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Önsöz 

 

Bu çalışmada terapötik ultrason ile elde edilen mekanik gücün kanser kök hücreler 

üzerine olan etkisini araştırdık. Bu tez ile birlikte uzun yıllardır Fizik Tedavi alanında 

ağrı için kullanılan, benim hastalarıma hemen her gün reçete ettiğim terapötik 

ultrasonu kök hücreler üzerine kullanma fırsatım oldu. Hatta kanser tanısı olan 

hastalara sakıncalı görüp uygulamadığımız bu terapötik ultrasonu laboratuvarda 

kanser kök hücrelerine uyguladık ve elde edeceğimiz sonuçlar için heyecanlandık. 

Tıp alanında “dejenere olan veya ölen hücrelerin kök hücreler ile yenilenmesi” fikri 

çalıştığım alan Fizik Tedavi için bende yeni ufuklar açıyordu. Çünkü her gün dejenere 

olan kıkırdak-kas-tendon ve hasarlı sinir dokuyla uğraşıyordum. Kök hücre bu alanda 

bir umuttu. Bu nedenle kök hücreleri ve onların dünyasını öğrenme isteğiyle 2018 

yılında Ege Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Kök Hücre programına başladım. 

Tıp fakültesindeyken aldığım hücreler ile ilgili derslerin üzerinden yaklaşık 15 yıl 

geçmişti. Yıllar sonra tekrar hücrelerin dünyasına dalmak özellikle de kök hücrelerin 

dünyasına dalmak daha doğrusu işin “mutfağına girmek” beni oldukça 

heyecanlandırıyordu. Kök hücrelerle ilgili etrafta o kadar çok bilim dışı, yalan yanlış 

bilgi vardı ki derslerde okudukça, öğrendikçe, tartıştıkça bu konu benim için daha 

netleşiyordu. Her şey benim için netleştikçe de bu alanda daha çok şeyi öğrenmeye 

ihtiyacım olduğunu düşünüyordum. Kendi alanım için farklı olabilecek bu tezi 

tamamlayabildiğim için çok mutluyum. Böylece hayatımda bir dönemin daha sonuna 

geldim ama bilimin ışığında yürümek, öğrenmek, heyecanlanmak benim için devam 

edecek. 

Tez çalışmamda planlanmasında, araştırılmasında, yürütülmesinde ve oluşumunda ilgi 

ve desteğini esirgemeyen, engin bilgi ve tecrübelerinden yararlandığım, yönlendirme 

ve bilgilendirmeleriyle çalışmamı bilimsel temeller ışığında şekillendiren sayın hocam 

Prof. Dr. Hüseyin AKTUĞ’a sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 

 

 

  İzmir, 15.02.2023 Ömer DİKİCİ 
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Özet 

 

Malign Melanom Kanser Kök Hücresine Düşük Yoğunluklu Kesikli Ultrason 

Uygulanması Sonrası Otofaji ve Apoptozisin Değerlendirilmesi 

 

 

Giriş: Kanser kök hücreleri tümörün başlatılmasına ve büyümesine, radyasyona, 

kimyasal ajanlara ve apoptozise dirençli hücrelerdir. Malign melanom (MM) diğer 

kanser türlerine göre oldukça fazla kanser kök hücresi içerir. Ayrıca diğer cilt 

kanserlerine göre daha az görülmesine rağmen agresif seyreder. MM’un erkenden 

tespit edilip tedavi edilmesi oldukça önemlidir, ancak cerrahi yapılan hastalarda bile 

erken dönem de nüksler meydana gelebilir. Bu nedenle cerrahi sonrası kemoterapötik 

tedaviler kullanılır. Kemoterapötiklere karşı direnç gelişmesi, bu ilaçların yan etkileri 

ve yüksek maliyetleri olması sorun oluşturmaktadır. 

Son yıllarda terapötik ultrasonun kanser tedavisinde kullanımı önem kazanmaktadır. 

Ses dalgaları ile hücre membranında sonoporasyon oluşturulur. Böylece terapötik 

ultrason kullanılarak ilaçların hücre içerisine girişi artırılır. Sonuçta hem ilaçların 

etkinliği artırılmış hem de ilaçlara karşı direnç gelişiminin önüne geçilmiş olur. Ayrıca 

terapötik ultrason ile kanser hücrelerinde apoptozisin ve otofajinin aktive edildiğinin 

gösterilmesi kanser tedavisi için oldukça önemlidir. Kanser hücresinde aktive edilen 

apoptozis ve otofajinin kanser kök hücresinde özellikle de MM kanser kök hücresinde 

elde edilebilmesi MM’un nüksünün, metastazının ve kemoterapötiklere karşı gelişecek 

direncin önlenmesini sağlayacaktır. Düşük yoğunluklu kesikli ultrasonun (LİPUS) 

düşük yan etki profili, düşük maliyeti ve yüksek etkinliği olması nedeniyle kanser 

tedavisinde tercih edilebileceğini gösteren çalışmalar vardır. Ancak LİPUS'un kanser 

kök hücreleri üzerine etkisini araştıran çalışma sayısı oldukça azdır. Bu çalışmadaki 

amacımız LİPUS uygulaması sonrası MM kanser kök hücrelerinde meydana 

gelebilecek apoptozis ve otofajinin gözlenerek MM kanser hücreleri ile 

karşılaştırmaktır. 

Gereç ve Yöntem: MM kanser kök hücresi (CD133+) ve MM kanser hücresi (CD133-

) olmak üzere iki grup oluşturuldu. CD133+ ve CD133- hücre platelerine 1 Mhz, %20 

duty cycle, 1 w/cm2 LİPUS 1-5-10 dk olmak üzere uygulandı. Her iki grubun LİPUS 
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öncesi (0 dk) ve LİPUS sonrası 1-5-10 dk olmak üzere Casp 3-Casp 8 (apotozis), 

mTOR-LC3 (otofaji) boyamaları yapıldı. 

Sonuçlar: Her iki grupta başlangıca göre 1-5-10 dk LİPUS uygulama sonrası Casp 3-

Casp 8 ve mTOR-LC3 aktivitelerinde artış saptandı. Casp 3 ve mTOR 5 dakika LİPUS 

uygulama sonrası, LC3’te 10 dakika LİPUS uygulama sonrası CD133+ grupta 

istatistiksel olarak daha fazlayken, Casp 3 1 dakika LİPUS uygulama sonrası, LC3’te 

5 dakika LİPUS uygulama sonrası CD133- grupta göre istatistiksel olarak daha 

fazlaydı. 

Tartışma: LİPUS uygulama sonrası MM kanser kök hücrelerinde apoptozis ve otofaji 

aktivitesi artmıştır. Ayrıca bu sonuçlara göre bu etkiyi elde etmek için MM kanser kök 

hücrelerine LİPUS uygulama süresi MM kanser hücrelerine göre daha uzun olmalıdır.  

Anahtar Kelimeler; Kaspaz 3; LC3; Kanser Kök Hücresi; LİPUS; Melanom 
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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/cm2 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. 
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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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 Giriş 

 

Kanser, bir organizmadaki hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması ile karakterize 

bir hastalıktır. Aynı zamanda tek bir dokuda çoğalabildiği gibi uzak dokulara da 

yayılarak etkisini gösterir. Bazı standart yaklaşımlar olsa da kanseri tek bir hastalıkmış 

gibi tanımlamak doğru olmaz. Her kanser türü farklıdır hatta her insanın farklı 

DNA’lara sahip olmasından dolayı kanseri de kendine özgüdür. Bu yüzden kansere 

yaklaşım karmaşık hale gelmektedir. 

Kanser, tıp alanındaki gelişmelere rağmen halen dünya ülkelerinin çoğunda önde gelen 

ölüm nedenleri arasında yer almaktadır.  

İnsan malign melanomu (MM), konvansiyonel tedavilere belirgin şekilde dirençli olan 

oldukça metastatik bir kanserdir. Malign melanom teşhisi konan hastaların hayatta 

kalma oranı son on yılda önemli ölçüde iyileşmiş olsa da melanom nedeniyle yaşam 

boyu risk ve genel ölüm oranı her yıl artmaktadır. Melanom heterojen hücre 

gruplarından oluşur ve diğer kanser türlerine göre oldukça fazla kanser kök hücresi 

içerir. Kanser kök hücreleri kök hücre özellikleri bakımından normal kök hücrelere 

benzerdirler. Bununla birlikte kanser kök hücreleri tümörün başlatılmasına, 

büyümesine ve radyasyona, kimyasal ajanlara ve apoptozise dirençli olmasıyla normal 

kök hücrelerden ayrılır. Kanser tedavisinde hücrelerde apoptozisin ve otofajinin aktive 

edilebilmesi oldukça önemlidir. Ses dalgalarının (ultrason) uygulandığı çalışmalarda 

kanser hücrelerinde apoptozisin ve otofajinin aktive edildiği ortaya konulmuştur. 

Ancak ultrasonun kanser kök hücreleri üzerine etkisini araştıran çalışma sayısı azdır. 

1.1. Araştırmanın Problemi 

Düşük yoğunluklu kesikli ultrason (LİPUS) uygulamasının kanser kök hücresi ve 

normal kanser hücresi üzerine karşılaştırmalı olarak ne düzeyde etki gösterdiğinin 

netleştirilmesidir.  

1.2. Araştırmanın Sorusu 

LİPUS uygulaması MM kanser kök hücresi üzerine olan etkisi bu hücreleri MM kanser 

hücrelerine yaklaştırır mı? 
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1.3. Araştırmanın Hipotezleri 

LİPUS uygulaması MM kanser kök hücresi üzerine olan etkisi bu hücreleri MM kanser 

hücrelerine yaklaştırır. 

1.4. Araştırmanın Varsayımları 

LİPUS uygulaması ile MM kanser kök hücre ve MM kanser hücrelerinde apoptozis ve 

otofaji aktive olur. 

1.5. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Hücre kültürü (in vitro) çalışması olması ve LİPUS uygulamasında doz-zaman-siklus-

sıklık standartının olmamasıdır. 

1.6. Araştırmanın Amacı 

LİPUS uygulaması sonrası MM kanser kök hücrelerinde meydana gelebilecek 

apoptozis ve otofajinin gözlenerek MM kanser hücreleri ile karşılaştırılması 

amaçlanmıştır.  
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Genel Bilgiler 

 

2.1.  Malign Melanom 

 

Vücudumuzda melanosit hücreleri genellikle ciltte bulunur ve pigment üretiminden 

sorumludurlar. Malign melanom (MM)’da bu melanosit hücrelerinden köken alan bir 

kanser türüdür. En önemli yerleşim yeri cilttir (kütanöz melanom), ancak melanosit 

içeren diğer dokularda da (mukozalar, gözler, iç organlar ve santral sinir sistemi) 

ortaya çıkabilir (Danshina, Markov, Huldani, & Achmad, 2020). (Dünya genelinde 

kütanöz melanom insidansı yıllar içerisinde giderek artmaktadır ve özellikle batı 

toplumlarında yaşam boyu melanom riski 1:50 oranına ulaşmıştır (Meyle & Guldberg, 

2009). Melanom insidansı Avrupa’da 100000’de <25 hasta, Amerika Birleşik 

Devletleri’nde (ABD) 100,000’de 30 hasta, melanomun dünyada en sık görüldüğü yer 

olan Avustralya’da ise 100,000’de 60 hasta oranındadır (Conforti & Zalaudek, 2021). 

Türkiye’deki durum ise Türkiye Halk Sağlığı Kurumu’nun 2021 yılında yayınladığı 

kanser istatistikleri verilerine göre kütanöz melanomun 2017 yılındaki insidansı 

erkeklerde 100,000’de 1,7 iken kadınlarda 1,2’dir. Kütanöz melanom Türkiye’de en 

sık görülen ilk 10 kanser türü arasında değildir (Türkyılmaz et al., 2021). Ancak 

kütanöz melanom insidansı yıllar geçtikçe artmaktadır. Dünya’da 2020 yılı verilerine 

göre 324,635 yeni kütanöz melanom vakası ve 57,043 kütanöz melanomdan ölüm 

bildirilmiştir. Bu sayılara göre kütanöz melanom dünyada görülen kanserler 

sırlamasında 19. sırada yer alırken ölüme neden olan kanserler sıralamasında 23. sırada 

yer almaktadır. Kütanöz melanomun mortalite oranı Türkiye’de 100,000’de 0,83 iken, 

Avrupa’da 0,44-3,2 arasında, ABD’de 1,1 ve Avustralya’da 2,4’tür (Sung et al., 2021). 

Artan yaşla birlikte melanom görülme sıklığı da artmaktadır. Erkeklerde kadınlara 

göre daha fazla görülür. Türkiye’de her iki cinsiyette de görülme sıklığı 30’lu 

yaşlardan sonra artış gösterir ve bu oran 60 yaşından sonra daha da artmaktadır 

(Türkyılmaz et al., 2021).  

Malign melanomun etyolojisi tam olarak bilinmektedir. Ancak bazı durumlar 

melanom gelişimi açısından yüksek risk oluşturur. Bunlar; cilt rengi ve tipi (beyaz ve 

açık ten gibi), ultraviyole (UV) özellikle UV-B maruziyeti, ailede melanom varlığı, 

daha önce melanom geçirmiş olmak, genetik faktörler (siklin bağımlı kinaz 2A gen 
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mutasyonu, BRAF gen mutasyonu), spesifik genetik durumlar (kseroderma 

pigmentozum, retinoblastom)’dır (Watts et al., 2015). MM heterojen bir hastalık grubu 

olduğu için bu risk faktörleri her MM tipi veya her hasta için geçerli olmayabilir.  

Malign melanom tanısı almış hastalarda en yaygın karşılaşılan hikaye daha önceden 

var olan veya yeni ortaya çıkan benin karakterinde değişiklik olmasıdır.  

Malign melanomun erkenden tespit edilip tedavi edilmesi önemlidir. MM’da prognoz 

tümörün artan derinliği ile doğru orantılıdır.  

Malign melanom düşünülen vakalarda eksizyonel biyopsi yapılmalıdır. Biyopsi 

materyali doğru histolojik tanı için cildin tüm tabakalarını içermelidir. Biyopsi 

sonuçları rezeksiyon sınırlarını ve hangi hastaların sentinel lenf nodu biyopsisi ve 

diğer adjuvan tedavi için aday olacağını belirler.  

Sentinel lenf nodu biyopsisi ile geniş lokal eksizyon, elektif nod diseksiyonu veya her 

ikisi gibi cerrahi yöntemler erken evre melanom için kesin tedavidir. Tıbbi medikal 

tedavi (interferon alfa, pegile interferon, granülosit-makrofaj uyarıcı faktör, 

ipilimumab, dakarbazin, temozolomid, interlokin-2 gibi ajanlar) ilerlemiş melanomlu 

hastaların adjuvan tedavisi olarak uygulanır. 

Malign melanom tanısı alan hastalarda 5 yıllık yaşam oranı hastalığın evresine göre 

%27 ile 90 arasında değişir. Ancak metastaz yapmış olgularda bu oran %20’nin 

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

 

2.2.  Kök Hücreler 

 

2.2.1. Kanser Kök Hücresi 

 

Önceki yıllarda yapılan birçok çalışmada kanser hücrelerinin içerisinde kendini 

yenileyebilme, farklılaşabilme gibi kök hücre özellikleri gösteren hücrelerin varlığı 

bildirilmiştir. Kanser kök hücreleri ilk olarak hematopoetik sistem içerisinde 

tanımlanmıştır. Bonnet ve ark akut miyeloid lösemide kanser kök hücresini izole 

etmiştir ve insandan immün yetmezlikli farelere aktarmışlardır. Bu hücreler 

CD34+/CD38- hücre yüzey markerları ile tanımlanmıştır (Bonnet & Dick, 1997). 

Kanser kök hücreleri kök hücre özellikleri bakımından normal kök hücrelere 

benzerdirler. Bununla birlikte kanser kök hücreleri tümörün başlatılmasına, 
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büyümesine ve radyasyona, kimyasal ajanlara ve apoptozise dirençli olmasıyla normal 

kök hücrelerden ayrılır (Ural, 2012). Kanser kök hücrelerinin kökenleri tam olarak 

anlaşılamamıştır. Erişkin kök hücrelerden mutasyonla oluştuğu ileri sürülmüştür. 

Ancak her zaman böyle olmadığı düşünülmektedir. Transit amplifiye hücrelerin, 

progenitör hücrelerin veya farklılaşmış hücrelerin onkojenik dönüşümünden de kanser 

kök hücresinin oluşabileceği tahmin edilmektedir (Girouard & Murphy, 2011). 

 

2.2.2. Malign Melanom Kanser Kök Hücresi 

 

Melanom heterojen hücre grupları içeren bir tümördür. Heterojen hücre gruplarının 

olması tümörojeniteye ve kemorezidansa neden olur (Kozovska, Gabrisova, & 

Kucerova, 2016). Fang ve ark. 2005 yılında yayınladıkları makalede insan 

melanomundaki kök hücre özellikleri gösteren hücre varlığından bahsettiler (Fang et 

al., 2005). Bu hücreler sferoid oluşturuyorlardı ve CD20+ yüzey belirtecini oldukça 

fazla taşıyorlardı. Ancak bu hücre gruplarının asıl kök hücre kabul edilmesi kendilerini 

yenileyebilme, farklılaşma ve tümör oluşturabilme yetilerinden kaynaklanmaktaydı 

(Girouard & Murphy, 2011). Bazı kanser tiplerinde kök hücreleri tanımlamak için 

kullanılan CD133+ yüzey belirteci daha sonra melanomlu hastalardan izole edilen kök 

hücre benzeri hücrelerde de fazlaca tespit edilmiştir (Monzani et al., 2007). CD133 

glikoprotein yapısında olan transmembran proteinidir. CD133+ hücrelerin tümör 

oluşturma potansiyelleride artmaktadır. Melanoma diğer tümör türlerine göre oldukça 

fazla kanser kök hücresi içerir (%27> %0.0001) (Perego et al., 2010). Bu durum 

araştırmalarda kullanılması için iyi bir seçenek olduğunu gösterir.  

 

2.3.   Hücre Ölüm Modaliteleri 

 

Hücre ölümü, hücre yaşamının temel süreçlerindendir. Ortam homeostazının 

korunmasında önemli rol alır. Hücre ölümü makroskobik morfolojik olarak farklı 

özellikler gösterir (Lorenzo Galluzzi et al., 2018). Daha önceleri bu özelliklere 

bakılarak 3 tipe ayrılmıştır: 1) Tip 1 hücre ölümü (apoptozis), 2) Tip 2 hücre ölümü 

(otofaji) ve 3) Tip 3 hücre ölümü (nekroz). 

 



6 

 

2.3.1.  Apoptozis 

 

Apoptozis, fizyolojik olan programlı bir hücre ölümüdür. Fonksiyonları bozulan, 

yaşlanan, hasarlanan veya ihtiyaç duyulmayan hücrelerin ortama zarar vermeden yok 

edilmesi sürecidir. Yaşamın her döneminde apoptotik hücre ölümü vardır (Gökbayrak 

Atay, Gezer, & Kasap, 2021). Apoptozis süreci intrinsik, ekstrinsik ve 

perforin/granzim sinyal yolları ile aktive edilir (Elmore, 2007). Bu sinyal yollarının 

aktivasyonu sonucunda kaspaz kaskadı harekete geçer. Bu üç sinyal yolu kaspaz 3 

üzerinde ortak nokta olarak birleşir. Kaspazlar, sistein proteaz enzim ailesidir. Kaspaz 

1-2-3…14 olmak üzere 14 tip kaspaz vardır ve bunlar görev olarak 3 gruba ayrılır; 

apoptozis başlatıcılar (Kaspaz 2-8-9-10), apoptozis yürütücüler (Kaspaz 3-6-7) ve 

inflamasyon mediatörleri (1-4-5-12-14) (Behzadi & Ranjbar, 2015). Kaspazlar 

genellikle inaktif monomerik yapıda prokaspaz olarak bulunurlar ve gerektiğinde 

aktifleştirilirler (McIlwain, Berger, & Mak, 2015).  

  

2.3.1.1.  İntrinsik apoptozis 

 

İntrinsik apoptozis; mikroçevresel dengenin bozulmasına yol açan DNA hasarı, 

büyüme faktörü azalması, ekstrasellüler matrikse temasın kaybolması, hipoksi, 

antikanser ilaçların varlığı, reaktif oksijen radikallerinin aşırı artması gibi uyarılar 

sonucunda başlar (Lorenzo Galluzzi et al., 2018; Iannolo, Conticello, Memeo, & De 

Maria, 2008). Bu uyarılar bir dizi sinyal yolağını aktive ederek mitokondri 

bütünlüğünün bozulmasına, sitokrom C salınmasına ve kaspaz 9 aktivasyonuna yol 

açar. Buradaki kritik ve geri dönüşümsüz olan nokta mitokondri dış membran 

permeabilitesinin artmasıdır (Tait & Green, 2010). Mitokondride meydana gelen 

bozulma sonucu ortama sitokrom C salgılanır. Sitokrom C, Apaf-1 ve pro-kaspaz 9 bir 

araya gelerek apoptozom oluşturur. Pro-kaspaz 9 aktif hale geçer ve kaspaz 3’ü uyarır 

(McIlwain et al., 2015).  
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2.3.1.2.  Ekstrinsik Apoptozis 

 

Ekstrinsik apoptozis; ligandların ölüm reseptörlerine (DR: death receptors; Tümör 

nekrozis faktör reseptör-1 (TNFR1), CD95 (Fas ve APO-1), DR3, TNF-ilişkili 

apoptozis başlatıcı ligand reseptörü-1 (TRAIL-R1; DR4) ve TRAIL-R2; DR5) veya 

bağımlı reseptörlere bağlanmasıyla aktive olur (Flusberg & Sorger, 2015). Bu 

ligandlar hücre dışında dengenin bozulmasıyla ortaya çıkar. Bu reseptörler adaptör 

proteinler (FAS-ilişkili ölüm zinciri (FADD) veya TNFR- ilişkili ölüm zinciri 

(TRADD)) aracılığıyla kaspaz 8 ve 10’un fonksiyonunu düzenler (Lorenzo Galluzzi 

et al., 2018).  

 

2.3.2.  Otofaji 

 

Otofaji, hasarlı makromolekülleri, organelleri ortadan kaldıran ve çeşitli hücre dışı 

uyaranlara yanıt olarak oluşan bir süreçtir. Hücresel stres durumlarında (besin 

azalması, oksidatif hasar, patojen enfeksiyon gibi) otofaji tetiklenir. Apoptozisten 

farklı olarak, hücresel stres durumlarında hücre içi moleküllerin geri dönüşümünü 

sağlayarak hücre homestostazisini korumaya yardımcı olmaktadır (Anding & 

Baehrecke, 2015).  

Hücresel metabolizmanın ana düzenleyicilerinden olan mTOR bir serin/treonin 

kinazdır ve PI3K/AKT sinyal yolunun hedef proteinidir (Kim & Guan, 2015). mTOR, 

birkaç proteine bağlanarak mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 

(mTORC2) olmak üzere iki farklı sinyal kompleksi oluşturur. Hücresel besin azalması, 

düşük hücresel enerji seviyeleri mTORC1 inhibisyonuna yol açar. mTORC1 

inhibisyonu otofaji başlangıcını ve otofagozom çekirdeklenmesini destekleyen ULK1, 

ATG13 (otofaji ilişkili gen), AMBRA1 ve ATG14L gibi çoklu otofaji ile ilgili 

proteinlerin defosforilasyonu yoluyla otofajinin aktivasyonuna yol açar (Kim & Guan, 

2015).  

ATG8/MAP1LC3 (mikrotübül ilişkili protein 1 hafif zincir 3) konjugasyon sistemi, 

otofagozomun uzaması ve olgunlaşması için gereklidir. Atg8/LC3'ün otofagozomdaki 
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hücresel lokalizasyonu, olgunlaşması sırasında otofagozomun kapanması, 

hemifüzyonu veya taşınması ile ilişkilendirilmiştir. LC3, otofagozomların yanı sıra 

otofajik aktiviteyi izlemek için yaygın olarak kullanılmıştır (Lee & Lee, 2016). 

 

2.4.  Mekanik Güçlerin Kök Hücre Davranışı Üzerine Etkisi 

 

Kök hücreler ve onların mikroçevreleri, hücre davranışını ve kaderini belirlemek üzere 

mekanik güçlerle etkileşim içerisindedir (Vining & Mooney, 2017). Farklı mekanik 

güçler hücrelerde farklı yanıtların oluşmasına yol açar. Hatta aynı gücün uygulanması 

hücrenin konumuna, geometrisine, tipine, kromozom yoğunlaşmasına ve farklılaşma 

aşamasına göre farklı hücresel fonksiyonlara yol açabilir (Manokawinchoke et al., 

2021). Kök hücreler mekanik güçlere proliferasyon, migrasyon, kendini yenileme ve 

farklılaşma olarak yanıt verir. Mekanik güçler mekanik gerilme (çekme, gerilme, 

esneme), mekanik yüklenme, vibrasyon, mekanik kompresyon, basınç ve ses dalgaları 

örnek verilebilir (Marrelli et al., 2018).  

 

2.4.1.  Terapötik Ultrason  

 

Ultrason mekanik bir enerji çeşididir. Mekanik titreşim artan frekanslarda ses enerjisi 

olarak bilinir. İnsan kulağı 15-20000 Hz frekans aralığındaki sesleri işitebilir. Bu üst 

limitin üzerindeki mekanik titreşimler ultrason olarak tanımlanır. Ultrason 

görüntüleme ve tedavi amacıyla kullanılabilir. Tedavi amacıyla kullanılan ultrasona 

terapötik ultrason denir (ter Haar, 1999). Tedavide kullanılan frekanslar 0,7-3,3 

MegaHertz (Mhz) aralığıdır (Sengupta & Balla, 2018). Ayrıca ultrasonun etkisi için 

birim alana uygulanan enerjinin miktarı yani yoğunluğu da önemlidir ve yoğunluğun 

birimi W/cm2’dir. Tedavide devamlı ve kesikli (pulsed/aralıklı: 1:1-1:4 siklus 

şeklinde) ultrason olarak iki şekilde kullanılır. Devamlı ultrasonda ses dalgaları 

dokuya geçtiğinde dokudaki moleküler vibrasyonda artışa ve bunun sonucunda ısı 

artışına yol açar (Baker, Robertson, & Duck, 2001). Böylece devamlı ultrason ısı ve 

mekanik etkileri ile tedavide kullanılır. Kesikli ultrason dokularda ısı oluşturmaz, 

mekanik etkileri ile tedavide kullanılır. Ses dalgalarıyla elde edilen mekanik etkiden 
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mikrobubleların bir araya gelmesi ile oluşan kavitasyon, akustik akış ve mikromasaj 

sorumlu tutulabilir (Baker et al., 2001; ter Haar, 1999; Williams, 1987; Wu & Nyborg, 

2008).  

 

2.4.2.  Düşük Yoğunluklu Kesikli Ultrason 

 

Düşük yoğunluklu kesikli ultrason (Low Intensity Pulsed Ultrasound-LİPUS) termal 

olmayan ve dokuları tahrip etmeyen bir tedavi yöntemidir. Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA) kaynamayan kırıklarda LİPUS kullanımını onaylamıştır (Katiyar, 

Duncan, & Sarkar, 2014). Son zamanlarda LİPUS kullanımı kanser tedavisinde önem 

kazanmaktadır.  

Bu çalışmadaki amacımız; in vitro malign melanom kanser kök hücresine LİPUS 

uygulaması sonrası bu hücrelerde kaspaz 3 (Casp 3) ile kaspaz 8 (Casp 8) düzeylerine 

bakarak apoptozisi ve mammalian target of rapamycin (mTOR) ile light chain 3 (LC3) 

düzeylerine bakarak otofajiyi değerlendirmektir. Böylece apoptozis veya otofajiyi 

gözlemleyerek LİPUS ile oluşturulan mekanik gücün etkisiyle malign melanom kanser 

kök hücrelerin kök hücre özelliğini kaybedip kaybetmediğini incelemektir.  
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Gereç ve Yöntem 

3.1. Araştırmanın Tipi 

 

Malign melanom kanser hücre hattına ve malign melanom kanser kök hücre hattına 

LİPUS uygulanması sonucu apoptozis (Casp 3 ve Casp 8) ve otofajinin (mTOR ve 

LC3) incelenmesi amaçlanan in vitro deneysel tanımlayıcı bir laboratuvar 

çalışmasıdır.  

 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

 

Araştırma Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarında Ağustos 2021 - Ocak 2023 tarihleri arasında yapılmıştır. 

 

3.3.  Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

 

Çalışmada kullanılan cihazların listesi Tablo 1’de özetlenmiştir.  
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Tablo 1: Çalışmada kullanılan cihazların isimleri ve işlevleri 

Cihaz  İşlev  

Binder ve Eppendorf Galaxy 170r CO2’li 

İnkübatör 
Hücrelerin yaşam ortamını sağlamak  

Eppendorf New Brunswick -80oC Derin 

Dondurucu 
Dondurulan hücrelerin saklanması 

Eppendorf Soğutuculu Santrifüj 
Hücre pasajında ve deneylerde hücreleri 

solüsyondan ayırmak  

Nüve Su Banyosu 

Hücre açma protokolünde ani sıcaklık 

değişimini sağlamak, -80oC’den çıkan 

hücreleri direk 37oC’ye aktarmak 

ESCO Biyogüvenlik Kabini Sınıf II 
Deneylerin yapılması için gerekli 

sterilizasyonu sağlamak  

Olympus CKX41 İnverted Mikroskop Hücrelerin gözlemi ve takibi 

Olympus BX50 Floresan Mikroskop 
İmmünofloresan hücre boyamalarını 

görüntülemek ve fotoğraflamak  

Düşük yoğunluklu kesikli ultrason cihazı 

(SONOPULS 190, Enraf Nonius, 

Amsterdam) (Şekil 1) 

 

Ses dalgası oluşturmak 
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Şekil 1: Ultrason cihazı ve probu 
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3.4.  Hücre Kültürü Uygulamaları 

 

3.4.1.  Hücrelerin genel protokole uygun kültüre edilmesi  

  

CHL-1 (ATCC® CRL-9446TM) pigmente olmayan insan melanom hücre hatları, Ege 

Üniversitesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’ndan temin edildi. CHL-1 malign 

melanoma hücre hattı Eagle's Minimum Essential Medium olarak adlandırılan EMEM 

besi yerinde kültüre edildi (Şekil 2A). Hücrelerin kültüre edilmesini sağlamak için 

EMEM besi yeri içerisinde %10 fetal sığır serumu (Biowest, S1810), kontaminasyonu 

önlemek için ise %1 penisilin streptomisin eklendi. CHL-1 hücre hattı pasaj 6 ve 8 

aralığında kullanılırken; akış sitometrisi elde edilen CD133+ ve CD133- hücre hatları 

pasaj 2 ve 4 aralığında kullanıldı.  

  

3.4.2.  Hücre Pasajı  

  

Hücreler T25 flask içerisinde kültüre edilmiştir. Hücrelerin T25 flask yüzeyini 

kaplamaya yakın hale geldikten sonra, diğer bir deyişle konfluent olduklarında 

hücreler pasajlandı. CHL-1 hücreleri pasajlanarak akış sitometrisi için hazırlandı; 

CD133+ ve CD133- hücreler pasajlanarak deneysel süreçte kullanıldı. Pasaj işlemi için 

öncelikle var olan besi yeri uzaklaitırıldı ve hücreler bir kez yıkandıktan sonra 

tripsinizasyon ile yüzeyden kaldırıldı. Kaldırma işlemi 37oC inkübatör içerisinde 

yaklaşık 4 dakikada gerçekleşti. Hücre eldesi mekanik kuvvetle hem flask yüzeyine 

hafif vuruşlar ile hem de pipetleme ile maksimum gerçekleştirildi. Sonrasında hücreler 

tüpe aktarılarak santrifüj edildi. Pellet sayım için 1 ml taze besi yerinde çözüldü (Şekil 

2B).  

 

3.4.3.  Hücre Sayımı  

  

Hücre sayımı tripan mavisi ile gerçekleşti. Bunun için1 ml hücre solüsyonu içerisinden 

10 mikrolitre alındı ve 10 mikrolitre tripan mavisi ile karıştııldı; hemositometre ile 

sayım yapıldı. Ölü hücreler mavi renk alırken, canlı hücreler parlak ve beyaz renkliydi. 
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Canlı hücre sayısına göre deneysel süreç için 1 ml hücre solüsyonu 2x105 hücre/ml 

seyreltildi (Şekil 2C).  

 

 

 

Şekil 2: Laboratuvar çalışmaları 
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3.5.   Deney Grupları 

 

Çalışmada MM kanser kök hücresi (CD133+) ve MM kanser hücresi (CD133-) olmak 

üzere iki grup oluşturuldu (Şekil 3). CD133+ ve CD133- hücre platelerine 1 Mhz, %20 

duty cycle, 1 w/cm2 LİPUS 1-5-10 dk olmak üzere uygulandı (Bernard, Mornstein, 

Škorpíková, & Jaroš, 2012; Sengupta & Balla, 2018; Yang et al., 2018). Her iki grubun 

LİPUS öncesi (0 dk) ve LİPUS sonrası 1-5-10 dk olmak üzere Casp 3, Casp 8, mTOR 

ve LC3 boyamaları yapıldı.  

 

 

 

Şekil 3: Deney grupları 
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3.6.  Floresanla Aktive Hücre Ayırma Yöntemi Kullanılarak CD133+ Kanser 

Kök Hücrelerinin Toplanması 

 

Malign melanoma kanser kök hücrelerinin izolasyonunu sağlamak için Floresan Aktif 

Ayırma (FACS) yöntemi kullanıldı. EMEM ortamında kültürlenen kanser kök hücreleri 

polisitren flasklarda çoğaltıldı. Belli yoğunluğa ulaşan hücrelerin bulundukları flasktan 

besi ortamının uzaklaştırılmasının ardından besi yeri kalıntılarının da flasktan 

arındırılması için 2 ml 1X PBS ile hücrelerin yıkama işlemi yapıldı. Hücrelerin flask 

yüzeyinden ayrılabilmesi için flaska 1 ml %0.25 Tripsin-EDTA (Thermo, USA) eklendi 

ve 3 dakika inkübatörde (37 C, %5 CO2) bekletildi. Tripsinin uygun süresinden fazla 

durması hücreye zarar vereceğinden, Tripsin-EDTA inaktivasyonunun sağlanması için 

ortama 2 ml EMEM besi yeri ortamı eklendi. Daha sonra hücreler 15 ml’lik santrifüj 

tüpüne alınarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Ardından süpernatant kısmı atılarak 

tüpe 3 ml 1X’lik PBS eklenerek yıkanma işlemi yapıldı. PBS eklenen tüpler tekrar 1000 

rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Ardından süpernatant kısım tekrar atılarak hücreler 1X 

PBS ile süspanse edilerek karanlık ortamda 10 mikrolitre CD133 antikoru eklendi ve 

hücrelerin karışması için pipetleme işlemi yapıldı. Hücreler vortex cihazında 

karıştırıldıktan sonra alüminyum folyo ile etrafı sarılarak +4 oC’de 10 dakika inkübe 

edildi. İşlem sırasında bağlanması gerçekleşmemiş antikorlar için hücrelere tekrar 5 ml 

1X PBS eklenerek yıkama işlemi yapıldı, ardından 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Tüm bu işlemlerin ardından hücreler 5 ml’lik filtreli tüp içerisinden geçirildi. Bu şekilde 

FACS için hazır hale getirilen hücreler cihazdan (FACSAria, BD Pharmingen) geçirilerek 

sort edildi. Böylece CD133+ MM kanser kök hücrelerinin ayrımı gerçekleştirildi. 

 

3.7.   Kanser Kök Hücre Hattının Üretilmesi 

 

CHL-1 hücre hattından FACS yöntemi ile izole edilen kök hücrelerin üretimi ise %10 

FBS ve 5 ml streptomisin içeren EMEM ortamında gerçekleştirildi. 

 

3.8.   Hücre Sayımı 
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FACS işlemi sonrası elde edilen CD133+ malign melanom kanser kök hücreleri ve 

kök hücre olmayan malign melanom kanser hücreleri iki grup olmak üzere belirlendi. 

Her deney grubundaki hücreler 37 ºC %5 CO2’li ve nemli ortamda üretilen hücrelerin 

belli yoğunluğa ulaşmasıyla birlikte ortamdan besi yeri atılarak hücre kültürü 

uygulamaları yapıldı. Besi yerinin uzaklaştırılmasının ardından 2 ml 1X PBS ile 

hücreler yıkandı ve hücrelerin yüzeyden kaldırılması için %0.25 Tripsin-EDTA 

(Thermo, USA) eklendi ve 3 dakika inkübatörde (37 C, %5 CO2) bekletildi. Tripsin-

EDTA’nın ortamdan uzaklaştırılması için %10 FBS içeren EMEM besi yeri ortamı 

hücrelere eklenerek inaktivasyon işlemi gerçekleştirildi. Hücreler 15 ml’lik santrifüj 

tüpüne alındı ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminin ardından 

süpernatant kısmı atılarak pelet üzerine 1’er ml besi ortamı eklenerek homojenize 

edildi. Hücrelerden 50 μl hücre eppendorflara alınarak üzerlerine 50 μl tripan mavisi 

eklendi. Pipet yardımıyla homojenize edildikten sonra hücrelerin thoma lamında 

sayımı gerçekleştirildi. 

 

3.9.  LİPUS Uygulaması 

 

CD133+ MM kanser kök hücreleri ve MM hücreleri, 37ºC %5 CO2’li ve nemli 

ortamda üretildi. Belli yoğunluğa gelen hücrelerden besi yeri ortamı uzaklaştırılarak 2 

ml 1X PBS ile hücrelerin yıkanması sağlandı. Hücrelerin yüzeyden kaldırılması için 

%0.25 Tripsin-EDTA (Thermo, USA) eklendi ve 3 dakika inkübatörde (37 C, %5 

CO2) bekletildi. Tripsin-EDTA’nın ortamdan uzaklaştırılması amacıyla hücrelere 

EMEM besi yeri ortamı eklenerek inaktivasyonu sağlandı. Hücreler 15 ml’lik santrifüj 

tüpüne alınmış ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısım atılarak 

tüpe 5 ml 1X’lik PBS eklenerek yıkanması sağlandı. PBS eklenen tüpler tekrar 1000 

rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Ardından süpernatant kısım tekrar atılarak hücreler 

1X PBS ile süspanse edilen hücreler, 6 kuyucuklu polistiren tabakalara ekildi (Şekil 

4). 37 C, %5 CO2’de 24 saat inkübe edilen hücrelere LİPUS cihazı (SONOPULS 190, 

Enraf Nonius, Amsterdam) uygulandı. LİPUS uygulaması için, cihazın probu hücre 

kültür platenin altına yerleştirildi ve öncesinde ses dalgaların geçişini kolaylaştırmak 

amacıyla probun üzerine ultrason jeli sürüldü ve cihaz çalıştırıldı (Huang et al., 2020) 

(Şekil 5). Her uygulama öncesi cihazın çalışıp çalışmadığını test etmek için için 

probun ucuna bir damla su damlatılarak oluşan titreşimler gözlendi. Ayrıca uygulama 
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sırasında yine cihazın çalıştığının gözlenmesi amacıyla platelerin içerisindeki sıvıda 

meydana gelen titreşimler de ara ara kontrol edildi (Şekil 6). Ultrason uygulanan 

hücreler 48 saatlik sürelerde inkübe edilmiştir (37 C, %5 CO2).  

 

 

 

Şekil 4: 6 kuyucuklu polistiren tabakalar 
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Şekil 5: Probun yerleştirilmesi 
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Şekil 6: Ultrason uygulaması sırasında görülen titreşimler 

 

 

3.10.  İmmünofloresan Öncesi Hazırlıklar 

 

3.10.1. Triton-X100 Hazırlanması 

%0.25 Triton-X100, immünofloresan boyama işleminin permeabilizasyon aşamasının 

gerçekleştirilmesi için 25 mikrolitre Triton-X100 uygulandı ve 5 dakika beklenildikten 

Triton-X100 ortamdan uzaklaştırıldı. 3 defa PBS ile yıkama yapıldı.  
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3.10.2. Sığır Serum Albümin Hazırlanması 

 

Bloklama için sığır serum albümini (BSA) hazırlandı. Bunun için 1 gr BSA tozu 100 

ml 1X PBS içerisinde çözdürüldü, bunun için manyetik karıştırıcı kullanıldı. Elde 

edilen solüsyon filtreden geçirilerek +4 oC’de saklandı. 

 

3.10.3. Hücrelerin İmmünofloresan Boyama İçin Hazırlanması 

 

İmmünofloresan aşamasından önce hücrelerin hazırlanması gerçekleştirildi. Bunun 

için hücreler T75 flasklardan besi yeri uzaklaştırılarak 6 kuyucuklu platelere aktarıldı. 

Sonrasında 2 ml 1X PBS ile hücreler yıkandı. Hücrelerin yüzeyden kaldırılması için 

%0.25 Tripsin-EDTA solüsyonu eklendi ve 3 dakika inkübatörde (37oC, %5 CO2) 

bekletildi. İnverted mikroskop ile hücrelerin yüzeyden ayrılıp ayrılmadığı kontrol 

edildi ve uygun olan hücreler laminar kabine alındı. Hücrelere 2 ml EMEM besi yeri 

ortamı eklenerek Tripsin-EDTA’nın inaktivasyonu sağlandı. Hücreler 15 ml’lik 

santrifüj tüpünde toplandı ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminin 

ardından hücrelerin süpernatant kısmı atılarak üzerlerine besi yeri eklendi. Hücrelerin 

Thoma Lamı ile sayımı gerçekleştirildikten sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir 

kuyucuğuna 15 mm’lik yuvarlak lamellerden pens yardımı ile eklenmiştir. Lamellerin 

kuyucuklara iyice oturması sağlandıktan sonra üzerlerine mikropipet yardımıyla 

hücreler ekildi ve 37oC, 5% CO2 ortamda inkübasyona bırakıldı. 

 

3.10.4. İmmünofloresan Boyama 

 

Bu işlemlerin ardından immünofloresan boyama için hücre fiksasyonu gerçekleştirildi. 

Bunun için öncelikle hücrelerin bulundukları besi yeri ortamı uzaklaştırıldı ve hücreler 

1X PBS ile 3 defa yıkandı. 

Hücre fiksasyonu için hücreler oda sıcaklığında 30 dakika %4 paraformaldehid (PFA) 

ile muamele edildi. Bu süre sonunda hücrelerden PFA’nın uzaklaştırılması için 

hücreler tekrar 1X PBS ile yıkandı. Hücre boyamasının aynı gün yapılacağı örnekler 
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için işlemler devam etti. Daha sonraki günler devam edilmesi planlanan örnekler için, 

hücreler +4oC ’de saklandı. 

Permeabilizasyon için hücreler önceden hazırlanmış %0.25 Triton-X100 içerisinde 5 

dakika bekletildi. Triton-X100 solüsyonunu ortamdan uzaklaştırmak için hücreler 1X 

PBS ile yıkandı.  

Bloklama aşaması için hücreler oda sıcaklığında %1 BSA içerisinde 1 saat boyunca 

bekletildi. 

Antikorlar (mTOR, LC3, Casp 3 ve Casp 8) %1 BSA içerisinde 1/100 oranında dilüe 

edilerek hazırlandı. Hücreler 24 saat boyunca primer antikor içerisinde nemli ortamda 

bekletildi. 24 saat sonunda antikorun uzaklaştırılması için hücreler 1X PBS ile 3 kez 

yıkandı. Kullanılacak sekonder antikor hazırlandı ve 1 saat boyunca hücrelerle teması 

gerçekleştirildi. Tekrar 1X PBS ile 3 kez yıkanan hücreler kapama mediumu ile 

kaplandıktan sonra görüntülemeler Olympus BX50 Floresan Mikroskobu ile 

gerçekleştirildi ve 20X ve 40X’te fotoğrafları çekildi. Bütün fotoğraflar Fiji:İmagej 

programı ile analiz edildi. 
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Bulgular 

Hücre gruplarının kültüre edilme aşamasından sonra deneysel kısma geçebilmek için 

hücre sayımı gerçekleştirilmiştir. Sayım için pasaj sonrasında hücreler 1 ml taze besi 

yerinde seyreltilmiş, ve içerisinden 10 mikrolitre hücre solüsyonualınarak 10 ml tripan 

mavisi ile karıştırılmıştır. Karışım hemositometre ile ölçülmüştür. CD133+ ve CD133- 

hücre sayısı genel olarak T25 flask pasajlaması sonucunda yaklaşık 6x106 hücre/ml 

içermektedir. Deneyler için bu sayı taze besi yeri eklenerek 2x105 hücre/ml olacak 

şekilde ayarlanmıştır.  

 

4.1.  Kanser Kök Hücresi İzolasyonu Bulguları 

 

4.1.1.  CD 133+ Hücre İzolasyonu Bulguları 

 

Malign melanom hücreleri, Ege Üniversitesi AREL’de FACS sistemi ile ayrılmıştır. 

CD133 antikoru ile işaretlenen hücreler CD133+ MM kanser kök hücresi olarak, 

işaretlenmemiş olanlar CD133- MM kanser hücreleri olarak adlandırılarak iki deney 

grubu oluşturulmuştur. Hücreler, akış sitometrisi ile CD133+ hücrelerin toplanması 

için hazırlandı ve önce P4 kapısına, daha sonra P5 kapısına göre pozitif ve negatif 

hücreler olmak üzere ayrıldı (Şekil 7). 
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Şekil 7: Akış sitometresi 
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4.2.  İmmünofloresan Boyama Sonuçları 

 

4.2.1.  Apoptozis  

 

Apoptozis aktivitesini göstermek için Casp 3 ve Casp 8 boyaması yapılmıştır. 

 

4.2.1.1.  Kaspaz 3 boyama sonuçları 

 

Casp 3 protein ışımalarının gruplar arasında karşılaştırılma grafiği Grafik 1’de 

görülmektedir. CD133+ grupta LİPUS uygulaması öncesi (0 dakika) ile LİPUS 

uygulaması sonrası 1-5-10 dakikalar karşılaştırıldığında 1-5-10 dakikalarda Casp 3 

protein ışımasının istatistiksel olarak arttığı saptanmıştır (p<0.001). Bu artış en yüksek 

5 dakikada kaydedilmiştir. Aynı durum CD133- grupta da benzerdir. LİPUS 

uygulanması ile Casp 3 protein ışıması istatistiksel olarak anlamlı artış göstermiştir 

(p<0.001). Bu artış en yüksek 1 dakika uygulamada kaydedilmiştir. Başlangıçta (0 

dakika) CD133+ ile CD133- grubu arasında istatistiksel fark bulunamamıştır 

(p=0.052). LİPUS uygulaması sonrası her iki grubun birbirleriyle karşılaştırılması 

sonucu 1-5 dakika uygulamalarda istatistiksel olarak anlamlı fark (p<0.05 ve p<0.001) 

bulunmuştur. 1 dakikada Casp 3 protein ışıması CD133- grupta en fazla tespit edilirken 

5 dakikada  CD133+ grupta en fazla tespit edilmiştir.  
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Apoptozis aktivitesinin gösterilmesi amacıyla Casp 3 proteini immünfloresan yöntemi 

ile boyanmıştır (Şekil 8).  

Grafik 1: Casp 3 protein ışımalarının gruplar arası karşılaştırma grafiği 

Grafik her iki grupta Casp 3 proteinin LİPUS uygulama sürelerine göre ışımasını 

göstermektedir. Kırmızı yıldız (*) CD133+ grupta başlangıca göre 1-5-10 dakika 

uygulama karşılaştırmalarındaki istatistiksel anlamlı değişikliği gösterirken, mavi yıldız 

(*) CD133- gruptaki istatistiksel anlamlı değişikliği göstermektedir. Siyah yıldız da (*) 

CD133+ ile CD133- gruplar arasındaki karşılaştırmalarda saptanan anlamlı değişikliği 

göstermektedir. Her iki grupta LİPUS uygulama sonrası başlangıca göre Casp 3 protein 

ışıması artmıştır (***p<0.001, ***p<0.001). Casp 3 protein ışıması 1 dakika LİPUS 

uygulamasında CD133- grupta en fazla tespit edilirken (*p<0.05), 5 dakika uygulamada 

CD133+ grupta en fazla tespit edilmiştir (***p<0.001). 
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Şekil 8: CD133+ ve CD133- grupların Casp 3 proteini immünfloresan boyama 

görüntüleri. 

Yeşil renk (1 numaralı görüntüler) Casp 3, mavi renk (2 numaralı görüntüler) hücre 

nükleusuna aittir. 3 numaralı görüntüler 1 ve 2 numaralı görüntülerin birleştirilmesi ile 

elde edilmiştir. LİPUS uygulama süreleri şeklin en üstünde, gruplarda şeklin solunda 

belirtilmiştir. Her görüntü grubu büyük harflerle adlandırılırken, görüntülerede kendi 

içerisinde rakamlar verilmiştir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numaralı görüntülere 

bakıldığında A3’e göre daha fazla Casp 3 proteininin ışıması görülmektedir. 2) 

CD133- grupta F3-G3-H3 numaralı görüntülere bakıldığında E3’e göre daha fazla 

Casp 3 proteininin ışıması görülmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup 

karşılaştırılmasında A3 ile E3 arasında ışıma açısından fark gözlenmemiştir. Ancak 

CD133- grupta F3’te B3’e göre daha fazla ışıma, CD133+ grupta C3’te G3’e göre daha 

fazla ışıma görülmüştür. 
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4.2.1.2.   Kaspaz 8 boyama sonuçları 

 

Casp 8 protein ışımalarının gruplar arasında karşılaştırılma grafiği Grafik 2’de 

görülmektedir. CD133+ grupta LİPUS uygulaması öncesi (0 dakika) ile LİPUS 

uygulaması sonrası 1-5-10 dakikalar karşılaştırıldığında 1-5-10 dakikalarda Casp 8 

protein ışımasının arttığı istatistiksel olarak saptanmıştır (p<0.001). Bu artış en yüksek 

10 dakikada kaydedilmiştir. Aynı durum CD133- grupta da benzerdir. LİPUS 

uygulanması ile Casp 8 protein ışıması artış göstermiştir (p<0.001). Bu artış 

makismum 5 dakika uygulamada kaydedilmiştir. Başlangıçta ve LİPUS uygulaması 

sonrası CD133+ ile CD133- gruplarını birbirleriyle karşılaştırdığımızda istatistiksel 

olarak anlamlı fark bulunamamıştır (p>0,05).  
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Apoptozis aktivitesinin gösterilmesi amacıyla Casp 8 proteini immünfloresan yöntemi 

ile boyanmıştır (Şekil 9).  

Grafik 2: Casp 8 protein ışımalarının gruplar arası karşılaştırma grafiği 

Grafik her iki grupta Casp 8 proteinin LİPUS uygulama sürelerine göre ışımasını 

göstermektedir. Kırmızı yıldız (*) CD133+ grupta başlangıca göre 1-5-10 dakika 

uygulama karşılaştırmalarındaki istatistiksel anlamlı değişikliği gösterirken, mavi yıldız 

(*) CD133- gruptaki istatistiksel anlamlı değişikliği göstermektedir. Her iki grupta 

LİPUS uygulama sonrası başlangıca göre Casp 8 protein ışıması artmıştır (***p<0.001, 

***p<0.001). Casp 8 protein ışıması 5 dakika LİPUS uygulamasında CD133- grupta en 

fazla tespit edilirken (p<0.001), 10 dakika uygulamada CD133+ grupta en fazla tespit 

edilmiştir (p<0.001). Başlangıçta ve LİPUS uygulama sonrası grupları birbirleriyle 

karşılaştırdığımızda anlamlı farklılık saptanmamıştır. 
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Şekil 9: CD133+ ve CD133- grupların Casp 8 proteini immünfloresan boyama 

görüntüleri 

Yeşil renk (1 numaralı görüntüler) Casp 8, mavi renk (2 numaralı görüntüler) hücre 

nükleusuna aittir. 3 numaralı görüntüler 1 ve 2 numaralı görüntülerin birleştirilmesi ile 

elde edilmiştir. LİPUS uygulama süreleri şeklin en üstünde, gruplarda şeklin solunda 

belirtilmiştir. Her görüntü grubu büyük harflerle adlandırılırken, görüntülere de kendi 

içerisinde rakamlar verilmiştir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numaralı görüntülere 

bakıldığında A3’e göre daha fazla Casp 8 proteininin ışıması görülmektedir. 2) 

CD133- grupta F3-G3-H3 numaralı görüntülere bakıldığında E3’e göre daha fazla 

Casp 8 proteininin ışıması görülmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup 

karşılaştırılmasında A3-E3, B3-F3, C3-G3 ve D3-H3 arasında ışıma açısından fark 

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

 

Otofaji aktivitesini göstermek için mTOR ve LC3 boyaması yapılmıştır.  

 

4.2.2.1.  mTOR boyama sonuçları 

 

mTOR protein ışımalarının gruplar arasında karşılaştırılma grafiği Grafik 3’te 

görülmektedir. CD133+ grupta LİPUS uygulaması öncesi (0 dakika) ile LİPUS 

uygulaması sonrası 1-5-10 dakikalar karşılaştırıldığında 1-5-10 dakikalarda mTOR 

protein ışımasının istatistiksel olarak arttığı saptanmıştır (p<0.001). Bu artış en yüksek 

10 dakikada kaydedilmiştir. Aynı durum CD133- grupta da benzerdir. LİPUS 

uygulanması ile mTOR protein ışıması istatistiksel olarak anlamlı artış göstermiştir 

(p<0.001). Bu artış en yüksek 10 dakika uygulamada kaydedilmiştir. Başlangıçta (0 

dakika) CD133+ ile CD133- grubu arasında istatistiksel olarak fark bulunmuştur 

(p<0.01) ve CD133+ grupta daha fazladır. LİPUS uygulaması sonrası her iki 

grukarşılaştırıldığında sadece 5 dakika uygulamalarda istatistiksel olarak CD133+ 

grupta daha fazla bulunmuştur (p<0.01). 
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Otofaji aktivitesinin gösterilmesi amacıyla mTOR proteini immünfloresan yöntemi ile 

boyanmıştır (Şekil 10). 

Grafik 3: mTOR protein ışımalarının gruplar arası karşılaştırma grafiği 

Grafik her iki grupta mTOR proteinin LİPUS uygulama sürelerine göre ışımasını 

göstermektedir. Kırmızı yıldız (*) CD133+ grupta başlangıca göre 1-5-10 dakika 

uygulama karşılaştırmalarındaki istatistiksel anlamlı değişikliği gösterirken, mavi yıldız 

(*) CD133- gruptaki istatistiksel anlamlı değişikliği göstermektedir. Siyah yıldız da (*) 

CD133+ ile CD133- gruplar arasındaki karşılaştırmalarda saptanan anlamlı değişikliği 

göstermektedir. Her iki grupta LİPUS uygulama sonrası başlangıca göre mTOR protein 

ışıması artmıştır (***p<0.001, ***p<0.001). 5 dakika LİPUS uygulamasında CD133+ 

grupta en fazla tespit edilirken (p<0.05), 10 dakika uygulamada CD133+ grupta en fazla 

tespit edilmiştir (p<0.001). mTOR protein ışıması CD133+ grupta CD133- gruba göre 

başlangıçta (0 dakika) ve 5 dakika uygulamada anlamlı olarak daha fazladır (**p<0.01). 
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Şekil 10: CD133+ ve CD133- grupların mTOR proteini immünfloresan boyama 

görüntüleri. 

Yeşil renk (1 numaralı görüntüler) mTOR, mavi renk (2 numaralı görüntüler) hücre 

nükleusuna aittir. 3 numaralı görüntüler 1 ve 2 numaralı görüntülerin birleştirilmesi ile 

elde edilmiştir. LİPUS uygulama süreleri şeklin en üstünde, gruplarda şeklin solunda 

belirtilmiştir. Her görüntü grubu büyük harflerle adlandırılırken, görüntülerede kendi 

içerisinde rakamlar verilmiştir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numaralı görüntülere 

bakıldığında A3’e göre daha fazla mTOR proteininin ışıması görülmektedir. 2) 

CD133- grupta F3-G3-H3 numaralı görüntülere bakıldığında E3’e göre daha fazla 

mTOR proteininin ışıması görülmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup 

karşılaştırıldığında A3’te E3’e göre, C3’te G3’e göre daha fazla ışıma tespit edilmiştir. 
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4.2.2.2.  LC3 boyama sonuçları 

 

LC3 protein ışımalarının gruplar arasında karşılaştırılma grafiği Grafik 4’te 

görülmektedir. CD133+ grupta LİPUS uygulaması öncesi (0 dakika) ile LİPUS 

uygulaması sonrası 1-5-10 dakikalar karşılaştırıldığında 1-5-10 dakikalarda LC3 

protein ışımasının istatistiksel olarak arttığı saptanmıştır. Bu artış en yüksek 10 

dakikada kaydedilmiştir. Aynı durum CD133- grupta da benzerdir. LİPUS 

uygulanması ile LC3 protein ışıması istatistiksel olarak anlamlı artış göstermiştir. Bu 

artış en yüksek 5 dakika uygulamada kaydedilmiştir. Başlangıçta (0 dakika) CD133+ 

ile CD133- grubu arasında istatistiksel fark bulunamamıştır (p>0,05). LİPUS 

uygulaması sonrası her iki grubun birbirleriyle karşılaştırılması sonucu 5-10 dakika 

uygulamalarda istatistiksel olarak anlamlı fark (p<0.01 ve p<0.001) bulunmuştur. 5 

dakikada LC3 protein ışıması CD133- grupta fazla tespit edilirken ,10 dakikada 

CD133+ grupta fazla tespit edilmiştir. 
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Otofaji aktivitesinin gösterilmesi amacıyla LC3 proteini immünfloresan yöntemi ile 

boyanmıştır (Şekil 11).  

Grafik 4: LC3 protein ışımalarının gruplar arası karşılaştırma grafiği 

Grafik her iki grupta LC3 proteinin LİPUS uygulama sürelerine göre ışımasını 

göstermektedir. Kırmızı yıldız (*) CD133+ grupta başlangıca göre 1-5-10 dakika uygulama 

karşılaştırmalarındaki istatistiksel anlamlı değişikliği gösterirken, mavi yıldız (*) CD133- 

gruptaki istatistiksel anlamlı değişikliği göstermektedir. Siyah yıldız da (*) CD133+ ile 

CD133- gruplar arasındaki karşılaştırmalarda saptanan anlamlı değişikliği göstermektedir. 

Her iki grupta LİPUS uygulama sonrası başlangıca göre LC3 protein ışıması artmıştır 

(***p<0.001, ***p<0.001). LC3 protein ışıması 5 dakika LİPUS uygulamasında CD133- 

grupta fazla tespit edilirken (**p<0.01), 10 dakika uygulamada CD133+ grupta fazla tespit 

edilmiştir (***p<0.001). 
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Şekil 11: CD133+ ve CD133- grupların LC3 proteini immünfloresan boyama görüntüleri. 

Yeşil renk (1 numaralı görüntüler) LC3, mavi renk (2 numaralı görüntüler) hücre 

nükleusuna aittir. 3 numaralı görüntüler 1 ve 2 numaralı görüntülerin birleştirilmesi ile 

elde edilmiştir. LİPUS uygulama süreleri şeklin en üstünde, gruplarda şeklin solunda 

belirtilmiştir. Her görüntü grubu büyük harflerle adlandırılırken, görüntülere de kendi 

içerisinde rakamlar verilmiştir. 1) CD133+ grupta B3-C3-D3 numaralı görüntülere 

bakıldığında A3’e göre daha fazla LC3 proteininin ışıması görülmektedir. 2) CD133- 

grupta F3-G3-H3 numaralı görüntülere bakıldığında E3’e göre daha fazla LC3 proteininin 

ışıması görülmektedir. 3) CD133+ grup ile CD133- grup karşılaştırılmasında A3 ile E3 

arasında ışıma açısından fark gözlenmemiştir. Ancak CD133+ grupta D3’te H3’e göre 

daha fazla ışıma, CD133- grupta G3’te C3’e göre daha fazla ışıma görülmüştür. 
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Tartışma 

 

Malign melanom, diğer cilt kanserlerine göre daha az görülmesine rağmen en agresif 

seyreden ve mortalitesi yüksek olan cilt kanseridir (Lai, Cranwell, & Sinclair, 2018). 

Son yıllarda dünya nüfusunun yaşlanmasıyla birlikte dünyada ki insidansı da 

artmaktadır. MM olgularının etyopatogenezinde tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonu veya protoonkogenlerin aktivasyonu vardır. Ayrıca NRAS/MAPK, 

PI3K/AKT hücre içi sinyal yollarında görev alan proteinlerde (RAS, RAF, PTEN gibi) 

oluşabilecek mutasyonlar MM’a yol açar. Tümörün derinliği arttıkça metastaz olasılığı 

artar. MM’un erkenden tespit edilip tedavi edilmesi hasta sağkalımı yönünden 

önemlidir. Ancak erkenden tanı konulup cerrahi eksizyon yapılan hastalarda bile yine 

erken dönem de nüksler görülebilmektedir (Richards, Mehta, Ramming, & Skosey, 

1992). MM’un heterojen hücre grupları içermesinden dolayı biyolojik davranışının 

nasıl olacağını kestirmek kolay değildir. Bu nedenle cerrahi sonrası yapılacak 

kemoterapötik tedavilerde önem kazanmaktadır. Ancak bu tedavilere karşı direnç 

gelişimi olabilmesi, tedavilerin maliyetli olması ve yüksek dozlarda yan etkilerinin 

olması gibi sorunlarla karşılaşılmaktadır.  

 

Kanser kök hücreleri, kök hücre özellikleri bakımından normal kök hücrelere benzer 

olsalar da radyasyona, kimyasal ajanlara ve apoptozise karşı dirençli olma 

özellikleriyle normal kök hücrelerden ayrılırlar (Ural, 2012). Bu hücreleri tanımlamak 

için bazı belirteçler kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalarda CD133+ yüzey belirteci 

melanomlu hastalardan izole edilen kök hücre benzeri hücrelerde de fazlaca tespit 

edilmiştir (Monzani et al., 2007). Bu belirteci taşıyan hücrelerin kanser oluşturma 

potansiyelleri de artmaktadır. Ayrıca MM kanser kök hücresi için CD271, Nanog, 

Oct3/4, Hedgehog, ALDH1, ABCB1, ABCB5, ABCG2, Sox10 gibi belirteçler de 

kullanılır (Parmiani, 2016). Melanoma diğer kanser türlerine göre oldukça fazla kanser 

kök hücresi içermesi nedeniyle kanser kök hücresi araştırmaları için iyi bir seçenektir 

(Perego et al., 2010).  

 

Kök hücreler ve mikroçevreleri etraflarındaki mekanik güçler ile etkileşim halindedir 

(Vining & Mooney, 2017). Bu mekanik güçler gerilme, yüklenme, kompresyon, 
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vibrasyon, basınç ve ses dalgalarıdır. Kök hücreler bu güçlere maruz kaldığında o 

andaki durumlarına göre proliferasyon, migrasyon, kendini yenileme veya farklılaşma 

olarak yanıt verebilirler (Marrelli et al., 2018).  

Ultrason tıp alanında hem görüntüleme hem de tedavi amacıyla sıklıkla 

kullanılmaktadır. Tedavi amacıyla kullanılan ultrason terapötik ultrason olarak 

adlandırılmıştır (ter Haar, 1999). Elektrik enerjisi ultrason cihazının probunda 

(başlığında) kristalleri titreştirir ve böylece ses dalgaları oluşturulur. Genellikle 

tedavide kullanılan frekanslar 0,7-3,3 Mhz aralığıdır (Sengupta & Balla, 2018). 

Terapötik ultrasonun etkisi için uygulanan enerji yoğunluğu önemlidir ve yoğunluk 

arttıkça dokulara zarar verme ihtimali artar (Zeqiri, 1997). LİPUS düşük yoğunluklu 

olduğu için dokuları tahrip etmez ve bu yüzden diş/kemik iyileşmesi ve rejenerasyon 

için kullanılabilmektedir (Dedhia J, 2017). Son yıllarda kanser tedavisi için düşük 

yoğunluklu ultrason kullanımı önem kazanmaktadır. Hücre membranında 

sonoporasyona yol açıp kemoterapötiklerin hücre içine girişini artırarak veya 

kavitasyon etkisiyle serbest radikallerin açığa çıkmasını sağlayarak apoptozisi başlatıp 

kanser hücrelerinin ölümüne yol açar (MIŠÍK & RIESZ, 2000; Sengupta & Balla, 

2018). Kanser tedavisinde hücrelerde apoptozisin ve otofajinin aktive edilebilmesi 

oldukça önemlidir. Önceki yıllarda LİPUS’un uygulandığı çalışmalarda kanser 

hücrelerinde apoptozisin ve otofajinin aktive edildiği ortaya konulmuştur. İn vivo 

olarak farelerde melanom oluşturularak yapılmış bir çalışmada bu farelere uygulanan 

terapötik ultrason ile melanom kanser hücrelerinde apoptozisin arttığı gösterilmiştir 

(Hu et al., 2015). İnsan hepatoselüler karsinoma hücre hattına LİPUS’un uygulandığı 

başka bir çalışmada da LİPUS’un doza bağımlı olarak (0,5 W/cm2 ve üzerinde) 

hücrelerde apoptozisi başlattığı bildirilmiştir (Shi et al., 2016). Ayrıca ultrasonun 

kullanıldığı fare lösemi hücre hattı ile yapılan bir diğer çalışmada da apoptozis ve 

otofajinin başladığı gösterilmiştir (Wang et al., 2013). Genel olarak literatürde LİPUS 

ile yapılan çalışmalar kanser hücreleri ve kullanılan kemoterapötiklerin hücre içine 

girişi ile ilgilidir ve doğrudan kanser kök hücrelerine etkisini araştıran çalışma sayısı 

kısıtlıdır. Kanser tedavisinde kanser kök hücrelerinin yok edilerek tümörün 

başlamasının, metastazın oluşmasının ve geleneksel kemoterapinin yanı sıra genomik 

hedefli tedaviye direncin engellenmesi oldukça önemlidir. İn vitro overian kanser kök 

hücreleri ile yapılan bir çalışmada da LİPUS ile kanser kök hücrelerinde apoptozisin 

indüklendiği tespit edilmiştir (Gong, Zhang, Jia, & Pan, 2020). Bu çalışmanın aksine 
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in vivo ve in vitro olarak insan meme kanser kök hücreleri ile yapılan diğer bir 

çalışmada tek başına ultrason uygulamanın kontrol grubuna göre anlamlı etkisinin 

olmadığı bildirilmiştir (Guo et al., 2017). Ancak Guo ve ark. yaptığı bu çalışmada 

uygulanan ultrason dozları 0,5-1,0-2,0-3,0-3,5-4,0 W/cm2 olsa da uygulama süresi 1-

5-10 saniye kadardır. Yapılan çalışmalar arasında LİPUS uygulamasında standart 

yoğunluk miktarı ve uygulama süresi yoktur. Bu nedenle sonuçlar değerlendirilirken 

LİPUS yoğunluğu ve uygulama süresi göz önünde bulundurulmalıdır. Çalışmalarda 

genel olarak uygulama süresi sabit tutulurken çeşitli dozlar araştırılmıştır (Katiyar et 

al., 2020; Shi et al., 2016; Ye et al., 2016). Bizim çalışmamızda genelden farklı olarak 

uygulama dozunu sabit tutulup üç farklı uygulama süresinin etkisi araştırıldı. Sonuç 

olarak çalışmamızda başlangıca göre hem MM kanser hücre hattında hem de MM 

kanser kök hücre hattında 1 dakikadan itibaren LİPUS uygulaması sonrası apoptozis 

ve otofaji aktivitesinin arttığı tespit edildi.  

 

Apoptozis, organizmada homeostazisi sağlamak amacıyla programlı hücre ölümüdür.   

Kontrolünün kaybedilmesi ve apoptozisin gerçekleşmemesi kanserin ortaya çıkmasına 

neden olur. Apoptozis intrensek ve ekstrensek olmak üzere iki temel yolla 

başlatılabilir. İntrensek yol mitokondriyal yol olup kaskadın sonunda casp 3 

aktivasyonu gerçekleşir. Ekstrensek yol da casp 8 aktivasyonu ile sonuçlanır (Behzadi 

& Ranjbar, 2015; Elmore, 2007; Nitulescu et al., 2015). LİPUS’un çeşitli kanser 

hücreleri üzerine etkisinin araştırıldığı çalışmalarda casp 3 yolunun aktive edilerek 

apoptozisin başlatıldığı belirtilmiştir (Cao et al., 2021; Shi et al., 2016). Fare melanom 

hücreleri ile yapılan bir çalışmada da ultrason uygulaması sonrası casp 3 aktivitesinin 

arttığı gösterilmiştir (Rosenblatt, Frank, & Burks, 2021). Literatürde LİPUS 

uygulaması sonrası casp 8’in değerlendirildiği çok fazla çalışmaya rastlamadık ancak 

pankreas kanser hücre hattına ultrason uygulanan bir çalışmada casp 8 aktivitesinin 

istatistiksel olarak anlamlı değişiklik göstermediği raporlanmıştır. Bu çalışmada  

ultrason ile mikrobuble etkisi oluşturduklarında Casp 8’in anlamlı olarak azaldığını ve 

bu durumun nekroptozis ile ilgili olduğunu bildirmişlerdir (Cao et al., 2021). Bizim 

çalışmamızda LİPUS uygulaması sonrası her iki hücre hattında başlangıca göre casp 

3 ve casp 8 aktivitesinin arttığı tespit edilmiştir. Literatürden farklı olarak her iki hücre 

hattı karşılaştırıldığında casp 3 aktivitesi 1 dakika LİPUS uygulaması sonrası CD133- 

grupta, 5 dakika LİPUS uygulaması sonrası CD133+ grupta fazla bulunmuştur. Ancak 
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casp 8 aktivitesi açısından iki grup arasında fark gözlenmemiştir. Bu sonuca göre 

LİPUS her iki grupta apoptozisi aktifleştirse de uzun süreli uygulandığında MM kanser 

kök hücrelerinde daha etkili olduğu sonucuna ulaşılabilir.  

 

Otofaji, hücresel stres durumlarında (besin azalması, oksidatif hasar, patojen 

enfeksiyon gibi) tetiklenir ve otofaji kontrolünün kaybedilmesi kansere yol açabilir (L. 

Galluzzi et al., 2012). Otofajinin kanser hücresinde kanserin tipine, evresine ve genetik 

özelliklerine göre iki yönlü etki gösterip tümör baskılayıcı veya tümör destekleyici 

olabildiği gösterilmiştir (X. Li, He, & Ma, 2020). mTOR, mTORC1 kompleksini 

oluşturur ve mTORC1 inhibisyonu otofaji başlangıcı ve otofagozom oluşmasını 

destekleyen proteinlerin defosforilasyonu yoluyla otofajiyi aktive eder (Kim & Guan, 

2015). Yani mTOR otofajinin negatif düzenleyicisidir (Saxton & Sabatini, 2017). LC3 

oluşturduğu protein kompleksi ile otofagozomun uzaması ve olgunlaşması için 

gereklidir. Ayrıca LC3 otofaji aktvitesini izlemek için sıklıkla kullanılır (Lee & Lee, 

2016). Yapılan çalışmalarda LİPUS uygulaması ile otofajinin etkilendiği gösterilmiştir 

(Y. Li et al., 2020; Zeng et al., 2019). Zeng ve ark yaptığı çalışmada akciğer kanser 

hücrelerinde LİPUS’un mTOR’u düşük dozlarda aktive edebileceğini, yüksek 

dozlarda da inhibe edebileceğini ortaya koymuşlardır. Aynı çalışmada LC3 için düşük 

doz LİPUS uygulamasında inhibe edildiği, yüksek dozlarda da aktive edildiği 

bildirilmiştir (Zeng et al., 2019). Bizim çalışmamızda hem MM kanser hücre hattında 

hem de MM kanser kök hücre hattında başlangıca göre LİPUS uygulaması sonrası 

mTOR ve LC3 ışımasında artış gözlenmiştir. Uygulama süresi uzadıkça MM kanser 

kök hücre hattında mTOR aktivitesinde bir dalgalanma gözlenirken LC3 aktivitesi 

istikrarlı bir şekilde artmış ve 10 dakika uygulama sonrası MM kanser hücre hattına 

göre daha fazla artış gözlenmiştir. mTOR ve LC3 zamansal ve otofaji çeşitliliği 

açısından farklılık gösterebilir. Bu durumda mTOR ve LC3’ün birbirine karşı otofaji 

açısından kompansasyon mekanizmalarında görev alabileceği düşünülmektedir.  
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Sonuç ve Öneriler 

 

Bu çalışmanın en önemli bulgusu in vitro koşullarda LİPUS uygulanması sonucu 

CHL-1 insan MM kanser kök hücreleri (CD133+) ile insan MM kanser hücrelerinde 

(CD133-) apoptozis ve otofajinin indüklendiğinin Casp 3-Casp 8 ile mTOR-LC3 

aktivitesinin artışı ile ortaya konulmuş olmasıdır. Ayrıca CD133+ grubunda 5 

dakika’da Casp 3 ve mTOR aktivitesinin CD133- grubuna göre daha çok artması 

apoptozis ve otofajinin malign melanom kanser kök hücrelerinde daha belirgin 

arttığını göstermektedir. Böylece CHL-1 insan MM kanser kök hücrelerinin 

apoptozisten kaçabilme ve otofajiden korunma özelliklerini kaybetmeleri kök hücre 

özelliklerinin azaldığı şeklinde yorumlanabilir. 

 

Sonuç olarak LİPUS etkisinin ve dolayısıyla mekanik süreçlerin MM kanser kök 

hücresi ve MM hücresi üzerine olan etkilerinin biyofiziksel, morfolojik ve moleküler 

biyolojik detaylı analizlerle detaylandırılması gerekliliği sürmekte olup, hücre 

sinyalizasyon basamaklarının çeşitliliği ve bu çesitliliğin araştırılması gelecek 

dönemlerde terapötik hedefler yaratma konusunda büyük önem taşımaktadır. 
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Teşekkür 

 

Doktora programı eğitimim boyunca her türlü süreçte yanımda olan ve değerli 

fikirlerini benden esirgemeyen, kendisine ne zaman danışsam bana kıymetli zamanını 

ayırıp sabırla ve büyük bir ilgiyle bana faydalı olabilmek için elinden gelenden 

fazlasını sunan, her sorun yaşadığımda yanına çekinmeden gidebildiğim, güler yüzünü 

ve samimiyetini benden esirgemeyen ve gelecekteki mesleki hayatımda da bana 
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statüsünü hakkıyla yerine getiren Sayın Prof. Dr. Hüseyin AKTUĞ'a teşekkürü bir 

borç biliyor ve şükranlarımı sunuyorum. 
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