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Onsoz

Bu calismada terapdtik ultrason ile elde edilen mekanik giiciin kanser kok hiicreler
izerine olan etkisini arastirdik. Bu tez ile birlikte uzun yillardir Fizik Tedavi alaninda
agr1 i¢in kullanilan, benim hastalarima hemen her giin regete ettigim terapotik
ultrasonu kok hiicreler {izerine kullanma firsatim oldu. Hatta kanser tanisi olan
hastalara sakincali goriip uygulamadigimiz bu terapdtik ultrasonu laboratuvarda
kanser kok hiicrelerine uyguladik ve elde edecegimiz sonuglar i¢in heyecanlandik.
Tip alaninda “dejenere olan veya 6len hiicrelerin kok hiicreler ile yenilenmesi” fikri
calistigim alan Fizik Tedavi i¢in bende yeni ufuklar agiyordu. Ciinkii her giin dejenere
olan kikirdak-kas-tendon ve hasarli sinir dokuyla ugrasiyordum. Kok hiicre bu alanda
bir umuttu. Bu nedenle kok hiicreleri ve onlarin diinyasint 6grenme istegiyle 2018
yilinda Ege Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre programima basladim.
Tip fakiiltesindeyken aldigim hiicreler ile ilgili derslerin iizerinden yaklagik 15 yil
geemisti. Yillar sonra tekrar hiicrelerin diinyasina dalmak 6zellikle de kok hiicrelerin
diinyasina dalmak daha dogrusu isin “mutfagmma girmek” beni oldukca
heyecanlandirtyordu. Kok hiicrelerle ilgili etrafta o kadar ¢ok bilim dis1, yalan yanlis
bilgi vardi ki derslerde okudukga, 6grendikge, tartistikga bu konu benim i¢in daha
netlesiyordu. Her sey benim i¢in netlestikce de bu alanda daha ¢ok seyi 6§renmeye
thtiyactm oldugunu diistinliyordum. Kendi alanim i¢in farkli olabilecek bu tezi
tamamlayabildigim i¢in ¢cok mutluyum. Bdylece hayatimda bir donemin daha sonuna
geldim ama bilimin 15181nda ylirlimek, 6grenmek, heyecanlanmak benim i¢in devam
edecek.

Tez ¢alismamda planlanmasinda, arastirilmasinda, yiiriitiilmesinde ve olusumunda ilgi
ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, yonlendirme
ve bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 15181nda sekillendiren sayin hocam

Prof. Dr. Hiiseyin AKTUG’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir, 15.02.2023 Omer DIKICI



Ozet

Malign Melanom Kanser Kok Hiicresine Diisiik Yogunluklu Kesikli Ultrason

Uygulanmasi Sonrasi Otofaji ve Apoptozisin Degerlendirilmesi

Giris: Kanser kok hiicreleri tiimoriin baslatilmasina ve biiyiimesine, radyasyona,
kimyasal ajanlara ve apoptozise direngli hiicrelerdir. Malign melanom (MM) diger
kanser tiirlerine gore oldukca fazla kanser kok hiicresi igerir. Ayrica diger cilt
kanserlerine gore daha az goriilmesine ragmen agresif seyreder. MM un erkenden
tespit edilip tedavi edilmesi olduk¢a 6nemlidir, ancak cerrahi yapilan hastalarda bile
erken donem de niiksler meydana gelebilir. Bu nedenle cerrahi sonras1 kemoterapdtik
tedaviler kullanilir. Kemoterapdtiklere karsi direng gelismesi, bu ilaglarin yan etkileri
ve yliksek maliyetleri olmasi sorun olusturmaktadir.

Son yillarda terapétik ultrasonun kanser tedavisinde kullanimi 6nem kazanmaktadir.
Ses dalgalar1 ile hiicre membraninda sonoporasyon olusturulur. Boylece terapotik
ultrason kullanilarak ilaglarin hiicre igerisine girigi artirilir. Sonugta hem ilaglarin
etkinligi artirilmis hem de ilaglara kars1 direng gelisiminin 6niine ge¢ilmis olur. Ayrica
terapotik ultrason ile kanser hiicrelerinde apoptozisin ve otofajinin aktive edildiginin
gosterilmesi kanser tedavisi i¢in olduk¢a dnemlidir. Kanser hiicresinde aktive edilen
apoptozis ve otofajinin kanser kok hiicresinde 6zellikle de MM kanser kok hiicresinde
elde edilebilmesi MM un niiksiiniin, metastazinin ve kemoterapdétiklere karsi gelisecek
direncin &nlenmesini saglayacaktir. Diisiik yogunluklu kesikli ultrasonun (LIPUS)
diisiik yan etki profili, diisiik maliyeti ve yliksek etkinligi olmasi nedeniyle kanser
tedavisinde tercih edilebilecegini gosteren galigmalar vardir. Ancak LIPUS'un kanser
kok hiicreleri iizerine etkisini arastiran ¢alisma sayisi oldukg¢a azdir. Bu ¢alismadaki
amacimiz LIPUS uygulamasi sonrasi MM kanser kok hiicrelerinde meydana
gelebilecek apoptozis ve otofajinin  gozlenerek MM kanser hiicreleri ile
karsilastirmaktir.

Gerec ve Yontem: MM kanser kok hiicresi (CD133+) ve MM kanser hiicresi (CD133-
) olmak iizere iki grup olusturuldu. CD133+ ve CD133- hiicre platelerine 1 Mhz, %20
duty cycle, 1 w/cm? LIPUS 1-5-10 dk olmak {izere uyguland:. Her iki grubun LIPUS



oncesi (0 dk) ve LIPUS sonras1 1-5-10 dk olmak iizere Casp 3-Casp 8 (apotozis),
MTOR-LC3 (otofaji) boyamalar1 yapildi.

Sonuglar: Her iki grupta baslangica gore 1-5-10 dk LIPUS uygulama sonras1 Casp 3-
Casp 8 ve mTOR-LC3 aktivitelerinde artis saptandi. Casp 3 ve mTOR 5 dakika LIPUS
uygulama sonrasi, LC3’te 10 dakika LIPUS uygulama sonrast CD133+ grupta
istatistiksel olarak daha fazlayken, Casp 3 1 dakika LIPUS uygulama sonrasi, LC3’te
5 dakika LIPUS uygulama sonrast CD133- grupta gore istatistiksel olarak daha
fazlaydi.

Tartisma: LIPUS uygulama sonras1t MM kanser kok hiicrelerinde apoptozis ve otofaji
aktivitesi artmistir. Ayrica bu sonuglara gore bu etkiyi elde etmek igcin MM kanser kok

hiicrelerine LIPUS uygulama siiresi MM kanser hiicrelerine gére daha uzun olmalidir.

Anahtar Kelimeler; Kaspaz 3; LC3; Kanser K&k Hiicresi; LIPUS; Melanom



Abstract

Evaluation of Autophagy and Apoptosis after Low Intensity Intermittent

Ultrasound Application to Malignant Melanoma Cancer Stem Cell

Introduction: Cancer stem cells are resistant to tumor initiation and growth, radiation,
chemical agents and apoptosis. Malignant melanoma (MM) includes much more
cancer stem cells than other cancer. In addition, although it is less common than other
skin cancers, its prognosis is an aggressive. Early diagnosis and treatment of MM is
very important, but recurrences may occur even in patients who have surgery.
Therefore, chemotherapeutic treatments are administered after surgery. The drug
resistance, side effects and high costs of these chemotherapeutics pose problems. The
use of therapeutic ultrasound in cancer treatment has become crucial in recent years.
Sonoporation is constituted in the cell membrane with sound waves. Thus the
penetration of drugs into the cell is increased by using therapeutic ultrasound. As a
result, the use of therapeutic ultrasound both increases the drug activity and prevents
the drug resistance. In addition, that apoptosis and autophagy are activated in cancer
cells by therapeutic ultrasound is very important for cancer treatment. The apoptosis
and autophagy are activated in cancer cells to be activated in cancer stem cells,
especially in MM cancer stem cells, will prevent MM recurrence, metastasis and
chemotherapeutics resistance. There are studies reported that low-intensity pulsed
ultrasound (LIPUS) can be preferred in cancer treatment due to its low side-effect
profile, low cost and high efficiency. However, the number of studies investigating the
effect of LIPUS on cancer stem cells is very few. Our aim in this study is to observe
the apoptosis and autophagy that may occur in MM cancer stem cells after LIPUS
application and compare the results with MM cancer cells.

Materials and Methods: There are two groups which MM cancer stem cell (CD133+)
and MM cancer cell (CD133-). LIPUS that 1 Mhz, 20% duty cycle, 1 w/cm? was
applied to CD133+ and CD133- cell plates for 1-5-10 minutes. Both groups Casp 3-
Casp 8 (apoptosis), mTOR-LC3 (autophagy) stainings were performed before (0 min)
and after (1-5-10 mins) LIPUS.



Results: In both groups, Casp3-Casp8 and mTOR-LC3 activities were increased after
1-5-10 minutes of LIPUS application compared to baseline. Casp 3 and mTOR were
statistically higher after 5 minutes and LC3 was statistically higher 10 minutes of
LIPUS application in the CD133+ group, while Casp 3 was statistically higher after 1
minute and LC3 was statistically higher 5 minutes of LIPUS application in the CD133-
group.

Discussion: The apoptosis and autophagy activities were increased in MM cancer stem
cells after LIPUS application. In addition, according to these results, the application
time of LIPUS to MM cancer stem cells should be longer than to MM cancer cells in
order to achieve this effect.

Keywords; Cancer Stem Cell; Caspase 3; LC3; LIPUS; Melanoma
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Giris

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile karakterize
bir hastaliktir. Aym1 zamanda tek bir dokuda ¢ogalabildigi gibi uzak dokulara da
yayilarak etkisini gosterir. Bazi standart yaklasimlar olsa da kanseri tek bir hastalikmis
gibi tanimlamak dogru olmaz. Her kanser tlirii farklidir hatta her insanmn farkl
DNA’lara sahip olmasindan dolay1 kanseri de kendine 6zgiidiir. Bu yilizden kansere
yaklagim karmasik hale gelmektedir.

Kanser, tip alanindaki gelismelere ragmen halen diinya iilkelerinin cogunda 6nde gelen
6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.

Insan malign melanomu (MM), konvansiyonel tedavilere belirgin sekilde direncli olan
olduk¢a metastatik bir kanserdir. Malign melanom teshisi konan hastalarin hayatta
kalma oran1 son on yilda 6nemli 6l¢iide iyilesmis olsa da melanom nedeniyle yasam
boyu risk ve genel 6liim oram1 her yil artmaktadir. Melanom heterojen hiicre
gruplarindan olusur ve diger kanser tiirlerine gore oldukca fazla kanser kok hiicresi
igerir. Kanser kok hiicreleri kok hiicre 6zellikleri bakimindan normal kok hiicrelere
benzerdirler. Bununla birlikte kanser kok hiicreleri tiimoriin  baslatilmasina,
bliylimesine ve radyasyona, kimyasal ajanlara ve apoptozise direncgli olmasiyla normal
kok hiicrelerden ayrilir. Kanser tedavisinde hiicrelerde apoptozisin ve otofajinin aktive
edilebilmesi olduk¢a 6nemlidir. Ses dalgalarinin (ultrason) uygulandigi ¢caligmalarda
kanser hiicrelerinde apoptozisin ve otofajinin aktive edildigi ortaya konulmustur.

Ancak ultrasonun kanser kok hiicreleri iizerine etkisini arastiran ¢alisma sayis1 azdir.
1.1. Arastirmanin Problemi
Diisiik yogunluklu kesikli ultrason (LIPUS) uygulamasmin kanser kok hiicresi ve

normal kanser hiicresi iizerine karsilagtirmali olarak ne diizeyde etki gdsterdiginin

netlestirilmesidir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

LIPUS uygulamast MM kanser k&k hiicresi iizerine olan etkisi bu hiicreleri MM kanser

hiicrelerine yaklastirir mi1?



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

LIPUS uygulamas1 MM kanser kok hiicresi iizerine olan etkisi bu hiicreleri MM kanser

hiicrelerine yaklastirir.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

LIPUS uygulamasi ile MM kanser kok hiicre ve MM kanser hiicrelerinde apoptozis ve

otofaji aktive olur.
1.5. Arastirmanin Sinirhlhiklar

Hiicre kiiltiirii (in vitro) calismasi olmas1 ve LIPUS uygulamasinda doz-zaman-siklus-

siklik standartinin olmamasidir.
1.6. Arastirmanin Amaci

LIPUS uygulamas1 sonrast MM kanser kok hiicrelerinde meydana gelebilecek
apoptozis ve otofajinin gozlenerek MM kanser hiicreleri ile karsilagtirilmasi

amaclanmgtir.



Genel Bilgiler

2.1.  Malign Melanom

Viicudumuzda melanosit hiicreleri genellikle ciltte bulunur ve pigment iiretiminden
sorumludurlar. Malign melanom (MM)’da bu melanosit hiicrelerinden koken alan bir
kanser tiirtidiir. En 6nemli yerlesim yeri cilttir (kiitan6z melanom), ancak melanosit
iceren diger dokularda da (mukozalar, gozler, i¢ organlar ve santral sinir sistemi)
ortaya ¢ikabilir (Danshina, Markov, Huldani, & Achmad, 2020). (Diinya genelinde
kiitan6z melanom insidans1 yillar icerisinde giderek artmaktadir ve 6zellikle bati
toplumlarinda yasam boyu melanom riski 1:50 oranina ulasmistir (Meyle & Guldberg,
2009). Melanom insidanst Avrupa’da 100000’de <25 hasta, Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) 100,000°de 30 hasta, melanomun diinyada en sik goriildiigii yer
olan Avustralya’da ise 100,000°de 60 hasta oranindadir (Conforti & Zalaudek, 2021).
Tiirkiye’deki durum ise Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2021 yilinda yayinladig:
kanser istatistikleri verilerine gore kiitandz melanomun 2017 yilindaki insidansi
erkeklerde 100,000°de 1,7 iken kadinlarda 1,2’dir. Kiitan6z melanom Tiirkiye’de en
sik goriilen ilk 10 kanser tiirii arasinda degildir (Tirkyilmaz et al., 2021). Ancak
kiitan6z melanom insidanst yillar gectikce artmaktadir. Diinya’da 2020 yil1 verilerine
gore 324,635 yeni kiitan6z melanom vakasi ve 57,043 kiitandz melanomdan 6liim
bildirilmistir. Bu sayilara gore kiitandz melanom diinyada goriilen kanserler
sirlamasinda 19. sirada yer alirken 6liime neden olan kanserler siralamasinda 23. sirada
yer almaktadir. Kiitan6z melanomun mortalite oran1 Tiirkiye’de 100,000°de 0,83 iken,
Avrupa’da 0,44-3,2 arasinda, ABD’de 1,1 ve Avustralya’da 2,4’tiir (Sung et al., 2021).
Artan yagla birlikte melanom goriilme siklig1 da artmaktadir. Erkeklerde kadinlara
gore daha fazla goriiliir. Tiirkiye’de her iki cinsiyette de goriilme sikligi 30’lu
yaslardan sonra artig gosterir ve bu oran 60 yasindan sonra daha da artmaktadir
(Tirkyilmaz et al., 2021).

Malign melanomun etyolojisi tam olarak bilinmektedir. Ancak bazi durumlar
melanom gelisimi agisindan yiiksek risk olusturur. Bunlar; cilt rengi ve tipi (beyaz ve
acik ten gibi), ultraviyole (UV) 6zellikle UV-B maruziyeti, ailede melanom varligi,

daha 6nce melanom gecirmis olmak, genetik faktorler (siklin bagimh kinaz 2A gen
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mutasyonu, BRAF gen mutasyonu), spesifik genetik durumlar (kseroderma
pigmentozum, retinoblastom)’dir (Watts et al., 2015). MM heterojen bir hastalik grubu
oldugu i¢in bu risk faktorleri her MM tipi veya her hasta i¢in gegerli olmayabilir.
Malign melanom tanis1 almis hastalarda en yaygin karsilasilan hikaye daha 6nceden
var olan veya yeni ortaya ¢ikan benin karakterinde degisiklik olmasidir.

Malign melanomun erkenden tespit edilip tedavi edilmesi 6nemlidir. MM’da prognoz
tiimoriin artan derinligi ile dogru orantilidir.

Malign melanom diisiiniilen vakalarda eksizyonel biyopsi yapilmalidir. Biyopsi
materyali dogru histolojik tani igin cildin tiim tabakalarini igermelidir. Biyopsi
sonuglar1 rezeksiyon simirlarini ve hangi hastalarin sentinel lenf nodu biyopsisi ve
diger adjuvan tedavi igin aday olacagini belirler.

Sentinel lenf nodu biyopsisi ile genis lokal eksizyon, elektif nod diseksiyonu veya her
ikisi gibi cerrahi yontemler erken evre melanom igin kesin tedavidir. Tibbi medikal
tedavi (interferon alfa, pegile interferon, graniilosit-makrofaj uyarict faktor,
ipilimumab, dakarbazin, temozolomid, interlokin-2 gibi ajanlar) ilerlemis melanomlu
hastalarin adjuvan tedavisi olarak uygulanir.

Malign melanom tanisi alan hastalarda 5 yillik yasam orani hastaligin evresine gore
%27 ile 90 arasinda degisir. Ancak metastaz yapmis olgularda bu oran %20 nin

altindadir (Barnhill, Fine, Roush, & Berwick, 1996).

2.2. Kok Hiicreler

2.2.1. Kanser Kok Hiicresi

Onceki yillarda yapilan birgok caligmada kanser hiicrelerinin igerisinde kendini
yenileyebilme, farklilagabilme gibi kok hiicre 6zellikleri gdsteren hiicrelerin varligi
bildirilmigtir. Kanser kok hiicreleri ilk olarak hematopoetik sistem igerisinde
tanimlanmistir. Bonnet ve ark akut miyeloid 16semide kanser kok hiicresini izole
etmistir ve insandan immiin yetmezlikli farelere aktarmislardir. Bu hiicreler
CD34+/CD38- hiicre ylizey markerlar1 ile tanimlanmistir (Bonnet & Dick, 1997).
Kanser kok hiicreleri kok hiicre o6zellikleri bakimindan normal kok hiicrelere

benzerdirler. Bununla birlikte kanser kok hiicreleri tiimoriin  baslatilmasina,
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biiylimesine ve radyasyona, kimyasal ajanlara ve apoptozise direngli olmasiyla normal
kok hiicrelerden ayrilir (Ural, 2012). Kanser kok hiicrelerinin kokenleri tam olarak
anlasilamamistir. Erigkin kok hiicrelerden mutasyonla olustugu ileri stiriilmiistiir.
Ancak her zaman bdyle olmadigi diisiiniilmektedir. Transit amplifiye hiicrelerin,
progenitdr hiicrelerin veya farklilagmis hiicrelerin onkojenik doniistimiinden de kanser

kok hiicresinin olusabilecegi tahmin edilmektedir (Girouard & Murphy, 2011).

2.2.2. Malign Melanom Kanser Kok Hiicresi

Melanom heterojen hiicre gruplari iceren bir tiimordiir. Heterojen hiicre gruplarinin
olmasi tiimdrojeniteye ve kemorezidansa neden olur (Kozovska, Gabrisova, &
Kucerova, 2016). Fang ve ark. 2005 yilinda yayinladiklari makalede insan
melanomundaki kok hiicre 6zellikleri gosteren hiicre varligindan bahsettiler (Fang et
al., 2005). Bu hiicreler sferoid olusturuyorlardi ve CD20+ yiizey belirtecini oldukca
fazla tastyorlardi. Ancak bu hiicre gruplarinin asil kok hiicre kabul edilmesi kendilerini
yenileyebilme, farklilagma ve tiimor olusturabilme yetilerinden kaynaklanmaktaydi
(Girouard & Murphy, 2011). Baz1 kanser tiplerinde kok hiicreleri tanimlamak igin
kullanilan CD133+ ylizey belirteci daha sonra melanomlu hastalardan izole edilen kok
hiicre benzeri hiicrelerde de fazlaca tespit edilmistir (Monzani et al., 2007). CD133
glikoprotein yapisinda olan transmembran proteinidir. CD133+ hiicrelerin timor
olusturma potansiyelleride artmaktadir. Melanoma diger tiimdr tiirlerine gore oldukca
fazla kanser kok hiicresi igerir (%27> %0.0001) (Perego et al., 2010). Bu durum

arastirmalarda kullanilmasi i¢in 1yi bir se¢cenek oldugunu gosterir.

2.3.  Hiicre Oliim Modaliteleri

Hiicre oOliimii, hiicre yasaminin temel siireglerindendir. Ortam homeostazinin
korunmasinda 6nemli rol alir. Hiicre 6liimii makroskobik morfolojik olarak farkl
Ozellikler gosterir (Lorenzo Galluzzi et al., 2018). Daha onceleri bu ozelliklere
bakilarak 3 tipe ayrilmistir: 1) Tip 1 hiicre 6liimii (apoptozis), 2) Tip 2 hiicre oliimii
(otofaji) ve 3) Tip 3 hiicre 6limii (nekroz).



2.3.1. Apoptozis

Apoptozis, fizyolojik olan programli bir hiicre 6limiidiir. Fonksiyonlar1 bozulan,
yaslanan, hasarlanan veya ihtiya¢ duyulmayan hiicrelerin ortama zarar vermeden yok
edilmesi siirecidir. Yasamin her doneminde apoptotik hiicre 6liimii vardir (Gokbayrak
Atay, Gezer, & Kasap, 2021). Apoptozis siireci intrinsik, ekstrinsik ve
perforin/granzim sinyal yollar1 ile aktive edilir (ElImore, 2007). Bu sinyal yollariin
aktivasyonu sonucunda kaspaz kaskadi harekete geger. Bu ii¢ sinyal yolu kaspaz 3
tizerinde ortak nokta olarak birlesir. Kaspazlar, sistein proteaz enzim ailesidir. Kaspaz
1-2-3...14 olmak tiizere 14 tip kaspaz vardir ve bunlar gorev olarak 3 gruba ayrilir;
apoptozis baslaticilar (Kaspaz 2-8-9-10), apoptozis yiiriitiiciiler (Kaspaz 3-6-7) ve
inflamasyon mediatorleri (1-4-5-12-14) (Behzadi & Ranjbar, 2015). Kaspazlar
genellikle inaktif monomerik yapida prokaspaz olarak bulunurlar ve gerektiginde

aktiflestirilirler (Mcllwain, Berger, & Mak, 2015).

2.3.1.1. Intrinsik apoptozis

Intrinsik apoptozis; mikrogevresel dengenin bozulmasma yol agan DNA hasari,
bliylime faktorii azalmasi, ekstraselliiler matrikse temasin kaybolmasi, hipoksi,
antikanser ilaglarin varligi, reaktif oksijen radikallerinin asir1 artmasi gibi uyarilar
sonucunda baglar (Lorenzo Galluzzi et al., 2018; lannolo, Conticello, Memeo, & De
Maria, 2008). Bu uyarilar bir dizi sinyal yolagimi aktive ederek mitokondri
biitiinliiglinlin bozulmasina, sitokrom C salinmasina ve kaspaz 9 aktivasyonuna yol
acar. Buradaki kritik ve geri doniisiimsiiz olan nokta mitokondri dis membran
permeabilitesinin artmasidir (Tait & Green, 2010). Mitokondride meydana gelen
bozulma sonucu ortama sitokrom C salgilanir. Sitokrom C, Apaf-1 ve pro-kaspaz 9 bir
araya gelerek apoptozom olusturur. Pro-kaspaz 9 aktif hale geger ve kaspaz 3’ii uyarir

(Mcllwain et al., 2015).



2.3.1.2. Ekstrinsik Apoptozis

Ekstrinsik apoptozis; ligandlarin 6liim reseptorlerine (DR: death receptors; Tumor
nekrozis faktor reseptor-1 (TNFR1), CD95 (Fas ve APO-1), DR3, TNF-iliskili
apoptozis baslatici ligand reseptorii-1 (TRAIL-R1; DR4) ve TRAIL-R2; DR5) veya
bagimli reseptorlere baglanmasiyla aktive olur (Flusberg & Sorger, 2015). Bu
ligandlar hiicre disinda dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikar. Bu reseptorler adaptor
proteinler (FAS-iligkili 6lim zinciri (FADD) veya TNFR- iliskili 6liim zinciri
(TRADD)) araciligiyla kaspaz 8 ve 10’un fonksiyonunu diizenler (Lorenzo Galluzzi
etal., 2018).

2.3.2. Otofaji

Otofaji, hasarli makromolekiilleri, organelleri ortadan kaldiran ve gesitli hiicre disi
uyaranlara yanit olarak olusan bir siiregtir. Hiicresel stres durumlarinda (besin
azalmasi, oksidatif hasar, patojen enfeksiyon gibi) otofaji tetiklenir. Apoptozisten
farkli olarak, hiicresel stres durumlarinda hiicre igi molekiillerin geri dontsimiini
saglayarak hiicre homestostazisini korumaya yardimci olmaktadir (Anding &
Baehrecke, 2015).

Hiicresel metabolizmanin ana diizenleyicilerinden olan mTOR bir serin/treonin
kinazdir ve PI3K/AKT sinyal yolunun hedef proteinidir (Kim & Guan, 2015). mTOR,
birkag¢ proteine baglanarak mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2
(MTORC2) olmak iizere iki farkli sinyal kompleksi olusturur. Hiicresel besin azalmasi,
diisiik hiicresel enerji seviyeleri mTORCI1 inhibisyonuna yol acar. mTORCI
inhibisyonu otofaji baglangicini ve otofagozom ¢ekirdeklenmesini destekleyen ULK1,
ATG13 (otofaji iligkili gen), AMBRA1 ve ATGI14L gibi ¢oklu otofaji ile ilgili
proteinlerin defosforilasyonu yoluyla otofajinin aktivasyonuna yol acar (Kim & Guan,
2015).

ATG8/MAPILC3 (mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif zincir 3) konjugasyon sistemi,

otofagozomun uzamasi ve olgunlagmasi i¢in gereklidir. Atg8/LC3'lin otofagozomdaki
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hiicresel lokalizasyonu, olgunlagsmas1 sirasinda otofagozomun kapanmasi,
hemifiizyonu veya taginmasi ile iligskilendirilmistir. LC3, otofagozomlarin yani sira

otofajik aktiviteyi izlemek i¢in yaygin olarak kullanilmistir (Lee & Lee, 2016).

2.4.  Mekanik Giiclerin Kok Hiicre Davramsi Uzerine Etkisi

Kok hiicreler ve onlarin mikrogevreleri, hiicre davranisini ve kaderini belirlemek iizere
mekanik giiglerle etkilesim igerisindedir (Vining & Mooney, 2017). Farkli mekanik
giicler hiicrelerde farkli yanitlarin olugmasina yol agar. Hatta ayn1 giiclin uygulanmasi
hiicrenin konumuna, geometrisine, tipine, kromozom yogunlagsmasina ve farklilagsma
asamasina gore farkli hiicresel fonksiyonlara yol agabilir (Manokawinchoke et al.,
2021). Kok hiicreler mekanik giiglere proliferasyon, migrasyon, kendini yenileme ve
farklilasma olarak yanit verir. Mekanik giicler mekanik gerilme (¢cekme, gerilme,
esneme), mekanik yiiklenme, vibrasyon, mekanik kompresyon, basing ve ses dalgalari

ornek verilebilir (Marrelli et al., 2018).

2.4.1. Terapétik Ultrason

Ultrason mekanik bir enerji ¢esididir. Mekanik titresim artan frekanslarda ses enerjisi
olarak bilinir. Insan kulag: 15-20000 Hz frekans aralifindaki sesleri isitebilir. Bu iist
limitin tizerindeki mekanik titresimler ultrason olarak tanimlanir. Ultrason
goriintilleme ve tedavi amaciyla kullanilabilir. Tedavi amaciyla kullanilan ultrasona
terapotik ultrason denir (ter Haar, 1999). Tedavide kullanilan frekanslar 0,7-3,3
MegaHertz (Mhz) araligidir (Sengupta & Balla, 2018). Ayrica ultrasonun etkisi igin
birim alana uygulanan enerjinin miktar1 yani yogunlugu da énemlidir ve yogunlugun
birimi W/cm?dir. Tedavide devamli ve kesikli (pulsed/aralikli: 1:1-1:4 siklus
seklinde) ultrason olarak iki sekilde kullanilir. Devamli ultrasonda ses dalgalar
dokuya gectiginde dokudaki molekiiler vibrasyonda artisa ve bunun sonucunda 1s1
artigina yol agar (Baker, Robertson, & Duck, 2001). Boylece devamli ultrason 1s1 ve
mekanik etkileri ile tedavide kullanilir. Kesikli ultrason dokularda 1s1 olusturmaz,

mekanik etkileri ile tedavide kullanilir. Ses dalgalariyla elde edilen mekanik etkiden
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mikrobublelarin bir araya gelmesi ile olusan kavitasyon, akustik akis ve mikromasaj
sorumlu tutulabilir (Baker et al., 2001; ter Haar, 1999; Williams, 1987; Wu & Nyborg,
2008).

2.4.2. Diisiik Yogunluklu Kesikli Ultrason

Diisiik yogunluklu kesikli ultrason (Low Intensity Pulsed Ultrasound-LiPUS) termal
olmayan ve dokular1 tahrip etmeyen bir tedavi yontemidir. Amerikan Gida ve ilag
Dairesi (FDA) kaynamayan kiriklarda LIPUS kullanimmi onaylamistir (Katiyar,
Duncan, & Sarkar, 2014). Son zamanlarda LIPUS kullanimi kanser tedavisinde énem
kazanmaktadir.

Bu c¢aligmadaki amacimiz; in Vvitro malign melanom kanser kok hiicresine LIPUS
uygulamasi sonrasi bu hiicrelerde kaspaz 3 (Casp 3) ile kaspaz 8 (Casp 8) diizeylerine
bakarak apoptozisi ve mammalian target of rapamycin (mTOR) ile light chain 3 (LC3)
diizeylerine bakarak otofajiyi degerlendirmektir. Boylece apoptozis veya otofajiyi
gdzlemleyerek LIPUS ile olusturulan mekanik giiciin etkisiyle malign melanom kanser

kok hiicrelerin kok hiicre 6zelligini kaybedip kaybetmedigini incelemektir.



Gerec ve Yontem

3.1.  Arastirmanin Tipi

Malign melanom kanser hiicre hattina ve malign melanom kanser kok hiicre hattina
LIPUS uygulanmas1 sonucu apoptozis (Casp 3 ve Casp 8) ve otofajinin (nTOR ve
LC3) incelenmesi amaglanan in vitro deneysel tamimlayici bir laboratuvar

calismasidir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirma Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda Agustos 2021 - Ocak 2023 tarihleri arasinda yapilmistir.

3.3. Cahsmada Kullanmilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi Tablo 1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 1: Calismada kullanilan cihazlarin isimleri ve islevleri

Cihaz

Islev

Binder ve Eppendorf Galaxy 170r CO2’li

Inkiibator

Hiicrelerin yasam ortamini saglamak

Eppendorf New Brunswick -80°C Derin

Dondurucu

Dondurulan hiicrelerin saklanmasi

Eppendorf Sogutuculu Santrifiij

Hiicre pasajinda ve deneylerde hiicreleri

soliisyondan ayirmak

Niive Su Banyosu

Hiicre agma protokoliinde ani sicaklik
degisimini saglamak, -80°C’den g¢ikan
hiicreleri direk 37°C’ye aktarmak

Olympus BX50 Floresan Mikroskop

‘ _ Y Deneylerin  yapilmast  i¢in  gerekli
ESCO Biyogiivenlik Kabini Simf II »
sterilizasyonu saglamak
Olympus CKX41 inverted Mikroskop Hiicrelerin gozlemi ve takibi
Immiinofloresan  hiicre  boyamalarini

goriintiilemek ve fotograflamak

Diisiik yogunluklu kesikli ultrason cihazi
(SONOPULS 190, Enraf
Amsterdam) (Sekil 1)

Nonius,

Ses dalgas1 olusturmak
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Sekil 1: Ultrason cihazi ve probu
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari

3.4.1. Hiicrelerin genel protokole uygun kiiltiire edilmesi

CHL-1 (ATCC® CRL-9446TM) pigmente olmayan insan melanom hiicre hatlar1, Ege
Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi. CHL-1 malign
melanoma hiicre hatt1 Eagle's Minimum Essential Medium olarak adlandirilan EMEM
besi yerinde kiiltiire edildi (Sekil 2A). Hiicrelerin kiiltiire edilmesini saglamak igin
EMEM besi yeri igerisinde %10 fetal sigir serumu (Biowest, S1810), kontaminasyonu
onlemek icin ise %1 penisilin streptomisin eklendi. CHL-1 hiicre hatt1 pasaj 6 ve 8
araliginda kullanilirken; akis sitometrisi elde edilen CD133+ ve CD133- hiicre hatlar1
pasaj 2 ve 4 araliginda kullanildi.

3.4.2. Hiicre Pasaji

Hiicreler T25 flask igerisinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin T25 flask yiizeyini
kaplamaya yakin hale geldikten sonra, diger bir deyisle konfluent olduklarinda
hiicreler pasajlandi. CHL-1 hiicreleri pasajlanarak akis sitometrisi i¢in hazirlandi;
CD133+ ve CD133- hiicreler pasajlanarak deneysel siirecte kullanildi. Pasaj islemi igin
oncelikle var olan besi yeri uzaklaitirildi ve hiicreler bir kez yikandiktan sonra
tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirildi. Kaldirma islemi 37°C inkiibator igerisinde
yaklasik 4 dakikada gerceklesti. Hiicre eldesi mekanik kuvvetle hem flask ylizeyine
hafif vuruglar ile hem de pipetleme ile maksimum gergeklestirildi. Sonrasinda hiicreler
tiipe aktarilarak santrifiij edildi. Pellet sayim i¢in 1 ml taze besi yerinde ¢6ziildi (Sekil

2B).

3.4.3. Hiicre Sayim

Hiicre sayim1 tripan mavisi ile gergeklesti. Bunun i¢inl ml hiicre soliisyonu igerisinden
10 mikrolitre alind1 ve 10 mikrolitre tripan mavisi ile karistuldi; hemositometre ile

sayim yapildi. Olii hiicreler mavi renk alirken, canli hiicreler parlak ve beyaz renkliydi.

13



Canli hiicre sayisina gore deneysel siire¢ icin 1 ml hiicre soliisyonu 2x10° hiicre/ml

seyreltildi (Sekil 2C).

Sekil 2: Laboratuvar ¢alismalar1
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3.5.  Deney Gruplan

Calismada MM kanser kok hiicresi (CD133+) ve MM kanser hiicresi (CD133-) olmak
tizere iki grup olusturuldu (Sekil 3). CD133+ ve CD133- hiicre platelerine 1 Mhz, %20
duty cycle, 1 w/cm? LIPUS 1-5-10 dk olmak iizere uyguland1 (Bernard, Mornstein,
Skorpikova, & Jarog, 2012; Sengupta & Balla, 2018; Yang et al., 2018). Her iki grubun
LIPUS éncesi (0 dk) ve LIPUS sonrasi 1-5-10 dk olmak iizere Casp 3, Casp 8, mTOR
ve LC3 boyamalar1 yapildi.

C0133+

Sekil 3: Deney gruplari

15



3.6.  Floresanla Aktive Hiicre Ayirma Yontemi Kullanilarak CD133+ Kanser

Kok Hiicrelerinin Toplanmasi

Malign melanoma kanser kok hiicrelerinin izolasyonunu saglamak ig¢in Floresan Aktif
Ayirma (FACS) yontemi kullanildi. EMEM ortaminda kiiltiirlenen kanser kok hiicreleri
polisitren flasklarda ¢ogaltildi. Belli yogunluga ulasan hiicrelerin bulunduklar1 flasktan
besi ortammin uzaklagtirlmasinin ardindan besi yeri kalintilarinin  da flasktan
arindirtlmasi i¢in 2 ml 1X PBS ile hiicrelerin yikama islemi yapildi. Hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilabilmesi igin flaska 1 ml %0.25 Tripsin-EDTA (Thermo, USA) eklendi
ve 3 dakika inkiibatorde (37 °C, %5 CO>) bekletildi. Tripsinin uygun siiresinden fazla
durmasi hiicreye zarar vereceginden, Tripsin-EDTA inaktivasyonunun saglanmasi i¢in
ortama 2 ml EMEM besi yeri ortam1 eklendi. Daha sonra hiicreler 15 ml’lik santrifiij
tiiptine alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant kismi atilarak
tipe 3 ml 1X’lik PBS eklenerek yikanma islemi yapildi. PBS eklenen tiipler tekrar 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant kisim tekrar atilarak hiicreler 1X
PBS ile siispanse edilerek karanlik ortamda 10 mikrolitre CD133 antikoru eklendi ve
hiicrelerin karismast igin pipetleme islemi yapildi. Hiicreler vortex cihazinda
karigtirildiktan sonra aliiminyum folyo ile etrafi sarilarak +4 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi. islem sirasinda baglanmasi gergeklesmemis antikorlar i¢in hiicrelere tekrar 5 ml
1X PBS eklenerek yikama igslemi yapildi, ardindan 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Tim bu islemlerin ardindan hiicreler 5 mI’lik filtreli tiip igerisinden ge¢irildi. Bu sekilde
FACS igin hazir hale getirilen hiicreler cihazdan (FACSAria, BD Pharmingen) gegirilerek
sort edildi. Boylece CD133+ MM kanser kok hiicrelerinin ayrimi gergeklestirildi.

3.7. Kanser Kok Hiicre Hattimn Uretilmesi

CHL-1 hiicre hattindan FACS yontemi ile izole edilen kok hiicrelerin tiretimi ise %10

FBS ve 5 ml streptomisin iceren EMEM ortaminda gergeklestirildi.

3.8.  Hiicre Saymm
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FACS islemi sonrasi elde edilen CD133+ malign melanom kanser kok hiicreleri ve
kok hiicre olmayan malign melanom kanser hiicreleri iki grup olmak iizere belirlendi.
Her deney grubundaki hiicreler 37 °C %5 CO2’li ve nemli ortamda iiretilen hiicrelerin
belli yogunluga ulasmasiyla birlikte ortamdan besi yeri atilarak hiicre Kiltiri
uygulamalar1 yapildi. Besi yerinin uzaklastirilmasinin ardindan 2 ml 1X PBS ile
hiicreler yikand1 ve hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi i¢in %0.25 Tripsin-EDTA
(Thermo, USA) eklendi ve 3 dakika inkiibatérde (37 °C, %5 CO>) bekletildi. Tripsin-
EDTA’nin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in %10 FBS iceren EMEM besi yeri ortami
hiicrelere eklenerek inaktivasyon islemi gergeklestirildi. Hiicreler 15 ml’lik santrifiij
tiipline alind1 ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan
stipernatant kismi atilarak pelet iizerine 1’er ml besi ortami eklenerek homojenize
edildi. Hicrelerden 50 ul hiicre eppendorflara alinarak tizerlerine 50 pl tripan mavisi
eklendi. Pipet yardimiyla homojenize edildikten sonra hiicrelerin thoma laminda

sayimi gergeklestirildi.

3.9. LIPUS Uygulamasi

CD133+ MM kanser kok hiicreleri ve MM hiicreleri, 37°C %5 CO2’li ve nemli
ortamda iiretildi. Belli yogunluga gelen hiicrelerden besi yeri ortami uzaklagtirilarak 2
ml 1X PBS ile hiicrelerin yikanmasi saglandi. Hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi i¢in
%0.25 Tripsin-EDTA (Thermo, USA) eklendi ve 3 dakika inkiibatorde (37 °C, %5
CO2) bekletildi. Tripsin-EDTA’nin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla hiicrelere
EMEM besi yeri ortami eklenerek inaktivasyonu saglandi. Hiicreler 15 ml’lik santrifij
tipiine alinmig ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim atilarak
tipe 5 ml 1X’lik PBS eklenerek yikanmasi saglandi. PBS eklenen tiipler tekrar 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant kisim tekrar atilarak hiicreler
1X PBS ile siispanse edilen hiicreler, 6 kuyucuklu polistiren tabakalara ekildi (Sekil
4). 37 °C, %5 CO,’de 24 saat inkiibe edilen hiicrelere LIPUS cihaz1 (SONOPULS 190,
Enraf Nonius, Amsterdam) uygulandi. LIPUS uygulamasi igin, cihazin probu hiicre
kiiltiir platenin altina yerlestirildi ve dncesinde ses dalgalarin gecisini kolaylastirmak
amaciyla probun iizerine ultrason jeli siiriildii ve cihaz galistirildi (Huang et al., 2020)
(Sekil 5). Her uygulama oOncesi cihazin ¢alisip ¢alismadigimi test etmek igin igin

probun ucuna bir damla su damlatilarak olusan titresimler gézlendi. Ayrica uygulama
17



sirasinda yine cihazin ¢alistiginin gbzlenmesi amaciyla platelerin icerisindeki sivida
meydana gelen titresimler de ara ara kontrol edildi (Sekil 6). Ultrason uygulanan
hiicreler 48 saatlik siirelerde inkiibe edilmistir (37 °C, %5 CO»).

Sekil 4: 6 kuyucuklu polistiren tabakalar
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Sekil 5: Probun yerlestirilmesi
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Sekil 6: Ultrason uygulamasi sirasinda goriilen titresimler

3.10. immiinofloresan Oncesi Hazirhiklar

3.10.1. Triton-X100 Hazirlanmasi

%0.25 Triton-X100, immiinofloresan boyama isleminin permeabilizasyon asamasinin
gerceklestirilmesi i¢in 25 mikrolitre Triton-X100 uygulandi ve 5 dakika beklenildikten
Triton-X100 ortamdan uzaklastirildi. 3 defa PBS ile yikama yapildi.
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3.10.2. Sigir Serum Albiimin Hazirlanmasi

Bloklama i¢in sigir serum albiimini (BSA) hazirlandi. Bunun i¢in 1 gr BSA tozu 100
ml 1X PBS igerisinde ¢ozdiiriildii, bunun i¢in manyetik karistirici kullanildi. Elde

edilen soliisyon filtreden gegirilerek +4 °C’de sakland.

3.10.3. Hiicrelerin immiinofloresan Boyama I¢in Hazirlanmasi

Immiinofloresan asamasindan 6nce hiicrelerin hazirlanmasi gerceklestirildi. Bunun
icin hiicreler T75 flasklardan besi yeri uzaklastirilarak 6 kuyucuklu platelere aktarildi.
Sonrasinda 2 ml 1X PBS ile hiicreler yikandi. Hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi igin
%0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 3 dakika inkiibatorde (37°C, %5 CO2)
bekletildi. Inverted mikroskop ile hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol
edildi ve uygun olan hiicreler laminar kabine alindi. Hiicrelere 2 ml EMEM besi yeri
ortami eklenerek Tripsin-EDTA’nin inaktivasyonu saglandi. Hiicreler 15 ml’lik
santrifiij tipiinde toplandi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin
ardindan hiicrelerin siipernatant kismi atilarak tizerlerine besi yeri eklendi. Hiicrelerin
Thoma Lamu ile saymmi gerceklestirildikten sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir
kuyucuguna 15 mm’lik yuvarlak lamellerden pens yardimi ile eklenmistir. Lamellerin
kuyucuklara iyice oturmasi saglandiktan sonra iizerlerine mikropipet yardimiyla
hiicreler ekildi ve 37°C, 5% CO> ortamda inkiibasyona birakildi.

3.10.4. immiinofloresan Boyama

Bu islemlerin ardindan immiinofloresan boyama i¢in hiicre fiksasyonu gergeklestirildi.
Bunun i¢in dncelikle hiicrelerin bulunduklari besi yeri ortam1 uzaklastirildi ve hiicreler
1X PBS ile 3 defa yikandi.

Hiicre fiksasyonu i¢in hiicreler oda sicakliginda 30 dakika %4 paraformaldehid (PFA)
ile muamele edildi. Bu siire sonunda hiicrelerden PFA’nin uzaklastirilmasi igin

hiicreler tekrar 1X PBS ile yikandi. Hiicre boyamasinin ayni giin yapilacagi drnekler
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icin iglemler devam etti. Daha sonraki gilinler devam edilmesi planlanan 6rnekler igin,
hiicreler +4°C *de saklandu.

Permeabilizasyon i¢in hiicreler dnceden hazirlanmis %0.25 Triton-X100 igerisinde 5
dakika bekletildi. Triton-X100 soliisyonunu ortamdan uzaklastirmak i¢in hiicreler 1X
PBS ile yikandi.

Bloklama asamasi i¢in hiicreler oda sicakliginda %1 BSA igerisinde 1 saat boyunca
bekletildi.

Antikorlar (nTOR, LC3, Casp 3 ve Casp 8) %1 BSA igerisinde 1/100 oraninda diliie
edilerek hazirlandi. Hiicreler 24 saat boyunca primer antikor igerisinde nemli ortamda
bekletildi. 24 saat sonunda antikorun uzaklastirilmasi igin hiicreler 1X PBS ile 3 kez
yikandi. Kullanilacak sekonder antikor hazirland: ve 1 saat boyunca hiicrelerle temasi
gerceklestirildi. Tekrar 1X PBS ile 3 kez yikanan hiicreler kapama mediumu ile
kaplandiktan sonra goriintiilemeler Olympus BX50 Floresan Mikroskobu ile
gerceklestirildi ve 20X ve 40X te fotograflar cekildi. Biitiin fotograflar Fiji:imagej

programi ile analiz edildi.
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Bulgular

Hiicre gruplarinin kiiltiire edilme asamasindan sonra deneysel kisma gegebilmek i¢in
hiicre sayimmi gergeklestirilmistir. Sayim igin pasaj sonrasinda hiicreler 1 ml taze besi
yerinde seyreltilmis, ve icerisinden 10 mikrolitre hiicre soliisyonualinarak 10 ml tripan
mavisi ile karistirilmistir. Karisim hemositometre ile 6l¢iilmiistiir. CD133+ ve CD133-
hiicre sayis1 genel olarak T25 flask pasajlamasi sonucunda yaklasik 6x10° hiicre/ml
icermektedir. Deneyler icin bu say1 taze besi yeri eklenerek 2x10° hiicre/ml olacak

sekilde ayarlanmistir.

4.1. Kanser Kok Hiicresi izolasyonu Bulgular

4.1.1. CD 133+ Hiicre izolasyonu Bulgular

Malign melanom hiicreleri, Ege Universitesi AREL’de FACS sistemi ile ayrilmustir.
CD133 antikoru ile isaretlenen hiicreler CD133+ MM kanser kok hiicresi olarak,
isaretlenmemis olanlar CD133- MM kanser hiicreleri olarak adlandirilarak iki deney
grubu olusturulmustur. Hiicreler, akis sitometrisi ile CD133+ hiicrelerin toplanmasi
icin hazirland1 ve once P4 kapisina, daha sonra P5 kapisina gore pozitif ve negatif

hiicreler olmak tizere ayrildi (Sekil 7).
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Sekil 7: Akis sitometresi
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4.2.  immiinofloresan Boyama Sonuclari

4.2.1. Apoptozis

Apoptozis aktivitesini géstermek icin Casp 3 ve Casp 8 boyamasi yapilmaistir.

4.2.1.1. Kaspaz 3 boyama sonuglari

Casp 3 protein 1simalarinin gruplar arasinda karsilastirilma grafigi Grafik 1’de
goriilmektedir. CD133+ grupta LIPUS uygulamasi éncesi (0 dakika) ile LIPUS
uygulamasi sonras1 1-5-10 dakikalar karsilastirildiginda 1-5-10 dakikalarda Casp 3
protein 1g1masinin istatistiksel olarak arttig1 saptanmistir (p<<0.001). Bu artis en yliksek
5 dakikada kaydedilmistir. Aym1 durum CD133- grupta da benzerdir. LIPUS
uygulanmasi ile Casp 3 protein 1gimasi istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir
(p<0.001). Bu artis en yiiksek 1 dakika uygulamada kaydedilmistir. Baslangicta (0
dakika) CD133+ ile CD133- grubu arasinda istatistiksel fark bulunamamigtir
(p=0.052). LIPUS uygulamas1 sonras: her iki grubun birbirleriyle karsilastiriimasi
sonucu 1-5 dakika uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05 ve p<0.001)
bulunmustur. 1 dakikada Casp 3 protein istmas1 CD133- grupta en fazla tespit edilirken
5 dakikada CD133+ grupta en fazla tespit edilmistir.
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Grafik 1: Casp 3 protein 1gimalarinin gruplar arasi karsilagtirma grafigi

Grafik her iki grupta Casp 3 proteinin LIPUS uygulama siirelerine gdre 1simasini
gostermektedir. Kirmizi yildiz (*) CDI133+ grupta baslangica gore 1-5-10 dakika
uygulama karsilagtirmalarindaki istatistiksel anlamli degisikligi gosterirken, mavi yildiz
(*) CD133- gruptaki istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. Siyah yildiz da (*)
CD133+ ile CD133- gruplar arasindaki karsilagtirmalarda saptanan anlamli degisikligi
gostermektedir. Her iki grupta LIPUS uygulama sonrasi baslangica goére Casp 3 protein
1s1mas1 artmistir (*¥**p<0.001, ***p<0.001). Casp 3 protein 1s1mmas1 1 dakika LIPUS
uygulamasinda CD133- grupta en fazla tespit edilirken (*p<0.05), 5 dakika uygulamada
CD133+ grupta en fazla tespit edilmistir (***p<0.001).

Apoptozis aktivitesinin gosterilmesi amaciyla Casp 3 proteini immiinfloresan yontemi

ile boyanmistir (Sekil 8).
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Sekil 8: CD133+ ve CD133- gruplarin Casp 3 proteini immiinfloresan boyama
gortintiileri.

Yesil renk (1 numarali gortintiiler) Casp 3, mavi renk (2 numarali goriintiiler) hiicre
niikleusuna aittir. 3 numarali goriintiiler 1 ve 2 numarali goriintiilerin birlestirilmesi ile
elde edilmistir. LIPUS uygulama siireleri seklin en iistiinde, gruplarda seklin solunda
belirtilmistir. Her goriintii grubu biiyilik harflerle adlandirilirken, goriintiilerede kendi
icerisinde rakamlar verilmistir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numarali goriintiilere
bakildiginda A3’e gore daha fazla Casp 3 proteininin 1simasi goriilmektedir. 2)
CD133- grupta F3-G3-H3 numarali goriintiilere bakildiginda E3’e gbre daha fazla
Casp 3 proteininin 1s1mas1 goriilmektedir. 3) CDI133+ grup ile CDI133- grup
karsilastirilmasinda A3 ile E3 arasinda 1s1ma agisindan fark gézlenmemistir. Ancak
CD133- grupta F3’te B3 e gore daha fazla is1ma, CD133+ grupta C3’te G3’e gore daha
fazla 1s1ma goriilmuistiir.
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4.2.1.2. Kaspaz 8 boyama sonuglari

Casp 8 protein 1gimalarinin gruplar arasinda karsilagtirllma grafigi Grafik 2’de
goriilmektedir. CD133+ grupta LIPUS uygulamasi 6ncesi (0 dakika) ile LIPUS
uygulamasi sonrasi 1-5-10 dakikalar karsilastirildiginda 1-5-10 dakikalarda Casp 8
protein 1s1masinin arttig1 istatistiksel olarak saptanmistir (p<0.001). Bu artis en yiliksek
10 dakikada kaydedilmistir. Aynm1 durum CD133- grupta da benzerdir. LIPUS
uygulanmas: ile Casp 8 protein 1simasi artis gostermistir (p<0.001). Bu artis
makismum 5 dakika uygulamada kaydedilmistir. Baslangicta ve LIPUS uygulamasi
sonrast CD133+ ile CD133- gruplari birbirleriyle karsilastirdigimizda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamaistir (p>0,05).
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Grafik 2: Casp 8 protein 1simalarinin gruplar arasi karsilagtirma grafigi

Grafik her iki grupta Casp 8 proteinin LIPUS uygulama siirelerine gore 1simasini
gostermektedir. Kirmizi yildiz (*) CDI133+ grupta baglangica gore 1-5-10 dakika
uygulama karsilagtirmalarindaki istatistiksel anlamli degisikligi gosterirken, mavi yildiz
(*) CD133- gruptaki istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. Her iki grupta
LIPUS uygulama sonras1 baslangica gére Casp 8 protein 1s1mas1 artmistir (**%p<0.001,
##%p<(),001). Casp 8 protein 1s1mas1 5 dakika LIPUS uygulamasinda CD133- grupta en
fazla tespit edilirken (p<0.001), 10 dakika uygulamada CD133+ grupta en fazla tespit
edilmistir (p<0.001). Baslangicta ve LIPUS uygulama sonrasi gruplari birbirleriyle

karsilastirdigimizda anlamli farklilik saptanmamustir.

Apoptozis aktivitesinin gosterilmesi amaciyla Casp 8 proteini immiinfloresan yontemi

ile boyanmistir (Sekil 9).
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Sekil 9: CD133+ ve CD133- gruplarin Casp 8 proteini immiinfloresan boyama
goriintiileri

Yesil renk (1 numarali gortintiiler) Casp 8, mavi renk (2 numarali goriintiiler) hiicre
niikleusuna aittir. 3 numarali gériintiiler 1 ve 2 numaral1 goriintiilerin birlestirilmesi ile
elde edilmistir. LIPUS uygulama siireleri seklin en iistiinde, gruplarda seklin solunda
belirtilmistir. Her goriintii grubu biiyiik harflerle adlandirilirken, goriintiilere de kendi
icerisinde rakamlar verilmistir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numarali goriintiilere
bakildiginda A3’e goére daha fazla Casp 8 proteininin 1s1mas1 goriilmektedir. 2)
CD133- grupta F3-G3-H3 numarali goriintiilere bakildiginda E3’e gore daha fazla
Casp 8 proteininin 1s1mast gorilmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup
karsilastirilmasinda A3-E3, B3-F3, C3-G3 ve D3-H3 arasinda 1sima agisindan fark

gbzlenmemistir (p>0,05).
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4.2.2. Otofaji

Otofaji aktivitesini gostermek icin mTOR ve LC3 boyamas1 yapilmistir.

4.2.2.1. mTOR boyama sonuclari

MTOR protein 1simalarinin gruplar arasinda karsilagtirnlma grafigi Grafik 3’te
goriilmektedir. CD133+ grupta LIPUS uygulamas1 oncesi (0 dakika) ile LIPUS
uygulamasi sonrast 1-5-10 dakikalar karsilastirildiginda 1-5-10 dakikalarda mTOR
protein 1s1masinin istatistiksel olarak arttig1 saptanmistir (p<0.001). Bu artis en yiiksek
10 dakikada kaydedilmistir. Aym durum CD133- grupta da benzerdir. LIPUS
uygulanmasi ile mTOR protein 1s1mast istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir
(p<0.001). Bu artis en yiiksek 10 dakika uygulamada kaydedilmistir. Baslangigta (0
dakika) CD133+ ile CD133- grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur
(p<0.01) ve CD133+ grupta daha fazladir. LIPUS uygulamasi sonrasi her iki
grukarsilagtirildiginda sadece 5 dakika uygulamalarda istatistiksel olarak CD133+
grupta daha fazla bulunmustur (p<0.01).
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Grafik 3: mTOR protein 1g1malarinin gruplar arasi karsilastirma grafigi

Grafik her iki grupta mTOR proteinin LIPUS uygulama siirelerine gére 1simasini
gostermektedir. Kirmizi yildiz (*) CD133+ grupta baslangica gore 1-5-10 dakika
uygulama karsilagtirmalarindaki istatistiksel anlamli degisikligi gosterirken, mavi yildiz
(*) CD133- gruptaki istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. Siyah yildiz da (*)
CD133+ ile CD133- gruplar arasindaki karsilagtirmalarda saptanan anlamli degisikligi
gostermektedir. Her iki grupta LIPUS uygulama sonrasi baslangica gére mTOR protein
1stmast artmistir (***p<0.001, ***p<0.001). 5 dakika LIPUS uygulamasinda CD133+
grupta en fazla tespit edilirken (p<0.05), 10 dakika uygulamada CD133+ grupta en fazla
tespit edilmistir (p<0.001). mTOR protein 1s1mas1 CD133+ grupta CD133- gruba gore
baslangigta (0 dakika) ve 5 dakika uygulamada anlamli olarak daha fazladir (**p<0.01).

Otofaji aktivitesinin gosterilmesi amaciyla mTOR proteini immiinfloresan yontemi ile

boyanmustir (Sekil 10).
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Sekil 10: CD133+ ve CD133- gruplarin mTOR proteini immiinfloresan boyama
gortintiileri.
Yesil renk (1 numarali goriintiiller) mTOR, mavi renk (2 numarali goriintiiler) hiicre
niikleusuna aittir. 3 numarali gériintiiler 1 ve 2 numarali goriintiilerin birlestirilmesi ile
elde edilmistir. LIPUS uygulama siireleri seklin en iistiinde, gruplarda seklin solunda
belirtilmistir. Her goriintii grubu biiyilik harflerle adlandirilirken, goriintiilerede kendi
icerisinde rakamlar verilmistir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numarali goriintiilere
bakildiginda A3’e gore daha fazla mTOR proteininin 1s1masi1 goriilmektedir. 2)
CD133- grupta F3-G3-H3 numarali goriintiilere bakildiginda E3’e gore daha fazla
mTOR proteininin 1s1masi1 goriilmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup
karsilagtirildiginda A3’te E3’e gore, C3’te G3’e gore daha fazla 1s1ma tespit edilmistir.
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4.2.2.2. LC3 boyama sonug¢lar:

LC3 protein 1simalarinin gruplar arasinda karsilagtirilma grafigi Grafik 4’te
goriilmektedir. CD133+ grupta LIPUS uygulamas1 oncesi (0 dakika) ile LIPUS
uygulamasi sonrasi 1-5-10 dakikalar karsilastirildiginda 1-5-10 dakikalarda LC3
protein 1gimasinin istatistiksel olarak arttifi saptanmistir. Bu artis en yiiksek 10
dakikada kaydedilmistir. Ayni durum CDI133- grupta da benzerdir. LiPUS
uygulanmasi ile LC3 protein 1s1masi istatistiksel olarak anlamli artis géstermistir. Bu
artis en yiiksek 5 dakika uygulamada kaydedilmistir. Baslangicta (0 dakika) CD133+
ile CD133- grubu arasinda istatistiksel fark bulunamamustir (p>0,05). LIPUS
uygulamasi sonrast her iki grubun birbirleriyle karsilastiriimas: sonucu 5-10 dakika
uygulamalarda istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.01 ve p<0.001) bulunmustur. 5
dakikada LC3 protein 1s1mast CD133- grupta fazla tespit edilirken ,10 dakikada
CD133+ grupta fazla tespit edilmistir.

34



LC3

150000+ kkk kkk kkk kkk kkk kkk
* ¥
- 1
@
£ 100000 * % %
& I
=
3 -
o 50000~
o
0- |
N T I G
x ’ x ’ x ’

Grafik 4: LC3 protein 1gimalarinin gruplar arasi karsilagtirma grafigi

Grafik her iki grupta LC3 proteinin LIPUS uygulama siirelerine gore 1simasini
gostermektedir. Kirmiz1 yildiz (*) CD133+ grupta baslangica gore 1-5-10 dakika uygulama
karsilastirmalarindaki istatistiksel anlamli degisikligi gdsterirken, mavi yildiz (*) CD133-
gruptaki istatistiksel anlamli degisikligi gostermektedir. Siyah yildiz da (*) CD133+ ile
CD133- gruplar arasindaki karsilagtirmalarda saptanan anlamli degisikligi gostermektedir.
Her iki grupta LIPUS uygulama sonras1 baslangica gére LC3 protein 1simasi artmustir
(***p<0.001, ***p<0.001). LC3 protein 1s1mas1 5 dakika LIPUS uygulamasinda CD133-
grupta fazla tespit edilirken (**p<0.01), 10 dakika uygulamada CD133+ grupta fazla tespit
edilmistir (***p<0.001).

Otofaji aktivitesinin gdsterilmesi amaciyla LC3 proteini immiinfloresan yontemi ile

boyanmustir (Sekil 11).
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Sekil 11: CD133+ ve CD133- gruplarin LC3 proteini immiinfloresan boyama goriintiileri.

Yesil renk (1 numarali goriintiiler) LC3, mavi renk (2 numarali goriintiiler) hiicre
niikleusuna aittir. 3 numarali goriintiiler 1 ve 2 numarali goriintiilerin birlestirilmesi ile
elde edilmistir. LIPUS uygulama siireleri seklin en iistiinde, gruplarda seklin solunda
belirtilmistir. Her goriintii grubu biiylik harflerle adlandirilirken, goriintiilere de kendi
icerisinde rakamlar verilmistir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numarali goriintiilere
bakildiginda A3’e gore daha fazla LC3 proteininin 1s1mast goriilmektedir. 2) CD133-
grupta F3-G3-H3 numarali goriintiilere bakildiginda E3’e gore daha fazla LC3 proteininin
1s1masi goriilmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup karsilastirilmasinda A3 ile E3
arasinda 1s1ma agisindan fark goézlenmemistir. Ancak CD133+ grupta D3’te H3’e gore

daha fazla 1s51ma, CD133- grupta G3’te C3’e gore daha fazla 1s1ma goriilmiistiir.
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Tartisma

Malign melanom, diger cilt kanserlerine gore daha az goriilmesine ragmen en agresif
seyreden ve mortalitesi yiiksek olan cilt kanseridir (Lai, Cranwell, & Sinclair, 2018).
Son yillarda diinya niifusunun yaslanmasiyla birlikte diinyada ki insidansi da
artmaktadir. MM olgularmin etyopatogenezinde timor baskilayict  genlerin
inaktivasyonu veya protoonkogenlerin aktivasyonu vardir. Ayrica NRAS/MAPK,
PI3K/AKT hiicre i¢i sinyal yollarinda gorev alan proteinlerde (RAS, RAF, PTEN gibi)
olusabilecek mutasyonlar MM’a yol agar. Tliimoriin derinligi arttikca metastaz olasilig
artar. MM’un erkenden tespit edilip tedavi edilmesi hasta sagkalimi yoniinden
onemlidir. Ancak erkenden tan1 konulup cerrahi eksizyon yapilan hastalarda bile yine
erken donem de niiksler goriilebilmektedir (Richards, Mehta, Ramming, & Skosey,
1992). MM’un heterojen hiicre gruplar1 igermesinden dolay1 biyolojik davraniginin
nasil olacagini kestirmek kolay degildir. Bu nedenle cerrahi sonrasi yapilacak
kemoterapotik tedavilerde onem kazanmaktadir. Ancak bu tedavilere karsi direng
gelisimi olabilmesi, tedavilerin maliyetli olmas1 ve yliksek dozlarda yan etkilerinin

olmasi gibi sorunlarla kargilagilmaktadir.

Kanser kok hiicreleri, kok hiicre 6zellikleri bakimindan normal kok hiicrelere benzer
olsalar da radyasyona, kimyasal ajanlara ve apoptozise karsi direngli olma
ozellikleriyle normal kok hiicrelerden ayrilirlar (Ural, 2012). Bu hiicreleri tanimlamak
i¢cin bazi belirtecler kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda CD133+ yiizey belirteci
melanomlu hastalardan izole edilen kok hiicre benzeri hiicrelerde de fazlaca tespit
edilmistir (Monzani et al., 2007). Bu belirteci tasiyan hiicrelerin kanser olusturma
potansiyelleri de artmaktadir. Ayrica MM kanser kok hiicresi i¢cin CD271, Nanog,
Oct3/4, Hedgehog, ALDH1, ABCB1, ABCB5, ABCG2, Sox10 gibi belirtecler de
kullanilir (Parmiani, 2016). Melanoma diger kanser tiirlerine gore oldukga fazla kanser
kok hiicresi icermesi nedeniyle kanser kok hiicresi arastirmalari i¢in iyi bir segenektir

(Perego et al., 2010).

Kok hiicreler ve mikrogevreleri etraflarindaki mekanik giigler ile etkilesim halindedir

(Vining & Mooney, 2017). Bu mekanik giigler gerilme, yiiklenme, kompresyon,
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vibrasyon, basing ve ses dalgalaridir. Kok hiicreler bu giiclere maruz kaldiginda o
andaki durumlarina gore proliferasyon, migrasyon, kendini yenileme veya farklilagsma
olarak yanit verebilirler (Marrelli et al., 2018).

Ultrason tip alaninda hem goriintileme hem de tedavi amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Tedavi amaciyla kullanilan ultrason terapotik ultrason olarak
adlandirilmigtir (ter Haar, 1999). Elektrik enerjisi ultrason cihazinin probunda
(baghiginda) kristalleri titrestirir ve bodylece ses dalgalari olusturulur. Genellikle
tedavide kullanilan frekanslar 0,7-3,3 Mhz araligidir (Sengupta & Balla, 2018).
Terapotik ultrasonun etkisi i¢in uygulanan enerji yogunlugu 6nemlidir ve yogunluk
arttikca dokulara zarar verme ihtimali artar (Zeqiri, 1997). LIPUS diisiik yogunluklu
oldugu i¢in dokular tahrip etmez ve bu yiizden dis/kemik iyilesmesi ve rejenerasyon
icin kullanilabilmektedir (Dedhia J, 2017). Son yillarda kanser tedavisi i¢in diisiik
yogunluklu ultrason kullanimi 6nem kazanmaktadir. Hiicre membraninda
sonoporasyona yol acip kemoterapdtiklerin hiicre igine girigini artirarak veya
kavitasyon etkisiyle serbest radikallerin agiga ¢cikmasini saglayarak apoptozisi baslatip
kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agar (MISIK & RIESZ, 2000; Sengupta & Balla,
2018). Kanser tedavisinde hiicrelerde apoptozisin ve otofajinin aktive edilebilmesi
oldukga Onemlidir. Onceki yillarda LIPUS’un uygulandigi calismalarda kanser
hiicrelerinde apoptozisin ve otofajinin aktive edildigi ortaya konulmustur. /n vivo
olarak farelerde melanom olusturularak yapilmis bir ¢aligmada bu farelere uygulanan
terapotik ultrason ile melanom kanser hiicrelerinde apoptozisin arttig1 gosterilmistir
(Hu et al., 2015). Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hattina LIPUS un uygulandig
baska bir galismada da LIPUS’un doza bagimli olarak (0,5 W/cm? ve iizerinde)
hiicrelerde apoptozisi baglattigi bildirilmistir (Shi et al., 2016). Ayrica ultrasonun
kullanildig1 fare 16semi hiicre hatt1 ile yapilan bir diger ¢alismada da apoptozis ve
otofajinin basladig1 gosterilmistir (Wang et al., 2013). Genel olarak literatiirde LIPUS
ile yapilan caligmalar kanser hiicreleri ve kullanilan kemoterapéotiklerin hiicre ig¢ine
girisi ile ilgilidir ve dogrudan kanser kok hiicrelerine etkisini arastiran ¢alisma sayisi
kisithdir. Kanser tedavisinde kanser kok hiicrelerinin yok edilerek tlimdriin
baslamasinin, metastazin olusmasinin ve geleneksel kemoterapinin yani sira genomik
hedefli tedaviye direncin engellenmesi oldukca dnemlidir. /n vitro overian kanser kok
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada da LIPUS ile kanser kok hiicrelerinde apoptozisin

indiiklendigi tespit edilmistir (Gong, Zhang, Jia, & Pan, 2020). Bu ¢aligmanin aksine
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In vivo ve in vitro olarak insan meme kanser kok hiicreleri ile yapilan diger bir
calismada tek basina ultrason uygulamanin kontrol grubuna gore anlamli etkisinin
olmadig bildirilmistir (Guo et al., 2017). Ancak Guo ve ark. yaptig1 bu ¢alismada
uygulanan ultrason dozlar1 0,5-1,0-2,0-3,0-3,5-4,0 W/cm? olsa da uygulama siiresi 1-
5-10 saniye kadardir. Yapilan calismalar arasinda LIPUS uygulamasinda standart
yogunluk miktar1 ve uygulama siiresi yoktur. Bu nedenle sonuglar degerlendirilirken
LIPUS yogunlugu ve uygulama siiresi géz oniinde bulundurulmalidir. Calismalarda
genel olarak uygulama siiresi sabit tutulurken gesitli dozlar arastirilmistir (Katiyar et
al., 2020; Shi et al., 2016; Ye et al., 2016). Bizim ¢alismamizda genelden farkli olarak
uygulama dozunu sabit tutulup ii¢ farkli uygulama siiresinin etkisi arastirildi. Sonug
olarak calismamizda baslangica gére hem MM kanser hiicre hattinda hem de MM
kanser kok hiicre hattinda 1 dakikadan itibaren LIPUS uygulamasi sonrasi apoptozis

ve otofaji aktivitesinin arttig1 tespit edildi.

Apoptozis, organizmada homeostazisi saglamak amaciyla programli hiicre 6liimiidiir.
Kontroliiniin kaybedilmesi ve apoptozisin gerceklesmemesi kanserin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Apoptozis intrensek ve ekstrensek olmak iizere iki temel yolla
baslatilabilir. Intrensek yol mitokondriyal yol olup kaskadin sonunda casp 3
aktivasyonu gergeklesir. Ekstrensek yol da casp 8 aktivasyonu ile sonuglanir (Behzadi
& Ranjbar, 2015; Elmore, 2007; Nitulescu et al., 2015). LIPUS’un cesitli kanser
hiicreleri iizerine etkisinin arastirildigi ¢calismalarda casp 3 yolunun aktive edilerek
apoptozisin baslatildig: belirtilmistir (Cao et al., 2021; Shi et al., 2016). Fare melanom
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada da ultrason uygulamasi sonrasi casp 3 aktivitesinin
arttign  gosterilmistir (Rosenblatt, Frank, & Burks, 2021). Literatiirde LIPUS
uygulamasi sonrast casp 8’in degerlendirildigi ¢ok fazla caligmaya rastlamadik ancak
pankreas kanser hiicre hattina ultrason uygulanan bir ¢alismada casp 8 aktivitesinin
istatistiksel olarak anlamli degisiklik gostermedigi raporlanmistir. Bu c¢alismada
ultrason ile mikrobuble etkisi olusturduklarinda Casp 8’in anlamli olarak azaldigini ve
bu durumun nekroptozis ile ilgili oldugunu bildirmislerdir (Cao et al., 2021). Bizim
calismamizda LIPUS uygulamasi sonrasi her iki hiicre hattinda baslangica gore casp
3 ve casp 8 aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. Literatiirden farkli olarak her iki hiicre
hatt1 karsilastirildiginda casp 3 aktivitesi 1 dakika LIPUS uygulamas1 sonrast CD133-
grupta, 5 dakika LIPUS uygulamasi sonrast CD133+ grupta fazla bulunmustur. Ancak
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casp 8 aktivitesi agisindan iki grup arasinda fark gozlenmemistir. Bu sonuca gore
LIPUS her iki grupta apoptozisi aktiflestirse de uzun siireli uygulandiginda MM kanser

kok hiicrelerinde daha etkili oldugu sonucuna ulasilabilir.

Otofaji, hiicresel stres durumlarinda (besin azalmasi, oksidatif hasar, patojen
enfeksiyon gibi) tetiklenir ve otofaji kontroliiniin kaybedilmesi kansere yol agabilir (L.
Galluzzi et al., 2012). Otofajinin kanser hiicresinde kanserin tipine, evresine ve genetik
Ozelliklerine gore iki yonlii etki gosterip tiimor baskilayici veya tiimor destekleyici
olabildigi gosterilmistir (X. Li, He, & Ma, 2020). mTOR, mTORC1 kompleksini
Olusturur ve mTORCI1 inhibisyonu otofaji baslangici ve otofagozom olusmasini
destekleyen proteinlerin defosforilasyonu yoluyla otofajiyi aktive eder (Kim & Guan,
2015). Yani mTOR otofajinin negatif diizenleyicisidir (Saxton & Sabatini, 2017). LC3
olusturdugu protein kompleksi ile otofagozomun uzamasi ve olgunlagmasi igin
gereklidir. Ayrica LC3 otofaji aktvitesini izlemek i¢in siklikla kullanilir (Lee & Lee,
2016). Yapilan calismalarda LIPUS uygulamast ile otofajinin etkilendigi gosterilmistir
(Y. Li et al., 2020; Zeng et al., 2019). Zeng ve ark yaptig1 ¢alismada akciger kanser
hiicrelerinde LIPUS’un mTOR’u diisik dozlarda aktive edebilecegini, yiiksek
dozlarda da inhibe edebilecegini ortaya koymuslardir. Ayni ¢alismada LC3 i¢in diisiik
doz LIPUS uygulamasinda inhibe edildigi, yiiksek dozlarda da aktive edildigi
bildirilmistir (Zeng et al., 2019). Bizim ¢alismamizda hem MM kanser hiicre hattinda
hem de MM kanser kok hiicre hattinda baslangica gére LIPUS uygulamasi sonrasi
mTOR ve LC3 1simasinda artis gézlenmistir. Uygulama siiresi uzadikca MM kanser
kok hiicre hattinda mTOR aktivitesinde bir dalgalanma gozlenirken LC3 aktivitesi
istikrarll bir sekilde artmis ve 10 dakika uygulama sonrast MM kanser hiicre hattina
gore daha fazla artis gozlenmistir. mTOR ve LC3 zamansal ve otofaji cesitliligi
acisindan farklilik gosterebilir. Bu durumda mTOR ve LC3’{in birbirine kars1 otofaji

acisindan kompansasyon mekanizmalarinda gorev alabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sonuc ve Oneriler

Bu ¢alismanin en &nemli bulgusu in vitro kosullarda LIPUS uygulanmasi sonucu
CHL-1 insan MM kanser kok hiicreleri (CD133+) ile insan MM Kkanser hiicrelerinde
(CD133-) apoptozis ve otofajinin indiiklendiginin Casp 3-Casp 8 ile mTOR-LC3
aktivitesinin artig1 ile ortaya konulmus olmasidir. Ayrica CD133+ grubunda 5
dakika’da Casp 3 ve mTOR aktivitesinin CD133- grubuna gore daha ¢ok artmasi
apoptozis ve otofajinin malign melanom kanser kok hiicrelerinde daha belirgin
arttigin1  gostermektedir. Boylece CHL-1 insan MM kanser kok hiicrelerinin
apoptozisten kagabilme ve otofajiden korunma ozelliklerini kaybetmeleri kok hiicre

ozelliklerinin azaldig1 seklinde yorumlanabilir.

Sonug olarak LIPUS etkisinin ve dolayisiyla mekanik siireclerin MM kanser kok
hiicresi ve MM hiicresi tizerine olan etkilerinin biyofiziksel, morfolojik ve molekiiler
biyolojik detayli analizlerle detaylandirilmas: gerekliligi siirmekte olup, hiicre
sinyalizasyon basamaklarinin g¢esitliligi ve bu gesitliligin arastirilmas: gelecek

donemlerde terapotik hedefler yaratma konusunda biiyiik 6nem tagimaktadir.
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