). Antioksidanlar, serbest
radikallerle ¢ok hizli bir reaksiyona girer ve otooksidasyon/peroksidasyonun

ilerlemesini 6nlerler (42, 43).

Antioksidanlar dogada eksojen veya endojen olabilir. Endojen antioksidanlar ise

enzimatik ve nonenzimatik olarak siniflandirilabilir (39, 40).
2.5.1.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki alt

grupta siniflandirilabilir (39,40).
2.5.1.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve
Glutatyon rediktaz (GR) enzimatik savunma hattini  olusturan enzimsel
antioksidanlardir (43).

2.5.1.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Baslica non enzimatik antioksidanlar dogada vyiyeceklerle aldigimiz
antioksidanlardir. Bunlardan en onemlileri; mineraller (ginko, selenyum), vitaminler
(Vitamin C,E,A,K), karotenoidler, organosulfur bilesikler, antioksidan kofaktor (koenzim

Q) ve polifenollerdir.
2.5.1.2.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

Hucrelerde oksijeni metabolize eden ve stperoksidin hidrojen peroksit (H202)
ve molekiler oksijene (O2) katalizlenmesi yoluyla islev géren enzimatik bir
antioksidandir. Gorevi ise fizyolojik olarak hucreleri sUperoksit radikaline karsi
korumaktir. Bu oksidatif strese karsl savunma hattinin birincisini olusturur. Zincirleme
olarak meydana gelen reaksiyonlarin baglamasina yol agar. insan viicudunda 3 cesit
SOD tiru vardir (44,45).



1. Sitozolde Cu/zZn-SOD: Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) icerir. 32 kDa molekdl
agirhginda ve iki alt biimden meydana gelir. Bu alt birimler Cu ve Zn atomu igerir
(44,46).

2. Mitokondrial Mn-SOD: Manganez (Mn) igerir ve mitokondride bulunur. 80 kDa
molekul agirliginda ve mitokondriyal bir enzimdir. Farkli olmasina ragmen Cu/Zn SOD

ile ayni reaksiyonu katalizler (44, 45, 46, 47).

3. Ekstraselliler SOD(EC-SOD): Mn igerir ve ekstraselluler sivida bulunur.
Organizmalarda tetramer, dimer ve multimer olarak ¢ formda bulunur. Her alt birim
Cu ve Zn atomu igerir. EC-SOD ekstraselltler matriks ve hicre ylizeylerinde bulunur.
EC-SOD salgilanma ve sentezlenmesi fibroblast hucreleri, glia hucreleri ve endotel
hicreleri ile gergeklestirilir. Ekstraselliler seviyede enzimatik olarak slperoksit
radikallerini etkisizlestirebilen tek antioksidandir ve EC SOD oksidan hasari ve fibrozis

gibi akciger hastaliklarindan korunmak igin gcok énemlidir (44, 45, 48).

Superoksit anyonlarini H202" e donugstiren SOD mitokondri igin dnemlidir. Agir
ROS Uretimini engelleyen bir mekanizma olusturur. Bu antioksidan savunma
sisteminin amaci, ATP Uretimini optimal kosullarda saglamak ve mitokondriyal

fonksiyonu surduirmektir (49, 50).
2.5.1.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz hicre ici organellerde (peroksizom) cok miktarda, mitokondri ve
endoplazmik retikulumda az miktarda bulunur. H202"i O2’ ye yikarak uzaklagtirir. Dort
alt proteine sahiptir. Her alt tnite bir Hem grubu bir NADPH molekull igerir. CAT’ In
hizli caligmasi i¢in yuksek H202 konsantrasyonuna ihtiyac vardir (51). H202 bir radikal
degildir ve biyolojik molekiillerle reaksiyona girmez, ama OH olusmasinda bir 6n
madde rolu Ustlenir (52,53). Ek olarak fenol ve alkollerin detoksifikasyonunu saglar (
54).

2.5.1.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hicreyi H202" den temizleyerek oksidatif hasara kargi
hlcreleri korur ve bu igslemde glutatyonu (GSH) kullanir. H202’den OH’ nin olugsmasina

karsi koyar.



GPx hucrelerin sitoplazmasinda bulunur ve her alt birimi selenyum atomu igceren
dort protein alt biriminden meydana gelir (55). H202" nin uzaklastiriimasi isleminde CAT
ile ayni gorevi yapar. Karaciger ve eritrositte ylksek aktivitede, kalp, akciger ve
beyinde orta aktivitede, kasta duglk aktivitede bulunmaktadir. %55-80’i sitoplazmada,
%?20-40’1 mitokondride bulunur. iki ana tiire sahip olup, bunlar selenyuma bagl
glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ve selenyuma bagiml olmayan glutatyon peroksidaz
(GPx)’ dir. Se-GPx’ in H202 ve organik hiperoksitlere kargi etkisi vardir. Buna karsin
GSH vyalniz lipit hidroperoksitleri metabolize ederek lipit peroksidasyonunun
baslamasini ve ilerlemesini dnler (56, 57, 58, 59).

Glutatyon disulfit (GSSG) GR tarafindan mitokondriyal glutatyona (mGSH)
donustaralir. GSSG'nin mGSH'ye donusturilmesi, NADPH'yi gerektirir; mGSH
seviyeleri ve pentoz fosfat yolu NADPH uretir. Bu mekanizmalar asirt ROS seviyelerini

onlemede ve mitokondriyal fonksiyonun surdurilmesinde énemli bir rol oynar (60).

2.5.1.2.4. Glutatyon Rediktaz (GR)

GR; flavin adenin dintkleotid (FAD) igerigine sahip olan protein bir enzimdir.
GSH endojen peroksitlerin detoksifikasyonu icin 6énemli bir yere sahiptir. GPXx
peroksitleri temizlemek icin GSH’a ihtiya¢ duyar. Oksitlenmis olan GSSG, GR ile GSH’
a donusmektedir. Bu sebeple NADPH serbest radikal hasarini engelleme igin gereklidir

ve en dnemli kaynagi pentoz fosfat yolagidir (61).

2.5.1.2.5. Glutatyon (GSH)

GSH, butun okaryotik hucrelerden sentezlenir ve yuksek yogunlukta bulunur.
Glutatyonun yaklasik %90’ sitozolde, %10’u mitokondride, az oranda da endoplazmik
retikulumda bulunur ve dusuk molekul agirhikhdir. GSH detoksifikasyon sisteminin
dizglin c¢alismasinda, hucre sinyal mekanizmasinin duzenlenmesinde, gen

ekspresyonu ve apoptozisde antioksidan olarak gorev yapar (62, 63, 64).

Glutatyonun sentez mekanizmasi iki asama ile gergeklesir. ilk glutamin-sistein
ligaz (GCL), glutamilsisteini olusturur. ikinci olarak glutatyon sentetaz (GSS),
glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekulini meydana getirir. GSH negatif geri

besleme (feedback) ile glutamilsistein olusum hizini ve bdylelikle kendi sentezini de



denetler. Bu sentezde bir molektl GSH icin iki molekil ATP' nin hidrolizi gerekmektetir
(65).

GSH oksidasyonu, apopitotik stirecin erken donem belirtisidir ve bu ytzden
metabolik sinyal gibi davranabilir (66). GSH’ in gorevleri; DNA sentezi ve hasarli DNA’
nin onariimasi, metabolik fonksiyonlarin yerine getiriimesi, serbest radikallerin olasi
hasarlarinin énlenmesi, zehirli maddelerin inaktif hale donusturtlmesidir (67). Bunlara
ek olarak antioksidan etkili olan C ve E vitaminleri Gizerinde de orta dizeyde koruyucu
etki gosterir (68).

Mitokondriyal olarak GSH diger 6nemli antioksidan sistemidir. Mitokokondriyal
GSH sadece asiri ROS seviyesini azaltmakla kalmaz ayni zamanda i¢ membrandan
sitokrom c salinimini engeller. Ayrica direk olarak stperoksit anyonlari ile etkilesime

gecerek glutatyon disulfite okside olur (69).
2.5.1.2.6. Malondialdehit (MDA)

Doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile ti¢ karbonlu bir dialdehid olan MDA
olusur (70). Lipid peroksidasyon urunleri serbest oksijen radikallerinin son oksidasyon
drtnleridir. Bunlar uzun yasam suresine sahip olup, zarlari gegebilme yetenegine
sahiptir. Oksidatif lipid peroksitlerin pargalanmasi ile toksik etkiye sahip bir son Urln
olusur. Bu son urunler htcre 6lumune neden olur ve mitokondriyal solunumda protein
sentezi gibi 6nemli fonksiyonlar inhibe ederler (71). MDA etkisini proteinlerin amino
gruplarina, fosfolipidler veya nukleik asitlere baglanarak gosterir. Diger 6nemli etkileri
ise deformasyon, hlcre ylzey bilesenlerinin bozulmasi, iyon transportu ve enzim
aktivitesi gibi zar 6zelliklerini degistirmesidir (72). Asiri lipid peroksidasyonunda MDA
konsantrasyonu onemli derecede artarak doku hasarina yol acar (73). MDA,
proteinlerin lizin reziduleri ve fosfolipidlerin amin gruplari ile kolaylikla reaksiyona girer.
Diffize olabilme yetenegi cok ylksek oldugu igin, DNA’nin nitrojen bazlariyla
reaksiyona girerek hasara neden olabilir (74, 75). Oksidatif stresin o6lctlmesinde
glinimiizde en yaygin metod MDA &lgiimiidiir. insan viicudunda oksidasyon fizyolojik
olarak devamli olusur ve buna ek olarak disaridan alinan ROS’ lar bu oksidasyon
surecini hizlandirir. Vlcutta serbest radikallerin artmasi ile ciddi hasarlar veya
hastaliklar meydana gelebilir. Ornegin bu artisla gastrointestinal sistem hastaliklari,
infertilite, kardiyovaskdler hastaliklar, ilaglarin toksisitesi (doxorubicin) gibi birgok
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sistemi ilgilendiren sorunlar ortaya c¢ikabilir. Bu sorunlarin ortadan kaldiriimasi igin

oksidan-antioksidan sistemlerin bir dengede bulunmasi gerekmektedir.
2.6. MITOKONDRIYAL DiSFONKSiYON

Mitokondri hucre icindeki gorevini bir butinlik saglayacak sekilde yerine
getirmelidir. Biyolojik islevlerini yerine getirmedigi zaman yakinindaki mitokondriye ve
hucreye zarar vermeye baslayarak son derece tehlikeli sonuglar dogurabilmektedir.
Mitokondriyal disfonksiyon Parkinson Hastaligi (76), Alzheimer Hastaligi (77), kas
distrofisi (78) ve yasla iligkili nérodejenerasyon (79) gibi hastaliklarda rol oynar. Ayrica
mitokondri disfonksiyonu birgok hastalikta goérulen patolojilerde de rol oynar. Bu
patolojiler travmatik beyin hasari (80), omurilik hasari (81), kardiyak enfarktis (82) ve

inme (83) olarak gosterilebilir.
2.7. AKUT BOBREK YETMEZLIGI

Akut renal yetmezligi bébrek fonksiyonlarinin hizli bir sekilde azalmasi ve bu
azalmanin uzun sUre devam etmesi ile karakterize bir sendromdur. Glomeruler
filtrasyon hizinda azalma ile uUre azotu, kreatinin gibi toksinler vucutta birikir ve akut
bobrek yetmezligi ortaya c¢ikar (84). Akut bdbrek yetmezliginin prognozu hastaligin
siddetine ve klinik durumuna bagli olarak onemli bir sekilde degisebilir. Bununla birlikte
kisa ve uzun donem komplikasyonlari 6zellikle artan mortalite ve morbidite, kronik
bobrek yetmezligi gelismesi ve yuksek bakim maliyeti akut bobrek yetmezliginin major

bir halk saghgi sorunu oldugunu géstermektedir (85, 86).

Bircok arastirma gostermigtir ki; mitokondri fonksiyon bozuklugu birgok
hastalikla iligkili oldugu gibi akut bobrek yetmezliginin de nedenidir. ATP Uretiminde
azalma, ROS Uretiminde artis, sitokrom c salinimi ve mitokondriyal kristalarda bozulma

akut bébrek yetmezliginde mitokondrinin rolini destekleyen belirteclerdir (87).
2.7.1. Epidemiyoloji

Akut bébrek yetmezligi artan nifus, nefrotoksik ilaglarin kullanimi gibi saglik
alanindaki degismelerle artis gostermektedir (88, 89, 90). Ayrica yaslilar ve hastanede
yatan hastalarin % 7-22 sini etkilemektedir. Buyuk, ¢cok uluslu bir meta-analiz yapilarak
2004-2012 yillari arasinda 3 milyon hastanede yatan yetiskinleri iceren 154 kohort

calismasinda, akut bébrek yetmezligi insidansi % 22 olarak bulunmustur (91). Akut
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bdbrek yetmezliginin yogun bakim Unitesinde ve hastanede uzun sureli yatislarindaki

artis finansal olarak maliyetleri artirmaktadir (92).
2.7.2. Patofizyoloji

Akut bobrek yetmezligi patofizyolojisi kompleks bir seyir izler. En yaygin olarak;
sistemik vazodilatasyon, hipovolemi, kardiyak fonksiyonlarin bozulmasi gibi birgcok
sebeple meydana gelebilen iskemidir. Fizyolojik olarak kan akimindaki azalmaya vucut
belli bir noktaya kadar ayarlama yapabilir ancak oksijen yetersizligi ve metabolik
arunler eksik oldugunda hticresel hasarin sonucu olarak organ disfonksiyonuna neden
olabilir. Bobrek; vazokonstriksiyon, endotel hasari ve inflamasyonla sonug¢lanan iskemi
ile ilgili hasarlara ¢ok duyarlidir (93). Bobrek perfiUzyonundaki azalmayi takiben,
epitelyal hucreler yeterli ATP saglayamazlar. Bu ATP yetersizligi hucre hasarina ya da

nekroz/apoptozis ile hiicre 6lumine neden olabilir (94, 95, 96).
2.7.3.Tani

Akut bobrek yetmezIigi tanisi serum kreatininde artis ve idrar miktarinda dusus
ile konulmaktadir. 2007 yilindaki Akut bobrek yetmezligi Network siniflamasina goére
RIFLE( Risk, Injury, Failure, Loss, End-stage) kriterleri tani igin 6nemlidir. Ek olarak,
serum kreatin seviyesi 0,3 mg/dl ya da 48 saatte daha fazla artarsa akut bdbrek

yetmezligi tanisini gerektirir (97, 98).

TABLO-1: Akut Bébrek Yetmezligi Tani Siniflamasi (KDIGO)

AKI Evrelemesi Serum Kreatin Kriteri idrar Kriteri

Evre | Serum Kreatin idrar miktari
>0.3 mg/dl (=26.4 umol/L) | <0.5 ml/kg/h for 6-12 h

Evre Il Serum Kreatin normal | idrar miktari

degerin 2-2,9 kati <0.5 ml/kg/h for =12 h
Evre llI Serum Kreatin normal | idrar miktari

degerin 3 kati <0.3 ml/kg/h for =24 h

Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Acute Kidney Injury Work
Group. KDIGO clinical practice guideline for acute kidney injury. Kidney Int. 2012;2: 1—
138(99).

2.7.4. Tedavi
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Akut Bobrek yetmezligin tedavisi etiyolojik olarak farklliklar gostermektedir.
Tedavide korunma ilk planda olmalidir. Nefrotoksik ilag kullanimi/ ilag takibi ile bobrek

fonsiyonlarinin bozulmasi engellenebilir.

Prerenal azotemi renal perflUzyon/volim replasmaninin yerine konmasi ile hizla

gerileme gdsterebilir. Sivi replasmani igin temel tedavi %0.45 NaCl ile olmahdir.

Renal azotemide, bobrek kan akimini artirmak, tubuler tikanikhidr agmak, hucre
o6demini azaltmak icin dusuk doz dopamin, tubuler obstriksiyonu agmak igcin mannitol,

atrial natritretik peptid ve loop diuretikleri verilir (100, 101, 102).

Serbest radikal olusumuna engel olmak icin SOD, CAT, mannitol, hiicre igci
Ca++ birikimini 6nlemek igin kalsiyum kanal blokerleri, hiicre rejenerasyonu igin

aminoasit solusyonlari kullanilir (103).
2.8. DOXORUBICIN NEFROTOKSISITESI

Doxorubicin etkili ve genis spekturumlu anti-timor aktiviteye sahip antraksilin
glikozid turd bir antibiyotiktir. Over, meme, akciger, uterus, serviks, Hodgkin’s lenfoma,
primer kemik sarkomlari ve hematolojik kanser tirlerine kargi 1969’ dan beri kanser
tedavisinde kullaniimaktadir (104, 105, 106).

Doxorubicin'in yuksek antitimor etkinligi olmasina ragmen, kardiyak, bobrek,
pulmoner, testikiler ve hematolojik toksisitelerinden dolayi kullanimi sinirli kalmaktadir
(207).

Doxorubicin kaynakli nefrotoksisitenin tam mekanizmasi bilinmese de toksik
etkisinin serbest radikal olusumu, demir bagimli biyolojik makromolekullerin oksidatif
hasari, zar lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu ile meydana geldigi
dusundlmektedir (108). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda, doxorubicinin bobreklerde
artmis glomeruler kilcal damar gegirgenligine ve tubdler atrofiye neden oldugu

gosterilmigtir (109).

Hayvan galismalarinda, doxorubicin ile olusturulmus nefropati modelinde yogun
proneinuri gézlemlenmis olup proteinuri ciddi bobrek hasarina neden olmustur. Bu
ciddi hasar, bobrekte glomeriler lezyonlar, tibuler dilatasyon, tibdl limeninde protein
birikimi ve stromal fibrosize neden oldugu uzun dénemli ¢alismalarda gosterilmistir
(110, 111, 112).
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Doxorubicin toksisistesinin mekanizmasi serbest radikal Uretimi ile yakindan
iligkilidir ve bu antioksidan savunma sistemlerinin bozulmasina yol ac¢maktadir.
Bobrekteki protein oksidasyonu ile ortaya ¢ikan oksidan-antioksidan sistemdeki hasar
doxorubicinle meydana gelen nefrotoksisistenin biyokimyasal mekanizmalarindan biri

olarak gosterilmektedir. (113).
2.9. MITOKONDRIYAL TRANSPLANTASYON

Mitokondriyal transfer tedavisi genetik hastaliklarda basarili sonuglari olan
terapotik bir yontemdir. mt DNA hasari ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olan bazi
hastalaliklarda organel olarak mitokondrinin transplant edilmesine blyuk ihtiyag vardir.
Bu konuda yapilan birgok ¢alisma ile gesitli hiicre kaynaklarindan (mezenkimal kok
hiicre, hicre kaltlrt, hastanin kendi doku érnekleri) izole edilmis mitokondrinin hasarli
doku, organ ya da huicrelerde basarili sonuglari oldugu goésterilmistir. Kalp ve karaciger
iskemisinde ve Parkinson hastaliginda oldukc¢a olumlu sonuglar elde edilmigtir (114,
115, 116).

Yillardir siren ¢alismalar neticesinde mitokondri transplantasyonunda iki farkl

yontem belirlenmistir.
* Dogal mitokondriyal transfer: Mikrovezikul transportu ve nanotlp transportu

* Yapay mitokondriyal transfer: Koinkibasyon, mikroenjeksiyon, in situ
enjeksiyon, Pep-1 ve mitokondrinin koinkibasyonu, MitoCeption ve

intraven®z enjeksiyon

Dogal mitokondriyal transfer icin bazi bilim insanlari tarafindan yeni bir hiicresel
Ozelligi tanimlayan in vitro ve in vivo olarak farkli hicre tiplerinde mitokondrinin
horizantal transferi bildirilmistir (117, 118). Horizantal transferde mitokondri ya da
mtDNA hicreler arasinda dogal olarak tasinabilir ve kok hiicre/somatik hicrelerden bu
aktif transfer fonksiyon bozuklugu olan hicrelerdeki aerobik solunumu saglayabilir. Bir
hicreden digerine mitokondri transferi ile ilgili galismalarin gogu mezenkimal kok hicre
gibi saglkli bir hicre kaynagindan elde edilmis mitokondri ile hasar goren hucrelerin
tamir edilmesi ile ilgili olmustur (119). Hlcreler arasi materyalin (mitokondri) transferi
ile ilgili birgok arastirma yapilmistir. Bunlardan 2004’ de Rustom ve arkadasglari, 2006’
da Spees ve arkadaslari, 2012’ de Islam ve arkadaslari ve 2016’ da Jackson tarafindan
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yapilan in vivo analizlerde Mezenkimal kék hiicre mitokondrilerinin transfer icin en iyi
mitokondriler oldugu gosterilmistir. (120, 121, 122, 123).

Ik transfer mekanizmasi, mitokondrinin mikrovezikil ile taginmasidir. Bu
tasinma ozellikle immuan hadcrelerin fagositik 6zelliklerini artirir ve htcreyi hasardan
kurtarir. Mikrovezikiller ile tasinma genellikle mezenkimal kék hicreler tarafindan

gerceklestirilen mitokondri iletisinde goértlmektedir (124).

ikinci transfer yolu nanotiip tiinel transferidir. Hiicresel hasar iyilestirmek icin
hastalikli hiicrelere mitokondri iletme yetenegine sahiptir. Bu tir mitokondri transferi
metabolik yeniden programlama, immun guclendirme ve ayrica diferensiyasyon ile
iligkilidir (125).

Bir hucreden digerine mitokondri transferi ¢ok hucreli organizmalarda
homeostazisin surdurulmesi ve gelismesi icin gerekli bir surecin bir parcasidir.
Mitokondri bir hicreden digerine nanotup tuneli ve mikrovezikuller gibi hicre igi

yapilarla gecebilir (126, 127).

Mitokondri transplantasyonu igin arastirmacilar arasinda farkl bakis agilari olsa
da tum transplantasyon tekniklerinde Clark ve Shay’ in 1982’ de bir hlicreden digerine
mitokondri transferinin ilk érnegi “mitokondriyal transformasyon” 6n ayak olmustur.
(128). Bu ¢alismada mitokondrinin ATPaz fonksiyonu ve protein sentezini inhibe etmek
icin kloramfenikol ve efrapeptin antibiyotiklerini kullandilar. Kloramfenikole direncli
hdcreler, mitokondriyal buyuk alt tipi rRNA geninin bir alaninda bulunan mtDNA’ larinda
mutasyonlara sahipti. Kloramfenikol ve efrapeptine direngli fibroblastlardan mitokondri
transferi ile bu antibiyotiklere duyarli alici hucrelerin canlih@ini  korudugunu
ispatlamiglardir. Clark ve Shay’in mitokondriyal transfer mekanizmasi ile ilgili

go6zlemleri ve sorulari bu alanda ileride yapilacak ¢aligmalarin dnana agmistir.

in vivo ve in vitro uygulamalarda mitokondrinin dogal transferini taklit etmek igin
cok farkh teknikler ortaya cikmistir. Koinkibasyon teknigi, mitokondriyal DNA'da
tasinan antibiyotik direncinin duyarh hicrelere gegirildigi bir yontemdir (128). Daha
sonra bu teknik hasarli hicreler arasinda solunum yetmezligi bulunan hucreleri
kurtarmak icin kullaniimistir (129, 130). Ekzojen mitokondri mikroenjeksiyonu
mitokondriyal hastaliklari tagiyan oositlerin saglikli mitokondri icerigine ulagsmasi igin

uygulanmigtir (131). Fototermal nanoblade endositoz ve hiicre flizyonunu kestirme
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yoldan gergeklestiren ve hucre igine izole edilmis mitokondrinin etkili bir sekilde
transfer edilmesine olanak saglamigtir. Ancak uygulamasi az sayida hucre ile sinirhidir
(132). Alici hucrelerde mitokondri girisini kolaylastirmak icin iki farkli yaklagim
gelistirilmigtir. Birincisi Pep-1 ve digeri mitokondriyal membran reseptor kompleksine
baglanmak (TOM22) Gzere tasarlanmis manyetik boncuklardir. (Magnetomitotransfer).
MitoCeption teknigi, kulture edilmig hucrelere izole edilmig mitokondrinin transfer
edilme isleminde koinklibasyon yontemine termik sok ve santrifUjleme basamaklari
eklenerek standardize edilmis bir transplantasyon yontemidir. Bu yéntem mitokondrinin
hiicre icine alimini iyilestirmektedir. ilk olarak kanser hiicrelerinde uygulanan bu teknik,
hiicrelerin metabolik yeniden programlanmasini baslatirmistir (133). in vivo mitokondri
transferinin uygulanmasi iki sekilde uygulanir. Birincisi, zarar gormus dokuya

mitokondriyi dogrudan enjekte etmek, digeri ise dolasim sistemine direk vermektir.
2.10. MEZENKIMAL KOK HUCRE

Mezenkimal kok hucreler birgok dokuda bulunurlar. Bunlara mezenkimal
stromal hicreler veya multipotent mezenkimal stromal hicreler de denilmektedir. Bu
hucreler saglam dokudan hasar gormus dokuya gegebilme yetenegine sahip olup
hasarl olan dokularda doku tamiri iglevini yerine getirirler. Son yillarda mezenkimal
kok hicre galigmalari ve tedavileri igin hicre kultiri ortaminda mezenkimal kok hiicre

cogaltilmasi ve bunlarin uygulanmasi yayginlagsmistir.

Mezenkimal kok hucreler ylzey antijenlerinin (CD71, CD90, CD29 v.b.)
ekspresyonu ile taninirlar ve multipotent farklilasma potansiyeline sahiptir (134, 135,
136). Bu kok hucreler en ¢ok kemik iliginde bulunur (137, 138). Kemik iligi diginda kas
dokusu, kordon kani, plasenta, karaciger, periferik ve amniyon sivisinda da

bulunabilmektedirler.

Kemik iligi aspirasyonu iginde 1x108 mononikleer hiicreye karsi yaklasik olarak
1-100 arasinda degisen sayida mezenkimal kok hicre bulunmaktadir. (139, 140, 141).
Cogaltilmak igin elverigli, dayanikli bir yapiya sahiptirler ve kuiltir ortaminda
proliferasyon ve farklilagsma 6zelliklerini korurlar. Laboratuvar ortaminda ¢ogaltildiktan
sonra mezenkimal kok htcreler mikroskopta ig seklinde ve fibroblasta benzeyen
kimelenmeler gosterir. Mezenkimal kdk hlcreler, hasarli dokudaki hiicreler ile flizyon

yapma, biyolojik maddeler ve sitokin-kemokin salgilama(interlokin 7, 8, 11, 14, 15, v.b.)
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ve migrasyon yaparak ihtiyac olan dokuya ulagsma gibi 6zelliklere sahiptirler. Bu

Ozelliklerinden dolayr immunmodaulator, antiinflamatuar ve antiapopitotik etki saglarlar.

Mezenkimal kok hucrelerin klinik kullanimi bu kok hdcrenin transplantasyonunu
kapsar ve lokal ya da sistemik inflUzyon seklinde verilebilir. Mezenkimal kok hticre ile
kardiyovaskuler onarim, akciger fibrozu tedavisi, omurilik hasari ve kemik/kikirdak
doku tedavisi yapilabildigi gdsterilmistir. Hematopoetik kék hicre transplantasyonu
I6semi ve diger bazi kanser turlerinde de kullaniimaktadir (142). Lokal olarak verilen
kemik iligi hicrelerinin koroner arter hastaliginda miyokard hasarini dizeltmede etkili
olabilecegi iddia edilmistir (143). Ornegin, fare quadriceps kasina enjekte edilen
mezenkimal kok hicrenin kas distrofisinin tedavisine olumlu katki sagladigi
belirlenmistir (144). Alzheimer hastaliinda mezenkimal kok hicre ile in vivo ve in vitro
modellerde noéron etkinligini artirarak hicre otofaji yolagini olumlu etkiledigi

g6zlemlenmistir (145).
3. MATERYAL — METOD
3.1. Deney Hayvanlari

Calismada agirliklari 300-350 gram agirliginda 42 adet Sprague-Dawley cinsi
erkek rat kullanildi. SBU Gillhane Saglik Bilimleri Enstitisu Yerel Etik Kurulu’ nun
05.09.2017 tarih ve 2017/ 17/ 29 karar no’ lu etik kurulu yazisi ile onay alindiktan sonra
¢alismaya baslandi. Hayvanlar, SBU Gulhane Saglik Bilimleri Enstitisi Deney
Hayvanlari Biriminden temin edilerek calisma suresince 25 °C oda sicakliginda ve 12
saatlik karanlk aydinlk periyodu altinda Doxorubicin uygulamasindan sonra metabolik
kafeslerde barindirildi. Ticari yem ve musluk suyu ile kendi baslarina serbestcge
beslenmesine olanak saglanan deneklere ¢alisma dncesinde herhangi bir sivi ve diyet

kisitlamasi uygulanmadi.
3.2. Deney Gruplari

Ratlar “ basit rastgele drnekleme” ile toplam 4 gruba ayrildi gruplar asagida

listelenmistir.

e Sham Grubu (n=6): Deney hayvanlarina hicbir ilag, anestezik madde ve

cerrahi igslem uygulanmayan ve kendi haline birakilan grup.
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« Doxorubicin Grubu (n=12): Deney hayvanlarina intraperitonal ve tek doz
olarak 6 mg/kg doxorubicin uygulanan grup. Uygulanma sonrasi deney
suresince metabolik kafeslerde proteinuri takibi yapildi.

+ Doxorubicin+Respiration Buffer Grubu (n=12): Deney hayvanlarina
intraperitonal ve tek doz olarak 6 mg/kg doxorubicin uygulanan ve her iki
bobrege 300 pl respirasyon buffer uygulanan grup. Uygulanma sonrasi
deney suresince metabolik kafeslerde proteiniri takibi yapildi (Respiration

Buffer: mitokondriyi i¢cinde beklettigmiz tampon).

+ Doxorubicin+Mitokondri Grubu (n=12): Deney hayvanlarina intraperitonal
ve tek doz olarak 6 mg/kg doxorubicin uygulanan ve her iki bobrege toplam
500 pl. izole edilmig mitokondri uygulanan grup. Uygulanma sonrasi deney

suresince metabolik kafeslerde proteinuri takibi yapildi.
3.3. Cerrahi Prosedir

Calismanin ilk asamasi bobrek hasari olusturmak (zere doxorubicin
uygulamasi gergeklestirildi. Bu amagla dnce Sham grubu hari¢ diger tim deney
hayvanlarina intraperitonal ve tek doz olarak 6 mg/kg doxorubicin uygulandi.
Uygulamadan sonra besinci ginde mitokondri transplantasyonu ve respirasyon buffer
uygulamasi i¢in, Sham grubu ve Doxorubicin grubu hari¢ diger tim gruplarin deney
hayvanlar intramuskuler (i.m.) ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg)
kombinasyonu ile anestezi altina alindi. Anestezi derinligi ayak parmaklari pens ile
sikigtirilarak agri duyulari kontrol edildi. Sirt GstU yatirilarak batin bdlgesi tras edildi ve
sterilizasyon saglanmasi igin batikon ile temizlendi. Cilt bistlri yardimi ile orta hat
boyunca kesildi ve duvari yukari asilarak makasla acildi ( bu asamada bagirsaklarin
perfore olmamasina 6zen gosterildi). Agilacak bdlgenin etrafina steril 6rtu ve islak
spang ile ortuldukten sonra bagirsaklar disari ¢ikarildi. Ratlarin sirayla sag ve sol
bobregine 28 gauge uclu dental igne kullanilarak bir gruba mitokondri
transplantasyonu diger gruba Respiration buffer transfer islemi gergeklestirildi.
Transfer islemi korteksin yan ytzlne Ug ve renal pelvisin tam karsisina iki girisim olarak
yapildi. Doxorubicin+mitokondri grubundaki bu transfer igsleminde yaklasik 8 milyon
mitokondri 500 pl. iginde uygulandi. Doxorubicin+Respiration Buffer (respiration buffer:
mitokondriyi ig¢inde beklettigimiz tampon) grubuna 300 pl. Respiration Buffer transferi

yapildi. Transplantasyon isleminden sonra i¢ organlar batina yerlestirlidi. iki batin
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duvari surekli sutirle kapatildi, ardindan deri suturla kapatildi. Batikonla iyice

yikanarak temizlendi ve kafese alinarak yan yatar pozisyonda birakildi (Resim-1).

RESIM-1: Deney hayvanlari mitokondri transplantasyonu ve cerrahi islem

Calismanin ikinci agsamasinda cerrahi islemler doxorubicin uygulamasindan on
gun sonra butin gruplardaki ratlara uygulandi. Tum ratlar intramuskuler (i.m.) ketamin
(90 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi altina alindi. Agri
duyulari, ayak parmaklari pens ile sikistirilarak kontrol edildi. Genel anestezi altinda
histopatolojik ve biyokimyasal (re, kreatinin) analizler igin bobrekler ve kan érnekleri
alindi. Histopatolojik analizler i¢in alinan doku 6rnekleri %10’luk formaldehit iginde,
biyokimyasal analizler igin alinan doku ve kan &rnekleri ise ependorf tlplerde sivi
nitrojende sok dondurma yapilarak -80°C derin dondurucuda analizlerin yapilacagi

tarine kadar saklandi (Resim-2).
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RESIM-2: Deney Hayvanlari Sakrifikasyonu

3.4. Mezenkimal Kok Hiicre Kultiri ve Hiicre Sayimi

Ticari olarak satin aldigimiz hucre hattindan Rat mezenkimal kdk hucreleri
inkiibe edilerek cogaltildi. (Milipore Rat mesenchyml Stem Cells 1x10 6 -Catalog
Number: SCR027) Mezenkimal Kok Hucreler temel hicre kdltird prensipleri

kullanilarak T75 kultur flasklarinda ¢alisma icin yeter sayi olana kadar ¢ogaltildi.
3.5. Mitokondri izolasyonu

Mitokondri izolasyonu ticari bir kit olan Mitochondria isolation Kit for Cultured
Cells-Thermo Scientific-USA olan mitokondri izolasyon kiti ile yapildi. islem

basamaklari agagida oldugu gibidir:

1. Hicre kultirinden elde edilen hicrelere 800 pl. Reagent A eklendi ve buz
kabinda 2 dakika inkube edildi.

2. Sonra Reagent B eklendi ve buz kabinda 5 dakika inkiube edildi ancak her 1
dakikada bir vorteksle karigtirildi.

3. Dahasonra Reagent C eklendi ve 4° C’ de 700xg hizda 10 dakika santrif(j islemi
yapildi. Supernatanti alip ve 500 ul Reagent C ile pellet yikandi.

4. Ardindan 4° C’de 12000xg hizda 5 dakika santrif(j igslemi yapildi, supernatant

yeni tipe alindi. Mitokondri hazirdi Gzerine 1 ml. Respirasyon buffer konuldu.

20



3.6. Mitokondri Membran Butlinligu Analizi

Mitokondri membran potansiyelini gostermek icin imminofloresan ydntemle

MitoTracker® Mitochondrion-Selective (Invitrogen, Ltd.UK) problari kullanildi.

3.6.1 Mitotracker Red CMXROS ile huicre boyamasi ve flow sitometri

1. DMEM iginde bulunan mezenkimal kdk hicre 3000 rpm’ de 5 dakika santrifuj
edildi. Ustte kalan sivi atild.

2. Altta kalan hticre peletine 2 ml PBS ilave edildi ve 3000 rpm’ de 5 dakika
santrifij edildi. Ayni iglem iki kez tekrarlandi.

3. Onceden 1sitilmig (37° C) 200 nM MitoTracker® Mitochondrion-Selective
(Invitrogen, Ltd.UK) boyama solisyonu 500 pl hicre sispansiyonu igine
aktarildi ve 30 dakika inklibe edildi.

4. Daha sonra %4 Paraformaldehit ile hiicreler 10 dakika fikse edildi.

5. Fikse edilen hucreler Beckman Coulter (Cytomics FC500) cihazinda analiz
edildi.

3.6.2 Mitotracker Red CMXROS ile mitokondri boyamasi ve flow sitometri

1. izole edilmis 500 upl mitokondri icine 200 nM énceden isitilmis (37° C)
MitoTracker® Mitochondrion-Selective (Invitrogen, Ltd.UK) eklendi.

2. Etuvde 37° C’ de 30 dakika boyunca inkube edildi.

3. Boyanmis olan izole mitokondriler Beckman Coulter (Cytomics FC500)

cihazinda analiz edildi.

3.6.3. Mitotracker Red CMXROS- DAPI boyamasi ve immunofloresan
mikroskop analizi

1. DMEM icinde bulunan mezenkimal kok hiicre 3000 rpom’ de 5 dakika santrifij
edildi. Ustte kalan sivi atild1.

2. Altta kalan hicre peletine 2 ml. PBS ilave edildi ve 3000 rpm’ de 5 dakika
santrifyj edildi. Ayni islem iki kez tekrarlandi.

3. Onceden 1sitilmig (37° C) 100 nM MitoTracker® Mitochondrion-Selective
(Invitrogen, Ltd.UK) boyama solisyonu ile 10 pl hicre suspansiyonu
karistirilarak lam Gzerine yayildi. 30 dakika inkube edildi.

4. Daha sonra %4 Paraformaldehit ile hiicreler 10 dakika fikse edildi.

5. Uzerine 15 pl kullanima hazir DAPI (zytovision) boyasi eklenerek 5 dakika
beklendi.
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Ornekler Nikon Eclipse 80’i immunofloresan mikroskopta goriintilendi.

3.6.4. Mitotracker Red CMXROS ve konfokal mikroskop analizi

DMEM iginde bulunan mezenkimal kék hicre 3000 rpm’ de 5 dakika santrif(j
edildi. Ustte kalan sivi atild.

Altta kalan hucre peletine 2 ml. PBS ilave edildi ve 3000 rpm’ de 5 dakika
santrifdj edildi. Ayni iglem iki kez tekrarlandi.

Onceden sitiimis (37° C) 100 nM MitoTracker® Mitochondrion-Selective
(Invitrogen, Ltd.UK) boyama solisyonu ile 10 ul hicre slspansiyonu

karistirilarak lam Gzerine yayildi. 30 dakika inkube edildi.

4. Daha sonra %4 Paraformaldehit ile hiicreler 10 dakika fikse edildi.

5. Hucreler Zeiss LSM 510 marka Lazer Taramali Konfokal Mikroskop cihazi ile

gorantilendi.

3.7. Mitokondri ATP Assay Analizi

izole edilmis mitokondrinin metabolik aktivitesini belirlemek icin ATP Assay

OlcimU yapildi. Bu 6lcim ATP Assay kiti (ATPlite Luminescence Assay System, 300

Assay Kit-Perkin Elmer-USA) ile yapildi. islem basamaklari:

1.
2.

Kit icinde toz halde bulunan ATP stok sollUsyonu distile su ile hazirlandi.

10 pl. izole edilmis mitokondri 96 kuyucuklu mikroplate icine koyuldu ve tum
kuyucuklara 50 ul. Hicre Lysis Solusyonu eklendi. 5 dakika 37 ° C ’de ve 125
rom karistirildi. Bu agama ATP’ yi stabilize etmek igindir.

Mikroplate kuyucuklarina 50 ul Substrate Soltsyonu eklendi. 5 dakika 37° C’de
ve 125 rpm karnigtirildi.

Ardindan Spektrofotometre cihazinda 6lgim yapildi. Verilere gore yuksek ¢ikan

veriler artmig ATP seviyesini ve yuksek metabolik aktiviteyi gosterdi.

3.8. Histolojik Analizler

Histolojik analizler igin bébrek dokusu 6rnekleri doku takip cihazinda (Sakura,

Tissue TEK) takip islemine tabi tutuldu. Bu igslemde 6rnekler formalin, alkol, ksilen ve

parafinden sirayla gecirildi. Takip sonrasi érnekler doku bloklama cihazinda ( Sakura,

Tissue TEK) parafin bloklar haline getirildi. Parafin bloklar mikrotom cihazinda (Microm

HM355S) adhezivli lamlara 4-5 mikron kalinhiginda kesitler alinarak lam boyama
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cihazinda (Sakura, Tissue TEK) hematoksilen-eosin boyamasi yapildi. Boyanan
ornekler 1sik mikrokopunda (Olympus BX 51) degerlendirildi. Degerlendirme
asamasinda tubdler dilatasyon derecesi, tubuler dilatasyon alani, tlbuler protein
birikimi ve tubller rejenerasyon semikantitatif olarak izlendi. Tubtler dilatasyon
derecesi 3 Uzerinden (0, 1, 2, 3 olarak) skorlandi. Tubduler dilatasyon alani ve tubuler
protein birikimi skorlamasi ise 1: %1-25, 2:%26-50, 3:%51-75 ve 4:%76-100 seklinde

ifade edildi. Tubuler rejenerasyon olup olmadigi var ya da yok olarak gosterildi.
3.9. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan 6rneklerinden Ure, kreatin ve BUN (Blood
Urea Nitrogen) analizleri Beckman Coulter Autoanalyzer AU 680 cihazinda fotometrik
yonteme gore yapildi. idrar érneklerinin ise Trueline 10 M idrar stripleri kullanilarak

manuel olarak proteinuri analizleri yapildi.
3.10. Oksidatif Stres Analizleri

Alinan bobrek dokusu érneklerinde oksidan-antioksidan dengeyi ortaya koymak
tizere MDA, SOD, GPx analizleri yapildi.

3.10.1. Dokularin Homojenizasyonu

-80°C’de bekletilen bobrek dokusu érnekleri homejenizasyon islemi icin 40-100
mg arasinda hassas terazide (Scaltec SBC21) tartildi. Daha sonra tartilan dokular
numaralandiriimis ependorf tuplerin igine konuldu ve 1/10 oraninda uygun tampon
(0.84 gr Tris-Base + 2.86 gr Tris-HCI + 6 gr KCI ve 1 ml Tween 20, 500 ml distile suda
hazirlandi) ile bilyeli homojenizatérde (Retsch MM400) homojenize edildi.
Homojenatlar +4°C“de 10000 rpm'de 10 dakika santrifij (Hermle-Z323K) edildi.
Supernatanlar MDA, SOD ve GPx analizleri icin parcalara ayrilarak -80 ‘C" de derin

dondurucuda saklandi.

3.10.2. Protein Olgimii

Protein 6lciimii BCA (bicinchoninic acid) ydntemi ile yapildi. Olgiim icin BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific) kullanild. Kitin uretici firma tarafindan belirlenmis
proseduri uygulanarak absorbanslar spektrofotometrede (Molecular Devices Filter

Max F5) 562 nanometrede (nm) okundu.
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3.10.3. Lipid Peroksidasyonu Diizeyinin Olgiimu (MDA)

Oksidatif stresin bir gostergesi olan lipid peroksidasyon duzeyi icin MDA dlgimu
yapildi. Bunun igin %10°luk triklorasetik asit (TCA) ve %0,37" lik tiobarbiturik asit (TBA)
kullanildi. 10 mlI" lik deney tuplerinin igerisine 2,5 ml %10° luk TCA, 0,5 ml %0,37"lik
TBA konuldu. Daha sonra Uzerine 0,25 ml siUpernatant ilave edilerek 5—7 sn
vortekslendi. 90°C"de 15 dakika su banyosunda inkibe edildi ve buz lizerine alinarak
sogutuldu. 10000 rpm“de 10 dk santriflij edilerek sonrasinda kalan ornekten 250 pl
hacminde eliza 96" lik pleyte yuklendi. Daha sonra 532 nm'de okundu. TBA-MDA
kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1,56x105 cm-1M-1) yararlanilarak mmol/g-

protein cinsinden MDA degerleri hesaplandi.
3.10.4. Total Superoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD)

SOD aktivitesi icin ilk olarak 400 mmol/L sodyum karbonat (Na2CO3), 0,3
mmol/L ksantin, 150 pmol/L nitro blue tetrazolium klorir (NBT), 0,6 mmol/L
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve 1g/L bovine serum albumin (BSA) karisimi ile
reaktif hazirlandi. Bu reaktif hazirlandiktan sonra 2M amonyum silfat ((NH4)2S04),
0,8 mmol/L bakir—II-klortr (CuCI2) ve amonyum sulfat iginde 167 U/L XO solUsyonlari
hazirlandi. Cam taplerin igine 25 yl 167 U/L XO, 1425 pul 6élgim reaktifi ve 50 pl
stpernatant ilave edildi. Kontrol tiplne etanol fazi yerine 50 pl distile su ilave edilerek,
25 °C'de 20 dk inklbe edildi. Inkibasyon sonunda her bir numuneye 100 ul 0,08 mM/L
CuCl2 eklenerek reaksiyon durduruldu ve distile suya gore absorbans sifirlanarak
kontrolden itibaren ornekler 560 nm™ de okundu. Bulunan degerler asagidaki formule

konarak SOD aktivitesi hesaplandi:
[((K-N) / N) x D x 20] / P = Ulg-protein

Bu formilde; K: koriin absorbansi; N: numune absorbansi; D: dilisyon miktari; P: stipernatant protein miktarini
(g/ml) ifade etmektedir.

3.10.5. Glutatyon Peroksidaz dl¢cimu (GPx)

Bir drnek icin bir deney tiptnde 2650 pl GPx tamponu, 150 mM rGSH, 8 mM -
NADPH, 0.35 mM glutatyon reduktaz 1M sodyum asit ¢ozeltileri karigtirilarak Uzerine
20 pl numune koyulduktan sonra 30 dk oda isisinda inktbe edildi. Enzim aktivitesi 30
saniyede bir 5 dakika boyunca 340 nm’deki absorbans degisimi ile hesaplandi. U/L

cinsinden bulunan enzim aktivitesi, homojenizasyon esnasindaki dillisyon katsayisi ile
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carpildiktan sonra doku protein degerine boltinerek sonuglar U/gr birimi olarak ifade
edildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Tam gruplar arasinda “Kruskal Wallis” testi ile analiz yapildiktan sonra, anlaml
sonuca uygun olan gruplar arasinda ikiserli kargilastirmalar yapilarak non-parametrik
yontem “Mann Whitney U Test” kullanildi. Sonuglar MediantOrtalamanin Standart
Hatasl (MediantSEM)” veya “Median(Min-Max)” olarak ifade edildi. Sonugta p<0.05

bulundugunda sonug¢ anlamli olarak kabul edildi.
4. BULGULAR
4.1. Mitokondri Membran Biitlinligl Analizleri

Mitokondriyal membran butunlugu ve canhliginin tespitinde iki asamall analiz
uygulandi. Bu analizler flow sitometri, immunofloresan mikroskop ve konfokal

mikroskop cihazlari ile yapildi.
4.1.1. Mitotracker Red CMXROS Flow Sitometri Analizi Sonuglari

Mezenkimal kok hicrelerde mitokondri membran bitlinlGga icin 5x10% hiicre
sayllmasi sonucunda %99,39’ luk kisminin membran buatinlagundn korundugu

g6zlemlendi.

[Ungated] FS INT / SS INT [Ungated] MITOTRACKER PE / SS INT [A] MITOTRACKER PE

(A 17.34%)

SS INT
SSINT

Count

200—

o 1
o 500 1000

FSINT MITOTRACKER PE MITOTRACKER PE

RESIM-3: Flow Sitometri Analizi Mitotracker Boyanmis Hiicre

Mezenkimal kok hicreden mitokondri tranplantasyonu icgin izole edilen
mitokondrilerin  %46,30’luk  kisiminda mitokndrilerin  membran  butinlGgunin

korundugu g6zlemlendi.
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RESiIM-4 Flow Sitometri Analizi Mitokondri izolasyonu sonrasi boyanmig
mitokondri

4.1.2. Mitotracker Red CMXROS — DAPI immiinofloresan Mikroskop Analizi

Sonuglari

Mitokondri izolasyonu yapilacak mezenkimal kok hicrelerin Mitotracker Red
CMXROS ve DAPI boyanmasi ile izlenen hiicrelerde hem hiicre c¢ekirdegi hem
mitokondrilerin timdndn canhihdini ve membran butunlugunud korudugu gozlendi.

Herhangi bir istatistiksel igslem yapilmadi.

RESIM-5 immiinofloresan Mikroskop Analizi (x100 Mitotracker+DAPI)
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4.1.3. Mitotracker Red CMXROS Konfokal Mikroskop Analizi Sonuglar

Mitokondri izolasyonu yapilacak mezenkimal kok hicrelerin Mitotracker Red
CMXROS boyanmasi ile izlenen hucrelerde mitokondrilerin timuandn canliigini ve

membran batunligund korudugu goézlendi. Herhangi bir istatistiksel islem yapilmadi.

RESIM-6 Konfokal Mikroskop Analizi (x 40, Mitotracker)

4.2. Mitokondri ATP Assay Analizi

izole edilmis mitokondrilerin ATP igerikleri ATP dlgiim kiti standart egrisine gére
degerlendirildiginde yiiksek metabolik aktivite icerdigi goruldi. Herhangi bir istatistiksel

islem yapilmadi.
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RESIM-7 Mitokondri ATP Assay Analizi
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4.3. Histolojik Analizler

Sham grubunda kortikal tibulleri, meduller yerlesimli distal ve toplayici kanal
tubul epitel hicreleri ve Jukstameduller yerlesimli tubudl epitel hicreleri (Henle

kulpunun inen ve ¢ikan kollarinda) normal olarak kabul edildi.

Doxorubicin (1.grup) grubunda kortikal tubulleri, meduller yerlesimli distal ve
toplayici kanal tubul epitel hucreleri ve Jukstameduller yerlesimli tibdl epitel
hlcrelerinde (Henle kulpunun inen ve ¢ikan kollarinda) dilatasyon varhgi normal kabul
edildi ancak bu hicrelerde tubdler protein birikimi varligi sham grubuna goére anlamli
olarak artti (Resim-9), (Resim-10).

Doxorubicin+Respirasyon Buffer (2.grup) grubunda kortikal tibdlleri, meduller
yerlesimli distal ve toplayici kanal tibul epitel hicreleri ve Jukstameduller yerlesimli
tubul epitel hicrelerinde (Henle kulpunun inen ve ¢ikan kollarinda) dilatasyon varligi
ve bu hicrelerde tibuler protein birikimi varligi sham grubuna gére anlamli olarak artt
(Resim-9), (Resim-10).

Doxorubicin+Mitokondri (3.grup) grubunda kortikal tibulleri, meduller yerlesimli
distal ve toplayici kanal tubul epitel htcreleri ve Jukstameduller yerlesimli tibdl epitel
hicrelerinde (Henle kulpunun inen ve c¢ikan kollarinda) dilatasyon varligi, bu
hiucrelerde mitokondri transplantasyonundan sonra tubuler protein birikiminin varhgi
diger gruplara gore anlamli sekilde azalirken rejenerasyon anlamh olarak artmisti.
(Resim-11).

Sham Doxorubicin Doxorubicin+ Doxorubicin+
Grubu Grubu Respiration Buffer ~ Mitokondri Grubu
(n=6) (n=12) Grubu (n=8)
(n=9)
Tubuler 0(0-0) 0(0-2) 2(0-3)° 2(1-3)°
Dilatasyon
Derecesi
Tubuler 0(0-0) 0(0-2) 2(0-3)° 1(1-2)¢
Dilatasyon
Alani
Tubuler 0(0-1) 2(0-3)° 1(0-3)° 1(0-2)°
Protein Birikimi
Tabaler 6(-) 12(-) 1(+) 5(+)?
Rejenerasyon

TABLO-2 Histolojik Analizler
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a: p<0.05 tim gruplara goére Doxo+mito grubunda anlamh artis.

b: p<0.05 tim gruplara géreDoxo+mito grubunda anlamli azalis.

C: p<0.05 sham grubuna gore Doxo, Doxo+resp ve Doxo+mito gruplarinda anlamli artis.
(+): tibller rejenerasyon var

(-) : tibuler rejenerasyon yok

Histolojik Analiz istatistik Grafigi

2.5

C
C C
C
a
C
1.
C
b
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0 nl

Sham Doxo Doxo+Resp Doxo+Mito
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M Tlbuler Dilatasyon Derecesi M Tubller Dilatasyon Alani

B Tubuler Protein Birikimi = Tubuler Rejenerasyon

RESIM-8 Histolojik Analiz Grafigi

a: p<0.05 tum gruplara gére Doxo+mito grubunda anlamh artis.

b: p<0.05 tiim gruplara géreDoxo+mito grubunda anlamli azalis.

¢: p<0.05 sham grubuna gére Doxo, Doxo+resp ve Doxo+mito grubunda anlaml artis.
(+): thbuler rejenerasyon var
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RESIM-9 Tubiiler Dilatasyon RESIM-10 Tubuler Protein Birikimi
(X 100 H&E Boyama) (X 100 H&E Boyama)

29



RESIM-11 Tiibuler Rejenerasyon
(X 200 H&E Boyama)

4.4. Biyokimyasal Analizler

Ure, Kreatin ve BUN olcumiinden elde edilen sonuglarda Sham grubu,
Doxorubicin  Grubu, Doxorubicin+Respiration Grubu ve Doxorubicin+Mitokondri

gruplari arasinda anlamli bir farklihk bulunmadi (Tablo-3).

Gruplar URE KREATIN BUN

Sham 53,16+/-9,86 0,51+/-0,051 25+/-4,60
Doxorubicin+Mitokondri 36,7+/-6,36 0,41+/-0,086 17,25+/-3,10
Doxorubicin+Respiration 110,88+/-206,91 1,42+/-3,07 51,77+/-96,57
Buffer

Doxorubicin 31,58+/-4,67 0,39+/-0,046  14,7+/-2,22

TABLO-3 Biyokimyasal Analizler (Ure, Kreatin, BUN)

Doxorubicin grubu, Doxorubicin+Respiration grubu ve Doxorubicin+Mitokondri
gruplarinda doxorubicin enjeksiyonundan sonra ilk bes gunde tum ratlar 3+ proteinuri
degerine ulasti. Doxorubicin+Mitokondri grubunda besinci gunde mitokondri
transplantasyonundan sonra anlamli azalma bulundu (Tablo-4). Sham grubunda

proteinuri de@erlerinde ilerleyen gunlerde anlaml bir degisiklik olmadi.
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IDRAR PROTEINURI

3.5

a
a
a a
a a

3 a

2.5
a,b a,b

2
1.5

1
0.5

0 — — —

3.GUN PROTEINURI 6.GUN PROTEINURI 9.GUN PROTEINURI

ESHAM m=mDOXO DOXO+RESP DOXO+MITO

RESIM-12 idrar Proteiniiri Diizeyleri

a: sham grubuna goére anlamli artis
b: doxo ve doxo+resp gruplarina anlamh azalis

Gruplar 3.GUN 6.GUN ~ 9.GUN
PROTEINURI PROTEINURI PROTEINURI

Sham 0+/-0 0+/-0 0+/-0

Doxorubicin 3+/-0,922 2,75+/-0,882  3,25+/-0,462

Doxorubicin+Respiration 2,5+/-0,922 3+/-0,532 3,50+/-0,532

Buffer

Doxorubicin+Mitokondri 2,75+/-1,032 1,87+/-0,642b 1,87+/-0,352b

TABLO-4 Biyokimyasal Analizler (Proteinri)

a: sham grubuna goére anlamli artis.
b: doxo ve doxo+resp gruplarina anlamh azalis.

4.5. Oksidatif Stres Analizleri

Gruplar MDA SOD (U/gpro) GPx(U/gpro)
(mmol/gpro)

Sham 1,93+/-1,04 442,61+/-142,72 15,42+/-3,18

Doxorubicin 1,38+/-0,52 474,61+/-75,96  15,47+/-2,89

Doxorubicin+Respiration 1,50+/-0,71 543,31+/-148,25 16,48+/-7,11

Buffer

Doxorubicin+Mitokondri 1,50+/-0,95 626,99+/-84,592 20,25+/-1,482

TABLO-5 Oksidatif Stres Analizleri
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a: Sham ve Doxo grubuna goére anlamli artig

4.5.1. Lipid Peroksidasyonu (MDA)

Sham, Doxorubicin, Doxorubicin+Respiration ve Doxorubicin+Mitokondri

gruplarinin MDA duzeyleri arasinda anlamh farkhlik yoktu (Tablo 5).
4.5.2. Total Stiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enzim seviyesi Doxorubicin+Mitokondri grubunda Sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artis bulundu. Ayrica Doxorubicin Grubuna gore
Doxorubicin+Mitokondri grubunda SOD duzeleri istatistiksel olarak anlamli derecede
arttig1 bulundu (Tablo 5).

4.5.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx enzim seviyesi Sham grubuna gore Doxorubicin+Mitokondri grubunda
istatistiksel olarak anlaml derecede artti. Ayrica Doxorubicin Grubuna gore
Doxorubicin+Mitokondri grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede artis bulundu.

Diger Calisma gruplari arasinda anlamli bir farkhlik yoktu (Tablo 5).
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5. TARTISMA

Doxorubicin nonspesifik etki eden anti-timér bir ilagtir. Doxorubicinin etki
mekanizmasi DNA ile direk etkilesime girerek DNA kopyalamasini engellemesidir.
Bunu agilan DNA zincirini stabilize ederek ve DNA ¢ift sarmalinin tekrar kapanmasini
Onleyerek gergeklestirir. Genellikle uterus, meme, tiroid, akciger timoru, akut [6semi,
Hodgkin lenfoma gibi hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir. Birgok kullanim alani
olmasina ragmen kardiyotoksik, nefrotoksik ve hepatotoksik yan etkisi bu kullanimi
kisitlayan en temel nedendir (146, 147, 148)

Doxorubicin, renal proksimal tubuler hicrelerde kaspaz-3'Un aktivasyonu
yoluyla mitokondriye baglh apoptozise neden olur. Ueno ve arkadaslarn tarafindan
mitokondri, doxorubicin ve apoptosis arasindaki iligkiyi incelemek icin HK-2
hicrelerinde ayrintii  calismalar yapilmiglardir. Bu c¢alismada, doxorubicinin
kardiyomiyositlerde kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptoza neden oldugunu rapor
etmislerdir. Bu ¢alismada hem rat kalbi ve rat primer kultire edilmis kardiyomitositleri
kullanmiglardir. Mitokondriye bagl apoptoz, mitokondriden salinimindan sonra Apto-
1, Cyto-c ve Cleaved kaspaz-9'dan olusan bir apoptozom olan ¢ok proteinli bir
kompleks olusumu ile karakterizedir. Buna uygun olarak bu c¢alismada doxorubicin
tedavisi, kaspaz-9, Apaf-1 ve Bax / Bcl-2'nin orani ve kaspaz-3 gibi pargalanmis
apoptotik molekll ekspresyonlarini arttirmistir.  Kardiyomiyositlerde 24 saatlik
doxorubicin tedavisi ile kaspaz-3 aktivasyonunun énemli oranda arttigini bulmuslardir
(149).

lla¢ kullanimina bagli nefrotoksisite ABY’ nin en dnemli nedenlerinden biridir.
Doxorubicin’ in nefrotoksisite mekanizmasi tam olarak anlagilabilmis degildir. Toksik
etkilerinin patogenezinde oksidatif stres oldugu disiunilmektedir. Oksidatif stres reaktif
oksijen tlrlerinin  Uretiimesiyle metabolizmada olusan zararli etkiler lipid
peroksidasyonuyla sonuclanarak MDA seviyelerinde artisa neden olur. Buna karsin
vicudun antioksidan sistemlerinin en etkili olanlarinin basinda gelen SOD ve GPx

devreye girer ve bu oksidatif hasari gidermeye galisgir (150).

Doxorubicin kullanimi yukarida da bahsedildigi gibi lipidlerle hizla reaksiyona
girerek lipid peroksidasyona neden olma potansiyeline sahip stperoksit ve hidroksil
gibi serbest radikallerin dretimine yol agmaktadir. Bu durum doxorubicinin toksik

etkilere yol agmasinin ana nedeni olarak kabul edilmektedir (151). Doxorubicin
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uygulamasi yapilmis ratlarin bdbrek ve karaciger dokusunda MDA seviyesinde
yukselis oldugu rapor eden cgalismalar vardir (152). Yapilan bir bagka calismada
ratlarda doxorubicin ile olusturulan nefrotoksisite modelinde osteoartrit tedavisinde
kullanilan diacerinin etkinligi degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara goére doxorubicin
uygulanan grupta MDA ve NOx seviyelerinde anlamli artis oldugu ve tedavi grubunda
ise ilgili parametrelerin azaltildigi gosterilmistir (153). Olusturdugumuz nefrotoksisite
modelinde MDA seviyesinde bir artis bulamadik. Bu durumun bizim ¢alismamizdan
farkli olarak daha once yapilan ¢alismalarda doxorubicin enjeksiyonundan sonra en az
on bes gunlik bir bekleme periyodunun mevcudiyetinden kaynaklandigini

dustunmekteyiz.

SOD, ROS kaynakl oksidatif hasara kargi énemli koruyucu bir role sahip bir
enzim olup tim huicrelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Rashid ve arkadaslar
tarafindan yapilmis bir galismaya gore doxorubicinin 40 mg/kg ve 80 mg/kg i.p. dozlari
uygulanan ratlarda on altinci giinde nefrotoksisite ve hepatotoksisite olusmus. SOD ve
CAT aktiviteleri doxorubicin uygulanan ratlarda kontrol grubuna gére hem bébrek hem
de karacigerde azaldigi bulunmustur. Bobrek ve karacigerde histolojik olarak onemli
yapisal hasar meydana gelmistir (154). Baska bir calismaya gére 10mg/kg i.v. dozu ile
verilen doxorubicin ile SOD seviyesinde 6nemli bir azalma meydana gelmistir (155).
Bir calismada, SOD azalmasinin hiicre membran butinligu ve fonksiyonunun kaybina
neden oldugu gosterilmis ve bu azalmanin hucre igi H202 seviyesinin artmasina bagh

oldugunu degerlendirmigler (156).

GPx, hicreyi H202’ den temizleyerek oksidatif hasara karsi korur ve bu iglem
icin redikte formda GSH kullanir. H202" den OH olusmasina karsi engelleyici bir gorev
ustlenmis olur. Oksidatif streste GSH seviyesinde azalma oldugu bildirilmistir (157). Bir
calismada Spraque Dawley cinsi ratlarda olusturulan nefroksisitede Fullerenol
tedavisinin etkinligi arastiriimis ve bu galismada bobrek dokusunda GPxin dusuk
oldugu bulunmustur (158). Baska bir galismada ise histopatolojik olarak doxorubicinin,
renal tibdler hiicrelerde apoptozu indikledigi ve apoptoz ile atrofiye neden oldugu
g6zlemlenmistir (159). Histolojik olarak ttbuler protein birikimi bobrek fonksiyonlarinda

oksidatif stres olusumunda GPx duzeyini azaltmistir.

Doxorubicin uyguladigimiz nefrotoksisite gruplarinda literatr bilgisinin aksine

MDA seviyelerinde anlamli bir artig elde edilememistir. Bunun nedeni hastalik
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gruplarinin doxorubicine maruziyet suresinin kisa olmasi olabilir. Mitokondri
transplantasyonu yapilan grubun SOD ve GPx degerleri artarken diger gruplarda bir
artis olmamistir. MDA artisinin olmamasinin antioksidan enzimlerin artisin bagli
oldugu gorastu literatur bilgileri ile uyumludur. Bu durumda mitokondri transplantasyonu
yapilan grubun SOD ve GPx degerlerinin artisinin oksidatif stresle ilgili bir yolak

Uzerinden olmayabilecegini dusundurmektedir.

Bizim galismamizda oksidatif stres ve bobrek hasarini gostermek i¢cin MDA,
SOD, GPx antioksidan enzimlerinin miktarlarinin yaninda bobrek fonksiyonlarini

goOstermek i¢in plazma ure, kreatin ve idrar protein seviyeleri dlgulmustar.

Doxorubicin tedavisine bagli yan etkilerin klinik gostergeleri ise plazma ure,
kreatinin seviyelerinde artis ve idrarda protein gorulmesidir (160). Doxorubicin
nefrotoksik etkisi serum Ure ve kreatinin artisina yol agan glomertiler filtrasyon oraninin
azalmasi ile karakterizedir. Bu ¢alismada histopatolojik incelemede yaygin glomeruler
skleroz rapor edilmistir. (161). Bu literatr bilgisi ile uyumlu olarak bizim ¢alismamizda
da histopatolojik olarak doxorubisinin zararlari gézlenmistir. Calismamizda tubuler
dilatasyon ve tubdler protein birikimi doxorubicin uygulanan gruplarda bdbrekteki

yapisal hasari gostermektedir.

Bahsi gecen kan ve idrar analizlerinden elde edilen dlgciimler nefrotoksisitenin
en onemli belirtegleridir ve bobrek hasari tanisinda rol oynar. Doxorubicin uygulanan
ratlarda serum kreatinindeki artis, kreatinin atilimindaki azalma ve idrarda protein
miktarinin artmasi ile gorulen renal fonksiyonun etkilenme durumu, akut bdbrek
hastaligi ve nefrotik sendromla uyumlu bulunmustur. Bir ¢galismada El-Shinaty ve
arkadaslar ratlarda doxorubicin ile kardiyotoksisite ve nefrotoksisite olusturmus ve bu
toksisitelere Silymarinin etkilerini arastirmislardir. Bu calismada 10 mg/kg doxorubicin
dozu uygulayarak otuz gin sonunda Ure ve kreatin seviyesinde anlaml bir artisla
bobrek fonksiyonlarinin bozuldugunu tespit etmislerdir (162). Miyokard hasari ve
bobrekte tlbller hasar meydana gelmistir. Baska bir ¢alismada da Doxorubicin
bobrekte toksik etkisiyle glomeriler hicreler, membran ve podositleri igcine alan
glomertler filtrasyon bariyerinde anlamli degisikliklere neden olmustur (163). Bizim
calismamizda histopatolojik incelemelerde glomeriler bir patoloji saptanmasada

tubuler dilatasyon ve tubuler proteini doxorubicinin ana hasari olarak tespit edilmigtir.
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Bobrek fonksiyonlarinin test edildigi plazma Ure, kreatin ve idrarda protein
Olgumleri ile yaptigimiz degerlendirme sonuglarina gore; ure, kreatin analizleri
acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi, ancak proteinurinin anlamli
derecede arttigi gorilmistir. Ure, kreatin seviyesinde artis olmamasinin doxorubicine
maruziyet zamani ile korelasyon iginde oldugu degerlendiriimektedir. Yukarida
bahsedilen literatur bilgisinde bahsedildigi bu ¢caligmalar en az 1 ay ve fazla strelerde
yapilmistir (160, 162). Buna ragmen c¢alismamiz gruplarinda idrarda proteintri
miktarinin artmasi doxorubicinin nefrotoksisite etkisinin gergeklestigini fakat sureye
bagli olarak ure ve kreatin artigini gerektirecek bobrek yetmezliginin henuz olusmadigi
seklinde degerlendirilmigtir. Ayrica galismamizda doxorubicin uygulanan ¢ grupta da
kortikal tubuller, mediiller yerlesimli distal ve toplayici kanal tabdl epitel hicreleri ve
Jukstameduller yerlesimli tubdl epitel htcrelerinde dilatasyon varligi ve bu hucrelerde
tibdler protein birikimi varligi gosterilmistir. Bu nedenle histolojik bulgularimiz ve

idrarda protein analizlerimiz birbiri ile 6rtismektedir.

Mitokondri huicrenin temel enerji kaynagidir ve kardiyak hasar, travmatik beyin
hasari, spinal kord yaralanmasi, yaslanmaya bagli norodejenerasyon ve Alzheimer gibi
onemli bir cok hastalikta rolinin oldugu bilinmektedir (164, 165, 166, 167, 168).
Bunlardan baska birgok hastaligin sebebi olarak mitokondriyal disfonksiyon veya
mitokondri genetik bozuklugu gosterilmektedir. Son yillarda islevsiz mitokondrilerin
yerine saglikli olanlarin nakledilmesi dusuncesi Uzerine kurulu bir tedavi yontemi
yaygin ve guvenilir sekilde kullaniimaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda basarili olarak
kullanilan mitokondri transplantasyonunu bizde nefrotik sendrom modelinde basarili
bir sekilde kullandik.

Ancak mitokondri nakil yontemleri ile ilgili bazi goéris ayriliklari bulunmaktadir.
Bunlardan biri dokuya direkt enjeksiyon veya kan yolu ile uygulama digeri verilen
mitokondrilerin hedef hiicre igine girmesi ile ilgilidir. Calismamizda mitokondrinin nasil
hicre igine girdigi ile ilgili bir analiz yapiimamistir. Ancak daha 6nce tarif edildigi gibi
doxorubicinle olusturdugumuz nefrotik sendrom gelismis Doxorubicin+Mito grubundaki
ratlarin her iki bobregine mikroenjeksiyon yontemi ile mitokondri transplantasyonunu

gergeklestiriimistir.

Mitokondri nakli ile ilgili Gzerinde daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulan konulardan

biri ise hangi hlcrelerin bu islem i¢in uygun oldugudur. Yaygin gorise gore kultire
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edilmis hdcreleri mitokondri kaynagi olarak kullanmak i¢in en uygun hicre hattinin
mezenkimal kok hicre oldugu daha onceki galismalarda gosterilmistir (169). Bizim
calismamizda da mitokondri transplantasyonu igin mezenkimal kok hucreleri donor
olarak kullanilmigtir. Yapilan c¢esitili calismalarda ise farkli hicre hatlan da
kullaniimigtir. 2007’ de yapilan bir gcalismaya goére, geng farelerin karacigerlerinden
transfer edilen mitokondriyi alan zigotlar mitokondri transferi yapilmayan yetiskin
zigotlara kiyasla blastosit agsamasiyla daha iyi gelisme gostermistir (170). 2010’ da ise
Takeda ve arkadaslari %10 ve %0,5 serumda kultlre edilmis bovine fibroblastlardan
elde ettigi mitokondriyi kullanmistir(171). Ayrica son zamanlarda, mikroenjeksiyon ile
mitokondrinin transferi saglikl bir donérin ovulinden alinarakmitokondriyal mutasyon
iceren bir taglyicidaki zigota eklenmesi yontemi kullaniimigtir (172). Calismamizda
mitokondri kaynagi olarak literatirde en olumlu gorius ve sonuglarin oldugu
mezenkimal kok hucreler kullaniimigtir. Kiltire edilerek ¢ogaltilan mezenkimal kok
hiicrelerden elde edilen mitokondrileri ratlarin her iki bobredine mikroenjeksiyon

yontemiyle transfer edildi.

Mitokondri nakli uygulamasi 1982 yilinda ilk defa Clark ve Shay tarafindan
gerceklestiriimistir. Onlar mitokondri protein sentezi ve ATPaz fonksiyonunu inhibe
eden cloramfenikol ve efrapeptin antibiyotiklerini kullandilar. Kloramfenikol ve
efrapeptine direngli fibroblastlardan izole edilmis mitokonri transferi alici hiicrelerin sag
kalimini 6nemli oranda artirmistir. Bu oncu calisma ile bircok farkli hicre tipine
uygulanabilen bir teknik ortaya ¢ikmis ve bu prosedur alici hiicreler icine transfer edilen
eksojen mitokondrilerin tedavi edici etkisini gostermek icin bir firsat saglamistir (128).
Bu prosedurin basarisina ragmen, 2005’ de yapilan insan akciger karsinomu alici
hacreleri (A549) ile hMSCs hucrelerinden izole edilmis mitokondri koinkibasyonu
istenen sonucu vermemistir (173). Ancak baska bir grup King ve Attardi’ nin yontemi
ile insan akciger karsinomu alici hucreleri (A549) ile insan mezenkimal kok
hiicrelerinden izole edilmis mitokondri arasindaki transferi gergeklesmistir (131). Daha
sonra eksojenik modelde, insan kanser hiicreleri (MDA-MB-231 ve MCF-7) icine rat
karacigerinden izole edilmis mitokondri basariyla transplant edilmistir. Katrangi ve
arkadaglar bu teknigi dort modelde kanser hucrelerinin her bir tipini kullanarak test
etmistir (174). Bu calismalarin basarisi mitokondri izolasyonu metoduna katki
yapmisgtir.

37



Liu ve arkadaslari, izole edilmis mitokondrinin hicre igine alinma fonksiyonunu
artirmak igin Pep-1 tipi bir peptitle konjugasyon ydntemini gelistirmis. Pep-1 ve izole
mitokondri karisimi, mitokondriyal hastalik miyoklonik epilepsisi ragged red fiber
(MERRF) sendromu modelinde Pep-1'in  mitokondrinin transplantasyonunu
hizlandirdigi gésterilmistir. Ayni sekilde yine 2016 yilinda Liu ve ekibi Parkinson
Hastaligi in vivo modelinde Pep-1 ile konjuge edilmis allojenik ve eksojenik
mitokondriyi kullanmig. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda deney grubundaki
hayvanlarin  hareketlerinde iyilesme ve noéronlarin  sagkallminda artis
gozlemlemiglerdir. Sonu¢ olarak mitokondrinin ndérodejeneratif hastaliklari tedavisi

konusunda yardimci bir ydontem olacagi rapor edilmistir (175, 176).

Mitokondri transplantasyonu ile hasar goren dokuyu onarmak icin McCully ve
arkadaslar in vivo bir galisma yapmis (177). iskemik hasarli dokuda hasar goren alani
iyilestirmek icin mitokondri transferi gergeklestirmistir. Sol koroner arter okliizyonu ile
tavsan kalp hasari modeli olusturdugu bu calismada mitokondri enjekte etmistir.
Mitokondri enjeksiyonu ile enfarktis alaninda azalma ve fonksiyonel iyilesme
g6zlemlenmistir (178). Yine tavsanlarda iskemik kalp modelinde bagka bir ¢alismada,
Masuzawa ve arkadaslar iskemik sok modelinde mitokondri nakli ile enfarktiis
seviyelerinde azalma ile enerji ve hiicresel solunum icin gerekli dnctl metabolitlerde
artma oldugunu gozlemlemigler. Bu ¢alismada mitokondrinin transplantasyonundan iki
saat sonra kardiyomiyositler igine girdigi ve yirmi sekiz giin sonra bile kardiyak
koruyucu etkisinin devam ettigi rapor edilmigtir (179).

Han-Chen Lin ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir galismada karacigerin
iskemisinde mitokondri transferi yapilan alanlarda daha az doku hasari oldugu

gOralmustar (180).

2017 yiinda mitokondri transplantasyonunda ilk olarak klinik kullanima
baslanmigtir. Bu galisma miyokard iskemisi bulunan pediatrik hastalara uygulanmis.
iskemi-reperflizyona bagli miyokarta disfonksiyonu bulunan bes pediatrik hasta
mitokondri transplantasyonu yapilarak tedavi edilmis. Hastalar 4-25 gunluk, hipoplastik
sol kalp sendromu, sol ventrikll obstriksiyonu ve trikiispid atrezisine sabhipti.
Mitokondriler hastalarin kendi rectus abdominis kaslarindan alinan 6rneklerden izole
edildi ve her biri 100 mikrolitre olan 10’ ar direk enjeksiyonla miyokardina enjekte

edilmis. Transplantasyonu takiben bes hastanin timinde miyokard sistolik
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fonksiyonlarda onemli bir gelisme gdstermistir. 4-6 ginde ventrikll fonksiyonlari

normale donmus (181).

Mitokondri transferi, Liu ve arkadaslarinin yapmis oldugu Parkinson hastaligi
modelinde noronlarin sagkaliminda artis, McCully ve ekibi ve Masuzawa ve
arkadaslarinin gergeklestirmis oldugu enfarktlils modelinde iskemik alandaki iyilesme,
karaciger iskemi reperfuzyon modelindeki mitokondri transplantasyonu ile doku
hasarinin azaltiimasi gibi patolojik durumlarin iyilestirimesinde ©6nemli bir yerde
bulunmaktadir (176, 177, 180, 182). Literatirde bir ¢cok patolojik durumda mitokondri
transferi uygulanmis ve olumlu sonuglar sunulmus olmasina ragmen bizim
calismamizdaki nefrotik sendrom modelinde daha dnce mitokondri transferi ile ilgili bir
¢alisma yapiimamistir. Bu galisma ile doxorubicinin bobrek toksisitesinde mitokondri
transferinin etkinligi gosterilmigtir. Uyguladigimiz tedavi yonteminde dikkat ceken en
onemli nokta histolojik olarak tubuler hlcrelerde rejenerasyon varligi daha onceki
calismalardaki farkh doku ve organlardaki yeniden dizenlemelerle son derece

paralellik gostermektedir.
6. SONUC

Mitokondri transplantasyonunun son yillarda gelisen bir tedavi yontemi oldugu
aciktir. Hasarli doku ya da organa disaridan direk enjeksiyonla verilen izole edilmis
mitokondrinin etkinligini yaptigimiz farkh analiz yontemleri ile degerlendirdik. Bu

kapsamda elde ettigimiz sonuglara gore;

1. Mezenkimal kok hlcreden izole ettigmiz mitokondrinin %46,30’luk kisimda
mitokondrilerin ~ membran  butinlGgunud  korudugunu  gozlemledik.
Transplantasyon igin uygun oldugunu degerlendirilmistir.

2. Mezenkimal kok hucreden izole ettigmiz mitokondrinin ATP oranlarinin
yuksek metabolik aktivite icerdigi tespit edilmis olup, organel izolasyonunun
baska calismalara entegre edilebilece@i degerlendirilmistir.

3. Doxorubicin enjeksiyonundan sonra tubuler dilatasyon ve ttbdllerde protein
birikimi gozlemledik ve 5. gunde mitokondri transplantasyonundan sonra
Doxorubicin+mitokondri grubunda tubuler protein birikiminin anlamli oranda

azaldigi tespit edilmigtir.
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4. Doxorubicin+mitokondri grubunda transplantasyondan sonra tubuler
hlcrelerde anlamli sekilde rejenerasyon bulundu. Bu tedavimizin hasarli
bobrek hucrelerinin yeniden duzenlendigi gosterilmigtir.

5. Metabolik kafeslerde proteintri takibi ile elde ettigimiz sonuclara goére
Doxorubicin ~ grubu,  Doxorubicin+respiration  buffer  grubu ve
Doxorubicin+mitokondri gruplarinda doxorubicin enjeksiyonundan sonra ilk
bes glnde tim ratlar 3+ proteinuri degerine ulasti. Doxorubicin+Mitokondri
grubunda besinci gunde mitokondri transplantasyonu uygulandiktan sonra
proteintrinin anlaml olarak azaldidi tespit edilmistir.

6. SOD ve GPx enzim seviyesi Olgcimlerinde diger gruplara gore

Doxorubicin+mitokondri grubunda anlamli artig bulundu.

Bu sonuglara gdére mitokondri transplantasyonunun bdbrek hasari
hastaliklarinda tedavi edici 6zelligi oldugu gosterilmistir. Bu tedavi yonteminin hicresel
ya da mitokondriyal hasara neden olan diger hastaliklarda da kullanilabilecegi

degerlendiriimektedir.
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