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OZET

Mitokondriyal-Tiirevli Peptid (MOTS-c)’in Insan Meme Kanseri Hiicre
Serisinde Antikanserojenik Etkisinin Belirlenmesi: in vitro Bir Cahsma

Amag: Mitokondriyal-tiirevli peptid (MOTS-c), mitokondriyal DNA tarafindan
kodlanan ve AMP-aktive protein kinazi (AMPK) aktive ederek hiicresel enerji
metabolizmasinda gorev alan bir peptitdir. AMPK’nin diyabet, yaslanma ve kanser gibi
bircok patolojik durumda inhibe edildigi bildirilmektedir. AMPK’y1 hedef alan yeni
tedavi yaklagimlari s6z konusu hastaliklarin tedavisine katki saglayabilir. Bu ¢alismayla
MOTS-c’nin insan meme kanseri hiicre serisi {izerine sitotoksik etkilerini biyokimyasal
ve molekiiler diizeyde a¢iklamay1 amagladik.

Materyal ve Metot: Calismada MOTS-c ve referans ilag 5-Florourasilin (5-FU)
insan meme kanseri hiicre serisi ve normal insan meme epitel hiicre serisi (sirastyla MCF-
7 ve MCF10A) iizerine uygulamalari farkli zaman dilimlerinde gergeklestirildi. Hiicre
canliigindaki degisimler 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) analizleri ile belirlendi. Peptidin DNA hasar1 ve apoptotik hiicre 6liimii {izerine
etkileri tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi ve TUNEL analizleriyle arastirildi.
MOTS-c’nin apoptoz ve otofaji yolaklarinda gorev alan genler tizerine etkileri molekiiler
analizlerile saptandi.

Bulgular: MOTS-c uygulamasindan 72 saat sonra MCF-7 hiicrelerinde canlilik
onemli diizeyde azaldi (p<0.05). MOTS-c ve 5-FU uygulamasi MCF-7 hiicrelerinde
DNA hasarina neden olurken, MCF-10A hiicrelerinde ise her iki bilesigin DNA hasarina
neden olmadigi belirlendi. MOTS-c MCF-7 hiicrelerinde AMPK, TSC2, ULKI ve
Beclinl gen ifadelerini arttird1 ancak p53, pro-apoptotik Bax ve kaspaz-3 gen ifadelerini
degistirmedi. Bunun aksine 5-FU hiicrelerde p53 ifadesini yukar1 diizenledi ve Bax ve
kaspaz-3 gen ifadelerini arttirdi, Bel-2 gen ifadesini baskiladi.

Sonu¢: Bu sonuglar 5-FU’nun apoptozdan kaynaklanan hiicre 6liimiine neden
oldugunu, MOTS-c’nin ise AMPK, TSC2 ve ULK1 aktivasyonuyla sonug¢lanan otofaji
aracilt hiicre 6liimiine neden oldugunu gosterdi. Yapilacak caligmalar sonrasi klinik
uygulamalarda MOTS-c’nin meme kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir terapétik aday
olarak kullanilabilecegini diisliniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: MOTS-c, Kanser, Sitotoksisite, Genotoksisite, Apoptoz,
Otofaji
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ABSTRACT

Determination of Anticarcinogenic Effects of Mitochondrial-Derived Peptide
(MOTS-c) in Human Breast Cancer Cell Lines: An in vitro Study

Aim: Mitochondrial-derived peptide (MOTS-c) is a peptide encoded by
mitochondrial DNA and plays a role in cellular energy metabolism by activating AMP-
activated protein kinase (AMPK). It is reported that AMPK is inhibited in many
pathological conditions such as diabetes, aging, and cancer. New treatment approaches
targeting AMPK may contribute to the treatment of these diseases. In this study, we aimed
to explain the cytotoxic effects of MOTS-c on human breast cancer cell lines at the
biochemical and molecular levels.

Material and Method: In this study, applications of MOTS-c and reference drug
5-Fluorouracil (5-FU) on human breast cancer cell line and non-tumorigenic human
breast epithelial cell line (MCF-7 and MCF10A, respectively) were performed in different
time periods. Changes in cell viability were determined by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays. The effects of the peptide on DNA
damage and apoptotic cell death were investigated by single cell gel electrophoresis
(Comet) method and TUNEL analysis. The effects of MOTS-c on genes acted role in
apoptosis and autophagy pathways were determined by molecular analyses.

Results: 72 hours after MOTS-c application, the viability of MCF-7 cells decreased
significantly (p<0.05). It was determined that MOTS-c and 5-FU applications caused
DNA damage in MCF-7 cells while both compounds did not cause DNA damage in MCF-
10A cells. MOTS-c increased AMPK, TSC2, ULK1, and Beclinl gene expressions in
MCEF-7 cells but did not change p53, pro-apoptotic Bax, and caspase-3 gene expressions.
In contrast, 5-FU upregulated p53 expression in cells and increased Bax and caspase-3
gene expressions, suppressed Bcl-2 gene expression.

Conclusion: These results showed that 5-FU caused apoptosis-induced cell death,
while MOTS-c caused autophagy-mediated cell death resulting in activation of AMPK,
TSC2, and ULK1. We think that MOTS-c can be used as a potential therapeutic candidate
for breast cancer treatment in clinical applications after further studies.

Keywords: MOTS-c, Cancer, Cytotoxicity, Genotoxicity, Apoptosis, Autophagy
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Mikrolitre
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: 5-Florourasil

: 5-Aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotid
: 57 adenosin momofosfat ile aktive edilen protein kinaz
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1. GIRIS

Kanser, milyonlarca insani etkileyen onemli bir 6liim nedeni olmaya devam
etmektedir ve anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi ve yayilmasindan
kaynaklanmaktadir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan yapilan
tahminler, 2018 yilinda diinya ¢apinda 18,1 milyon yeni kanser vakasi ve 9,6 milyon
kanser 6liimiiniin meydana gelecegi on goriilmiistiir (1). Yapilan arastirmalar ve gelisen
teknoloji ile bu hastalik grubunun tedavisinde giin gegtikge mesafe kaydedilmektedir. Son
yillarda, hastalara daha secici ve daha az zarar veren yeni tedaviler olusturmaya yonelik
cabalar sarf edilmektedir. Buna ragmen, giiniimiizde cerrahi ve kemoterapi gibi mevcut
tedaviler, nispeten diisiik basar1 oranlarina sahiptir ve ayni zamanda tedavi sonrasi
hastaligin tekrarlama riski vardir (2).

Kanser tedavisinde kullanilan terapdtikler, dogal iriinler, DNA-alkilleyici
maddeler, hormon agonistleri/antagonistleri ve antimetabolitleri de igerisine alan genis
bir alan1 kapsar. Ancak bunlarin bir¢ogu, normal hiicreler tizerine de istenmeyen etkiler
olusturmaktadir (3, 4). Kanser tedavisi i¢in modellenen ilaglar, normalde kontrolsiiz
boliinen kanser hiicrelerini hedef alirken ayni zamanda normal memeli hiicreleri iizerine
de benzer etkiler sergiler. Sonu¢ olarak tedavi goren bu kisilerde kan hiicrelerinin
tiretiminde azalma, sindirim sistemi iizerindeki enflamasyon siireglerin meydana gelmesi
ve sa¢ dokiilmesi gibi istenmeyen yan etkiler goriliir (5). Dahasi, terapotik olarak
kullanilan bu bilesiklerin bir¢ogu hiicre zarindan gectikten ve sitoplazmaya girdikten
sonra, kanserli hiicrelerde goriilen bir direng mekanizmasinin ardindan hiicrenin digina
geri tagimirlar (6). Biitiin bu istenmeyen durumlarin meydana gelmesi ve hiicrelerin
tedaviye kars1 gostermis oldugu direng neticesinde, bilim insanlar1 kanserin tedavisi i¢in
yeni yontemlere ve ila¢ tasarimina/gelistirilmesine yonelmislerdir. Kanser tedavisinde
yeni ilaglarin ve biyoaktif molekiilerin kesfine ek olarak, bunlarin kanser hiicreleri
tizerine molekiiler etki mekanizmalarinin ve biyouyumluluklarinin (normal hiicreleri
korumalar1) aydinlatiimasi olduk¢a onemlidir. Ozellikle kanser karsiti biyomolekiiller
yuksek diizeydeki biyouyumluluklari ile dikkat ¢ceken molekiillerdir ve hedefe yonelik
kanser tedavisi i¢in umut vadetmektedir. Etkin bir tedavi i¢in ilgili bilesiklerin hiicresel
etkilerini aydinlatmak, bu bilesiklerin hiicrede hangi yollar/yolaklar lizerinden etkilerini

ortaya koydugunu belirlemek gerekmektedir.



Mitokondriyal-tirevli peptid (MOTS-c), mitokondriyal DNA (mtDNA)
tarafindan kodlanan ve 16 aminoasitten olusan bir peptiddir. Ilk defa 2015 yilinda
tanimlanan bu peptid, mitokondri igerisinde lokalizedir. MOTS-c kemirgenlerin beyin,
kas, karaciger, kalp, bobrek, testis ve barsak dokularinda ve insan plazmasinda
sentezlenir. Bu peptidin hem hiicre iizerine otonom etkilere hem de dolasimda hormonal
etkilere sahip oldugu disiiniilmektedir (7). MOTS-c hakkinda yapilan az sayida
arastirma, bu peptidin 6zellikle hiicresel metabolizmada 6nemli roller iistlenebilecegini
bildirmektedir. Lee vd. MOTS-c’nin hiicrede folat siklusunu ve de novo purin
biyosentezini inhibe ettigini bildirmektedir (7). Arastirmacilar MOTS-C’ye yanit olarak
hiicrede 5-Aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotid (AICAR) seviyesinin arttigini
ve bunun da AMP-aktive protein kinaz (AMPK) ifadesinde artis ve aktivasyonuna neden
oldugunu gostermistir.

AMPK, hemen hemen tiim okaryotik hiicrelerde mevcut olan bir hiicresel enerji
sensoriidiir ve artan AMP/ATP orani, AMPK’y1 harekete gegirir. Bu durum enerji
tilketimini engeller ve hiicrenin i¢indeki enerji homeostazini geri kazanmak icin ATP
tireten katabolik olaylar tetikler (8, 9). Ancak AMPK’nin hiicresel etkileri bu kadarla
siirl degildir. Baz1 arastirmalar, AMPK nin ¢esitli metabolik yollar1 diizenledigini ve
kanser tedavisi igin potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini belirtmistir (10, 11).
Kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden farkli metabolik degisiklikler vardir ve AMPK
kanserdeki bu diizensiz siiregleri Onleyebilir. AMPK hiicre biiylimesi, hiicre
proliferasyonu, otofaji, stres tepkileri ve hiicre polaritesi modiilasyonu yoluyla timor
olusumunu inhibe edebilir (9). AMPK’nin en iyi bilinen yollarindan biri, tiiberoz skleroz
gen kompleksi (TSC1 / TSC2 kompleksi) ile gergeklesir (12) ve bu da fosfinoidosit-3-
kinaz/Akt (PI3K-Akt) ve Ras-Raf-MEK-ERK sinyalizasyon yollarinin akis yoniinde
aktive edilebilen mTOR (rapamisin memeli hedefi)’un asagi-regiilasyonuna yol agar (9,
11). mTOR yolu, p53 ve p27 tiimor baskilayicilar {izerindeki etkisiyle apoptozisi bastirir
ve UNC-51 benzeri kinaz 1’i (ULK1) ve ULK2’yi (ULK1/2; otofagozom formasyonu
icin gerekli bir anahtar sinyalleme kompleksidir) baskilayarak otofajiyi inhibe eder (9,
13, 14). AMPK, mTOR’un bu etkilerini azaltarak, apoptoz ve otofaj aracili hiicre
Oliimlerinin artmasina neden olur. Ayrica AMPK, mTOR’dan bagimsiz olarak da ULK1
ve ULK2’yi fosforile edebilir ve aktive olan bu proteinler otofajiyi tetikler. AMPK’nin,
bazi insan kanserlerinin ve enflamatuar bozukluklarin patofizyolojik ilerlemesine katkida

bulunan siklooksijenaz (COX)-2’nin ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (9). Hiicresel



enerji regiilasyonunda kavsak bir konumda olan bu molekiiliin sergiledigi metabolik
etkiler, kanser tedavisinde kilit bir rol alabilecegini gostermektedir.

Mevcut bilgiler, MOTS-c’nin hiicredeki AMPK seviyesini arttirdigin1 ve kanser
hiicrelerinde AMPK’nin apoptoz ve otofaji yolaklarin1 modiile edebilecegini
gostermektedir. Bu calisma, MOTS-c’nin meme kanseri hiicreleri iizerine muhtemel
sitotoksik ve genotoksik etkilerini ortaya koyarak, hiicre 6lim yolaklar1 (apoptoz ve
otofaji) tlizerinde gorev alan genlerin nasil etkilenecegini belirlemek amaciyla yapildi.
Calisma sonucunda s6z konusu peptidin (MOTS-c) potansiyel bir antikanser etkisinin

olup-olmadigi konusunda ilk bilgiler elde edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. MOTS-c

Mitokondri, hiicresel degisiklikleri algilayan ve bunlara yanit olacak mesajlar
cekirdek, endoplazmik retikulum, golgi aygiti ve lizozomlar gibi diger hiicresel
bilesenlere ileten 6nemli bir organeldir. Mitokondri ve ¢ekirdek arasindaki etkilesim, her
ikisi de hiicresel genomun bir kismini1 barindirdiklart i¢in 6zel bir ilgi konusudur.
mMtDNA’da yalnizca 13 protein kodlayan gen bulunur ve bu da mitokondriyal proteinlerin
>%98’inin niikleer genomda kodlanmasini gerektirir. Bununla birlikte, mtDNA’da
kodlanan ve diizenleyici rollere sahip olan kii¢iik peptitlerin veya mikroproteinlerin yakin
zamanda kesfedilmesi (15), daha karmasik bir mitokondriyal transkriptoma isaret
etmektedir (16). Bu nedenle, genom tasiyan organeller arasindaki iletisim, hiicresel
faaliyetlerin devamini saglamak adina muhtemelen gen ekspresyon diizenlemesini de
iceren karmasik bir siirectir.

Bir sinyal peptidi olan humanini kodlayan mtDNA’da kisa bir agik okuma
gergevesinin (SORF) tamimlanmasi, mtDNA’da ilave SORF’lerin olas1 varligini akillara
getirmektedir. Yakin zamanda Lee vd. tarafindan tanimlanmig olan MOTS-c (12S
ribozomal RNA tip-c’nin mitokondriyal a¢ik okuma gergevesi), mitokondriyal genomdan
kodlanan ve hiicresel DNA iizerine etkiler gosteren 6nemli bir peptid olarak literatiire

kazandirilmstir.

2.1.1. Biyokimyasal Yapisi

MOTS-c, mitokondriyal 12S rRNA’da kodlanan ve 51 baz ¢ifti ve 16 amino asit
biiyiikliigiine sahip bir peptitdir. Molekiil agirligi 2174.61 Da’dir ve amino asit dizisi
“Met-Arg-Trp-GIn-Glu-Met-Gly-Tyr-1le-Phe-Tyr-Pro-Arg-Lys-Leu-Arg”  seklindedir.
MtDNA tarafindan ifade edilen MOTS-C’nin sentezi sitoplazmada gergeklesir (17).

MOTS-c’nin mitokondriyal translasyonunun sematik gosterimi Sekil 2.1°de sunulmustur.



125 rRNA
ATGAGGTGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAG
mMIDNA Mitokondriyal translasyon : M
Sitoplazmik translasyon : MRWQEMGYIFYPRKLR

Sekil 2.1. MOTS-c peptidinin agik okuma gergevesi (17)

2.1.2. MOTS-c’nin Doku Dagilim

Insanda ve kemirgenlerde, dolasimda (plazma) ve cesitli dokularda MOTS-c’nin
varligi gosterilmistir. Dolasimda MOTS-c’nin tespit edilmesi, bu peptidin sadece hiicre
icerisinde gen regiilasyonunda gorev almadigini, ayn1 zamanda bir sinyal peptidi olarak
kan araciligiyla baska doku ve organlarda gen ifadesini diizenleyebilecegini
gostermektedir. Lee vd. Ozellikle aclik durumunda metabolik olarak aktif ve
mitokondriden zengin dokularda (iskelet kasi ve testisler) ve ayrica plazmada MOTS-
c’nin endojen ekspresyonunu diistiigiinii, homeostatik dokularda ise (beyin ve kalp gibi)

kararl bir diizeyde bulundugunu bildirmektedir (17).

2.1.3. MOTS-c’nin Tiirler Arasinda Korunumu

Mitokondri Okaryotik hiicrelerde evrenseldir (18). Memeli mMtDNA’s1,
mitokondriyal translasyon i¢in kilit olan iki ribozomal RNA genini (12S ve 16S rRNA)
ifade eder. Filogenetik agac¢ boyunca ¢ok cesitli mtDNA dizileri mevcuttur ve 128 ve 16S
rRNA genleri tiir tanimlamasi igin molekiiler belirtegler olarak kullanilir (19).
Mitokondriyal genom, niikleer genoma kiyasla nispeten daha yiiksek bir degisim hizina
sahiptir. Bu durum muhtemelen daha yiiksek mutasyon orani ile agiklanabilir. Bununla
birlikte, mitokondriyal 12S ve 16S rRNA’daki baz1 bolgeler tiirler arasinda yiiksek oranda
korunmusgtur. MOTS-C’nin ilk 11 amino asit kalintis1 (toplam 16 amino asit), 14 memeli
tiiriinde yiiksek oranda korunmustur (17). Farkli canli tiirlerine 6zgii MOTS-c’nin sekans

dizilim karsilagtirmas1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. MOTS-c’nin farkl: tiirlerde ¢oklu peptit dizisi hizalamas1 (17)

2.1.4. MOTS-c’nin Fizyolojik Etkileri

Lee ve ark. MOTS-c’yi metabolik homeostazin mitokondriyal kodlu diizenleyicisi
olarak tammladiklar1 caligmalarinda, MOTS-C’nin farelerde yasa bagli kas insiilin
direncini ve diyete bagli obezite/insiilin direncini tersine ¢evirdigini bildirmistir. Ayrica
aragtirmacilar bu peptidin hiicresel glikoz, niikleotid ve yag asidi metabolizmasint 5’
adenosin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) ve folat dongiisii lizerinden
diizenledigini ortaya koymustur (17). Bu ¢alisma MOTS-C’nin 6zellikle hiicresel ve
hormonal etkiler sergileyerek enerji metabolizmasinda ve homeostazinda gorevler
istlendigini gosteren ilk verileri literatiire kazandirmustir. Sonrasinda yapilan
calismalarda MOTS-C’nin obez olmayan yetigkin kisilerde insiilin duyarliligina pozitif
katk1 sagladigi (20), buna karsin obez erkek ¢ocuklarda/ergenlerde dolasimdaki MOTS-
¢ seviyesinin diisiik oldugu ve bu kisilerde MOTS-C’nin insiilin direnci ve obezite ile
negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (21). Bunlara ilave olarak MOT-c ve diyabet
arasindaki muhtemel iligkiyi inceleyen verilerde mevcuttur. Ramanjaneya vd. Tip 2
diyabet (T2D) hastalarinda Onemli Olglide azalmis serum MOTS-c seviyesini
bildirmektedir. Arastirmacilar ayrica serum MOTS-c seviyesinin, HbAlc ve yas ile

negatif korelasyon gosterdigini rapor etmektedir (22).



MOTS-c ve AMPK arasindaki iliskiyi irdeleyen birgok c¢alisma, bu peptidin
sadece enerji metabolizmasinda gorevli olmadiginin kanitlarini literatiire kazandirmistir.
Kim vd. mitokondriyal genomda kodlanan MOTS-c’nin ¢ekirdege yer degistirdigini ve
glikoz kisitlamasina yanit olarak aralarinda niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2 gibi
antioksidan tepki elemanlariinda bulundugu ¢ok sayida geni regiile ettigini gosterdi (23).
Bu sonu¢ MOTS-C’nin metabolik strese karsi hiicresel stres direncini artirabilecegini
gostermektedir. Diger bir ¢calismada farelerde formalinle indiiklenen nosisepsiyon lizerine
MOTS-c’nin koruyucu rolii incelenmistir. Yin vd. yaptiklari bu arastirmada MOTS-c ile
tedavi sonrasinda fare serum pro-inflamatuar sitokin seviyelerinin 6nemli Olgiide
azaldigini ve anti-inflamatuar sitokin seviyelerinin ise yiikseldigini ortaya koymustur.
Calisma sonucunda MOTS-c’nin AMPK yolununu aktive ederek ve mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK)/c-fos sinyal yolunu inhibe ederek antinosiseptif ve anti-
inflamatuar etkiler sergiledigi bildirilmektedir (24). Diger ¢alismalarda ise s6z konusu
peptidin doniistiiriicti biiyiime faktorii-beta (TGF-B) aracili hiicresel siireglere aracilik
ettigi ortaya konmustur. MOTS-c, TGF-B/SMAD yolu aracilifiyla tip I kollajen
sentezlemek igin osteoblastlar1 destekler (25) ve kemik mezenkimal kok hiicrelerinin
osteojenik farklilasmasina katki sunar (26, 27). Bu sonuglar MOTS-C’nin niikleer gen
diizenlenmesinde onemli bir kavsak olan AMPK aracili farli bircok molekiiler ve
fizyolojik siiregte rol alabilecegini gostermektedir. Bu alanda yapilan yeni ¢aligmalar ile
s6z konusu peptidin hiicresel ve sistemsel fizyolojik siire¢lerdeki farkli rolii/rolleri

aydinlatilabilir.

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, tiimor morfolojisi, molekiiler 6zellikler ve klinik yanitta genis
cesitlilik gdsteren heterojen bir hastaliktir. Invaziv duktal karsinom, tiimérlerin yaklasik
%70’ini olusturan en yaygin meme kanseri tiiriidiir ve timorlerin yaklasik %15-20°si
invaziv lobiiler karsinomlardir.

Hem molekiiler hem de histolojik kanitlara dayanarak, meme kanseri {i¢ gruba
ayrilabilir: (A) Hormon reseptorii (0strojen reseptorii (ER) veya progesteron reseptorii
(PR)) eksprese eden meme kanseri alt tipleri, (B) insan epidermal biiyiime faktori
reseptorli 2°yi (HER2) eksprese eden kanseri alt tipleri ve (C) bu reseptorleri eksprese
etmeyen tUi¢lii negatif meme kanseri alt tipi (28, 29). Meme kanseri alt tipleri Tablo 2.1°de

Ozetlenmistir.



Tedavi yaklasimlart meme kanserinin molekiiler 6zelliklerine dayanmalidir. ER,
PR ve HER2 ekspresyon durumunun degerlendirilmesi, klinik karar vermede uzun
yillardir kullanilmaktadir. Tiimor molekiiler alt tipleri daha sonra, 6rnegin prognostik
multigen siniflandiricilar bazinda, en azindan limen A, luminal B, HER2 ile

zenginlestirilmis ve bazal benzeri siniflandirmalan tiiretmek {izere tanimlanmustir.

Tablo 2.1. Meme kanseri alt tipleri (30)

Meme kanseri alt Alt tip )

o Reseptor profili Alt katagoriler

tipi prevalansi

o ER+  velveya _
Hormon pozitif %60 Luminal A & B
PR+

HER?2 pozitif HER2+ %20 -
Bazal benzeri 1 (BL-1), bazal
benzeri 2 (BL-2),

. immiinomodiilator (IM),

Uclii negatif meme ER-, PR- ve . )

%10-20 mezenkimal (M), mezenkimal

kanseri HER2-
kok hiicre benzeri (MSL) ve

luminal androjen reseptorii

(LAR)

2.2.1. Epidemiyoloji

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve akciger ve kolon kanseri
ile diinya genelinde en sik goriilen ii¢ kanserden biridir. 2018’de diinya ¢apinda tahmini
2.1 milyon yeni meme kanseri vakasi goriiliirken, bu yil icerisinde meme kanserinden
627.000 6liim meydana geldi (31). 2017 yili verilerine gore Ulkemizde kadinlarda
goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis hizlar1 siralamasinda meme kanseri
47.7 (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside) ile ilk sirada yer almaktadir (32).

Yasamlar1 boyunca her sekiz ila on kadindan birinin meme kanserine
yakalanacagi ongorilmektedir (33). Kuzey Amerika ve Avrupa Birligi (AB) gibi
gelismislik diizeyi yliksek popiilasyonlarda meme kanserinden 6liim orani azalmistir ve

bu azalma ¢ogunlukla erken teshis ve etkili sistemik tedavilere baglanabilir. Bununla
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birlikte, kismen son teknoloji tan1 ve tedaviye erisim eksikligi nedeniyle meme kanseri

hala az gelismis tilkelerde kanserden liimlerin en yaygin nedenidir (31).

2.2.2. Tedavi Yaklasimlari

Meme kanserinin basladigi kesin mekanizmalar net degildir (34). Hormon
reseptor ifade eden meme kanseri, meme kanserinin en yaygin tliriidiir ve gelismis
tilkelerde yalnizca menopoz 6ncesi kadinlarda meme kanseri vakalarinin %60-70’ini
olusturur. Bu nedenle hormonoterapi en sik kullanilan tedavi yaklasimidir (35). En sik
kullanilan ilaglar Gstrojen blokeri olarak tamoksifen, ovaryumdan hormon iiretimini
engelleyen letrozol, anastrozol ve eksemestan gibi aromataz inhibitérleridir (36). HER2+
olan meme kanseri hastalar1 i¢in standart tedavi, anti-HER2 monoklonal antikor ve
kemoterapinin kombinasyon tedavisidir (37). Uclii negatif meme kanseri tiirlerinin
tedavisi, diger meme kanseri gruplarina kiyasla en zorlu tedavidir. Bu grup i¢in standart
tedavi kemoterapidir. Alternatif tedavi kemoterapi ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorine (VEGF) kars1 rekombinant insanlastirilmis monoklonal antikor olan
bevacizumab kombinasyon tedavisi olabilir (28, 38). Mevcut duruma ek olarak tedavi
siirecinin 1iyilestirilmesi/hizlandirilmasi i¢in arastirmacilar ¢ok sayida yeni bilesik ve
giincel tedavi yaklagimlar1 tanimlamaktadir. Tedavide kullanilan terapétiklerin saglikli

hiicrelere diisiik diizeyde etki gdsteren istenilen en 6nemli 6zelliktir.

2.4. Hiicresel Oliim Siirecleri

Hiicre olimii, fazla ve istenmeyen hiicreleri yok ederek organizmanin ig
homeostazisinin korunmasinda énemli bir rol oynar. Hiicreler genellikle apoptoz olarak
bilinen kaspaz bagimli bir yol kullanarak hayatlarini1 sonlandirir. Bunun yani sira gelisim
ve homeostaz sirasinda meydana gelen nekroptoz (programlanmis nekroz olarak da

adlandirilir) ve otofajiye bagli hiicre 6liimleri de bu dengenin korunmasinda 6nemli roller

tistlenir (39).

2.4.1. Apoptoz

Apoptoz sozciigii ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan

morfolojik olarak farkli bir hiicre 6liimii tipini tanimlamak i¢in kullanilmigtir (40).



Apoptoz, bir hiicrenin biiyiimesini ve bdliinmesini durdurdugu ve bunun yerine,
iceriginin ¢evreye dokiilmeden hiicrenin kontrollii 6liimiiyle sonuglanan bir siirece girdigi
yoldur. Apoptoz, bazen programlanmis hiicre 6liimii (veya daha yaygin olarak hiicresel
intihar) olarak da adlandirilir. Apoptozun baslamasi, kaspazlar olarak bilinen bir dizi
sistein-aspartik proteazin aktivasyonuna baglhidir. Baslatici kaspazlar ve uygulayici
kaspazlar olmak lizere iki kategoride kaspazlar vardir (41, 42).

Hiicre hasar tespit edildiginde, baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8 ve 9) aktif olmayan
prokaspazlardan aktive edilir ve cellat kaspazlarini (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive etmeye
devam eder. Cellat kaspazlarin aktivasyonu, endoniikleazlarin aktivasyonundan DNA
pargalanmasi, niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin yok edilmesi, proteinlerin ¢apraz
baglanmasi, fagositik hiicreler icin ligandlarin ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin
olusumu ile sonuglanan bir olaylar dizisi baslatir (43, 44). Apoptozda, 6lii hiicrenin
igerigini bulunduran apoptotik cisimler, apoptotik hiicreyi ¢evreleyen diger hiicreler
tarafindan fagosite edilir (41). Bu davranig oncelikle hiicre kiiltiiriinde gozlenmesine
ragmen, makrofajlar gibi in vivo hiicreler genellikle apoptotik hiicreleri par¢calanmadan
once cikarir. Bu, yaralanan dokunun cevrelenmesiyle sonuclanir ve sonug¢ olarak
¢evredeki hiicrelere ikincil hasar riskini azaltir.

Apoptoz siireci, ¢ok hiicreli organizmalarda yiiksek oranda korunur ve genetik
olarak kontrol edilir. Apoptoz, hiicre i¢i bir dizi sensoriin gorev aldig1 ve hiicrenin kendi
hasarmi tespit etmesiyle baslatilan igsel yol (intrinsik) mekanizmasiyla gergeklesebilir.
Ote yandan, diger bir mekanizma olan digsal yolda (ekstrinsik) bagisiklik sisteminin bir

hiicresi ile hasarli bir hiicre arasindaki etkilesim sonucu apoptoz baslayabilir (Sekil 2.3).

10



hHhTFrﬁﬁ

ulq-'i L)

f
Kaspaz 3 * '

Pro-kaspaz 3

Ekstrinsik yol §
4

e @ Oliim sinyali

o .

= — DISC

Y
gt gty g

TRADD ” ﬁ FADD Intrinsik yol

TNFR

s—:
=
e—-:

l Genetik hasar
Hipoksi
Oksidatif stres
Kaspaz 8 ‘ f  Pro-kaspaz 8

l

Ceoq
Pro-kaspaz 3 we ,_,

-
o @ l """Dmlfl'ltmz
B
-]
Sitokromc g9 g

— Apf-1 I '4 IAP 111111hlsyanu
Kaspaz 9 t-q kaspaz 3 ve kaspaz 9

g aktivasyonu

Aktivasyon

- Fagositoz i¢in apoptotik hiicrenin
Kaspaz 3 : ' s} hazirlanmasi
Kaspaz 6 = [DNA parcalanmasy, hiicre parcalanmasi,
Kaspaz 7 fosfatidilserinin dissallastirilmasi)

Sekil 2.3.

Apoptotik sinyal yolaklar1 (45). (Ekstrinsik yolagin aktivasyonu i¢in digsal
6liim sinyallerine ihtiyag vardir. Oliim reseptdrii aktivasyonu dncii kaspazlarin
(kaspaz 8 veya kaspaz 10) aktivasyonu ile sonuglanir. Bunun sonucunda
prokaspaz -3,-6 ve -7 aktif formlar1 olan kaspaz -3, -6 ve -7’ye doniisiir. Sonug
olarak hiicre apoptoza ugrar. Intrensik uyarilar mitokondri zar gecirgenligini
arttirir ve sitokrom c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 salinimi gergeklesir.
Sitokrom ¢ ve Apfl etkileserek pro-kaspaz 9’u aktive eder ve sonugta kaspaz
3 aktive olur. Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 bagimsiz olarak kaspaz 3 ve kaspaz
9’u aktiflestirir ama bu apoptoz i¢in tek basina yeterli degildir.)
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2.4.1.1. Apoptozun Icsel Yolu

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen igsel yol, hiicre i¢inde birden
fazla hedef {izerinde hareket eden cesitli uyaranlar1 igerir. Apoptozun bu formu,
mitokondriden salinan faktorlere baglidir ve pozitif veya negatif uyarinlara yanit olarak
baslatilir. Negatif sinyaller, hiicrenin yakin g¢evresinde sitokinlerin, hormonlarin ve
bliylime faktorlerinin yoklugundan kaynaklanir. Bu hayatta kalma yanlis1 sinyaller
olmadan, normal olarak inhibe edilen puma, noxa ve bax gibi hiicre i¢indeki pro-
apoptotik molekiiller aktif hale gelir ve apoptozu baglatir. Apoptozu baglatan diger
faktorler dogada pozitiftir ve hipoksiye, toksinlere, radyasyona, reaktif oksijen tiirlerine,
virtislere ve gesitli toksik ajanlara maruz kalmayi igerir (46).

Apoptozun igsel yolunu kontrol eden baslatici kaspaz, kaspaz 9’dur. Bu molekiil
apoptoz baslangicinda adaptor bir protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
(APAF1)’e baglanir. Apoptotik olmayan bir hiicredeki APAF1 genellikle, kaspaz
toplama alan1 (CARD) bloke edilecek ve ayn1 zamanda bir CARD alani i¢eren procaspaz
9 ona baglanamayacak sekilde katlanir. Apoptoz, pozitif veya negatif uyaranlarla
indiiklendiginde, mitokondriyal membranda degisiklikler tetiklenir ve bunun sonucunda
mitokondriyal gegirgenlik gecis porlart (MPT) acilir. MPT gozenek acildiktan sonra,
proapoptotik proteinler (sitokrom ¢, Smac/Diablo ve HtrA2/Omi dahil) mitokondriden
sitoplazmaya sizabilir ve apoptozu aktive edebilir (47). Sitokrom c¢, APAF1
monomerlerinin WD alanina baglanarak apoptozu indiikler. Bu APAF1’de deoksi
ATP’yi baglayabilen bir niikleotid baglama ve oligomerizasyon alanini aciga ¢ikaran bir
konformasyonel degisiklikle sonuglanir. Bu baglanma, APAF1’de hem CARD’in1 hem
de oligomerizasyon alanlarini agiga ¢ikaran ek bir konformasyonel degisikligi indiikler,
boylece birkag APAF1’in apoptozom olarak bilinen bir kompleks halinde birlesmesine
izin verir (48). Apoptozom, agik merkezinde birkag CARD alanini igerir ve bu alanlar
birkag¢ procaspaz 9 proteinini toplar ve aktive eder. Bu aktive edilmis kaspaz 9 enzimleri,
apoptozu indiikleyebilen cellat procaspaz 3’i aktif kaspaz 3 formuna donistiiriir (47).
Smac/Diablo ve HtrA2/Omi, apoptoz proteinlerinin inhibitorlerini (IAP) inhibe ederek
apoptozu baslatmaya yardimci olur. Buna karsin sitokrom ¢ salinimi olmaksizin, IAP’leri

tek basina inhibe etmek apoptozu baslatmak i¢in yetersizdir (49).
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2.4.1.2. Apoptozun Digsal Yolu

Apoptozun oliim reseptorii yolu olarak da bilinen digsal yol, dogal Sldiiriicti
hiicreler veya makrofajlardan salinan 6liim ligandlarinin hedef hiicre zarindaki 6liim
reseptorlerine baglanmasi sonrasinda gergeklesen kaspaz 8’in aktivasyonu sonucu
baslatilir (50).

Apoptoz 6liim reseptorleri, timor nekroz faktorii (TNF) siiper ailesinin tiyeleridir
(Tablo 2.2) ve bu reseptorler kendilerine 6zgii bir 6liim ligandina sahiptir (51, 52).
Uyaranlar reseptore baglandiktan sonra, reseptoriin sitoplazmik ucunda bulunan 6liim
indiikleyici (DED) alan, adaptor protein FADD ile prokaspaz-8 proteinlerini bir araya
getirir ve olim indiikleyici sinyal kompleksine (DISC) olusumu tamamlanir. Birkag
prokaspaz 8 monomerinin DISC’e alinmasi, bunlarin dimerizasyonu ve aktivasyonu ile
sonuglanir. Sonugta ortaya ¢ikan kaspaz 8, iki farkl alt-yoldan apoptozu indiikleyebilir.
Indiiklenen alt yol, hiicrelerin tip I veya tip II hiicreler olarak smiflandirilmasia baglhdir
(53). Tip I hiicrelerde kaspaz 8, cellat kaspazlar1 dogrudan béler ve bu nedenle dogrudan
apoptozu baglatir. Tip II hiicrelerde, IAP’ler, mitokondriden salinan proteinler tarafindan
inhibe edilmedigi siirece, cellat kaspazlarinin dogrudan kaspaz 8 aktivasyonunu inhibe
eder (54).

Aktif kaspaz-8’in 6nemli hedefleri arasinda BID proteini yer almaktadir. BID’nin
kesilimi sonrasinda tBID’in mitokondrinin dig zarinda yerlestigi ve BH3 bolgesi
aracili@iyla, anti-apoptotik BCL-2 ve/veya BCL-XL proteinlerinin denetleyici gérevini
inhibe edip, mitokondrinin dis zarinda Bax/Bak olusmasini saglamaktadir (55). Bu
asamada olusan kanallardan sitokrom c salimi gerceklesir ve dis yolaktan baslayan
apoptoz sinyakli mitokondriyal apoptotik yolak ile birlesir.

Apoptozu etkileyen bu mekanizmanin yaninda, DISC’nin ¢aligsmasina apoptozu
Onleme goreviyle baglanan FLIP proteinleri de mevcuttur. Bu proteinlerin baglanmasi
prokaspaz-8’in DISC kompleksinde aktif formunun olusumunu engeller. Bu sekilde 6liim

reseptorleri araciligiyla tetiklenen apoptoz engellenmis olur (56).
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Tablo 2.2. insan 6liim reseptérleri ve ligantlar (52)

Oliim reseptorleri Oliim liganti

TNF reseptor 1 (TNFR1) TNF

CD95 (Fas ve APO-1 olarak da bilinir)  CD95-ligant1 (Fas-L olarak da bilinir)
Oliim reseptor 3 (DR3) TLIA

TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici
ligant reseptorii 1 (TRAIL-R1, aym1 TRAIL (Apo2-L olarak da bilinir)

zamanda DR4 olarak da bilinir)

2.5. Otofaji

Otofaji, endojen veya ecksojen kaynakli sitoplazmik materyali bozunma
(degradasyon) i¢in lizozoma ileten siirectir. Makrootofaji (otofaji olarak isimlendirilir),
mikrootofaji ve saperon aracili otofaji olarak bilinen iic ana otofaji formu vardir.
Mikrootofaji, sitozolik kargo bilesenlerinin membran invaginasyonlar yoluyla dogrudan
lizozoma transferini igerir. lizozomal membran boyunca KFERQ benzeri motif igeren
proteinlerin secici translokasyonunu igerir (39).

Otofajinin baskin islevi, temel hiicresel bilesenleri geri doniistiirerek stres/besin
sinirlamasinin ardindan hiicre hayatta kalmasim tesvik etmektir (57, 58). Otofajiyi
genetik veya kimyasal olarak bloke etmek, genellikle stres kosullar1 altinda hiicrelerin
Olimiinii tesvik eder (59). Bununla birlikte, belirli sartlar altinda otofaji ayrica hiicre
6liimiine de yol agar (60).

Otofajik hiicre 6liimiinde, hiicre 6liim siirecinin erken sathasinda, sitoplazmada
otofagozomlarin ve otolizozomlarin birikimi gozlenmektedir (Sekil 2.4). Evrimsel olarak
iyi bir sekilde korunan otofaji siireci, orijinal olarak mayada genetik taramalardan
tanimlanan Otofajiyle-iliskili (Autophagy-related; Atg) genler tarafindan kodlanan
molekiiler bir makine tarafindan gerceklestirilir (61-63). Otofaji yolu, besin eksikligi
(aclik) ve enerji yikii kaybi basta olmak iizere, farklilasma, norodejeneratif hastaliklar,
stres, enfeksiyon ve kanser gibi fizyolojik ve patolojik siireclerle de iligkili olarak
diizenlenir (64-66). Aclik, bir multiprotein kompleksi olan mTORC1’de bulunan
MTOR’un inhibisyonu yoluyla otofajiyi indiikler. Besinler veya biiyiime faktorleri

tarafindan uyarilmaya yanit olarak, mTORCI1, ULK1, ATG13, ATG101 ve FIP200 i
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(RB1CC1) igeren bir makromolekiiler substrat kompleksini negatif olarak diizenler ve bu
da otofaji baskilanmasiyla sonuglanir (67-69). Otofajiyi uyaran enerji tiikkenmesi, kismen
AMPK aktivasyonu yoluyla mTORC1’i inhibe ederek, otofajide 6nemli bir baslangi¢
adimi1 olan ULK 1’in aktivasyonuna yol agar (70, 71).

Otofaji ayrica sinif I1I fosfatidilinositol-3-kinaz (VPS34) ve bir dizi ilave uyarict
veya engelleyici ¢ekirdek diizenleyici protein (ATG14L, UVRAG, Ambral ve Rubicon)
ile baglantil1 Beclin 1°den olusan bir multiprotein kompleksi tarafindan da diizenlenir
(72). Prootofajik uyaranlara yanit olarak, bu kompleks tarafindan artan fosfatidilinositol-
3-fosfat (PI3P) iiretimi, otofagozom olusumunu diizenler (72, 73). Beclin 1 kompleksi,
PI3K/Akt yolu tarafindan (74) ve ayrica antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (75) ile
baglanma etkilesimleri sonucu negatif diizenlemeye tabidir. Fagofor olusumunun
ardindan, otofagozom zarinin uzamasi, iki ubikuitin benzeri konjugasyon sisteminin
etkisini gerektirir. Bunlar (i) Atg5-Atgl2 konjugasyon sistemi ve (ii) mikrotiibiil ile
iliskili protein-1 hafif zincir 3 (LC3, Atg8) konjugasyon sistemi (76, 77). Atg4B,
LC3B’nin proformunu sitozolik serbest formuna (LC3-I) doniistiiriir. Memelilerde, LC3-
I’in (ve diger Atg8 homologlarinin) fosfatidiletanolamin-konjuge ve otofagozom
membran baglantili formuna (yani, LC3-II) doniistiiriilmesi, otofajide bir baslangi¢
adimidir (78-80). Otofajideki son adim, hiicresel bilesenlerin par¢alanmasi/geri

doniislimil i¢in bir otolizozom olusturmak iizere otofagozomun lizozomla fiizyonudur

(81).
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Sekil 2.4. Makrootofaji (otofaji) siirecini ve ana diizenleyici mekanizmalarin sematik
gosterimi (82). mTOR ve AMPK o6nemli metabolik sensorlerdir ve hiicre
Omriiniin belirleyicilerindendir. Otofajide mTOR bir inhibitor olarak ve AMPK
bir aktivator olarak gorev yapar. Otofaji baslangicinda, sitoplazmik materyal
(otofajik kargo), fagofor ad1 verilen fincan seklindeki bir yap: ile ¢evrelenir.
Daha sonra otofagozomlar olarak adlandirilan ¢ift zarli vezikiiller meydana
gelir ve bunlar asidik lizozomlarla kaynasarak sitoplazmik materyalin
bozulacagi otolizozomlar1 olusturulur. Otofaji, (1) baslatma, (2) =zar
cekirdeklenmesi ve fagofor olusumu, (3) fagofor genislemesi, (4) lizozomla
fiizyon ve (5) bozunmay1 igeren kompleks bir olaydir. Bu siireg otofaji ile ilgili
proteinler (ATG’ler) olarak adlandirilan ¢oklu proteinler tarafindan diizenlenir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, indnii Universitesi T1p Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlari
ile Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.2. Calismada Kullanilan Hiicre Serileri ve Kiiltiir Ortamlar:

Hiicre serileri, laboratuvar arastirmalarinin bir¢cok alaninda ve Ozellikle kanser
arastirmalarinda in vitro modeller olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok kanser
tiiri i¢in sunulan hiicre serileri kanser aragtirmalarinin baslangicinda 6nemli bir modeldir.
Calismamizda insan meme kanseri epitel hiicre serisi (MCF-7) ve saglikli insan meme
epitel hiicresi (MCF-10A) kullanildi.

3.2.1. MCF-7 Hiicre Serisi (ATCC HTB-22)

Calismada meme kanseri modeli olarak MCF-7 hiicreleri kullanildi. MCF-7
hiicreleri i¢in besleme medyumu olarak yiiksek glikozlu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM; Katalog No: DMEM-HA; Capricorn Scientific GmbH, Almanya)
kullani1ldi. Ham medyum igerisine %10 fetal sigir serumu (FBS; Katalog No: S181G-500;
Serox GmbH, Almanya), %1 penisilin-streptomisin soliisyonu (Katalog No: 03-031-1B;
Biological Industries, Israil), 0.01 mg/ml insan rekombinant insiilini (Humulin-R, Lilly,
ABD) ve %1 esansiyel olmayan amino asit ¢ozeltisi (Katalog No: P08-32100; Pan
Biotech GmbH, Almanya) ilave edildi. Hazirlanan besleme medyumu 0.22 pm por ¢apina
sahip vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No: 343001; NEST Biotechnology, Cin)

stiziildii ve MCF-7 hiicreleri i¢in biitlin deneysel basamaklarda kullanildi.

3.2.2. MCF-10A Hiicre Serisi (ATCC CRL-10317)

MCF-10A hiicre serisi, tiimorojenik olmayan bir meme epitel hiicre serisidir.

MCF-10A hiicreleri i¢in besleme medyumu olarak DMEM/Ham’s F-12 (Katalog No:
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DMEM-12-A; Capricorn Scientific GmbH, Almanya) kullanildi. Ham medyum igerisine
%10 FBS (Katalog No: S181G-500; Serox GmbH, Almanya), 20 ng/ml insan epidermal
biiyiime faktori (Katalog No: PHGO0311L; Thermo Fisher, ABD), 0.5 mg/ml
hidrokortizon (Katalog No: H0888-1G; Sigma-Aldrich, Almanya), 100 ng/ml kolera
toksini (Katalog No: BML-G117-0001, ENZO Life Sciences, ABD), % 1 penisilin-
streptomisin soliisyonu (Katalog No: 03-031-1B; Biological Industries, Israil), 0.01
mg/ml insan rekombinant insiilini (Humulin-R, Lilly, ABD) ilave edildi. Hazirlanan
besleme medyumu 0.22 um por ¢apina sahip vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No:
343001; NEST Biotechnology, Cin) siiziildii ve MCF-10A hiicreleri i¢in biitiin deneysel

basamaklarda kullanild.

3.3. Kiiltiir Sartlar

Tiim hiicre serileri inkiibatérde (Model No: 3131, Thermo Fisher Scientific, AD),
standart kosullar altinda (37 °C, %5 COy,) kiiltiire edildi. Calismalarin her adimi steril
ortamin muhafazasi icin biyolojik emniyet kabini (Model No: BIF2000; Bilser, Tiirkiye)
icerisinde gergeklestirildi.

3.4. Hiicre Kiiltiira

3.4.1. Hiicrelerin A¢ilmasi

Hiicre vialleri, sivi azot tanki igerisinden c¢ikartildiktan sonra 37 °C sicakliga
ayarli su banyosu igerisinde hizlica ¢oziildii. 15 ml’lik falkon tiipleri i¢erisine bir miktar
besleme medyumu konuldu ve viallerdeki hiicreler kisa bir pipetaj yapildiktan sonra
tiiplere transfer edildi. Tiipler 1500 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi ve iist faz
uzaklastirildi. Hiicre peleti lizerine 1-2 ml medyum aktarildi ve pipetaj yapildiktan sonra
hiicreler 25 cm? kiiltiir flasklarma ekildi ve inkiibatore alind1. Hiicrelerin haftada iki defa

besi ortamlar1 degistirildi.

3.4.2. Hiicrelerin Alt Kiiltiire Alinmasi

Flasktaki hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulagtiginda pasajlama islemi yapildi.

Oncelikle medyumlar1 aspire edilen flasklarin tabanlar1 bir defa fosfat tamponu (PBS;
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Katalog No: L0615-500; Biowest, Fransa) ile yikandi. Hiicrelerin iizerine 3 ml Tripsin-
EDTA soliisyonu (Katalog No: 325-043-EL, Wisent Inc., Kanada) eklendi ve flakslar 5-
10 dakika inkiibatore birakildi. Flask tabanindan kalkan hiicrelerin {izerine tripsin-EDTA
soliisyonu kadar medyum eklendi ve hiicreler bir falkon tiipiine toplandi. 1500 rpm’de 8
dakika santrifiijden sonra tiipiin icerisindeki iist faz atildi ve hiicre peleti bir miktar
medyum igerisinde yeniden siispanse edildi. Hiicre miktarinin belirlenmesinde tripan
mavisi kullanildi ve hiicre saymmi bir inverted mikroskop (Optec BSD400, Cin)
aracilig1yla gergeklestirildi. Hiicreler daha sonra 75 cm? kiiltiir flasklarina ekildi (yaklasik

2x10° hiicre) ve inkiibatore alind1. Hiicrelerin haftada iki defa besi ortamlar1 degistirildi.

3.4.3. Hiicrelerin Stoklanmasi

Calisma kapsaminda olas1 kontaminasyon riskine kars1 hiicrelerin dondurularak
stoklanmas1 islemleri de gerceklestirildi. Bu kapsamda pasaj islemi sonrasi sayilan
hiicreler (yaklasik 2x10° hiicre) 1 ml dondurma medyumu (besleme medyumu + %10
DMSO) igerisinde siispanse edildi ve cryoviale alindi. Vialler igerisinde 2-propanol
bulunan hiicre dondurma kabina alinarak -80 °C’ye birakildi. Hiicre dondurma kabi vial
icerisindeki sicakligr 1 °C/dakika diisiirerek daha kontrollii bir hiicre dondurma siireci

olusturmaktadir. Ertesi giin -80 °C’de bulunan vialler siv1 azot tanki igerisine transfer
edildi.

3.5. Bilesiklerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda MOTS-c (Katalog No: 9697-1; BioVision, ABD)’nin 0.001,
0.01, 0.1, 1 ve 10 uM ve referans ilag 5-Fluorourasil (5-FU; Katalog No: F6627-1G;
Sigma-Aldrich, Almanya)’in 1, 5, 25, 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlar1 kullanildi.
Oncelikle her iki bilesigin yiiksek konsantrasyonlar1 (MOTS-c 10 uM ve 5-FU 100 pM)
besleme medyumlar: igerisinde hazirlandi ve bu stoklar 0.22 pm enjektor filtresi
kullanilarak siizlildii. Sonrasinda bilesiklerin diger konsantrasyonlart hazirlanan

stoklardan seyreltilerek elde edildi.
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3.6. Sitotoksisite Analizi

Bilesiklerin hiicre serileri lizerine muhtemel sitotoksik etkisi, sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde  yaygin bir yontem olan 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizleri ile gergeklestirildi (83). MTT analizi, hiicre
canliliginin, ¢cogalmasiin ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak hiicresel metabolik
aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilir. Bu kolorimetrik tahlil, metabolik olarak aktif hiicreler
tarafindan sar1 bir tetrazolyum tuzu olan MTT’nin mor formazan Kkristallerine
indirgenmesine dayanir (84, 85). Canli hiicreler, MTT’yi formazana indirgeyen
NAD(P)H’ye bagli oksidorediiktaz enzimleri icerir (86). Formazan kristalleri, bir
¢oziindiirme sollisyonu kullanilarak ¢oziiliir ve elde edilen renkli soliisyon bir
spektrofotometre kullanilarak optik yogunlugu belirlenir ve canlilik diizeyi hesaplanir
(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. MTT nin canli hiicrelerde kimyasal reaksiyon sonucu formazona doniismesi
(A) ve 96 kuyucuklu plakada optik yogunlugun gérseli (B).
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Calismada 6ncelikle 96 kuyucuklu plakalara (Katalog No: 92096; TPP, Isvigre)
hiicre ekimi (her bir kuyucuga 15x10° hiicre) yapildi. Ertesi giin kuyucuklardaki
medyumlar uzaklastirildi ve hazirlanan bilesiklerin uygulamalar1 yapildi. Plakalar 1, 8,
16, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonras1 kuyucuklardaki
medyumlar uzaklastirildi ve 0.5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT (Katalog No:
M2128; Sigma-Aldrich, Almanya) soliisyonundan 50 ul pipetlendi. 3 saat inkiibasyondan
sonra MTT soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirildi ve 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO)
her bir kuyucuga eklendi. Kuyucuklardaki hiicrelerin optik densisiteleri ELISA plaka
okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol
kuyucuklarindan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alind1 ve bu deger %100
hiicre canlilig1 olarak degerlendirildi. Kuyucuklardaki hiicrelerin optik densisiteleri
ELISA plaka okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda okutuldu
(83). Kontrol kuyucuklarindan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu
deger %100 hiicre canliligi olarak degerlendirildi. Referans ilag ve MOTS-c uygulanan
kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine oranland1 ve

yiizde canlilik degerleri hesaplandi.

3.7. Genotoksisite Analizi

Tek hiicre jel elektroforez (Comet) yontemi, okaryotik hiicrelerde DNA iplik
kopmalarini 6l¢gmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde mikroskop lami tizerinde
agaroz i¢ine gomilii hiicreler, niikleer matrise bagl siiper sarmal DNA doéngiileri igeren
niikleoidler olusturmak i¢in deterjan ve yiiksek tuz ile parcalanir. Yiiksek pH’da
elektroforez, floresan mikroskobu ile gézlemlenen ve kuyruklu yildizlara benzeyen
yapilarla sonuglanir. Kuyruklu yildizin basa gore yogunlugu, DNA kirilmalarinin

diizeyini yansitir (87).

3.7.1. Analiz Oncesi Hazirhiklar

a) Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi

2.5 M NaCl 146.1 gr
100 mM EDTA 37.2¢gr
10 mM Tris-Base 1.2 gr
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Bilesikler tartildiktan sonra 900 ml dH2O igerisinde ¢o6ziildi ve bu sekilde stok
soliisyon hazirlandi. Calismada kullanilacak lizis soliisyonu i¢in stok soliisyondan 89 ml
alind1 ve tizerine 10 ml DMSO ile 1 ml Triton-X ilave edildi (toplam hacim 100 ml,
pH:10).

b) Alkali elektroforez soliisyonunun hazirlanmasi

10 N NaOH ¢ozeltisi : 200 gr NaOH 500 ml dH20’da ¢oziildii.
200 MM EDTA : 14.89 gr EDTA 200 ml dH20’da ¢oziildii.

1X Alkali elektroforez soliisyonunu hazirlamak i¢in 30 ml 10 N NaOH ve 5 ml
200 mM EDTA alind1 ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamland1 (pH>13).

¢) Notralizasyon soliisyonunun hazirlanmasi

0.4 M Tris-Base 48.5 gr
dH20 1000 ml

Oncelikle tartilan Tris bilesigi 600 ml dH2O ¢oziildii ve pH’s1 7.5’ ayarlandu.

Sonra hacim 1000 mI’ye tamamlandi.

d) Etidyum bromiir soliisyonunun hazirlanmasi (10X)

Etidyum bromiir 10 mg
dH20 50 mi

1X caligma soliisyonu hazirlamak i¢in 1 ml stok soliisyondan alind1 ve {izerine 9

ml dH20 eklendi.

¢) Mikroskop lamlarinin normal melting agaroz (NMA) ile kaplanmasi

2 gr NMA (Katalog No: 2267.4; Carl Roth GmbH, Almanya) tartildi ve 250 m1’lik
bir beher igerisine alindi. Uzerine 200 ml dH,O konuldu (son konsantrasyon %1) ve

mikrodalga cihazinda NMA eritildi. Sonrasinda hazirlanan ¢ozelti 1s1 proplu bir manyetik
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karistirict izerine alind1 ve sicaklik 85 °C’ye ayarlandi. Mikroskop lamlart NMA igerisine
2-3 saniye siireyle daldirildi ve sonrasinda lamlarin alt tarafi bir pegete ile silindi. Lamlar

diiz bir zemin lizerinde, oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda kurutuldu.

f) Low melting agaroz (LMA) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

%1’lik LMA (Katalog No: BP165-25; Fisher BioReagents, Belgika) PBS
igerisinde eritildi. Cozelti 1 ml ependorf tiiplere pay edildi ve bu 6rnekler kullanilincaya
kadar 4 °C’de saklandi. Caligsma dncesi tiipler blok 1siticiya alindi ve LMA’nin erimesi
icin sicaklik 65 °C’ye ayarlandi. Tiipler igerisindeki LMA eriyince 1siticinin sicakligi 35
°C’ye getirildi.

3.7.2. Comet analizlerinin yapilmasi

DNA hasar analizi, Singh vd. tarafindan belirtilen alkali Comet analiz yontemine
gore belirlendi (88). Comet analizlerinde, MTT analizleri sonrasi canliligin yaklagik %70
oldugu dozlar (89) ve bilesiklerin canlilik tizerine etkili oldugu inkiibasyon siireleri
kullanildi (Tablo 3.1.).

[k olarak hiicreler 6 kuyucuklu plakalara (Katalog No: 92006; TPP, Isvigre)
ekildi. Ertesi giin MOTS-c ve 5-FU uygulamas1 gerceklestirilen plakalar inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda kuyucuklardaki medyumlar uzaklastirildi ve
hiicreler iki defa 37 °C sicakliktaki PBS ile yikandi. Kuyucuklara 1 ml soguk PBS eklendi
ve bir kaziyict yardimiyla hiicreler ependorf tiiplere toplandi ve hiicreler sayildi.
Orneklerdeki hiicre miktar1 belirlendikten sonra 10 pl’de 10x10° hiicre iizerine %1’lik 80
ul LMA ile karistirildi. Hiicre+tLMA karisimi NMA kapli lamlara aktarildi ve lamel ile
kapatilarak preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar 4 °C’de 15 dakika bekletildi ve
boylelikle LMA’nin donmasi saglandi. Lameller dikkatli bir sekilde lamlardan siyrildi ve
bir dikey sale icerisine yerlestirildi. Sale icerisine hazirlanan soguk lizis soliisyonu
konuldi ve 4 °C’de 1 saat lizis islemi gergeklestirildi. Sonrasinda lamlar yatay
elektroforez tanki (Cleaver Scientific, Ingiltere) igerisine ayni ydnde yerlestirildi.
Lamlarin iizerlerini 6rtecek diizeyde soguk alkali elektroforez soliisyonunu konuldu ve
sonrasinda 25 voltta (maksimum 300mA) 20 dakika elektroforez gerceklestirildi.
Elektroforez sonrasi lamlar 3 defa 5 dakika siireyle notralizasyon soliisyonuyla yikandi.

Her bir preperat 20 dakika etidyum bromiir ile boyandi. Preparatlardaki arka planin
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netligini arttirmak ve fazla boyay1 uzaklastirilmasi igin lamlar soguk PBS icerisinde kisa
stireli bekletildi ve iizerleri tekrardan lamel ile kapatildi. Hiicre DNA’sinda meydana
gelen hasar floresans mikroskopta (Zeiss Axioscope A1, Almanya) incelendi (Sekil 3.2.).
Skorlama islemi TriTek Comet Score programi kullanilarak yapildi. Her lamdan rastgele
en az 25 hiicre sayildi, gruplarin tail intensity (TI), tail lenght (TL) ve tail moment (TM)
parametreleri belirlendi. TI, TL ve TM parametrelerinde meydana gelen degisimler DNA
hasarmin varligin1 ve oranini ortaya koymamizi sagladi. Deneysel ¢alismalar karanlik

ortamda gergeklestirildi.

Tablo 3.1. Comet analizlerinde kullanilan doz ve inkiibasyon siireleri

MOTS-c 5-FU
Hiicre serileri Secilen Hiicre = Canlihg1 Secilen Doz Hiicre
Doz (%) Canlilhigi (%)
MCF-7 (72 saat) 0.1 uM 68.18+2.47 5 uM 68.86 + 2.38
MCF-10A (72 saat) 1 uM 72.37+£0.42 50 uM 75.12+2.51
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Sekil 3.2. Comet deneyinin basamaklari. Slaytlarin hazirlanmasi (A), elektroforez (B,C),
DNA hasarmin floresans mikroskopla goriintiilenmesi (D) ve goriintiilerin
bilgisayar yazilimi ile analizi (E,F).

3.8. TUNEL Analizi

Terminal deoksiniikleotidil transferaz deoksiniikleotitlerin (dUTP) ¢entik-ug
etiketleme (TUNEL) yontemi, DNA parg¢alanmasinin saptanmasina olanak saglayan bir

yontemdir. TUNEL analizlerinde kullanilan ve bir endoniikleaz olan terminal
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deoksiniikleotidil transferaz (TdT) yontemin temelini olusturur. Bu enzim modifiye
edilmis dUTP DNA zincir kiriklariin serbest -OH terminaline eklenmesini katalize eder
ve boylelikle DNA kiriklarina isaretli niikleotidler baglanir (90). TUNEL analizi,
programlanmis hiicre 6liimiiniin sonraki asamalarinda hiicre siispansiyonlarindan, yapisik
hiicre dizilerinden ve dokulardan apoptotik hiicrelerin saptanmasi ve miktarinin
belirlenmesi i¢in standart histokimyasal yontemlerden biri olarak kabul edilebilir (91, 92).

MTT analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, etkin zaman araliginda
hiicrelere uygulanan MOTS-c ve 5-FU bilesiklerinin ICso degerlikleri hesaplandi (93).
Elde edilen bu dozlar TUNEL analizi, Real Time PCR ve Western Blot ¢alismalarinda
kullanildi.

Calismamizda TUNEL analizleri i¢in Tunel Assay Kit-FITC (Katalog No:
ab66108; Abcam, Ingiltere) kullanildi. Hiicreler 8 kuyucuklu kiiltiir slaytlarina (Katalog
No: 230108; NEST Biotechnology, Cin) ekildi ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda MOTS-
¢ ve 5-FU’nun belirlenen dozlari ile muamele edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda
kuyucuklardaki medyumlar ¢ekildi ve hiicreler PBS ile iki defa yikandi. PBS’de
hazirlanan %4 paraformaldehit (pH:7.4) soliisyonu ile oda sicakliginda 15 dakika fikse
edilen hiicreler, sonrasinda %0.1 Triton X-100 ile muamele edildi ve bu sekilde hiicre
gecirgenligi saglandi. Kit protokoliine gére hazirlanan TUNEL reaktifi (Tablo 3.2) ile 1
saat 37 °C’de inkiibasyon sonras1 yikama islemleri yapildi. Son olarak hiicre ¢ekirdekleri
yine analiz kiti ile gelen propidyum iyodiir (PI) ile 30 dakika siireyle boyandi. Kuyucuklar
slayttan ayrild1 ve lamel kapatilarak hazirlanan preparatlar floresans mikroskop altinda

goriintiilendi.

Tablo.3.2. TUNEL boyama soliisyonunun hazirlanmasi

DNA etiketleme soliisyonu 1 6rnek
Reaksiyon tamponu 10 pl
TdT enzimi 0.75 ul
FITC-dUTP 8 ul
dH20 3225l
Toplam hacim 51l
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3.9. Real Time PCR Analizleri

MOTS-c ve 5-FU uygulamalarindan sonra biitiin hiicre hatlarinda hiicre 6lim
siireclerinde roller iistlenen gen ifadelerinde meydana gelen degisimler ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyon analizleri (Real Time PCR) ile belirlendi. Analizlerde mRNA
ifadeleri ilgili gene spesifik primerler kullanilarak belirlendi. Calismalarda kullanilan

primer dizilimleri Tablo 3.3’te sunuldu.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan genlere ait primer dizi bilgileri

Gen Oligoniikleotid Dizisi Gen Bank Numarasi
F AGCAAGGGCATCCTCACC
Beta-aktin NM_001101.5
R ACAGGGATAGCACAGCCTGGA
F GACATTGGACTTCCTCCGGGA
Bax NM_001291428.2
R ACAAAGATGGTCACGGTCTGC
F TGGACAACATCGCCCTGTGGA
Bcl-2 NM_000633.3
R TCACTTGTGGCCCAGATAGGC
F TCTCGCAGATTCATCCCCCCA
Beclin-1 NM_003766.4
R ATCCACATCTGTCTGGCCCGA
F CAACACCTTCATCATCCGCTG
Akt-1 NM_005163.2
R CGACCGGAAGTCCATCTCCTC
F AGTTCCTGGAGAAAGATGGCG
AMPK NM_006251.5
R CCTACCACATCAAAGCTCCGA
F GCTCCTAGCGGATGGGTGCTA
Caspase-3 NM_004346.4
R GATTTCAAGGCGACGCCAACC
F GCCAATGAGAGGAAAGGTGGC
mTOR NM_004958.4
R AGCGGTAAAAGTGTCCCCTGC
F AAACCTACCAGGGCAGCTACG
pS3 AB082923.1
R CTCACAACCTCCGTCATGTGC
F TCTGTTGGGACTGGGAACAAC
TSC2 NM_000548.5
R GGATGCGATTGTTGAGGCCAC
F GGCTTCTGCACAGCAAAGGCA
ULK1 NM_003565.4
R TGATGACCTCGGGGGCCATGT

27



3.9.1. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Bilesiklerle Muamelesi

25 cm?’lik kiiltiir flasklarinda biiyiitiilen hiicreler MOTS-c ve 5-FU ile muamele
edildi. Sonrasinda PBS ile yikanan hiicreler hiicre kaziyici kullanarak kaldirildi ve
DNase, RNase igermeyen tiiplere toplandi. Tiipler 2000 rpm’de, 4 °C’de 10 dakika

santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Hiicre peletlerini igeren tiipler buz iizerine alindu.

3.9.2. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

Hiicrelerdeki total RNA, EZ-10 Spin Column Total RNA Miniprep Kit (BioBasic,
Kanada) kullanilarak elde edildi. Izolasyon kiti ile birlikte gelen lizis soliisyonundan 0.5
ml tiipler igerisinde konuldu ve yavas bir sekilde pipetaj yapildi. Tiipler {izerine /2 hacim
miktarinca (0.25 ml) etanol eklendi ve ependorf tiipler elle alt iist edilerek karistirildi.
Tiipler icerisinde bulunan biitiin karisim 2 ml’lik spin kartiij igeren koleksiyon tiiplerine
alind1 ve tiipler oda sicakliginda 30 saniye boyunca 12000%g’de santrifiij edildi. Kolona
0.5 ml “RW Soliisyonu” eklendi ve sonrasinda oda sicakliginda 30 saniye boyunca
12000xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiiniin altinda kalan sivi
bosaltildi. 0.5 ml “Universal PRE Solution” eklenen kolonlar, oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 12000%g’de santrifiijlendi ve yine tiiplerin altinda kalan sivi kisim atildi. Bu
asama iki defe tekrarlandi ve sonrasinda kolon yeni bir ependorf tiipiine yerlestirilerek
tizerine 50 pul RNaz icermeyen su eklendi ve 2 dakika bekletildi. Tiipler bu siire sonunda
30 saniye boyunca 12000xg’de santrifiijlendi. Bu islem sonrasinda dokulardaki toplam
RNA izolasyonu tamamlandi. Orneklerin total RNA miktarlari nanodrop ile
A260/A280nm olgiimleri yapilarak belirlendi. cDNA sentezi i¢in RNA miktarinin
esitlenmesi amaciyla en diisitk RNA degeri standart alindi. cDNA sentezi i¢in her bir

gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi.

3.9.3. cDNA Sentez Protokolii

RNA orneklerden cDNA sentezi iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, ABD)
kullanilarak gergeklestirildi. cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA 6rneklerinden 10 pl
kullanild1. Sentez i¢in tiiplere 10 ul RNA 6rnegi, 4 pl 5X iScript Reaction mix, 1 pl iScript
Reverse Transcriptase ve 5 ul niikleaz icermeyen su ilave edildi. Ornekler termal déngii

cihazina yerlestirildi. Cihazin inkiibasyon ayarlari; 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de 30
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dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de oo olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen cDNA
ornekleri -20 °C’de saklandi.

3.9.4. Real Time PCR analizi

Elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin varliginda Real Time PCR ile
amplifiye edildi. Analizlerinde 96 kuyucuklu plakalar kullanildi (BioRad, ABD). Analiz
icin plate hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 2 ul kondu. Buz iizerinde
her bir 6rnek i¢in 5 ul SYBR Green Master Mix, 2.5 pl niikleaz icermeyen su ve 0.5 pl
primer hibridizasyon probu olacak sekilde ornek sayisina gore hesaplanan bilesen
miktarlar1 ependorflara birakildi ve vortekslendi. Platedeki cDNA 6rneklerinin tizerine 8
pl hazirlanan karisimdan birakilarak plate tizeri optik yapistirici filmle kapatildi. Gen
ifade seviyeleri, BioRad CFX Connect sistemi ile 6l¢iildii. Calismada B-aktin kontrol gen
(housekeeping) olarak kullanildi. Sicaklik kosullari 50 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 10
dakika X 45 sikliis, 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 1 dakika olacak sekilde ayarland.
Real Time-PCR analizleri sonucunda ilgili genlerin mRNA ifadelerindeki degisimler 2

AACT yintemi kullanilarak hesaplandi (94).

3.10. Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismada, MOTS-c ve 5-FU uygulamasi sonrasinda hiicresel apoptoz ve otofaji
stireglerinde gorevli markirlarin diizeyi Western blot analizleri ile belirlendi. Uygulama
sonrasinda bu siire¢lerde grev alan proteinlerin diizeyinin belirlenmesi, sitotoksisitenin
hangi mekanizma veya mekanizmalar lizerinden gergeklestigini agiklamamizda yardimci
oldu.

3.10.1. Kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

a) 1.5 M Tris-HCI (pH: 8.8)

27.23 gr Tris-base oncelikle 80 ml dH2O’da ¢6ziildii. Sonrasinda pH’s1 8.8’e

ayarlandi ve ¢6zeltinin toplam hacmi 150 ml’ye tamamlandi. Cozelti 4 °C’de saklandi.
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b) 0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8)

6.06 gr Tris-base Oncelikle 60 ml dH2O’da ¢6ziildii. Sonrasinda pH’s1 6.8’e

ayarlandi ve ¢6zeltinin toplam hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti 4 °C’de saklandi.

) %30 Akrilamid/Bis-akrilamid soliisyonu

29.2 gr akrilamid ve 0.8 gr bis-akrilamid tartildi ve 100 ml dH2O igerisinde
¢ozildii. Cozelti 4 °C’de saklandi.

d) SDS-Page Running Buffer (10X)
250 mM Tris-base 30.3 gr
1.92M Glisin 144.1 gr

%1 SDS 10 gr

Tiim kimyasallar tartildi ve yaklasik 700 ml dH20O igerisinde ¢6ziildi. Sonrasinda

soliisyonun pH’s1 8.3’e ayarlandi ve hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

e) Tris buffer saline (TBS, 10X)

20 mM Tris-base 242 gr
150 mM NaCl 87.6 gr

Tiim kimyasallar tartildi ve yaklasik 700 ml dH20 igerisinde ¢6ziildii. Sonrasinda

sollisyonun pH’s1 7.4-7.6’ya ayarlandi ve hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

f) TBS-Tween20 (TBS-T, 1X)

Hazirlanan stok TBS (10X) soliisyonundan 100 ml alindi. Bunun {izerine 899 ml

dH20 ve 1 ml Tween-20 (final konsantrasyon %0.1) eklendi.
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g) Transfer soliisyonu (Towbin Buffer, 1X)

25 mM Tris-base 3.02 gr
190 mM Glisin 14.4 gr
%1 SDS lor
%20 Metanol 200 ml
dH20 800 ml

Ik olarak Tris-Glisin-SDS tartild1 ve 600 ml dH20’da ¢6ziildii. Sonrasinda 200
ml metanol eklendi ve ¢ozelti 1000 m1’ye dH20 ile tamamlandi. Transfer soliisyonunun

pH’s1 8.1 - 8.5 arasinda 6lgiildii. pH ayarlamak i¢in asit veya baz kullanilmadi.

h) Lizis soliisyonu (RIPA buffer)

50 mM Tris-base 0.605 gr
150 mM NaCl 0.877 gr
%0.1 Triton X-100 100 pl
%0.5 Sodyum deoksikolat 0.5¢r
%0.1 SDS 0.1gr

Tiim kimyasallar tartildi ve yaklasik 70 ml dH20 igerisinde ¢6ziildii. Sonrasinda
sollisyonun pH’s1 7.4-7.6’ya ayarlandi ve hacim 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan bu
lizis soliisyonuna kullanimdan 6nce taze hazirlanan fenilmetilsiilfonil floriir (1 mM),
sodyum floriir (5 mM) ve sodyum ortovanadat (1 mM) eklendi. Proteaz inhibitorii olarak
Roch cOmpleteTM Proteaz inhibitdr tablet kullanildi.

3.10.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan hiicre serileri 100 mm kiiltiir petrilerine ekildi. Hiicrelere
MOTS-c ve 5-FU’nun ICso degerleri etkin zaman siireleri boyunca uygulandi. Sonrasinda
besleme medyumlar1 ¢ekildi ve hiicreler iki defa soguk PBS ile yikandi. Yikama
isleminden sonra 500 pl RIPA lizis buffer petrilere konuldu ve hiicreler kaziyict
yardimuiyla toplandi. Ependorf tiiplerine toplanan drnekler buz igerisinde bekletildi ve her

5 dakikada bir tiipler vortekslendi. 30 dakika lizis sonras1 her bir 6rnek 5 saniye siireyle
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3 defa sonike (QSonika 500, ABD) edildi. Ependorf tiiplerde yer alan 6rnekler 6nceden
sogutulmus ultrasantrifiije yerlestirildi (SL8R, Thermo Scientific, ABD) ve 30 dakika
14500 rpm’de santrifiij islemi gergeklestirildi. Santrifiij sonrasi siipernatant yeni tiiplere
alind1. Orneklerin protein seviyesi BCA protein analiz kiti (Model no: orb90411, Biorbyt,
Ingiltere) kullanilarak belirlendi. Yiiklemelerde kullanilacak érnekler 4X Laemmli 6rnek
tamponu kullanilarak 30pg/20ul olacak sekilde hazirlandi. Calisma stiresince 6rnekler -

80 °C’de muhafaza edildi.

3.10.3. Western Blot Analizleri

Hazirlanan protein Ornekleri esit miktarda ve hacimde SDS jellere yiiklendi.
Yiikleme isleminden sonra proteinler dncelikle 100V’ da yaklasik 10 dakika, sonrasinda
ise 200V da jel sonuna kadar (yaklasik 75 dakika) elektroforez islemine tabi tutuldu ve
proteinlerin ayrismasi saglandi. Yiiriitme isleminden sonra cam kasetler ayrildi ve SDS
jel transfer soliisyonu igerisine aktarildi. Onceden transfer soliisyonu (Towbin Buffer)
icerisinde dengelenmis olan transfer pedleri ve PVDF membran (PVDF membran 30-60
saniye metanolde aktive edilip sonra transfer buffer igerisine alind1) kullanilarak transfer
yigin1 hazirlandi. Jeldeki proteinlerin transfer islemi Bio Rad Trans Blot Turbo aktarim
sistemi kullanilarak yapildi. Aktarimdan sonra membranlar oda sicakliginda 1 saat
boyunca %5’lik yagsiz siit tozunda (TBS-T ile hazirlanan) bloklandi. Sonrasinda
ilgilenilen proteinlere spesifik primer antikorlar ile gece boyu inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra mebranlar 3 defa 5 dakika siireyle TBS-T ile yikandi. Membranlar
bloklama soliisyonu igerisinde hazirlanan ve primer antikora uygun HRP konjugat
sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu basamaktan sonra 3 defa 5
dakika siireyle TBS-T ile yikama islemi gergeklestirildi. Son olarak membranlarin
tizerine ECL soliisyonu (Clarity ECL Substrate, BioRad, ABD) konuldu ve Fusion FX
(Vilber, Almanya) goriintiilleme cihazinda membranlarin goriintiileri alind1 (Sekil 3.3).
Proteinlerin optik yogunluk diizeyleri Image J programinda belirlendi. Yiikleme kontrolii
olarak B-aktin kullanildi. Calisma kapsaminda kullanilan antikorin bilgileri Tablo 3.4’te

Ozetlendi.
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Sekil 3.3. Western blot analiz basamaklar1. Oncelikle SDS-page icin jeller hazirlandi (A)
ve ornekler yiiklendi (B). Elektroforez ile proteinlar ayristirildi (C). Jeldeki
proteinler PVDF membrana aktarildi (E) ve protokol sonunda membrandaki

bantlar goriintiilendi (F).
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Tablo 3.4. Western blot analizlerinde kullanilan antikor bilgileri

Uriin Uriin ad1 Firma

Kodu

9662 Caspase-3 Cell Signaling
2603 AMPKa Cell Signaling
4691 Akt (pan) Cell Signaling
2983 mTOR Cell Signaling
7074 Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody Cell Signaling
sc-126 p53 Santa Cruz
sc-7382 Bcl-2 Santa Cruz
sc-20067 Bax Santa Cruz
sc-390904 ULK1 Santa Cruz
sc-271314  Tuberin (TSC2) Santa Cruz
sc-48341 BECNL1 (Beclin 1) Santa Cruz
sc-81178 B-actin Santa Cruz

sc-516102  m-IgGk BP-HRP - Seconder antibody anti-mouse = Santa Cruz

3.11. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS 21.0 paket programi kullanilarak
yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Nicel
degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalarinda Kruskal Wallis H testi ve c¢oklu
karsilastirmalarda Dunn testi kullanild1. iki degisken arasindaki farkin incelenmesinde ise
bagimsiz 6rneklerde Student’s t testi kullanildi. Comet analiz sonuglari ortanca (%25-75)
olarak ifade edildi. Sitotoksisite, TUNEL analizi, Real Time PCR ve Western blot analiz
sonuglar1 ortalama + standart sapma olarak verildi ve bu veriler ¢ubuk grafik ¢izilerek

ozetlendi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Analiz Sonuclar

4.1.1. MOTS-c’nin MCF-7 Hiicre Canlihg: Uzerine Etkileri

MOTS-c uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerinde belirlenen canlilik degisimi
Sekil 4.1°de gosterildi. Uygulamadan 1-24. saat sonra gerceklestirilen MTT analizleri
sonrasinda, ilgili peptidin MCF-7 hiicre canliliginda anlaml1 bir degisime neden olmadigi
belirlendi. MOTS-c’nin uygulanan en yiiksek dozu 48 saat sonra hiicre canliliginda
anlamli diizeyde azalmaya neden oldu (p<0.05). Buna ek olarak, 0.1, 1 ve 10 uM dozlarin
uygulanmasindan 72 saat hiicre canlilig1 kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde diistiktii

(p<0.05).
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Sekil 4.1. MOTS-c uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen canlilik
degisim diizeyi (%). A: 1 saat sonra; B: 8 saat sonra; C: 16 saat sonra; D: 24
saat sonra; E: 48 saat sonra ve F: 72 saat sonra hiicre canlilik diizeyleri. Grup
ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilagtirmalarda
Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
*p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar.

Elde edilen sonuglardan sonra etkin uygulama siiresini belirleyebilmek i¢in en

yuksek dozun (10 uM) 48. saat ve 72. saatte hiicre canlilik diizeyleri karsilagtirildi. Sonug
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olarak, 10 uM MOTS-c uygulamasi 72. saatte hiicre canliligini 48. saate kiyasla daha
fazla etkiledi (Sekil 4.2; p<0.05). Bu sonuglar MOTS-c’nin MCF-7 hiicreleri i¢in etkin

zaman doneminin 72. saat oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2. 10 uM MOTS-c uygulamasindan 48 ve 72 saat sonra MCF-7 hiicre canlilik
diizeyi (%). MCF-7 hiicrelerine uygulanan MOTS-c’nin 10 pM’lik dozu
sonrasinda hiicre canlilig1 72. saatte daha belirgin diizeyde diisiik bulundu. Ikili
karsilagtirmalar t-testi kullanilarak yapildi. Veriler ortalamatstandart sapma
olarak ifade edildi. *p<0.05 diger gruba kiyasla.

4.1.2. 5-FU’nun MCF-7 Hiicre Canlihg Uzerine Etkileri

5-FU uygulamasindan 1-72 saat sonra MCF-7 hiicrelerinde belirlenen canlilik
degisimi Sekil 4.3’te gosterildi. 5-FU’nun uygulanan 50 ve 100uM’lik dozlar1 8-48.
saatler arasinda kontrol grubuna kiyasla canliligi anlamh diizeyde diisiiktii (p<0.05).
Buna ek olarak 72. saatte 5 uM ve iizeri dozlarin hepsi hiicre canliligini 6nemli diizeyde

azaltt1 ve bu degisim istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
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Sekil 4.3. 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen canlilik
degisim diizeyi (%). A: 1 saat sonra; B: 8 saat sonra; C: 16 saat sonra; D: 24
saat sonra; E: 48 saat sonra ve F: 72 saat sonra hiicre canlilik diizeyleri. Grup
ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda
Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
*p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda 5-FU’nun MCF-7 hiicre canliligin1 artan
muamele siiresine bagli olarak 6nemli diizeyde diistirdiigiinii sdyleyebiliriz (Sekil 4.4). 8,
16, 24, 48 ve 72. saatlerde 5-FU’nun en yiiksek dozunun etkileri kiyaslandi. Buna gore 8
ve 16. saatte hiicre canlilik diizeyleri benzer seviyedeydi ve bu durum istatistiksel olarak
anlamli degildi. 5-FU uygulamasindan 24 saat ve sonrast zaman donemlerinde hiicre

canlilig1 bir 6nceki zaman dilimine kiyasla 6nemli diizeyde diisiik bulundu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 100 uM 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre canlilik diizeylerinin (%)
ardisik zaman donemleri arasindaki kiyaslama sonuglari. MCF-7 hiicreleri ile
muamele edilen 100 uM 5-FU sonrasinda en diisiik hiicre canlilig1 72 saat sonra
tespit edildi. A: 8 ve 16. saatler, B: 16 ve 24. saatler, C: 24 ve 48. saatler ve D:
48-72 saatlerde MCF-7 hiicre canlilik diizeyleri. ikili karsilastirmalar t-testi
kullanilarak yapildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.
*p<0.05 diger gruba kiyasla.

4.1.3. MOTS-¢c’nin MCF-10A Hiicre Canhhg Uzerine Etkileri

MOTS-c¢ uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerinde belirlenen canlilik
degisimi Sekil 4.5’te gosterildi. MOTS-c uygulamasindan 1 saat sonra yapilan MTT
analizleri sonrasinda hiicre canlilifinda meydana gelen degisimlerin anlamli diizeyde
olmadig: goriildi. 8. saatte ise MOTS-c’nin uygulanan en yiiksek dozu canlilig1 azaltti
(p<0.05). Buna karsin 16. saat ve sonrasinda (24, 48 ve 72. saatler) MOTS-c’nin
uygulanan 1 ve 10 uM dozlar1 kontrol grubuna kiyasla MCF-10A hiicrelerinde canlilig1

onemli diizeyde azaltti. Bu dort zaman periyotu igerisinde 6zellikle 24. saat ve sonrasinda
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meydana gelen canlilik degisimleri daha belirgindi. Biitiin zaman araliklarinda 1 ve 10

uM dozlarda meydana gelen degisimler arasinda 6nemli bir farklilik saptanmadi.
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Sekil 4.5. MOTS-c¢ uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerinde meydana gelen
canlilik degisim diizeyi (%). A: 1 saat sonra; B: 8 saat sonra; C: 16 saat sonra,
D: 24 saat sonra; E: 48 saat sonra ve F: 72 saat sonra hiicre canlilik diizeyleri.
Grup ortalamalart Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve iKkili
karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma
olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar.

MOTS-c’nin MCF-10A hiicre canlilig1 8. saatte 10 uM dozda, 16, 24, 48 ve 72.
saatlerde ise 1 ila 10 uM dozda hiicre canliligin1 6nemli diizeyde azaltti (Sekil 4.6).
MOTS-C’nin hiicre canliligin1 azaltan bu iki dozu arasinda ise anlamli bir farklilik
goriilmedi. 10 uM MOTS-c uygulamasindan sonra zaman donemleri arasinda yapilan
ikili karsilastirmalar, 8. saate kiyasla 16. saatin, 16. saate kiyasla da 24. saatteki hiicre
canliliginin anlamli diizeyde diislik oldugunu gosterdi (p<0.05.) Uygulamadan 24 ve 48
saat sonraki hiicre canlilik diizeyleri arasinda anlamli bir fark belirlenmedi. Son olarak
48. saat ve 72. saatteki hiicre canlilik diizeyleri kiyaslandi ve bu iki zaman déneminde 48.
saatteki hiicre canlilig1 anlamli diizeyde daha diisiik bulundu (p<0.05). Bu sonug¢lar MCF-
10A hiicreleri icin MOTS-C’nin en fazla 48. saatte hiicre canlili§in1 azalttigini, sonrasinda

ise (72. saat) canliligin artarak devam edebildigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. 10 uM MOTS-c uygulamasindan sonra MCF-10A hiicre canlilik diizeylerinin
(%) ardisik zaman donemleri arasindaki kiyaslama sonucglari. MCF-10A
hiicreleri ile muamele edilen 10 pM MOTS-c sonrasinda en diisiik hiicre
canlilig1 48 saat sonra tespit edildi. A: 8 ve 16. saatler, B: 16 ve 24. saatler, C:
24 ve 48. saatler, D: 48-72. saatler ve E: 24-72 saatlerde MCF-10A hiicre
canlilik diizeyleri. ikili karsilastirmalar t-testi kullanilarak yapildi. Veriler
ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 diger gruba kiyasla.

4.1.4. 5-FU’nun MCF-10A Hiicre Canhihg Uzerine Etkileri

5-FU uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerinde belirlenen canlilik degisimi
Sekil 4.7°de gosterildi. 5-FU’nun uygulanan 100 uM’lik dozu 1, 8 ve 16 saatler
sonrasinda MCF-10A hiicre canliligin1 kontrol grubuna kiyasla énemli diizeyde azaltti
(p<0.05). 24 ve 48. saatlerde ise en yiiksek iki doz (50 ve 100 uM) hiicre canliliginda
anlamli azalmaya neden oldu. 72. saatte ise 5-FU’nun uygulanan 25 uM ve iizeri dozlar1

kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligin1 6nemli diizeyde diisiirdii (p<0.05).
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Sekil 4.7. 5-FU uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerinde meydana gelen canlilik
degisim diizeyi (%). A: 1 saat sonra; B: 8 saat sonra; C: 16 saat sonra; D: 24
saat sonra; E: 48 saat sonra ve F: 72 saat sonra hiicre canlilik diizeyleri. Grup
ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilagtirmalarda
Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
*p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar.

5-FU’nun 100pM uygulamasindan birbirini takip eden muamele siireleri
arasindaki iligski Sekil 4.8’de gosterildi. Buna gore 1-8, 8-16 ve 16-24. saatler birbiriyle
kiyasland1 ve bu ikili donemler arasinda herhangi bir farklilik gériilmedi. 5-FU’nun MCF-
10A hiicreleri ilizerine 24 saatlik muameleye kiyasla 48 saatlik muamelenin hiicre
canliligini 6nemli diizeyde azalttig1 goriildii (p<0.05). Ancak uygulamadan 48 saat sonra
ve 72 saat sonraki hiicre canlilik diizeyleri benzerdi. Bu sonuglar 5-FU’nun MCF-10A
hiicreleri i¢in 48. saatte hiicre canlilifim1 azaltici yonde giiclii etki sergiledigini
gostermektedir.

MTT analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, MOTS-c uygulamasinin
farkli hiicre serilerinde zamana bagli olarak etkilerinin degiskenlik gosterdigini
sOyleyebiliriz. Bu projenin oncelikli amaci, MOTS-c’nin potansiyel bir antikanser peptit
olup-olmadigini belirlemekti. Bu kapsamda yapilan MTT analizleri MCF-7 hiicrelerine
uygulanan MOTS-c’nin 48 ve 72 saatte onemli diizeyde sitotoksik etki sergiledigini
gosterdi. MOTS-c uygulamasindan 72 saat sonra MCF-7 hiicrelerinde canlilik diizeyinde

azalma diger zaman periyotlarina kiyasla en anlamli seviyedeydi. Elde edilen veriler
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dogrultusunda MOTS-c’nin ve referans kanser ilaci 5-FU’nun ICso degerlikleri etkin

zaman donemi dikkate alinarak hesaplandi ve Tablo 4.1°de gdsterildi.
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Sekil 4.8. 100 uM 5-FU uygulamasindan sonra MCF-10A hiicre canlilik diizeylerinin (%)
ardisik zaman donemleri arasindaki kiyaslama sonuglari. MCF-10A hiicreleri
ile muamele edilen 100 uM 5-FU sonrasinda en diigiik hiicre canlilig1 48 saat
sonra tespit edildi. A: 1 ve 8. saatler, B: 8 ve 16. saatler, C: 16 ve 24. saatler,
D: 24 ve 48. saatler ve E: 48 ve 72 saatlerde MCF-10A hiicre canlilik diizeyleri.
Ikili karsilastirmalar t-testi kullanilarak yapildi. Veriler ortalamatstandart
sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 diger gruba kiyasla.

Tablo 4.1. MOTS-c ve 5-FU’ya ait ICso degerlikleri (uM)

MOTS-c 5-FU
MCF-7 (72 saat) 11.70 177.07
MCF-10A (72 saat) 11.14 199.73
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4.2. Comet Analiz Sonuclari

Hiicre serileri {izerine uygulanan MOTS-c’nin etkin zaman ve doz seviyeleri
belirlendikten sonra hiicrelerdeki DNA hasar seviyeleri tek hiicre jel elektroforezi
(Comet) analizleri ile belirlendi. Hiicre serilerine uygulanan bilesiklerin (MOTS-c ve
referans kanser ilact 5-FU) hiicre DNA hasarina etkileri Comet analizleri yapilarak
floresans mikroskop ile goriintiilendi ve goriintiiler bilgisayar ortaminda degerlendirildi.
DNA hasar diizeyi belirlenirken tail intensity (TT), tail lenght (TL) ve tail moment (TM)
parametreleri hasarin degerlendirilmesinde kullanildi. Yapilan analizlere ait sonuglar

ayritilt sekilde asagida verilmistir.

4.2.1. MCF-7 Comet Analiz Sonuclari

MOTS-c ve 5-FU ile 72 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin Comet analiz
sonuglari1 Tablo 4.2’de ve analize ait 6rnek gorseller de Sekil 4.9°da gosterildi. MOTS-c
uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerinin Comet analizlerinde TL, TI ve TM
Olctimlerinin kontrole kiyasla 6nemli seviyede arttig1 goriildii (p<0.05). Benzer sekilde 5-
FU uygulamas1 sonrasinda da DNA hasar parametrelerinin ii¢ii de kontrol grubuna
kiyasla 6nemli diizeyde artt1 (p<0.05). MOTS-c ye kiyasla 5-FU uygulamas1 sonrasinda

DNA hasar parametrelerinin arasinda herhangi bir anlamli farklilik belirlenmedi.

Tablo 4.2. MCF-7 hiicresi Comet analiz sonuglari

MCF-7 (72
Kontrol MOTS-c 5-FU

saat)

TL (px) 25 (7.75 - 38.5) 82 (52.75-118.25)*  65.5 (42.5-87.5)*
46994 (18768.25- 302306 (97293 — 271855 (117650.75 -
111024.75) 580653.5)* 370410.5)*

TM (px) 4.2 (0.49 —9.23) 33.48 (9.31 - 80.38)*  31.23(8.94 —55.96)*

(Sonuglar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Degerler

TI (px)

Ortanca (%25-%75) olarak verildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar)
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Sekil 4.9. MCF-7 hiicrelerinin MOTS-c ve 5-FU ile uygulamasindan 72 saat sonraki
DNA hasar diizeyleri. A ve B: Kontrol hiicreler, C ve D: 72 saat MOTS-c
uygulamasi sonrast, E ve F: 72 saat 5-FU uygulamas1 sonrasi. X100.
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4.2.2. MCF-10A Comet Analiz Sonuclari

MOTS-c ve 5-FU ile 72 saat muamele edilen MCF-10A hiicrelerinin Comet analiz
sonuglar1 Tablo 4.3’te, analize ait ornek gorseller de Sekil 4.10’da gosterildi. MOTS-c
uygulamasindan sonra MCF-10A hiicre DNA’sinda meydana gelen degisimler kontrol
grubu ile benzer diizeydeydi. MOTS-c ve 5-FU uygulamasi sonrasinda analiz edilen TI,

TL ve TM degerleri kontrole kiyasla anlamli bir farklilik sergilemedi.

Tablo 4.3. MCF-10A hiicresi Comet analiz sonuglari

MCF-10a
Kontrol Mots-c 5-Fu
(72 saat)
TL (px) 3.00 (1.00 - 6.75) 2.00 (0.00 - 4.00) 2.00 (0.00 — 4.00)
T %) 18765.5 (13296.75- 18349 (11395 — 17326 (12785 — 21827)
X
P 27614.25) 25609)

TM (px)  0.34(0.09-0.59)  0.15(0.00 - 0.63) 0.108 (0.00 - 0.39)
(Sonuglar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Degerler
ortanca (%25-%75) olarak verildi.)
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Sekil 4.10. MCF-10A hiicrelerinin MOTS-c ve 5-FU ile uygulamasindan 72 saat sonraki
DNA hasar diizeyleri. A ve B: Kontrol hiicreler, C ve D: 72 saat MOTS-c
uygulamasi sonrast, E ve F: 72 saat 5-FU uygulamas1 sonrasi. X100.
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4.3. TUNEL Analiz Sonuclar

Hiicre serileri iizerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU’nun etkin zaman ve doz
seviyeleri belirlendikten sonra, bu bilesiklerin hiicrelerde apoptotik 6lim siirecine
etkilerini belirlemek amaciyla TUNEL analizleri gergeklestirildi. Bu ydontem apoptozdaki
en spesifik bulgulardan biri olarak DNA fragmantasyonunu saptamak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. TUNEL testi, programlanmis hiicre 6liimiiniin sonraki asamalarinda
hiicre siispansiyonlarindan, yapisik hiicre dizilerinden ve dokulardan apoptotik hiicrelerin
saptanmast ve miktarinin belirlenmesi icin standart histokimyasal yontemlerden biri
olarak kabul edilir. Uygulamalar sonrasi yapilan analizlerden elde edilen sonuglar

strastyla asagida sunulmustur.

4.3.1. MCF-7 Hiicreleri TUNEL Analiz Sonuclari

MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerdeki TUNEL boyama
sonuglart Sekil 4.11°de gosterildi. Uygulamadan 72 saat sonra kontrol grubuna kiyasla 5-
FU ve MOTS-c uygulanan gruplarda TUNEL pozitif hiicre sayist artig gosterse de bu
degisim anlamli degildi. 5-FU uygulamasi sonrasi gozlemlenen TUNEL pozitif hiicre
say1st MOTS-c uygulamasina kiyasla fazla olsa da bu iki grup arasinda da anlamli bir

fark bulunmadi.

4.3.2. MCF-10A hiicreleri TUNEL analiz sonuclari

MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerdeki TUNEL boyama
sonuglar1 Sekil 4.12°de gosterildi. Uygulamadan 72 saat sonra kontrol grubuna kiyasla 5-
FU ve MOTS-c uygulanan gruplarda TUNEL pozitif hiicre sayis1 artis gosterse de bu
degisim anlamli degildi. 5-FU uygulamasi sonras1 gozlemlenen TUNEL pozitif hiicre
say1st MOTS-c uygulamasina kiyasla fazla olsa da bu iki grup arasinda da anlamli bir

fark bulunmadi.
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Sekil 4.11. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 hiicrelerinde TUNEL
boyama sonuglari. A) Uygulama sonrasi gruplarin floresans mikroskop
goriintiileri, 100X. B) Uygulama sonrasinda belirlenen gruplarin Tunel
pozitif hiicre sayilar1 (%). Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz
edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. PI: propidyum iyodiir.
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Sekil 4.12. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerinde TUNEL
boyama sonuglari. A) Uygulama sonrasi gruplarin floresans mikroskop
goriintiileri, 100X. B) Uygulama sonrasinda belirlenen gruplarin Tunel
pozitif hiicre sayilar1 (%). Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz
edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. PI: propidyum iyodiir.
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4.4. Real Time PCR Analiz Sonuglari

4.4.1. Akt mMRNA Ifadesindeki Degisimler

MOTS-c ve 5-FU uygulamasi sonrasinda hiicre serilerindeki Akt mRNA
seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.13’te gosterildi. Buna gore her iki hiicre
serisinde de MOTS-c uygulamasi Akt mRNA ifadesinde azalmaya neden oldu. MCF-7
hiicrelerinde goriilen bu azalma kontrol grubuna kiyasla anlamliydi (p<0.05). Buna karsin
5-FU uygulamasi hiicre serilerinde Akt mMRNA ifadesi iizerine anlamli bir degisiklik

olusturmadi.
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Sekil 4.13. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde Akt mRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kiyasla.

4.4.2. AMPK mRNA ifadesindeki Degisimler

MOTS-c uygulamasi sonrasinda hiicre serilerindeki AMPK mRNA seviyelerinde
meydana gelen degisimler Sekil 4.14’te gosterildi. MOTS-c MCF-7 ve MCF-10A hiicre
serilerinde kontrol grubuna kiyasla AMPK mRNA ifadesinde artisa neden oldu. Meydana
gelen bu artis kontrole kiyasla yaklasik olarak 3-4 kat diizeyindeydi ve bu durum
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). 5-FU uygulamasi sonrasinda MCF-7 ve MCF10A
hiicre serilerinde AMPK mRNA diizeyi kontrol ile benzer seviyedeydi.

50



MCF-7 MCF-10A

-
o~

o
J
*
&~
]

»
L

w
I

(Kat artisi)
N

AMPK mRNA seviyesi
(Kat artis)
AMPK mRNA seviyesi

Sekil 4.14. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde AMPK mRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H
testi ile analiz edildi ve ikili kargilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna

kiyasla.

4.4.3. Bax mRNA ifadesindeki Degisimler

MOTS-c uygulamas: sonrasinda hiicre serilerinde Bax mRNA seviyelerinde
meydana gelen degisimler Sekil 4.15°te gosterildi. MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine
uygulanan 5-FU, Bax mRNA ifadesinde 6nemli diizeyde artisa neden oldu ve bu artis
kontrole kiyasla yaklagik 2 kat diizeyinde gergeklesti (p<0.05). MOTS-c uygulamasi iki

hiicre serisinde de Bax mMRNA ifadesini kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde

degistirmedi.
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Sekil 4.15. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde Bax mRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kiyasla.
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4.4.4. Bcl-2 mRNA ifadesindeki Degisimler

MOTS-c ve 5-FU uygulamas1 MCF-7 hiicrelerinde Bcl-2 mRNA ifadesini anlamli
diizeyde azaltti (Sekil 4.16A; p<0.05). MCF-10A hiicrelerinde ise 5-FU ve MOTS-c
uygulamasi Bel-2 mRNA ifadesinde kontrole kiyasla anlamli bir degisime neden olmadi.
Bu hiicre serisinde Bcl-2 mRNA seviyesi MOTS-c uygulanan grupta 5-FU uygulanan
gruba kiyasla daha yiiksekti (Sekil 4.16B; p<0.05).
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Sekil 4.16. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde Bcl-2 mRNA seviyeleri. Grup ortalamalari1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kiyasla.

4.4.5. Beclinl mRNA ifadesindeki Degisimler

5-FU ve MOTS-c uygulamasi sonrasinda hiicre serilerinde Beclinl mRNA
seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.17°de gosterildi. MOTS-c uygulamasi
MCF-7 hiicre serisinde Beclinl mRNA ifadesini kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1.5 kat
arttird1 ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.17A; p<0.05). MCF-10A
hiicre serisinde ise MOTS-c uygulamasi Beclinl mRNA ifadesinde anlamli bir
degisiklige neden olamdi. 5-FU uygulamasi her iki hiicre serisinde Beclinl mRNA ifadesi

tizerine anlamli bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.17B).
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Sekil 4.17. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde Beclinl mRNA seviyeleri. Grup ortalamalari Kruskal-Wallis H
testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla.

4.4.6. Kaspaz-3 mRNA Ifadesindeki Degisimler

Uygulamalardan sonra hiicre hatlarindaki kaspaz-3 mRNA ifadelerinde gézlenen
degisimler Sekil 4.18°de 6zetlendi. 5-FU uygulamast hem saglikli hem de kanserli meme
epitel hiicre serilerinde kaspaz-3 mRNA ifadesini arttirdi (p<0.05). Buna karsin MOTS-
¢ uygulamasi sonrasinda kaspaz-3 MRNA ifadesi her iki hiicre serisinde de kontrole

kiyasla anlaml diizeyde degisim sergilemedi.
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Sekil 4.18. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde kaspaz-3 mRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H
testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla.
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4.4.7. mTOR mRNA ifadesindeki Degisimler

Uygulamalardan sonra hiicre serilerinde mTOR mRNA ifadelerinde gézlenen
degisimler Sekil 4.19°da 6zetlendi. 5-FU ve MOTS-c uygulamasi sonrasinda MCF-7 ve
MCF10A hiicre serilerinde gézlenen mTOR mRNA diizeyi kontrol grubuna kiyasla

benzer diizeydeydi.
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Sekil 4.19. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde mMTOR mMRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H
testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.

4.4.8. p53 mMRNA Ifadesindeki Degisimler

5-FU uygulamasindan sonra p53 mRNA diizeyi hem saglikli hem de kanserli
meme hiicre serilerinde kontrole kiyasla 6nemli diizeyde artis sergiledi (Sekil 4.20;
p<0.05). 5-FU uygulamasindan sonra gdzlemlenen bu artig kontrol grubuna kiyasla MCF-
7 hiicrelerinde yaklasik 5 kat, MCF-10A hiicrelerinde ise yaklasik 6 kat fazlaydi. Hiicre
hatlarina uygulanan MOTS-c sonrasinda ise kontrole kiyasla p53 ifadelerinde kismen bir

artma egilimi gézlense de bu artig anlaml diizeyde ger¢eklesmedi.
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Sekil 4.20. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde p53 mMRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kiyasla.

4.4.9. TSC2 mRNA ifadesindeki Degisimler

MOTS-c uygulamasindan sonra MCF-7 hiicre serisinde TSC2 mRNA diizeyi
kontrol ve 5-FU gruplarina kiyasla 6nemli diizeyde artis sergiledi (Sekil 4.21; p<0.05).
MOTS-c, MCF-10A hiicrelerinde ise kontrol grubuna kiyasla TSC-2 ifadesini yaklagik 2
kat arttird1 (p<<0.05). 5-FU uygulamasindan sonra belirlenen TSC2 mRNA ifadeleri biitiin

hiicre serilerinde kontrole benzer diizeydeydi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde TSC2 mRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kiyasla.
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4.4.10. ULK1 mRNA ifadesindeki Degisimler

MOTS-c ve 5-FU uygulamasi sonrasinda hiicre serilerinde ULK1 mRNA
seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.22°te gosterildi. MOTS-c
uygulamasindan sonra ULK1 mRNA diizeyi her iki hiicre serisinde kontrol grubuna
kiyasla onemli diizeyde artis sergiledi (p<<0.05). MOTS-c uygulamasindan gézlenen bu
artisa karsin, 5-FU uygulamasi sonrasinda MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde ULK 1
mRNA seviyesinde belirlenen degilsim miktar1 kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde

gerceklesmedi.
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Sekil 4.22. MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hiicre
serilerinde ULK1 mRNA seviyeleri. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi
ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna
kiyasla.

4.5. Western Blot Analiz Sonuclari
4.5.1. MCF-7 Hiicrelerinde Uygulamalar Sonrasi Protein ifade Seviyeleri

MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan 72 saat sonra MCF-7 hiicrelerindeki apoptoz
ve otofajide rol alan protein ifadelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.23’te sunuldu.
MCF-7 hiicrelerine uygulanan 5-FU, anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 ifadesini
kontrole kiyasla onemli diizeyde azaltti (Sekil 4.231; p<0.05). Buna ek olarak pro-

apoptitik Bax seviyesi kismen artis sergiledi ancak bu degisim anlaml diizeyde degildi
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(Sekil 4.231). 5-FU uygulanan grupta p53 ifadesini kontrole ve MOTS-c uygulanan gruba
kiyasla yaklasik 2 kat fazlaydi (Sekil 4.23H). Diger protein ifadeleri 5-FU uygulamasi
sonrasi kontrol ile benzer seviyedeydi (Sekil 4.23).

MOTS-c uygulamasi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde yapilan analizlerde pro-
apoptotik ve anti-apoptotik protein diizeyleri (sirasiyla Bax ve Bcl-2) ve p53 seviyesi
kontrol grubuna kiyasla kismen azalma sergiledi ancak bu degisim istatistiksel olarak
anlaml1 degildi (Sekil 4.23H-1). MOTS-c uygulamast mTOR ve Akt protein ifadelerini
kontrol grubuna kiyasla yaklasik % oraninda azalttt ve mTOR’da belirlenen bu azalma
anlamli seviyedeydi (Sekil 4.23B ve F; p<0.05). AMPK seviyesi uygulamadan 72 saat
sonra kismen artmis olsa da bu degisim anlamli degildi. Buna karsin Beclinl, ULK1 ve
TSC2 protein ifadeleri MOTS-c uygulanan grupta belirgin sekilde yiiksekti ve ULK1
seviyesindeki bu degisim istatistiksel olarak anlamliyd1 (Sekil 4.35C, D ve G; p<0.05).

Kaspaz-3 protein diizeyi harig, proje baslangicinda hedeflenen gen ifadeleri MCF-
7 i¢in tamamlandi ve sonuglar sunuldu. MCF-7 hiicrelerinde (ATCC, ABD) mevcut olan
CASP3 gen mutasyonu pre-mRNA’nin daha kisa bir sekilde transkripte olmasi ile
sonuglanir ve bu durum kaspaz-3 protein ifadesinin ger¢ceklesmemesine neden olur (95,
96). Bu nedenle MCF-7 hiicrelerinde yapmis oldugumuz Western blot analizlerinde

goriintii elde edilemedi.
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Sekil 4.23. MCF-7 hiicrelerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU sonrasi belirlenen protein
seviyeleri. A: Western blot membran goriintiileri, B-I: Protein miktarlarinimn
grafiksel gosterimi. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi
ve ikili karsilagtirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart
sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar, #
p<0.05 5-FU grubuna kiyasla diger gruplar.

58



4.5.2. MCF-10A Hiicrelerinde Uygulamalar Sonrasi Protein ifade Seviyeleri

Uygulamalar sonrasinda MCF-10A hiicrelerindeki protein degisimleri Sekil
4.24°te gosterildi. 5-FU uygulamasi sonrasinda kontrole kiyasla AMPK ifadesi yaklasik
2 kat, p53 ifadesi yaklasik 6 kat ve Bax ifadesi ise yaklasik 3 kat artis gosterdi (Sekil 4.24
E, H ve J; p<0.05). Buna ek olarak 5-FU uygulamasi1 kaspaz-3 ifadesini kontrole kiyasla
yaklasik olarak 2 kat arttirdi ve Bcl-2 ifadesini ise azaltti. Ancak bu degisimler
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.241 ve I). 5-FU uygulamasi sonrasinda
mTOR, TSC2, Akt, Beclinl protein ifadeleri kontrolle benzer diizeyde belirlendi (Sekil
4.24).

MOTS-c uygulamasindan sonra MCF-10A hiicrelerinde ULK 1 ve Beclinl
protein ifadeleri kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2 kat daha fazlaydi (Sekil 4.24D ve G;
p<0.05). TSC2, AMPK ve Akt protein ifadeleri MOTS-c uygulamasindan sonra kismen
bir artig sergilediyse de bu degisim kontrole kiyasla anlamli bulunmadi (Sekil 4.24C).
MOTS-c uygulamasi sonrasinda mTOR, p53, pro-apoptotik proteinler Bax ile kaspaz-3
ve anti-apoptotik protein Bcl-2 diizeyleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda benzer
seviyedeydi (Sekil 4.24).

MCF-10A hiicrelerinden elde edilen bu sonuglar uygulanan 5-FU’nun p53 ve Bax
ifadesini arttirarak apoptoz aracili hiicre 6liimiine neden oldugunu goéstermektedir.
MOTS-c uygulamasinin ise ULK1 aracili otofaji yolagini aktive ederek hiicre 6liimiine

yol actigini isaret etmektedir.
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Sekil 4.23. MCF-10A hiicrelerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU sonrasi belirlenen protein
seviyeleri. A: Western blot membran goriintiileri, B-I: Protein miktarlarinimn
grafiksel gosterimi. Grup ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi
ve ikili karsilagtirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+standart
sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar, #
p<0.05 5-FU grubuna kiyasla diger gruplar.
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5. TARTISMA

Mitokondriyal tiirevli peptitler (MDP), hiicre metabolizmasini degistiren yeni bir
biyoaktif mikroprotein sinifidir. Tanimlanan sekiz MDP (humanin, MOTS-c, SHLPs1-6)
Alzheimer hastaligi (97), prostat kanseri (98), makiiler dejenerasyon (99),
kardiyovaskiiler hastalik (100) ve diyabet (20, 21) dahil olmak {izere hastalik patolojisini
hafifletir. MDP’lerde hastalik ve insan genetik varyasyonu arasindaki iliski yeterince
arastirilmamistir, ancak humanin ve MOTS-c’deki iki polimorfizm, sirasiyla biligsel
gerileme ve diyabet ile iligkilendirilerek MDP’lerin hastalik modifikasyonunda kesin bir
rolii oldugunu disiindiirmektedir (101). MOTS-c iizerine bugiine kadar yapilan
caligmalar genel olarak obezite ve T2D iizerine yogunlasmis olsa da (15, 20, 21), bu
molekiiliin hiicresel metabolizma ve gen regiilasyonu siireclerinde 6nemli bir kavsak
olarak ifade edilen AMPK f{izerinden farkli hiicresel siireclerde rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. AMPK nin enerji homeostazini kontrol etmedeki kilit rolii gbz 6niine
alindiginda, T2D, obezite ve kanser dahil olmak {izere metabolik hastaliklar igin
potansiyel bir terapotik hedef olarak yaygin ilgi gordiigii soylenebilir (102, 103). Ayrica
MOTS-c, folat/metionin dongiisiinii kisitlayarak metiyonin metabolizmasinda bir
azalmaya neden olur. Kemirgenlerde, metiyonin kisitlamasi omrii yaklasik %45
artirabilir, kanser gibi yasa bagli hastaliklarin goriilme sikligini azaltabilir, lens
bozulmasin1 geciktirebilir, viseral yagi azaltabilir ve gluatatyon gibi ana antioksidan
molekiillerin seviyesini artirabilir (104-107). MOTS-c’nin AMPK ifadesini stimiile
etmesi ve folat/metionin dongiisiinii inhibe etmesi, bu peptidin kanser terapisinde roller
istlenebilecegini akillara getirmektedir. Mevcut literatiirde MOTS-c ve kanser arasindaki
iliskiyi irdeleyen bir ¢aligma heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢alismada MOTS-c’nin kanser
hiicreleri iizerine etkilerini gdsteren ilk bulgular icermektedir.

Calismada MOTS-c¢ uygulamasinin MCF-7, MCF-10A, Caco-2 ve FHC
hiicrelerinde hiicre canlilik diizeyi iizerine etkilerini belirlemeyi amagladik. Bu amag i¢in
MOTS-c uygulamasi sonrasinda MTT analizleri yapildi ve peptidin kanserli ve saglikli
hiicrelerdeki canlilik diizeyine etkileri ortaya konuldu. Sonrasinda muhtemel hiicre 6liim
mekanizmasinin nasil ve hangi yollar tizerine ger¢eklestigini agiklama igin genotoksisite
analizleri yapild1 ve hiicre 6liim yolaklarindaki genlerin ifade seviyeleri belirlendi.

Sonuglarimiz MOTS-c’nin MCF-7 hiicreleri lizerine sitotoksik etkisini 72. Saatte

gerceklestigini gosterdi. Sitotoksisite ¢aligmalarinda, MOTS-C’nin ve referans ilag 5-
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FU’nun genel olarak yiiksek dozlar1 hiicre canliliginda anlamli degisime neden oldu.
Calisgmamizda MOTS-c uygulamasinin genotoksisite {izerine ne gibi bir etkisinin
oldugunu Comet ve TUNEL analizleri ile belirledik. Comet analizi, 6karyotik hiicrelerde
test edilen bilesigin DNA hasarina neden olup-olmadigini ve muhtemel hasarin diizeyini
aciklamak i¢in kullanighi bir yontemdir (87). TUNEL analizi ise apoptozun geg
asamalarinda kapsamli DNA bozulmasina ugrayan apoptotik hiicreleri saptamak i¢in
tasarlanmistir. ' Yontem, TdT’nin bir sablondan bagimsiz olarak ¢ift sarmalli DNA
kirilmalarinin kor uglarini etiketleme yetenegine dayanmaktadir (92).

MTT analizlerinden elde edilen sonuglar dikkate alinarak hiicre canliligini %70
civarinda (sag kalim diizeyi) etkileyen MOTS-c ve 5-FU dozlar1 Comet analizlerinde
kullanildi. Comet sonuglart MCF-7 hiicrelerinde 5-FU ve MOTS-c’nin benzer diizeyde
DNA hasarina neden oldugunu gdsterdi. Ayrica bu bilesiklerin belirlenen ICso dozlar
TUNEL analizlerinde kullanildi ve boylelikle MOTS-c ve 5-FU’nun apoptotik hiicre
Olimii lizerine etkileri belirlendi. MOTS-c uygulamasi sonrasinda yapilan TUNEL
analizleri, MOTS-c’nin TUNEL pozitif hiicre sayisin1 kontrole kiyasla anlaml diizeyde
degistirmedigini gosterdi. Buna kargin 5-FU’nun TUNEL pozitif hiicre sayisint kontrol
ve MOTS-c grubuna kiyasla arttirdig1 goriilsede, bu artis anlamli diizeyde degildi. Elde
ettigimiz bu sonuclar MOTS-c’nin sitotoksik etkisinin apoptotik siire¢clerden baska 6lim
mekanizmalari ile gergeklesebilecegini, 5-FU’nun ise apoptoz aracili hiicre 6liimiine
neden olabilecegini isaret etmektedir.

5-FU kolorektal, meme ve solunum-sindirim sistemi kanserleri dahil olmak tizere
bir dizi kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre proliferasyonunu
onlemek i¢in bir antimetabolit olarak calisarak, 6ncelikle DNA sentezi i¢in gerekli olan
timidin olusumunu bloke eden timidilat sentaz enzimini inhibe eder (108). 5-FU farkli
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek hiicre 6liimiine neden olur. He vd. HCT-8
hiicrelerine uygulanan 10 pg/ml 5-FU sonras1 apoptozun arttigini yaptiklart TUNEL
analizleri ile ortaya koymustur (109). Diger bir ¢alismada ise 5-FU uygulamasindan sonra
MCF-7 hiicrelerinde canliligin azaldigi ve apoptotik hiicre Oliimiiniin arttig1
bildirilmektedir (110). 5-FU’nun kanser hiicreleri iizerine gosterdigi bu apoptotoik
etkinin Bcl-2 protein ailesi araciligiyla ortaya ¢iktigini bildiren ¢aligsmalar rapor edilmistir
(111, 112).

Calismamizda MOTS-c’nin ve 5-FU’nun neden olduklari hiicre 6liim apoptoz
aracili gergeklesip-gergeklesmedigini ortaya koymak i¢in p53, Bcel-2, Bax, kaspaz-3 gen

ifadelerindeki degisimleri belirlemeyi amagladik. Yaptigimiz caligmalar sonucu MOTS-
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c ve referans ila¢ 5-FU uygulamalarindan sonra gen ifadelerinin degisimleri mRNA ve
protein diizeylerinin belirlenmesiyle ortaya konuldu. Elde edilen sonuglar MOTS-c
uygulamasinin apoptotik siiregte gorev alan p53, kaspaz-3, Bax, ve Bcl-2 genlerine ait
mRNA ve protein ifadelerini kontrol gruplarina gére anlaml diizeyde degistirmedigini
(sadece MCF-7 hiicrelerinde Bcl-2 mRNA diizeyi kontrole kiyasla anlamli diizeyde
azalma sergiledi) gosterdi. 5-FU uygulamasi sonrasinda ise p53, Bax ve kaspaz-3 gen
ifadelerinde 6nemli artislarin oldugu, anti-apoptotik Bcl-2 gen ifadesinin ise azaldigi
belirlendi.

Timor baskilayict p53, hiicresel genomik biitiinliigiin ve kontrollii hiicre
biiylimesinin korunmasinda hayati 6neme sahiptir. p53 ifadesi hiicresel strese, DNA’ya
zarar veren maddelere ve kronik mitojenik uyarima yanit olarak artar. Hiicre tipi, hiicre
ortami ve onkojenik degisikliklere bagli olarak gerceklesen p53 aktivasyonu, hiicre
dongiisii ilerlemesinin inhibisyonuna, yaslanmanin indiiksiyonuna, farklilasmaya veya
apoptozise yol agar (113, 114). Calismalar, p53’in Bcl-2 aile iiyelerinin aktivitesini
diizenleyerek mitokondride transkripsiyondan bagimsiz apoptozu diizenledigini
gostermektedir (115). Bcl-2 ailesinin iiyeleri, apoptozun igsel yolagimin (mitokondriyal
apoptotik siire¢) anahtar diizenleyicileridir. Bcl-2 protein ailesinin apoptozu baslattigi
veya Onledigi ana kontrol mekanizmasinin altinda sitokrom C’nin ve diger pro-apoptotik
faktorlerin mitokondriden sitoplazmaya gecisini kontrol etmesi yatar. Sitokrom-c
sitoplazmada Apaf-1 ve kaspaz-9 proenzimi ile birleserek "apoptozom" adi verilen
kompleksi olusturur (116). Bu kompleks efektor kaspaz-3’iin aktivasyonunu saglar.
Kaspazlar, programlanmis hiicre o6liimiiniin 6nemli aracilaridir ve apoptozun tipik
morfolojik ozelliklerinin goriilmesinden sorumlu proteazlardir (117). Mevcut bilgiler
kaspaz-3’iin hiicrelerde apoptotik kromatin yogunlagmasit ve DNA pargalanmasinda rol
aldigin1 gostermektedir (118). Xavier vd. HCT-15 ve Coll5 hiicre serilerine
uyguladiklar1 5-FU sonrasi hiicre canliliginin azaldigini bildirmistir. Yaptiklar: molekiiler
analizler sonucu 5-FU’nun p53 ve Bax gen ifadelerinde artisa neden oldugunu, Bcl-2
ifadesinde ise azalmanin meydana geldigini rapor etmektedirler (119). 5-FU’nun meme
kanseri hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin arastirildigi ¢aligmalarda, bu bilesigin
apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigini bildirmektedir. Mawalizadeh vd. 5-FU ile tedavi
ettikleri MCF-7 hiicrelerinde 6zellikle 100 uM’dan sonra canliligin 6nemli diizeyde
azaldigini1 ve 5-FU kaynakl1 sitotoksisitenin doz bagimli gergeklestigini gostermislerdir.
Arastirmacilar 5-FU uygulamasi sonrasinda Bax ve p53 gen ifadelerinin kontrol grubuna

kiyasla yaklasik 2 ve 4 kat (sirasiyla) arttirdigini, buna karsin anti-apoptotik Bcl-2
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ifadesini ise azalttigini rapor etmislerdir. Dahas1 5-FU uygulamasit MCF-7 hiicrelerinde
kaspaz-9 aktivasyonunu ve apoptotik hiicre sayinimi 6nemli diizeyde arttirmigtir (120).
Chumakova vd. MCF-7 hiicrelerine uyguladiklar1 5-FU’nun, pro-apoptotik Bax ve hiicre
proliferasyonunda gorevli p27"P! ifadesinin arttirarak hiicre canliligmin azalmasina
neden oldugunu bildirmislerdir (121). Bu sonuglar 5-FU uygulamasinin apoptozu
indiikleyerek kanser hiicre serilerinde sitotoksisiteye neden oldugunu gdstermektedir.
Bizim sonug¢larimizda mevcut literatiire benzer sekilde 5-FU’nun pro-apoptotik gen
ifadelerinde artisa neden olarak apoptozu indiikledigini ortaya koydu. Bunun aksine
MOTS-c uygulamasinin p53, Bax ve kaspaz-3 gen ifadelerinde bir degisime neden
olmadig1 goz Oniine alindiginda, hiicre 6limiinii apoptozdan farkli bir yol kullanarak
gerceklestirdigini sdyleyebiliriz.

Calismada MOTS-c’nin muhtemel sitotoksik etkisini daha iyi anlayabilmek i¢in
hiicresel otofaji siire¢lerinde rol alan genlerin ifade diizeylerini de arastirdik. Lee vd.
MOTS-c’nin hiicrede folat siklusunu ve de novo purin biyosentezini inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Arastirmacilar MOTS-C’ye yanit olarak hiicrede AICAR seviyesinin arttigin
ve bunun da AMPK ifadesinde artis ve aktivasyonuna neden oldugunu géstermistir (7).
AMPK, hemen hemen tiim Okaryotik hiicrelerde mevcut olan bir hiicresel enerji
sensoriidiir ve artan AMP/ATP orant AMPK’y1 harekete gecirir. Bu durum enerji
tiiketimini engeller ve hiicrenin i¢indeki enerji homeostazini geri kazanmak i¢in ATP
tireten katabolik olaylari tetikler (8, 9). Ancak AMPK’nin hiicresel etkileri bu kadarla
sinirlt degildir. Bazi arastirmalar, AMPK’nin ¢esitli metabolik yollar1 diizenledigini ve
kanser tedavisi igin potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini belirtmistir (10, 11).
AMPK’nin en 1iyi bilinen yollarindan biri, TSC1/TSC2 kompleksi aracilifiyla ile
gerceklesir (12). AMPK nin stimiilasyonu sonrasi aktive olan bu siire¢ PI3K-Akt ve Ras-
Raf-MEK-ERK sinyalizasyon yollarinin akis yoniinde aktive edilebilen mTOR ’un asagi-
reglilasyonu ile sonuglanir (9, 11). mTOR yolu, p53 ve p27 timér baskilayicilari
tizerindeki etkisiyle apoptozisi bastirir ve ULK1 ve ULK2’yi (ULK1/2; otofagozom
formasyonu i¢in gerekli bir anahtar sinyalleme kompleksidir) baskilayarak otofajiyi
inhibe eder (9, 13, 14). AMPK, mTOR’un bu etkilerini azaltarak apoptoz ve otofaji aracili
hiicre 6liimlerinin artmasina neden olur. Mevcut calismalar farkli bilesiklerin AMPK
aktivasyonunun mTOR ifadesini baskilayarak farkli kanser hiicrelerinde antitiimor etki
ortaya koydugunu rapor etmektedir (70, 122, 123). Ayrica AMPK, mTOR’dan bagimsiz
olarak da ULKZ1’i fosforile edebilir ve aktive olan bu protein otofajiyi tetikler (124, 125).
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Calismamiz kapsaminda MOTS-c ve 5-FU’nun hiicre serilerinde sergiledigi
sitotoksik etkinin AMPK aracili otofaji siireciyle iliskili olup-olmadigini belirlemeyi
hedefledik. Bu kapsamda bilesiklerin uygulamalar1 sonrasinda AMPK/otofaji iliskisini
aciklamak icin mTOR, TSC2, ULK1 ve Beclinl gen ifadelerindeki degisimleri molekiiler
analizler ile ortaya koyduk. Yaptigimiz analizler MOTS-C’nin hiicrelerde AMPK mRNA
seviyesini yukar1 dogru diizenledigini gosterdi. AMPK’da goriilen bu artiga yanit olarak
MOTS-c uygulamasindan sonra Beclinl, TSC2 ve ULK1 mRNA ifadelerinin de arttigini
tespit ettik. Buna karsin Akt mRNA diizeyi ise biitiin hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla
daha diisiik diizeyde belirlendi. Ayrica Western blot analizleri MOTS-c uygulamasi
sonrasi hiicre hatlarinda TSC2 ve ULKI1 protein ifadelerinin kontrol grubuna kiyasla
artmis oldugunu gosterdi. Uygulamalar sonrast mTOR protein ifadesindeki degisim
sadece MCF-7 hiicresinde, Beclinl protein ifadesindeki degisim ise sadece MCF-10A
hiicresinde anlamli diizeyde gercgeklesti. Buna karsin 5-FU uygulamasi mTOR, TSC2,
ULK1 ve Beclinl mRNA ve protein ifadelerinde bir degisime neden olmadi. 5-FU
uygulamasi p53 ve proapoptotik Bax ve kaspaz-3 ifadelerini arttirdi, anti-apoptotoik Bcl-
2 ifadesini ise baskiladi. Bu sonuglar MOTS-C’nin apoptotik hiicre Sliimiinden ziyade

otofaji araciligiyla sitotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

2015 yilinda tanimlanan MOTS-c’nin literatiirde yer alan fizyolojik etkileri genel
olarak enerji metabolizmasi, T2D, obezite, kardiyovaskiiler sistem ve kas-iskelet sistemi
tizerine yogunlagsmis durumdadir. Bu peptidin s6z konusu sistemler iizerine etkilerinin
bircoguna AMPK aracilik etmektedir ve bu molekiiliin hiicresel etkileri bunlarla smirlt
degildir. AMPK’nin iltihaplanma, diyabet, yaslanma ve kanser gibi bir¢ok patolojik
durumda inhibe edildigini ve AMPK’nin aktivasyonunun bu tiir hastaliklar1 tedavi etmek
i¢in faydali olabilecegi bildirilmektedir (126). MOTS-c’nin AMPK ifadesi iizerine pozitif
etkisi kanser tedavisinde bu peptidin potansiyel roliinii akillara getirmistir. Bu
calismamizda MOTS-C’nin kanser hiicre serileri {lizerine potansiyel sitotoksik etkisini
ortaya koymay1 amagladik. Elde ettigimiz mevcut sonuglar dikkate alindiginda MOTS-
¢’nin meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigini ortaya koydu. MOTS-c’nin
sergiledigi bu sitotoksik etkinin AMPK aktivasyonuna yanit olarak artan TSC2/ULK1
aracili otofaji yolaginin aktivasyonuyla gerceklestini gosterdik. Yapilacak caligsmalarla
MOTS-c’nin in vivo kanser modelleri iizerine nasil bir etki sergileyeceginin belirlenmesi,
bu peptidin kanser tedavisindeki potansiyelini giiglendirecektir. Yapilacak caligmalar
sonrast klinik uygulamalarda MOTS-c’nin meme kanseri tedavisi igin potansiyel bir

terapotik aday olarak kullanilabilecegini diisliniiyoruz.
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