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Mitokondriyal-tiirevli peptid (MOTS-c), mitokondriyal DNA tarafindan kodlanan bir
hormondur. MOTS-c’nin de novo purin biyosentezini ve hiicrede folat siklusunu inhibe ettigi
bildirilmektedir. MOTS-c’nin ¢ekirdege yerlestigi ve metabolik stresin ardindan 5’-adenosin
monofosfatla aktiflestirilmis protein kinaza (AMPK) bagimli bir sekilde niikleer gen
ekspresyonunu diizenledigini gosterilmistir. AMPK’nin, basta kanser dahil olmak {izere
metabolik hastaliklar i¢in potansiyel bir terapdtik hedef oldugu bildirilmektedir. Bu
calismada MOTS-c’nin kolorektal kanser hiicre serisi lizerine sitotoksik ve genotoksik

etkilerini aragtirmay1 amagladik.

Calismada MOTS-c ve 5-Fluorourasil (5-FU)’in farkli konsantrasyonlari insan kolon kanseri
hiicre serisi (Caco-2) ve saglikli kolon epitel hiicre serisine (FHC) degisik zaman
periyotlarinda uygulandi. Uygulamalar sonrasi hiicrelerde canlilik diizeyindeki degisimler
MTT analizi ile belirlendi. Bilesiklerin genotoksik etkisi tek hiicre jel elektroforez (Comet)

analizleriyle ortaya kondu. Apoptotik hiicre oliimii diizeyi TUNEL boyama sonucu



belirlendi. Ayrica ¢caligsmada bilesiklerin apoptoz ve otofaji siireclerinde gorev alan proteinler

tizerine etkileri Western blot analizleriyle belirlendi.

MOTS-c uygulamast Caco-2 hiicrelerinde canliligi 24. saatte onemli diizeyde azaltti
(p<0.05). MOTS-c uygulamasindan sonra hiicrelerde DNA hasar seviyesi ve TUNEL
pozitif hiicre sayis1 kontrol grubu ile benzer seviyedeydi. Buna karsin uygulanan 5-FU DNA
hasarmni indiikledi ve TUNEL pozitif hiicre sayisini kontrol grubuna kiyasla artirdi (p<0.05).

MOTS-c uygulamasi Caco-2 hiicrelerinde TSC2 ve ULK1 protein diizeylerinde artiga neden
olurken (p<0.05), Bcl-2, Bax, kaspase-3 ve p53 protein diizeylerinde anlamli degisime neden

olmadi. Bunun aksine 5-FU uygulamasi p53 ve Bax protein seviyesini arttirdi, anti-apoptotik

Bcl-2 ifadesini azaltti.

Bu sonuglar MOTS-c’nin ULK1 ve TSC2 protein ifadelerini arttirarak Caco-2 hiicrelerinde

hiicre 6liimiine aracilik ettigini géstermektedir.

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

Bilim Alam1 Kodu: 401.01.05
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Mitochondrial-derived peptide (MOTS-c) is a hormone encoded by mitochondrial DNA. It
is reported that MOTS-c inhibits de novo purine biosynthesis and folate cycle in the cell. It
has been shown that MOTS-c localizes to the nucleus and regulates nuclear gene expression
in a 5'-adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)-dependent manner
following metabolic stress. AMPK has been shown to be a potential therapeutic target for

metabolic diseases, particularly cancer.

In this study, we aimed to investigate the cytotoxic and genotoxic effects of MOTS-c on
colorectal cancer cell line. In the study, different concentrations of MOTS-c and 5-
Fluorouracil (5-FU) were applied to human colon cancer cell line (Caco-2) and non-
tumorigenic colon epithelial cell line (FHC) at different time periods. The changes in the
viability level of the cells after the treatments were determined by MTT analysis. The

Vi



genoroxic effect of the compounds was demonstrated by single cell gel electrophoresis
(Comet) analyzes. Apoptotic cell death level was determined by TUNEL staining. In
addition, the effects of compounds on proteins acted role in apoptosis and autophagy

processes were determined by Western blot analysis.

MOTS-c application significantly decreased the viability of Caco-2 cells at 24 hours
(p<0.05). After MOTS-c application, the DNA damage level and TUNEL positive cell count
in the cells were similar to the control group. In contrast, administered 5-FU induced DNA

damage and increased TUNEL positive cell count compared to the control group (p<0.05).

While MOTS-c administration caused an increase in TSC2 and ULK1 protein levels in Caco-
2 cells (p<0.05), it did not cause a significant change in Bax, Bcl-2, caspase-3, and p53
protein levels. In contrast, 5-FU administration increased p53 and Bax protein levels and

decreased anti-apoptotic Bcl-2 expression.

These results show that MOTS-c mediates cell death in Caco-2 cells by increasing ULK1

and TSC2 protein expressions.

Keywords: Apoptosis, Autophagy, Cancer, Cytotoxicity, Genotoxicity, MOTS-c

Scientific Field Code: 401.01.05
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1.GIRIS

Kanser bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ve sonrasinda
genellikle diger doku veya organlara metastaz1 ile karakterize olan biiyiikk bir saglik
problemidir. Bu hastalik siireci mutasyonlar, hormonlar, DNA hasari ve bagisiklik sistemine
bagl kosullar ile i¢ faktorlerden kaynaklanabilecegi gibi ultraviyole ve iyonize radyasyon
gibi dis faktorler ile de tetiklenebilir (Jackson ve Loeb 2001). Olduk¢a karmasik bir siireg
iceren bu hastaligin kesin olarak bir tedavi yontemi giiniimiizde maalesef mevcut degildir.
Kanser tedavisinde basta kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler kullanilmakla
beraber bunlara ek olarak son zamanlarda hastalara daha az zarar veren tedaviler uygulamayi
hedef almiglardir. (Huang vd. 2009; Harris vd. 2013; i Ferrer vd. 2018).

Kolorektal kanser eskiye kiyasla daha kolay teshis edilen olgulara sahip olmasinin yani sira,
giiniimiizde diinyanin dordiincii en 6liimciil kanseridir (Haraldsdottir vd. 2014). Hem kalitsal
hem de ¢evresel risk faktorleri kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaktadir. Bu
faktorlerden bazilari, genetik unsurlar, sigara kullanimi, alkol tiiketimi, obezite ve statin

kullanimi gibi etkenler kolorektal kanser riskini artirmaktadir (Dekker vd. 2019).

Kanser tedavisinde kullanilan terapétikler, dogal iiriinler, DNA-alkilleyici maddeler,
hormon agonistleri/antagonistleri ve antimetabolitleri de icerisine alan genis bir alan1 kapsar.
Ancak bunlarin birgogu, normal hiicreler iizerine de istenmeyen etkiler olusturmaktadir
(Kalyanaraman vd. 2002; Al-Benna vd. 2011). Kanser tedavisi i¢in modellenen ilaglar,
normalde kontrolsiiz boliinen kanser hiicrelerini hedef alirken ayn1 zamanda normal memeli
hiicreleri iizerine de benzer etkiler sergiler. Sonu¢ olarak tedavi goren bu kisilerde kan
hiicrelerinin iiretiminde azalma, sindirim sistemi {iizerindeki enflamasyon siireglerin
meydana gelmesi ve sa¢ dokiilmesi gibi istenmeyen yan etkiler goriiliir (Riedl vd. 2011).
Ayrica, bu bilesiklerin bircogu hiicre zarindan gecip sitozole girdikten sonra kanserli
hiicrelerden bir diren¢ mekanizmasinin bir pargast olarak hiicrenin disina geri tasinirlar
(Perez-Tomas 2006). Antikanser ajani hiicre disina tasiyan ilag tasiyicilarinin artmasinin
yanm sira, ¢oklu ilag direncinin (MDR) baska mekanizmalar1 da tarif edilebilir. Bunlar,
hiicrenin zarar gérmiis DNA hasarin1 onarma yetenegini, stres kosullarina toleransi ve ilag
detoksifiye edici enzimlerin anormal ifadesini igerir (Gaspar vd. 2013). Biitiin bu istenmeyen

durumlarin meydana gelmesi ve hiicrelerin tedaviye karsi gostermis oldugu direng



neticesinde, bilim insanlar1 kanserin tedavisi ig¢in yeni yOntemlere ve ilag

tasarimina/gelistirilmesine yonelmislerdir.

MOTS-c, mtDNA tarafindan kodlanan bir peptitdir. ilk kez Lee vd. tarafindan 2015 yilin da
tespit edilen MOTS-c, mtDNA trasnkripsiyonu sonucu sitoplazmada translasyona ugrar ve
hiicresel metabolizmada rol aldigi bildirilmistir. MOTS-c, kemirgenlerde ve insanlarda
cesitli dokularda ve dolasimda (plazma) eksprese edilir. MOTS-c’nin de novo purin
biyosentezini ve hiicrede folat siklusunu inhibe ettigini bildirmektedir (Lee vd. 2015).
Yapilan bazi ¢calismalarda, MOTS-c'nin ¢ekirdege yerlestigini ve metabolik stresin ardindan
5’-adenosin monofosfatla aktiflestirilmis protein kinaza (AMPK) bagiml1 bir sekilde niikleer

gen ekspresyonunu diizenledigini gosterilmistir (Kim vd. 2018).

AMPK, hemen hemen tiim dkaryotik hiicrelerde bulunur. AMP ile aktive olan protein kinaz
(AMPK), hiicresel enerji dengesinin diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynar. AMPK, hiicre
ici adenin niikleotid seviyelerindeki degisikliklere yanit verir ve ATP’ye gore
AMP/ADP’deki bir artisla aktive olur (Carling 2017). AMPK, hiicre i¢i enerji dengesinin
korunmasindaki roliine ek olarak, tiim viicut enerji metabolizmasini diizenler. Enerji
homeostazini kontrol etmedeki kilit rolii goz oniine alindiginda, AMPK, basta kanser dahil
olmak {izere metabolik hastaliklar i¢in potansiyel bir terapotik hedef oldugunu gostermistir.
Kanser hiicrelerinde diger hiicrelerden farkli olarak metabolik degisiklikler mevcuttur ve
AMPK kanserdeki bu diizensiz siiregleri 6nleyebilir (Cool vd. 2006; Giordanetto ve Karis
2012). AMPK, hiicre biiyiimesini, lipit, glikoz metabolizmasi ve otofaji dahil olmak iizere
diger bir¢ok hiicresel siireci kontrol eder (Herzig ve Shaw 2018). AMPK’nin iyi bilinen
yollarindan biri, PI3K-AKT ve Ras-Raf-MEK-ERK sinyal yollarinin asagi akisinda da
etkinlestirilebilen mTOR’un asag1 regiilasyonuna yol acan TSC1/TSC2 kompleksinden
gecer (Hosokawa vd. 2009; Jung vd. 2009). AMPK aktivasyonu, mTOR’un tiimérijenik
etkilerini TSC1/TSC2 kompleksi yoluyla asagi regiile eder, béylece artan apoptoz ve otofaji
aracilt hiicre 6liimiine yol agar (Anwar vd. 2014). mTOR yolu, timor baskilayicilar p53 ve
p27 tizerindeki etkisiyle apoptozu baskilar. Ayrica, UNC-51 benzeri kinaz 1 (ULK1) ve
ULK?2’yi baskilayarak da otofajiyi inhibe eder (Ansari vd. 2018). Bu etkilerinden dolay1

AMPK nin sergiledigi metabolik etkiler, kanser tedavisinde 6nemli bir rol almaktadir.

MOTS-c’nin AMPK ifadesini arttirdigt ve kanser hiicrelerinde AMPK’nin otofaji ve

apoptoz yolaklarma etki ettigi diisiintildiiglinde, MOTS-c’nin kanser tedavisinde yeni bir



aktor olabilecegi akillara gelmektedir. Bu ¢alismada, MOTS-c’nin kolorektal kanser hiicre
serisi iizerine muhtemel sitotoksik ve genotoksik etkilerini molekiiler diizeyde ortaya

koymay1 amagladik.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Mitokondriyal-Tiirevli Peptid (MOTS-c)

2.1.1 Kesfi

Mitokondrilerin genlerini kodlayabilmesi i¢in niikleer genomlarindan ayri kendilerine ait
DNA’lart mevcuttur ve mitokondriyal DNA (mtDNA) olarak adlandirilmaktadir (Lee vd.
2016) . insan mitokondriyal genomu 16.5 kilobaz, dairesel, ¢ift sarmallidir. Solunum zinciri
kompleksini olusturan 13 protein bu gen tarafindan kodlanir. Aynm1 zamanda mtDNA, 22
tRNA’y1 ve 2 ribozomal RNA’y1 (yani 12S rRNA ve 16S rRNA’y1) kodlamaktadir.
mtDNA’nin sadece kendi organeliyle alakali proteinleri kodladig1 goriisii giin gectikce
gecerliligini yitirmektedir. mtDNA’da mitokondriyal tiirevli peptitleri (MDP’ler) kodlayan
birka¢ kiiciik agik okuma c¢ercevesi bulunmustur. Bunlar, hiicresel fonksiyonun

diizenlenmesine katilan yeni bir peptit sinifi olarak degerlendirilmektedir (Ahn vd. 2020).

Lee vd. tarafindan mitokondride yeni kisa agik okuma cergevelerinin (sORF) arastirilmasiyla
2015 yilin da tespit edilen MOTS-c (12S rRNA tip-c’nin mitokondriyal agik okuma
cercevesi), mtDNA tarafindan kodlanan bir peptitdir (Lee vd. 2015). Bu peptid mtDNA
trasnkripsiyonu sonucu sitoplazmada traslasyona ugrar ve hiicresel metabolizmada rol alir.
MOTS-c, kemirgenlerde ve insanlarda ¢esitli dokularda ve dolasimda (plazma) eksprese
edilir, bu da hem hiicre-otonom hem de hormonal roli 0ne siirer ve hiicrede mitokondri ile

birlikte lokalize olur (Lee vd. 2015).
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Sekil 2.1: MDP’lerin siniflandirilmasi ve islevi. (1) HN, SHLP’ler ve MOTS-c, sirasiyla
mitokondriyal 16S rRNA geni ve 12S rRNA geni tarafindan kodlanir. (2) Metabolik stres
altinda, HN ve MOTS-c, niikleer genlerin ekspresyonunu “geriye doniik sinyallesme”
yollariyla etkileyebilir. (3) MDP’ler, endokrin yollarla hiicre i¢i reseptdrlere baglanarak
islevlerini yerine getirir. (4) MDP’ler, parakrin yollarla hiicre dis1 reseptorlere baglanarak

islevlerini yerine getirir. (Yang vd. 2019)

2.1.2 Biyokimyasal Yapisi

MOTS-c 12S rRNA bdélgesinde bulunup 16 aminoasitlik bir peptidi kodlar. MOTS-c yiiksek
miktarda eksprese olan 51 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bir peptittir (Xingiang vd. 2020). Molekiil
agirhigr 2174.61 Da’dir. MOTS-c peptidinin translasyonu niikleer genetik kodun
kullanilmasiyla sitoplazmada gerceklesir. (Lee vd. 2015). MOTS-c’nin mitokondriyal

translasyonunun sematik gosterimi asagidaki gibidir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: MOTS-c’nin agik okuma ¢ercevesi (Lee vd. 2016)

2.1.3 MOTS-c’nin Doku Dagilim

Insanlarda ve kemirgenlerde, cesitli dokularda ve dolasimda (plazma) MOTS-c nin varlig
tespit edilmistir. Boylece MOTS-c hem hormonal sistemde hem de hiicrede bir roliiniin
oldugunu gostermektedir. (Zarse ve Ristow 2015). Ilk olarak iskelet kasinda varliginin
gosterilmesiyle birlikte enerji duyarlilig yiiksek dokularda (kalp, beyin vs.) tespit edilmistir.
Yiiksek enerji kaynagi kosullar1 altinda ise metabolik homeostazin potansiyel bir

diizenleyicisi oldugu bildirilmistir (Lee vd. 2015).

2.1.4 MOTS-c’nin Etki Mekanizmasi

MOTS-c de-nova piirin sentezi ve metiyoninfolat dongiisiiden sorumlu genlerin
ekspresyonlarini degistirdigi bildirilmistir (Lee vd. 2015). MOTS-c oncelikle metiyonin-
folat dongiisiinii hedef alarak metiyonin ve SME-THF seviyelerinde diismeye sebep oldugu
bildirilmistir (Sekil 2.3). Buradaki azalma de-novo piirin sentezini inhibe eder ve 5-
aminomidazol-4-karboksamid ribonukleotid (AICAR)’m birikimine sebep olur. Boylelikle,
AICAR’1n artis1 5’-adenosin monofosfatla aktiflestirilmis protein kinaz (AMPK) yolag:
aktiflestirir (Zarse ve Ristow 2015; Kim vd. 2017).
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Sekil 2.3: Metiyonin folat dongiisii ve buna bagli piirin biyosentezinin sematik gosterimi

(Lee vd. 2015)

AMPK yolaginin aktiflesmesi yag metabolizmasiin diizenlenmesini etkiler ve boylelikle
kaslarin glikoz alim ihtiyacin1 ve oksidatif fosforilasyonu artirir (Qin vd. 2018). Fakat
MOTS-c’nin bu etkisi kisa siireli etki gdsterebilir ¢linkii de-novo piirin sentezindeki dnciil
metabolitlerin birikmesiyle meydana gelen feadback mekanizmasi sonucun da de-novo
piirin sentezinin tekrar uyarilir (Sekil 2.4). Boylelikle AICAR miktarinda azalma meydana
gelir (Qin vd. 2018). Bu bilgiler dogrultusunda MOTS-c’nin AMPK yolagi aracilig: ile

mekanizma tizerinde dengeleyici bir etkisi olabilecegi sdylenebilir.
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Sekil 2.4: MOTS-c’in metabolik homeostaza etkisi (Lee vd. 2015)

2.2 Kolorektal Kanseri

Eskiye kiyasla daha kolay teshis edilen kolorektal kanser olgulari, glinlimiizde yilda yaklasik
900.000 &liimle diinyanin dérdiincii en dliimeiil kanseridir. Insidans erkeklerde kadinlara
gore daha yiiksektir. Giiclii kalitsal bilesenlere ragmen, ¢ogu kolorektal kanser vakasi
sporadiktir ve adenom-karsinom dizisi yoluyla birka¢ yil ig¢inde yavas yavas gelisir
(Haraldsdottir vd. 2014).

Hem kalitsal hem de ¢evresel risk faktorleri kolorektal kanser gelisiminde rol oynar (Sekil
2.5). Kolorektal kansere iligkin birkag genom ¢apinda iligkilendirme ¢alismasi, kolorektal
kanser riski ile iligkili kansere yatkinlik genlerini (yaygin tek niikleotid polimorfizmleri)
basartyla tanimlamis olsa da, kalitsallia neden olan faktdrlerin ¢ogu hala belirsizligini
korumaktadir (Jiao vd. 2014). Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %5-7’lik bir alt grubu,
iyi tammlanmuis kalitsal kolorektal kanser sendromundan etkilenir (Syngal vd. 2015). Uzun
siiredir devam eden inflamatuar bagirsak hastaligi olan ve daha dnce kolorektal kanser veya
adenom Oyklisii olan hastalar, kolorektal kanser i¢in yiiksek risk altindadir ve diizenli
gozetim gerektirir (Brenner vd. 2011; Cottet vd. 2012; Jess vd. 2012). Bunun yani sira
cevresel yasam tarzi faktorleri bu kanserin gelisim siirecine katki saglayabilir. Yiiksek gelirli
iilkelerde yaslanan niifus ve beslenme aligkanliklarinin yani sira obezite, fiziksel egzersiz
yapmama ve sigara gibi olumsuz risk faktorleri de kolorektal kanser riskini artirmaktadir

(Dekker vd. 2019).
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Sekil 2.5: Kolorektal kanser i¢in degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorlerinin listesi

(Dekker vd. 2019)

Aragtirmacilar, kolerektal kanserin daha etkili bir sekilde tanimlanmasi ve tedavisinin
yapilmast amaciyla, 2015 yilinda gen ekspresyonu temelinde kolorektal kanseri dort
molekiiler alt tipte siniflandirdi (konsensus molekiiler alt tipler [CMS] 1-4) (Guinney vd.
2015). Bu alt tiplerin tanimlanmasinda kanserlesme siirecinde rol oynayan ilgili genler veya
yollar, alt tiplerin 6zgiinliigiine gore siniflandirildi. CMS1 (Mikrosatelit kararsizligi ve
bagisiklik) yiiksek mutasyon diizeyi, mikrosatelit kararsizligt ve giiclii bagisiklik
aktivasyonu ile karakterizedir ve orneklerin %14’iinii olusturmaktadir. CMS2 (kanonik)
orneklerin %37’sini olusturur ve epitelyal, belirgin WNT ve MYC sinyal aktivasyonu ile
tanimlanir. CMS3 (metabolik), epitelyal ve belirgin metabolik diizensizlik sergiler ve
orneklerin %13 iinii kapsar. Son olarak CMS4 (mezenkimal), belirgin doniistiiriicii biiyiime
faktorii-B aktivasyonu, stromal invazyon ve anjiyogenez ile karakterizedir ve orneklerin
%?23’linii olusturur. Geri kalan %13’liikk kisim ise karigik ozelliklere sahip numuneleri
olusturur ve bunlar muhtemelen bir gegis fenotipini veya tiimor i¢i heterojenligi temsil eder

(Guinney vd. 2015).



2.2.1 Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda, kolorektal kanser, 2018’de tahmini 1.85 milyon yeni vaka ve 881 000
6liimle sonuglanan 6nemli bir saglik problemidir (Wild vd. 2020). Kolorektal kanser, diinya
capinda yillik olarak teshis edilen tiim kanserlerin ve kansere bagli dliimlerin yaklasik
%10 unu olusturmaktadir (Bray vd. 2018). Diinya genelinde kadinlarda ikinci, erkeklerde
ise iiglincii en sik goriilen kanserdir. Ulkemizde 2017 yil1 verilerine gore ise kanserlerin yasa
gore standardize edilmis hizlar siralamasinda kolorektal kanser erkeklerde ve kadinlarda
sirasiyla 25.1 ve 14.7 oranlariyla (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside) 3. sirada yer
almaktadir (Kara ve Keskinkili¢ 2021). Bu oranlar, iilkelerin gelismislik diizeyi ve cografi
alanlara gore degisiklik gosterebilir. Gelismekte olan iilkelerde devam eden ilerlemeyle
birlikte, diinya c¢apinda kolorektal kanser insidansinin 2035°te 2.5 milyon yeni vakaya
yiikselecegi tahmin edilmektedir (Arnold vd. 2017; Bray vd. 2018). Diger pek ¢ok kanser
tipinde oldugu gibi kolorektal kansere yakalanma orani gelismis tilkelerde kismen azalma
egilimindedir. Bu duruma bilingli bir yasam tarzi ve beslenme aliskanliklar: etki etse de
genel olarak ilgili iilkelerin tarama programlarina ve kolonoskopiye erisim bu durumu
belirler (Ait Ouakrim vd. 2015; Wild vd. 2020). Buna karsilik, 6zellikle rektum kanseri ve
sol kolon kanseri olmak iizere 50 yasindan kiiciik kolorektal kanserle bagvuran hastalarda
endise verici bir artis goriilmektedir (Bailey vd. 2015; Siegel vd. 2017; Kasi vd. 2019).
Genetik, yasam tarzi, obezite ve ¢evresel faktorlerin bazi iliskileri olsa da bu artisin kesin

nedenleri tam olarak anlasilamamustir.

2.2.2 Tedavi Yaklasimlari

Birincil ve adjuvan tedavilerdeki gelismeler g6z Oniine alindiginda, kolorektal kanserde
hayatta kalma siiresi giin gectikge artis sergilemektedir. Tipik olarak ideal kolorektal kanser
tedavisinde, cogunlukla cerrahi miidahale 6n plandadir ve bdylelikle tiimoriin ve
metastazlarin tamamen ¢ikarilmasi saglanmaktir (Brenner vd. 2014). Diger taraftan rezeke
edilemeyen (cikartilamayan) lezyonlar1 olan veya cerrahiyi tolere edemeyen hastalar icin
amag, tiimoriin maksimum sekilde kiigiiltiilmesi ve daha fazla timor yayiliminin ve
biiyiimesinin baskilanmasidir. Bu tiir hastalarda hastaligi kontrol etmek i¢in radyoterapi ve
kemoterapi 6nde gelen stratejilerdir. Bazi durumlarda, tiimorii maksimum diizeyde azaltmak

ve stabilize etmek i¢in neoadjuvan veya adjuvan tedavi olarak cerrahiden dnce veya sonra
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kemoterapi veya radyoterapi uygulanabilir (Labianca vd. 2013; Van Cutsem vd. 2014,
Messersmith 2019).

Mevcut kemoterapi hem floropirimidin bazli olan tek ajanli tedaviyi, hem de oksaliplatin,
irinotekan ve kapesitabin dahil olmak {izere bir veya birkag ila¢ igeren ¢oklu ajan rejimlerini
icerir (Xie vd. 2020). Kemoterapide, mevcut sistemik toksisite, tatmin edici olmayan yanit
orani, Ongoriilemeyen dogustan gelen ve kazanilmis direng ve diisiik tiimore 6zgii segicilik
gibi belirli smirlamalar gz oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, mevcut kolorektal
kanser kemoterapisini iyilestirmek ve hatta degistirmek i¢in yeni yaklagimlar gelistirmek
onemlidir. Giinlimiizde bu durumu iyilestirmek adina hedefe yonelik tedavi yaklasimlari
onem kazanmistir. Hedefe yonelik tedaviler, hiicre cogalmasini, farklilasmasini ve gociinii
dogrudan engelleyerek kanserli hiicreler {izerinde c¢alisabilir. Yerel kan damarlar1 ve
bagisiklik hiicreleri de dahil olmak {izere timor mikro ortami, hedeflenen ilaglar tarafindan
timor biiylimesini engellemek ve daha giiglii bagisiklik gdzetimi ve saldirisini yiirtirliige
koymak i¢in degistirilebilir. Monoklonal antikorlar gibi kiigiik molekiiller, hedefe yonelik
tedavilerde 6nemli oyunculardir (Tariman 2017; Ferguson ve Gray 2018; Oh ve Bang 2020).

Wnt/B-katenin, Notch, Hedgehog ve TGF-B/SMAD gibi kolorektal kanserin baglatilmasina,
ilerlemesine ve gogiine aracilik eden gesitli yollar1 ve fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)/AKT
veya RAS/hizli hizlandirilmis fibrosarkom (RAF) gibi sinyallesme basamaklarimi
etkileyebilen molekiilleri hedefleyen tedavi yaklasimlari oldukga etkili sonuglar agiga
cikartabilir (Krishnamurthy ve Kurzrock 2018; Tiwari vd. 2018). Bunun yani sira Anti
VEGF/VEGEFR ve anti-EGFR ajanlari ile immiin yanit kontrol birim inhibitorleri kolorektal

kanser tedavisinde 6nemli ajanlardir (Xie vd. 2020).

2.2.3 Caco-2 Hiicre Hatti

1970’lerde mide-bagirsak tiimorlerinden birkag epitel hiicre hatti kuruldu. Amag, kanser
gelisimindeki mekanizmalar1 ve sitoterapinin etkilerini incelemekti. Kismen hem morfoloji
hem de fonksiyon agisindan birincil bagirsak epitel hiicrelerinin, yani ince bagirsak
enterositleri, goblet hiicreleri, enteroendokrin hiicreleri, Paneth hiicreleri ve M-hiicrelerinin
heterojenliginden dolayi, timor hiicrelerinin daha 6zel hiicre tiplerine farklilastirilmasina
ihtiya¢ vardi. Hiicre hatlarinin birkagi, ortama sentetik veya biyolojik faktorlerin

eklenmesiyle kismen farklilastirilabilir. Ancak bunlardan biri olan Cancer coli-2 (Caco-2),
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birlesme noktasina ulastiginda kendiliginden farklilagabildigi i¢in oldukca benzersizdi.
Caco-2, Sloan-Kettering Kanser Arastirma Enstitiisiinde Jorgen Fogh tarafindan bir insan

kolorektal adeno karsinomundan olusturulmustur (Fogh vd. 1977).

Caco-2 hiicreleri, olgun ince bagirsak enterositlerinin morfolojik (polarize kolumnar epitel)
ve fonksiyonel 6zelliklerini ifade etmek icin kendiliginden farklilagir. Polarize Caco-2 hiicre
katmani, HT29 tek katmanlarina kiyasla 4 kat daha yliksek TEER degerleri gosterir, yani in
vivo duruma daha benzer sekildedir. Caco-2 hiicreleri, normal epitelde bulunan
aminopeptidaz, esteraz ve siilfataz gibi ¢ogu reseptorii, tastyiciyr ve ilag metabolize edici
enzimleri eksprese eder. Bununla birlikte, higbir P-450 metabolize edici enzim aktivitesi
bildirilmemistir (Lea 2015).

Normal bagirsak epiteliyle karsilastirildiginda, Caco-2 hiicre modelinin ¢esitli sinirlamalart
vardir. Her seyden once, normal epitel sadece enterositleri degil, birden fazla hiicre tipini
igerir. Ikinci olarak, Caco-2 hiicre modeli kullanildiginda, mukus ve karistirilmamis su
tabakas1 bulunmaz. Ayrica, bir dizi hiicresel olmayan parametre, hiicrelerde belirli bir

bilesigin emilimini etkileyecektir (Lea 2015).

Bu nedenle, lipofilik molekiillerin tasinmasi, safra asitleri ve fosfolipidlerin varligindan
giiclii bir sekilde etkilenir ve ayrica mukus tabakasindaki ve ayrica epitele yakin
karigtirllmamis su tabakasindaki bilesik ¢oziiniirliigii, in vivo alimi giiglii bir sekilde etkiler.
Genel olarak Caco-2 hiicreleri, bagirsak epitelinin 6zelliklerini incelemek igin gii¢lii bir arag
saglasa da, bu tiir in vitro modellerden in vivo duruma veri tahmininde dikkatli olunmalidir

(Lea 2015).

2.3 Hiicre Oliimii

Hiicre oliimii, ¢ok hiicreli organizmalar i¢in Onemli bir siirectir ve hiicreler, bir doku
homeostazin da canli ve 6liim arasinda dengededir. Bu dengenin i¢sel veya digsal faktorler
nedeni ile bozulmasi hiire 6liimiiniin baglatilmasi veya normal hiicrenin hemostazinin
koruma arzusu haline gelir. Hiicrelerin biitiinliiklerini koruyamadiklar1 kritik yapisal hasar
tarafindan tetiklenen pasif hiicre 6liimiiniin yan sira, aktif hiicre 6liimii bir veya daha fazla
sinyal iletim modiilii tarafindan modiile edilir. Aktif hiicre 6liimii, hiicre sayisinin gelismede,

morfogenezde, dengelenmesinde, zararli hiicrelerin yok edilmesinde ve doku dongiisiinde
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kritik bir role sahiptir. Cogu kaynaklar programlanmis hiicre 6liimii (PCD) kullanirken, aktif
hiicre 6liimii Nomenclature Committee on Cell Death 2018 tarafindan diizenlenmis hiicre
Olimii (RCD) olarak adlandirilmis ve PCD’yi belirli bir RCD tipi olarak tanimlamistir
(Galluzzi ve ark. 2018, Ashkenazi ve Salvesen 2014, Chen, Kang ve Fu 2018). PCD,
fizyolojik siiregle dogrudan iliskilidir ve dissal ¢evresel stres sinyalleri olmadan meydana
gelir. Ayrica, RCD, PCD’ye ek olarak, hiicrenin istesinden gelemedigi hiicre i¢i veya hiicre
dis1 sinyallerin neden oldugu stres kaynakli hiicre 6liimiinii de igerir (Galluzzi ve ark. 2018).
Cok sayida ¢alisma ile birkag spesifik RCD formu tanimlanmistir. Farkli siniflandirmalarina
ragmen RCD, morfolojik 6zelliklerine bagli olarak apoptoz, otofajik hiicre 6liimii ve regiile
nekroz olarak siniflandirmak miimkiindiir. Birbiriyle alakasiz mekanizmalar degildirler ve

benzer molekiiler yollar1 paylasabilirler (Chen, Kang ve Fu 2018).

2.3.1 Apoptoz

Apoptoz kelimesi ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972’de yayinlanan bir
makalede morfolojik olarak farkli bir hiicre 6liimii tipini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Kerr
vd. 1972). Apoptoz, bir hiicrenin kendisinin 6lecegine karar verdigi siireci ifade eder. Bu
stire¢ ¢ok hiicreli organizmalarda gergeklesir ve cogunlukla organizmanin bir biitiin olarak
iyilestirilmesini hedefler. (Lowe ve Lin 2000). Apoptozun baslamasi, kaspazlar olarak
bilinen bir dizi sistein-aspartik proteazin aktivasyonuna baglidir. Kaspazlarin iki kategorisi
vardir, baglatict kaspazlar ve efektér kaspazlar (Elmore 2007). Hiicre hasari tespit
edildiginde, baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8 ve 9) inaktif prokaspazlardan aktive edilir ve
efektor kaspazlarini (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive etmeye devam eder. Efektor kaspazlarinin
aktivasyonu, endoniikleazlarin aktivasyonundan DNA fragmantasyonu, niikleer proteinlerin
ve hiicre iskeletinin yok edilmesi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, fagositik hiicreler icin
ligandlarin ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu ile sonug¢lanan bir olaylar dizisi
baslatir (Martin vd. 1995; Poon vd. 2014). Apoptoz, igsel ve digsal yollar olmak {izere iki

farkli mekanizmaya sahiptir.
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a) Apoptozun I¢sel Yolu

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen igsel yol (Igney ve Krammer 2002),
endoplazmik retikulum stresi, aktive onkogenler, oksidatif stres, DNA hasar1 veya
mikrotiibiil yikim1 nedeniyle i¢ sinyaller tarafindan baslatilir (Czabotar vd. 2014). Bu
apoptoz formu, mitokondriden salinan faktorlere baglidir ve pozitif veya negatif yoldan
baslatilir. Negatif sinyaller, hiicrenin yakin ¢evresinde sitokinlerin, hormonlarin ve biiyliime
faktorlerinin yoklugundan kaynaklanir. Bu pro-hayatta kalma sinyalleri olmadan, normalde
inhibe olan PUMA, NOXA ve Bax gibi hiicre i¢indeki pro-apoptotik molekiiller aktif hale
gelir ve apoptozu baslatir. Apoptozu baslatan diger faktorler dogada pozitiftir ve hipoksiye,
toksinlere, radyasyona, reaktif oksijen tiirlerine, viriislere ve ¢esitli toksik ajanlara maruz
kalmay1 igerir (Brenner ve Mak 2009), ancak nétrofiller gibi bazi hiicreler séz konusu
oldugunda hipoksi hiicrenin hayatta kalmasini tesvik edebilir (Walmsley vd. 2005).
Apoptozun i¢sel yolunu kontrol eden baslatici kaspaz, kaspaz ise alim alaninin (CARD alan1)
maruz kalmasinin ardindan adaptor protein apoptotik proteaz aktive edici faktor 1’e
(APAFT1) baglanabilen kaspaz 9’dur. Apoptotik olmayan bir hiicredeki APAF1 genellikle,
CARD alani1 bloke edilir ve ayrica bir CARD alani igeren pro-Kaspaz 9 ona baglanamayacak
sekilde katlanir. Apoptoz, pozitif veya negatif uyaranlarla indiiklendiginde, mitokondriyal
membranda degisiklikler tetiklenir ve bunun sonucu olarak mitokondriyal gegirgenlik gecisi
(MPT) gozenekler acilir. MPT gozenek agildiktan sonra, proapoptotik proteinler (sitokrom
¢, Smac/Diablo ve HtrA2/Omi dahil) mitokondriden sitoplazmaya sizabilir ve apoptozu
aktive edebilir (Cain vd. 2002). Sitokrom ¢, APAF 1 monomerlerinin WD alanina baglanarak
apoptozu indiikler, bu da APAF1’de, ATP’yi (dATP) baglayabilen bir niikleotid baglama ve
oligomerizasyon alanini agiga c¢ikaran konformasyonel bir degisiklikle sonuglanir. Bu
baglanma, APAF1’de hem CARD’1 hem de oligomerizasyon alanlarini agiga ¢ikaran ek bir
yapisal degisikligi indiikler ve bdylece birkag APAF1’in anapoptozom olarak bilinen bir
kompleks halinde toplanmasina izin verir (Acehan vd. 2002). Apoptozom, agik merkezinde,
birkag prokaspaz 9 proteinini toplayan ve aktive eden birkag CARD alanini igerir. Bu aktive
edilmis kaspaz 9 enzimleri, aktif kaspaz 3 formunda tamamen apoptozu indiikleyebilen
uygulayici prokaspaz 3’1 aktive edebilir (Cain vd. 2002). Smac/Diablo ve HtrA2/Omi,
apoptoz proteinlerinin (IAP’ler) inhibitorlerini inhibe ederek apoptozu baslatmaya yardimci
olur, ancak sitokrom c¢ salinimi olmadan, IAP’lerin tek basina inhibe edilmesi apoptozu

baslatmak i¢in yetersizdir (Ekert ve Vaux 2005) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Icsel apoptoz. (Hiicreleri apoptoza yonlendiren adim, mitokondriyal dis zarmn
(MOMP) gegirgenlestirilmesidir. MOMP, B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ile iligkili X apoptoz
diizenleyicisi (Bax) ve Bcl-2 antagonisti/katil 1 (BAK) dis mitokondriyal membran
gozenekleri olusturdugunda olusur. Bu siireg, Bcl-2 ile iligkili 6liim promotorii (BAD), p53-
yukari regiile edilmis baglanma bileseni (PUMA), Bcl-2 benzeri 11 (BIM), forbol-12-
miristat-13-asetat kaynakli protein (NOXA) ve BH3-etkilesimli alan 6liim agonisti (BID)
dahil olmak iizere yalnizca BH3 proteinleri tarafindan desteklenir ve Bcl-2, B hiicreli
lenfoma ekstra biiyiik (Bcl-xL) ve miyeloid 16semi hiicre farklilagsma proteini (MCL1) dahil
olmak tizere anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri tarafindan antagonize edilir. MOMP, sitokrom
c'nin ve ikinci mitokondri kaynakli kaspaz aktivatoriiniin (SMAC) salinmasina neden olur.
Sitokrom c, kaspaz 9’un aktive oldugu apoptozomu olusturmak i¢in apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1 (APAF1) ve baslatici kaspaz 9’u baglar. SMAC, kaspaz aktivasyonunu
sinirlamak i¢in hiicreler tarafindan muhataza edilen sitoplazmik proteinleri notralize eder

(Sauler vd. 2019))
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b) Apoptozun Dissal Yolu

Apoptozun 6liim reseptorii (DR) yolu olarak da bilinen dissal yol (Igney ve Krammer 2002),
olarak bilinen dogal 6ldiiriicti hiicreler veya makrofajlar, hedef hiicre zarindaki DR’lerle
baglandiktan sonra procaspaz 8 ila kaspaz 8’in aktivasyonu yoluyla dis yolu indiikleyen
6liim ligandlar tirettiklerinde baslatilir. (Kim vd. 2004). DR’ler, tiimor nekroz faktorii (TNF)
ailesinin iiyeleridir ve her DR’nin karsilik gelen bir 6liim ligandina sahip oldugu birkag iiye
icerir (Bossen vd. 2006). Kaspaz 8’i aktive etmek igin, bir 6liim ligandinin bir DR’ye
baglanmas1 gerekir, bu da monomerik prokaspaz 8’in Oliim-indiikleyici (DED) alani
araciligiyla ligand-bagli DR nin sitoplazmik alaninda bulunan bir 6liim-indiikleyici sinyal
kompleksine alinmasi ile sonuglanir. DISC ayrica, prokaspaz 8’in DISC ile etkilesimini
kolaylastiran, ya FAS ile iliskili 6liim alan1 (FADD) ya da TNF reseptorii (TNFR) ile iliskili
6liim alan1 (TRADD) olarak bilinen bir adaptor proteini igerir (Kim vd. 2004). Birkag
prokaspaz 8 monomerinin DISC’e alinmasi, bunlarin dimerizasyonu ve aktivasyonu ile
sonuglanir, boylece ortaya ¢ikan kaspaz 8, iki farkli alt yoldan biri veya digeri yoluyla
apoptozu indiikleyebilir. indiiklenen belirli alt yol, hiicrelerin tip I veya tip II hiicreler olarak
simiflandirilip siniflandirilmadigina baghdir (Samraj ve digerleri, 2006). Tip I hiicrelerde
kaspaz 8, cellat kaspazlarin1 dogrudan bdler ve bu nedenle dogrudan apoptozu baslatir.
(Samraj vd. 2006).. Tip II hiicrelerde, IAP’ler, mitokondriden salinan proteinler tarafindan
inhibe edilmedigi siirece, cellat kaspazlarinin dogrudan kaspaz 8 aktivasyonunu inhibe eder
(Spencer vd. 2009). Apoptozun dissal yolunu kontrol etmede kaspaz 8’in 6nemli rolii Sekil
2.6’da gosterilmistir (Varfolomeev vd. 1998) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Digsal apoptoz. (Fas’a ligand baglanmasi, Fas ile iligkili 6liim alan1 (FADD),
hiicresel FLICE inhibitor proteini (cFLIP) ve kaspaz 8’den olusan 6liime neden olan sinyal
kompleksinin (DISC) olusumuyla sonuclanir. Aktivasyon iizerine, kaspaz 8’in boliinmesi,
cellat kaspazlarinin boliinmesine ve apoptoza yol agar. TNF reseptorii 1 (TNFRI)
aktivasyonunun sonuglari, Kompleks 1, reseptor-etkilesimli protein kinaz 1’e (RIPK1)
alinan bagka bir proteinin translasyon sonrast modifikasyonlarina baglidir. TNFR1 ile iligkili
6liim alan1 (TRADD) bagimli ige alim iizerine, RIPK 1, apoptoz proteinlerinin (IAP’ler) ve
lineer ubiquitination zincir montaj kompleksi (LUBAC) inhibitorii tarafindan her yerde
bulunabilir. Ubiquitinated RIPK1 (U), protein kinaz sinyalini ve IkB kinaza (IKK) bagimh
NF-kB aktivasyonunu aktive ederek inflamasyonu ve hiicre sagkalimini destekler. Sonug
olarak, RIPK1, sitozolde FADD ve kaspaz 8 ile bir kompleks olusturur (Kompleks II). Fas
tarafindan sinyallemeye benzer sekilde, bu kompleks ayrica cFLIP proteinleri tarafindan

diizenlenir ve kaspaz 8 aktivasyonuna ve apoptoza yol agabilir (Sauler vd. 2019))
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Apoptoz, altta yatan biyokimyasal siiregleri izleyerek tespit edilebilir. Bu tekniklerin
bazilar1; mitokondriyal membran potansiyeli, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi, ATP
diizeyi gibi floresan dlgiimiine dayanmaktadir ancak bu analizler dogrudan apoptotik hiicre
6liimiinii ortaya ¢ikarmazlar (Martin vd. 1995; Galluzzi vd. 2007). Bu sebeple, analizin diger
apoptoz ayirt edici faktorlerle birlestirilmesi gerekir. Yaygin olarak kullanilan ayirt etme
yontem ise, Annexin V proteinine konjuge edilmis bir floresan veya enzimatik etiketin
apoptotik hiicrelerin dis zarinda bulunan fosfatidilserine (PS) baglandigi Annexin V
boyamadir (Martin vd. 1995). DNA pargalanmasi, apoptik cisimler gibi morfolojik
degisikliklerin izlenmesi, apoptotik hiicre Sliimiinii diger 6liim mekanizmalarindan ayirt

edilmesinde yardimci olabilir.

2.3.2 Otofaji

Otofaji, 0karyotik hiicrelerde temel molekiilleri geri kazanmak ve gida eksikligi sirasinda
protein sentezi i¢in yeterli miktarda amino asidi siirdiirmek i¢in ana katabolik mekanizma
oldugu kanitlanmistir (Maiuri vd. 2010). Otofaji terimi, “kendi kendini yeme” anlamina
gelen Yunanca bir kelimeden tiiretilmistir (Deter ve De Duve 1967). Baslica, otofaji,
lizozomal bolme igindeki sitoplazmik yapilarin pargalanmasi anlamima gelir (Klionsky

2005).

Otofajik siire¢, otofagozomlar olarak bilinen ¢ift zarl vezikiillerin olusumu ile baglatilir.
Cesitli kargolar otofagozom igine alinir ve otofagozom sonunda otolizozomlar1 olusturan
lizozomlarla birlesir (Lamb vd. 2013). Yutulan materyaller, lizozomal hidrolazlarin etkisiyle
bozunur ve yeni olusturulan yapi taslari (6rnegin, protein bozunmasindan kaynaklanan

amino asitler) yeniden kullanim i¢in sitozole geri aktarilir.

Otofagozom olusumu, otofajiyle iliskili (ATG) genleri ve maya ATG repertuarinin (Ohsumi
2014) homologlar1 olmayan ancak ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan ek proteinleri igeren
ti¢ farkli ¢oklu protein kompleksini hedef alan bir sinyaller dizisi yoluyla baslatilir. Vakuolar
protein siniflandirict PI3-kinaz VPS34’ii igeren kompleksin aktivasyonu iizerine,
endoplazmik retikulumda PI3P sicak noktalar1 (Levine vd. 2015; Ktistakis ve Tooze 2016)
retilir ve diger komplekslerin diizenli bir sekilde toplanmasi, omegazom olarak bilinen yeni

olusan bir ¢ift membran yapisinin tomurcuklanmasini baglatir (Ktistakis ve Tooze 2016).
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Omegazom salinimi {izerine, nihai olarak Atg8’1 lipide eden ve sitoplazmanin organel veya
segmenti ¢cevresinde vezikiil biiyiimesine yol agan ve tam bir vezikiil, otofagozom (Ohsumi
2014) olusturmak tizere yutulmasina yol agan baska ATG ailesi proteinleri toplanir. Daha
sonra bagka proteinler, otofagozomun sirasiyla amfizomlar veya otolizozomlar olarak
bilinen endozomlar veya lizozomlarla flizyonunu yiritir (Jiang vd. 2014; Shen ve
Mizushima 2014; Hasegawa vd. 2016) (Sekil 2.8).

Ayrica amino asit yoksunlugu, serum acligi ve biiylime faktorii yoksunlugu gibi ¢esitli
kimyasallara maruz kalma ve stres kosullar1 dahil olmak {izere bir dizi uyaran, otofajiyi
etkinlestirebilir (Nakatogawa vd. 2007).
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Sekil 2.8: Otofaji ve otofajik hiicre 6liimii. (Otofaji normalde aglik veya biiylime faktoriiniin
geri c¢ekilmesi sirasinda hayatta kalmayr destekler, ancak asiriysa, otofajik vakuollerin
birikmesiyle karakterize edilen otofajik hiicre olimiine neden olabilir. Beclin-1, anti-
apoptotik Bcl-2 aile iiyelerine veya mikrotiibiillere baglandiginda Bim’e baglanarak inaktif
bir durumda BH3 motifi araciligiyla tutuldugu icin otofaji ve apoptoz arasindaki capraz

konusmaya dikkat edin (Fricker vd. 2018))
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Baglica hiicrelerde ii¢ ana otofaji tiirii vardir; mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili
otofaji (CMA) (Sekil 2.9). Her biri morfolojik olarak farkli olsada, {i¢ii de kargonun
bozunma ve geri doniisiim i¢in lizozoma iletilmesiyle sonuglanir (Yang ve Klionsky 2010).
Mikrootofaji sirasinda, kargoyu yakalamak i¢in lizozomal membranin invaginasyonlar1 veya
cikintillar1 kullanilir (Mijaljica vd. 2011). Alim, dogrudan lizozomun simirlayici zarinda
gerceklesir ve saglam organelleri icerebilir. CMA, kargoyu ayirmak i¢in membrandz yapilar
kullanmamasi, bunun yerine belirli bir pentapeptit motifi igeren kargo proteinlerini
tanimlamak i¢in saperonlar kullanmasi bakimindan mikrootofajiden farklidir; bu substratlar
daha sonra agilir ve ayri ayri dogrudan lizozomal membran boyunca yer degistirir (Massey
vd. 2004). Mikrootofaji ve CMA’nin aksine, makrootofaji, yiikiin lizozomdan ayrilmasini
icerir. Bu durumda, ¢ift membranl vezikiillerin (otofagozomlar) de novo sentezi, kargoyu

ayirmak ve ardindan onu lizozoma tagimak igin kullanilir (Yorimitsu ve Klionsky 2005).
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Sekil 2.9: Hiicrelerdeki ii¢ tip otofaji. (Makrootofaji, yiikii lizozoma ayirmak ve tagimak i¢in
sitozolik ¢ift membranl vezikiillerin, otofagozomlarin de novo olusumuna dayanir. Saperon
aracili otofaji, katlanmamis proteinleri dogrudan lizozomal membran boyunca tasir.
Mikrootofaji, lizozomal membranin invajinasyonu yoluyla dogrudan kargo alimini igerir.
Her ti¢ otofaji tiirii de kargonun bozulmasina ve parcalanma {iriinlerinin hiicre tarafindan

yeniden kullanilmak iizere sitozole geri salinmasina yol acar (Parzych ve Klionsky 2014))
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Bu c¢alisma Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.2 Cahismada Kullanilan Hiicre Serileri ve Kiiltiir Ortamlar

Hiicre serileri laboratuvar calismalarinda bir¢ok alanda kullanilmasinin yani sira kanser
calismalari i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Kanser arastirmalar1 i¢in farkli hiicre serileri
mevcut olmakla birlikte ¢alismaya uygun hiicre serisi se¢imi onem arz etmektedir. Calisma

da kolon kanseri hiicresi (Caco-2) ve kolon epitel hiicresi (FHC) kullanildi.

3.2.1 Caco-2 Hiicre Serisi (ATCC HTB-37)

Calismada kolon kanseri olarak Caco-2 hiicreleri kulanildi. Caco-2 hiicreleri i¢in besleme
medyumu yiiksek glikozlu Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Katalog No:
DMEM-HA; Capricorn Scientific GmbH, Almanya) kullanildi. Ham medyum igerisine %10
FBS (Katalog No: S181G-500; Serox GmbH, Almanya), %1 penisilin-streptomisin
soliisyonu (Katalog No: 03-031-1B; Biological Industries, Israil) ve %] esansiyel olmayan
amino asit ¢ozeltisi (Katalog No: P08-32100; Pan Biotech GmbH, Almanya) ilave edildi.
Hazirlanan besleme medyumu 0.22 um por capina sahip vakum filtrasyon sisteminden
(Katalog No: 343001; NEST Biotechnology, Cin) siiziildii ve Caco-2 hiicreleri i¢in biitiin

deneysel basamaklarda kullanildi.

3.2.2 FHC Hiicre Serisi (ATCC CRL-1831)

Calismada kolon epitel hiicresi olarak FHC hiicresi kullanildi. Bu hiicreler i¢in besleme
medyumu olarak DMEM:F12 (Katalog No: 30-2006; ATCC, ABD) kullanildi. Ham
medyum igerisine %10 FBS (Katalog No: 30-2020; ATCC, ABD), 10 ng/ml kolera toksini
(Katalog No: BML-G117-0001, ENZO Life Sciences, ABD), 0.005 mg/ml insan
rekombinant insiilini (Humulin-R, Lilly, ABD), 0.005 mg/ml transferrin (Katalog No:
T3309, Sigma-Aldrich, Almanya), 100 ng/ml hidrokortizon (Katalog No: H0888-1G;
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Sigma-Aldrich, Almanya), 20 ng/ml insan epidermal biliylime faktorii (Katalog No:
PHGO0311L; Thermo Fisher, ABD) ve 10 mM HEPES (medyumda final konsantrasyon 25
mM olacak sekilde) ilave edildi. Hazirlanan besleme medyumu 0.22 pm por c¢apina sahip
vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No: 343001; NEST Biotechnology, Cin) siiziildii ve

FHC hiicreleri igin biitiin deneysel basamaklarda kullanildu.

3.4 Hiicrelerin Cogaltilmasi ve EKimi

Hiicreler &ncelikli olarak s1vi azot tankindan cikartilip 25 cm?’lik kiiltiir flasklara ekimi
gerceklestirildi. Belirli periyotlarda takibi yapildi. Ekimi gergeklestirilen Caco-2 ve FHC
hiicreleri DMEM medyum (igerisine %10 FBS, %] penisilin-streptomisin soliisyonu, %1
esansiyel olmayan amino asit ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanan) ve DMEM/F12 (igerisine
%10 FBS, 10 ng/ml kolera toksini, 0.005 mg/ml insan rekombinant insiilini, 0.005 mg/ml
transferrin, 100 ng/ml hidrokortizon, 20 ng/ml insan epidermal biiylime faktori, 10 mM
HEPES ilave edilerek hazirlanan) ile beslendi. Hiicrelerin medyumu haftada iki kere
degistirildi ve deneysel siiregler boyunca hiicre %5 CO2 iceren ortamda 37°C sicaklikta
(Thermo Forma Il CO; inkiibatdr, ABD) inkiibasyona birakildi. Flask tabaninda konfulent
olan hiicreler, tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak flasklarin tabanindan kaldirildi ve %0.4
tripan mavisi ile boyandiktan sonra inverted mikroskop altinda sayim gergeklestirildi. Hiicre
canlilik orant %90 ve iistii oldugu durumda deneysel basamaklara gecildi ve 96 kuyucuklu
plakalarda yer alan her bir kuyucuga 15x10® hiicre gelecek sekilde ekim islemi
gergeklestirildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Hiicrelerin biiyiitiilmesi (A) ve 96 kuyucuklu plakalara ekimi (B)
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3.5 Test Bilesiklerinin Hazirlanmasi

MOTS-c (Katalog No: 9697-1; BioVision, ABD)’nin 0.001, 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM ve
standart kanser ilacinin 5-Fluorourasil (5-FU; Katalog No: F6627-1G; Sigma-Aldrich,
Almanya)’in 1, 5, 25, 50, 100 uM’lik konsantrasyonlar1 besleme medyumlar1 igerisinde
hazirlandi. Hazirlanan konsantrasyonlar deneysel siire¢ boyunca -20°C ve +4°C’de

muhafaza edildi.

3.6 Test Bilesikleri ile Hiicrelerin Muamelesi

Calisma kapsaminda MOTS-c (0.001, 0.01, 0.1, 1 ve 10 uM) ve 5-FU (1, 5, 25, 50, 100 uM)
konsantrasyonlari, hiicrelerin ekimi yapilan kuyucuklara eklendikten sonra plakalar 1, 8, 16,
24, 48 ve 72 saat %5 CO2’li inkiibatdr de 37°C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

uygulanan bilesiklerin hiicre canliligina olan muhtemel etkileri MTT yontemi ile belirlendi.

3.7 Canhilik Diizeyinin Belirlenmesi (MTT Testi)

MOTS-c ve 5-FU’nun sitotoksik etkisi, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin
kullanilan ve bir enzimatik yontem olan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolium bromid
(MTT) yontemi kullanilarak belirlendi. Bu yontem MTT bilesiginin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi 0Ozelligine dayanir. Bilesik (MTT) canli hiicrelere absorbe olur ve
reaksiyon mitokondriyal siliksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor
renkli, suda ¢6ziinmeyen formazana indirgenir (Horakova vd. 2001) (Denizot ve Lang 1986;
Horakova vd. 2001). Bu reaksiyon yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu hiicrelerde
gerceklesir. Buda hiire canliiginin bir belirteci olarak kabul edilir ve olusan renk

spektrofotometrik olarak Slgiilerek yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilir.

3.7.1 MTT’nin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Ik olarak 0.5 mg/ml konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi steril fosfat tamponu icerisinde
hazirlandi. Sonra test bilesikleri ile muamele edilen hiicrelerin inkiibasyon siireleri
tamamlandiginda, plakalar da yer alan her bir kuyucukda ki medyum uzaklastirildi ve her
bir kuyucuga hazirlanan MTT soliisyonundan 50 pL ilave edilerek 3 saat siiresince CO2’li

inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda kuyucuklardaki MTT soliisyonu
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kuyucuklardan uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) ilave
edildi. Kuyucuktaki hiicrelerin optik densisiteleri ELISA plaka okuyucuda (Thermo
MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda okundu (Mosmann 1983). Kontrol kuyucuklari
(sadece medyum bulunan kuyucuklar) okutularak, elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamasi alind1 ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. Referans ilag ve MOTS-
¢ uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri, kontrol absorbans degerine

oranlandi ve yiizde canlilik degerleri hesaplandi.

3.8 Genotoksisite Analizi

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen “Comet Assay”, okaryotik canlilarda DNA
hasarin1 (Genotoksisite) belirlemek igin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Olive ve
Banath 2006; Nandhakumar vd. 2011). Bu yontemde i¢ veya dis faktdrler sonucu DNA

tizerinde meydana gelen kirilmalar agaroz bir destek ortami yardimiyla analiz edilir.

Caligsmada oncelikle hiicreler 6 kuyucuklu plakalarda biiyiitiildii. Sonrasinda MTT analizleri
sonucu hiicre canliligmin yaklasik %70 olan konsantrasyonlar: hiicrelere uygulandi.
Toplanan hiicre 6rnekleri fosfat tamponu (PBS) ile yikandi ve tekrardan siispanse edildi.
Alinan 10 pL hiicre siispansiyonu (yaklasik 10.000 hiicre) 80 uL %1°lik low melting agarose
ile karistirildi. Bu karisim %1°lik high melting agarose ile kaplanmis olan slaytlar {izerine
pipetlendi ve lizerine lamel kapatildi. Hazirlanan preparatta agarin katilagmasi igin lamlar
10-15 dakika siireyle +4 °C’de ve karanlikta birakildi. Lameller atildiktan sonra, lamlar stok
lizis soliisyonundan (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH: 10) taze olarak
hazirlanan ¢alisma soliisyonu (stok lizis soliisyonuna, %1 Triton X-100 ve %10 DMSO ilave
edilerek hazirlanan) igerisine yerlestirildi ve karanlikta +4 °C’de 1 saat bekletildi. Lizis
isleminden sonra, lamlar yatay elektroforez tankina (Cleaver Scientific, UK) ayni yonlii
olarak yerlestirildi ve giic kaynagimin voltaji 25 V, amperi de 300 mA’e sabitlenerek 30
dakika elektroforez islemi gergeklestirildi. Elektroforez sonrasinda lamlar nétralizasyon
tamponu (0.4 M Tris, pH 7.5) ile 3 kez 5 dakika siireyle +4 °C’de yikandi. Son olarak
ethidium bromide (20 pg/mL) ile boyanan lamlar, lamel kapatilarak floresans mikroskop
(Carl Zeiss / Scope Al, Almanya) altinda fotograflandi. Skorlama islemi TriTek Comet
Score Software kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Comet analizi basamaklari. A) Hiicre LMA siispansiiyonun lamlara aktarilmasi,
B) Lamlarin elektroforez tankina yerlestirlmesi, C) Elektroforezin baslatilmasi, D)

Goruntileme

3.9 Hiicre Oliimiinde Apoptozun Belirlenmesi (TUNEL Analizi)

Terminal deoksiniikleotidil transferaz deoksiniikleotitlerin (dUTP) ¢entik-u¢ etiketleme
(TUNEL) yontemi, DNA par¢alanmasinin saptanmasina olanak saglayan bir yontemdir.
Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) yontemin temelini olusturur. Modifiye edilmis
bir deoksiniikleotit analogunun (dUTP’ler) DNA zincir kiriklarinin serbest -OH terminaline
baglanmasini katalize eder. Bu dUTP’ler, ya dogrudan DNA zincir kiriklarinin saptanmasina
izin veren ya da bir veya daha fazla saptanabilir belirteg ile etkilesime girebilen cesitli
belirtecler kullanilarak etiketlenir (Majtnerova ve Rousar 2018) (Sekil 3.4). TUNEL analizi,
apoptotik hiicrelerin saptanmasi ve miktarmin belirlenmesi i¢in standart histokimyasal

yontemlerden biri olarak kabul edilebilir (Kyrylkova vd. 2012).
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Sekil 3.3: TUNEL reaksiyonunda dNTP etiketleme segenekleri. (A ve B’de gosterilenler,
dogrudan etiketleme segenekleridir, bunlar: bir etiketin ANTP’lere (A) dogrudan baglanmasi
ve reseptoriin ANTP’lere (B) baglanmasi. Bu reseptor, floresan veya enzimatik olarak
etiketlenen ve DNA zincir kiriklarinin saptanmasina izin veren ligand ile etkilesime girebilir.
C ve D’de tasvir edilenler, BrdU kullanan etiketleme olasiliklaridir: algilanabilir bir etiketle
(C) etiketlenmis anti-BrdU antikorlari ile etkilesime giren BrdU’ nun dogrudan baglanmasi
ve kendileri ligand ile etkilesime girebilen bir reseptor ile etiketlenen anti-BrdU antikorlar
ile etkilesime giren BrdU’ nun (D) baglanmasi. Bu ligand, floresan veya enzimatik olarak

etiketlenmistir ve DNA zincir kiriklarinin tespit edilmesini saglar (Majtnerova ve RouSar
2018))

a) Hiicre Izolasyonu

Hiicreler 8 kuyucuklu kiiltiir slaytlarina (Katalog No: 230108; NEST Biotechnology, Cin)
ekildi. Hiicreler etkin dozu belirlenen test bilesikleri ile muamele edildikten sonra
medyumlari ¢ekildi. Sonra 37° C de su banyosunda 1sitilmig PBS ile X2 defa yikandi. %4’liik
paraformaldehit ile fiksasyon gercgeklestirildi. 20 dakika oda 1sisinda ve karanlikta bekletildi.
Hiicreler tekrar PBS ile X2 defa yikandi. %0.1 Triton X-100 ile muamele edildi ve karanlikta
20 dakika bekletildi. Son olarak PBS ile X2 defa yikandi.
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b) Tunel Analizi Asamasi

Tunel analizi i¢in Tunel Assay Kit-FITC (Katalog No: ab66108; Abcam, Ingiltere)
kullanild1. Kit protokoliine gore hazirlanan TUNEL reaktifi (Tablo 3.1) ile 1 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi ve ardindan yikama islemleri yapildi. Hiicre ¢ekirdekleri icin ise
analiz kiti ile gelen propidyum iyodiir (PI) ile 30 dakika siire ile boyandi. Kuyucuklar
slayttan ayrildi ve lamel kapatildi. Sonra floresans mikroskop altinda goriintiilendi

Tablo 3.1: TUNEL boyama soliisyonunun hazirlanmasi.

DNA Etiketleme Soliisyonu 1 Ornek
Reaksiyon Tamponu 10 pl
Tdt Enzimi 0.75 ul
FITCH-dUTP 8 ul
dH20 32.25 ul
Toplam Hacim 51 pl

3.10 Western Blot Analizi

Calismada, MOTS-c ve 5-FU uygulamasi sonrasinda hiicresel apoptoz ve otofaji

stireglerinde gorevli proteinlerin diizeyi Western blot analizleri ile belirlendi.

3.10.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

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

27.23 g Tris-base tartild1 ve 80 ml dH20 da ¢oziildii. Sonrasinda pH: 8.8’¢ ayarlandi ve total

hacim 150 mL tamamlandi. Kullanilacag1 zamana kadar +4°C’de saklandi.

b) 0.5 M Tris-HCL (pH: 6.8)

6.06 g Tris-base tartildi ve 60 ml dH>O da ¢oziildii. Sonrasina pH: 6.8’e ayarland1 ve total

hacim 100 mL tamamlandi. Kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklanda.
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) %30 Akrilamid/Bis-akrilamid Soliisyonu

Akrilamid 29.2 ¢
Bis-akrilamid 0.8 g
dH20 100 mL

Bilesikler 100 ml igerisinde ¢oziildii ve sonrasinda Whatman™ No:1 filtre kagidi

kullanilarak siiziildii. Kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklandi.

d) Running Buffer (10X, pH: 8.8)

250 mM  Tris-Base 30.3¢g

1.92M Glycine 144.1¢g

%1 SDS 10¢
dH20 1000 mL

Tiim kimyasallar tartildi, tizerine 700 mL dH20O eklendi. C6ziinmenin kolay olmasi igin 50-
60 °C 1s1 verildi. pH ayarlandi ve total hacim 1 L’ye tamamlandi. Elektroforez de kullanilan

buffer i¢in hazirlanan stok buffer dan 100 mL alindi ve 900 mL dH2O eklendi.

e) TBS (10X, pH: 7.4 -7.6)

200 mM Tris-Base 24.2 g
1500 mM NaCl 87.6¢
dH20 1000 mL

Tiim kimyasallar tartildi, iizerine 700 mL dH20 eklendi ve bilesikler ¢oziildii. pH ayarlandi

ve total hacim 1 L’ye tamamlandi.
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f) Transfer Soliisynu (Towbin Buffer) (1X, pH: 8.1 —8.5)

25 mM Tris-Base 3.02¢g
190 mM Glisin 144 ¢
%1 SDS 1g
%20 Metanol 200 mL
dH20 800 mL
Toplam 1L

Tris-base, SDS ve glisin tartildi, 500 mL dH20 da ¢ozdiiriildii. pH ayarlandi sonra metanol

eklendi ve total hacim 1 L’ye tamamlandu.

g) Lizis soliisyonu (RIPA buffer)

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

Tiim kimyasallar tartildi ve ilk olarak 70 ml dH2O igerisinde ¢oziildii. Sonrasinda soliisyonun
pH’s17.4-7.6’ya ayarland1 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 inhibitor tablet kullanildi.
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3.10.2 Jellerin Hazirlanmasi

Calismada %12’lik SDS jel kullanildi. Kullanilan jeller asagida belirtilen sekilde hazirland1
(Tablo 3.2).

Tablo 3.2: SDS jellerin hazirlanmasi

Yiikleme Jeli (%4; 1 | Ayirma Jeli (%12; 1 jel)
jel)

1.5 M Tris-base (pH:8.8) - 1.25mL

0.5 M Tris-base (pH:6.8) 625 uL -

%10 SDS 25 uL 50 uL

%30 Akrilamid/Bis soliisyonu | 325 puL 2mL

dH20 1.52 mL 1.67 mL

%10 Amenyum persiilfat 15 uL 37.5 uL

TEMED 3uL 7.5uL

TOPLAM 2.5mL 5mL

3.10.3 Hiicre izolasyonu

Hiicre oncelikle 25 cm?’lik kiiltiir flasklarina ekildi ve sonrasinda ise MOTS-c ve referans
ilacin belirlenen etkin dozu (ICso) ile belirlenen etkin zaman siiresince muamele edildi.
Muamele sonrasinda hiicreler flasktan hiicre siyirict (cell scraper) kullanilarak toplandi ve
hiicre peletleri 2 defa PBS ile yikandi. Hiicrelerin {izerine RIPA buffer eklendi. Ependorf
tiiplerine toplanan ornekler buz icerisinde bekletildi ve her 5 dakikada bir tiipler
vortekslendi. 30 dakika lizis sonrasi her bir 6rnek 5 saniye siireyle 3 defa sonike (QSonika
500, ABD) edildi. Ependorf tiiplerde yer alan 6rnekler 6nceden sogutulmus ultrasantrifiije
yerlestirildi (SL8R, Thermo Scientific, ABD). Ardindan santrifiij yapildi (14.500 rpm, 30
dakika) ve sonrasinda siipernatant yeni tiiplere toplandi. Orneklerin toplam protein
konsantrasyonu BCA kiti (Model no: orb90411, Biorbyt, Ingiltere) kullanilarak belirlendi.
Yiiklemelerde kullanilacak 6rnekler 4X Laemmli 6rnek tamponu kullanilarak 30pg/20ul

olacak sekilde hazirlandi. Calisma siiresince 6rnekler -80°C’de muhafaza edildi.
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3.11 Analizin Yapilmasi

%12 SDS jellere hazirlanan 6rnekler (30pug/20uL) yiiklendi ve elektroforez sonrasi 0.22 um
PVDF membranlara proteinler transfer edildi (TransBlot Turbo, BioRad, USA). Membran
oda sicakliginda 1 saat %5’lik siit tozuyla blokland1 ve sonra gece boyu 4 °C’de primer
antikorla inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, membranlar 3x5 dakika TBS-T ile yikand1 ve
oda sicakliginda 1 saat oda sicakliginda HRP ile konjiige edilmis ikincil antikor uygulanda.
Son olarak, ECL soliisyonu (Clarity ECL Western Blotting Substrate, BioRad, USA) ile
muamele edilen membranlar, Fusion FX-7 (Vilber, Almanya) sisteminde goriintiilendi.
Blotlarin analizi Image J programinda analiz edildi. Yiikleme kontrolii olarak insan anti-f3-
aktin antikoru kullanildi. Calismada basamaklar1 Sekil 3.4’te Ozetlendi ve kullanilan

antikorlar Tablo 3.3 te verildi.

Sekil 3.4: Western blot analizinin basamaklari. Proteinlerin jele yiiklenmesi (A),
elektroferizin yapilmasi (B), transfer yigininin hazirlanmasi (C), proteinlerin transferinin
gerceklestirilmesi (D), proteinlerin  bloklanmasi (E), membrandaki proteinlerin

goriintiilenmesi (F)
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Tablo 3.3: Calismada kullanilan antikor bilgileri.

Uriin Kodu

9662
2603
4691
2983
7074
sc-126
Sc-7382
sc-20067
sc-390904
sc-271314
sc-48341
sc-81178
sc-516102

Uriin ada
Caspase-3
AMPKa

Akt (pan)

mTOR
Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody
p53

Bcl-2

Bax

ULK1

Tuberin (TSC2)
BECNL1 (Beclin 1)

[B-actin

m-IgGk BP-HRP - Seconder antibody anti-mouse

3.12 Verilerin istatistiksel Analizi

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

(SD) olarak verildi ve bu veriler cubuk grafik ¢izilerek dzetlendi. Istatistiksel olarak p<0.05

degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 MTT Analizlerin Sonuclari

4.1.1 MOTS-C’nin Caco-2 Hiicre Canlihg Uzerine Etkileri

MOTS-c uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerinde belirlenen canlilik degisimi Sekil
4.1°de gosterildi. MOTS-c uygulamasindan 1, 8 ve 16 saat sonra Caco-2 hiicre canliliginda
anlami bir degisim goriilmedi. Bu dogrultuda 24, 48 ve 72. saat siiresince uygulanan yiliksek
doz MOTS-c hiicre canliligini 6nemli diizeyde azaltti. 24. saatte yiiksek doza (10 uM) ek
olarak uygulanan 1 uM’lik dozda da hiicre canlilig1 6nemli diizeyde diisiiktii (p<0.05). Fakat
1 ve 10 uM’lik dozlarin 24 saatte gosterdigi etki arasinda anlamli bir farklilik yoktu.

-

Caco-2 hiicre canlihi (%)

. . =
Caco-2 hiicre canlihdi (%)
Caco-2 hiicre canliigi (%) @

=}

Caco-2 hiicre canliidi (%)
Caco-2 hiicre canliidi (%) =
Caco-2 hiicre canliidi (%) =

Sekil 4.1: MOTS-c uygulamasindan sonra Caco-2 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. ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+SD
olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar)
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Bu sonuglar dogrultusunda 24, 48 ve 72. saatlerde ortak olarak 10 pM’lik MOTS-c dozu
canlilig1 distirdi (Sekil 4.1). Zaman periyotlarinin ikili karsilagtirmalar: sonucu 48 ve 72.
saatler arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 4.2). Buna karsin 24. saatte meydana
gelen hiicre canlilik degisimi hem 48. saate hem de 72. saate kiyasla daha diisiik diizeydeydi.
Bu degisim istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
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8 & 8 8

Caco-2 hiicre canliigi (%) =
Caco-2 hiicre canliigi (%) 0
3

Caco-2 hiicre canliigi (%)

o
1

Sekil 4.2: 10 pM MOTS-c uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra Caco-2 hiicre canlilik
diizeyi (%). (A: 24 ve 48. saatler, B: 48 ve 72. saatler, C: 24 ve 72. saatlerde Caco-2 hiicre
canlilik diizeyleri. Ikili karsilastirmalar t testi kullamlarak yapildi. Veriler ortalama+SD
olarak ifade edildi. *p<0.05 diger gruba kiyasla).

4.1.2 5-FU’nun Caco-2 Hiicre Canhhg Uzerine Etkileri

5-FU uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerinde belirlenen canlilik degisimi Sekil 4.3°te
gosterildi. Buna gore uygulamadan 1, 8 ve 16. saat sonra hiicre canlilik diizeylerinde anlamli
bir degisim tespit edilmedi. 24. saatte 5-FU’nun uygulanan yiiksek dozu canlilik diizeyini
kontrole kiyasla diisiirdii (p<0.05). En belirgin azalma ise 48 ve 72 saat uygulama sonrasinda
belirlendi ve bu siirelerde 5-FU’nun uygulanan 50 ve 100 uM dozlarinin her ikisi de canlilig1
kontrole kiyasla 6nemli diizeyde azaltt1 (p<0.05). 48. ve 72. saatlerde etkili olan 5-FU’nun
50 ve 100 uM dozlar1 Caco-2 hiicre canliligini benzer diizeyde etkiledi ve bu iki doz arasinda

anlamli bir farklilik gériilmedi.
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Sekil 4.3: 5-FU uygulamasindan sonra Caco-2 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. Ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+SD olarak

ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar)

5-FU’nun uygulanan 100 uM dozu sonrasinda 24, 48 ve 72. saatlerdeki hiicre canlilik
karsilastirmalar1 Sekil 4.4°te verildi. Buna gore, 5-FU 48. saatte 24. saate kiyasla daha fazla
hiicre canliligini azalttig1 belirlendi (p<0.05). Buna karsin 48 ve 72 saat, 24 ve 72 saat 5-FU
uygulamasi sonrasinda Caco-2 hiicre canliliginda meydana gelen degisim diizeyleri benzer

diizeydeydi ve bu iki zaman dénemi arasinda anlamli bir farklilik belirlenmedi.
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Sekil 4.4: 100 uM 5-FU uygulamasindan sonra Caco-2 hiicre canlilik diizeylerinin (%)
ardisik zaman donemleri arasindaki kiyaslama sonuclari. Caco-2 hiicreleri ile muamele
edilen 100 uM 5-FU sonrasinda en diisiik hiicre canlilig1 48 saat sonra tespit edildi. (A: 24
ve 48. saatler, B: 48 ve 72. saatler, C: 24 ve 72. Saatlerde Caco-2 hiicre canlilik diizeyleri.
Ikili karsilastirmalar t testi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi.
*p<0.05 diger gruba kiyasla)

4.1.3 MOTS-C’nin FHC Hiicre Canhlig: Uzerine Etkileri

MOTS-c uygulamasindan sonra FHC hiicrelerinde belirlenen canlilik degisimi Sekil 4.5°te
gosterildi. Uygulamadan 16-72. saat sonra gergeklestirilen MTT analizleri sonrasinda, ilgili
peptidin hiicre canlilifinda anlamli bir degisime neden oldugu belirlendi (p<0.05). Degisim
goriilen zaman dilimlerinde (8-72 saatler) MOTS-c’nin uygulanan 10 uM dozu etkiliydi.
Fakat yalnizca 24. saatte bu yiiksek doza ek olarak MOTS-c’nin uygulanan 1 pM MOTS-
¢’nin de canlilig1 anlamli diizeyde azalttigin1 gosterdi (p<0.05). 24. saatte meydana gelen 1
ve 10 uM dozlardaki bu etkiler kiyaslandiginda ise iki doz arasinda anlaml bir farkliligin

meydana gelmedigi belirlendi.
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Sekil 4.5: MOTS-c uygulamasindan sonra FHC 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+SD

olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar)

Tespit edilen sonuglardan sonra etkin uygulama siiresini belirleyebilmek icin en yiiksek
dozun (10 uM) anlaml1 oldugu zaman dilimleri karsilastirildi (Sekil 4.6). Buna gore 16 - 24
ve 24 - 48 saatlerde goriilen etkilerin karsilagtirilmasi gergeklestirildi. Her iki kargilastirmada
da 24 saat uygulamanin anlamli diizeyde daha diisiik hiicre canliligina neden oldugu
belirlendi. Ayrica 24-72 saatlerde goriilen canlibik degisiminde de 24 saat MOTS-c
uygulamasmin daha etkili oldugu sonucuna varildi (p<0.05). Bu sonuclar FHC hiicre
canlilig1 tizerine MOTS-c’nin 24 saatte maksimum etki sergiledigini, sonraki zamanlarda
(48 ve 72. saatlerde) bu etkinin ortadan kalktigin1 ve hiicre canliliginda anlamli artiglarin

gerceklestigini ifade edebiliriz.
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Sekil 4.6: 10 uM MOTS-c uygulamasindan sonra FHC hiicre canlilik diizeylerinin (%)
ardisik zaman donemleri arasindaki kiyaslama sonuglart. FHC hiicreleri ile muamele edilen
10 uM MOTS-c sonrasinda en diisiik hiicre canlilig1 24 saat sonra tespit edildi. (A: 16 ve 24.
saatler, B: 24 ve 48. saatler, C: 48 ve 72. saatler, D: 16-48. saatler, E: 16-72 saatlerde ve F:
24-72 saatlerde FHC hiicre canlilik diizeyleri. Ikili karsilastirmalar t-testi kullanilarak
yapildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05 diger gruba kiyasla).

4.1.4 SFU’nun FHC Hiicre Canhlig:1 Uzerine Etkileri

5-FU uygulamasindan 1-72 saat sonra hiicre canlilifinda meydana gelen degisimler Sekil
4.7°de gosterildi. 5-FU’nun uygulanan yiiksek iki dozu (50 ve 100 uM) FHC hiicre
canliligin1 16. saatten itibaren anlaml diizeyde etkiledi. 100 pM 5-FU uygulamas1 16, 24,
48 ve 72 saatlerde, 50 uM 5-FU uygulamasi ise 48 ve 72. saatlerde FHC hiicre canliliginda
anlaml dilizeyde azalmaya sebep oldu (p<0.05). 48 ve 72 saat uygulamalarda canlilig1

etkileyen 50 ve 100 uM dozlarn etki diizeyleri arasinda bir farklilik tespit edilemedi.
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Sekil 4.7: 5-FU uygulamasindan sonra FHC 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. Ikili karsilastirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+SD olarak

ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla diger gruplar)

FHC hiicrelerine uygulanan 100 uM 5-FU’nun etkin zaman noktasin1 belirlemek i¢in zaman
dilimleri ikili karsilagtirmalar ile degerlendirildi (Sekil 4.8). Buna gore 16 - 24, 24 - 48 ve
48 -72 saat uygulamalar arasinda anlamli bir farklilik belirlenmedi. 100 pM 5-FU
uygulamasi FHC hiicre canliligini en ¢ok 72 saat sonra etkiledi ve bu zaman dilimi ile 16 ve
24 saat uygulamalarinin sonuglart karsilastirildi. 16 - 72 ve 24 - 72 saatler arasindaki
karsilastirmada FHC hiicre canliliginin en ¢ok 72 saatlik uygulama sonrasi azaldig1 ve bu
azalmanin bu iki uygulama donemine gore (16 ve 24 saatlik uygulamalar) anlamh diizeyde
diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Bu sonuglar 5-FU uygulamasinin artan zamana bagh
olarak FHC hiicre canliliginda etkilerini siirdiirdiigiinli ve uzun siirelerde canlilik {izerine

daha etkili oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.8: 100 uM 5-FU uygulamasindan sonra FHC hiicre canlilik diizeylerinin (%) ardisik
zaman donemleri arasindaki kiyaslama sonuglari. FHC hiicreleri ile muamele edilen 100 uM
5-FU sonrasinda en diisiik hiicre canlilig1 24 saat sonra tespit edildi. (A: 16 ve 24. saatler, B:
24 ve 48. saatler, C: 48 ve 72. saatler, D: 16-48. saatler, E: 16-72 saatlerde ve F: 24-72
saatlerde FHC hiicre canlilik diizeyleri. Ikili karsilastirmalar t-testi kullanilarak yapilds.
Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05 diger gruba kiyasla).

MTT analizlerinden elde edilen sonuglar neticesinde, MOTS-c uygulamasi zamana bagh
olarak etkisinin degiskenlik gosterdigini soyleyebiliriz. Yapilan MTT analizinde Caco-2
(insan kolon kanseri hiicre serisi) hiicresine ve FHC (insan kolon hiicre serisi) hiicre serisine
uygulanan MOTS-c’nin farkli zaman dénemlerinde etkinlik sergiledigi belirlendi. MOTS-c
uygulamasindan 24 saat sonra Caco-2 ve FHC hiicrelerinde canlilik seviyesi onemli diizeyde
diisiiktii. Elde edilen veriler dogrultusunda MOTS-c’nin ve referans kanser ilac1 5-FU’nun
ICs0 degerlikleri etkin zaman donemi dikkate alinarak (Caco-2 ve FHC igin belirlenen 24.
Saat) hesaplandi ve Tablo 4.1°de gosterildi. Hiicrelerin TUNEL boyama ve Western blot

analizlerinde bilesiklerin elde edilen ICso degerleri kullanildu.
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Tablo 4.1: Hiicre serilerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU igin ICso degerlikleri (uM).

MOTS-c 5-FU
FHC (24 saat) 10.86 220.77
Caco-2 (24 saat) 10.74 192.2

4.2 Comet Analizlerinde Uygulama Siirelerinin ve Kullanilan Dozlarin Belirlenmesi

MTT analiz sonuglar dikkate alinarak MOTS-c’nin insan kanser hiicre serisi ve insan kolon

hiicresi lizerine anlamli etki sergiledigi muamele siireleri yukarida belirtildigi iizere

hesaplandi. MTT analizleri sonucunda Caco-2 ve FHC hiicrelerine uygulanan MOTS-c’nin

kolon kanseri hiicre serisinde (Caco-2) ve kolon epitel hiicresinde (FHC) 24 saatlik

uygulama sonrasinda canlilik seviyeleri diger zaman donemlerine kiyasla en diisiiktii. Comet

analizlerinde uygulama siiresi olarak belirlenen bu zamanlar kullanildi. Ayrica Comet

analizleri i¢in uygulanacak dozlar da MTT analizleri dikkate alinarak secildi. MTT analizleri

sonrasi canliligin en az %70 oldugu dozlar Comet analizlerinde kullanildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Comet analizlerinde kullanilan MOTS-c ve 5-FU bilesiklerinin doz bilgileri.

MOTS-c 5-FU
Secilen Hiicre =~ Canlilig1 | Secilen Doz | Hiicre ~ Canlilig
Doz (%) (%)
FHC (24 saat) 0.1 uyM 81.39+6.10 100 uM 79.97+5.22
Caco-2 (24 saat) 0.1 uM 81.18+4.11 100 uM 81.50+5.59
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4.2.1 Caco-2 Comet Analiz Sonuglari

Caco-2 hiicrelerine 24 saat uygulanan MOTS-c ve 5-FU’nun DNA hasarina etkileri Tablo
4.3’te, analize ait ornek gorseller de Sekil 4.9°da gosterildi. Uygulama sonrasinda, MOTS-
c’nin kontrole kiyasla DNA hasar parametreleri olan TL, TI ve TM seviyelerini arttirdig:
bulundu (p<0.05). Buna karsin 24 saatlik 5-FU uygulamasi Caco-2 hiicrelerinde DNA hasar

parametrelerini kismen arttirsa da bu degisim kontrole kiyasla anlamli degildi.

Tablo 4.3: Caco-2 hiicresi comet analiz sonuglari.

Caco-2 (24 | Kontrol MOTS-c 5-FU

saat)

TL (px) 7(4-43) 43 (11.5-99)* 22.5(5-53)

TI (px) 35001 (21539-62624) | 65701 (27486 - 165275.5)* | 39257.5 (19079.75
— 94665)

T™ (px) 0.41 (0.21-8.7) 4.58 (0.64 - 26.84)* 1.71 (0.28 - 8.98)

Sonuglar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi
kullanildi. Degerler ortanca (%25-%75) olarak verildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla
diger gruplar
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Sekil 4.9: Caco-2 hiicrelerinin MOTS-c ve 5-FU ile uygulamasindan 24 saat sonraki DNA
hasar diizeyleri. (A ve B: Kontrol hiicreler, C ve D: 24 saat MOTS-c uygulamasi sonrasi, E

ve F: 24 saat 5-FU uygulamasi sonrasi. X100)
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4.2.2 FHC Comet Analiz Sonuclari

MOTS-c ve 5-FU ile 24 saat muamele edilen FHC hiicrelerinin Comet analiz sonuglar1 Tablo

4.4’te, analize ait 6rnek gorseller de Sekil 4.10°da gosterildi. MOTS-c uygulamasindan sonra

FHC hiicrelerinin Comet analizlerinde TL, TI ve TM o6l¢iimlerinin kontrole kiyasla énemli

seviyede degismedigi goriildii. Buna karsin 5-FU uygulamas1 sonrasinda da DNA hasar

parametrelerinin iigli de kontrol grubuna kiyasla arttigi ve bu artislarin TM ve TL

parametrelerinde anlamh diizeyde gergeklestigi belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.4: FHC hiicresi comet analiz sonuglart.

FHC (24 | Kontrol MOTS-c 5-FU

saat)

TL (px) 18 (5 - 44) 16 (6 — 44) 35 (8 - 53)*

TI (px) 36493 (19857 - | 311715 (14665.75 — | 56650.5 (19342.75 —
84228) 69023.5) 121347.5)

T™ (px) 1.96 (0.30—10.89) | 2.22 (0.38 —11.11) 7.93 (0.65- 21.34)*

Sonuglar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi

kullanildi. Degerler Ortanca (%25-%75) olarak verildi. *p<0.05 kontrol grubuna kiyasla

diger gruplar
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Sekil 4.10: FHC hiicrelerinin MOTS-c ve 5-FU ile uygulamasindan 24 saat sonraki DNA

hasar diizeyleri. (A ve B: Kontrol hiicreler, C ve D: MOTS-c uygulamasi sonrasi, E ve F: 5-

FU uygulamasi sonrasi. X100)




4.3 TUNEL Analiz Sonuclar

Calisma kapsaminda MOTS-c ve 5-FU’nun |ICso dozlar, etkin zamana dikkate alindi. Etkin
doza uygun sekilde hiicre serilerine uygulandi. Sonuglar hiicre serileri i¢in degerlendirildi

ve asagida 6zetlendi.

4.3.1 Caco-2 Hiicreleri TUNEL Analiz Sonuclar:

MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerdeki TUNEL boyama sonuglari
Sekil 4.11°de gosterildi. Uygulamadan 24 saat sonra kontrol ve MOTS-c gruplarina kiyasla
5-FU uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicre sayis1 yiiksekti. Bu artis kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). MOTS-c uygulanan grupta ise kontrol
grubu ile benzer diizeyde TUNEL pozitif hiicre sayisi belirlendi ve bu durum istatistiksel

olarak anlamli degildi.

4.3.2 FHC Hiicreleri TUNEL Analiz Sonug¢lar

MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan 24 saat sonra gruplarin TUNEL analiz sonuglart Sekil
4.12°de verildi. Buna gére MOTS-c uygulamasindan sonra TUNEL pozitif hiicre sayisi
kontrol grubuna kiyasla bir miktar artis gosterse de bu degisim istatistiksel olarak anlamli
degildi. 5-FU uygulamasindan 24 saat sonra yapilan analizler bu bilesigin FHC hiicrelerinde
TUNEL pozitif hiicre sayisinda kontrole kiyasla artisa neden oldugunu gosterdi (p<0.05). 5-
FU uygulamas1 MOTS-¢’ uygulamasina kiyasla TUNEL pozitif hiicre sayisinda bir artisa

neden olsa da bu degisim anlamli diizeyde gergeklesmedi.
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Sekil 4.11: MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra Caco-2 hiicrelerinde TUNEL boyama
sonuglari. A) Uygulama sonrast gruplarin floresans mikroskop goriintiileri, 100X. B)
Uygulama sonrasinda belirlenen gruplarin TUNEL pozitif hiicre sayilart (%). Grup
ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi

kullanildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. PI: propidyum iyodiir.
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Sekil 4.12: MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan sonra FHC hiicrelerinde TUNEL boyama
sonuglari. A) Uygulama sonrast gruplarin floresans mikroskop goriintiileri, 100X. B)
Uygulama sonrasinda belirlenen gruplarin TUNEL pozitif hiicre sayilart (%). Grup
ortalamalar1 Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karsilastirmalarda Dunn testi

kullanildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. PI: propidyum iyodiir.
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4.4 Western Analiz Sonuclar:

4.4.1 Caco-2 Hiicresinde Protein Seviyelerindeki Degisimler

Caco-2 hiicrelerine uygulanan 5-FU sonrasinda p53 ve Bax protein diizeyleri kontrole
kiyasla yaklasik yiiksek bir oranda artisa neden oldu (Sekil 4.13 H ve J; p<0.05). 5-FU,
kaspaz-3 ifadesinde bir artisa neden olsada, bu degisim kontrole kiyasla anlamli degildi.
Bunlara ek olarak Bcl-2 ifadesi 5-FU uygulanan grupta énemli diizeyde diisiik bulundu
(Sekil 4,13 I; p<0.05). mTOR, TSC2, ULK1, AMPK, Akt ve Beclinl protein diizeylerinde

gozlenen degisimler ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli degildi.

Caco-2 hiicrelerine MOTS-c uygulamasindan 24 saat sonra, TSC-2 ve ULK1 protein
seviyeleri diger gruplara kiyasla yiiksek diizeydeydi. TSC2 protein ifadesinde meydana
gelen bu degisim kontrol grubuna kiyasla, ULK1 seviyesindeki artis ise 5-FU grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamliydi (Sekil 4.13 C ve D). Apoptoz yolaginda yer alan p53,
kaspaz-3, Bcl-2 ve Bax proteinlerinin diizeyleri MOTS-c uygulamasina bagli olarak kismen
degisim gosterse de bu meydana gelen farkliliklar kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (Sekil 4.13 H-J).

Bu sonuglar 5-FU’nun Caco-2 hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek hiicre 6liimiine neden

oldugunu gostermektedir. MOTS-c’nin ise TSC2/ULK1 aracili otofajiyi indiikleyerek

hiicresel sitotoksisiteye neden oldugunu soyleyebiliriz.
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Sekil 4.13: Caco-2 hiicrelerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU sonrasi belirlenen protein
seviyeleri. A: Western blot membran goriintiileri, B-J: Protein miktarlarinin grafiksel
gosterimi. Grup ortalamalart Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili
karsilagtirmalarda Dunn testi kullanildi. Veriler ortalama+SD olarak ifade edildi. *p<0.05

kontrol grubuna kiyasla diger gruplar, # p<0.05 5-FU grubuna kiyasla diger gruplar.

50



4.4.2 FHC Hiicresinde Protein Seviyelerindeki Degisimler

MOTS-c ve 5-FU uygulamasindan 24 saat sonra FHC hiicrelerindeki apoptoz ve otofajide
rol alan protein ifadelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.14’te gosterildi. 5-FU
uygulamasi sonrasinda p53 ifadesi kontrol grubuna kiyasla yaklasik 3 kat artt1 ve bu degisim
istatistiksel olarak anlamliydi (Sekil 4.14 H). Ayrica 5-FU, Bcl-2 ifadesini onemli olgiide
azaltt1 (Sekil 4.14 I; p<0.05) ve Bax ifadesinde ise kismen bir artisa sebep oldu (Sekil 4.14
J). Yapilan analizler 5-FU uygulamasinin FHC hiicrelerinde mTOR, TSC2, ULK1, AMPK,
Akt, Beclinl ve kaspaz-3 protein ifadelerinde anlamli bir degisime neden olmadigin

gosterdi.

FHC hiicrelerine MOTS-c uygulamasindan 24 saat sonra TSC2, ULK1 ve AMPK protein
seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde yiiksek bulundu (Sekil 4.14 C, D ve E).
MOTS-c uygulamasi sonrasinda mTOR ifadesi bir miktar artis gosterdi ve bu degisim
kontrol grubuna kiyasla anlamli degildi (Sekil 4.14 A). MOTS-c uygulamasi sonrasinda pro-
apoptotik (Bax ve kaspaz-3) ve anti-apoptotik (Bcl-2) protein seviyeleri kontrol grubuna
benzer diizeydeydi. Bu sonuglar MOTS-c¢’nin FHC hiicrelerinde de TSC2/ULK1 aracili

otofajiyi indiikleyerek hiicre 6liimiine sebep oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14: FHC hiicrelerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU sonrast belirlenen protein
seviyeleri. A: Western blot membran goriintiileri, B-J: Protein miktarlarinin grafiksel
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5. TARTISMA

MDP’ler hiicre metabolizmasinda 6nemli roller iistlenebilen bir biyoaktif protein ailesidir.
Tanimlanan sekiz MDP diyabet (Ramanjaneya vd. 2019), obezite (Merry vd. 2020), prostat
kanseri (Xiao vd. 2017) gibi hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli roller oynar. Bir MDP
olarak MOTS-c’nin konu alindig1 ¢aligmalar genellikle T2D ve obezite {izerine yogunlagmis
durumdadir. Oysaki MOTS-c’nin hiicresel enerji regiilsayonunda 6nemli bir rol iistlenen
AMPK ile mevcut iliskisi distiniildiigiinde (Lee vd. 2015), bu proteinin farkli siireclerde
onemli  roller {stlenebilecegi  disiiniilmektedir. AMPK’nin  hiicresel  enerji
diizenlenmesindeki rolii gbéz Oniine alindiginda, basta kanser olmak iizere metabolik
hastaliklar i¢in bu molekiiliin potansiyel bir terapotik olabilecegi varsayilabilir (Cool vd.
2006; Giordanetto ve Karis 2012). MOTS-c¢’nin AMPK seviyesini yiikseltmesi bu peptidin
kanser tedavisinde bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada MOTS-c’nin

kolon kanseri hiicreleri tizerine etkilerini gosteren ilk bulgular1 sunuyoruz.

Calismada MOTS-c uygulamasinin Caco-2 ve FHC hiicrelerinde, hiicre canlilik diizeyi
tizerine etkilerini MTT analizleri sonucu belirlendi. MOTS-c’nin uygulanan 10 uM dozu 24
saat sonra Caco-2 hiicre canliligini yaklasik olarak %40 azaltti. 5-FU’nun ise yiiksek doz
uygulamasi aynt zaman déneminde Caco-2 hiicre canliligini yaklasik olarak %20 inhibe etti.
Her iki bilesigin uzun dénem uygulamalari (72 saat sonra) Caco-2 hiicre canlilif1 {izerine
benzer seviyede etki sergiledi ve canlilik kontrol gruplarina kiyasla yaklasik olarak %20
daha disiiktii. FHC hiicrelerinde ise MOTS-c’nin uygulanan yiiksek dozu 24 saat sonra
canlilig1 yaklasik %35 azaltti. 5-FU’nun uygulanan yiiksek dozu ise bu hiicre serisinde
canliligit 24 saat sonra yaklasik %15 seviyesinde inhibe etti. Bilesiklerin 72 saat
inkiibasyonlar1 sonucunda MOTS-c’nin 5-FU’ya kiyasla FHC hiicreleri {izerine daha az
sitotoksik etki sergiledigi belirlendi. MOTS-c 72 saat sonra FHC hiicre canliligini1 yaklasik
%20 oraninda azaltirken, 5-FU uygulamasi hiicre canliliginda yaklasik olarak %40’lik bir
azalma meydana getirdi. Bu sonuglar MOTS-c’nin Caco-2 hiicrelerinde 5-FU’ya kiyasla
daha erken ve etkili bir sitotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir.

Cheah vd. 24 saat ve 48 saat boyunca Caco-2 hiicrelerinde 5-FU’nu sitotoksik etkisini
arastirdiklari caligmalarinda, bu bilesigin Caco-2 hiicrelerinin hiicre canliligi zamana ve doza
bagli bir sekilde inhibe ettigini rapor etmislerdir.  Arastirmacilar 100 pM 5-FU

uygulamasinin 24 saatte Caco-2 hiicrelerinde canliligi kontrol degerlerinin %88’ine ve 48
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saatte ise hiicre canlilifinda kontrol degerlerinin %70’ine kadar azaldigini bildirmektedir
(Cheah vd. 2014). Zheng vd. Caco-2 hiicrelerine uygulanan 5-FU’nun hiicre canliligini 36
saate kiyasla 48 saatte daha fazla etkiledigini ve sitotoksisitenin zamana bagli olarak
giiclendigini gostermistir (Zheng vd. 2019). Elde ettigimiz sonuglar 5-FU’nun uygulama
stiresine ile sitotoksik etkisi arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu gosterdi ve bu sonuglar

mevcut literatiirler ile uyumluydu.

Calismada MOTS-c ve 5-FU uygulamasinin muhtemel genotoksik etkileri Comet analizleri
yapilarak degerlendirildi. MTT analizleri sonrasi canliligin en az %70 oldugu dozlar hiicre
serilerine uygulandi. Sonuglarimiz MOTS-c uygulamasinin Caco-2 hiicrelerinde TL, TI ve
TM parametrelerini kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde arttirdigin1 ve genotoksisiteye
neden oldugunu gosterdi. FHC hiicrelerine uygulanan MOTS-c’nin ise DNA hasar diizeyi
kontrol grubu ile oldukca benzer seviyedeydi ve iki grup arasinda anlam yoktu. 5-FU
uygulamasi Caco-2 hiicrelerinde DNA hasarinda artisa neden olsa da analiz edilen
parametrelerdeki degisimler kontrol grubuna kiyasla anlamli degildi. Buna karigin 5-FU
uygulamasi 6nemli diizeyde FHC hiicrelerinde genotoksisiteye neden oldu ve bu degisim

kontrol grubuna kiyasla anlamli seviyedeydi.

Farkli hiicre gruplar iizerine uygulanan 5-FU, artan DNA hasan ile iliskilendirilmistir
(Mohapatra vd. 2011; Gomaa vd. 2015). Mohapatra vd. HCT-116 insan kolon kanseri hiicre
serisine uygulanan 5-FU’nun artan Comet uzunlugu ile sonuglandigini bildirmektedir
(Mohapatra vd. 2011). Diger bir ¢alismada arastirmacilar SW480 ve HCT-8 kolon kanseri
hiicre serilerine 5-FU’nun 12.5 ve 25 ng/ml dozlarin1 24 saat uygulamis ve sonug olarak 5-
FU’nun doza bagli olarak bu hiicrelerde TL, TM, TI ve tail DNA% seviyelerinde artisa neden
oldugunu gostermistir (Sun vd. 2016). Sonuglarimizla mevcut literatiirlerle uyumlu olarak
5-FU’nun hiicrelerde genotoksisiteye neden oldugunu ortaya koydu. MOTS-c’nin sadece
Caco-2 hiicrelerinde genotoksik etki sergilemesi, muhtemel bir tedavi durumunda saglikli

hiicreler tizerine olumlu bir 6zelligi olarak yansiyabilir.

MOTS-c ve 5-FU’nun belirlenen ICso dozlart TUNEL analizlerinde kullanildi ve boylelikle
bu bilesiklerin apoptotik hiicre oliimii iizerine etkileri belirlendi. MOTS-c uygulamasi
sonrasinda yapilan TUNEL analizleri, MOTS-c’nin TUNEL pozitif hiicre sayisin1 kontrole
kiyasla anlaml diizeyde degistirmedigini gosterdi. Buna karsin 5-FU’nun TUNEL pozitif

hiicre sayisini arttirdigini, bu artisin Caco-2 ve FHC hiicre hatlarinda anlamli diizeyde
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meydana geldigini belirledik. 5-FU tek basina veya diger terapétik ilaglarla kombinasyon
halinde, c¢esitli kanserlerin klinik tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. 5-FU g¢esitli
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek hiicre dliimiine sebep olur (Li vd. 2020). Kao vd.
HT-29, Colo 320DM, SW480 ve LoVo kolerektal karsinom hiicre serilerinde 5-FU
uygulamasinin apoptozu indiikledigini bildirmistir (Kao vd. 2012). Mevcut literatiirler
calisma sonuclarimizla paralellik gostermektedir. Sonuglarimiz MOTS-c’nin sitotoksik
etkisinin apoptotik siire¢lerden baska Oliim mekanizmalar1 ile gergeklesebilecegini, 5-

FU’nun ise belirgin sekilde hiicrelerde apoptoza sebep oldugunu gostermektedir.

Apoptozun igsel yolunun belirlenmesinde p53, Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 protein
seviyelerindeki degisimlerin belirlenmesi siirecin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi i¢in
onemlidir. Timor baskilayici p53, yaslanmanin diizenlenmesinde, hiicre dongiisiiniin
kontroliinde ve strese yanit olarak apoptozun indiiklenmesinde Onemli roller iistlenir
(Wawryk-Gawda vd. 2014; Wang vd. 2015). p53, Bcl-2 aile iiyelerinin ifadelerini
diizenleyerek intrinsik yol araciligiyla apoptozu kontrol eder (Zhang vd. 2021). Yaptigimiz
Western blot analizleri sonrasinda 5-FU uygulamasinin hiicre serilerinde p53 ve Bax protein
ifadelerinin artisiyla, buna karsin anti-apoptotik Bcl-2 protein ifadesinde ise azalmayla
sonuglandigini gosterdik. MOTS-c uygulamasinin ise hiicrelerdeki Bax, Bcl-2, kaspas-3 ve
p53 protein ifadelerini kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde degistirmedigini belirledik.
Bax/Bcl-2 protein orant mitokondriyal apoptozun Onemli bir belirteci olarak kabul
edilmektedir. Yapilan ¢alismalar 5-FU uygulanan kolon (Kao vd. 2012; Zou vd. 2012), mide
(Seo vd. 2011) ve meme (Ponce-Cusi ve Calaf 2016) kanseri hiicrelerinde pro-apoptotik Bax
ifadesinin arttigin1 ve anti-apoptotik protein seviyelerinin ise baskilanarak mitokondriyal
apoptotik yolagin aktivasyonuyla apoptozun indiiklendigini bildirilmektedir. Elde ettigimiz
bulgular ve mevcut bilgiler dogrultusunda kolon hiicre serilerinde 5-FU’nun apoptotik siireci
aktive ederek hiicre oliimiinii gergeklestirdigini géstermektedir. Buna karsin MOTS-c’nin
ise farkli hiicresel 6liim siirecleri aracili bir etki sergileyerek sitotoksik ortaya koydugunu

sOyleyebiliriz.

Otofaji aracili hiicre 6liimii besin yoksunlugu, reaktif oksijen tiirleri, DNA hasari, protein
kiimeleri, hasarli organeller veya hiicre i¢i patojenler gibi ¢ok ¢esitli streslere yanit olarak
ortaya ¢ikabilir (Levine ve Kroemer 2008; Kroemer vd. 2010). Otofaji indiiksiyonu, enerji
algilayan proteinler tarafindan yukari akista kontrol edilir. mTOR, bol miktarda besin

varhiginda otofajiyi kapatan ana inhibitér sinyalin onemli bir diizenleyicisidir. Artan
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AMP/ATP orani hiicresel enerji eksikliginin 6nemli bir belirtecidir ve bu durum AMPK’y1
aktive eden Onemli bir uyaricidir (Carling 2017). AMPK aktivasyonu hiicresel enerji
homeostazin1 korumak i¢cin ATP tiiketen (anabolik) yollar1 asagi regiile eder ve otofaji gibi
ATP iireten (katabolik) yollar1 yukar1 regiile eder. Ayrica AMPK aktivasyonu, mTOR un
tiimdrijenik etkilerini TSC1/TSC2 kompleksi yoluyla asagi regiile eder, boylece artan
apoptoz ve otofaji aracilt hiicre 6liimiine yol acar (Anwar vd. 2014). Buna ek olarak AMPK,
yukar1 akis otofaji faktdrlerini (ULK1 ve Beclinl gibi) fosforile ederek dogrudan otofajiyi
uyarir (Kroemer vd. 2010; Abada ve Elazar 2014; Mathiassen vd. 2017).

MOTS-c ve 5-FU’nun hiicre serilerine uygulamasinin ardindan AMPK aracili otofaji
siirecine etkilerini belirlemek i¢in ULK1, TSC2, mTOR ve Beclinl protein ifadelerinin
seviyelerini inceledik. Sonug¢larimiz MOTS-c uygulamasinin Caco-2 ve FHC hiicrelerinde
AMPK protein seviyesini kismen arttirdigini, FHC hiicrelerinde gozlenen artigin anlamli
seviyede oldugunu gosterdi. Ayrica MOTS-c TSC-2 ve ULKI protein ifadelerinde diger
gruplara kiyasla 6nemli diizeyde artisa neden oldu. Buna karsin MOTS-c uygulamasi mTOR
ve Beclinl ifadesinde bir farkliliga neden olmadi. 5-FU uygulamasi sonrasinda ise AMPK,
mTOR, ULKI1, TSC2 ve Beclinl protein diizeyleri kontrol ile benzer seviyedeydi. Elde
ettigimiz bu sonuclar MOTS-c’nin AMPK ifadesini arttirarak ULK1 ve TSC2 aracili
otofajiyi indiikledigini ve boylelikle sitotoksik etki ortaya koydugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismalar MOTS-C’nin enerji metabolizmasi, T2D, obezite, kardiyovaskiiler sistem
tizerinde rollerinin oldugunu ortaya koymustur. MOTS-c’nin AMPK aracili gen
regiilasyonunu diizenledigi ve bdylelikle hiicresel siireclerde onemli roller istlendigi
bildirilmektedir (Lee vd. 2015; Kim vd. 2018; Yin vd. 2020). AMPK ’nin basta kanser olmak
tizere bir¢ok patolojik durumda inhibe edildigini ve AMPK’nin aktivasyonunun hastaliklar
tedavi etmek i¢in faydali olabilecegi bildirilmektedir (Jeon 2016). Bu ¢alismada MOTS-
c’nin kolon kanseri hiicre serisinde otofaji aracili hiicre 6limiinii uyardigini bildiriyoruz.
Yapilacak in vivo caligmalar MOTS-c’nin gostermis oldugu bu etkinin daha iyi
anlagilmasina olanak saglayacaktir. Yapilacak kapsamli ¢alismalar sonrasinda MOTS-c’nin

kolon kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik aday olabilecegini diisiiniiyoruz.
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