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ÖZET 

KARIMISAKHVIDI, N., Hidrojen peroksite maruz kalan fare Miyoblast hücre hattında 

oluşan atrofiye, melatonin uygulanmasının kalpain-1 ifadelenmesine ve atrofik 

morfolojiye etkisinin incelenmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, 

Fizyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2018. Kas atrofilerinin en sık görülen tipi 

olan kullanılmamaya bağlı kas atrofisinin oluşumunda oksidatif stresin temel etken 

olduğu bilinmektedir. Bu etkiyi ortadan kaldırmak amacı ile çalışılan çeşitli tedavi 

seçenekleri mevcuttur. Oksidatif stres ile oluşan en önemli ilk hasarın kalpain-1 gibi 

proteazlar ile oluşturulan kontraktil protein bütünlüğünün bozulması çeşitli 

araştırmalarda ortaya konmuştur. Oksidatif strese bağlı atrofiyi önlemede etkinliği 

gösterilen bir tedavi seçeneğide antioksidan uygulamalarıdır. Antioksidanlar içinde de 

melatonin gibi mitokondri hedefleyen antioksidanlar grubunun daha etkili bir tedavi 

seçeneği öne çıkmaktadır. Bizim çalışmamızda bu noktada literartüre ilk olarak 

melatonin uygulamasının kalpain-1 proteazının ifadesi üzerine etkisi ve melatoninin 

redoks dengeleri ve morfoloji üzerinde etkileri düzeyinde katkı sağlaması için 

planlanmıştır. Çalışmamızda oksidatif stres oluşturmak için H2O2 kullanıldı. Aynı 

koşullarda ve aynı pasaj sayısında olan C2C12 hücrelerinden 4 grup oluşturuldu. K 

(Kontrol), M (Melatonin), H (H2O2), M+H (Melatonin+ H2O2) grupları deney 

protokolünde belirtildiği gibi oluşturularak morfolojik değerlendirme için 

miyotüplerin çapları ölçüldü. Morfolojik değerlendirmede gruplar arasında anlamlı 

farklılık gösterildi (p<0,05). Morfolojik değerlendirme sonrası total protein 

lizatlarından Kalpain-1 protein miktarları ölçüldü. Kalpain 1 protein miktarının K 

grubunda diğer gruplara göre daha az olarak gözlemlendi. Hücrelerin antioksidan, 

oksidan durumunu belirtmek için TAS ve TOS kitleri kullanıldı. H grubunda TOS miktarı 

diğer gruplardan daha yüksek bulundu. Rebound etki ile açıklanabilen en yüksek 

ortalama TAS değeri H grubunda görüldü. Bu sonuçlar, H2O2’in C2C12 hücrelerde kas 

atrofisi oluşturduğunu ve melatoninin oluşan atrofiyi morfolojik olarak önlediğini 

göstermektedir. Melatoninin kas atrofisini önlemesinde kalpain-1 protein etkisi 

haricinde başka bir mekanizmanında rol alabileceği sonucuna varıldı. Bu etkinin daha 

iyi açıklanabilmesi için işlevsel çalışmaların yürütülmesi gerekmektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Kas atrofisi, Kalpain-1, Melatonin, Mitokondri hedefli 

antioksidanlar, Redoks dengesi 
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ABSTRACT 

KARIMISAKHVIDI, N., Investigation of the effect of melatonin administration on 

calpain-1 expression and atrophic morphology on atrophy of mouse myoblast cell 

line exposed to hydrogen peroxide, Hacettepe Graduate School of Health Sciences, 

Ph.D. Thesis in Physiology, Ankara, 2018. It is known that oxidative stress is the main 

factor in the formation of disuse muscle atrophy which is the most common type of 

muscle atrophy. Various treatment options are available to eliminate this effect. The 

first important damage which is done by oxidative stress on contractile protein 

integrity induced by proteases such as calpain-1 has been demonstrated in several 

studies. Antioxidant treatment is an effective treatment option to prevent atrophy 

due to oxidative stress. In the antioxidant, a more effective treatment option of the 

“mitochondrial targeted antioxidants” group such as Melatonin is prominent. In our 

study, the effects of melatonin application on the expression of the calpain-1 

protease and the effects of melatonin on the redox balance and morphology were 

first investigated in the literature. We have used H2O2 to generate oxidative stress in 

our study. Four groups of C2C12 cells were created under the same conditions and in 

the same passage number. K (Control), M (Melatonin), H (H2O2), M + H 

(Melatonin+H2O2) groups were formed as described in the experimental protocol and 

the diameters of the myotubes were measured for morphological evaluation. 

Morphological evaluation revealed a significant difference between the groups 

(p<0.05). After morphological evaluation, Calpain-1 protein amounts were measured 

in total protein lysates. Calpain 1 protein amount was less in group K compared to 

other groups. TAS and TOS kits were used to find out the antioxidant/oxidant statuses 

of the cells. H group showed higher increase when we compared with other groups 

in TOS amounts. The highest mean TAS value that could be explained by the rebound 

effect was observed in the H group. These results suggest that H2O2 produces muscle 

atrophy in C2C12 cells and that melatonin morphologically prevents atrophy. 

Melatonin may be involved other mechanisms which cause disuse muscle atrophy 

other than calpain-1 protein effect. Functional studies need to be carried out to 

better explain this effect. 

 

Key words: Muscle atrophy, Calpain 1, Melatonin, Mitochondria targeted 

antioxidants, Redox balance 
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1.GİRİŞ 

Kaslar, vücuttaki en büyük proteinlerin bulunduğu bölgedir. Kas atrofisinde; 

kas hücresindeki organellerde, proteinlerde ve sitoplazmada azalma olur. Buna bağlı 

olarak lif çapında, kuvvet üretiminde ve yorulmaya karşı dirençte azalma meydana 

gelir. İskelet kasında yer alan proteinlerin aşırı miktarda yıkılması ve ardından ortaya 

çıkan kas kitlesindeki azalma; gerek fonksiyon kayıplarına gerekse enerji 

metabolizmalarında hasarlara sebep olarak morbidite ve mortalitede artışa neden 

olmaktadır (1). Bununla birlikte, kas kitlesindeki bu kayıp birçok farklı tedavinin 

etkinliğini de zayıflatabilir. Bu nedenle atrofinin önlemesi ve tedavisinin bulunması 

için yapılan moleküler çalışmalarla kas atrofisinin önlenmesi ve/veya azaltılmasına 

yönelik stratejilerin geliştirilmesi hayati önem sağlamaktadır (2, 3). 

Fare C2C12 kas hücre hattı, atrofi mekanizmalarının değerlendirilmesinde 

yaygın olarak kullanılan bir hücre hattı modelidir (4). Birçok kas atrofisinde oksidatif 

stresin direkt ve indirekt etkileri kısmen bilinmektedir (5). Bu etkilenmede oksidatif 

stresin temel kaynağı ağırlıklı olarak elekron transportu sırasında mitokondride 

elektron kaçakları sonucu oluşan oksijen radikali, hidrojen peroksit radikali ve 

hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen türleri oldukları belirtilmiştir (6). Hücrenin maruz 

kaldığı oksidatif stress düzeyine göre bu mekanizmaların etkinliği ve sonuçları 

değişmektedir. Bu etkilerin düzenlenmesi ile ilgili mekanizmalar ve etkin yolak ve 

moleküllerin tanımlanması atrofinin yıkıcı etkilerini önlemek için yoğun şekilde 

çalışılmaktadır. Kas hücresinin atrofisinde önemli bir mekanizma olan ubikitin-

proteazom yolağının aktive olması için kas kontraktil proteinlerinin bu mekanizma 

öncesi kalsiyum bağımlı proteaz sistemi ile bütünlüğünün bozulması gerektiği geçmiş 

çalışmalarda belirtilmiştir (3). Oksidatif strese maruz kalan C2C12 kas hücrelerinde en 

etkin proteazlar olarak kalpain-1 aktivasyonu McClung ve arkadaşları tarafından 

yapılan çalışmada  gösterilmiştir (4). Melatoninin oksidatif strese maruz kalan 

dokularda hücrenin canlı kalmasına katkı sağladığı bilinmektedir. Bu etkisini diğer 

antioksidanlardan farklı olarak hücre ve mitokondri içinde daha fazla yoğunlaşmasıyla 

sağladığı düşünülmekte ve bu nedenle “mitokondrial targeted antioxidant (MTA)” 

grubu içinde sayılmaktadır. Aynı zamanda melatoninin metabolitlerininde 
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antioksidan etkide olduğu ve çeşitli mekanizmalarla bu etkiyi sağladığı gösterilmiştir. 

Bu etkilerinden bazıları şöyle sıralanabilir; MTA olarak belirgin radikal temizleyici 

(scavenger) etkisi, antioksidan gen ifadesini artırması, mitokondrial permeabilite 

transition pore (MPTP) inhibisyonu sonucu sitokrom C (Cyt-C)’nin sitoplazmaya 

geçişinin engellenmesi ile aktif kaspaz-3’ün oluşmasının önlenmesi (7), mitokondri iç 

zarı üzerindeki Uncouping Proteinlerinleri (UCPs) üzerine etkisiyle mitokondri 

fonksiyonunun düzenlenmesi ile mitokondri kaynaklı oksijen radikali oluşumunu 

azaltması (8). Aynı zamanda melatoninin artan konsantrasyon ve inkübasyon süresine 

bağlı prooksidan etki gösterebileceği bazı çalışmalarda belirtilmiştir (9, 10). Son 

zamanlarda yapılan çalışmalarda oksidatif strese maruz bırakılan bazı hücre hatları ve 

hayvan çalışmalarında melatoninle ön tedavi yapıldığı zaman kalpain aktivitesi ve 

düzeyinin azaldığı gösterilmiştir (11). Melatonin bir diğer etkisi ubikitin-proteazom 

yolağında inhibitor etki göstermesi olarak ifade edilmiştir (12). 

Bu çalışmada biz C2C12 kas hücrelerinde oksidatif stresle tetiklenen atrofiye 

bağlı morfolojik değişimi melatonin tedavisinin ne ölçüde etkilendiğini, kalpain-1 

ifadelenmesinin bu süreçte ne derecede değiştiğini ve C2C12 hücrelerinin redoks 

dengesinin nasıl değiştirildiğini ortaya koymayı amaçladık.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. İskelet Kası ve İşlevleri 

İnsan vücudunda 500’den fazla iskelet kası bulunur. İskelet sistemine 

bağlanan ve destekleyen konumda olan bu kaslar sinir sistemi tarafından kontrol 

edilir (13). Kas kitlesi normal erişkin insan vücudunun % 40-50'sini oluşturur ve 

memelilerde metabolizma kontrolünde önemli rol oynar. İskelet kası vücudun istemli 

hareketini sağlayan organımızdır. Kas hücresi; hareket, mekanik gerilim üretimi ve bu 

gerilimi sürdürmek için çok organize bir yapıya sahiptir. Kas hücresinin en küçük 

fonksiyonel yapısı sarkomer olarak adlandırılır. Bir kas hücresi sarkomerlerin peş peşe 

dizilmesinden oluşur. Sarkomer içerisinde düzenli bir şekilde kontraktil proteinler 

paketlenmiş işlevsel bir yapı olarak görev yaparlar. Miyozin iplikleri sarkomerin 

merkezinde ve aktin iplikleri periferde yer alırlar (14). 

Sarkomerler iskelet kasının kasılma ve gevşemesinden sorumlu en küçük 

fonksiyonel yapılardır. Bu vücudun küçük ve zarif, güçlü ve büyük hareketler şeklinde 

çok çeşitli hızlı/yavaş ve de esnek olan hareketler yapmasını sağlar. İskelet kasları tüm 

istemli hareketlerden sorumludur ve optimal fiziksel performans için esastırlar. 

Motor ünite kaybı, lif tipi değişiklikleri, kas lifi atrofisi ve düşük nöromüsküler 

aktivasyon gibi fizyolojik değişiklikler hareketlerin hızını ve kas tarafından üretilen 

gücü etkiler. Bu değişiklikler de azalmış fiziksel performans ve fonksiyonel güçsüzlüğe 

neden olabilir (15). İskelet kasları sadece fiziksel performanstan sorumlu değildir. 

Hayat boyu optimal sağlıklı yaşam sürdürülmesine de önemli katkıda bulunurlar. 

Örneğin; İskelet kasları değişik metabolik yolaklarda rol alırlar. İskelet kasları insüline 

bağlı glukoz alımınında birinci derece etkili olduklarından, glukoz homeostazını 

sürdürmek için kiritik öneme sahiptirler (16). Kaslar yağ asidi metabolizması ve 

glikojen sentezi gibi değişik metabolik fonksiyonlara da katılırlar. Bu nedenle iskelet 

kaslarında oluşan metabolik bozuklular, insülin direnci, metabolik sendrom ve 

şişmanlığa sebep olabilir (17). Ayrıca, kaslar salgıladıkları miyokinler aracılığı ile diğer 

organlarla iletişim kurarak parakrin veya endokrin etkiler de gösterebilirler. 

Miyokinler, kemik, pankreas, karaciğer ve yağ dokusu gibi farklı dokuların metabolik 
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fonksiyonlarını desteklerler (18). İskelet kasının kendi metabolik fonksiyonu ve 

miyokinlerin rolü hayat boyunca optimal sağlıklılığı korumak için kasların önemini 

göstermektedir (13).  

2.2. İskelet Kasının Farklılaşması 

İskelet kas hücreleri embriyoda bulunan miyoblastların füzyonuyla oluşur. 

Miyoblastlar farklılaşmamış tek çekirdeli mezodermal hücrelerdir (Şekil 2.1). Her bir 

kas lifi kasın bir ucundan diğer ucuna kadar uzanan kas hücreleridir. Bu hücreler çok 

çekirdekli kasılma üniteleridir. İskelet kası çok fazla damar ve sinire sahip bağ 

dokusuyla sarılı bir organdır. Her bir kas lifi birkaç yüz ile birkaç bin arasında değişen 

miyofibril içerir (Şekil 2.2). Her miyofibrilde yan yana yaklaşık 1500 miyozin ipliği ve 

3000 aktin ipliği bulunur. Bunlar kas kasılmasından sorumlu olan büyük polarize 

proteinlerdir. Miyozin ve aktin ipliklerinin kısmen içiçe girmesi nedeniyle miyofibriller 

birbirini izleyen koyu ve açık bantları oluştururlar (19). Kas hücreleri 10-100 m 

çapında ve ortalama birkaç santimetre uzunluğunda, yüzlerce çekirdek içeren 

muazzam yapılardır (3, 14). 

 

 

Şekil 2.1. Kas hücresinin embriyonik dönemde farklılaşması. 
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Şekil 2.2. İskelet kasının yapısı. 

 

2.3. İskelet Kasının Plastisitesi 

İskelet kaslarının yapıları ve işlevsel özellikleri vücudun ihtiyaçlarını karşılamak 

için değişebilir. Örneğin; egzersiz veya inaktivite gibi metabolik talep değişikliklerine 

yanıt olarak kas kütlesi artabilir ya da azalabilir. İskelet kasının kısıtlı çoğalma 

kapasitesi nedeniyle kas boyutunun düzenlenmesi, protein sentezi ve protein yıkımı 

arasındaki dengeyle belirlenir. Aşırı mekanik yük veya anabolik hormonların uyarısı, 

dengeyi protein sentezine doğru kaydırıp lif çapında artışla oluşan hipertrofiye neden 

olurken, katabolik koşullarda protein yıkımı protein sentezinden fazla olduğu için kas 

güçsüzlüğüne ve kas atrofisine yol açar (2).  

2.3.1. İskelet Kas Kitlesinin Korunma Yolakları 

Kas kütlesi esas olarak iki önemli yolakla kontrol edilir:   

1) Dönüştürücü büyüme faktörü Beta / Smad (TGFβ / Smad) yolağı 

2) İnsulin benzeri büyüme faktör 1- Serin / treonin spesifik protein kinaz- 

MammalianTarget Of Rapamycin- Forkhead box O (IGF1-AKT-mTOR-FoxO) yolağı 

TGF-β süper ligand ailesi, Smad transkripsiyon faktörleri aracılığıyla kas 

boyutunu düzenler (20). Smad 1/5/8 anabolik genleri düzenlerken, Smad2/3 
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katabolik genleri kontrol eder (21). IGF1-AKT-mTOR ekseni, aynı anda FoxOs 

transkripsiyon faktörleri ve protein yıkım yollarını bloke ederken translasyonel 

mekanizmayı uyararak protein sentezini arttırır(Şekil 2.3) (20).  

 

 

Şekil 2.3. Kas atrofisine karşı koymak için önemli tedavi hedefleri olan sinyal 
modülleri. Yolakların çoğu AKT-mTOR-FoxO modülünde ortaklanmış bir 
yola yönlendirilir. Noktalı çizgiler henüz ayrıntıları tam keşfedilmemiş 
yolaklara işaret eder (20). 

 

2.4. Kas Atrofisi  

Kas kütlesinin % 5-10'unun istemsiz kaybı olarak tanımlanan iskelet kası 

atrofisinde; kas hücresindeki organeller, protein ve sitoplazmasında azalma olur. 

Bunların sonucunda da lif çapında, kuvvet üretiminde ve yorulmaya karşı dirençte 

azalma meydana gelir. Bazı patolojik durumlarda iskelet kas atrofisi oluşur. Bunlara 

örnek olarak; denervasyon, AIDS, kanser, diyabet, kalp ve böbrek hastalıklarına bağlı 

ve yaşlanma sürecinde gelişen atrofiler verilebilir (2). Kas atrofisi, hastalıkların 

yokluğunda kasın kullanılmamasına bağlı olarak da ortaya çıkabilir (22, 23). Kas 

atrofisi yaşam kalitesinin düşmesine ve mortalitenin artmasına büyük ölçüde katkıda 

bulunur. Bu nedenle kas atrofisinin moleküler yolaklarının anlaşılması için yapılan 

araştırmalar kas atrofisi üzerindeki klinik sonuçları iyileştirmek, sağlık sistemi 

üzerindeki yükü azaltmak ve tedavi stratejilerinin geliştirilmesi için gereklidir (3). 

Hücrenin proteolitik sistemlerinin aktivasyonu transkripsiyonel olarak düzenlenmiş 

ve bazı genlerin ifade artışı ve azalışı atrofi sürecinde tespit edilmiştir. Bu bağlamda 

atrofide regulasyona uğrayan genler atrogenler olarak adlandırılmıştır (24-27). Atrofi 
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ile ilişkili ifade artışı saptanmış olan genler arasında ubikitin-proteazom ve otofaji-

lizozom yolaklarına/sistemlerine ait genler mevcuttur. Bu genler normal zamanlarda 

AKT’nin FoXO üzerindeki inhibe edici etkisiyle inaktif halde olarak bulunurlar (28-31). 

Bu bulgular atrofinin özel sinyal yolakları ve transkripsiyonel programlar aracılığıyla 

kontrol edilen aktif bir süreç olduğunu göstermiştir. Kas atrofisinde en fazla ifade 

artışı saptanan genlerin başında Atrojin-1 (MAFbx olarak da bilinir) ve MuRF1 E3 

ligazlarını kodlayan genler olduğu çoğu çalışmada gösterilmiştir (1, 24, 25). 

2.4.1. Kas Atrofisini Düzenleyen Sinyal Yolakları 

Birçok yeni bulgu, miyofibrillerin boyutu ve iskelet kasının kasılma 

performansının düzenlenmesinde kompleks senaryoların ve karmaşık sinyal 

yolaklarının rolü olduğunu göstermiştir (Şekil 2.4). Bu farklı yollar ilginç bir şekilde 

birbirine karışır ve farklı seviyelerde protein sentezi ve yıkımını koordine etmede 

birbirlerini modüle eder (1). 

 

 

Şekil 2.4. Kas liflerinin boyutunu kontrol eden ana yolaklar. Protein sentezi ve 
degradasyonu, birçoğu ortak ara maddelerle veya birbiriyle çapraz-
karışmada birleşen birçok farklı uyaran tarafından düzenlenir. Burada 
gösterilen bileşenlerin birçoğu kas hastalıklarında umut verici terapötik 
hedeflerdir. Noktalı çizgiler, henüz tam olarak tanımlanmamış yetişkin 
iskelet kasındaki moleküler mekanizmaları ve rolü olan yolları 
göstermektedir. GR, glukokortikoid reseptörünü işaret eder (1). 
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Kas atrofisinde 4 major yolaktan söz edilebilir : 

1. İnsulin benzeri büyüme faktör 1- Serin / treonin spesifik protein kinaz -

Forkhead box O (IGF1-AKT-FoxO) yolağıIGF1, dolaşımdaki bir büyüme faktörüdür. 

Ayrıca iskelet kası da dahil olmak üzere birçok doku tarafından yerel olarak üretilir 

(32) Şekil 2.5 de IGF1-AKT yolunu kontrol eden dahili geri bildirim yolakları 

gösterilmiştir. 

2. Myostatin yolağı 

TGFβ ailesinin bir üyesi olan miyostatin, ağırlıklı olarak iskelet kası tarafından 

ifade edilip, salgılanır ve kas büyümesinin negatif bir düzenleyicisi olarak işlev görür. 

3. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B (NFκB) yolağı  

Bağışıklık ve inflamasyon da majör rol oynayan NFκB, iskelet kasında da ifade 

edilir. Transkripsiyon faktörleri, aynı zamanda inflamatuar sitokinlerin özellikle tümör 

nekroz faktörü-a (TNFα) etkisine aracılık edip kas atrofisine sebep olur. 

4. Glukokortikoidlerin (1) etkilediği yolaklar. 

Glukokortikoid düzeyleri, kas kaybıyla ilişkili birçok patolojik durumda 

artmaktadır. Glukokortikoid tedavisi, hücre kültürü ve in vivo olarak Atrojin-1 ve 

MuRF1 ifadelenmesini artırıp ve kas atrofisini indükler.(1). 

 

 

Şekil 2.5. IGF1-AKT yolunu kontrol eden dahili geri bildirim yolakları. IGF1-AKT 
yolunu kontrol eden dahili geri bildirim döngüleri kırmızı ile gösterilmiştir. 
Noktalı çizgi, AKT'nin mTOR üzerindeki etkisinin dolaylı olduğunu 
göstermektedir (32).  
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2.4.2. Kas Atrofisinde Aktive Olan Proteolitik Yolaklar  

İskelet kasının atrofisi sırasında iki proteolitik ana yolak atrogenler (atrofide 

ifade artışına uğrayan genler) aracılıyla aktive edilir. 

1. Ubikitin-Proteazom yolağı (UPP), ağırlıklı olarak miyofibriler proteinleri 

parçalar(Şekil 2.6).  

2. Otofaji-lizozom sistemi, disfonksiyonel organelleri, protein agregantlarını 

ve bozulmuş toksik proteinleri ortadan kaldırır. 3 Tip otofaji  gösterilmiştir; 

Makrootofaji, mikrootofaji, şaperon aracılı otofaji (Şekil2.7).  

Otofaji yıllar önce tanımlanmasına rağmen atrofi sırasında kas proteini 

yıkımına olan ilgisi uzun bir süre belirlenememiştir. Erken kanıtlar, lizozomal 

degradasyonun denerve kasta protein yıkımına katkıda bulunduğunu 

göstermektedir. Ayrıca kas atrofisi sırasında bir lizozomal proteaz olan Katepsin-L'in 

ifadelenmesinde artış gözlemlenmiştir (20). 

 

 

Şekil 2.6. Ubikitin-Proteazom Yolağı (UPP) 

 

Şekil 2.7. Otofaji-Lizozom sistemi. 
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UPP Yolağı 

Protein homeostazının ubikitin-proteazom yolağı ile düzenlenmesi esas olarak 

retikülosit lizatlarındaki denatüre globin degradasyonunu inceleyen Ciehanover ve 

arkadaşları tarafından keşfedilmiştir (33, 34). Onların çalışmaları sayesinde 

proteinlerin parçalanmaları için, daha sonra ubikitin olarak tanımlanan ATP bağımlı 

proteolitik faktör-1’e (APF-1) gerek duydukları kanıtlanmıştır (35).  

UPP yolağının temel özelliği, proteinlerin proteazoma girmeleri için 

poliubikitin zincirleriyle etiketlenmeleri gerekliliğidir. Proteazom, tübül şeklinde çok 

alt ünite ve proteolitik enzimlere sahip olan bir protein kompleksidir (26S 

proteazom). Bu kompleks bir çekirdek (20S core) ve her iki ucundan birer 

düzenleyiciden (19S core) oluşmuştur (36-38). Proteinlere ubikitinin eklenmesinin 

hassas bir şekilde modüle edildiği düşünülmektedir. Bu işlem için üç farklı bileşen 

gerekir; E1 (ubikitin aktive edici enzim), E2 (ubikitin konjuge edici enzim) ve E3 

(ubikitin bağlama enzimi) (33, 39). UPP yolağı aracılı protein yıkımı seçici bir süreçtir, 

burada E3 ligaz hız kısıtlayıcı basamaktır (34). Ubikitin önce ubikitin aktive edici 

enzimle (E1) aktive olur, sonra E2 enzime transfer olur ve E3, E2 den aktive edilmiş 

ubikitin formunu lizin rezidüsüne aktarır. E3 enzimleri, substratın amino terminal 

kalıntısı, spesifik fosforile edilmiş alanları veya imha kutusu (destruction box) gibi 

birçok yapısal motifi tanıyabildikleri için substrat özgüllüğünün birincil 

belirleyicisidirler (40). Özelleşmiş E3 enzimleri proteinlerin belirli kısımlarını 

ubikitinleştirir, dolayısıyla E3 ligazlar proteazoma yıkım için hangi proteinlerin 

hedeflendiğini belirlemede önemli rol oynamaktadır (3). 

UPP sisteminin kontraktil protein proteolizinin %80’ninden sorumlu olduğu 

gösterilmiştir (41).  

Deneysel hayvan modelleri ve hastalar üzerinde yapılan araştırmalar yoğun 

hacimde kas proteini yıkımının yanı sıra önemli bir bulgu olarak, UPP yolağının 

atrofiyle ilgili katabolik koşullarda aktifleştiğini göstermiştir (1, 42). Proteazom sadece 

sarkomer proteinlerini monomerik formda (Örneğin alfa aktinin) parçalayabilir. 

Ancak aktomiyozin kompleksi halinde (kas proteinlerinin %50-70’inden sorumludur) 

(37) veya bozulmamış miyofibril halinde daha kararlı oldukları için UPP yolağıyla 
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yıkıma uğrayamazlar. Proteazomun büyük olmasına rağmen sarkomerin içerisine 

girememesi yanı sıra aktif bölgeler içeren proteazomun merkez boşluğuna giriş çapı 

sadece 10-13 A’dür ve, çapı 10-100 µm arasında değişen miyofibrillerin girişi için çok 

dardır. Kaspaz-3, aktomiyozini in vitro ve kas hücrelerinde parçalamaktadır. Kaspaz-3 

aktifleşmesiyle ortaya çıkan ürünler UPP aracılıyla hızlı bir biçimde parçalanırlar. 

Kaspaz-3 aktivitesinin uyarılmasının kasta bazal protein döngüsünün 

düzenlenmesinden ziyade katabolik koşullarda da rol oynadığını düşünülmektedir 

(43). Kas atrofisinin başlaması için miyofibriler proteinlerin degradasyonu ve bunun 

için sarkomer yapısının bütünlüğünün bozulması gerekir. Ortaya konan kanıtlar, 

kalpainlerin de kas atrofisinde görülen proteolizin düzenlemesinde ve sarkomer 

bütünlüğünün bozulmasında önemli rol oynadıklarını göstermiştir. Dolayısıyla 

kalpainler ve UPP yolağı kas proteinlerinin protelizi üzerinde sinerjik etkiye sahiptirler 

ve kalpainler kas atrofisi sırasında UPP yolağının aktifleşmesinde pozitif etki yaparlar 

(3).  

İskelet kası proteinlerini; miyofibriler proteinler, sarkoplazmik proteinler, 

stroma proteinleri olarak 3 gruba ayırabiliriz. Miyofibriler proteinler en büyük iskelet 

kası proteinleridirler ve kasın kasılma fonksiyonundan sorumludurlar. Kasın kasılma 

fonksiyonunu yapabilmesi için miyofibrillerin kas hücresi içerisinde ara vermeksizin 

hücrenin başından sonuna kadar devam etmeleri gerekir. Bu nedenle miyofibriler 

proteinlerin yenilenmesinde bu yapının bozulmaması gerekir. Bu mekanizma, farklı 

metabolik koşullardaki atrofik kasların, çaplarının daha küçülmesinin 

gözlemlemesiyle tutarlıdır (44). Miyofibriler proteinler sarkomer proteinleri (miyosin, 

aktin gibi.) ve sitoskeletal proteinlerden ( vimentin , desmin gibi.) oluşmuştur. 

Desmin, vimentin, distrofin, filamin gibi sitoskeletal proteinlerin hepsinin ve 

sarkomer proteinlerinin in vivo veya in vitro kalpain substratları olduğu 

tanımlanmıştır. Kalpainlerin bu kritik sitoskeletal proteinler üzerindeki güçlü 

parçalama aktiviteleri nedeniyle (45). miyofilamentlerin miyofibrillerin yüzeyinden 

serbest kalmalarında kalpainlerin sorumlu olabileceği öne sürülmüşdür (45). 
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2.5. Kalpainler ve Kaspazlar 

Talbert ve arkadaşları tarafından 2013 yılında yapılan bir araştırmada, kalpain 

veya kaspaz-3 inhibisyonunun Soleus kasının kullanılmamaya bağlı atrofisini önlemek 

için yeterli olduğu gösterilmiştir. Bunun yanı sıra ilk kez ekstremite kaslarında kalpain 

ve kaspaz-3’ün birbirlerini düzenleyici bir mekanizması olduğu gösterilmiştir. Bu 

mekanizma ile, kalpain kaspaz-3 yapımının uyarabildiği gibi aktif kaspaz-3 ve kalpain 

aktivasyonunu da başlatabilir denmiştir (46).  

2.5.1.Kaspazlar 

Kaspazlar, ileri derecede özelleşmiş aspartata özgü sistein proteazlarından 

oluşan bir aileye aittir ve çok hücreli organizmalarda bulunan interlökin-1β 

dönüştürücü enzim ailesinin üyeleridirler (47). Kaspaz gen ailesi, inflamatuar 

kaspazlar ve apoptotik kaspazlar olmak üzere iki ana alt gruba ayrılırlar. Apoptotik 

kaspazlar kendi içinde ayrıca başlatıcı kaspazlar ve uygulayıcı kaspazlar olmak üzere 

iki alt gruba ayrılmıştır. Kaspazlar, hücre kaderinin tespiti, bağışıklığın düzenlenmesi 

yanı sıra hücre proliferasyonu ve diferansiyasyonu için intrasellüler apoptotik 

sinyalleri indüklediği gibi hücre transdüksiyonu ve amplifikasyonunda da merkezi bir 

rol oynayan bir kaspaz kaskat sistemi oluştururlar (48, 49).  

2.5.2. Kalpainler 

Kalpainler tüm omurgalılarda bulunan kalsiyum bağımlı sistein proteazlardır. 

Hücre içi çeşitli hücresel süreçlerdeki rollerine örnek olarak; sitoskeletal yeniden 

şekillendirme, sinyal iletimi ve apoptoziste önemli rol oynaması verilebilir (50). 

Kalpain ailesi 14 üyeden oluşmasına karşın kas dokusunda esas olarak üç farklı kalpain 

belirlenmiştir. Bunlar kalpain 1 ve 2 (µ ve m kalpain) ve kalpain 3’tür. Kalpain 1 ve 2 

kalsiyuma bağlı sensiviteleri noktasında değişiklik gösterir. Kalpain 1, 5-50 µM 

kalsiyum konsantrasyonuna daha duyarlı iken kalpain 2, 250-1000 µM kalsiyum 

konsantrasyonuna daha duyarlıdır (51).  

Yapılan birtakım araştırmalarda bazı atrofi türlerine örnek olarak 

kullanılmamaya bağlı atrofi, denervasyon atrofisi yanı sıra sepsis, glukokortikoid 
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tedavisi sonucunda oluşan atrofilerde de kalpainlerin aktivitelerinin arttığı 

gösterilmiştir (52, 53). 

Araştırmalar ayrıca; artmış kalpain aktivitesinin, sarkomer proteinleri ve diğer 

tüm proteinlerin yıkımı için gereken UPP yolağı üzerinde pozitif etki yaptığını 

göstermişlerdir (3). Proteoliz aktivitesi normal koşullarda hücreler için zararlı olduğu 

için çoğu zaman kalpainlerin hücre içerisinde inaktif durumda tutulmaları gerekir (50).  

Hücre içerisinde kalsiyum düzeyinin artmasının, otolizle kalpainlerin N-

terminal kısmının uzaklaştırılmasının, kalpainlerin fosforilasyonunun, kalpainlerin 

membrana bağlanmalarının, kalpastatinin varlığının (kalpainlerin endojen inhibitörü) 

hepsi; kalpainlerin aktivitelerinin düzenlenmesinde rol oynadıkları in vitro olarak 

gösterilmiştir (50, 54). Bunlar arasında, kalsiyum ve kalpastatin en önemli role 

sahiptirler (3). 

Yukarıda değindiğimiz gibi miyofibriller kas hareketini sağlayan, sarkomerlerin 

yan yana dizilmesinden oluşan, oldukça düzenli hücre içi özelleşmiş protein yapılardır. 

Sarkomerlerin bütünlüğünün bozulmasında, Z diskinin iki yanında bulunan ve miyozin 

ve aktini Z diskine bağlayan proteinlerin (nebulin, titin, alfa aktinin) kalpainlerin 

substratları oldukları bilinmektedir. Kalpainlerin aktivitesiyle bu proteinlerin yıkımı 

gerçekleşir ve böylece sarkomer yapısının bütünlüğü bozulur. Böylece Z diskinin 

erimesiyle miyofibrillerin bütünlüğünde bir boşluk oluşur (45). 
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Şekil 2.8. Kastaki miyofibrilleri yıkım için yönlendiren temel mekanizma. A. 
Kalpainler çoğunlukla parçalanmamış miyofilamentlerin Z çizgisinde 
bulunurlar.B. Kalpainler aktif hale gelince Z diskin yanındaki bölgelerde 
bulunan Titin ve Nebulin gibi hücre iskeletinin proteinlerini ard arda 
parçalayabilir ve myofilamenlerin ayrılmasına sebep olabilirler. C. 
Miyofilamenler, miyofibrillerden serbestleşirler. D. Polipeptidler ve 
polipeptidlerin fragmanları proteazom tarafından amino asitlere 
parçalanırlar (3). 

 

Diğer taraftan kalpainler hızlı bir biçimde sarkomer proteinlerinden olan 

troponin I, troponin T ve tropomiyozinin yıkılmasına sebep olurlar. Bunların yanı sıra 

kalpainler miyozin ve aktin proteinlerini diğerlerine göre daha yavaş olarak 

parçalarlar (55). Kastaki miyofibrilleri yıkım için yönlendiren temel mekanizma şekil 

2.8 de gösterilmiştir. 

Kalpastatin 

Kalpastatin, kalpain sisteminin iyi tanımlanmış bir üyesidir (56). Kalpastatinin 

baskılanması -kalpainin ifadelenmesini arttırarak apoptotik kaspaz yolağını aktive 

eder. Dolayısıyla kalpain/kalpastatin ilişkisi hücrenin yaşaması ve proliferasyonu için 

önemli rol oynamaktadır (57). Birçok çalışmada çeşitli yaralanma modellerinde, 

kalpastatinin protein miktarı ve aktivitesinin azaldığı rapor edilmiştir (58). Bununla 

beraber kalpastatinin aşırı ifadelenmesi oksidatif stresten kaynaklanan nöronal 

dejenerasyonu önlemeye yardımcı olur (59).  
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2.6. Kullanılmamaya Bağlı Kas Atrofisi 

Kullanılmamaya bağlı atrofide reaktif oksijen türlerinin (ROS) artışına bağlı 

hasar meydana geldiği ilk kez 1991 yılında rapor edilmiştir (60). Bu çığır açan rapor, 

yirmi yılı aşkın bir süredir pek çok çalışmayla doğrulanmıştır (61). Birçok in-vitro ve in-

vivo araştırmada, kullanılmamaya bağlı atrofi modeli oluşturmak için H2O2 

kullanılmıştır (62-65). 

2.6.1.ROS ve Oksidatif Stres 

ROS veya reaktif azot türlerinin seviyeleri ile karakterize edilir. Düşük 

konsantrasyonda antioksidan ve/veya bozulmuş antioksidan enzim aktivitesine bağlı 

olarak azalmış antioksidan kapasitesi veya artmış ROS üretim, oksidatif strese neden 

olabilir (66). Fizyolojik konsantrasyonlarda ROS; mitojenle aktif protein kinaz (MAPK), 

protein kinaz ve NFκB yolakları aktive veya inhibe ederek, redoks sinyallemede ve 

hücre sağ kalımında önemli rol oynamaktadır (67). 

Bununla birlikte yüksek ROS seviyeleri; DNA, proteinler ve lipidlerde 

değişikliğe veya hasara neden olur ve apoptotik hücre ölümünü uyarabilir (68). 

H2O2 aracılı veya diğer maddelerle oluşan oksidatif stres, kas atrofisinin 

oluşmasına 3 temel mekanizmayla sebep olur : 

1. Otofaji-lizozom ve ubikitin proteazom yolaklarının aktivitelerini arttırır. 

2. Atrogenlerin (kas proteazlarını ifade eden genler) ifadelenmelerini artırır ve 

aynı zamanda protein sentez yolaklarını transkripsiyon ve translasyon aşamalarında 

inhibe eder. 

3. Okside proteinlerin yapıları daha açık hale geldikleri için proteolize daha 

yatkın hale gelirler (69). 

McClung ve arkadaşları tarafından 2009 yılında gerçekleştirilen bir 

araştırmada (4), oksidatif stresin fare kas hücre hattı olan C2C12 hücrelerinde, 

kalpainlerin ifadelenmelerinde artışa sebep olduğu gösterilmiştir. Bu araştırmada 

oksidatif stres oluşturmak amacıyla hidrojen peroksit (H2O2) kullanılmıştır. Birkaç 

çalışma, H2O2'nin iskelet kası miyofibril atrofisini indükleme kabiliyetini düşündürse 

de; bu çalışma, H2O2 ve miyotüp atrofisi arasındaki doğrudan bağlantıyı gösteren ilk 



16 

 

çalışmadır. Söz konusu araştırmada H2O2’in hücre canlığını değiştirmeden kas atrofisi 

oluşturacak dozunu belirtmek için; farklılaşmış C2C12 hücrelerine değişik 

konsantrasyonlar ve değişen sürelerde H2O2 uygulanmıştır. Kontrol grubu 0 µM 

olmak üzere, farklılaşmış C2C12 hücreleri artan konsantrasyonlara (25 µM, 50 µM, 

100 µM, 200 µM) maruz bırakılmışlardır. Her bir konsantrasyonu değişen zaman 

(1.saat, 2.saat, 4.saat, 24.saat, 48.saat, 72.saat) aralıklarında uygulamışlardır. Gene 

bu çalışmada H2O2'in miyositler üzerinde toksitesini belirtmek için tripan mavisi 

metodu kullanılmıştır. Sonuç olarak çalışmada hücrelerin canlılığını değiştirmeden, 

miyotüp çap ölçüm metoduyla belirlenen kas atrofisi oluşturan H2O2 

konsantrasyonları ve süresi; 25 µM veya 50 µM konsantrasyonlarda 24 saatlik 

uygulama şeklinde belirlenmiştir (4). 

Kullanılmamaya bağlı atrofinin en önemli nedeninin oksidatif stres olduğu (5) 

ve kullanılmayan kaslarda ROS’in ağırlıklı olarak mitokondride üretildiği gösterilmiştir 

(46).  

2.6.2. Mitokondri 

Mitokondri ökaryotlar için hayati bir organeldir. Hücrelerin ATP üretiminden 

sorumlu olan mitokondri hücrelerin güç üretme yeri olarak bilinirler. Mitokondride 

ATP üretimi sırasında mitokondrinin iç zarında bulunan elektron taşıyıcıları tarafından 

yakalanan elektronlar elektron transport zincirinden (ETZ) geçerler ve oksijene 

taşınarak sonunda su oluştururlar. Bu arada bazı elektronlar ETZ’dan kaçar. Bu kaçan 

elektronlar oksijenle reaksiyona girerek oksijenin indirgenmesine sebep olmak 

suretiyle süperoksit anyonu oluşmasına neden olurlar. Süperoksit anyonu hücresel 

fonksiyonlar için önemli bir sinyal molekülüdür (6). Ancak aşırı süperoksit üretimi 

hücre ölümüne yol açabilecek hücre hasarına neden olan oksidatif strese neden olur. 

Süperoksit anyonu dismutaz enzimiyle veya otodismutasyona uğrayarak H2O2'e 

dünüşür. H2O2 süperoksit anyonundan çok daha uzun yarı ömre sahip olduğu için 

diğer hücresel bölümlere rahatlıkla dağılabilir. Bu dağılım sırasında H2O2 bir metal 

iyonunun varlığında Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile yarılanma ömrü en az olan 

(nanosaniyeler düzeyinde) hidroksil (OH) serbest radikaline dönüşür. Bu kadar kısa 
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yarılanma ömrü olması ve bilinen herhangi bir detoksifiye edici enzimi olmayan 

hidroksil radikali de oksidatif hasarın maksimum düzeyde lipidler, proteinler, DNA ve 

karbonhidratlar gibi makromoleküller de oluşmasını sağlar. Bu nedenle sağlıklı çalışan 

mitokondri, hücrenin sağlığı için en önemli unsurdur. Fonksiyonel mitokondri 

hücrenin kaderini belirler. Mitokondri sadece hücre için gerekli ATP üretimini 

sağlamakla kalmaz, hücrenin apoptoza kadar gidebilen ölüm sinyallerinin başlatıcısı 

da olabilir (7).  

2.7. Antioksidanlar 

Sivakumar ve arkadaşları tarafından 2015 yılında yapılan araştırmada, C2C12 

hücre hattı kullanılmıştır. Bu çalışmada oksidatif stresi azaltmak için H2O2 

uygulamadan önce antioksidan olarak sunphenon ve polyphenon kullanmışlardır. 

Çalışma sonucunda C2C12 hücre hattında oksidatif stres belirteçlerinin azalmasını 

gözlemlemişler ve böylece bu güçlü antioksidanların oksidatif strese bağlı kas 

atrofilerini azaltabileceğini öne sürmüşlerdir (70). 

2.7.1. Mitokondriyi Hedefleyen Antioksidanlar (MTA) 

Kullanılmamaya bağlı kas atrofisinde katabolik yolaklar aracılıyla 

mitokondrinin morfolojisi, fonksiyonu ve içeriği değişir ve bu değişiklikler ROS 

üretimini etkiler (2). Bu sebeple mitokondri morfolojisini ve fonksiyonunu korumak 

amacıyla mitokondriyi hedefleyen birçok antioksidan ajan sentezlenmiş (7) ve bu 

amaçla test edilmiştir (71). Ama bunların hiçbirinde beklenen tatminkâr sonuçlar 

görülmemiştir. Bunun başlıca nedeni bu ajanların mitokondri içine geçememesidir. 

Mitokondri membranı birçok maddeye sınırlı geçirgenliğe sahiptir. Çoğu durumda 

maddeler transmembran taşıyıcı sistem aracılığıyla mitokondirinin içine taşınırlar. 

Mitokondriyi hedefleyen sentetik ajanların en başarılıları olarak koenzim Q10 (MitoQ) 

ve mitokondri hedefli E vitamininden (MitoE) bahsedebiliriz. Bu moleküllerin 

membranı geçmesinde aktif antioksidan kısımların bir lipofilik triphenylphosphonium 

katyonuna kovalent olarak bağlanarak mitokondrinin zarından geçmesini sağlar. 

Böylece bu antioksidan moleküller birkaç yüz kata kadar mitokondrinin içinde 
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birikebilirler (72). Kas atrofi modellerinde en çok çalışılan bu gruptaki diğer iki 

antioksidan molekülde SkQ1 (10-(6’-plastoquinonyl) decyltriphenylphosphonium) ve 

SS-31 (d-Arg-2′, 6′-dimethyltyrosine-Lys-Phe-NH2)(Szeto-Schiller-31) dir. Bu 

antioksidanlar etkilerini mitokondri fosfolipidlerinden olan kardiolipinin 

oksidasyonunu önlemek suretiyle mitokondri hasarını önliyerek ve ROS üretimini 

azaltarak yaptıkları bazı araştırmalarda gösterilmiştir (73). Bu MTA’ların, hücreleri 

hasara karşı korudukları gösterilmiş ve klinik uygulamalara başlanmıştır (74, 75). 

Vücudumuzda bulunan bazı maddeler, MTA gibi mitokondri içerisinde daha fazla 

konsantre olabilen yapıya sahiptirler. Bunların en önemlilerinden olan melatonin 

1958 yılında Lerner tarafından izole edilerek tanımlanmıştır (76). 

2.7.2. Melatonin 

N-asetil-5-metoksitriptamin olarak da bilinen melatonin, esansiyel bir amino 

asit olan triptofanın bir türevidir (76). Melatonin, beyin merkezinde bulunan epifiz 

bezinin nörohormonal salgısıdır (77). Sirkadiyen bir ritme sahiptir ve gece boyunca 

üretimi artar. Uykunun zamanlaması, kan basıncı, mevsimlik üreme ve diğer fizyolojik 

fonksiyonların sirkadiyen ritmlerinin senkronize edilmesinde önemli rol oynar (78, 

79). Normal olarak, hayatın ilk yılında melatonin salgılaması başlar. Üç aydan önce 

çok düşük bir seviyede salgılanır. Sonra salgılanması ritmik olarak artarak 1-3 yılda 

zirveye ulaşır ve ardından yetişkinlik dönemine kadar kademeli olarak azalır (80). 

Melatonin lipofilik ve hidrofiliktir. Bu amfifilik özellik kan-beyin bariyerini geçmek için 

bir avantaj sağlar (81).  

Melatonin, pinealositler tarafından aşağıdaki Şekil 2.9.’da gösterildiği gibi 

triptofandan başlayan serotonin ile devam eden 4 basamakta şekilde gösterilen 

enzimler ile sentezlenir (77). 
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Şekil 2.9. Melatoninin sentez basamakları. 

 

Melatoninin pinealositler dışı başka hücrelerden de bir antioksidan ve serbest 

radikal temizleyicisi olarak üretildiğine dair kanıtlar bulunmuştur (82, 83). Melatonin; 

beyin omurilik sıvısı, tükürük, safra, sinoviyal sıvı ve anne sütü gibi tüm fizyolojik 

sıvılarda bulunur (84).  

Melatoninin önemli koruyucu etkisi esasen serbest radikal temizleyici olarak 

yüksek potansiyeli, düşük toksisitesi ve su ve organik ortamlarda geçirgenliği 

temelinde olmaktadır (83, 85). Elde edilen sonuçlara göre melatoninin hücre 

koruyucu etkisinin MitoQ ve MitoE’den daha güçlü olduğu belirtilmiştir. Melatonin 

mitokondri içerisinde yüksek bir seviyede bulunması yanı sıra en azından bazı 

hücreler de mitokondri tarafından üretildiğine dayalı da bazı kanıtlar mevcuttur (86). 

Melatoninin mitokondri koruyucu etkisini şu mekanizmalar aracılıyla yaptığı öne 

sürülmüştür (7). 

1. MTA olarak belirgin radikal temizleyici etkisi. 

2. Antioksidan genlerin ifadelenmesini arttırması. Örnek olarak süperoksit 

dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz verilebilir. 

3. Mitochondrial permeability transition pore (MPTP) inhibisyonu sonucu 

sitokrom C (cyt C)’nin sitoplazmaya geçişini engellemesiyle aktif kaspaz-3’un 

oluşmaması ve böylece apopitozun engellenmesi. 

4. Melatonin, mitokondri iç zarı üzerindeki uncoupling proteinler (UCPs) 

üzerine bu proteinlerin gen ifadelenmesini ve protein aktivitesini arttırarak daha etkili 

olmalarını sağlar (8). UCPs aktivitesinin artması intermembran aralıkta olan 

protonların mitokondrinin matriksine dönmesini sağlar. Böylece mitokondrinin 
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intermembran potansiyelini azaltarak elektron transport hızının artmasına ve 

elektron kaçağının azalmasıyla ROS üretiminin azalmasına neden olur. Melatoninin 

düzeyinin azalmasının; felç, Alzheimer ve Parkinson hastalığı gibi bazı nörolojik 

rahatsızlıkların patofizyolojisinde rol oynadığı da belirtilmiştir. Bu yüzden melatonin 

bu tür nörolojik bozukluklar için hiçbir yan etkisi olmaksızın, umut vaat eden 

potansiyel terapötik nöroprotektif ajan olarak nitelendirilmektedir (11).  

Salucci ve arkadaşları tarafından 2016 yılında yayınlanan makalede (87), farklı 

etkili mekanizmalar için seçilen çeşitli apoptotik kimyasal tetikleyicilere maruz 

bırakılan C2C12 hücrelerinde melatoninin uygulamasının etkisi araştırılmıştır. Bu 

çalışmada hücreler tedavi öncesi melatonine tabi tutulmuş ve sonrasında H2O2, 

etoposide ve strusporine maruz bırakılmıştır. Bu araştırmada farklı melatonin dozları 

(1 mM, 500 µM, 100 µM, 50 µM) 24 saat süreyle hormonun hücrelerin canlılığını ve 

çoğalma yeteneklerini değiştirmeden en etkin konsantrasyonunu belirtmek için 

kullanılmıştır. Kullanılan dozlardan en iyi konsantrasyon olarak 100 µM belirtilmiştir. 

Bu nedenle Salucci ve arkadaşları bu çalışmada hücreleri tedavi öncesi 100 µM 

melatonine 24 saat süreyle maruz bırakmıştır. Morfofonksiyonel ve moleküler 

analizlerle miyoblastlarda melatoninin oksidatif stresi önlediği ve bunun en azından 

bir kısmının mitokondrial yolaklar üzerinden gerçekleştiği gösterilmiştir. Bu sonuçlar 

melatoninin iskelet kas hücrelerinde bir antioksidan ve antiapoptotik molekül olarak 

görev yapabilme kabiliyetini doğrulamaktadır (87). Miyotüplere melatonin 

uygulamasının antioksidan genlerin ifadelenmesini arttırarak antioksidan 

kapasitelerini arttırdığı ifade edilmiştir. Melatonin mitokondride kompleks I-bağlı 

OXOPHOS (oksidatif fosforilasyon) artırır (88). Altta yatan mekanizma bilinmemekle 

beraber melatoninin bu etkisi; kompleks I–bağlantılı metabolizmayla ilişkili 

enzimlerin aktivite ve genlerinin ifadelenmelerini modüle etme yeteneği şeklinde 

yorumlanmıştır (89, 90). Bu bilgilerin ışığında, tez çalışmasında antioksidan olarak 

melatonin uygulanmasına karar verilmiştir. 
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2.8. Melatonin ve Kalpain Etkileşimi 

Parkinson hastalığı beynin “substantia nigra pars compacta” kısmında 

bulunan dopaminerjik nöronların zarar görmeleriyle karakterize bir hastalıktır. 

Düzgün ve koordineli motor hareketlerin bozulması, sertlik, titreme, bradikenezi ve 

denge bozukluğu gösterdiği en önemli belirtileridir (91, 92). Birçok kanıta göre yaşa 

bağlı gelişen Parkinson hastalığı ve oksidatif stres arasında yakın bir ilişki söz 

konusudur (93, 94). Farelerde, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) 

toksiniyle tetiklenen Parkinson hastalığında melatonin enjeksiyonu, hipokampus ve 

stratiumda meydana gelen lipid peroksidasiyonunu önleyerek nigrostriatal bölgede 

nöral ölümü engellemiştir (95).  

Chetsawang ve arkadaşları tarafından 2017 yılında gerçekleştirilen 

araştırmada (11), sıçanlarda amfetamin ile indüklenen substansa nigrada meydana 

gelen dejeneratif süreçte kısmen kalpain-1 aktivasyonunun sorumlu olduğu ve 

melatoninin bu süreci tersine çevirebileceği gösterilmiştir. Amfetamin sinaptik 

veziküllerden dopaminin salgılanmasını uyararak merkezi sinir sisteminde dopamin 

düzeyini artıran bir psiko-uyarıcı olarak bu çalışmada tanımlanmıştır.  Chetsawang ve 

arkadaşları amfetaminin uygulamasının mitokondri düzeyinde; ROS üretiminde 

artışın mitokondride hasara neden olarak mitokondriden sitozol içine Ca+2 sızıntısına 

neden olduğunu belirtmiştir. Sonuç olarak yüksek hücre içi Ca+2 düzeyi kalpain 

aktivasyonuna katkıda bulunabileceği sonucuna varmışlardır. Bu çalışmanın deney 

protokolünde farelere art arda 7 gün boyunca salin veya amfetamin uygulaması 

yapılmış, melatonin amfetamin uygulanmasından 30 dk önce enjekte edilmiştir. D-

amfetamin uygulanmasından önce melatoninle ön tedavinin kalpainin protein 

düzeyinde oluşturduğu etki western blot analizi kullanarak belirlenmiştir. Bu 

çalışmada sonuç olarak, D-amfetamin uygulamasının, kalpain miktarında anlamlı bir 

artışa sebep olduğu, ancak D- amfetamin uygulanmasından önce melatonin ile ön 

tedavinin, kalpain miktarını önemli ölçüde azalttığı ortaya konmuştur. Melatonin tek 

başına, bu çalışmada kontrol grubuna kıyasta fare beyninin siyah maddesinde kalpain 

miktarında değişikliğe sebep olmamıştır. Melatoninin, amfetaminin substansiya 

nigrada indüklediği hücre ölüm yolağındaki koruyucu etkisi, kalpastatin miktarının 
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onarımı ve kalpain düzeyi ve aktivasyonun azalmasına bağlı olduğu ifade edilmiştir. 

Melatoninin koruyucu etkisi büyük ihtimalle antioksidan özelliklerinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Burdaki mekanizmanın, melatonin uygulamasının ilk 

önce amfetaminin nöron hücrelerindeki yarattığı oksidatif stresi azaltması, 

sonrasında bunun neticesinde sitozolde oluşan Ca2+ homestazı ile kalpain 

aktivasyonunu engellediği şeklinde yorumlanmıştır (11). 

2.9. Melatonin ve Proteazom İnhibitörü Etkileri Arasındaki Benzerlik 

Melatonin brotezomib gibi proteazom inhibitörleriyle birçok benzer özelliğe 

sahiptir(12). Melatonin bir protein kinaz olan AKT'nin aktivitesini düşürür (96), 

anjiojenik faktörün aktivitesini düşürür, VEGF (97) ve transkripsiyon faktörü Nrf-2'yi 

aktive eder (98). Bu etkilerin hepsi proteazom inhibitörleri tarafından da 

gösterilmektedir (99). Melatoninin, ubikitin–proteazom yolağının bir inhibitörü gibi 

gerçekleşen aktiviteleri Şekil 2.10.’da gösterilmektedir (12). 

 

 

Şekil 2. 10. Melatoninin Ubiquitin-Proteazom Yolak inhibitörü benzeri işlevleri. 
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2.9.1. Melatonin Etkileri İçin Ubikitin-Proteazom Hipotezi 

Vriend ve arkadaşları tarafından 2014 yılında yapılan bir çalışmada 

melatoninin genel hücresel etkisini ubikitin-proteazom yolağı vasıtasıyla yaptığı 

hipotezi ifade edilmiştir. Melatoninin proteinlerin hücresel işlemleri için gereken 

ubikitin aktivasyonunu proteazomun inhibisyonu üzerinden modüle ettiği 

belirtilmiştir. Ubikinasyonun melatoninin antioksidan etkilerini göstermesinde etkili 

olduğu görülmektedir. Eğer melatonin proteazom üzerinde genel bir etkiye sahipse, 

p53, VEGF, Bcl-2, BAX ve AKT1 gibi bir dizi sinyal iletim proteinlerinin hücresel 

miktarını modüle etmesi beklenmektedir. Bu çalışmada ifade edildiği gibi bu hipotez 

teyit edilirse melatoninin birçok sistem üzerinde gerçekleştirdiği etkilerini ubikitin-

proteazom yolağı aracılığıyla gösterdiği ispat edilirse melatonin klinik olarak 

proteazom inhibitörlerine cevap veren hastalıklarda kullanılabilme olasılığı mevcuttur 

(12). 

2.10. Melatoninin Prooksidan Etkisi 

Görünüşe göre melatoninin antioksidan etkisi, fizyolojik ve farmakolojik 

etkilerinin sadece bir kısmını oluşturmaktadır. Bunun yanı sıra insan lösemik Jurkat 

hücre hattında melatoninin M ve mM konsantrasyonlar arasında önemli prooksidan 

aktivite gösterdiği kanıtlanmıştır. Glutatyon miktarı azalan hücrelerde melatoninin 

antioksidan etkisinden ziyade prooksidan etkisinin öne çıktığı ifade edilmiştir. Bu 

veriler melatoninin hücrenin redoks dengesinde önemli bir rol oynadığını ama bunun 

için antioksidan etkinin şart olmadığını belirtmektedir (100).İnsan hepatosit hücre 

hattında (HepG2), melatoninin 0.1-10 M konsantrasyon aralığına 24 saat süreyle 

maruz bırakıldığı zaman görülen antioksidan etkisi, hücre içi GSH (azalmış glutatyon) 

düzeyini arttırması ve buna bağlı hücre canlılığını arttırmasına bağlanmıştır. Buna 

karşın hücreler aynı melatonin konsantrasyonuna 96 saat süreyle maruz bırakıldıkları 

zaman hücre canlılığının anlamlı şekilde azaldığı gösterilmiştir. Gene bu çalışmada 

hücreler melatoninin yüksek konsantrasyonlarına (1000-10,000 M) maruz 

bırakıldıktan 15 dakika sonra GSH’ın azaldığı ve buna bağlı hücre canlılığının anlamlı 

olarak düştüğü ortaya konmuştur. Bu çalışmada melatoninin bu çift etkisi inkübasyon 
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süresi ve konsantrasyona bağlı değişmiştir. Sonuç olarak bu çalışmada artan 

maruziyet süresi veya artmış konsantrasyonda melatoninin antioksidan etkisinin 

prooksidant etkiye değişebileceği ifade edilmiştir (9). 

2.11. İskelet Kası Çalışmalarında Kullanılan Deneysel Modeller 

2.11.1. In vivo Modeller 

İskelet kası atrofi çalışmalarında fare ve sıçan modelleri çoğunlukla 

kullanılmaktadır. 

Örnek olarak, kalpastatini aşırı ifade eden genetik modifikasyona uğramış 

transgenik farelerde kalpainlerin kas atrofisinde rol oynadığı gösterilmiştir (37, 101).  

2.11.2. In vitro Modeller 

C2C12 Hücre Hattı Kültürü 

C2C12 hücre hattı C3H farenin ezilme yaralanmasından sonra, uyluk kasından 

kültüre edilen miyoblastların seri pasajlanmalarından üretilen bir alt klondur (102). 

C2C12 hücreleri yüksek serum içeren besiyerlerinde kolayca çoğalırlar. Hücre 

yoğunluğunun % 80’in üzerinde olduğu, hücrelerin birbiri ile temas kurduğu 

koşullarda, düşük serum besiyerlerine geçilirse farklılaşmaya uğrarlar. Bu hücreler 

kontraktil miyotüpler ve karakteristik kas proteinleri üretme kapasitesine sahiptirler 

(103). 

C1C12 hücrelerinin saf bir hücre hattı olması, çabuk farklılaşmaları ve 

kasılabilir kas lifleri oluşturduklarından dolayı in vitro değişik kas hastalık modellerini 

oluşturmak için birçok araştırmacı tarafından bu hücre hattının tercih edildiği 

görülmektedir. C2C12 hücre hattının proliferasyon ve farklılaşma süreci Şekil 2.11 

gösterilmiştir. 
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Şekil 2.11. C2C12 hücrelerinin proliferasyon ve farklılaşma süreci. 

  

2.12. Amaç ve Hipotez 

2.12.1. Amaç 

Biz çalışmamızda atrofi modeli oluşturmak için literatürde kullanıldığı gibi 

C2C12 fare miyoblast hücre hattı kullandık ve oksidatif stres oluşturma amacıyla 

H202’den yararlandık. Melatonin kas atrofisini önlemede etkinliği gösterilen ve 

mitokondride konsantre olan bir antioksidandır. Bununla birlikte yapılan bazı in vitro 

çalışmalarda melatonin çift etkisi olduğu ve bazı hücre hatlarında prooksidan etki 

gösterdiği belirtilmiştir. Oksidatif stres ile aktive olan temel proteazın kalpain-1 

olduğu gene literatürde ortaya konmuştur. Bu çalışmada melatonin tedavisi ile 

kalpain-1 ifadelenmesinin ne derecede değiştiği C2C12 fare miyoblast hücre hattında 

ortaya konacaktır. Bunun yanı sıra melatoninin etkisini gösterirken antioksidan ya da 

prooksidan etki gösterme durumu hücrenin total antioksidan ve oksidan kapasitesi 

ölçülerek ortaya konmaya çalışılacaktır. Oksidatif strese bağlı kas atrofisinin 

önlenmesinde de melatoninle yapılan ön uygulamanın morfolojik değişiklikleri ne 

ölçüde etkilediğide bu çalışma ile ortaya konmuş olacaktır. 

2.12.2. Hipotez 

1) Melatonin uygulaması kalpain-1 ifadelenmesini oksidatif strese maruz 

kalan C2C12 fare miyoblast hücrelerinde değiştirmez. 

2) Melatoninin dışardan uygulanmasının oksidatif strese maruz kalan fare kas 

hücrelerinde oluşan atrofik morfolojiyi etkilemez.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Çalışmamızdaki hücre kültürü çalışmaları kontaminasyonu önleyici uygun 

çalışma teknikleri ile Fizyoloji Anabilim Dalı moleküler-hücre laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir.  

3.1. Gereçler 

3.1.1. Hücre Kültürü  

C2C12 fare miyoblast hücre hattı 

Dublecco’s Modified Eagle’Limiting Medium (Thermofisher, Cat #LSG 300-30) 

Fetal Dana Serumu (FBS) (Thermofisher) 

At serumu (Thermofisher, Cat # 26050088) 

Penisilin-Streptomisin (P/S) (Thermofisher, Cat #15140122) (10,000U/ML) 

L-Glutamin 100X (Thermofisher, Cat #25030081)  

PBS (Phosphate buffered saline) tabletleri (Bioshop, Cat #PBS404.100)  

Hücre kültürü sınıfında DMSO (Applichem)  

Trypsin-EDTA (1X) (Gibco by life technologies) 

DAPI (4,6- diamidine-2'-phenylindole) (1mg/ml stok) 

Hücre biyogüvenlik kabini (TEKNOMAR, Model: CHEMOCELL LRCX-UV) 

Alttan objektifli mikroskop (Nikon, ECLIPSE TS100)  

Nemli CO2 inkübatorü (Panasonic, Model: MCO-18ACL-PA) 

Soğutmalı santirfüj (Kubota, Model: 5500) 

Üstten objektifli mikroskop (Leica, Model:DM2000 LED) 

Hücre kültürü flaskı, steril (Sastedet, 75Cm2)  

Hücre kültürü flaskı, steril (Sastedet, 25Cm2) 

3.1.2. Hücre Canlılık Testi  

Tripan mavisi boyası (Thermofisher, Cat #15250061) 

Neubauer Lam (Superior, Cat #C964110) 
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3.1.3. MTT Yöntemi 

Vybrant™ MTT Cell Proliferation Assay Kiti  

 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 

 SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 

 Hidroklorik asit (37% ultra saf) (Merck, Cat #K01223014) 

 Mikroplate okuyucusu (Moleculer Devices, SpectraMax Plus 384 Microplate 

Spectrophotometer, S/NP 02695) 

3.1.4. Hücrelere Kimyasalların Uygulaması  

Melatonin (Sigma, Lot:46H0416)  

Hidrojen Peroksit 30% (Merck, Cat #1.07209.1000) 

Etil alkol (96%)  

Ultra hassas terazi (SHIMADZU)  

Deiyonize su (ddH2O) 

3.1.5. Miyotüp Çap Ölçümü 

National Institute of Health USA, IMAGEJ programı (JAVA 1.8.0 -161)   

Toupcam Dijital kamera (TOUPTEK PHOTONICS, P/N:TP105100A) 

ToupView 3.7 programı (Toup Tek- Toup View, Version: x64, 3.7.4460) 

3.1.6. Protein İzolasyonu 

Lizis Buffer Tris (Bio-Rad, Cat #161-0719) (50 Mm, PH: 6.8) 

NaCl (J.T.Baker, Lot: 1412501831) (150 mM)  

Triton X-100 (1%) 

EDTA (1.5 mM) 

SDS (Bio-Rad, Cat#161-0301) (0.01%) 

DTT(dithiothroitol) (Thermofisher, CAT#R0861, 1µm) 

Proteaz inhibitör tablet (Roche, 04693159001) 
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3.1.7. Protein Miktar Tayini  

Bradford Quick Start protein tayin kiti, (Bio-Rad, CAT#500-0206) 

96-kuyulu plaka (Sastedet) 

Çok kanallı Pipet  

Mikropalet okuyucusu (Spectramax M2)  

3.1.8. Western Blot 

Stain–Free Precast Gels (BIO-RAD, Mini-PROTEAN TGX, Cat # 456-8093) 

10x Running buffer(Tris/Glisin/SDS) (Biorad, Cat#161-0732) 

PBS- T (%0,05): 

Tween -Twenty (Bio-Rad, Cat#170-6531) 

PBS (BIOSHOP, Cat# PBS404.100) 

2X Lamelli sample buffer (Bio-Rad, Cat#161-0737) 

B-merkaptoethanol (Bio-Rad, Cat#161-0710) 

Ponceau S solüsyonu (Advansta, Cat #R-03021-D50) 

Western blot filtre kağıdı (20cm x 20cm) 

Bromofenol mavisi (Sigma, Cat #B0126-25gr)  

1-Butanol (Sigma, Cat #B7906-500ml)  

Anti-Calpain 1 large subunit antikoru (Thermofisher (İnvitrogen), Cat # 

PA517547 )  

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary antikoru, HRP ile bağlı (Thermofisher, 

Cat #31460) 

Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, Cat #170-6404) 

Precision Plus Protein unstained protein standards Ladder (Biorad 

Cat#1610363) 

Clarity ECL Substrate (Biorad, Cat#17-5060) 

Elektroforez ve Transfer Cihazları:  

lektroforez cihazı (Bio-Rad) 

Trans Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Cat# 170-4155) 

Jel ve Blot Görüntüleme: 
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ChemiDoc XRS +with Image Lab Software (Bio-Rad, Serial No: 721BR12528) 

Image Lab Software 5.2.1 Version (Bio-Rad, Hercules CA / ABD) 

3.1.9. TAS ve TOS Ölçümleri 

Total Antioksidant Status (TAS) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Cat#RL0017) 

Total Oksidant Status (TOS) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Cat#RL0024) 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. C2C12 Hücrelerinin Çoğaltılması 

C2C12 hücreleri, Hacettepe Üniversitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalı’ndan 

Sayın Doç.Dr. Burcu Hayta’nın cömert bağışı ile temin edilmiştir. Hücreler Dr. Hayta 

tarafından ATCC firmasından temin edildikten sonra antibiyotikli besiyerinde beş 

pasaj çoğaltılarak sıvı nitrojen içinde dondurularak saklanmıştır. Bu kıymetli bağış ile 

temin edilen dondurulmuş stok hücreleri sekizinci pasaja kadar yeterli hücre elde 

edilmek amacıyla uygun besiyeri içinde ( % 10 FBS+% 1 L-glutamin + % 1 

Pensilin/Streptomysin içeren DMEM) çoğaltıldı ve aşağıda ayrıntısı ifade edildiği gibi 

kullanılıncaya kadar vial içinde dondurularak saklandı.  

Hücreler her işlemden önce Nikon alttan objektifli mikroskopta incelenerek 

morfolojileri ve yoğunluğu gözlemlendi. Her pasajlamadan önce Tripan mavisi 

aracılıyla hücreler boyanarak sayım yapıldı ve canlılık oranları tespit edildi. Canlılık 

oranları % 90 ve üzeri olan hücrelerle deneylere devam edildi. 

Hemositometrede Hücre Sayımı 

Hemositometrenin (Neubauer lam) sayma bölmesinin içinde olan farklı 

bölgelerden 1 mm2’ lik 5 adet kare seçilip hücreler sayılarak ortalaması alındı. 

Sonrasında bulunan hücre sayısı aşağıdaki denklem kullanılarak toplam hücre sayısı 

şeklinde hesaplandı. 

Toplam Hücre Sayısı = Ortalama Hücre Sayısı x Sulandırma faktörü x 104 x 

Hacim 

  



30 

 

Tripan Mavisi ile Hücre Canlılık Testi  

Tripan mavisi ölü hücrelerin belirlenmesi için kullanılan bir boya türüdür. Bu 

boyanın çalışma prensibi şöyle açıklanabilir. Boya negatif yüklüdür. Sağlıklı hücrelerde 

membranlarının dış yüzeyindeki glikokaliks tabakası negatif olduğu için boya bu 

hücrelere giremez. Sonuçta; sağlıklı hücreler tripan mavisi ile boyanmazken ölü 

hücreler maviye boyanır. 

Kısaca bu test şu şekilde uygulandı. 

 Hücreler 1X PBS’ le 2 kere yıkandıktan sonra tripsinize edilip bir falkon tüpe 

alındı. 

 1X PBS içinde tripan mavisi %0,4'lük bir solüsyon olarak hazırlandı.  

 Falkon içerisinden alınan hücre karışımı 1:1 oranında tripan mavisi ile 

karıştırıldı. 

 Canlı hücrelerin mililitredeki toplam sayısını boyanmayan hücreler şeklinde 

kabul edildi. Canlı hücrelerin yüzdesini hesaplamak için: 

Canlı hücreler (%) = (Canlı hücrelerin mililitredeki toplam sayısı/ Tüm 

hücrelerin mililitredeki toplam sayısı) x 100 

Kriyotüp yaklaşık 1 milyon hücre olacak şekilde stok olarak hazırlanan C2C12 

hücreleri dondurulmadan önce DAPI boyası ile mikoplazma enfeksiyonunu 

çağrıştıracak görüntü olup olmaması yönünden test edildi(Şekil 3.1).. 

 

 

Şekil 3.1. C2C12 Hücrelerinin DAPI boyaması sonrası florans altında  mikroskopik 
görüntüleri. 
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DAPI Boyama Protokolü 

 1l DAPI boyası, 1ml 1x PBS’le iyice pipetaj yapılarak karıştırıldı. 

 1x PBS’le hücreleri yıkadıktan sonra, üzerine 1l DAPI/1ml PBS solüsyonu 

eklendi ve 5 dakika beklendikten sonra, Leica üstten objektifli mikroskopla 

DAPI filtresiyle hücreler incelendi. 

 Hücrelerde kontaminasyonu gösteren hücre harici bir nükleus boyaması 

mikoplazma kontaminasyon bulgusu olarak değerlendirecekti.  

Çalıştığımız hücrelerin hiçbirinde böylesi bir kontaminasyon bulgusu tesbit 

edilmedi. 

Dondurulmuş Stok C2C12 Hücrelerinde Sağlıklılık Testi 

Çoğaltılarak 8. pasajda dondurulan viallerden bazıları aynı dondurmaya maruz 

kalan diğer viallerdeki hücreleri test etme amacıyla, normal proliferasyon ve 

farklılaşmaları yönünden deney protokolümüze uygun olacak şekilde test edildi. 

C2C12 Hücre Farklılaşma Protokolü 

 Hücrelerin alttan objektifli mikroskopla %70-80 yoğunluğa ulaşıp ulaşmadığı 

incelendi. 

 1X PBS’ le 2 kere hücreler yıkandıktan sonra flasktaki besiyeri farklılaşma 

besiyeri ile değiştirildi (% 1 L–Glutamin, % 1 P/S, % 2 At serumu, % 96 DMEM). 

 Mikroskopla her gün takibi yapılan hücrelerimizin farklılaşma besiyeri sonrası 

24. saatte miyotüp oluşturmaya başladığı gözlemlendi. Hücre besiyeri 24-48 

saate bir değiştirildi (farklılaşmanın altıncı gününün sonuna kadar). Üstte 

belirtilen basamakların her aşamasında hücrelerin fotoğrafları çekildi (Şekil 

3.2). 
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Şekil 3.2. C2C12 Hücrelerinin farklılaşması ve miyotüp oluşumunun başlaması.  

 

Hücre Sayısının Optimizasyonu 

MTT yöntemi ve sonraki deneylerde kuyulu plakalar için hangi yoğunlukta 

hücre  ekmemiz gerektiğini belirlemek için, 1 adet 6-kuyulu plakaya hücreler literatür 

bilgilerine uygun olarak ekildi. Hücrelerin sağlıklı şekilde %70-80 yoğunluğa ulaştıkları 

zaman en ideal koşul olarak belirlendi. Bu amaçla başlangıçta her bir kuyucuğa 

125,000 hücre ekildi. Hücre optimizasyonu için tasarlanan 6-kuyulu plakaya ekilen 

hücre sayısı Tablo 3.1’de gösterilmiştir. Tablo 3.2 de üretici firmanın belirttiği değişik 

plaka yüzey alanlanı değerleri kullanılarak deneylerimizin yapıldığı 96-kuyulu plakaya 

ekilmesi gereken hücre, 6-kuyulu plakaya ekilen hücrelerimizden elde edilen 

sonuçlarımız kullanılarak, 4000 hücre olarak hesaplandı. 
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Tablo 3.1. Hücre sayısının optimizasyonunun 6-kuyulu plaka için tasarımı. 

25 x 103 50 x 103 75 x 103 

100 x 103 125 x103 150 x 103 

 

Tablo 3.2. Hücre kültürü flaskları ve kaplarının taban yüzey alanlarının hesaplanması 
için kullanılan firma tablosu.  

 

 

3.2.2. C2C12 Hücrelerine Melatonin ve H2O2 Uygulanmadan Önce MTT 

Yöntemi Aracılıyla IC50 Değerlerinin Belirlenmesi 

Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür) sarı renkli olup, yaşayan hücrelerin mitokondrilerinde 

bulunan süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak bağlanır. Bu bağlanmanın 

sonunda suda çözünmeyen koyu mavi renkte kristaller oluşmaktadır. Kristaller, 

DMSO ve izopropanol gibi organik çözücülerde kolayca çözülür. Çözünmüş olan bu 

boya, konsantrasyona bağımlı olarak spektrofotometrik yöntemle görünür dalga 

boylarında ölçülebilen bir absorbans verir. Böylece indirekt olarak hücrelerin 

metabolik aktiviteleri ölçülür. Ayrıca ölçülen değer yaşayan hücre sayısı ile 

ilişkilendirilir (104-106).  

IC50 değeri : Yarı maksimum inhibe edici konsantrasyon (IC50), belirli bir 

biyolojik veya biyokimyasal fonksiyonun inhibe edilmesinde bir maddenin etkililiğinin 

bir ölçüsüdür. Bu niceliksel ölçüm belirli bir biyolojik işlemi yarıya kadar inhibe etmek 

için belli bir ilacın veya inhibitörün ne kadarının gerekli olduğunu belirtir. Değerler 

tipik olarak molar konsantrasyon olarak ifade edilir. 

MTT yöntemi için, melatonin 50 mg/ml %95 saf etanol içerisinde çözüldükten 

sonra, uygun konsantrasyonda stoklar distile su ile dilüe edilerek hazırlandı. Ayrıca 
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H2O2 için de stok solüsyonu uygun molaritede distile su içerisinde dilüe edilerek 

hazırlandı. 

Deneyler Thermofisher firmasından temin edilen Vybrant MTT Cell 

Prolifration assay Kit protokolüne uygun olarak tasarlandı. 

MTT yöntemi ile melatonin ve H2O2’in deneylerimizdeki uygulama dozlarının 

öldürücü etkisinin IC50 değerlerinin altında olduğunu göstermek amacıyla Tablo 

3.3’de belirtildiği gibi 96-kuyulu plakaya değişik konsantrasyonlarda melatonin ve 

H2O2 uygulandı. Bunun neticesinde deneylerimizde kullanılmasına karar verilen 100 

µM melatonin, 50 µM H2O2 konsantrasyonlarının literatürle de uyumlu olduğu 

gösterildi. 

 

Tablo.3.3. MTT deneyinin 96-kuyulu plakada tasarımı. 

 

Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kiti protokolü üretici firmanın önerdiği şekilde yapıldı.   

 

3.2.3. Deney Gruplarının Oluşturulması ve Uygulama Planı  

1) Kontrol grubu: Kontrol amaçlı hiçbir uygulama yapılmayan C2C12 hücre 

grubu. 

2) Melatonin grubu: Melatonin uygulanan C2C12 hücre grubu. 

3) H2O2 grubu: H2O2 uygulanan C2C12 hücre grubu. 

4) Melatonin+H2O2 grubu: Melatonin ve H2O2 uygulanan C2C12 hücre grubu. 
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Melatonin ve H2O2 tedavi uygulaması 

MTT deneyi sonucu literatürle uyumlu bulunan dozlarda melatonin ve H2O2 

uygulamaları aşağıda açıklandığı şekilde yapıldı:  

Melatonin Uygulaması 

 Farklılaşmanın 4. gününde.  

 Melatonin 100 µM konsantrasyonda, 24 saat süreyle uygulandı (120-144 

saatleri arası).  

 Uygulanan gruplar Melatonin ve (Melatonin+H2O2) Grupları 

H2O2 Uygulaması 

 Farklılaşmanın 5 gününde.  

 H2O2 50 µM konsantrasyonda, 24 saat süreyle uygulandı (144-168 

saatleri arası).  

 Uygulanan gruplar H2O2 ve (Melatonin+H2O2) Grupları 

3.2.4. Image J Programıyla Miyotüp Çapı Ölçümü 

Image J yazılımı NIH bünyesinde olan bir görüntü analiz programıdır. Bu 

yazılım farklı bilim dallarında, şekil parametrelerin belirlenmesi ve atrofiyi belirtmek 

için miyotüp çapı ölçümü amacıyla kullanılmaktadır (107). Miyotüp çapı ölçümü için 

farklılaşmanın 6.gününün sonunda 40X büyütmede deneyde bulunan 4 grubun her 

birinden flaskların birbirinden uzak rastgele değişik alanlarından 9 adet fotoğraf 

çekildi. Tezde kullanılan bu resimlerin altına 200 m’ye karşılık gelen ölçek konuldu. 

Fotoğraflarda sınırları belli olan miyotüp parçaları (Şekil 3.3, A – Miyotüpler, Fiber 

olarak belirtilmiştir) numaralandıralarak seçildi. Image J programı indirildikten sonra 

bu program aracılıyla ölçüm yapmak için fotoğraf dosyasından ilgili fotoğraf 

yüklenmesi yapıldı. Image J programında ölçek uzunluğu 200 m olarak tanımlandı 

(Şekil 3.3, B) fotoğraflarda mikroskop alanına düşen her bir miyotüp (fiber) parçasının 

uzunluğu % 100 kabul edilerek 10 eşit parçaya bölündü (Şekil 3.3, C). Bu parçalar 

miyotüp (fiber) uzunluğuna dik açıda olan, enine kesit (uzunluk) eşdeğeri ve enine 
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açıları (resmin çerçevesi referans alınarak) program aracılıyla oluşturuldu, bu ham 

veri Microsoft Excel programına aktarılarak hesaplamalarda kullanıldı. 

 

Şekil 3.3. İmage J programı ile morfolojik ölçüm. 

A. Farklılaşmanın 6. gününün sonunda 40X büyütmede çekilen her mikroskop 
alanında, sınırları belirgin olan miyotüp parçaları şekilde görüldüğü gibi 
numaralanarak seçildi. 

B. İmage J programında ölçek uzunluğu 200 m olarak tanımlanarak programdaki 
ölçümlerin bunu esas alarak hesaplanması sağlandı. 

C. Her bir miyotüp parçasının uzunluğu şekilde görüldüğü gibi % 100 kabul edilerek 
10 eşit parçaya bölündü. Bu parçalar fiber uzunluğuna dik açıda olan, enine kesit 
(uzunluk) eşdeğeri ve enine açıları (resmin çerçevesi referans alınarak) program 
aracılıyla oluşturuldu. Hesaplamaların hepsi yapıldıktan sonra enine kesitlerin 
uzunluklarının ortalaması alındı ve tümünün ortalaması grubun ortalaması olarak 
kabul edildi. 
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3.2.5. C2C12 Hücrelerinden Protein İzolasyonu 

C2C12 hücrelerinin farklılaşmasının fotoğraflanmasını takiben 25 cm2’lik 

flasklar içinde yer alan hücrelerden total protein lizatları aşağıda ana hatları ile 

bahsedildiği şekilde elde edildi.  

Hücreler’in 1XPBS ile yıkanmasını takiben, tripsinasyon sonrası hücre peleti 

oluşturuldu. Sonrasında lizis tamponu ile muamele edilen hücreler santrifüj sonrası 

supernatanı alınarak total protein lizat (TPL) olarak -20°C derecede analizler için 

saklandı. TPL’lar aşağıdaki gibi etiketlendi. 

K (TPL) = Kontrol grubu total protein lizat. 

M (TPL) = Melatonin grubu total protein lizat. 

H (TPL) = H2O2 grubu total protein lizat.  

MH (TPL) = Melatonin + H2O2 grubu total protein lizat. 

3.2.6. Bradford Yöntemi Kullanılarak TPL Protein Konsantrasyonlarının 

Belirtilmesi 

Bradford Bio-Rad Quick start protein assay kitinin protokolünde belirtildiği gibi 

BSA standartları 2000 g/ml’lik stok solüsyonundan hazırlandı. Kullanılan standart 

konsantrasyon aralığı kitte ifade edildiği gibi 1.25- 20 g/ml olarak oluşturuldu.  

Deney gruplarımızdaki (K, M, H, M+H) TPL protein konsantrasyonlarının 

kullanılan kitte belirtilen ölçülebilir lineer aralığa gelmesi için farklı dilüsyonlar 

denendi (Ör. 100, 150, 200 kat dilüsyon). Gruplarımızın TPL dilüsyonları 200 kat 

dilüsyon ile bu aralığa ulaştığı için protein konsantrasyon tayinleri için bu dilüsyon 

kullanıldı.  

3.2.7. Western Blot 

Western Blot testi moleküler biyolojide protein solüsyonunda aranan bir 

proteinin olup olmadığını ve varsa ne kadar olduğunu anlamak için kullanılan bir 

yöntemdir. Western blot tekniği, antikor tespitinin özgüllüğü ile jel elektroforezinin 

rezolüsyonunu bir araya getiren bir yöntemdir.  

Western blot yöntemi ana hatları ile aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi: 
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 Kullanılan protein konsantrasyonlarını eşitlemek için sulandırılan TPL 

2XLamelli buffer içinde bire bir karıştırıldıktan sonra % 1-2 oranda -ß-

merkaptoethanol eklendi.  

 Her bir grup için hazırlanan örneklerdeki proteinlerin denatürasyonunu 

sağlamak için yukarıdaki karışım 95C’de 5 dakika bekletildi. 

 Hazır precast stain free gel’e örnekler total hacimleri 28 l olacak şekilde 

yüklendi. Ayrıca protein işaretleyicisi olarak Precision Plus Protein Standards, 

Unstain iki ayrı kuyucuğa 15 l olarak yüklendi.  

 Elektorforez cihazıda 150 V sabit voltajda 10x Running buffer’dan hazırlanan 

1X Running buffer içinde 60 dakika yürütüldü. 

 İki ayrı protein konsantrasyon seti şeklinde hazırlanan örnekler (4,5 ve 13,5 

g/kuyucuk) jelde yürütüldükten sonra PVDF membrana Trans Blot Turbo 

Transfer System kullanılarak bizim kullandığımız hazır jel için önerilen “Mixed 

MV, 25 V, 7 min” ayarında transfer (Semi dry transfer) edildi. Şekil 3.4’de 

Protein örneklerinin jelde yürütülmesi ve PVDF membrana transferi 

gösterilmektedir. 

 

Şekil 3.4. Protein örneklerinin jelde yürütülmesi (A) ve PVDF membrana transferi 
(B). 
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 Jel Bio-Rad görüntüleme cihazında görüntülendi ve transfer verimliliği jelde 

protein kalmaması ile doğrulandı. 

 Bio-Rad precast stain free gel’den PVDF membrana transfer olan total 

proteinler, UV ışık ile 1 dakika aktive edildikten sonra total protein 

normalizasyonunda (TPN) kullanılacak olduğu için Biorad görüntüleme 

cihazının kemiluminesans ayarında görüntülendi. 

 Stain free teknolojisi, stain free hazır jellerde mevcut olan bir kimyayı 

kullanması nedeni ile ayrıca bir boyama veya işaretlemeye gerek duymadan 

protein bantlarını görüntlemeye izin vermektedir. Bu özelliğin nedeni; precast 

stain free gel’ler içinde trihalo bileşiği olacak şekilde hazırlanmasıdır. Bu bileşik 

ultraviole (UV) ışınlarına maruz kalınca triptofan kalıntıları ile kovalant bir bağ 

oluştururarak ışıma yapar ve uygun görüntüleme sistemleriyle jel ve proteinin 

membranlarında tüm protein bantlarında herhangi başka bir boyama veya 

antikor işaretlemeye gerek duymaksızın ışıma verir (108). 

 Proteinlerimizin transfer olduğu PVDF membran PBS içinde hazırlanmış %5’lik 

Blotting-Grade Blocker (Nonfat dry milk) ile spesifik olmayan antikor 

bağlanmasını önlemek için oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 1 saat 

bloklama yapıldı. 

 Bloklamadan sonra PVDF membran primer Kalpain 1 antikorunun 1/1000’lik 

dilüsyonunda PBS içinde hazırlanmış %2,5 non fat dry milk’de gece boyu 

+4C’de karıştırıcı üzerinde inkübe edildi. 

 Sonrasında PVDF membran 3 kez PBS-T ile 10’ar dakika oda ısısında karıştırıcı 

üzerinde yıkandı.  

 Yıkama işlemi sonrası PVDF membran sekonder antikorun 1/10000’lik 

dilüsyonunda PBS içinde hazırlanmış %2,5 non fat dry milk’de 2 saat süreyle 

oda sıcaklığında, karıştırıcı üzerinde antikorla inkübe edildi. 

 HRP ile bağlı sekonder antikor uygulaması sonrası PVDF membran 3 kez PBS-

T ile 15’er dakika oda ısısında karıştırıcı üzerinde yıkandı.  

 Clarity Western ECL substrate kit içindeki lumino enhancer solüsyonu ve 

peroksit solüsyonu yarı karanlıkta, bire bir karıştırıldı ve membran üzerine 
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kaplayacak şekilde pastör pipetlerle membranın kenarından membran 

üzerine yayıldı. Membran 4 dakika bekletildikten sonra membran Birad 

görüntüleme cihazında UV transluminatörün üzerine konuldu ve pozisyon 

ayarından sonra uygun görüntü çekildi.  

 Bantların görüntülemesinde IMage Lab yazılımı kullanıldı ve bantların 

AOD’leri (Arbitrary Optic Density) ölçüldü.  

 Stain-Free teknolojisinin sağladığı TPN metodu kullanılarak normalizasyon 

gerçekleştirildi (109). Kısaca, elde edilen Kalpain-1 protein bantlarının her 

birinin AOD’leri o bantın içinde yer aldığı hattaki stain free jel ile ölçümü 

yapılan total protein miktarına göre TPN metoduna göre normalizyonu 

yapılarak o deney grubunun relatif Kalpain-1 protein miktarı değeri elde 

edildi. 

3.2.8. TAS ve TOS Kitleri ile Yapılan Oksidan ve Antioksidan Seviye 

Ölçümleri 

TAS kitinin çalışma prensibi: 

ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) temelinde 

çalışan spektrofotometrik olarak ölçülen kolorometrik bir metottur. Toplam 

antioksidan durumu belirtmek için numunede olan antioksidanlar kit içeriğinde 

bulunan ABTS radikallerinin indirgenmesine sebep olarak ABTS'in koyu mavi-yeşil 

renginin kaybolmasına neden olur. Bu amaçla spektrofotometride 660 nm 

absorbansında yapılan okuma ile toplam antioksidan miktarını belirlenir. Bu analiz 

stabil antioksidan bir solüsyon olan Trolox (Vit E analoğu) ile kalibre edilir ve Trolox 

eşdeğeri (mmol Trolox Equiv/L) olarak ifade edilir (110, 111). 

TOS kitinin çalışma prensibi:  

Bu test spektrofotometrik olarak ölçülen kolorometrik bir metottur. Toplam 

oksidan durumu belirlenmede kit temel olarak şu prensip üzerinden çalışmaktadır. 

Numunedeki oksidanlar demir iyon şelatlayıcı kompleksi okside eder. Oksidasyon 

reaksiyonu, reaksiyon ortamı içinde bol miktarda mevcut olan güçlendirici moleküller 

ile uzatılır. Ferrik iyon, bir asidik ortam içinde kromojen renkli bir kompleks yapar. 
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Rengin yoğunluğu numunede olan oksidan miktarı ile doğru orantılıdır. Bu tahlil 

H2O2’le kalibre edilir ve sonuçlar H2O2 eşdeğeri (μmol H2O2 Equiv/L) olarak gösterilir 

(111, 112). 

TAS ve TOS ölçümleri, 96 kuyulu plaka kullanılarak yapıldı. Örnek olarak C2C12 

hücre gruplarından elde edilen TPL kullanıldı. Uygulama protokolü olarak Rel Assay 

Diagnostics firmasının TAS ve TOS kitleri için var olan protokolü takip edildi 

(www.relassay.com). 

Total Antioxidan Status (TAS) 

Deney sonuçları 2 kez tekrarlanarak hesaplandı. Firmanın temin ettiği kitin 

protokolünde mevcut olan, reagentlerin miktarları (küvet için verilen değerler 96-

kuyulu plaka için hesaplandı) ve prosedür ile ilgili tablolar aşağıda gösterilmiştir (Tablo 

3.4 ve Tablo 3.5). 

 

Tablo 3.4.TAS yönteminde tanımlanan prosedür. Tablo 3.5. TAS yönteminde 
kullanılan Reagentlerin içeriği. 

        
. 
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Total Oxidan Status 

Deney sonuçları 2 kez tekrarlanarak hesaplandı. Firmanın temin ettiği kitin 

protokolünde mevcut olan, reagentlerin miktarları (küvet için verilen değerler 96-

kuyulu plaka için hesaplandı) ve prosedür ile ilgili tabloları (Tablo 3.6 ve Tablo 3.7.) 

aşağıda gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.5. TOS yönteminde tanımlanan prosedür.  Tablo 3.7. TOS yönteminde 
kullanılan reagentlerin içeriği.  

  

 

3.2.9. İstatiksel Analiz 

İstatistik analizler IBM SPSS 22.0 paket programında yapıldı. Deney gruplarının 

çap değerlerinin karşılaştırılmasında tek yönlü varyans analizi (Oneway ANOVA) 

kullanıldı. İkili karşılaştırmalarda Tukey testi kullanıldı. Anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak 

belirlendi. 
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4. BULGULAR 

4.1. MTT yöntemiyle IC50 Değerlerinin belirlenmesi 

Çalışmada kullanılan tedavi ajanlarının MTT yöntemi ile belirlenen IC50 

değerleri ve buna ilişkin grafikleri gösterilmiştir (Şekil 4.1 ve Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.1. Melatonin IC50 değerinin hesaplanması. 

 

MTT yöntemiyle % 60 yoğunluk seviyesine gelmiş C2C12 hücrelerine, farklı 

melatonin konsantrasyonları (0,01-0,00001 M arası) uygulandı ve kontrole göre 

canlılık oranları yüzde olarak hesaplandı. Hücrelerin % 50 oranda canlı olduğu molar 

konsantrasyon grafiğin lineer formülünden hesaplanan IC50 değeri olarak şekil 4.1’de 

gösterilmiştir. Bu hesaplama değerleri 3 kez yapılan deney tekrarı sonucu 

oluşturulmuştur. Her deney düzeneğinde 4 teknik tekrar yapılmıştır. Kullanılan 

konsantrasyonlar ve onlara denk gelen hücre canlılık oranları tablo 4.1’de 

belirtilmiştir (Tablo 4.1). 
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Tablo 4.1. MTT yönteminde kullanılan melatonin konsantrasyonları ve elde edilen 
hücre canlılık yüzdeleri. 

Melatonin(Molar) 0,01 0,005 0,001 0,0001 0,00001 

% Canlılık 
15,58 50,54 100 95,72 97,74 

 

 

Şekil 4.2. H2O2 IC50 değerinin hesaplanması. 

 

MTT yöntemiyle % 60 yoğunluk seviyesine gelmiş C2C12 hücrelerde, farklı 

H2O2 konsantrasyonları (0,001-0,000001 M arası) uygulandı ve kontrole göre % 

canlılık oranları hesaplandı. Hücrelerin % 50 oranda canlı olduğu molar konsantrasyon 

grafiğin lineer formülünden hesaplanan IC50 değeri olarak şekil 4.2’de gösterilmiştir. 

Bu hesaplama değerleri 3 kez yapılan deney tekrarı sonucu oluşturulmuştur. Her 

deney düzeneğinde 4 teknik tekrar yapılmıştır. 

Kullanılan konsantrasyonlar ve onlara denk gelen hücre canlılık oranları Tablo 

4.2’de belirtilmiştir. 
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Tablo 4.2. MTT yönteminde kullanılan H2O2 konsantrasyonları ve elde edilen hücre 
canlılık yüzdeleri 

H2O2(Molar) 0,001 0,0005 0,0001 0,00005 0,000001 

% Canlılık 
12,80 74,12 94,21 93,36 98,78 

 

4.2. C2C12 Hücrelerinin Farklı Büyüme ve Farklılaşma Dönemlerindeki 

Morfolojik Özelliklerinin Deney Grupları Arasında Karşılaştırılması  

Çalışmamızda kullanılan C2C12 hücrelerinin tipik çoğaltılma ve farklılaşma 

paternlerine örnek görünümleri gösterilmiştir (Bkz.şekil 4.3). 
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A. 24.saat sonunda büyüme besiyerinde,% 25-30 yoğunluktaki hücrele(10X 

büyütme). 
 

 
B. 48.saat sonunda büyüme besiyerinde, % 75-85 yoğunluktaki hücreler(10X 

büyütme).  
 

 
C. 72.saat sonunda farklılaşma besiyerindeki C2C12 hücrelerinin görünümü(10X 
büyütme). 
 

Şekil 4.3. C2C12 hücrelerinin çoğaltılması (A, B) ve bu hücrelerin farklılaşma 
sürecinin başlatılması (C). 
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Hücrelerin flaska büyüme besiyeri içinde ekilmesinin 24. saatinde fotoğrafları 

çekildi (Şekil 4.3.A). Hücreler sağlıklı bir şekilde flask tabanına tutunarak % 25-30 

yoğunlukta yüzeyi kaplamakta ve çok az oranda yüzen ölü hücre içermekteydi. 

Hücreler 24. saatin sonunda büyüme besiyerinin tazelenmesini takiben 48. saatte % 

75-85 yoğunlukta olduğu dönemde tekrar fotoğrafları çekildi (Şekil 4.3.B). Yine bu 

dönemde hücrelerin sağlıklı bir şekilde çoğaldıkları gözlemlendi. Hücrelerin besi yeri 

48. saatin sonunda büyüme besiyerinden farklılaşma besiyerine değiştirildi. Bu 

değişimden sonra 72. saatte (farklılaşmanın 1. gününün sonunda) fotoğrafları çekildi 

(Şekil 4.3.C). Bu dönemde hücrelerin beklendiği gibi bir araya gelerek miyotüp 

oluşturmaya başladığı gözlemlendi. Tüm hücre kültürü görüntülemeleri Nikon alttan 

objektivli mikroskopla normal ışıkta, Toupview programı kullanılarak yapıldı. 

Farklılaşma sonu Kontrol grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi şekil 4.4 

göstermektedir. 

 

     

A) 192.saat sonunda (10X büyütme)  B) 192.saat sonunda (40X büyütme) 

Şekil 4.4. Farklılaşma sonu kontrol grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi 10X (A) ve 
40X (B) büyütmedeki görüntüleri. 

  
Kontrol grubundaki hücrelerin düzenli aralıklarla farklılaşma besiyerleri 

değiştirilerek 192. saatte (farklılaşmanın 6.gününde) 10X ve 40X büyütmelerde 

fotoğrafları çekildi. Hücrelerin büyük çoğunluğunun beklendiği gibi miyotüp 

oluşturduğu gözlemlendi (şekil 4.4). 

Farklılaşmanın sonu Melatonin grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi şekil 4.5 

göstermektedir. 
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A) 192.saat sonunda (10X büyütme ).  B) 192.saat sonunda (40X 

büyütme). 

Şekil 4.5. Farklılaşmanın sonu melatonin grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi 10X 
(A) ve 40X (B) büyütmede görüntüleri. 

 

Melatonin grubu hücrelerine 120-144 saatleri arasında 24 saat süre ile 100 

M melatonin uygulaması yapıldı. Bu uygulamanın sonunda tekrar hücreler taze 

farklılaşma besi yerinde 192. saate kadar tutuldu. Hücrelerin 192. saatte 

(farklılaşmanın 6.gününün sonunda) 10X ve 40X büyütmelerde fotoğrafları çekildi. Bu 

grupta da hücrelerin büyük çoğunluğunun beklendiği gibi miyotüp oluşturduğu 

gözlemlendi (şekil4.5). 

Farklılaşmanın sonu H2O2 grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi şekil 4.6 

göstermektedir. 
 

     

A) 192.saat sonunda (10X büyütme).  B) 192.saat sonunda(40X büyütme). 

Şekil 4.6. Farklılaşmanın sonu H2O2 grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi 10X (A) ve 
40X (B) büyütmede görüntüleri. 
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H2O2 grubu hücrelerine 144-168 saatleri arasında H2O2 24 saat süre ile 50 M 

konsantrasyonda uygulandı. Bu uygulamanın sonunda tekrar hücreler taze 

farklılaşma besi yerinde 192. saate kadar tutuldu. Hücrelerin 192. saatte 

(farklılaşmanın 6.gününün sonunda) 10X ve 40X büyütmelerde fotoğrafları çekildi. Bu 

grupda da hücrelerin büyük çoğunluğunun beklendiği gibi miyotüp oluşturduğu 

gözlemlendi. 

Farklılaşmanın sonu Melatonin+H2O2 grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi 

şekil 4.7 gösterilmektedir. 

    

A) 72 – 192 saat sonunda (10X büyütme) B) 72 – 192 saat sonunda (40X 
büyütme). 

Şekil 4.7. Farklılaşmanın sonu melatonin+H2O2 grubu C2C12 hücrelerinin morfolojisi 
10X (A) ve 40X (B) büyütmede görüntüleri. 

 
Melatonin+H2O2 grup hücrelerine 120-144 saatleri arasında melatonin 100 

M, devamında 144-168 saatleri arasında H2O2 50 M konsantrasyonda her biri 24 

saat şeklinde uygulandı. Bu uygulamaların sonunda tekrar hücreler taze farklılaşma 

besiyerinde 192. saate kadar tutuldu. Hücrelerin 192. saatte (farklılaşmanın 

6.gününün sonunda) 10X ve 40X büyütmelerde fotoğrafları çekildi. Bu grupta da 

hücrelerin büyük çoğunluğunun beklendiği gibi miyotüp oluşturduğu gözlemlendi. 
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4.3. Image J Programıyla Deney Gruplarının Morfolojik Değerlendirilmesi 

Farklılaşmanın 6. gününün sonunda  40X büyütmede çekilen fotograflar gereç 

ve yöntemlerde belirtildiği gibi image J programıyla değerlendirildi (Şekil 4.8). 

 

 

A.      B. 

Şekil 4.8. Image J programı ile miyotüp morfoloji ölçümü. 

 
A) Farklılaşmanın 6. gününün sonunda (192. saatte) 40X büyütmede gereç ve 

yöntemlerde belirtildiği gibi her bir mikroskop alanına düşen her bir myotüp 

parçasının uzunluğu şekildeki örnek miyotüp fiberde gösterildiği gibi % 100 

kabul edilerek 10 eşit parçaya bölünmüştür. Her miyotüp için çizilen bu çap 

çizgileri gereç ve yöntemlerde ayrıntısı verildiği gibi ortalama miyotüp  çap 

ölçümünde kullanılmıştır. Şeklin altındaki ölçek barın uzunluğu 200 m’dir. 

B) Image J tarafından hesaplanarak oluşturulan Şekil 4.8.A’daki örnek 

miyotüplerin Microsoft Excel programına aktarılmadan önceki ham data 

görünümü.  

İmage J programından elde edilen miyotüp morfolojik ölçüm dataları 

Microsoft Excel programına aktarıldı ( Şekil 4.9). 
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 A.

 

B. 

Şekil 4.9. İmage J programından elde edilen miyotüp morfolojik ölçüm datalarının 
Microsoft Excel programına aktarılması. Her bir 40X büyütmeli mikroskop 
görüntüsü içine düşen miyotüp kısımları F1, F2 vs şeklinde numaralanarak 
(A), gereç ve yöntemde ifade edildiği gibi program çıktısı her bir miyotüp 
için Microsoft Excel programına (B) aktarıldı (Şekil 4.9.B da miyotüpler, 
fiber olarak belirtilmiştir).  

 

Şekil 4.9 da örneği gösterilen, image J programındaki her bir grubun 9 farklı 

bölgesinden alınan ölçümlerin, enine kesit (uzunluk) eşdeğeri ve enine açıları 
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Microsoft Excel programına aktarıldı. Her bir miyotüp enine çapının ve açılarının 

ortalamaları ve standart sapma’lari hesaplandı (Örn; Fiber 1 ve 2). 

 

4.4. Deney Grupları Morfolojik Ölçüm Değerlerinin Karşılaştırılması 

Deney gruplarındaki hücre farklılaşmasının 6.gününün sonunda miyotüp çap 

ölçümlerinin ortalaması Şekil 4.10’de gösterilmiştir. 

  

 

Şekil 4.10. Deney gruplarının farklılaşmanın 6. gününün sonunda miyotüp çaplarının 
ölçüm ortalamaları ve standart (std) hata çizgileri (n=9). 

 

Deney grupların değerleri: Deney gruplarında ölçülen ortalama çaplar ve 

bunlara ilişkin ± standat sapmalar hesaplandı. Bu değerler K grubu (78,12 ± 7,61), M 

grubu (94,78 ± 17,68), H grubu (60,83 ± 6,89), (M+ H) grubu (86,69 ± 13,60) olarak 

tespit edildi. 
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Ortalama miyotüp çaplarının gruplar arası farklılıkları istatistiksel olarak 

değerlendirildi. İstatiksel değerlendirme için Oneway ANOVA testi kullanıldı. Anlamlı 

olarak p<0,05 kabul edildi. 

Tablo 4.3.’de iki yönlü ANOVA testin sonucunda gruplar arasındaki miyotüp 

çaplarının ortalamalarında istatiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunduğu 

(p≤0,000013) gösterilmektedir. 

 

Table 4.3. Deney grupları arasında yapılan Oneway ANOVA istatistiksel analiz 
sonucu. 

 

 

Deney gruplar arasında bulunan farkın değerlendirmesi Post Hoc test ile 

yapıldı (Tablo 4.4). Anlamlılık (Sig. değeri) değeri p≤0.05 altında olanlar o grupların 

farkının kendi arasında istatistiksel olarak anlamlı olduğunu göstermektedir. 
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Tablo 4.4. Gruplar arasındaki farklılıkları göstermek için çoklu karşılaştırma yapmak 
amacıyla yapılan Post Hoc test sonuçları. 

 

  

Yapılan istatiksel değerlendirme sonucunda 

1) K grubu ve H ve M gruplar arasında, miyotüp çapların ortalamaları arasında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık bulundu. K grubu ve (M+H) grubu arasındaki fark ise 

istatiksel olarak anlamlı bulunamadı. 

2) H grubu ve diğer gruplar arasında, miyotüp çaplarının ortalamaları arasında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık bulundu. 

3) M grubu ve K ve H grupları arasında, miyotüp çapların ortalamaları arasında 

istatiksel olarak  anlamlı farklılık bulundu; M grubu ve (M + H) grubu arasında,miyotüp 

çapların ortalamaları arasında istatiksel olarak anlamlı farklılık bulunamadı. 

4) (M+H) grubu ve H grubu arasında, çapların ortalamaları arasında istatiksel 

olarak anlamlı farklılık bulundu. 

5) (M+H) grubu ve K ve M grubu arasında, çapların ortalamaları arasında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık bulunamadı. 

Şekil 4.11’de Error Bar grafik gösteriminde deney gruplarının ortalama 

miyotüp çapları ve standart sapma’ları gösterilmiştir. 
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Şekil 4.11. Deney gruplarının ortalama miyotüp çapları ve SD değerlerinin “Eror Bar 
grafiği” şeklinde SPSS program çıktısı olarak gösterimi. 

Farklılaşmanın 6.gününün sonunda  deney gruplarındaki C2C12 hücrelerinden 

elde edilen total protein lizatlarının konsantrasyonları (TPL) Bradford yöntemiyle  

belirlendi (Şekil 4.12) 

 

4.5. Deney Gruplarından Elde Edilen Total Protein Lizatlarınındaki Protein 

Konsantrasyonların Belirlenmesi 

.  

Şekil 4.12. Biorad kiti protein standardları ile hazırlanan grafiğinin üzerinde deney 
gruplarının total kalpain-1 protein miktarlarının gösterimi.  
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Bu ölçüm için kullanılan Biorad kitinin protein standartlarının lineer ölçüm 

aralığı 1,25-20 g/ml idi. Konsantrasyonları bilinmeyen deney gruplarına ait TPL’daki 

protein konsantrasyonunun bu aralığa gelmesi için uygun şekilde sulandırıldı (Şekil 

4.12’ de belirtilen değerler 200 kat sulandırma ile bulunan değerlerdir). Yuvarlakla 

gösterilen değerler standart protein konsantrasyonlarını (mavi-yuvarlak), kare ile 

gösterilen değerler ise deney gruplarından elde edilen sulandırılmış TPL’ının protein 

konsantrasyonlarını (kırmızı-kare) göstermektedir (Şekil 4.12). 

Deney grupları için sulandırma sonrası hesaplanan TPL protein konsantrasyon 

değerleri aşağıda verilmiştir. 

K = 16,447 g/ml;  M = 16,409 g/ml;  H = 14,061 g/ml;  M+H = 17,764 g/ml 

4.6. Kalpain 1 Protein İfadelenmesinin Değerlendirilmesi ve Gruplar Arası 

Karşılaştırması  

Western blot görüntüleme Image Lab yazılımı aracılıyla yapıldı. Protein 

bantlar total protein normalizasyonu (TPN) metotoyla “Stain free blot” kullanarak 

değerlendirildi. Image Lab yazılımında protein bantlarının TPN metoduyla ölçüldü 

(Şekil 4.13).Western blot ile kalpain-1 proteinin iki farklı protein konsantrasyonu 

kullanılarak “Biorad ChemiDoc XRS” görüntüleme sisteminde Image Lab yazılımı 

kullanılarak görüntülendi (Şekil 4.14). 

  



57 

 

 

Şekil 4.13. Image Lab yazılımında protein bantlarının TPN metoduyla ölçümü. 

 

 

Şekil 4.14.Western blot ile kalpain-1 proteinin iki farklı protein konsantrasyonu 
kullanılarak “Biorad ChemiDoc XRS + görüntüleme sisteminde Image Lab 
yazılımı kullanılarak görüntülenmesi. 

 
Şekil 4.15’de deney gruplarında TPN ile normalize edilmiş kalpain-1 protein 

ifadelenme seviyesinin ortalaması belirtilmiştir. 
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Şekil 4.15. Deney gruplarının kalpain-1 protein ifadelenmesinin Rolatif Arbitrary 
Optic Density (AOD) ortalaması. Her grup için 2 tekrar yapılmıştır (n=2).  

 

Bir biyolojik tekrar ve 2 adet teknik tekrar yapıldığı için değerlerde istatiksel 

anlamlılık belirtilmemiştir.  

İki tekrarın ortalama relatif AOD değeri belirgin olarak, K grubunda diğer 

gruplara kıyasla daha düşük miktarda kalpain-1 protein ifadelenmesini 

göstermektedir. Diğer gruplar bu yönden ortalama değerleri üzerinden 

karşılaştırıldıklarında; H deney grubu önde olmak üzere M grubunda da buna yakın, 

M+H grubunun ise H ve M den daha düşük ortalama Kalpain-1 proteini ifade ettiği 

görülmektedir. 

4.7. TAS Sonuçlarının Değerlendirilmesi ve Gruplar Arası Karşılaştırması  

TAS değerleri için bir biyolojik tekrar ve 2 adet teknikal tekrar yapıldığı için 

değerlerde istatiksel anlamlılık belirtilmemiştir. Şekil 4.16’da 2 teknikal tekrarın 

ortalaması olan TAS değerleri grafik de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.16. Deney gruplarının ortalama TAS değerleri.  

 

Elde edilen TAS değerlerine göre 

H grubu en yüksek ortalama TAS değeri gösterirken, K grubu en düşük değeri 

göstermektedir. Bunun yanı sıra M grubunun ortalama TAS değeri M+H grubundan 

yüksektir.  

 

4.8. TOS Sonuçlarının Değerlendirilmesi ve Gruplar Arası Karşılaştırması 

TOS değerleri için bir biyolojik tekrar ve 2 adet teknikal tekrar yapıldığı için 

değerlerde istatiksel anlamlılık belirtilmemiştir. Şekil 4.17’da 2 teknikal tekrarın 

ortalaması olan TAS değerleri grafikte gösterilmiştir. 
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Şekil 4.17. Deney gruplarının ortalama TOS değerleri. 

 

Elde edilen TOS değerlerine göre 

H grubu en yüksek ortalama TOS değeri gösterirken K grubu en düşük değeri 

göstermektedir. Bunun yanı sıra M+H grubunun ortalama TOS değeri M grubundan 

yüksektir.  
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5.TARTIŞMA 

Çalışmamızın sonuçları, H2O2’in C2C12 hücrelerinde kas atrofisi 

oluşturduğunu ve melatoninin oluşan atrofiyi morfolojik olarak önlediğini 

göstermektedir. Kas atrofisi, hastalıkların yokluğunda kasın kullanılmamasına bağlı 

olarak da ortaya çıkabilir (22, 23). Kullanılmamaya bağlı atrofinin en önemli nedeninin 

oksidatif stres olduğu önceki araştırmalarda gösterilmiştir (61). Birçok in-vitro ve 

invivo araştırmada, kullanılmamaya bağlı atrofi oluşturmak için H2O2 kullanılmıştır 

(62-65). C2C12 fare miyoblast hücreleri kontraktil miyotüpler oluşturma ve 

karakteristik kas proteinleri üretme kapasitesine sahiplerdir (103). Bu özellikleri 

nedeniyle araştırmalarda in vitro olarak değişik kas modelleri oluşturmak için bu 

hücre hattı sıklıkla kullanılmaktadır (4, 70, 87). Bizim çalışmamızda da C2C12 hücre 

hattı bu özellikleri ve daha önce benzer çalışmalarda kullanılması nedeniyle 

kullanılmıştır.  

Araştırmada kullanılan aynı pasaj sayısında olan hücreler, büyüme ve 

farklılaşma süreçlerinde aynı koşullara maruz bırakılmışlardır. Bu nedenle gruplar 

arasında gözlenen farkın deney protokolünden kaynaklandığı ifade edilebilir. Daha 

önce yapılan bir araştırmada 25-50 m H2O2’in konsantrasiyondaki atrofi oluşturmak 

için uygun olduğu belirtilmiştir (4). Bizim çalışmamızda MTT deneyleri sonucunda 24 

saat süreyle 50 m H2O2’ye maruz bırakılan hücrelerin % 93,36 oranında canlılık 

göstermesi nedeniyle uygun doz olarak seçilmiştir. Bu dozda H2O2 uygulanan 

kullanılmamaya bağlı atrofi modelimizde miyotüp çaplarında kontrol grubuna göre % 

23 azalma gözlemlenmiştir. Literatürde miyotüp çapının azalması atrofi belirteci 

olarak kabul edilmektedir (107).   

Sivakumar ve arkadaşları tarafından 2015 yılında yapılan araştırmada (70), 

C2C12 hücre hattında, oksidatif stresi azaltmak için H2O2 uygulamadan önce 

antioksidan olarak sunphenon ve polyphenon kullanmaları neticesinde oksidatif stres 

belirteçlerinde azaldığı gösterilmiştir. Bu güçlü antioksidanların oksidatif strese bağlı 

kas atrofilerini azaltabileceklerini bu bulgular ışığında öne sürmüşlerdir. Son 

zamanlarda yapılan iki çalışmada C2C12 hücrelerinde melatoninin bir antioksidan ve 

anti-apoptotik molekül olarak görev yapabildiği gösterilmiştir (87, 113).  
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Melatoninin önemli koruyucu etkisi esasen serbest radikal temizleyici olarak 

yüksek potansiyeli, düşük toksisitesi ve su-organik ortamlarda geçirgenliği temelinde 

oluştuğu gösterilmiştir (7, 85, 114). Melatoninin antioksidan etkisi ve kas atrofisi 

üzerindeki pozitif etkileri önceki çalışmalarda gösterilmesine rağmen, kas atrofisinin 

morfolojik incelenmesi daha önce yapılan çalışmalarda bulunmamaktadır. Bizim 

çalışmamızda melatoninin C2C12 modelinde kas atrofisi üzerinde morfolojik etkisi ilk 

kez gösterilmiştir. MTT deneyleri sonucunda 100 m melatonine 24 saat süreyle 

maruz bırakılan C2C12 hücrelerinin % 95,72 canlı olduğu gösterilmiştir. Kullandığımız 

bu doz literatürde kullanılması önerilen doz ile uyumludur (87).  

Melatonin ve H2O2 uygulanan hücre grubunda sadece H2O2 uygulanan gruba 

göre morfolojik ölçümü olan miyotüp çap azalması tümü ile ortadan kalkmıştır. Bu 

bulgu daha önce melatoninin etkisini kas atrofisi üzerinde inceleyen araştırmalarla 

uyumludur (115, 116). Sadece melatonin uygulanan grubun fiber çapında, kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlenmiştir. Bu bulgumuz ile 

melatoninin atrofiyi önlemesinin yanı sıra C2C12 hücrelerinde hipertrofi yaptığı da ilk 

kez gösterilmiş olmaktadır.  

Yapılan önceki araştırmalarda kas atrofisinin başlaması miyofibriler 

proteinlerin degradasyonu sarkomer yapısının bütünlüğünün bozulması gerektiği 

ortaya konulmuştur. Bu bütünlüğü bozan etkenlerden özellikle kalpainlerin kas 

atrofisinde sarkomer bütünlüğünün bozulmasında önemli rol aldıkları (3) ve aynı 

zamanda kullanılmamaya bağlı atrofilerde kalpainlerin miktarı ve aktivitelerin arttığı 

ortaya konmuştur (20, 42, 43). Talbert ve arkadaşları 2013 yılındaki çalışmalarında 

(46) kalpain inhibisiyonunun sıçan soleus kasında kullanılmamaya bağlı atrofiyi 

önlemede yeterli olduğunu göstermişlerdir. Bununla beraber C2C12 hücre hattında 

atrofiyi önlemek için özellikle kalpainler arasında kalpain 1’in en önemli rolü oynadığı 

ve bu kalpainin aktivitesi ve miktarının azalmasıyla atrofinin %90 oranında gerilediği 

gösterilmiştir (4).  

Samantaray ve arkadaşları spinal kord hasarlı fare modelinde, melatoninle ön 

tedavinin kalpain protein düzeyi ve aktivitesinde de azalmaya sebep olduğunu 

göstermişlerdir (117). Chetsawang ve arkadaşları amfetaminin indüklendiği 
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sıçanlarda substansa nigrada meydana gelen dejeneratif süreçten kısmen kalpainin 

aktivasyonunun sorumlu olduğu kanıtlamışlardır ve melatoninin bu etkiyi kalpain 

miktar ve aktivitesini azaltarak tersine çevirebileceği göstermişlerdir (11).  

Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda melatoninin kas hücre hatlarında kalpain-

1 üzerine etkisi araştırılmamıştır. Biz çalışmamızda bu etkiyi C2C12 hücre hattında 

inceledik. Bu amaçla kalpain-1 protein miktarını western blot yöntemiyle deney 

gruplarında inceledik. Western blot sonuçlarına göre H, M ve M +H gruplarında 

kalpain-1 proteinin ifadelenme düzeyleri K grubuna kıyasla artış gözlemlenmiştir. Her 

ne kadar bizim bulgularımızda tekrar eksikliği nedeniyle istatistik anlamlılıkla ifade 

edilmemiş olsa da, kalpain-1 protein ifadelenmesinde H grubundaki artış, H2O2 

uygulandıktan sonra kalpain-1 gen ifadelenmesinin artığını gösteren çalışma ile 

uyumludur (70).  

Bulgularımız arasında öngörmediğimiz en dikkat çekeni, M grubundaki 

kalpain-1 protein ifadelenmesindeki artış olarak karşımıza çıkmaktadır. Bizim 

çalışmamızda western blot yöntemi ile elde edilen kalpain-1 protein ifadelenmesi 

Chetsawang ve arkadaşları tarafından 2017 yılında yapılan araştırma (11) ile ilk 

bakışta uyumluluk göstermese de, söz konusu sıçan çalışmasında kalpain-1 ile ilgili 

miktar ve aktivite sonuçları üzerinden tartışma yürütülmüştür. Bizim çalışmamızda 

kalpain-1 aktivitesi ile ilgili deneysel değerlendirme yapılmamıştır. Diğer önemli 

dikkat edilmesi gereken husus da Chetsawang ve arkadaşlarının sıçanlarda substantia 

nigrada kalpain-1 seviyesine sistemik dolaşıma subkutanöz olarak verilen melatonin 

cevabına bakmasıdır. Bizim deney şartlarımızda ise direk olarak hücre kültüründe 

melatonin uygulamasını takiben kalpain-1 protein ifadelenmesine bakılmıştır. 

Bulgularımız ışığında ilerde kalpain aktivitesiyle ilgili bir fikre sahip olmak için western 

blot aracıyla kalpain proteinin miktarı ile korele olarak kalpain aktivitesini ölçmek için 

literatürde yapıldığı gibi kalpainin oluşturduğu spektirin parçalanma ürünlerine 

(SBDP) bakılması veya total kalpain 1 düzeyinin yanı sıra aktif kalpain-1 (Cleaved 

Calpain-1) düzeyinede bakılmasının uygun olacağı düşünülmektedir (4, 11). M 

grubunda ilginç bir bulgu olarak gözlemlediğimiz kalpain-1 protein ifadelenmesinin 

artmasına sebep olabilen diğer bir varsayımımız da, deney protokolümüzde 
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melatonin uygulandıktan sonra morfolojik değerlendirme için miyotüp oluşumunun 

48 saat beklenme gereği ve sonrasında kalpain-1 protein ifadelenmesine bakılması 

olabilir. Bu artışı açıklayan bir başka düşünce de melatoninin C2C12 hücre hattında 

daha karmaşık bir yolağı kullanarak etki edebileceğidir. Bu varsayımları denetlemek 

için deneyin tekrarlanması ve bekleme sürecini 24 saat azaltarak yeni deney 

düzeneklerinin kurulması ve önceden ifade edildiği gibi western blot’la aktif kalpain 

1 ve/veya kalpain parçalama ürünlerine (SBDP) de bakılması öngörülmektedir. 

Daha önce yapılan bir araştırmada melatonin tedavisinin miyotüplerdeki 

antioksidan etkisini, antioksidan genlerin ifadelenmesini arttırarak yaptığı 

gözlemlenmiştir (88). Biz çalışmamızda hücrelerin deney sonunda redoks dengelerini 

belirlemek için, daha çok serum düzeyinde melatoninin redoks denge de etkisine 

bakan çalışmalarda kullanılan TAS ve TOS kitlerini kullandık (118, 119). Literatürde 

hücre hatlarında melatonin uygulanmasından sonra TAS ve TOS düzeylerinin 

incelenmesi yapılan hiç bir çalışmaya rastlamadık.  

Bizim çalışmamızda TAS miktarında M grubunda K grubuna göre artış 

göstermiştir. Bu melatoninin antioksidan olarak etki göstermesiyle uyumlu bir 

bulgudur. Bununla beraber H grubunda TAS düzeyi diğer gruplardan daha yüksek 

tespit edilmiştir. Deney protokolümüzde H2O2 uygulanmasından 24 saat sonra TAS ve 

TOS düzeyine bakılmıştır. Bu artış H2O2’a maruz kalan hücrelerde oksidatif stresi 

ortadan kaldırmak için hücre antioksidan düzeyinde redoks dengeyi sağlamak için 

oluştuğunu bildiğimiz rebound bir artış sonucu olabilir (120). Bu bulgumuz ile açığa 

çıkan antioksidan artışını daha iyi değerlendirebilmek için 24 saatlik H2O2 

uygulamasının sonrasında çeşitli aralıklarla TAS ve TOS düzeyine bakılabilir. Hayvanlar 

üzerinde yapılan bazı araştırmalarda melatonin uygulanması TAS düzeyinde anlamlı 

bir farklılık yaratmamıştır (118). Gene bazı hayvan çalışmalarında melatonin 

uygulanmasının TAS düzeyinde anlamlı bir artış sağladığı gözlemlenmiştir (119). M+H 

grubunun TAS değeri M ve H grubundan daha düşük olmasını oluşan oksidatif stresin 

rebound artışı sağlayacak düzeyde olmaması şeklinde yorumladık. 

Bizim çalışmamızda TOS düzeyinde H grubunda diğer gruplara göre artış 

görünmektedir. Bu çalışma öncesinde de öngördüğümüz cevap literatürle de 
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uyumludur (121). M grubu TOS düzeyi K grubuna göre artmıştır. Bu bulgumuz, Ossini 

ve arkadaşları tarafından 2000 yılında yapılan araştırmada melatoninin 

konsantrasyon ve inkübasyon süresine bağlı hücrelerde prooksidan etki 

gösterebileceği sonucu ile uyumludur. Söz konusu çalışmada daha çok glutatyon 

miktarı azalan hücrelerde bu durumun olduğu vurgulanmıştır (9). Aynı zamanda 2009 

yılında Cristofanon ve arkadaşları tarafından yapılan araştırmada (10) melatoninin 

U937 hücrelere uygulanan 1 mM konsantrasyonda prooksidan etki gösterebileceğini 

ortaya koymuştur.  

TAS ve TOS kitleri prensip olarak toplam antioksidan ve oksidan miktarını 

ölçerek bilgi vermekte, bu etkilerin detayını sorgulamak ise mümkün olmamaktadır. 

Bulgularımızda K grubuna göre M ve M+H gruplarında TOS değerlerinde artış 

olmasına karşın, bu artışın atrofik etki görmemesinin yanı sıra hipertrofik etki 

görülmesi bu etkilerin daha detaylı analizini gerektirmektedir. TAS çalışma prensibi 

ABTS radikalllerinin antioksidanlar tarafından indirgenmesi prensibine dayanır. TOS 

çalışma prensibi ise demir iyonları şelatlayıcı kompleksinin oksidanlar tarafından 

oksidasyonu iledir. Her iki ölçümde de oksidan ve  antioksidanların tipi 

belirlenmemektedir. Literatürde melatonin tedavisinde; GSH, katalaz ve hücresel 

SOD değişiminin farklı yolakları aktive ederek farklı sonuçlar doğurduğu ifade 

edilmiştir (9, 10). Bulgularımızın çağrıştırdığı muhtemel etkileşimin daha ayrıntılı 

açıklanabilmesi amacı ile yukarda belirtilen antioksidan enzimlerin yanı sıra 

malondialdehid (MDA) düzeyine de  bakılması ile doku hasarının bir göstergesi olan 

lipid peroksidasyonu etkisi ile aralarındaki korelasyon bazı çalışmalarda ifade edildiği 

gibi gösterilebilir (118).  

M+H grubu TOS düzeyi K ve M grubuna göre artmıştır. Ancak literatürde 

sıçanlarda radyasyona karşı melatoninin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, 

melatonin uygulanması ile TOS düzeyinde serumda anlamlı bir düşüş gözlemlenmiştir 

(119). Gene başka bir araştırmada Wistar sıçanlarda testis iskemi ve reperfüzyonuyla 

indüklemede önceden melatonine maruz bırakılan grupta serum TOS düzeyinde 

anlamlı bir farklılık gözlemlenmemiştir (118). Bizim çalışmamızda ilk defa melatoninin 
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hücresel düzeyde redoks dengesi üzerinde etkisine TAS ve TOS kiti kullanılarak 

bakılmıştır.   

Çalışmamızda M grubunun TOS miktarı K grubuna göre artışı ile birlikte 

kalpain-1 protein ifadelenmesinde de görülen artış; melatoninin C2C12 hücrelerinde 

görülen atrofinin önlenmesinde düşünülenlerin tersine, baskın olarak antioksidan 

etkisinden ziyade ayri bir yolağı  ve/veya multipotansiyel özelliklerini kullanarak 

oluşturduğunu düşünmekteyiz. Gene bulgularımızı açıklamada önemli bir 

limitasyonumuz da bizim deney protokolümüz gereği TAS/TOS ve kalpain-1 protein 

ifadelenme analizlerinin zamansal olarak geç yapılmasıdır. Bu analizlerin gecikerek 

yapılması limitasyonu, morfolojik değişimin beklenmesi yerine atrofik etki oluşumunu 

literatürde belirtildiği gibi kasta erken dönemde etkinleşen Atrogin 1 ve MURF 1 

genlerinin ifadelenme düzeylerine bakılmasıyla bir ölçüde önlenebilir (122). 

Kaur ve arkadaşları tarafından 2018 yılında yayınlanan çalışmada (123), 

kreatin kinaz, laktat dehidrojenaz gibi atrofinin biokimyasal belirtçlerinin, 

atrogenlerle beraber değerlendirilmesi atrofiyle ilgili daha detayli bilgi verebileceği 

gösterilmiştir. Bu analizlerin atrogenlerin ifadelenmesiyle beraber bakılması atrofinin 

daha detaylı değerlendirilmesi için uygun olabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

 H grubunun ortalama miyotüp çaplarında diğer gruplara (K, M, M+H) göre 

istatiksel olarak anlamlı bir düşüş gözlenmiştir. 

 M grubun ortalama miyotüp çapında, K ve H gruplarına göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir artış gözlenmiştir. 

 M grubunun K grubuna göre ortalama miyotüp çapındaki artış anlamlı 

bulunmuştur. Dolayısıla melatonin uygulamasının miyotüplerde hipertrofi 

yapması literatürde ilk defa bizim çalışmamızla ortaya konmuştur. 

 Çalışma grupları arasında ortalama miyotüp çapları arasındaki farklılık 

istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

 Western blot sonuçlarına göre H, M ve M +H gruplarında kalpain-1 proteinin 

ifadelenme düzeyinde K grubuna kıyasla artış gözlemlenmiştir. 

 H grubunda ortalama TOS miktarı diğer gruplardan daha yüksek çıkmıştır. 

 H grubundan sonraki ortalama TOS değerleri sırasıyla (M+H) ve M grubu iken 

en düşük ortalama TOS değeri K grubunda çıkmıştır. 

 Çalışmamızda ortalama TAS miktarının M grubunda K grubuna göre artışı 

gözlemlenmiştir. 

 En yüksek ortalama TAS değeri H grubunda çıkmıştır. 

 H grubundan sonraki ortalama TAS değerleri sırasıyla M ve (M+H)  grubu 

iken en düşük ortalama TAS değeri K grubunda gözlenmiştir. 

 Çalışmamızın sonuçlarına göre, H2O2’in C2C12 hücrelerde kas atrofisi 

oluşturduğunu ve melatoninin oluşan atrofiyi morfolojik olarak önlediğini 

gösterilmiştir. 

6.2. Öneriler 

 İlerde bu konuyla ilgili yapılabilecek çalışmalarda kalpain-1’in aktivite düzeyi 

hakkında da fikre sahip olmak için kalpain protein ifadelenme miktarı ile 

beraber kalpain aktivitesini ölçmek için kalpainin oluşturduğu spektirin 
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parçalanma ürünlerine (SBDP) bakılması veya total kalpain-1 düzeyi yanı sıra 

aktif kalpain-1 (Cleaved Calpain-1) düzeyine bakılmasının uygun olacağını 

düşünmekteyiz. 

 Deney protokolümüzde melatonin uygulandıktan sonra morfolojik 

değerlendirme için 48 saat beklenme gereği ve sonrasında kalpain-1 protein 

ifadelenmesinin değerlendirilmesinin sonuçları etkilememesi için n sayısını 

artırarak tekrarlanması ve bekleme sürecini 24 saat azaltarak zamansal 

faktörün etkisinin de ortaya konması önerilmektedir. 

 Hacettepe Üniversitesi tarafından desteklenen projemiz kapsamında devam 

eden çalışmada morfolojik değişimin beklenmesi yerine atrofik etki 

oluşumunu literatürde belirtildiği gibi kasta erken dönemde etkinleşen 

Atrogin 1 ve MURF 1 genlerinin ifadelenme düzeylerinin çalışılması 

planlanmaktadır. Böylece farklılaşmış C2C12 hücrelerinde atrofinin 

oluşturduğu morfolojiyi bekleme zorunluluğu olmadan atrofi yolağının 

uyarılması hakkında diğer parametrelerle beraber erken ön bilgi alınabileceği 

düşünülmektedir. 

 Literatürde melatonin tedavisinde; GSH, katalaz ve hücresel SOD değişiminin 

farklı yolakları aktive ederek farklı sonuçlar doğurduğu ifade edilmiştir. Bu 

antioksidan enzimlerin düzeyine bakmak da bu konuyu açıklığa kavuşturmak 

için önerilebilmektedir. 

 Bulgularımızın işaret ettiği muhtemel etkileşimin daha ayrıntılı 

açıklanabilmesi amacı ile antioksidan enzimlerin yanı sıra malondialdehyde 

(MDA) düzeyine de bakılması doku hasarının bir göstergesi olarak 

destekleyici bir bulgu olabilir. 
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