
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MİTOKONDRİYAL-TÜREVLİ PEPTİD (MOTS-C)’İN 

İNSAN MEME KANSERİ HÜCRE SERİSİNDE 

ANTİKANSEROJENİK ETKİSİNİN BELİRLENMESİ:  

İN VİTRO BİR ÇALIŞMA 

 

Yavuz ERDEN 

 

FİZYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

Tez Danışmanı 

Prof. Dr. Süleyman SANDAL  

 

Doktora Tezi-2022 

 



 

 

 

T.C. 

İNÖNÜ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

MİTOKONDRİYAL-TÜREVLİ PEPTİD (MOTS-C)’İN İNSAN MEME 

KANSERİ HÜCRE SERİSİNDE ANTİKANSEROJENİK ETKİSİNİN 

BELİRLENMESİ: İN VİTRO BİR ÇALIŞMA 

 

 

 

 

Yavuz ERDEN 

 

 

 

 

Fizyoloji Anabilim Dalı 

Doktora Tezi 

 

 

 

 

Tez Danışmanı 

Prof. Dr. Süleyman SANDAL 

 

 

 

 

 

 

 

Bu çalışma Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Kurumu  

(Proje no: 318S235) tarafından desteklenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

MALATYA 

2022  



 

 

 

T.C. 

İNÖNÜ ÜNİVERSİTESİ 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdürlüğüne 

 

 

ETİK BEYANI 

 

İnönü Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tez Yazım Kurallarına uygun olarak 

Prof. Dr. Süleyman SANDAL danışmanlığında hazırlayıp sunduğum 

“MİTOKONDRİYAL-TÜREVLİ PEPTİD (MOTS-C)’İN İNSAN MEME KANSERİ 

HÜCRE SERİSİNDE ANTİKANSEROJENİK ETKİSİNİN BELİRLENMESİ: İN 

VİTRO BİR ÇALIŞMA” başlıklı Doktora tezim içinde elde ettiğim verileri, bilgileri, 

belgeleri akademik ve etik kurallar çerçevesinde elde ettiğimi, değerlendirme ve sonuçları 

bilimsel etik ve ahlak kurallarına uygun olarak sunduğumu, tezimde yararlandığım 

eserlere bilimsel kurallara uygun atıfta bulunarak kaynak gösterdiğimi, tezimin özgün 

olduğunu, tezimin çalışma ve yazımında patent ve telif haklarını ihlal edici bir 

davranışımın olmadığını, aksi bir durumda aleyhime doğabilecek tüm hak kayıplarını 

kabullendiğimi beyan ederim.       27/01/2022 

 

   

 

    

          Yavuz ERDEN 

              

  



 

 

 

İÇİNDEKİLER 

 

ÖZET .............................................................................................................................. vii 

ABSTRACT ................................................................................................................... viii 

SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ .................................................................... ix 

ŞEKİLLER DİZİNİ .......................................................................................................... x 

TABLOLAR DİZİNİ ...................................................................................................... xii 

1. GİRİŞ ............................................................................................................................ 1 

2. GENEL BİLGİLER ...................................................................................................... 4 

2.1. MOTS-c ..................................................................................................................... 4 

2.1.1. Biyokimyasal Yapısı ............................................................................................... 4 

2.1.2. MOTS-c’nin Doku Dağılımı ................................................................................... 5 

2.1.3. MOTS-c’nin Türler Arasında Korunumu ............................................................... 5 

2.1.4. MOTS-c’nin Fizyolojik Etkileri ............................................................................. 6 

2.2. Meme Kanseri ............................................................................................................ 7 

2.2.1. Epidemiyoloji .......................................................................................................... 8 

2.2.2. Tedavi Yaklaşımları ................................................................................................ 9 

2.4. Hücresel Ölüm Süreçleri ............................................................................................ 9 

2.4.1. Apoptoz ................................................................................................................... 9 

2.4.1.1. Apoptozun İçsel Yolu ........................................................................................ 12 

2.4.1.2. Apoptozun Dışsal Yolu ...................................................................................... 13 

2.5. Otofaji ...................................................................................................................... 14 

3. MATERYAL VE METOT ......................................................................................... 17 

3.1. Araştırmanın Yapıldığı Merkez ............................................................................... 17 

3.2. Çalışmada Kullanılan Hücre Serileri ve Kültür Ortamları ...................................... 17 

3.2.1. MCF-7 Hücre Serisi (ATCC HTB-22) ................................................................. 17 

3.2.2. MCF-10A Hücre Serisi (ATCC CRL-10317) ...................................................... 17 

3.3. Kültür Şartları .......................................................................................................... 18 

3.4. Hücre Kültürü .......................................................................................................... 18 

3.4.1. Hücrelerin Açılması .............................................................................................. 18 

3.4.2. Hücrelerin Alt Kültüre Alınması .......................................................................... 18 

3.4.3. Hücrelerin Stoklanması ......................................................................................... 19 

3.5. Bileşiklerin Hazırlanması ........................................................................................ 19 



 

 

 

3.6. Sitotoksisite Analizi ................................................................................................. 20 

3.7. Genotoksisite Analizi ............................................................................................... 21 

3.7.1. Analiz Öncesi Hazırlıklar ..................................................................................... 21 

3.7.2. Comet analizlerinin yapılması .............................................................................. 23 

3.8. TUNEL Analizi ........................................................................................................ 25 

3.9. Real Time PCR Analizleri ....................................................................................... 27 

3.9.1. Hücrelerin Büyütülmesi ve Bileşiklerle Muamelesi ............................................. 28 

3.9.2. Hücrelerden Total RNA İzolasyonu ve Miktar Tayini ......................................... 28 

3.9.3. cDNA Sentez Protokolü ........................................................................................ 28 

3.9.4. Real Time PCR analizi ......................................................................................... 29 

3.10. Protein Düzeylerinin Belirlenmesi ......................................................................... 29 

3.10.1. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması ................................................................... 29 

3.10.2. Örneklerin Hazırlanması ..................................................................................... 31 

3.10.3. Western Blot Analizleri ...................................................................................... 32 

3.11. İstatistiksel Analiz .................................................................................................. 34 

4. BULGULAR ............................................................................................................... 35 

4.1. MTT Analiz Sonuçları ............................................................................................. 35 

4.1.1. MOTS-c’nin MCF-7 Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri ......................................... 35 

4.1.2. 5-FU’nun MCF-7 Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri ............................................. 36 

4.1.3. MOTS-c’nin MCF-10A Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri .................................... 38 

4.1.4. 5-FU’nun MCF-10A Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri ......................................... 40 

4.2. Comet Analiz Sonuçları ........................................................................................... 43 

4.2.1. MCF-7 Comet Analiz Sonuçları ........................................................................... 43 

4.2.2. MCF-10A Comet Analiz Sonuçları ...................................................................... 45 

4.3. TUNEL Analiz Sonuçları ........................................................................................ 47 

4.3.1. MCF-7 Hücreleri TUNEL Analiz Sonuçları ........................................................ 47 

4.3.2. MCF-10A hücreleri TUNEL analiz sonuçları ...................................................... 47 

4.4. Real Time PCR Analiz Sonuçları ............................................................................ 50 

4.4.1. Akt mRNA İfadesindeki Değişimler .................................................................... 50 

4.4.2. AMPK mRNA İfadesindeki Değişimler ............................................................... 50 

4.4.3. Bax mRNA İfadesindeki Değişimler .................................................................... 51 

4.4.4. Bcl-2 mRNA İfadesindeki Değişimler ................................................................. 52 

4.4.5. Beclin1 mRNA İfadesindeki Değişimler .............................................................. 52 

4.4.6. Kaspaz-3 mRNA İfadesindeki Değişimler ........................................................... 53 



 

 

 

4.4.7. mTOR mRNA İfadesindeki Değişimler ............................................................... 54 

4.4.8. p53 mRNA İfadesindeki Değişimler .................................................................... 54 

4.4.9. TSC2 mRNA İfadesindeki Değişimler ................................................................. 55 

4.4.10. ULK1 mRNA İfadesindeki Değişimler .............................................................. 56 

4.5. Western Blot Analiz Sonuçları ................................................................................ 56 

4.5.1. MCF-7 Hücrelerinde Uygulamalar Sonrası Protein İfade Seviyeleri ................... 56 

4.5.2. MCF-10A Hücrelerinde Uygulamalar Sonrası Protein İfade Seviyeleri .............. 59 

5. TARTIŞMA ................................................................................................................ 61 

6. SONUÇ VE ÖNERİLER ............................................................................................ 66 

KAYNAKLAR ............................................................................................................... 67 

EKLER ............................................................................................................................ 78 

EK-1. Özgeçmiş .............................................................................................................. 78 

EK-2. Etik Kurul Belgesi ................................................................................................ 90 

 

 

  



 

 

 

TEŞEKKÜR 

 

Doktora tez çalışmama maddi destek sağlayan Türkiye Bilimsel ve Teknolojik 

Araştırma Kurumu’na (Proje No: 318S235) ve proje ekibinde görev alan kıymetli 

araştırmacılara, 

Tez araştırmamı destekleyen ve akademik gelişim sürecimin tüm aşamalarında 

katkı ve yardımlarını esirgemeyen tez danışmanım Sayın Prof. Dr. Süleyman 

SANDAL’a, Fizyolojinin temel ilkelerini öğrendiğim İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Fizyoloji Anabilim Dalı’ındaki tüm hocalarıma, çalışma süresince desteklerini 

esirgemeyen İnönü Üniversitesi Öğretim Üyesi Sayın Doç. Dr. Suat TEKİN’e,  

Hayatım boyunca benden desteğini, sevgisini ve sabrını esirgemeyen aileme, tez 

çalışmalarım süresince gösterdiği anlayış ve desteğinden dolayı sevgili eşim Dr. Öğr. 

Gör. Büşra AKSOY ERDEN’e, 

Sonsuz sevgi ve saygılarımı sunar, teşekkür ederim. 

 

Yavuz ERDEN 

 



 

vii 

 

ÖZET 

Mitokondriyal-Türevli Peptid (MOTS-c)’in İnsan Meme Kanseri Hücre 

Serisinde Antikanserojenik Etkisinin Belirlenmesi: İn vitro Bir Çalışma 

 

Amaç: Mitokondriyal-türevli peptid (MOTS-c), mitokondriyal DNA tarafından 

kodlanan ve AMP-aktive protein kinazı (AMPK) aktive ederek hücresel enerji 

metabolizmasında görev alan bir peptitdir. AMPK’nın diyabet, yaşlanma ve kanser gibi 

birçok patolojik durumda inhibe edildiği bildirilmektedir. AMPK’yı hedef alan yeni 

tedavi yaklaşımları söz konusu hastalıkların tedavisine katkı sağlayabilir. Bu çalışmayla 

MOTS-c’nin insan meme kanseri hücre serisi üzerine sitotoksik etkilerini biyokimyasal 

ve moleküler düzeyde açıklamayı amaçladık. 

Materyal ve Metot: Çalışmada MOTS-c ve referans ilaç 5-Florourasilin (5-FU) 

insan meme kanseri hücre serisi ve normal insan meme epitel hücre serisi (sırasıyla MCF-

7 ve MCF10A) üzerine uygulamaları farklı zaman dilimlerinde gerçekleştirildi. Hücre 

canlılığındaki değişimler 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromür 

(MTT) analizleri ile belirlendi. Peptidin DNA hasarı ve apoptotik hücre ölümü üzerine 

etkileri tek hücre jel elektroforez (Comet) yöntemi ve TUNEL analizleriyle araştırıldı. 

MOTS-c’nin apoptoz ve otofaji yolaklarında görev alan genler üzerine etkileri moleküler 

analizlerile saptandı.  

Bulgular: MOTS-c uygulamasından 72 saat sonra MCF-7 hücrelerinde canlılık 

önemli düzeyde azaldı (p<0.05). MOTS-c ve 5-FU uygulaması MCF-7 hücrelerinde 

DNA hasarına neden olurken, MCF-10A hücrelerinde ise her iki bileşiğin DNA hasarına 

neden olmadığı belirlendi. MOTS-c MCF-7 hücrelerinde AMPK, TSC2, ULK1 ve 

Beclin1 gen ifadelerini arttırdı ancak p53, pro-apoptotik Bax ve kaspaz-3 gen ifadelerini 

değiştirmedi. Bunun aksine 5-FU hücrelerde p53 ifadesini yukarı düzenledi ve Bax ve 

kaspaz-3 gen ifadelerini arttırdı, Bcl-2 gen ifadesini baskıladı. 

Sonuç: Bu sonuçlar 5-FU’nun apoptozdan kaynaklanan hücre ölümüne neden 

olduğunu, MOTS-c’nin ise AMPK, TSC2 ve ULK1 aktivasyonuyla sonuçlanan otofaji 

aracılı hücre ölümüne neden olduğunu gösterdi. Yapılacak çalışmalar sonrası klinik 

uygulamalarda MOTS-c’nin meme kanseri tedavisi için potansiyel bir terapötik aday 

olarak kullanılabileceğini düşünüyoruz. 

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 Beclin1 gene expressions in 

MCF-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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µl    : Mikrolitre 

µm    : Mikrometre 
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AICAR  : 5-Aminoimidazol-4-karboksamid ribonükleotid 

AMPK    : 5’ adenosin momofosfat ile aktive edilen protein kinaz 

APAF    : Apoptotik proteaz aktive edeci faktör 1 

CARD   : Kaspaz toplama alanı 

DMEM    : Dulbecco's Modified Eagle Medium 

ER    : Östrojen reseptör 

FBS    : Fetal sığır serumu 

gr   : Gram 

HER2    : İnsan epidermal büyüme faktörü reseptörü-2 

IAP    : Apoptoz Proteinlerinin İnhibitörleri 

MAPK   : Mitojenle aktive edilen protein kinaz 

mg    : Miligram 
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MPT    : Mitokondriyal geçirgenlik geçiş porları 

mtDNA     : Mitokondriyal DNA 

mTOR    : Rapamisin memeli hedefi 

ng    : Nanogram 
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PR    : Progesteron resepör 

sORF           : Mitokondriyal DNA kısa açık okuma çerçevesi 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser, milyonlarca insanı etkileyen önemli bir ölüm nedeni olmaya devam 

etmektedir ve anormal hücrelerin kontrolsüz bir şekilde büyümesi ve yayılmasından 

kaynaklanmaktadır. Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı tarafından yapılan 

tahminler, 2018 yılında dünya çapında 18,1 milyon yeni kanser vakası ve 9,6 milyon 

kanser ölümünün meydana geleceği ön görülmüştür (1). Yapılan araştırmalar ve gelişen 

teknoloji ile bu hastalık grubunun tedavisinde gün geçtikçe mesafe kaydedilmektedir. Son 

yıllarda, hastalara daha seçici ve daha az zarar veren yeni tedaviler oluşturmaya yönelik 

çabalar sarf edilmektedir. Buna rağmen, günümüzde cerrahi ve kemoterapi gibi mevcut 

tedaviler, nispeten düşük başarı oranlarına sahiptir ve aynı zamanda tedavi sonrası 

hastalığın tekrarlama riski vardır (2).  

Kanser tedavisinde kullanılan terapötikler, doğal ürünler, DNA-alkilleyici 

maddeler, hormon agonistleri/antagonistleri ve antimetabolitleri de içerisine alan geniş 

bir alanı kapsar.  Ancak bunların birçoğu, normal hücreler üzerine de istenmeyen etkiler 

oluşturmaktadır (3, 4). Kanser tedavisi için modellenen ilaçlar, normalde kontrolsüz 

bölünen kanser hücrelerini hedef alırken aynı zamanda normal memeli hücreleri üzerine 

de benzer etkiler sergiler. Sonuç olarak tedavi gören bu kişilerde kan hücrelerinin 

üretiminde azalma, sindirim sistemi üzerindeki enflamasyon süreçlerin meydana gelmesi 

ve saç dökülmesi gibi istenmeyen yan etkiler görülür (5). Dahası, terapötik olarak 

kullanılan bu bileşiklerin birçoğu hücre zarından geçtikten ve sitoplazmaya girdikten 

sonra, kanserli hücrelerde görülen bir direnç mekanizmasının ardından hücrenin dışına 

geri taşınırlar (6). Bütün bu istenmeyen durumların meydana gelmesi ve hücrelerin 

tedaviye karşı göstermiş olduğu direnç neticesinde, bilim insanları kanserin tedavisi için 

yeni yöntemlere ve ilaç tasarımına/geliştirilmesine yönelmişlerdir. Kanser tedavisinde 

yeni ilaçların ve biyoaktif molekülerin keşfine ek olarak, bunların kanser hücreleri 

üzerine moleküler etki mekanizmalarının ve biyouyumluluklarının (normal hücreleri 

korumaları) aydınlatılması oldukça önemlidir. Özellikle kanser karşıtı biyomoleküller 

yüksek düzeydeki biyouyumlulukları ile dikkat çeken moleküllerdir ve hedefe yönelik 

kanser tedavisi için umut vadetmektedir. Etkin bir tedavi için ilgili bileşiklerin hücresel 

etkilerini aydınlatmak, bu bileşiklerin hücrede hangi yollar/yolaklar üzerinden etkilerini 

ortaya koyduğunu belirlemek gerekmektedir.  
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Mitokondriyal-türevli peptid (MOTS-c), mitokondriyal DNA (mtDNA) 

tarafından kodlanan ve 16 aminoasitten oluşan bir peptiddir. İlk defa 2015 yılında 

tanımlanan bu peptid, mitokondri içerisinde lokalizedir. MOTS-c kemirgenlerin beyin, 

kas, karaciğer, kalp, böbrek, testis ve barsak dokularında ve insan plazmasında 

sentezlenir. Bu peptidin hem hücre üzerine otonom etkilere hem de dolaşımda hormonal 

etkilere sahip olduğu düşünülmektedir (7). MOTS-c hakkında yapılan az sayıda 

araştırma, bu peptidin özellikle hücresel metabolizmada önemli roller üstlenebileceğini 

bildirmektedir. Lee vd. MOTS-c’nin hücrede folat siklusunu ve de novo purin 

biyosentezini inhibe ettiğini bildirmektedir (7). Araştırmacılar MOTS-c’ye yanıt olarak 

hücrede 5-Aminoimidazol-4-karboksamid ribonükleotid (AICAR) seviyesinin arttığını 

ve bunun da AMP-aktive protein kinaz (AMPK) ifadesinde artış ve aktivasyonuna neden 

olduğunu göstermiştir. 

AMPK, hemen hemen tüm ökaryotik hücrelerde mevcut olan bir hücresel enerji 

sensörüdür ve artan AMP/ATP oranı, AMPK’yı harekete geçirir. Bu durum enerji 

tüketimini engeller ve hücrenin içindeki enerji homeostazını geri kazanmak için ATP 

üreten katabolik olayları tetikler (8, 9). Ancak AMPK’nın hücresel etkileri bu kadarla 

sınırlı değildir. Bazı araştırmalar, AMPK’nin çeşitli metabolik yolları düzenlediğini ve 

kanser tedavisi için potansiyel bir terapötik hedef olabileceğini belirtmiştir (10, 11). 

Kanser hücrelerinde normal hücrelerden farklı metabolik değişiklikler vardır ve AMPK 

kanserdeki bu düzensiz süreçleri önleyebilir. AMPK hücre büyümesi, hücre 

proliferasyonu, otofaji, stres tepkileri ve hücre polaritesi modülasyonu yoluyla tümör 

oluşumunu inhibe edebilir (9). AMPK’nin en iyi bilinen yollarından biri, tüberoz skleroz 

gen kompleksi (TSC1 / TSC2 kompleksi) ile gerçekleşir (12) ve bu da fosfinoidosit-3-

kinaz/Akt (PI3K-Akt) ve Ras-Raf-MEK-ERK sinyalizasyon yollarının akış yönünde 

aktive edilebilen mTOR (rapamisin memeli hedefi)’un aşağı-regülasyonuna yol açar (9, 

11). mTOR yolu, p53 ve p27 tümör baskılayıcıları üzerindeki etkisiyle apoptozisi bastırır 

ve UNC-51 benzeri kinaz 1’i (ULK1) ve ULK2’yi (ULK1/2; otofagozom formasyonu 

için gerekli bir anahtar sinyalleme kompleksidir) baskılayarak otofajiyi inhibe eder (9, 

13, 14). AMPK, mTOR’un bu etkilerini azaltarak, apoptoz ve otofaj aracılı hücre 

ölümlerinin artmasına neden olur. Ayrıca AMPK, mTOR’dan bağımsız olarak da ULK1 

ve ULK2’yi fosforile edebilir ve aktive olan bu proteinler otofajiyi tetikler. AMPK’nin, 

bazı insan kanserlerinin ve enflamatuar bozuklukların patofizyolojik ilerlemesine katkıda 

bulunan siklooksijenaz (COX)-2’nin ekspresyonunu azalttığı gösterilmiştir (9). Hücresel 
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enerji regülasyonunda kavşak bir konumda olan bu molekülün sergilediği metabolik 

etkiler, kanser tedavisinde kilit bir rol alabileceğini göstermektedir. 

Mevcut bilgiler, MOTS-c’nin hücredeki AMPK seviyesini arttırdığını ve kanser 

hücrelerinde AMPK’nın apoptoz ve otofaji yolaklarını modüle edebileceğini 

göstermektedir. Bu çalışma, MOTS-c’nin meme kanseri hücreleri üzerine muhtemel 

sitotoksik ve genotoksik etkilerini ortaya koyarak, hücre ölüm yolakları (apoptoz ve 

otofaji) üzerinde görev alan genlerin nasıl etkileneceğini belirlemek amacıyla yapıldı. 

Çalışma sonucunda söz konusu peptidin (MOTS-c) potansiyel bir antikanser etkisinin 

olup-olmadığı konusunda ilk bilgiler elde edildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. MOTS-c 

 

Mitokondri, hücresel değişiklikleri algılayan ve bunlara yanıt olacak mesajları 

çekirdek, endoplazmik retikulum, golgi aygıtı ve lizozomlar gibi diğer hücresel 

bileşenlere ileten önemli bir organeldir. Mitokondri ve çekirdek arasındaki etkileşim, her 

ikisi de hücresel genomun bir kısmını barındırdıkları için özel bir ilgi konusudur. 

mtDNA’da yalnızca 13 protein kodlayan gen bulunur ve bu da mitokondriyal proteinlerin 

>%98’inin nükleer genomda kodlanmasını gerektirir. Bununla birlikte, mtDNA’da 

kodlanan ve düzenleyici rollere sahip olan küçük peptitlerin veya mikroproteinlerin yakın 

zamanda keşfedilmesi (15), daha karmaşık bir mitokondriyal transkriptoma işaret 

etmektedir (16). Bu nedenle, genom taşıyan organeller arasındaki iletişim, hücresel 

faaliyetlerin devamını sağlamak adına muhtemelen gen ekspresyon düzenlemesini de 

içeren karmaşık bir süreçtir.  

Bir sinyal peptidi olan humanini kodlayan mtDNA’da kısa bir açık okuma 

çerçevesinin (sORF) tanımlanması, mtDNA’da ilave sORF’lerin olası varlığını akıllara 

getirmektedir. Yakın zamanda Lee vd. tarafından tanımlanmış olan MOTS-c (12S 

ribozomal RNA tip-c’nin mitokondriyal açık okuma çerçevesi), mitokondriyal genomdan 

kodlanan ve hücresel DNA üzerine etkiler gösteren önemli bir peptid olarak literatüre 

kazandırılmıştır.  

 

2.1.1. Biyokimyasal Yapısı 

 

MOTS-c, mitokondriyal 12S rRNA’da kodlanan ve 51 baz çifti ve 16 amino asit 

büyüklüğüne sahip bir peptitdir. Molekül ağırlığı 2174.61 Da’dır ve amino asit dizisi 

“Met-Arg-Trp-Gln-Glu-Met-Gly-Tyr-Ile-Phe-Tyr-Pro-Arg-Lys-Leu-Arg” şeklindedir. 

mtDNA tarafından ifade edilen MOTS-c’nin sentezi sitoplazmada gerçekleşir (17). 

MOTS-c’nin mitokondriyal translasyonunun şematik gösterimi Şekil 2.1’de sunulmuştur. 
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Şekil 2.1. MOTS-c peptidinin açık okuma çerçevesi (17) 

 

2.1.2. MOTS-c’nin Doku Dağılımı 

 

İnsanda ve kemirgenlerde, dolaşımda (plazma) ve çeşitli dokularda MOTS-c’nin 

varlığı gösterilmiştir. Dolaşımda MOTS-c’nin tespit edilmesi, bu peptidin sadece hücre 

içerisinde gen regülasyonunda görev almadığını, aynı zamanda bir sinyal peptidi olarak 

kan aracılığıyla başka doku ve organlarda gen ifadesini düzenleyebileceğini 

göstermektedir. Lee vd. özellikle açlık durumunda metabolik olarak aktif ve 

mitokondriden zengin dokularda (iskelet kası ve testisler) ve ayrıca plazmada MOTS-

c’nin endojen ekspresyonunu düştüğünü, homeostatik dokularda ise (beyin ve kalp gibi) 

kararlı bir düzeyde bulunduğunu bildirmektedir (17). 

 

2.1.3. MOTS-c’nin Türler Arasında Korunumu 

 

Mitokondri ökaryotik hücrelerde evrenseldir (18). Memeli mtDNA’sı, 

mitokondriyal translasyon için kilit olan iki ribozomal RNA genini (12S ve 16S rRNA) 

ifade eder. Filogenetik ağaç boyunca çok çeşitli mtDNA dizileri mevcuttur ve 12S ve 16S 

rRNA genleri tür tanımlaması için moleküler belirteçler olarak kullanılır (19). 

Mitokondriyal genom, nükleer genoma kıyasla nispeten daha yüksek bir değişim hızına 

sahiptir. Bu durum muhtemelen daha yüksek mutasyon oranı ile açıklanabilir. Bununla 

birlikte, mitokondriyal 12S ve 16S rRNA’daki bazı bölgeler türler arasında yüksek oranda 

korunmuştur. MOTS-c’nin ilk 11 amino asit kalıntısı (toplam 16 amino asit), 14 memeli 

türünde yüksek oranda korunmuştur (17). Farklı canlı türlerine özgü MOTS-c’nin sekans 

dizilim karşılaştırması Şekil 2.2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.2. MOTS-c’nin farklı türlerde çoklu peptit dizisi hizalaması  (17) 

 

2.1.4. MOTS-c’nin Fizyolojik Etkileri 

 

Lee ve ark. MOTS-c’yi metabolik homeostazın mitokondriyal kodlu düzenleyicisi 

olarak tanımladıkları çalışmalarında, MOTS-c’nin farelerde yaşa bağlı kas insülin 

direncini ve diyete bağlı obezite/insülin direncini tersine çevirdiğini bildirmiştir. Ayrıca 

araştırmacılar bu peptidin hücresel glikoz, nükleotid ve yağ asidi metabolizmasını 5’ 

adenosin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) ve folat döngüsü üzerinden 

düzenlediğini ortaya koymuştur (17). Bu çalışma MOTS-c’nin özellikle hücresel ve 

hormonal etkiler sergileyerek enerji metabolizmasında ve homeostazında görevler 

üstlendiğini gösteren ilk verileri literatüre kazandırmıştır. Sonrasında yapılan 

çalışmalarda MOTS-c’nin obez olmayan yetişkin kişilerde insülin duyarlılığına pozitif 

katkı sağladığı (20), buna karşın obez erkek çocuklarda/ergenlerde dolaşımdaki MOTS-

c seviyesinin düşük olduğu ve bu kişilerde MOTS-c’nin insülin direnci ve obezite ile 

negatif korelasyon gösterdiği bildirilmiştir (21). Bunlara ilave olarak MOT-c ve diyabet 

arasındaki muhtemel ilişkiyi inceleyen verilerde mevcuttur. Ramanjaneya vd. Tip 2 

diyabet (T2D) hastalarında önemli ölçüde azalmış serum MOTS-c seviyesini 

bildirmektedir. Araştırmacılar ayrıca serum MOTS-c seviyesinin, HbA1c ve yaş ile 

negatif korelasyon gösterdiğini rapor etmektedir (22). 
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MOTS-c ve AMPK arasındaki ilişkiyi irdeleyen birçok çalışma, bu peptidin 

sadece enerji metabolizmasında görevli olmadığının kanıtlarını literatüre kazandırmıştır. 

Kim vd. mitokondriyal genomda kodlanan MOTS-c’nin çekirdeğe yer değiştirdiğini ve 

glikoz kısıtlamasına yanıt olarak aralarında nükleer faktör eritroid 2-ilişkili faktör 2 gibi 

antioksidan tepki elemanlarınında bulunduğu çok sayıda geni regüle ettiğini gösterdi (23). 

Bu sonuç MOTS-c’nin metabolik strese karşı hücresel stres direncini artırabileceğini 

göstermektedir. Diğer bir çalışmada farelerde formalinle indüklenen nosisepsiyon üzerine 

MOTS-c’nin koruyucu rolü incelenmiştir. Yin vd. yaptıkları bu araştırmada MOTS-c ile 

tedavi sonrasında fare serum pro-inflamatuar sitokin seviyelerinin önemli ölçüde 

azaldığını ve anti-inflamatuar sitokin seviyelerinin ise yükseldiğini ortaya koymuştur. 

Çalışma 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 sergilediği bildirilmektedir (24). Diğer çalışmalarda ise söz konusu 

peptidin dönüştürücü büyüme faktörü-beta (TGF-β) aracılı hücresel süreçlere aracılık 

ettiği ortaya konmuştur. MOTS-c, TGF-β/SMAD yolu aracılığıyla tip I kollajen 

sentezlemek için osteoblastları destekler (25) ve kemik mezenkimal kök hücrelerinin 

osteojenik farklılaşmasına katkı sunar (26, 27). Bu sonuçlar MOTS-c’nin nükleer gen 

düzenlenmesinde önemli bir kavşak olan AMPK aracılı farlı birçok moleküler ve 

fizyolojik süreçte rol alabileceğini göstermektedir. Bu alanda yapılan yeni çalışmalar ile 

söz konusu peptidin hücresel ve sistemsel fizyolojik süreçlerdeki farklı rolü/rolleri 

aydınlatılabilir.  

 

2.2. Meme Kanseri 

 

Meme kanseri, tümör morfolojisi, moleküler özellikler ve klinik yanıtta geniş 

çeşitlilik gösteren heterojen bir hastalıktır. İnvaziv duktal karsinom, tümörlerin yaklaşık 

%70’ini oluşturan en yaygın meme kanseri türüdür ve tümörlerin yaklaşık %15-20’si 

invaziv lobüler karsinomlardır. 

Hem moleküler hem de histolojik kanıtlara dayanarak, meme kanseri üç gruba 

ayrılabilir: (A) Hormon reseptörü (östrojen reseptörü (ER) veya progesteron reseptörü 

(PR)) eksprese eden meme kanseri alt tipleri, (B) insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü 2’yi (HER2) eksprese eden kanseri alt tipleri ve (C) bu reseptörleri eksprese 

etmeyen üçlü negatif meme kanseri alt tipi (28, 29). Meme kanseri alt tipleri Tablo 2.1’de 

özetlenmiştir. 
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  Tedavi yaklaşımları meme kanserinin moleküler özelliklerine dayanmalıdır. ER, 

PR ve HER2 ekspresyon durumunun değerlendirilmesi, klinik karar vermede uzun 

yıllardır kullanılmaktadır. Tümör moleküler alt tipleri daha sonra, örneğin prognostik 

multigen sınıflandırıcılar bazında, en azından lümen A, luminal B, HER2 ile 

zenginleştirilmiş ve bazal benzeri sınıflandırmaları türetmek üzere tanımlanmıştır.  

 

Tablo 2.1. Meme kanseri alt tipleri (30) 

 

Meme kanseri alt 

tipi 
Reseptör profili 

Alt tip 

prevalansı 
Alt katagoriler 

Hormon pozitif 
ER+ ve/veya 

PR+ 
%60 Luminal A & B 

HER2 pozitif HER2+ %20 - 

Üçlü negatif meme 

kanseri 

ER-, PR- ve 

HER2- 
%10-20 

Bazal benzeri 1 (BL-1), bazal 

benzeri 2 (BL-2), 

immünomodülatör (IM), 

mezenkimal (M), mezenkimal 

kök hücre benzeri (MSL) ve 

luminal androjen reseptörü 

(LAR) 

 

 

2.2.1. Epidemiyoloji 

 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen malignitedir ve akciğer ve kolon kanseri 

ile dünya genelinde en sık görülen üç kanserden biridir.  2018’de dünya çapında tahmini 

2.1 milyon yeni meme kanseri vakası görülürken, bu yıl içerisinde meme kanserinden 

627.000 ölüm meydana geldi (31). 2017 yılı verilerine göre Ülkemizde kadınlarda 

görülen kanserlerin yaşa göre standardize edilmiş hızları sıralamasında meme kanseri 

47.7 (Dünya Standart Nüfusu, 100.000 Kişide) ile ilk sırada yer almaktadır (32). 

Yaşamları boyunca her sekiz ila on kadından birinin meme kanserine 

yakalanacağı öngörülmektedir (33). Kuzey Amerika ve Avrupa Birliği (AB) gibi 

gelişmişlik düzeyi yüksek popülasyonlarda meme kanserinden ölüm oranı azalmıştır ve 

bu azalma çoğunlukla erken teşhis ve etkili sistemik tedavilere bağlanabilir. Bununla 
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birlikte, kısmen son teknoloji tanı ve tedaviye erişim eksikliği nedeniyle meme kanseri 

hala az gelişmiş ülkelerde kanserden ölümlerin en yaygın nedenidir (31).   

 

2.2.2. Tedavi Yaklaşımları 

 

Meme kanserinin başladığı kesin mekanizmalar net değildir (34). Hormon 

reseptör ifade eden meme kanseri, meme kanserinin en yaygın türüdür ve gelişmiş 

ülkelerde yalnızca menopoz öncesi kadınlarda meme kanseri vakalarının %60-70’ini 

oluşturur. Bu nedenle hormonoterapi en sık kullanılan tedavi yaklaşımıdır (35). En sık 

kullanılan ilaçlar östrojen blokeri olarak tamoksifen, ovaryumdan hormon üretimini 

engelleyen letrozol, anastrozol ve eksemestan gibi aromataz inhibitörleridir (36). HER2+ 

olan meme kanseri hastaları için standart tedavi, anti-HER2 monoklonal antikor ve 

kemoterapinin kombinasyon tedavisidir (37). Üçlü negatif meme kanseri türlerinin 

tedavisi, diğer meme kanseri gruplarına kıyasla en zorlu tedavidir. Bu grup için standart 

tedavi kemoterapidir. Alternatif tedavi kemoterapi ve vasküler endotelyal büyüme 

faktörüne (VEGF) karşı rekombinant insanlaştırılmış monoklonal antikor olan 

bevacizumab kombinasyon tedavisi olabilir (28, 38). Mevcut duruma ek olarak tedavi 

sürecinin iyileştirilmesi/hızlandırılması için araştırmacılar çok sayıda yeni bileşik ve 

güncel tedavi yaklaşımları tanımlamaktadır. Tedavide kullanılan terapötiklerin sağlıklı 

hücrelere düşük düzeyde etki gösteren istenilen en önemli özelliktir. 

 

2.4. Hücresel Ölüm Süreçleri 

 

Hücre ölümü, fazla ve istenmeyen hücreleri yok ederek organizmanın iç 

homeostazisinin korunmasında önemli bir rol oynar. Hücreler genellikle apoptoz olarak 

bilinen kaspaz bağımlı bir yol kullanarak hayatlarını sonlandırır. Bunun yanı sıra gelişim 

ve homeostaz sırasında meydana gelen nekroptoz (programlanmış nekroz olarak da 

adlandırılır) ve otofajiye bağlı hücre ölümleri de bu dengenin korunmasında önemli roller 

üstlenir (39).  

 

2.4.1. Apoptoz 

 

Apoptoz sözcüğü ilk kez 1972 yılında Kerr, Wyllie ve Currie tarafından 

morfolojik olarak farklı bir hücre ölümü tipini tanımlamak için kullanılmıştır (40). 
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Apoptoz, bir hücrenin büyümesini ve bölünmesini durdurduğu ve bunun yerine, 

içeriğinin çevreye dökülmeden hücrenin kontrollü ölümüyle sonuçlanan bir sürece girdiği 

yoldur. Apoptoz, bazen programlanmış hücre ölümü (veya daha yaygın olarak hücresel 

intihar) olarak da adlandırılır. Apoptozun başlaması, kaspazlar olarak bilinen bir dizi 

sistein-aspartik proteazın aktivasyonuna bağlıdır. Başlatıcı kaspazlar ve uygulayıcı 

kaspazlar olmak üzere iki kategoride kaspazlar vardır (41, 42).  

Hücre hasarı tespit edildiğinde, başlatıcı kaspazlar (kaspaz 8 ve 9) aktif olmayan 

prokaspazlardan aktive edilir ve cellat kaspazlarını (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive etmeye 

devam eder. Cellat kaspazların aktivasyonu, endonükleazların aktivasyonundan DNA 

parçalanması, nükleer proteinlerin ve hücre iskeletinin yok edilmesi, proteinlerin çapraz 

bağlanması, fagositik hücreler için ligandların ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin 

oluşumu ile sonuçlanan bir olaylar dizisi başlatır (43, 44). Apoptozda, ölü hücrenin 

içeriğini bulunduran apoptotik cisimler, apoptotik hücreyi çevreleyen diğer hücreler 

tarafından fagosite edilir (41). Bu davranış öncelikle hücre kültüründe gözlenmesine 

rağmen, makrofajlar gibi in vivo hücreler genellikle apoptotik hücreleri parçalanmadan 

önce çıkarır. Bu, yaralanan dokunun çevrelenmesiyle sonuçlanır ve sonuç olarak 

çevredeki hücrelere ikincil hasar riskini azaltır. 

Apoptoz süreci, çok hücreli organizmalarda yüksek oranda korunur ve genetik 

olarak kontrol edilir. Apoptoz, hücre içi bir dizi sensörün görev aldığı ve hücrenin kendi 

hasarını tespit etmesiyle başlatılan içsel yol (intrinsik) mekanizmasıyla gerçekleşebilir. 

Öte yandan, diğer bir mekanizma olan dışsal yolda (ekstrinsik) bağışıklık sisteminin bir 

hücresi ile hasarlı bir hücre arasındaki etkileşim sonucu apoptoz başlayabilir (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3. Apoptotik sinyal yolakları (45). (Ekstrinsik yolağın aktivasyonu için dışsal 

ölüm sinyallerine ihtiyaç vardır. Ölüm reseptörü aktivasyonu öncü kaspazların 

(kaspaz 8 veya kaspaz 10) aktivasyonu ile sonuçlanır. Bunun sonucunda 

prokaspaz -3,-6 ve -7 aktif formları olan kaspaz -3, -6 ve -7’ye dönüşür. Sonuç 

olarak hücre apoptoza uğrar. İntrensik uyarılar mitokondri zar geçirgenliğini 

arttırır ve sitokrom c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 salınımı gerçekleşir. 

Sitokrom c ve Apf1 etkileşerek pro-kaspaz 9’u aktive eder ve sonuçta kaspaz 

3 aktive olur. Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 bağımsız olarak kaspaz 3 ve kaspaz 

9’u aktifleştirir ama bu apoptoz için tek başına yeterli değildir.)  
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2.4.1.1. Apoptozun İçsel Yolu 

 

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen içsel yol, hücre içinde birden 

fazla hedef üzerinde hareket eden çeşitli uyaranları içerir. Apoptozun bu formu, 

mitokondriden salınan faktörlere bağlıdır ve pozitif veya negatif uyarınlara yanıt olarak 

başlatılır. Negatif sinyaller, hücrenin yakın çevresinde sitokinlerin, hormonların ve 

büyüme faktörlerinin yokluğundan kaynaklanır. Bu hayatta kalma yanlısı sinyaller 

olmadan, normal olarak inhibe edilen puma, noxa ve bax gibi hücre içindeki pro-

apoptotik moleküller aktif hale gelir ve apoptozu başlatır. Apoptozu başlatan diğer 

faktörler doğada pozitiftir ve hipoksiye, toksinlere, radyasyona, reaktif oksijen türlerine, 

virüslere ve çeşitli toksik ajanlara maruz kalmayı içerir (46).  

Apoptozun içsel yolunu kontrol eden başlatıcı kaspaz, kaspaz 9’dur.  Bu molekül 

apoptoz başlangıcında adaptör bir protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktör 1 

(APAF1)’e bağlanır. Apoptotik olmayan bir hücredeki APAF1 genellikle, kaspaz 

toplama alanı (CARD) bloke edilecek ve aynı zamanda bir CARD alanı içeren procaspaz 

9 ona bağlanamayacak şekilde katlanır. Apoptoz, pozitif veya negatif uyaranlarla 

indüklendiğinde, mitokondriyal membranda değişiklikler tetiklenir ve bunun sonucunda 

mitokondriyal geçirgenlik geçiş porları (MPT) açılır. MPT gözenek açıldıktan sonra, 

proapoptotik proteinler (sitokrom c, Smac/Diablo ve HtrA2/Omi dahil) mitokondriden 

sitoplazmaya sızabilir ve apoptozu aktive edebilir (47). Sitokrom c, APAF1 

monomerlerinin WD alanına bağlanarak apoptozu indükler. Bu APAF1’de deoksi 

ATP’yi bağlayabilen bir nükleotid bağlama ve oligomerizasyon alanını açığa çıkaran bir 

konformasyonel değişiklikle sonuçlanır. Bu bağlanma, APAF1’de hem CARD’ını hem 

de oligomerizasyon alanlarını açığa çıkaran ek bir konformasyonel değişikliği indükler, 

böylece birkaç APAF1’in apoptozom olarak bilinen bir kompleks halinde birleşmesine 

izin verir (48). Apoptozom, açık merkezinde birkaç CARD alanını içerir ve bu alanlar 

birkaç procaspaz 9 proteinini toplar ve aktive eder. Bu aktive edilmiş kaspaz 9 enzimleri, 

apoptozu indükleyebilen cellat procaspaz 3’ü aktif kaspaz 3 formuna dönüştürür (47). 

Smac/Diablo ve HtrA2/Omi, apoptoz proteinlerinin inhibitörlerini (IAP) inhibe ederek 

apoptozu başlatmaya yardımcı olur. Buna karşın sitokrom c salınımı olmaksızın, IAP’leri 

tek başına inhibe etmek apoptozu başlatmak için yetersizdir (49).  
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2.4.1.2. Apoptozun Dışsal Yolu 

 

Apoptozun ölüm reseptörü yolu olarak da bilinen dışsal yol, doğal öldürücü 

hücreler veya makrofajlardan salınan ölüm ligandlarının hedef hücre zarındaki ölüm 

reseptörlerine bağlanması sonrasında gerçekleşen kaspaz 8’in aktivasyonu sonucu 

başlatılır (50). 

Apoptoz ölüm reseptörleri, tümör nekroz faktörü (TNF) süper ailesinin üyeleridir 

(Tablo 2.2) ve bu reseptörler kendilerine özgü bir ölüm ligandına sahiptir (51, 52). 

Uyaranlar reseptöre bağlandıktan sonra, reseptörün sitoplazmik ucunda bulunan ölüm 

indükleyici (DED) alan, adaptör protein FADD ile prokaspaz-8 proteinlerini bir araya 

getirir ve ölüm indükleyici sinyal kompleksine (DISC) oluşumu tamamlanır. Birkaç 

prokaspaz 8 monomerinin DISC’e alınması, bunların dimerizasyonu ve aktivasyonu ile 

sonuçlanır. Sonuçta ortaya çıkan kaspaz 8, iki farklı alt-yoldan apoptozu indükleyebilir. 

İndüklenen alt yol, hücrelerin tip I veya tip II hücreler olarak sınıflandırılmasına bağlıdır 

(53). Tip I hücrelerde kaspaz 8, cellat kaspazları doğrudan böler ve bu nedenle doğrudan 

apoptozu başlatır. Tip II hücrelerde, IAP’ler, mitokondriden salınan proteinler tarafından 

inhibe edilmediği sürece, cellat kaspazlarının doğrudan kaspaz 8 aktivasyonunu inhibe 

eder (54).  

Aktif kaspaz-8’in önemli hedefleri arasında BID proteini yer almaktadır. BID’nin 

kesilimi sonrasında tBID’in mitokondrinin dış zarında yerleştiği ve BH3 bölgesi 

aracılığıyla, anti-apoptotik BCL-2 ve/veya BCL-XL proteinlerinin denetleyici görevini 

inhibe edip, mitokondrinin dış zarında Bax/Bak oluşmasını sağlamaktadır (55). Bu 

aşamada oluşan kanallardan sitokrom c salımı gerçekleşir ve dış yolaktan başlayan 

apoptoz sinyakli mitokondriyal apoptotik yolak ile birleşir.  

Apoptozu etkileyen bu mekanizmanın yanında, DISC’nin çalışmasına apoptozu 

önleme göreviyle bağlanan FLIP proteinleri de mevcuttur. Bu proteinlerin bağlanması 

prokaspaz-8’in DISC kompleksinde aktif formunun oluşumunu engeller. Bu şekilde ölüm 

reseptörleri aracılığıyla tetiklenen apoptoz engellenmiş olur (56).  
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Tablo 2.2. İnsan ölüm reseptörleri ve ligantları (52) 

 

Ölüm reseptörleri Ölüm ligantı 

TNF reseptör 1 (TNFR1) TNF 

CD95 (Fas ve APO-1 olarak da bilinir) CD95-ligantı (Fas-L olarak da bilinir) 

Ölüm reseptör 3 (DR3) TLIA 

TNF ile ilişkili apoptoz indükleyici 

ligant reseptörü 1 (TRAIL-R1, aynı 

zamanda DR4 olarak da bilinir) 

TRAIL (Apo2-L olarak da bilinir) 

 

 

2.5. Otofaji 

 

Otofaji, endojen veya eksojen kaynaklı sitoplazmik materyali bozunma 

(degradasyon) için lizozoma ileten süreçtir. Makrootofaji (otofaji olarak isimlendirilir), 

mikrootofaji ve şaperon aracılı otofaji olarak bilinen üç ana otofaji formu vardır. 

Mikrootofaji, sitozolik kargo bileşenlerinin membran invaginasyonları yoluyla doğrudan 

lizozoma transferini içerir. lizozomal membran boyunca KFERQ benzeri motif içeren 

proteinlerin seçici translokasyonunu içerir (39). 

Otofajinin baskın işlevi, temel hücresel bileşenleri geri dönüştürerek stres/besin 

sınırlamasının ardından hücre hayatta kalmasını teşvik etmektir (57, 58). Otofajiyi 

genetik veya kimyasal olarak bloke etmek, genellikle stres koşulları altında hücrelerin 

ölümünü teşvik eder (59). Bununla birlikte, belirli şartlar altında otofaji ayrıca hücre 

ölümüne de yol açar (60).  

Otofajik hücre ölümünde, hücre ölüm sürecinin erken safhasında, sitoplazmada 

otofagozomların ve otolizozomların birikimi gözlenmektedir (Şekil 2.4). Evrimsel olarak 

iyi bir şekilde korunan otofaji süreci, orijinal olarak mayada genetik taramalardan 

tanımlanan Otofajiyle-ilişkili (Autophagy-related; Atg) genler tarafından kodlanan 

moleküler bir makine tarafından gerçekleştirilir (61-63). Otofaji yolu, besin eksikliği 

(açlık) ve enerji yükü kaybı başta olmak üzere, farklılaşma, nörodejeneratif hastalıklar, 

stres, enfeksiyon ve kanser gibi fizyolojik ve patolojik süreçlerle de ilişkili olarak 

düzenlenir (64-66). Açlık, bir multiprotein kompleksi olan mTORC1’de bulunan 

mTOR’un inhibisyonu yoluyla otofajiyi indükler. Besinler veya büyüme faktörleri 

tarafından uyarılmaya yanıt olarak, mTORC1, ULK1, ATG13, ATG101 ve FIP200’ü 
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(RB1CC1) içeren bir makromoleküler substrat kompleksini negatif olarak düzenler ve bu 

da otofaji baskılanmasıyla sonuçlanır (67-69). Otofajiyi uyaran enerji tükenmesi, kısmen 

AMPK aktivasyonu yoluyla mTORC1’i inhibe ederek, otofajide önemli bir başlangıç 

adımı olan ULK1’in aktivasyonuna yol açar (70, 71).  

Otofaji ayrıca sınıf III fosfatidilinositol-3-kinaz (VPS34) ve bir dizi ilave uyarıcı 

veya engelleyici çekirdek düzenleyici protein (ATG14L, UVRAG, Ambra1 ve Rubicon) 

ile bağlantılı Beclin 1’den oluşan bir multiprotein kompleksi tarafından da düzenlenir 

(72). Prootofajik uyaranlara yanıt olarak, bu kompleks tarafından artan fosfatidilinositol-

3-fosfat (PI3P) üretimi, otofagozom oluşumunu düzenler (72, 73). Beclin 1 kompleksi, 

PI3K/Akt yolu tarafından (74) ve ayrıca antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (75) ile 

bağlanma etkileşimleri sonucu negatif düzenlemeye tabidir. Fagofor oluşumunun 

ardından, otofagozom zarının uzaması, iki ubikuitin benzeri konjugasyon sisteminin 

etkisini gerektirir. Bunlar (i) Atg5-Atg12 konjugasyon sistemi ve (ii) mikrotübül ile 

ilişkili protein-1 hafif zincir 3 (LC3, Atg8) konjugasyon sistemi (76, 77). Atg4B, 

LC3B’nin proformunu sitozolik serbest formuna (LC3-I) dönüştürür. Memelilerde, LC3-

I’in (ve diğer Atg8 homologlarının) fosfatidiletanolamin-konjuge ve otofagozom 

membran bağlantılı formuna (yani, LC3-II) dönüştürülmesi, otofajide bir başlangıç 

adımıdır (78-80). Otofajideki son adım, hücresel bileşenlerin parçalanması/geri 

dönüşümü için bir otolizozom oluşturmak üzere otofagozomun lizozomla füzyonudur 

(81). 
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Şekil 2.4. Makrootofaji (otofaji) sürecini ve ana düzenleyici mekanizmaların şematik 

gösterimi (82). mTOR ve AMPK önemli metabolik sensörlerdir ve hücre 

ömrünün belirleyicilerindendir. Otofajide mTOR bir inhibitör olarak ve AMPK 

bir aktivatör olarak görev yapar. Otofaji başlangıcında, sitoplazmik materyal 

(otofajik kargo), fagofor adı verilen fincan şeklindeki bir yapı ile çevrelenir. 

Daha sonra otofagozomlar olarak adlandırılan çift zarlı veziküller meydana 

gelir ve bunlar asidik lizozomlarla kaynaşarak sitoplazmik materyalin 

bozulacağı otolizozomları oluşturulur. Otofaji, (1) başlatma, (2) zar 

çekirdeklenmesi ve fagofor oluşumu, (3) fagofor genişlemesi, (4) lizozomla 

füzyon ve (5) bozunmayı içeren kompleks bir olaydır. Bu süreç otofaji ile ilgili 

proteinler (ATG’ler) olarak adlandırılan çoklu proteinler tarafından düzenlenir.  

 

  



 

17 

 

3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Araştırmanın Yapıldığı Merkez 

 

Çalışma, İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı laboratuvarları 

ile Bartın Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü 

laboratuvarında gerçekleştirildi.  

 

3.2. Çalışmada Kullanılan Hücre Serileri ve Kültür Ortamları 

 

Hücre serileri, laboratuvar araştırmalarının birçok alanında ve özellikle kanser 

araştırmalarında in vitro modeller olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Birçok kanser 

türü için sunulan hücre serileri kanser araştırmalarının başlangıcında önemli bir modeldir. 

Çalışmamızda insan meme kanseri epitel hücre serisi (MCF-7) ve sağlıklı insan meme 

epitel hücresi (MCF-10A) kullanıldı. 

 

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

 

Çalışmada meme kanseri modeli olarak MCF-7 hücreleri kullanıldı. MCF-7 

hücreleri için besleme medyumu olarak yüksek glikozlu Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM; Katalog No: DMEM-HA; Capricorn Scientific GmbH, Almanya) 

kullanıldı. Ham medyum içerisine %10 fetal sığır serumu (FBS; Katalog No: S181G-500; 

Serox GmbH, Almanya), %1 penisilin-streptomisin solüsyonu (Katalog No: 03-031-1B; 

Biological Industries, İsrail), 0.01 mg/ml insan rekombinant insülini (Humulin-R, Lilly, 

ABD) ve %1 esansiyel olmayan amino asit çözeltisi (Katalog No: P08-32100; Pan 

Biotech GmbH, Almanya) ilave edildi. Hazırlanan besleme medyumu 0.22 µm por çapına 

sahip vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No: 343001; NEST Biotechnology, Çin) 

süzüldü ve MCF-7 hücreleri için bütün deneysel basamaklarda kullanıldı. 

 

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

 

MCF-10A hücre serisi, tümörojenik olmayan bir meme epitel hücre serisidir. 

MCF-10A hücreleri için besleme medyumu olarak DMEM/Ham’s F-12 (Katalog No: 
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DMEM-12-A; Capricorn Scientific GmbH, Almanya) kullanıldı. Ham medyum içerisine 

%10 FBS (Katalog No: S181G-500; Serox GmbH, Almanya), 20 ng/ml insan epidermal 

büyüme faktörü (Katalog No: PHG0311L; 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 solüsyonu (Katalog No: 03-031-1B; Biological Industries, İsrail), 0.01 

mg/ml insan rekombinant insülini (Humulin-R, Lilly, ABD) ilave edildi. Hazırlanan 

besleme medyumu 0.22 µm por çapına sahip vakum filtrasyon sisteminden (Katalog No: 

343001; NEST Biotechnology, Çin) süzüldü ve MCF-10A hücreleri için bütün deneysel 

basamaklarda kullanıldı. 

 

3.3. Kültür Şartları 

 

Tüm hücre serileri inkübatörde (Model No: 3131, Thermo Fisher Scientific, AD), 

standart koşullar altında (37 °C, %5 CO2,) kültüre edildi. Çalışmaların her adımı steril 

ortamın muhafazası için biyolojik emniyet kabini (Model No: BIF2000; Bilser, Türkiye) 

içerisinde gerçekleştirildi.  

 

3.4. Hücre Kültürü 

 

3.4.1. Hücrelerin Açılması 

 

Hücre vialleri, sıvı azot tankı içerisinden çıkartıldıktan sonra 37 °C sıcaklığa 

ayarlı su banyosu içerisinde hızlıca çözüldü. 15 ml’lik falkon tüpleri içerisine bir miktar 

besleme medyumu konuldu ve viallerdeki hücreler kısa bir pipetaj yapıldıktan sonra 

tüplere transfer edildi. Tüpler 1500 rpm’de 8 dakika santrifüj edildi ve üst faz 

uzaklaştırıldı. Hücre peleti üzerine 1-2 ml medyum aktarıldı ve pipetaj yapıldıktan sonra 

hücreler 25 cm2 kültür flasklarına ekildi ve inkübatöre alındı. Hücrelerin haftada iki defa 

besi ortamları değiştirildi.  

  

3.4.2. Hücrelerin Alt Kültüre Alınması 

 

Flasktaki hücreler yaklaşık %80 yoğunluğa ulaştığında pasajlama işlemi yapıldı. 

Öncelikle medyumları aspire edilen flaskların tabanları bir defa fosfat tamponu (PBS; 
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Katalog No: L0615-500; Biowest, Fransa) ile yıkandı. Hücrelerin üzerine 3 ml Tripsin-

EDTA solüsyonu (Katalog No: 325-043-EL, Wisent Inc., Kanada) eklendi ve flakslar 5-

10 dakika inkübatöre bırakıldı. Flask tabanından kalkan hücrelerin üzerine tripsin-EDTA 

solüsyonu kadar medyum eklendi ve hücreler bir falkon tüpüne toplandı. 1500 rpm’de 8 

dakika santrifüjden sonra tüpün içerisindeki üst faz atıldı ve hücre peleti bir miktar 

medyum içerisinde yeniden süspanse edildi. Hücre miktarının belirlenmesinde tripan 

mavisi kullanıldı ve hücre sayımı bir inverted mikroskop (Optec BSD400, Çin) 

aracılığıyla gerçekleştirildi. Hücreler daha sonra 75 cm2 kültür flasklarına ekildi (yaklaşık 

2x106 hücre) ve inkübatöre alındı. Hücrelerin haftada iki defa besi ortamları değiştirildi. 

 

3.4.3. Hücrelerin Stoklanması 

 

Çalışma kapsamında olası kontaminasyon riskine karşı hücrelerin dondurularak 

stoklanması işlemleri de gerçekleştirildi. Bu kapsamda pasaj işlemi sonrası sayılan 

hücreler (yaklaşık 2x106 hücre) 1 ml dondurma medyumu (besleme medyumu + %10 

DMSO) içerisinde süspanse edildi ve cryoviale alındı. Vialler içerisinde 2-propanol 

bulunan hücre dondurma kabına alınarak -80 °C’ye bırakıldı. Hücre dondurma kabı vial 

içerisindeki sıcaklığı 1 °C/dakika düşürerek daha kontrollü bir hücre dondurma süreci 

oluşturmaktadır. Ertesi gün -80 °C’de bulunan vialler sıvı azot tankı içerisine transfer 

edildi. 

 

3.5. Bileşiklerin Hazırlanması 

 

Çalışma kapsamında MOTS-c (Katalog No: 9697-1; BioVision, ABD)’nin 0.001, 

0.01, 0.1, 1 ve 10 µM ve referans ilaç 5-Fluorourasil (5-FU; Katalog No: F6627-1G; 

Sigma-Aldrich, Almanya)’in 1, 5, 25, 50 ve 100 µM’lık konsantrasyonları kullanıldı. 

Öncelikle her iki bileşiğin yüksek konsantrasyonları (MOTS-c 10 µM ve 5-FU 100 µM) 

besleme medyumları içerisinde hazırlandı ve bu stoklar 0.22 µm enjektör filtresi 

kullanılarak süzüldü. Sonrasında bileşiklerin diğer konsantrasyonları hazırlanan 

stoklardan seyreltilerek elde edildi.     
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3.6. Sitotoksisite Analizi 

 

Bileşiklerin hücre serileri üzerine muhtemel sitotoksik etkisi, sitotoksisitenin 

değerlendirilmesinde yaygın bir yöntem olan 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

Difeniltetrazolyum bromür (MTT) analizleri ile gerçekleştirildi (83). MTT analizi, hücre 

canlılığının, çoğalmasının ve sitotoksisitenin bir göstergesi olarak hücresel metabolik 

aktiviteyi ölçmek için kullanılır. Bu kolorimetrik tahlil, metabolik olarak aktif hücreler 

tarafından sarı bir tetrazolyum tuzu olan MTT’nin mor formazan kristallerine 

indirgenmesine dayanır (84, 85). Canlı hücreler, MTT’yi formazana indirgeyen 

NAD(P)H’ye bağlı oksidoredüktaz enzimleri içerir (86). Formazan kristalleri, bir 

çözündürme solüsyonu kullanılarak çözülür ve elde edilen renkli solüsyon bir 

spektrofotometre kullanılarak optik yoğunluğu belirlenir ve canlılık düzeyi hesaplanır 

(Şekil 3.1). 

 

 

 

Şekil 3.1. MTT’nin canlı hücrelerde kimyasal reaksiyon sonucu formazona dönüşmesi 

(A) ve 96 kuyucuklu plakada optik yoğunluğun görseli (B). 
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Çalışmada öncelikle 96 kuyucuklu plakalara (Katalog No: 92096; TPP, İsviçre) 

hücre ekimi (her bir kuyucuğa 15x103 hücre) yapıldı. Ertesi gün kuyucuklardaki 

medyumlar uzaklaştırıldı ve hazırlanan bileşiklerin uygulamaları yapıldı. Plakalar 1, 8, 

16, 24, 48 ve 72 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonrası kuyucuklardaki 

medyumlar uzaklaştırıldı ve 0.5 mg/ml konsantrasyonda hazırlanan MTT (Katalog No: 

M2128; Sigma-Aldrich, Almanya) solüsyonundan 50 µl pipetlendi. 3 saat inkübasyondan 

sonra MTT solüsyonu kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve 100 µl dimetil sülfoksit (DMSO) 

her bir kuyucuğa eklendi. Kuyucuklardaki hücrelerin optik densisiteleri ELISA plaka 

okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda okutuldu. Kontrol 

kuyucuklarından elde edilen absorbans değerlerinin ortalaması alındı ve bu değer %100 

hücre canlılığı olarak değerlendirildi. Kuyucuklardaki hücrelerin optik densisiteleri 

ELISA plaka okuyucuda (Thermo MultiskanGo, ABD) 570 nm dalga boyunda okutuldu 

(83). Kontrol kuyucuklarından elde edilen absorbans değerlerinin ortalaması alındı ve bu 

değer %100 hücre canlılığı olarak değerlendirildi. Referans ilaç ve MOTS-c uygulanan 

kuyucuklardan elde edilen absorbans değerleri, kontrol absorbans değerine oranlandı ve 

yüzde canlılık değerleri hesaplandı.  

 

3.7. Genotoksisite Analizi 

 

Tek hücre jel elektroforez (Comet) yöntemi, ökaryotik hücrelerde DNA iplik 

kopmalarını ölçmek için kullanılan bir yöntemdir. Bu yöntemde mikroskop lamı üzerinde 

agaroz içine gömülü hücreler, nükleer matrise bağlı süper sarmal DNA döngüleri içeren 

nükleoidler oluşturmak için deterjan ve yüksek tuz ile parçalanır. Yüksek pH’da 

elektroforez, floresan mikroskobu ile gözlemlenen ve kuyruklu yıldızlara benzeyen 

yapılarla sonuçlanır. Kuyruklu yıldızın başa göre yoğunluğu, DNA kırılmalarının 

düzeyini yansıtır (87). 

 

3.7.1. Analiz Öncesi Hazırlıklar 

 

a) Lizis çözeltisinin hazırlanması 

 

2.5 M NaCl    146.1 gr   

100 mM EDTA   37.2 gr    

10 mM Tris-Base   1.2 gr    
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Bileşikler tartıldıktan sonra 900 ml dH2O içerisinde çözüldü ve bu şekilde stok 

solüsyon hazırlandı. Çalışmada kullanılacak lizis solüsyonu için stok solüsyondan 89 ml 

alındı ve üzerine 10 ml DMSO ile 1 ml Triton-X ilave edildi (toplam hacim 100 ml, 

pH:10).  

 

b) Alkali elektroforez solüsyonunun hazırlanması 

 

10 N NaOH çözeltisi : 200 gr NaOH 500 ml dH2O’da çözüldü. 

200 mM EDTA : 14.89 gr EDTA 200 ml dH2O’da çözüldü. 

 

1X Alkali elektroforez solüsyonunu hazırlamak için 30 ml 10 N NaOH ve 5 ml 

200 mM EDTA alındı ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandı (pH>13). 

 

c) Nötralizasyon solüsyonunun hazırlanması 

 

0.4 M Tris-Base  48.5 gr 

dH2O    1000 ml 

 

Öncelikle tartılan Tris bileşiği 600 ml dH2O çözüldü ve pH’sı 7.5’e ayarlandı. 

Sonra hacim 1000 ml’ye tamamlandı. 

 

d) Etidyum bromür solüsyonunun hazırlanması (10X) 

 

Etidyum bromür  10 mg 

dH2O   50 ml 

 

1X çalışma solüsyonu hazırlamak için 1 ml stok solüsyondan alındı ve üzerine 9 

ml dH2O eklendi. 

 

e) Mikroskop lamlarının normal melting agaroz (NMA) ile kaplanması 

 

2 gr NMA (Katalog No: 2267.4; Carl Roth GmbH, Almanya) tartıldı ve 250 ml’lik 

bir beher içerisine alındı. Üzerine 200 ml dH2O konuldu (son konsantrasyon %1) ve 

mikrodalga cihazında NMA eritildi. Sonrasında hazırlanan çözelti ısı proplu bir manyetik 
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karıştırıcı üzerine alındı ve sıcaklık 85 °C’ye ayarlandı. Mikroskop lamları NMA içerisine 

2-3 saniye süreyle daldırıldı ve sonrasında lamların alt tarafı bir peçete ile silindi. Lamlar 

düz bir zemin üzerinde, oda sıcaklığında ve karanlık bir ortamda kurutuldu.   

 

f) Low melting agaroz (LMA) çözeltisinin hazırlanması 

 

%1’lik LMA (Katalog No: BP165-25; Fisher BioReagents, Belçika) PBS 

içerisinde eritildi. Çözelti 1 ml ependorf tüplere pay edildi ve bu örnekler kullanılıncaya 

kadar 4 °C’de saklandı. Çalışma öncesi tüpler blok ısıtıcıya alındı ve LMA’nın erimesi 

için sıcaklık 65 °C’ye ayarlandı. Tüpler içerisindeki LMA eriyince ısıtıcının sıcaklığı 35 

°C’ye getirildi. 

 

3.7.2. Comet analizlerinin yapılması 

 

DNA hasar analizi, Singh vd. tarafından belirtilen alkali Comet  analiz yöntemine 

göre belirlendi (88). Comet analizlerinde, MTT analizleri sonrası canlılığın yaklaşık %70 

olduğu dozlar (89) ve bileşiklerin canlılık üzerine etkili olduğu inkübasyon süreleri 

kullanıldı (Tablo 3.1.).  

İlk olarak hücreler 6 kuyucuklu plakalara (Katalog No: 92006; TPP, İsviçre) 

ekildi. Ertesi gün MOTS-c ve 5-FU uygulaması gerçekleştirilen plakalar inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon süresi sonrasında kuyucuklardaki medyumlar uzaklaştırıldı ve 

hücreler iki defa 37 °C sıcaklıktaki PBS ile yıkandı. Kuyucuklara 1 ml soğuk PBS eklendi 

ve bir kazıyıcı yardımıyla hücreler ependorf tüplere toplandı ve hücreler sayıldı. 

Örneklerdeki hücre miktarı belirlendikten sonra 10 µl’de 10x103 hücre üzerine %1’lik 80 

µl LMA ile karıştırıldı. Hücre+LMA karışımı NMA kaplı lamlara aktarıldı ve lamel ile 

kapatılarak preparatlar hazırlandı. Hazırlanan preparatlar 4 ℃’de 15 dakika bekletildi ve 

böylelikle LMA’nın donması sağlandı. Lameller dikkatli bir şekilde lamlardan sıyrıldı ve 

bir dikey şale içerisine yerleştirildi. Şale içerisine hazırlanan soğuk lizis solüsyonu 

konuldı ve 4 ℃’de 1 saat lizis işlemi gerçekleştirildi. Sonrasında lamlar yatay 

elektroforez tankı (Cleaver Scientific, İngiltere) içerisine aynı yönde yerleştirildi. 

Lamların üzerlerini örtecek düzeyde soğuk alkali elektroforez solüsyonunu konuldu ve 

sonrasında 25 voltta (maksimum 300mA) 20 dakika elektroforez gerçekleştirildi. 

Elektroforez sonrası lamlar 3 defa 5 dakika süreyle nötralizasyon solüsyonuyla yıkandı. 

Her bir preperat 20 dakika etidyum bromür ile boyandı. Preparatlardaki arka planın 
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netliğini arttırmak ve fazla boyayı uzaklaştırılması için lamlar soğuk PBS içerisinde kısa 

süreli bekletildi ve üzerleri tekrardan lamel ile kapatıldı. Hücre DNA’sında meydana 

gelen hasar floresans mikroskopta (Zeiss Axioscope A1, Almanya) incelendi (Şekil 3.2.). 

Skorlama işlemi TriTek Comet Score programı kullanılarak yapıldı. Her lamdan rastgele 

en az 25 hücre sayıldı, grupların tail intensity (TI), tail lenght (TL) ve tail moment (TM) 

parametreleri belirlendi. TI, TL ve TM parametrelerinde meydana gelen değişimler DNA 

hasarının varlığını ve oranını ortaya koymamızı sağladı. Deneysel çalışmalar karanlık 

ortamda gerçekleştirildi.  

 

Tablo 3.1. Comet analizlerinde kullanılan doz ve inkübasyon süreleri 

 

Hücre serileri 

MOTS-c 5-FU 

Seçilen 

Doz 

Hücre Canlılığı 

(%) 

Seçilen Doz Hücre 

Canlılığı (%) 

MCF-7 (72 saat) 0.1 µM 68.18±2.47 5 µM 68.86 ± 2.38 

MCF-10A (72 saat) 1 µM 72.37±0.42 50 µM 75.12±2.51 
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Şekil 3.2. Comet deneyinin basamakları. Slaytların hazırlanması (A), elektroforez (B,C), 

DNA hasarının floresans mikroskopla görüntülenmesi (D) ve görüntülerin 

bilgisayar yazılımı ile analizi (E,F). 

 

3.8. TUNEL Analizi 

 

Terminal deoksinükleotidil transferaz deoksinükleotitlerin (dUTP) çentik-uç 

etiketleme (TUNEL) yöntemi, DNA parçalanmasının saptanmasına olanak sağlayan bir 

yöntemdir. TUNEL analizlerinde kullanılan ve bir endonükleaz olan terminal 



 

26 

 

deoksinükleotidil transferaz (TdT) yöntemin temelini oluşturur. Bu enzim modifiye 

edilmiş dUTP DNA zincir kırıklarının serbest -OH terminaline eklenmesini katalize eder 

ve böylelikle DNA kırıklarına işaretli nükleotidler bağlanır (90). TUNEL analizi, 

programlanmış hücre ölümünün sonraki aşamalarında hücre süspansiyonlarından, yapışık 

hücre dizilerinden ve dokulardan apoptotik hücrelerin saptanması ve miktarının 

belirlenmesi için standart histokimyasal yöntemlerden biri olarak kabul edilebilir (91, 92).  

MTT analizlerinden elde edilen sonuçlar doğrultusunda, etkin zaman aralığında 

hücrelere uygulanan MOTS-c ve 5-FU bileşiklerinin IC50 değerlikleri hesaplandı (93). 

Elde edilen bu dozlar TUNEL analizi, Real Time PCR ve Western Blot çalışmalarında 

kullanıldı.  

Çalışmamızda TUNEL analizleri için Tunel Assay Kit-FITC (Katalog No: 

ab66108; Abcam, İngiltere) kullanıldı. Hücreler 8 kuyucuklu kültür slaytlarına (Katalog 

No: 230108; NEST Biotechnology, Çin) ekildi ve 24 saat inkübasyon sonrasında MOTS-

c ve 5-FU’nun belirlenen dozları ile muamele edildi. İnkübasyon süresi sonrasında 

kuyucuklardaki medyumlar çekildi ve hücreler PBS ile iki defa yıkandı. PBS’de 

hazırlanan %4 paraformaldehit (pH:7.4) solüsyonu ile oda sıcaklığında 15 dakika fikse 

edilen hücreler, sonrasında %0.1 Triton X-100 ile muamele edildi ve bu şekilde hücre 

geçirgenliği sağlandı. Kit protokolüne göre hazırlanan TUNEL reaktifi (Tablo 3.2) ile 1 

saat 37 °C’de inkübasyon sonrası yıkama işlemleri yapıldı. Son olarak hücre çekirdekleri 

yine analiz kiti ile gelen propidyum iyodür (PI) ile 30 dakika süreyle boyandı. Kuyucuklar 

slayttan ayrıldı ve lamel kapatılarak hazırlanan preparatlar floresans mikroskop altında 

görüntülendi. 

 

Tablo.3.2. TUNEL boyama solüsyonunun hazırlanması 

 

DNA etiketleme solüsyonu 1 örnek 

Reaksiyon tamponu 10 µl 

TdT enzimi 0.75 µl 

FITC-dUTP 8 µl 

dH2O 32.25 µl 

Toplam hacim 51 µl 
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3.9. Real Time PCR Analizleri 

 

MOTS-c ve 5-FU uygulamalarından sonra bütün hücre hatlarında hücre ölüm 

süreçlerinde roller üstlenen gen ifadelerinde meydana gelen değişimler gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyon analizleri (Real Time PCR) ile belirlendi. Analizlerde mRNA 

ifadeleri ilgili gene spesifik primerler kullanılarak belirlendi. Çalışmalarda kullanılan 

primer dizilimleri Tablo 3.3’te sunuldu. 

 

Tablo 3.3. Çalışmada kullanılan genlere ait primer dizi bilgileri 

 

Gen Oligonükleotid Dizisi Gen Bank Numarası 

Beta-aktin 
F   AGCAAGGGCATCCTCACC 

NM_001101.5 
R   ACAGGGATAGCACAGCCTGGA 

Bax 
F   GACATTGGACTTCCTCCGGGA 

NM_001291428.2 
R   ACAAAGATGGTCACGGTCTGC 

Bcl-2 
F   TGGACAACATCGCCCTGTGGA 

NM_000633.3 
R   TCACTTGTGGCCCAGATAGGC 

Beclin-1 
F   TCTCGCAGATTCATCCCCCCA 

NM_003766.4 
R   ATCCACATCTGTCTGGCCCGA 

Akt-1 
F    CAACACCTTCATCATCCGCTG 

NM_005163.2 
R    CGACCGGAAGTCCATCTCCTC 

AMPK 
F    AGTTCCTGGAGAAAGATGGCG 

NM_006251.5 
R   CCTACCACATCAAAGCTCCGA 

Caspase-3 
F    GCTCCTAGCGGATGGGTGCTA 

NM_004346.4 
R    GATTTCAAGGCGACGCCAACC 

mTOR 
F    GCCAATGAGAGGAAAGGTGGC 

NM_004958.4 
R    AGCGGTAAAAGTGTCCCCTGC 

p53 
F    AAACCTACCAGGGCAGCTACG 

AB082923.1 
R    CTCACAACCTCCGTCATGTGC 

TSC2 
F    TCTGTTGGGACTGGGAACAAC 

NM_000548.5 
R    GGATGCGATTGTTGAGGCCAC 

ULK1 
F    GGCTTCTGCACAGCAAAGGCA 

NM_003565.4 
R    TGATGACCTCGGGGGCCATGT 
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3.9.1. Hücrelerin Büyütülmesi ve Bileşiklerle Muamelesi 

 

25 cm2’lik kültür flasklarında büyütülen hücreler MOTS-c ve 5-FU ile muamele 

edildi. Sonrasında PBS ile yıkanan hücreler hücre kazıyıcı kullanarak kaldırıldı ve 

DNase, RNase içermeyen tüplere toplandı. Tüpler 2000 rpm’de, 4 °C’de 10 dakika 

santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Hücre peletlerini içeren tüpler buz üzerine alındı.  

 

3.9.2. Hücrelerden Total RNA İzolasyonu ve Miktar Tayini 

 

Hücrelerdeki total RNA, EZ-10 Spin Column Total RNA Miniprep Kit (BioBasic, 

Kanada) kullanılarak elde edildi. İzolasyon kiti ile birlikte gelen lizis solüsyonundan 0.5 

ml tüpler içerisinde konuldu ve yavaş bir şekilde pipetaj yapıldı. Tüpler üzerine ½ hacim 

miktarınca (0.25 ml) etanol eklendi ve ependorf tüpler elle alt üst edilerek karıştırıldı. 

Tüpler içerisinde bulunan bütün karışım 2 ml’lik spin kartüj içeren koleksiyon tüplerine 

alındı ve tüpler oda sıcaklığında 30 saniye boyunca 12000×g’de santrifüj edildi. Kolona 

0.5 ml “RW Solüsyonu” eklendi ve sonrasında oda sıcaklığında 30 saniye boyunca 

12000×g’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası toplama tüpünün altında kalan sıvı 

boşaltıldı. 0.5 ml “Universal PRE Solution” eklenen kolonlar, oda sıcaklığında 30 saniye 

boyunca 12000×g’de santrifüjlendi ve yine tüplerin altında kalan sıvı kısım atıldı. Bu 

aşama iki defe tekrarlandı ve sonrasında kolon yeni bir ependorf tüpüne yerleştirilerek 

üzerine 50 μl RNaz içermeyen su eklendi ve 2 dakika bekletildi. Tüpler bu süre sonunda 

30 saniye boyunca 12000×g’de santrifüjlendi. Bu işlem sonrasında dokulardaki toplam 

RNA izolasyonu tamamlandı. Örneklerin total RNA miktarları nanodrop ile 

A260/A280nm ölçümleri yapılarak belirlendi. cDNA sentezi için RNA miktarının 

eşitlenmesi amacıyla en düşük RNA değeri standart alındı. cDNA sentezi için her bir 

gruptaki örneklerden RNA havuzu hazırlandı. 

 

3.9.3. cDNA Sentez Protokolü 

 

RNA örneklerden cDNA sentezi iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, ABD) 

kullanılarak gerçekleştirildi. cDNA sentezi için havuz yapılan RNA örneklerinden 10 μl 

kullanıldı. Sentez için tüplere 10 μl RNA örneği, 4 μl 5X iScript Reaction mix, 1 μl iScript 

Reverse Transcriptase ve 5 μl nükleaz içermeyen su ilave edildi. Örnekler termal döngü 

cihazına yerleştirildi. Cihazın inkübasyon ayarları; 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de 30 
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dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de ∞ olacak şekilde ayarlandı. Elde edilen cDNA 

örnekleri -20 °C’de saklandı. 

 

3.9.4. Real Time PCR analizi 

 

Elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin varlığında Real Time PCR ile 

amplifiye edildi. Analizlerinde 96 kuyucuklu plakalar kullanıldı (BioRad, ABD). Analiz 

için plate hazırlanırken cDNA örneklerinde her bir kuyucuğa 2 μl kondu. Buz üzerinde 

her bir örnek için 5 μl SYBR Green Master Mix, 2.5 μl nükleaz içermeyen su ve 0.5 μl 

primer hibridizasyon probu olacak şekilde örnek sayısına göre hesaplanan bileşen 

miktarları ependorflara bırakıldı ve vortekslendi. Platedeki cDNA örneklerinin üzerine 8 

μl hazırlanan karışımdan bırakılarak plate üzeri optik yapıştırıcı filmle kapatıldı. Gen 

ifade seviyeleri, BioRad CFX Connect sistemi ile ölçüldü. Çalışmada β-aktin kontrol gen 

(housekeeping) olarak kullanıldı. Sıcaklık koşulları 50 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 10 

dakika X 45 siklüs, 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 1 dakika olacak şekilde ayarlandı. 

Real Time-PCR analizleri sonucunda ilgili genlerin mRNA ifadelerindeki değişimler 2-

∆∆CT yöntemi kullanılarak hesaplandı (94).  

 

3.10. Protein Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Çalışmada, MOTS-c ve 5-FU uygulaması sonrasında hücresel apoptoz ve otofaji 

süreçlerinde görevli markırların düzeyi Western blot analizleri ile belirlendi. Uygulama 

sonrasında bu süreçlerde grev alan proteinlerin düzeyinin belirlenmesi, sitotoksisitenin 

hangi mekanizma veya mekanizmalar üzerinden gerçekleştiğini açıklamamızda yardımcı 

oldu. 

 

3.10.1. Kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

 

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

 

27.23 gr Tris-base öncelikle 80 ml dH2O’da çözüldü. Sonrasında pH’sı 8.8’e 

ayarlandı ve çözeltinin toplam hacmi 150 ml’ye tamamlandı. Çözelti 4 °C’de saklandı. 
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b) 0.5 M Tris-HCl (pH: 6.8) 

 

6.06 gr Tris-base öncelikle 60 ml dH2O’da çözüldü. Sonrasında pH’sı 6.8’e 

ayarlandı ve çözeltinin toplam hacmi 100 ml’ye tamamlandı. Çözelti 4 °C’de saklandı. 

 

c) %30 Akrilamid/Bis-akrilamid solüsyonu 

 

29.2 gr akrilamid ve 0.8 gr bis-akrilamid tartıldı ve 100 ml dH2O içerisinde 

çözüldü. Çözelti 4 °C’de saklandı. 

 

d) SDS-Page Running Buffer (10X) 

 

250 mM Tris-base 30.3 gr 

1.92 M  Glisin  144.1 gr 

%1   SDS  10 gr 

 

Tüm kimyasallar tartıldı ve yaklaşık 700 ml dH2O içerisinde çözüldü. Sonrasında 

solüsyonun pH’sı 8.3’e ayarlandı ve hacim 1000 ml’ye tamamlandı.  

 

e) Tris buffer saline (TBS, 10X) 

 

20 mM  Tris-base 24.2 gr 

150 mM NaCl  87.6 gr 

 

Tüm kimyasallar tartıldı ve yaklaşık 700 ml dH2O içerisinde çözüldü. Sonrasında 

solüsyonun pH’sı 7.4-7.6’ya ayarlandı ve hacim 1000 ml’ye tamamlandı.  

 

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

 

Hazırlanan stok TBS (10X) solüsyonundan 100 ml alındı. Bunun üzerine 899 ml 

dH2O ve 1 ml Tween-20 (final konsantrasyon %0.1) eklendi. 
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g) Transfer solüsyonu (Towbin Buffer, 1X) 

 

25 mM  Tris-base  3.02 gr 

190 mM Glisin   14.4 gr 

%1  SDS   1 gr 

%20  Metanol  200 ml 

  dH2O   800 ml 

 

İlk olarak Tris-Glisin-SDS tartıldı ve 600 ml dH2O’da çözüldü. Sonrasında 200 

ml metanol eklendi ve çözelti 1000 ml’ye dH2O ile tamamlandı. Transfer solüsyonunun 

pH’sı 8.1 - 8.5 arasında ölçüldü. pH ayarlamak için asit veya baz kullanılmadı.  

 

h) Lizis solüsyonu (RIPA buffer) 

 

50 mM  Tris-base   0.605 gr 

150 mM  NaCl    0.877 gr 

%0.1   Triton X-100   100 µl 

%0.5   Sodyum deoksikolat  0.5 gr 

%0.1   SDS    0.1 gr 

 

Tüm kimyasallar tartıldı ve yaklaşık 70 ml dH2O içerisinde çözüldü. Sonrasında 

solüsyonun pH’sı 7.4-7.6’ya ayarlandı ve hacim 100 ml’ye tamamlandı. Hazırlanan bu 

lizis solüsyonuna kullanımdan önce taze hazırlanan fenilmetilsülfonil florür (1 mM), 

sodyum florür (5 mM) ve sodyum ortovanadat (1 mM) eklendi. Proteaz inhibitörü olarak 

Roch cOmpleteTM Proteaz inhibitör tablet kullanıldı. 

 

3.10.2. Örneklerin Hazırlanması 

 

Çalışmada kullanılan hücre serileri 100 mm kültür petrilerine ekildi. Hücrelere 

MOTS-c ve 5-FU’nun IC50 değerleri etkin zaman süreleri boyunca uygulandı. Sonrasında 

besleme medyumları çekildi ve hücreler iki defa soğuk PBS ile yıkandı. Yıkama 

işleminden sonra 500 µl RIPA lizis buffer petrilere konuldu ve hücreler kazıyıcı 

yardımıyla toplandı. Ependorf tüplerine toplanan örnekler buz içerisinde bekletildi ve her 

5 dakikada bir tüpler vortekslendi. 30 dakika lizis sonrası her bir örnek 5 saniye süreyle 
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3 defa sonike (QSonika 500, ABD) edildi. Ependorf tüplerde yer alan örnekler önceden 

soğutulmuş ultrasantrifüje yerleştirildi (SL8R, Thermo Scientific, ABD) ve 30 dakika 

14500 rpm’de santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Santrifüj sonrası süpernatant yeni tüplere 

alındı. Örneklerin protein seviyesi BCA protein analiz kiti (Model no: orb90411, Biorbyt, 

İngiltere) kullanılarak belirlendi. Yüklemelerde kullanılacak örnekler 4X Laemmli örnek 

tamponu kullanılarak 30µg/20µl olacak şekilde hazırlandı. Çalışma süresince örnekler -

80 °C’de muhafaza edildi. 

 

3.10.3. Western Blot Analizleri 

 

Hazırlanan protein örnekleri eşit miktarda ve hacimde SDS jellere yüklendi. 

Yükleme işleminden sonra proteinler öncelikle 100V’ da yaklaşık 10 dakika, sonrasında 

ise 200V’da jel sonuna kadar (yaklaşık 75 dakika) elektroforez işlemine tabi tutuldu ve 

proteinlerin ayrışması sağlandı. Yürütme işleminden sonra cam kasetler ayrıldı ve SDS 

jel transfer solüsyonu içerisine aktarıldı. Önceden transfer solüsyonu (Towbin Buffer) 

içerisinde dengelenmiş olan transfer pedleri ve PVDF membran (PVDF membran 30-60 

saniye metanolde aktive edilip sonra transfer buffer içerisine alındı) kullanılarak transfer 

yığını hazırlandı. Jeldeki proteinlerin transfer işlemi Bio Rad Trans Blot Turbo aktarım 

sistemi kullanılarak yapıldı. Aktarımdan sonra membranlar oda sıcaklığında 1 saat 

boyunca %5’lik yağsız süt tozunda (TBS-T ile hazırlanan) bloklandı. Sonrasında 

ilgilenilen proteinlere spesifik primer antikorlar ile gece boyu inkübe edildi. 

İnkübasyondan sonra mebranlar 3 defa 5 dakika süreyle TBS-T ile yıkandı. Membranlar 

bloklama solüsyonu içerisinde hazırlanan ve primer antikora uygun HRP konjugat 

sekonder antikor ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Bu basamaktan sonra 3 defa 5 

dakika süreyle TBS-T ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. Son olarak membranların 

üzerine ECL solüsyonu (Clarity ECL Substrate, BioRad, ABD) konuldu ve Fusion FX 

(Vilber, Almanya) görüntüleme cihazında membranların görüntüleri alındı (Şekil 3.3). 

Proteinlerin optik yoğunluk düzeyleri Image J programında belirlendi. Yükleme kontrolü 

olarak β-aktin kullanıldı. Çalışma kapsamında kullanılan antikorın bilgileri Tablo 3.4’te 

özetlendi. 
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Şekil 3.3. Western blot analiz basamakları. Öncelikle SDS-page için jeller hazırlandı (A) 

ve örnekler yüklendi (B). Elektroforez ile proteinlar ayrıştırıldı (C). Jeldeki 

proteinler PVDF membrana aktarıldı (E) ve protokol sonunda membrandaki 

bantlar görüntülendi (F). 
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Tablo 3.4. Western blot analizlerinde kullanılan antikor bilgileri 

 

 

3.11. İstatistiksel Analiz 

 

Verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS 21.0 paket programı kullanılarak 

yapıldı. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilk testi ile değerlendirildi. Nicel 

değişkenlerin gruplar arası karşılaştırılmalarında Kruskal Wallis H testi ve çoklu 

karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. İki değişken arasındaki farkın incelenmesinde ise 

bağımsız örneklerde Student’s t testi kullanıldı. Comet analiz sonuçları ortanca (%25-75) 

olarak ifade edildi. Sitotoksisite, TUNEL analizi, Real Time PCR ve Western blot analiz 

sonuçları ortalama ± standart sapma olarak verildi ve bu veriler çubuk grafik çizilerek 

özetlendi. İstatistiksel olarak p<0.05 değeri anlamlı kabul edildi. 

 

 

  

Ürün 

Kodu 

Ürün adı Firma 

9662 Caspase-3 Cell Signaling 

2603 AMPKα Cell Signaling 

4691 Akt (pan) Cell Signaling 

2983 mTOR Cell Signaling 

7074 Anti-rabbit IgG, 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 BECN1 (Beclin 1) Santa Cruz 

sc-81178 β-actin Santa Cruz 

sc-516102 m-IgGκ BP-HRP - Seconder antibody anti-mouse Santa Cruz 
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4. BULGULAR 

 

4.1. MTT Analiz Sonuçları 

 

4.1.1. MOTS-c’nin MCF-7 Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

 

MOTS-c uygulamasından sonra MCF-7 hücrelerinde belirlenen canlılık değişimi 

Şekil 4.1’de gösterildi. Uygulamadan 1-24. saat sonra gerçekleştirilen MTT analizleri 

sonrasında, ilgili peptidin MCF-7 hücre canlılığında anlamlı bir değişime neden olmadığı 

belirlendi. MOTS-c’nin uygulanan en yüksek dozu 48 saat sonra hücre canlılığında 

anlamlı düzeyde azalmaya neden oldu (p<0.05). Buna ek olarak, 0.1, 1 ve 10 µM dozların 

uygulanmasından 72 saat hücre canlılığı kontrol grubuna kıyasla önemli düzeyde düşüktü 

(p<0.05).  

 

 

 

Şekil 4.1. MOTS-c uygulamasından sonra MCF-7 hücrelerinde meydana gelen canlılık 

değişim düzeyi (%). 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 hücre canlılık düzeyleri. Grup 

ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda 

Dunn testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. 

*p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar. 

 

Elde edilen sonuçlardan sonra etkin uygulama süresini belirleyebilmek için en 

yüksek dozun (10 µM) 48. saat ve 72. saatte hücre canlılık düzeyleri karşılaştırıldı. Sonuç 
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olarak, 10 µM MOTS-c uygulaması 72. saatte hücre canlılığını 48. saate kıyasla daha 

fazla etkiledi (Şekil 4.2; p<0.05). Bu sonuçlar MOTS-c’nin MCF-7 hücreleri için etkin 

zaman döneminin 72. saat olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 4.2. 10 µM MOTS-c uygulamasından 48 ve 72 saat sonra MCF-7 hücre canlılık 

düzeyi (%). MCF-7 hücrelerine uygulanan MOTS-c’nin 10 µM’lık dozu 

sonrasında hücre canlılığı 72. saatte daha belirgin düzeyde düşük bulundu. İkili 

karşılaştırmalar t-testi kullanılarak yapıldı. Veriler ortalama±standart sapma 

olarak ifade edildi. *p<0.05 diğer gruba kıyasla.  

 

4.1.2. 5-FU’nun MCF-7 Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

 

5-FU uygulamasından 1-72 saat sonra MCF-7 hücrelerinde belirlenen canlılık 

değişimi Şekil 4.3’te gösterildi. 5-FU’nun uygulanan 50 ve 100µM’lık dozları 8-48. 

saatler arasında kontrol grubuna kıyasla canlılığı anlamlı düzeyde düşüktü (p<0.05). 

Buna ek olarak 72. saatte 5 µM ve üzeri dozların hepsi hücre canlılığını önemli düzeyde 

azalttı ve bu değişim istatistiksel olarak anlamlıydı (p<0.05). 
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Şekil 4.3. 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 hücrelerinde meydana gelen canlılık 

değişim düzeyi (%). 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 hücre canlılık düzeyleri. Grup 

ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda 

Dunn testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. 

*p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar. 

 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda 5-FU’nun MCF-7 hücre canlılığını artan 

muamele süresine bağlı olarak önemli düzeyde düşürdüğünü söyleyebiliriz (Şekil 4.4). 8, 

16, 24, 48 ve 72. saatlerde 5-FU’nun en yüksek dozunun etkileri kıyaslandı. Buna göre 8 

ve 16. saatte hücre canlılık düzeyleri benzer seviyedeydi ve bu durum istatistiksel olarak 

anlamlı değildi. 5-FU uygulamasından 24 saat ve sonrası zaman dönemlerinde hücre 

canlılığı bir önceki zaman dilimine kıyasla önemli düzeyde düşük bulundu (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. 100 µM 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 hücre canlılık düzeylerinin (%) 

ardışık zaman dönemleri arasındaki kıyaslama sonuçları. MCF-7 hücreleri ile 

muamele edilen 100 µM 5-FU sonrasında en düşük hücre canlılığı 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 hücre canlılık düzeyleri. İkili karşılaştırmalar t-testi 

kullanılarak yapıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. 

*p<0.05 diğer gruba kıyasla. 

 

4.1.3. MOTS-c’nin MCF-10A Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

 

MOTS-c uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerinde belirlenen canlılık 

değişimi Şekil 4.5’te gösterildi. MOTS-c uygulamasından 1 saat sonra yapılan MTT 

analizleri sonrasında hücre canlılığında meydana gelen değişimlerin anlamlı düzeyde 

olmadığı görüldü. 8. saatte ise MOTS-c’nin uygulanan en yüksek dozu canlılığı azalttı 

(p<0.05). Buna karşın 16. saat ve sonrasında (24, 48 ve 72. saatler) MOTS-c’nin 

uygulanan 1 ve 10 µM dozları kontrol grubuna kıyasla MCF-10A hücrelerinde canlılığı 

önemli düzeyde azalttı. Bu dört zaman periyotu içerisinde özellikle 24. saat ve sonrasında 
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meydana gelen canlılık değişimleri daha belirgindi. Bütün zaman aralıklarında 1 ve 10 

µM dozlarda meydana gelen değişimler arasında önemli bir farklılık saptanmadı. 

 

 

 

Şekil 4.5. MOTS-c uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerinde meydana gelen 

canlılık değişim düzeyi (%). 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 hücre canlılık düzeyleri. 

Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili 

karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma 

olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar. 

 

MOTS-c’nin MCF-10A hücre canlılığı 8. saatte 10 µM dozda, 16, 24, 48 ve 72. 

saatlerde ise 1 ila 10 µM dozda hücre canlılığını önemli düzeyde azalttı (Şekil 4.6). 

MOTS-c’nin hücre canlılığını azaltan bu iki dozu arasında ise anlamlı bir farklılık 

görülmedi. 10 µM MOTS-c uygulamasından sonra zaman dönemleri arasında yapılan 

ikili karşılaştırmalar, 8. saate kıyasla 16. saatin, 16. saate kıyasla da 24. saatteki hücre 

canlılığının anlamlı düzeyde düşük olduğunu gösterdi (p<0.05.) Uygulamadan 24 ve 48 

saat sonraki hücre canlılık düzeyleri arasında anlamlı bir fark belirlenmedi. Son olarak 

48. saat ve 72. saatteki hücre canlılık düzeyleri kıyaslandı ve bu iki zaman döneminde 48. 

saatteki hücre canlılığı anlamlı düzeyde daha düşük bulundu (p<0.05). Bu sonuçlar MCF-

10A hücreleri için MOTS-c’nin en fazla 48. saatte hücre canlılığını azalttığını, sonrasında 

ise (72. saat) canlılığın artarak devam edebildiğini göstermektedir.  
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Şekil 4.6. 10 µM MOTS-c uygulamasından sonra MCF-10A hücre canlılık düzeylerinin 

(%) ardışık zaman dönemleri arasındaki kıyaslama sonuçları. MCF-10A 

hücreleri ile muamele edilen 10 µM MOTS-c sonrasında en düşük hücre 

canlılığı 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 hücre 

canlılık düzeyleri. İkili karşılaştırmalar t-testi kullanılarak yapıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 diğer gruba kıyasla. 

 

4.1.4. 5-FU’nun MCF-10A Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

 

5-FU uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerinde belirlenen canlılık değişimi 

Şekil 4.7’de gösterildi. 5-FU’nun uygulanan 100 µM’lık dozu 1, 8 ve 16 saatler 

sonrasında MCF-10A hücre canlılığını kontrol grubuna kıyasla önemli düzeyde azalttı 

(p<0.05). 24 ve 48. saatlerde ise en yüksek iki doz (50 ve 100 µM) hücre canlılığında 

anlamlı azalmaya neden oldu. 72. saatte ise 5-FU’nun uygulanan 25 µM ve üzeri dozları 

kontrol grubuna kıyasla hücre canlılığını önemli düzeyde düşürdü (p<0.05). 
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Şekil 4.7. 5-FU uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerinde meydana gelen canlılık 

değişim düzeyi (%). 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 hücre canlılık düzeyleri. Grup 

ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda 

Dunn testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. 

*p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar. 

 

5-FU’nun 100µM uygulamasından birbirini takip eden muamele süreleri 

arasındaki ilişki Şekil 4.8’de gösterildi. Buna göre 1-8, 8-16 ve 16-24. saatler birbiriyle 

kıyaslandı ve bu ikili dönemler arasında herhangi bir farklılık görülmedi. 5-FU’nun MCF-

10A hücreleri üzerine 24 saatlik muameleye kıyasla 48 saatlik muamelenin hücre 

canlılığını önemli düzeyde azalttığı görüldü (p<0.05). Ancak uygulamadan 48 saat sonra 

ve 72 saat sonraki hücre canlılık düzeyleri benzerdi. Bu sonuçlar 5-FU’nun MCF-10A 

hücreleri için 48. saatte hücre canlılığını azaltıcı yönde güçlü etki sergilediğini 

göstermektedir. 

MTT analizlerinden elde edilen sonuçlar doğrultusunda, MOTS-c uygulamasının 

farklı hücre serilerinde zamana bağlı olarak etkilerinin değişkenlik gösterdiğini 

söyleyebiliriz. Bu projenin öncelikli amacı, MOTS-c’nin potansiyel bir antikanser peptit 

olup-olmadığını belirlemekti. Bu kapsamda yapılan MTT analizleri MCF-7 hücrelerine 

uygulanan MOTS-c’nin 48 ve 72 saatte önemli düzeyde sitotoksik etki sergilediğini 

gösterdi. MOTS-c uygulamasından 72 saat sonra MCF-7 hücrelerinde canlılık düzeyinde 

azalma diğer zaman periyotlarına kıyasla en anlamlı seviyedeydi. Elde edilen veriler 
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doğrultusunda MOTS-c’nin ve referans kanser ilacı 5-FU’nun IC50 değerlikleri etkin 

zaman dönemi dikkate alınarak hesaplandı ve Tablo 4.1’de gösterildi.  

 

 

 

Şekil 4.8. 100 µM 5-FU uygulamasından sonra MCF-10A hücre canlılık düzeylerinin (%) 

ardışık zaman dönemleri arasındaki kıyaslama sonuçları. MCF-10A hücreleri 

ile muamele edilen 100 µM 5-FU sonrasında en düşük hücre canlılığı 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 hücre canlılık düzeyleri. 

İkili karşılaştırmalar t-testi kullanılarak yapıldı. Veriler ortalama±standart 

sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 diğer gruba kıyasla. 

 

 

Tablo 4.1. MOTS-c ve 5-FU’ya ait IC50 değerlikleri (µM) 

 

 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 Sonuçları 

 

Hücre serileri üzerine uygulanan MOTS-c’nin etkin zaman ve doz seviyeleri 

belirlendikten sonra hücrelerdeki DNA hasar seviyeleri tek hücre jel elektroforezi 

(Comet) analizleri ile belirlendi. Hücre serilerine uygulanan bileşiklerin (MOTS-c ve 

referans kanser ilacı 5-FU) hücre DNA hasarına etkileri Comet analizleri yapılarak 

floresans mikroskop ile görüntülendi ve görüntüler bilgisayar ortamında değerlendirildi. 

DNA hasar düzeyi belirlenirken tail intensity (TI), tail lenght (TL) ve tail moment (TM) 

parametreleri hasarın değerlendirilmesinde kullanıldı. Yapılan analizlere ait sonuçlar 

ayrıntılı şekilde aşağıda verilmiştir.  

 

4.2.1. MCF-7 Comet Analiz Sonuçları 

 

MOTS-c ve 5-FU ile 72 saat muamele edilen MCF-7 hücrelerinin Comet analiz 

sonuçları Tablo 4.2’de ve analize ait örnek görseller de Şekil 4.9’da gösterildi. MOTS-c 

uygulamasından sonra MCF-7 hücrelerinin Comet analizlerinde TL, TI ve TM 

ölçümlerinin kontrole kıyasla önemli seviyede arttığı görüldü (p<0.05). Benzer şekilde 5-

FU uygulaması sonrasında da DNA hasar parametrelerinin üçü de kontrol grubuna 

kıyasla önemli düzeyde arttı (p<0.05). MOTS-c ye kıyasla 5-FU uygulaması sonrasında 

DNA hasar parametrelerinin arasında herhangi bir anlamlı farklılık belirlenmedi.  

 

Tablo 4.2. MCF-7 hücresi Comet analiz sonuçları 

 

(Sonuçlar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Değerler 

Ortanca (%25-%75) olarak verildi. *p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar) 

 

MCF-7 (72 

saat) 
Kontrol MOTS-c 5-FU 

TL (px) 25 (7.75 – 38.5) 82 (52.75 – 118.25)* 65.5 (42.5 – 87.5)* 

TI (px) 
46994 (18768.25-

111024.75) 

302306 (97293 – 

580653.5)* 

271855 (117650.75 – 

370410.5)* 

TM (px) 4.2 (0.49 – 9.23) 33.48 (9.31 – 80.38)* 31.23 (8.94 – 55.96)* 
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Şekil 4.9. MCF-7 hücrelerinin MOTS-c ve 5-FU ile uygulamasından 72 saat sonraki 

DNA hasar düzeyleri. A ve B: Kontrol hücreler, C ve D: 72 saat MOTS-c 

uygulaması sonrası, E ve F: 72 saat 5-FU uygulaması sonrası. X100. 
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4.2.2. MCF-10A Comet Analiz Sonuçları 

 

MOTS-c ve 5-FU ile 72 saat muamele edilen MCF-10A hücrelerinin Comet analiz 

sonuçları Tablo 4.3’te, analize ait örnek görseller de Şekil 4.10’da gösterildi. MOTS-c 

uygulamasından sonra MCF-10A hücre DNA’sında meydana gelen değişimler kontrol 

grubu ile benzer düzeydeydi. MOTS-c ve 5-FU uygulaması sonrasında analiz edilen TI, 

TL ve TM değerleri kontrole kıyasla anlamlı bir farklılık sergilemedi.  

 

Tablo 4.3. MCF-10A hücresi Comet analiz sonuçları 

 

(Sonuçlar Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Değerler 

ortanca (%25-%75) olarak verildi.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MCF-10a 

(72 saat) 
Kontrol Mots-c 5-Fu 

TL (px) 3.00 (1.00 – 6.75) 2.00 (0.00 – 4.00) 2.00 (0.00 – 4.00) 

TI (px) 
18765.5 (13296.75-

27614.25)  

18349 (11395 – 

25609) 

17326 (12785 – 21827)

  

TM (px) 0.34 (0.09 – 0.59) 0.15 (0.00 -  0.63)  0.108 (0.00 – 0.39)  
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Şekil 4.10. MCF-10A hücrelerinin MOTS-c ve 5-FU ile uygulamasından 72 saat sonraki 

DNA hasar düzeyleri. A ve B: Kontrol hücreler, C ve D: 72 saat MOTS-c 

uygulaması sonrası, E ve F: 72 saat 5-FU uygulaması sonrası. X100. 
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4.3. TUNEL Analiz Sonuçları 

 

Hücre serileri üzerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU’nun etkin zaman ve doz 

seviyeleri belirlendikten sonra, bu bileşiklerin hücrelerde apoptotik ölüm sürecine 

etkilerini belirlemek amacıyla TUNEL analizleri gerçekleştirildi. Bu yöntem apoptozdaki 

en spesifik bulgulardan biri olarak DNA fragmantasyonunu saptamak için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. TUNEL testi, programlanmış hücre ölümünün sonraki aşamalarında 

hücre süspansiyonlarından, yapışık hücre dizilerinden ve dokulardan apoptotik hücrelerin 

saptanması ve miktarının belirlenmesi için standart histokimyasal yöntemlerden biri 

olarak kabul edilir. Uygulamalar sonrası yapılan analizlerden elde edilen sonuçlar 

sırasıyla aşağıda sunulmuştur. 

 

4.3.1. MCF-7 Hücreleri TUNEL Analiz Sonuçları 

  

MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 hücrelerdeki TUNEL boyama 

sonuçları Şekil 4.11’de gösterildi. Uygulamadan 72 saat sonra kontrol grubuna kıyasla 5-

FU ve MOTS-c uygulanan gruplarda TUNEL pozitif hücre sayısı artış gösterse de bu 

değişim anlamlı değildi. 5-FU uygulaması sonrası gözlemlenen TUNEL pozitif hücre 

sayısı MOTS-c uygulamasına kıyasla fazla olsa da bu iki grup arasında da anlamlı bir 

fark bulunmadı. 

 

4.3.2. MCF-10A hücreleri TUNEL analiz sonuçları  

 

MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerdeki TUNEL boyama 

sonuçları Şekil 4.12’de gösterildi. Uygulamadan 72 saat sonra kontrol grubuna kıyasla 5-

FU ve MOTS-c uygulanan gruplarda TUNEL pozitif hücre sayısı artış gösterse de bu 

değişim anlamlı değildi. 5-FU uygulaması sonrası gözlemlenen TUNEL pozitif hücre 

sayısı MOTS-c uygulamasına kıyasla fazla olsa da bu iki grup arasında da anlamlı bir 

fark bulunmadı. 
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Şekil 4.11. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 hücrelerinde TUNEL 

boyama sonuçları. A) Uygulama sonrası grupların floresans mikroskop 

görüntüleri, 100X. B) Uygulama sonrasında belirlenen grupların Tunel 

pozitif hücre sayıları (%). Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz 

edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. PI: propidyum iyodür. 
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Şekil 4.12. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerinde TUNEL 

boyama sonuçları. A) Uygulama sonrası grupların floresans mikroskop 

görüntüleri, 100X. B) Uygulama sonrasında belirlenen grupların Tunel 

pozitif hücre sayıları (%). Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz 

edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. PI: propidyum iyodür. 

 



 

50 

 

4.4. Real Time PCR Analiz Sonuçları 

 

4.4.1. Akt mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

MOTS-c ve 5-FU uygulaması sonrasında hücre serilerindeki Akt mRNA 

seviyelerinde meydana gelen değişimler Şekil 4.13’te gösterildi. Buna göre her iki hücre 

serisinde de MOTS-c uygulaması Akt mRNA ifadesinde azalmaya neden oldu. MCF-7 

hücrelerinde görülen bu azalma kontrol grubuna kıyasla anlamlıydı (p<0.05). Buna karşın 

5-FU uygulaması hücre serilerinde Akt mRNA ifadesi üzerine anlamlı bir değişiklik 

oluşturmadı. 

 

 

 

Şekil 4.13. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde Akt mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi 

ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kıyasla. 

 

4.4.2. AMPK mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

MOTS-c uygulaması sonrasında hücre serilerindeki AMPK mRNA seviyelerinde 

meydana gelen değişimler Şekil 4.14’te gösterildi. MOTS-c MCF-7 ve MCF-10A hücre 

serilerinde kontrol grubuna kıyasla AMPK mRNA ifadesinde artışa neden oldu. Meydana 

gelen bu artış kontrole kıyasla yaklaşık olarak 3-4 kat düzeyindeydi ve bu durum 

istatistiksel olarak anlamlıydı (p<0.05). 5-FU uygulaması sonrasında MCF-7 ve MCF10A 

hücre serilerinde AMPK mRNA düzeyi kontrol ile benzer seviyedeydi. 
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Şekil 4.14. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde AMPK mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H 

testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla. 
 

4.4.3. Bax mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

MOTS-c uygulaması sonrasında hücre serilerinde Bax mRNA seviyelerinde 

meydana gelen değişimler Şekil 4.15’te gösterildi. MCF-7 ve MCF-10A hücrelerine 

uygulanan 5-FU, Bax mRNA ifadesinde önemli düzeyde artışa neden oldu ve bu artış 

kontrole kıyasla yaklaşık 2 kat düzeyinde gerçekleşti (p<0.05). MOTS-c uygulaması iki 

hücre serisinde de Bax mRNA ifadesini kontrol grubuna kıyasla anlamlı düzeyde 

değiştirmedi.  

 

 
 

Şekil 4.15. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde Bax mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi 

ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kıyasla. 
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4.4.4. Bcl-2 mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

MOTS-c ve 5-FU uygulaması MCF-7 hücrelerinde Bcl-2 mRNA ifadesini anlamlı 

düzeyde azalttı (Şekil 4.16A; p<0.05). MCF-10A hücrelerinde ise 5-FU ve MOTS-c 

uygulaması Bcl-2 mRNA ifadesinde kontrole kıyasla anlamlı bir değişime neden olmadı. 

Bu hücre serisinde Bcl-2 mRNA seviyesi MOTS-c uygulanan grupta 5-FU uygulanan 

gruba kıyasla daha yüksekti (Şekil 4.16B; p<0.05). 

 

 

 

Şekil 4.16. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde Bcl-2 mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi 

ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kıyasla. 

 

4.4.5. Beclin1 mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

5-FU ve MOTS-c uygulaması sonrasında hücre serilerinde Beclin1 mRNA 

seviyelerinde meydana gelen değişimler Şekil 4.17’de gösterildi. MOTS-c uygulaması 

MCF-7 hücre serisinde Beclin1 mRNA ifadesini kontrol grubuna kıyasla yaklaşık 1.5 kat 

arttırdı ve bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu (Şekil 4.17A; p<0.05). MCF-10A 

hücre serisinde ise MOTS-c uygulaması Beclin1 mRNA ifadesinde anlamlı bir 

değişikliğe neden olamdı. 5-FU uygulaması her iki hücre serisinde Beclin1 mRNA ifadesi 

üzerine anlamlı bir değişiklik oluşturmadı (Şekil 4.17B). 
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Şekil 4.17. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde Beclin1 mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H 

testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla. 

 

4.4.6. Kaspaz-3 mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

Uygulamalardan sonra hücre hatlarındaki kaspaz-3 mRNA ifadelerinde gözlenen 

değişimler Şekil 4.18’de özetlendi. 5-FU uygulaması hem sağlıklı hem de kanserli meme 

epitel hücre serilerinde kaspaz-3 mRNA ifadesini arttırdı (p<0.05). Buna karşın MOTS-

c uygulaması sonrasında kaspaz-3 mRNA ifadesi her iki hücre serisinde de kontrole 

kıyasla anlamlı düzeyde değişim sergilemedi.  

 

 
 

Şekil 4.18. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde kaspaz-3 mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H 

testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla.  
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4.4.7. mTOR mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

Uygulamalardan sonra hücre serilerinde mTOR mRNA ifadelerinde gözlenen 

değişimler Şekil 4.19’da özetlendi. 5-FU ve MOTS-c uygulaması sonrasında MCF-7 ve 

MCF10A hücre serilerinde gözlenen mTOR mRNA düzeyi kontrol grubuna kıyasla 

benzer düzeydeydi. 

 

 

 

Şekil 4.19. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde mTOR mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H 

testi ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. 

 

4.4.8. p53 mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

5-FU uygulamasından sonra p53 mRNA düzeyi hem sağlıklı hem de kanserli 

meme hücre serilerinde kontrole kıyasla önemli düzeyde artış sergiledi (Şekil 4.20; 

p<0.05). 5-FU uygulamasından sonra gözlemlenen bu artış kontrol grubuna kıyasla MCF-

7 hücrelerinde yaklaşık 5 kat, MCF-10A hücrelerinde ise yaklaşık 6 kat fazlaydı. Hücre 

hatlarına uygulanan MOTS-c sonrasında ise kontrole kıyasla p53 ifadelerinde kısmen bir 

artma eğilimi gözlense de bu artış anlamlı düzeyde gerçekleşmedi. 
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Şekil 4.20. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde p53 mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi 

ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kıyasla. 

 

4.4.9. TSC2 mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

MOTS-c uygulamasından sonra MCF-7 hücre serisinde TSC2 mRNA düzeyi 

kontrol ve 5-FU gruplarına kıyasla önemli düzeyde artış sergiledi (Şekil 4.21; p<0.05). 

MOTS-c, MCF-10A hücrelerinde ise kontrol grubuna kıyasla TSC-2 ifadesini yaklaşık 2 

kat arttırdı (p<0.05). 5-FU uygulamasından sonra belirlenen TSC2 mRNA ifadeleri bütün 

hücre serilerinde kontrole benzer düzeydeydi (Şekil 4.21). 

 

 

Şekil 4.21. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde TSC2 mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi 

ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla, #p<0.05 5-FU grubuna kıyasla. 
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4.4.10. ULK1 mRNA İfadesindeki Değişimler 

 

MOTS-c ve 5-FU uygulaması sonrasında hücre serilerinde ULK1 mRNA 

seviyelerinde meydana gelen değişimler Şekil 4.22’te gösterildi. MOTS-c 

uygulamasından sonra ULK1 mRNA düzeyi her iki hücre serisinde kontrol grubuna 

kıyasla önemli düzeyde artış sergiledi (p<0.05). MOTS-c uygulamasından gözlenen bu 

artışa karşın, 5-FU uygulaması sonrasında MCF-7 ve MCF-10A hücrelerinde ULK1 

mRNA seviyesinde belirlenen değilşim miktarı kontrol grubuna kıyasla anlamlı düzeyde 

gerçekleşmedi. 

 

 

Şekil 4.22. MOTS-c ve 5-FU uygulamasından sonra MCF-7 (A) ve MCF-10A (B) hücre 

serilerinde ULK1 mRNA seviyeleri. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi 

ile analiz edildi ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna 

kıyasla. 

 

 

4.5. Western Blot Analiz Sonuçları 

 

4.5.1. MCF-7 Hücrelerinde Uygulamalar Sonrası Protein İfade Seviyeleri 

 

MOTS-c ve 5-FU uygulamasından 72 saat sonra MCF-7 hücrelerindeki apoptoz 

ve otofajide rol alan protein ifadelerinde meydana gelen değişimler Şekil 4.23’te sunuldu. 

MCF-7 hücrelerine uygulanan 5-FU, anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 ifadesini 

kontrole kıyasla önemli düzeyde azalttı (Şekil 4.23I; p<0.05). Buna ek olarak pro-

apoptitik Bax seviyesi kısmen artış sergiledi ancak bu değişim anlamlı düzeyde değildi 
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(Şekil 4.23İ). 5-FU uygulanan grupta p53 ifadesini kontrole ve MOTS-c uygulanan gruba 

kıyasla yaklaşık 2 kat fazlaydı (Şekil 4.23H). Diğer protein ifadeleri 5-FU uygulaması 

sonrası kontrol ile benzer seviyedeydi (Şekil 4.23).   

MOTS-c uygulaması sonrasında MCF-7 hücrelerinde yapılan analizlerde pro-

apoptotik ve anti-apoptotik protein düzeyleri (sırasıyla Bax ve Bcl-2) ve p53 seviyesi 

kontrol grubuna kıyasla kısmen azalma sergiledi ancak bu değişim istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (Şekil 4.23H-İ). MOTS-c uygulaması mTOR ve Akt protein ifadelerini 

kontrol grubuna kıyasla yaklaşık ½ oranında azalttı ve mTOR’da belirlenen bu azalma 

anlamlı seviyedeydi (Şekil 4.23B ve F; p<0.05). AMPK seviyesi uygulamadan 72 saat 

sonra kısmen artmış olsa da bu değişim anlamlı değildi. Buna karşın Beclin1, ULK1 ve 

TSC2 protein ifadeleri MOTS-c uygulanan grupta belirgin şekilde yüksekti ve ULK1 

seviyesindeki bu değişim istatistiksel olarak anlamlıydı (Şekil 4.35C, D ve G; p<0.05).   

Kaspaz-3 protein düzeyi hariç, proje başlangıcında hedeflenen gen ifadeleri MCF-

7 için tamamlandı ve sonuçlar sunuldu. MCF-7 hücrelerinde (ATCC, ABD) mevcut olan 

CASP3 gen mutasyonu pre-mRNA’nın daha kısa bir şekilde transkripte olması ile 

sonuçlanır ve bu durum kaspaz-3 protein ifadesinin gerçekleşmemesine neden olur (95, 

96). Bu nedenle MCF-7 hücrelerinde yapmış olduğumuz Western blot analizlerinde 

görüntü elde edilemedi. 
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Şekil 4.23. MCF-7 hücrelerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU sonrası belirlenen protein 

seviyeleri. A: Western blot membran görüntüleri, B-İ: Protein miktarlarının 

grafiksel gösterimi. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi 

ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart 

sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar, # 

p<0.05 5-FU grubuna kıyasla diğer gruplar. 
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4.5.2. MCF-10A Hücrelerinde Uygulamalar Sonrası Protein İfade Seviyeleri 

 

Uygulamalar sonrasında MCF-10A hücrelerindeki protein değişimleri Şekil 

4.24’te gösterildi. 5-FU uygulaması sonrasında kontrole kıyasla AMPK ifadesi yaklaşık 

2 kat, p53 ifadesi yaklaşık 6 kat ve Bax ifadesi ise yaklaşık 3 kat artış gösterdi (Şekil 4.24 

E, H ve J; p<0.05). Buna ek olarak 5-FU uygulaması kaspaz-3 ifadesini kontrole kıyasla 

yaklaşık olarak 2 kat arttırdı ve Bcl-2 ifadesini ise azalttı. Ancak bu değişimler 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (Şekil 4.24I ve İ). 5-FU uygulaması sonrasında 

mTOR, TSC2, Akt, Beclin1 protein ifadeleri kontrolle benzer düzeyde belirlendi (Şekil 

4.24).  

MOTS-c uygulamasından sonra MCF-10A hücrelerinde ULK 1 ve Beclin1 

protein ifadeleri kontrol grubuna kıyasla yaklaşık 2 kat daha fazlaydı (Şekil 4.24D ve G; 

p<0.05). TSC2, AMPK ve Akt protein ifadeleri MOTS-c uygulamasından sonra kısmen 

bir artış sergilediyse de bu değişim kontrole kıyasla anlamlı bulunmadı (Şekil 4.24C). 

MOTS-c uygulaması sonrasında mTOR, p53, pro-apoptotik proteinler Bax ile kaspaz-3 

ve anti-apoptotik protein Bcl-2 düzeyleri kontrol grubuyla kıyaslandığında benzer 

seviyedeydi (Şekil 4.24).  

MCF-10A hücrelerinden elde edilen bu sonuçlar uygulanan 5-FU’nun p53 ve Bax 

ifadesini arttırarak apoptoz aracılı hücre ölümüne neden olduğunu göstermektedir. 

MOTS-c uygulamasının ise ULK1 aracılı otofaji yolağını aktive ederek hücre ölümüne 

yol açtığını işaret etmektedir. 
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Şekil 4.23. MCF-10A hücrelerine uygulanan MOTS-c ve 5-FU sonrası belirlenen protein 

seviyeleri. A: Western blot membran görüntüleri, B-İ: Protein miktarlarının 

grafiksel gösterimi. Grup ortalamaları Kruskal-Wallis H testi ile analiz edildi 

ve ikili karşılaştırmalarda Dunn testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart 

sapma olarak ifade edildi. *p<0.05 kontrol grubuna kıyasla diğer gruplar, # 

p<0.05 5-FU grubuna kıyasla diğer gruplar. 
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5. TARTIŞMA 

 

Mitokondriyal türevli peptitler (MDP), hücre metabolizmasını değiştiren yeni bir 

biyoaktif mikroprotein sınıfıdır. Tanımlanan sekiz MDP (humanin, MOTS-c, SHLPs1-6) 

Alzheimer hastalığı (97), prostat kanseri (98), maküler dejenerasyon (99), 

kardiyovasküler hastalık (100) ve diyabet (20, 21) dahil olmak üzere hastalık patolojisini 

hafifletir. MDP’lerde hastalık ve insan genetik varyasyonu arasındaki ilişki yeterince 

araştırılmamıştır, ancak humanin ve MOTS-c’deki iki polimorfizm, sırasıyla bilişsel 

gerileme ve diyabet ile ilişkilendirilerek MDP’lerin hastalık modifikasyonunda kesin bir 

rolü olduğunu düşündürmektedir (101). MOTS-c üzerine bugüne kadar yapılan 

çalışmalar genel olarak obezite ve T2D üzerine yoğunlaşmış olsa da (15, 20, 21), bu 

molekülün hücresel metabolizma ve gen regülasyonu süreçlerinde önemli bir kavşak 

olarak ifade edilen AMPK üzerinden farklı hücresel süreçlerde rol oynayabileceğini 

düşündürmektedir. AMPK’nın enerji homeostazını kontrol etmedeki kilit rolü göz önüne 

alındığında, T2D, obezite ve kanser dahil olmak üzere metabolik hastalıklar için 

potansiyel bir terapötik hedef olarak yaygın ilgi gördüğü söylenebilir (102, 103). Ayrıca 

MOTS-c, folat/metionin döngüsünü kısıtlayarak metiyonin metabolizmasında bir 

azalmaya neden olur. Kemirgenlerde, metiyonin kısıtlaması ömrü yaklaşık %45 

artırabilir, kanser gibi yaşa bağlı hastalıkların görülme sıklığını azaltabilir, lens 

bozulmasını geciktirebilir, viseral yağı azaltabilir ve gluatatyon gibi ana antioksidan 

moleküllerin seviyesini artırabilir (104-107). MOTS-c’nin AMPK ifadesini stimüle 

etmesi ve folat/metionin döngüsünü inhibe etmesi, bu peptidin kanser terapisinde roller 

üstlenebileceğini akıllara getirmektedir. Mevcut literatürde MOTS-c ve kanser arasındaki 

ilişkiyi irdeleyen bir çalışma henüz bulunmamaktadır. Bu çalışmada MOTS-c’nin kanser 

hücreleri üzerine etkilerini gösteren ilk bulguları içermektedir. 

Çalışmada MOTS-c uygulamasının MCF-7, MCF-10A, Caco-2 ve FHC 

hücrelerinde hücre canlılık düzeyi üzerine etkilerini belirlemeyi amaçladık. Bu amaç için 

MOTS-c uygulaması sonrasında MTT analizleri yapıldı ve peptidin kanserli ve sağlıklı 

hücrelerdeki canlılık düzeyine etkileri ortaya konuldu. Sonrasında muhtemel hücre ölüm 

mekanizmasının nasıl ve hangi yollar üzerine gerçekleştiğini açıklama için genotoksisite 

analizleri yapıldı ve hücre ölüm yolaklarındaki genlerin ifade seviyeleri belirlendi.  

Sonuçlarımız MOTS-c’nin MCF-7 hücreleri üzerine sitotoksik etkisini 72. Saatte 

gerçekleştiğini gösterdi. Sitotoksisite çalışmalarında, MOTS-c’nin ve referans ilaç 5-
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FU’nun genel olarak yüksek dozları hücre canlılığında anlamlı değişime neden oldu. 

Çalışmamızda MOTS-c uygulamasının genotoksisite üzerine ne gibi bir etkisinin 

olduğunu Comet ve TUNEL analizleri ile belirledik. Comet analizi, ökaryotik hücrelerde 

test edilen bileşiğin DNA hasarına neden olup-olmadığını ve muhtemel hasarın düzeyini 

açıklamak için kullanışlı bir yöntemdir (87). TUNEL analizi ise apoptozun geç 

aşamalarında kapsamlı DNA bozulmasına uğrayan apoptotik hücreleri saptamak için 

tasarlanmıştır. Yöntem, TdT’nin bir şablondan bağımsız olarak çift sarmallı DNA 

kırılmalarının kör uçlarını etiketleme yeteneğine dayanmaktadır (92).  

MTT analizlerinden elde edilen sonuçlar dikkate alınarak hücre canlılığını %70 

civarında (sağ kalım düzeyi) etkileyen MOTS-c ve 5-FU dozları Comet analizlerinde 

kullanıldı. Comet sonuçları MCF-7 hücrelerinde 5-FU ve MOTS-c’nin benzer düzeyde 

DNA hasarına neden olduğunu gösterdi. Ayrıca bu bileşiklerin belirlenen IC50 dozları 

TUNEL analizlerinde kullanıldı ve böylelikle MOTS-c ve 5-FU’nun apoptotik hücre 

ölümü üzerine etkileri belirlendi. MOTS-c uygulaması sonrasında yapılan TUNEL 

analizleri, MOTS-c’nin TUNEL pozitif hücre sayısını kontrole kıyasla anlamlı düzeyde 

değiştirmediğini gösterdi. Buna karşın 5-FU’nun TUNEL pozitif hücre sayısını kontrol 

ve MOTS-c grubuna kıyasla arttırdığı görülsede, bu artış anlamlı düzeyde değildi. Elde 

ettiğimiz bu sonuçlar MOTS-c’nin sitotoksik etkisinin apoptotik süreçlerden başka ölüm 

mekanizmaları ile gerçekleşebileceğini, 5-FU’nun ise apoptoz aracılı hücre ölümüne 

neden olabileceğini işaret etmektedir.  

5-FU kolorektal, meme ve solunum-sindirim sistemi kanserleri dahil olmak üzere 

bir dizi kanserin tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Hücre proliferasyonunu 

önlemek için bir antimetabolit olarak çalışarak, öncelikle DNA sentezi için gerekli olan 

timidin oluşumunu bloke eden timidilat sentaz enzimini inhibe eder (108). 5-FU farklı 

kanser hücrelerinde apoptozu indükleyerek hücre ölümüne neden olur. He vd. HCT-8 

hücrelerine uygulanan 10 µg/ml 5-FU sonrası apoptozun arttığını yaptıkları TUNEL 

analizleri ile ortaya koymuştur (109). Diğer bir çalışmada ise 5-FU uygulamasından sonra 

MCF-7 hücrelerinde canlılığın azaldığı ve apoptotik hücre ölümünün arttığı 

bildirilmektedir (110). 5-FU’nun kanser hücreleri üzerine gösterdiği bu apoptotoik 

etkinin Bcl-2 protein ailesi aracılığıyla ortaya çıktığını bildiren çalışmalar rapor edilmiştir 

(111, 112). 

Çalışmamızda MOTS-c’nin ve 5-FU’nun neden oldukları hücre ölüm apoptoz 

aracılı gerçekleşip-gerçekleşmediğini ortaya koymak için p53, Bcl-2, Bax, kaspaz-3 gen 

ifadelerindeki değişimleri belirlemeyi amaçladık. Yaptığımız çalışmalar sonucu MOTS-
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c ve referans ilaç 5-FU uygulamalarından sonra gen ifadelerinin değişimleri mRNA ve 

protein düzeylerinin belirlenmesiyle ortaya konuldu. Elde edilen sonuçlar MOTS-c 

uygulamasının apoptotik süreçte görev alan p53, kaspaz-3, Bax, ve Bcl-2 genlerine ait 

mRNA ve protein ifadelerini kontrol gruplarına göre anlamlı düzeyde değiştirmediğini 

(sadece MCF-7 hücrelerinde Bcl-2 mRNA düzeyi kontrole kıyasla anlamlı düzeyde 

azalma sergiledi) gösterdi. 5-FU uygulaması sonrasında ise p53, Bax ve kaspaz-3 gen 

ifadelerinde önemli artışların olduğu, anti-apoptotik Bcl-2 gen ifadesinin ise azaldığı 

belirlendi.  

Tümör baskılayıcı p53, hücresel genomik bütünlüğün ve kontrollü hücre 

büyümesinin korunmasında hayati öneme sahiptir. p53 ifadesi hücresel strese, DNA’ya 

zarar veren maddelere ve kronik mitojenik uyarıma yanıt olarak artar. Hücre tipi, hücre 

ortamı ve onkojenik değişikliklere bağlı olarak gerçekleşen p53 aktivasyonu, hücre 

döngüsü ilerlemesinin inhibisyonuna, yaşlanmanın indüksiyonuna, farklılaşmaya veya 

apoptozise yol açar (113, 114). Çalışmalar, p53’ün Bcl-2 aile üyelerinin aktivitesini 

düzenleyerek mitokondride transkripsiyondan bağımsız apoptozu düzenlediğini 

göstermektedir (115). Bcl-2 ailesinin üyeleri, apoptozun içsel yolağının (mitokondriyal 

apoptotik süreç) anahtar düzenleyicileridir. Bcl-2 protein ailesinin apoptozu başlattığı 

veya önlediği ana kontrol mekanizmasının altında sitokrom C’nin ve diğer pro-apoptotik 

faktörlerin mitokondriden sitoplazmaya geçişini kontrol etmesi yatar. Sitokrom-c 

sitoplazmada Apaf-1 ve kaspaz-9 proenzimi ile birleşerek "apoptozom" adı verilen 

kompleksi oluşturur (116). Bu kompleks efektör kaspaz-3’ün aktivasyonunu sağlar. 

Kaspazlar, programlanmış hücre ölümünün önemli aracılarıdır ve apoptozun tipik 

morfolojik özelliklerinin görülmesinden sorumlu proteazlardır (117). Mevcut bilgiler 

kaspaz-3’ün hücrelerde apoptotik kromatin yoğunlaşması ve DNA parçalanmasında rol 

aldığını göstermektedir (118). Xavier vd. HCT-15 ve Co115 hücre serilerine 

uyguladıkları 5-FU sonrası hücre canlılığının azaldığını bildirmiştir. Yaptıkları moleküler 

analizler sonucu 5-FU’nun p53 ve Bax gen ifadelerinde artışa neden olduğunu, Bcl-2 

ifadesinde ise azalmanın meydana geldiğini rapor etmektedirler (119). 5-FU’nun meme 

kanseri hücreleri üzerine sitotoksik etkisinin araştırıldığı çalışmalarda, bu bileşiğin 

apoptotik hücre ölümünü indüklediğini bildirmektedir. Mawalizadeh vd. 5-FU ile tedavi 

ettikleri MCF-7 hücrelerinde özellikle 100 µM’dan sonra canlılığın önemli düzeyde 

azaldığını ve 5-FU kaynaklı sitotoksisitenin doz bağımlı gerçekleştiğini göstermişlerdir. 

Araştırmacılar 5-FU uygulaması sonrasında Bax ve p53 gen ifadelerinin kontrol grubuna 

kıyasla yaklaşık 2 ve 4 kat (sırasıyla) arttırdığını, buna karşın anti-apoptotik Bcl-2 
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ifadesini ise azalttığını rapor etmişlerdir. Dahası 5-FU uygulaması MCF-7 hücrelerinde 

kaspaz-9 aktivasyonunu ve apoptotik hücre sayınımı önemli düzeyde arttırmıştır (120). 

Chumakova vd. MCF-7 hücrelerine uyguladıkları 5-FU’nun, pro-apoptotik Bax ve hücre 

proliferasyonunda görevli p27kip1 ifadesinin arttırarak hücre canlılığının azalmasına 

neden olduğunu bildirmişlerdir (121). Bu sonuçlar 5-FU uygulamasının apoptozu 

indükleyerek kanser hücre serilerinde sitotoksisiteye neden olduğunu göstermektedir. 

Bizim sonuçlarımızda mevcut literatüre benzer şekilde 5-FU’nun pro-apoptotik gen 

ifadelerinde artışa neden olarak apoptozu indüklediğini ortaya koydu. Bunun aksine 

MOTS-c uygulamasının p53, Bax ve kaspaz-3 gen ifadelerinde bir değişime neden 

olmadığı göz önüne alındığında, hücre ölümünü apoptozdan farklı bir yol kullanarak 

gerçekleştirdiğini söyleyebiliriz.  

Çalışmada MOTS-c’nin muhtemel sitotoksik etkisini daha iyi anlayabilmek için 

hücresel otofaji süreçlerinde rol alan genlerin ifade düzeylerini de araştırdık. Lee vd. 

MOTS-c’nin hücrede folat siklusunu ve de novo purin biyosentezini inhibe ettiğini rapor 

etmişlerdir.  Araştırmacılar MOTS-c’ye yanıt olarak hücrede AICAR seviyesinin arttığını 

ve bunun da AMPK ifadesinde artış ve aktivasyonuna neden olduğunu göstermiştir (7). 

AMPK, hemen hemen tüm ökaryotik hücrelerde mevcut olan bir hücresel enerji 

sensörüdür ve artan AMP/ATP oranı AMPK’yı harekete geçirir. Bu durum enerji 

tüketimini engeller ve hücrenin içindeki enerji homeostazını geri kazanmak için ATP 

üreten katabolik olayları tetikler (8, 9). Ancak AMPK’nın hücresel etkileri bu kadarla 

sınırlı değildir. Bazı araştırmalar, AMPK’nin çeşitli metabolik yolları düzenlediğini ve 

kanser tedavisi için potansiyel bir terapötik hedef olabileceğini belirtmiştir (10, 11). 

AMPK’nin en iyi bilinen yollarından biri, TSC1/TSC2 kompleksi aracılığıyla ile 

gerçekleşir (12). AMPK’nin stimülasyonu sonrası aktive olan bu süreç PI3K-Akt ve Ras-

Raf-MEK-ERK sinyalizasyon yollarının akış yönünde aktive edilebilen mTOR’un aşağı-

regülasyonu ile sonuçlanır (9, 11). mTOR yolu, p53 ve p27 tümör baskılayıcıları 

üzerindeki etkisiyle apoptozisi bastırır ve ULK1 ve ULK2’yi (ULK1/2; otofagozom 

formasyonu için gerekli bir anahtar sinyalleme kompleksidir) baskılayarak otofajiyi 

inhibe eder (9, 13, 14). AMPK, mTOR’un bu etkilerini azaltarak apoptoz ve otofaji aracılı 

hücre ölümlerinin artmasına neden olur. Mevcut çalışmalar farklı bileşiklerin AMPK 

aktivasyonunun mTOR ifadesini baskılayarak farklı kanser hücrelerinde antitümör etki 

ortaya koyduğunu rapor etmektedir (70, 122, 123).  Ayrıca AMPK, mTOR’dan bağımsız 

olarak da ULK1’i fosforile edebilir ve aktive olan bu protein otofajiyi tetikler (124, 125).  
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Çalışmamız kapsamında MOTS-c ve 5-FU’nun hücre serilerinde sergilediği 

sitotoksik etkinin AMPK aracılı otofaji süreciyle ilişkili olup-olmadığını belirlemeyi 

hedefledik. Bu kapsamda bileşiklerin uygulamaları sonrasında AMPK/otofaji ilişkisini 

açıklamak için mTOR, TSC2, ULK1 ve Beclin1 gen ifadelerindeki değişimleri moleküler 

analizler ile ortaya koyduk. Yaptığımız analizler MOTS-c’nin hücrelerde AMPK mRNA 

seviyesini yukarı doğru düzenlediğini gösterdi. AMPK’da görülen bu artışa yanıt olarak 

MOTS-c uygulamasından sonra Beclin1, TSC2 ve ULK1 mRNA ifadelerinin de arttığını 

tespit ettik. Buna karşın Akt mRNA düzeyi ise bütün hücrelerde kontrol grubuna kıyasla 

daha düşük düzeyde belirlendi. Ayrıca Western blot analizleri MOTS-c uygulaması 

sonrası hücre hatlarında TSC2 ve ULK1 protein ifadelerinin kontrol grubuna kıyasla 

artmış olduğunu gösterdi. Uygulamalar sonrası mTOR protein ifadesindeki değişim 

sadece MCF-7 hücresinde, Beclin1 protein ifadesindeki değişim ise sadece MCF-10A 

hücresinde anlamlı düzeyde gerçekleşti. Buna karşın 5-FU uygulaması mTOR, TSC2, 

ULK1 ve Beclin1 mRNA ve protein ifadelerinde bir değişime neden olmadı. 5-FU 

uygulaması p53 ve proapoptotik Bax ve kaspaz-3 ifadelerini arttırdı, anti-apoptotoik Bcl-

2 ifadesini ise baskıladı. Bu sonuçlar MOTS-c’nin apoptotik hücre ölümünden ziyade 

otofaji aracılığıyla sitotoksisiteye neden olduğunu göstermektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

2015 yılında tanımlanan MOTS-c’nin literatürde yer alan fizyolojik etkileri genel 

olarak enerji metabolizması, T2D, obezite, kardiyovasküler sistem ve kas-iskelet sistemi 

üzerine yoğunlaşmış durumdadır. Bu peptidin söz konusu sistemler üzerine etkilerinin 

birçoğuna AMPK aracılık etmektedir ve bu molekülün hücresel etkileri bunlarla sınırlı 

değildir. AMPK’nın iltihaplanma, diyabet, yaşlanma ve kanser gibi birçok patolojik 

durumda inhibe edildiğini ve AMPK’nın aktivasyonunun bu tür hastalıkları tedavi etmek 

için faydalı olabileceği bildirilmektedir (126). MOTS-c’nin AMPK ifadesi üzerine pozitif 

etkisi kanser tedavisinde bu peptidin potansiyel rolünü akıllara getirmiştir. Bu 

çalışmamızda MOTS-c’nin kanser hücre serileri üzerine potansiyel sitotoksik etkisini 

ortaya koymayı amaçladık. Elde ettiğimiz mevcut sonuçlar dikkate alındığında MOTS-

c’nin meme kanseri hücrelerinde hücre canlılığını azalttığını ortaya koydu. MOTS-c’nin 

sergilediği bu sitotoksik etkinin AMPK aktivasyonuna yanıt olarak artan TSC2/ULK1 

aracılı otofaji yolağının aktivasyonuyla gerçekleştini gösterdik. Yapılacak çalışmalarla 

MOTS-c’nin in vivo kanser modelleri üzerine nasıl bir etki sergileyeceğinin belirlenmesi, 

bu peptidin kanser tedavisindeki potansiyelini güçlendirecektir. Yapılacak çalışmalar 

sonrası klinik uygulamalarda MOTS-c’nin meme kanseri tedavisi için potansiyel bir 

terapötik aday olarak kullanılabileceğini düşünüyoruz. 
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EK-2. Etik Kurul Belgesi 

 

İnönü Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdürlüğüne 

 

 

Danışmanı olduğum Yavuz ERDEN’in “Mitokondriyal-Türevli Peptid (MOTS-

c)’in İnsan Meme Kanseri Hücre Serisinde Antikanserojenik Etkisinin Belirlenmesi: İn 

vitro Bir Çalışma” başlıklı TÜBİTAK destekli (Proje no:318S235) doktora tez 

çalışmasının deneysel aşamaları in vitro şartlarda hücre serileri üzerine 

gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle söz konusu çalışmanın etik kurul onayı almasına gerek 

yoktur. 
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