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OZET

KARIMISAKHVIDI, N., Hidrojen peroksite maruz kalan fare Miyoblast hiicre hattinda
olusan atrofiye, melatonin uygulanmasinin kalpain-1 ifadelenmesine ve atrofik
morfolojiye etkisinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Fizyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2018. Kas atrofilerinin en sik gorilen tipi
olan kullanilmamaya bagli kas atrofisinin olusumunda oksidatif stresin temel etken
oldugu bilinmektedir. Bu etkiyi ortadan kaldirmak amaci ile ¢alisilan gesitli tedavi
secenekleri mevcuttur. Oksidatif stres ile olusan en 6nemli ilk hasarin kalpain-1 gibi
proteazlar ile olusturulan kontraktil protein btlinlGglinin bozulmasi ¢esitli
arastirmalarda ortaya konmustur. Oksidatif strese bagli atrofiyi 6nlemede etkinligi
gosterilen bir tedavi segenegide antioksidan uygulamalaridir. Antioksidanlar iginde de
melatonin gibi mitokondri hedefleyen antioksidanlar grubunun daha etkili bir tedavi
secenegi One cikmaktadir. Bizim calismamizda bu noktada literartire ilk olarak
melatonin uygulamasinin kalpain-1 proteazinin ifadesi lizerine etkisi ve melatoninin
redoks dengeleri ve morfoloji lzerinde etkileri diizeyinde katki saglamasi igin
planlanmistir. Calismamizda oksidatif stres olusturmak icin H,O; kullanildi. Ayni
kosullarda ve ayni pasaj sayisinda olan C2C12 hiicrelerinden 4 grup olusturuldu. K
(Kontrol), M (Melatonin), H (H20;), M+H (Melatonin+ H,0;) gruplari deney
protokolliinde belirtildigi gibi olusturularak morfolojik degerlendirme igin
miyotuplerin caplari 6lclildi. Morfolojik degerlendirmede gruplar arasinda anlamli
farkhlik gosterildi (p<0,05). Morfolojik degerlendirme sonrasi total protein
lizatlarindan Kalpain-1 protein miktarlari 6l¢lildi. Kalpain 1 protein miktarinin K
grubunda diger gruplara gore daha az olarak gozlemlendi. Hiicrelerin antioksidan,
oksidan durumunu belirtmek igin TAS ve TOS kitleri kullanildi. H grubunda TOS miktari
diger gruplardan daha yliksek bulundu. Rebound etki ile aciklanabilen en yiiksek
ortalama TAS degeri H grubunda goriildii. Bu sonuglar, H,0'in C2C12 hiicrelerde kas
atrofisi olusturdugunu ve melatoninin olusan atrofiyi morfolojik olarak onledigini
gostermektedir. Melatoninin kas atrofisini 6nlemesinde kalpain-1 protein etkisi
haricinde baska bir mekanizmaninda rol alabilecegi sonucuna varildi. Bu etkinin daha
iyi aciklanabilmesi icin islevsel calismalarin yiritilmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kas atrofisi, Kalpain-1, Melatonin, Mitokondri hedefli
antioksidanlar, Redoks dengesi
Destekleyen kurulus: Calismamiz Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Birimi (Hizh Destek Projesi -16063) tarafindan desteklenmistir.
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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 H,0; 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 (H202), M + H
(Melatonin+H,0;) 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 H,0; 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
Supported organization: Our study was supported by Scientific Research Unit of
Hacettepe University (Fast Support Project - 16063)
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Sayfa
Kas hiicresinin embriyonik donemde farklilagmasi. 4
iskelet kasinin yapisi. 5

Kas atrofisine kargi koymak icin dnemli tedavi hedefleri olan sinyal
modiilleri. Yolaklarin gogu AKT-mTOR-FoxO modiliinde ortaklanmis bir
yola yonlendirilir. Noktali ¢izgiler henliz ayrintilari tam kesfedilmemis
yolaklara isaret eder.

Kas liflerinin boyutunu kontrol eden ana yolaklar. Protein sentezi ve
degradasyonu, bircogu ortak ara maddelerle veya birbiriyle capraz-
karismada birlesen bir¢cok farklh uyaran tarafindan diizenlenir. Burada
gosterilen bilesenlerin bircogu kas hastaliklarinda umut verici terapotik
hedeflerdir. Noktali gizgiler, heniiz tam olarak tanimlanmamis yetiskin
iskelet kasindaki molekller mekanizmalari ve roli olan yollari
gostermektedir. GR, glukokortikoid reseptdérini isaret eder.

IGF1-AKT yolunu kontrol eden dabhili geri bildirim yolaklari. IGF1-AKT

yolunu kontrol eden dahili geri bildirim donglleri kirmizi ile gosterilmistir.

Noktali ¢izgi, AKT'nin mTOR Uzerindeki etkisinin dolayli oldugunu
gostermektedir.

Ubikitin-Proteazom Yolagi (UPP)

Otofaji-Lizozom sistemi.

Kastaki miyofibrilleri yikim icin yénlendiren temel mekanizma. A.
Kalpainler gogunlukla pargalanmamis miyofilamentlerin Z gizgisinde
bulunurlar.B. Kalpainler aktif hale gelince Z diskin yanindaki bolgelerde
bulunan Titin ve Nebulin gibi hiicre iskeletinin proteinlerini ard arda
parcalayabilir ve myofilamenlerin ayrilmasina sebep olabilirler. C.
Miyofilamenler, miyofibrillerden serbestlesirler. D. Polipeptidler ve
polipeptidlerin fragmanlari proteazom tarafindan amino asitlere
parcalanirlar.

Melatoninin sentez basamaklari.
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1.GiRiS

Kaslar, viicuttaki en buyik proteinlerin bulundugu bolgedir. Kas atrofisinde;
kas hiicresindeki organellerde, proteinlerde ve sitoplazmada azalma olur. Buna bagli
olarak lif capinda, kuvvet Uretiminde ve yorulmaya karsi direngte azalma meydana
gelir. iskelet kasinda yer alan proteinlerin asiri miktarda yikilmasi ve ardindan ortaya
ctkan kas kitlesindeki azalma; gerek fonksiyon kayiplarina gerekse eneriji
metabolizmalarinda hasarlara sebep olarak morbidite ve mortalitede artisa neden
olmaktadir (1). Bununla birlikte, kas kitlesindeki bu kayip bircok farkh tedavinin
etkinligini de zayiflatabilir. Bu nedenle atrofinin dnlemesi ve tedavisinin bulunmasi
icin yapilan molekuler ¢alismalarla kas atrofisinin dnlenmesi ve/veya azaltilmasina
yonelik stratejilerin gelistirilmesi hayati 6nem saglamaktadir (2, 3).

Fare C2C12 kas hiicre hatti, atrofi mekanizmalarinin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan bir hiicre hatti modelidir (4). Birgcok kas atrofisinde oksidatif
stresin direkt ve indirekt etkileri kismen bilinmektedir (5). Bu etkilenmede oksidatif
stresin temel kaynagi agirlikli olarak elekron transportu sirasinda mitokondride
elektron kacaklari sonucu olusan oksijen radikali, hidrojen peroksit radikali ve
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tirleri olduklari belirtilmistir (6). Hlicrenin maruz
kaldig1 oksidatif stress diizeyine gbére bu mekanizmalarin etkinligi ve sonuglari
degismektedir. Bu etkilerin diizenlenmesi ile ilgili mekanizmalar ve etkin yolak ve
molekdillerin tanimlanmasi atrofinin yikici etkilerini énlemek i¢in yogun sekilde
cahisilmaktadir. Kas hicresinin atrofisinde 6nemli bir mekanizma olan ubikitin-
proteazom yolaginin aktive olmasi i¢in kas kontraktil proteinlerinin bu mekanizma
oncesi kalsiyum bagimli proteaz sistemi ile bitinlGglinin bozulmasi gerektigi gecmis
calismalarda belirtilmistir (3). Oksidatif strese maruz kalan C2C12 kas hiicrelerinde en
etkin proteazlar olarak kalpain-1 aktivasyonu McClung ve arkadaslari tarafindan
yapilan calismada gosterilmistir (4). Melatoninin oksidatif strese maruz kalan
dokularda hiicrenin canli kalmasina katki sagladigi bilinmektedir. Bu etkisini diger
antioksidanlardan farkli olarak hiicre ve mitokondriicinde daha fazla yogunlasmasiyla
sagladigl distinilmekte ve bu nedenle “mitokondrial targeted antioxidant (MTA)”

grubu icinde sayilmaktadir. Ayni zamanda melatoninin metabolitlerininde



antioksidan etkide oldugu ve gesitli mekanizmalarla bu etkiyi sagladigi gdsterilmistir.
Bu etkilerinden bazilari soyle siralanabilir; MTA olarak belirgin radikal temizleyici
(scavenger) etkisi, antioksidan gen ifadesini artirmasi, mitokondrial permeabilite
transition pore (MPTP) inhibisyonu sonucu sitokrom C (Cyt-C)'nin sitoplazmaya
gecisinin engellenmesi ile aktif kaspaz-3’in olusmasinin dnlenmesi (7), mitokondri i¢
zar1 Uzerindeki Uncouping Proteinlerinleri (UCPs) (zerine etkisiyle mitokondri
fonksiyonunun diizenlenmesi ile mitokondri kaynakli oksijen radikali olusumunu
azaltmasi (8). Ayni zamanda melatoninin artan konsantrasyon ve inkiibasyon siiresine
bagl prooksidan etki gosterebilecegi bazi ¢alismalarda belirtilmistir (9, 10). Son
zamanlarda yapilan galismalarda oksidatif strese maruz birakilan bazi hiicre hatlari ve
hayvan calismalarinda melatoninle 6n tedavi yapildigi zaman kalpain aktivitesi ve
diizeyinin azaldigi gosterilmistir (11). Melatonin bir diger etkisi ubikitin-proteazom
yolaginda inhibitor etki gostermesi olarak ifade edilmistir (12).

Bu ¢alismada biz C2C12 kas hicrelerinde oksidatif stresle tetiklenen atrofiye
baglh morfolojik degisimi melatonin tedavisinin ne olcide etkilendigini, kalpain-1
ifadelenmesinin bu siirecte ne derecede degistigini ve C2C12 hiicrelerinin redoks

dengesinin nasil degistirildigini ortaya koymayi amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. iskelet Kasi ve islevleri

insan viicudunda 500’den fazla iskelet kasi bulunur. iskelet sistemine
baglanan ve destekleyen konumda olan bu kaslar sinir sistemi tarafindan kontrol
edilir (13). Kas kitlesi normal eriskin insan viicudunun % 40-50'sini olusturur ve
memelilerde metabolizma kontroliinde dnemli rol oynar. iskelet kasi viicudun istemli
hareketini saglayan organimizdir. Kas hiicresi; hareket, mekanik gerilim Gretimi ve bu
gerilimi sturdirmek icin ¢cok organize bir yapiya sahiptir. Kas hiicresinin en kiguk
fonksiyonel yapisi sarkomer olarak adlandirilir. Bir kas hiicresi sarkomerlerin pes pese
dizilmesinden olusur. Sarkomer igerisinde dizenli bir sekilde kontraktil proteinler
paketlenmis islevsel bir yapi olarak gorev yaparlar. Miyozin iplikleri sarkomerin
merkezinde ve aktin iplikleri periferde yer alirlar (14).

Sarkomerler iskelet kasinin kasilma ve gevsemesinden sorumlu en kigulk
fonksiyonel yapilardir. Bu viicudun kiiclik ve zarif, glicli ve bliylk hareketler seklinde
cok cesitli hizli/yavas ve de esnek olan hareketler yapmasini saglar. iskelet kaslari tim
istemli hareketlerden sorumludur ve optimal fiziksel performans icin esastirlar.
Motor (nite kaybi, lif tipi degisiklikleri, kas lifi atrofisi ve dlsik néromuskiler
aktivasyon gibi fizyolojik degisiklikler hareketlerin hizini ve kas tarafindan tretilen
glcu etkiler. Bu degisiklikler de azalmis fiziksel performans ve fonksiyonel gligsiizliige
neden olabilir (15). iskelet kaslari sadece fiziksel performanstan sorumlu degildir.
Hayat boyu optimal saglikli yasam sirdirilmesine de 6nemli katkida bulunurlar.
Ornegin; iskelet kaslari degisik metabolik yolaklarda rol alirlar. iskelet kaslari insiiline
bagh glukoz alimininda birinci derece etkili olduklarindan, glukoz homeostazini
surdirmek icin kiritik dGneme sahiptirler (16). Kaslar yag asidi metabolizmasi ve
glikojen sentezi gibi degisik metabolik fonksiyonlara da katilirlar. Bu nedenle iskelet
kaslarinda olusan metabolik bozuklular, insiilin direnci, metabolik sendrom ve
sismanliga sebep olabilir (17). Ayrica, kaslar salgiladiklari miyokinler araciligi ile diger
organlarla iletisim kurarak parakrin veya endokrin etkiler de gosterebilirler.

Miyokinler, kemik, pankreas, karaciger ve yag dokusu gibi farkli dokularin metabolik



fonksiyonlarini desteklerler (18). iskelet kasinin kendi metabolik fonksiyonu ve
miyokinlerin rolii hayat boyunca optimal saglikhligi korumak igin kaslarin énemini

gostermektedir (13).
2.2. iskelet Kasinin Farklilasmasi

iskelet kas hiicreleri embriyoda bulunan miyoblastlarin fiizyonuyla olusur.
Miyoblastlar farkhlasmamis tek ¢ekirdeli mezodermal hiicrelerdir (Sekil 2.1). Her bir
kas lifi kasin bir ucundan diger ucuna kadar uzanan kas hicreleridir. Bu hiicreler ¢ok
cekirdekli kasilma dniteleridir. iskelet kasi ¢ok fazla damar ve sinire sahip bag
dokusuyla sarili bir organdir. Her bir kas lifi birka¢ yiz ile birkag bin arasinda degisen
miyofibril icerir (Sekil 2.2). Her miyofibrilde yan yana yaklasik 1500 miyozin ipligi ve
3000 aktin ipligi bulunur. Bunlar kas kasilmasindan sorumlu olan blyuk polarize
proteinlerdir. Miyozin ve aktin ipliklerinin kismen igice girmesi nedeniyle miyofibriller
birbirini izleyen koyu ve agik bantlari olustururlar (19). Kas hicreleri 10-100 um
capinda ve ortalama birka¢ santimetre uzunlugunda, ylzlerce cekirdek iceren

muazzam yapilardir (3, 14).
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Sekil 2.1. Kas hiicresinin embriyonik dénemde farklilagmasi.
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Sekil 2.2. iskelet kasinin yapisi.

2.3. iskelet Kasinin Plastisitesi

iskelet kaslarinin yapilari ve islevsel 6zellikleri viicudun ihtiyaglarini karsilamak
icin degisebilir. Ornegin; egzersiz veya inaktivite gibi metabolik talep degisikliklerine
yanit olarak kas kitlesi artabilir ya da azalabilir. iskelet kasinin kisitl ¢cogalma
kapasitesi nedeniyle kas boyutunun diizenlenmesi, protein sentezi ve protein yikimi
arasindaki dengeyle belirlenir. Asirt mekanik yiik veya anabolik hormonlarin uyarisi,
dengeyi protein sentezine dogru kaydirip lif capinda artisla olusan hipertrofiye neden
olurken, katabolik kosullarda protein yikimi protein sentezinden fazla oldugu icin kas

glcslizluglne ve kas atrofisine yol acar (2).
2.3.1. iskelet Kas Kitlesinin Korunma Yolaklari

Kas kiitlesi esas olarak iki Gnemli yolakla kontrol edilir:

1) Donusturtct buyume faktoéri Beta / Smad (TGFB / Smad) yolagi

2) insulin benzeri bilyiime faktér 1- Serin / treonin spesifik protein kinaz-
MammalianTarget Of Rapamycin- Forkhead box O (IGF1-AKT-mTOR-FoxO) yolagi

TGF-B stper ligand ailesi, Smad transkripsiyon faktorleri araciligiyla kas

boyutunu duzenler (20). Smad 1/5/8 anabolik genleri dlizenlerken, Smad2/3



katabolik genleri kontrol eder (21). IGF1-AKT-mTOR ekseni, ayni anda FoxOs
transkripsiyon faktorleri ve protein yikim vyollarini bloke ederken translasyonel

mekanizmayi uyararak protein sentezini arttirir(Sekil 2.3) (20).
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Sekil 2.3. Kas atrofisine karsi koymak icin 6nemli tedavi hedefleri olan sinyal
modyilleri. Yolaklarin ¢cogu AKT-mTOR-FoxO modiliinde ortaklanmis bir
yola yonlendirilir. Noktali gizgiler heniiz ayrintilari tam kesfedilmemis
yolaklara isaret eder (20).

2.4. Kas Atrofisi

Kas kitlesinin % 5-10'unun istemsiz kaybi olarak tanimlanan iskelet kasi
atrofisinde; kas hilicresindeki organeller, protein ve sitoplazmasinda azalma olur.
Bunlarin sonucunda da lif capinda, kuvvet Uretiminde ve yorulmaya karsi direncgte
azalma meydana gelir. Bazi patolojik durumlarda iskelet kas atrofisi olusur. Bunlara
ornek olarak; denervasyon, AIDS, kanser, diyabet, kalp ve bobrek hastaliklarina bagh
ve yaslanma sirecinde gelisen atrofiler verilebilir (2). Kas atrofisi, hastaliklarin
yoklugunda kasin kullanilmamasina bagh olarak da ortaya cikabilir (22, 23). Kas
atrofisi yasam kalitesinin dlismesine ve mortalitenin artmasina blylk ol¢lide katkida
bulunur. Bu nedenle kas atrofisinin molekiler yolaklarinin anlasilmasi icin yapilan
arastirmalar kas atrofisi Uzerindeki klinik sonuclari iyilestirmek, saglik sistemi
Uzerindeki yikl azaltmak ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi icin gereklidir (3).
Hiicrenin proteolitik sistemlerinin aktivasyonu transkripsiyonel olarak diizenlenmis
ve bazi genlerin ifade artisi ve azalisi atrofi siirecinde tespit edilmistir. Bu baglamda

atrofide regulasyona ugrayan genler atrogenler olarak adlandirilmistir (24-27). Atrofi



ile iliskili ifade artisi saptanmis olan genler arasinda ubikitin-proteazom ve otofaji-
lizozom yolaklarina/sistemlerine ait genler mevcuttur. Bu genler normal zamanlarda
AKT’nin FoXO lizerindeki inhibe edici etkisiyle inaktif halde olarak bulunurlar (28-31).
Bu bulgular atrofinin 6zel sinyal yolaklari ve transkripsiyonel programlar araciligiyla
kontrol edilen aktif bir stre¢ oldugunu gostermistir. Kas atrofisinde en fazla ifade
artisi saptanan genlerin basinda Atrojin-1 (MAFbx olarak da bilinir) ve MuRF1 E3

ligazlarini kodlayan genler oldugu ¢cogu ¢alismada gosterilmistir (1, 24, 25).
2.4.1. Kas Atrofisini Dilizenleyen Sinyal Yolaklari

Bircok yeni bulgu, miyofibrillerin boyutu ve iskelet kasinin kasiima
performansinin dizenlenmesinde kompleks senaryolarin ve karmasik sinyal
yolaklarinin roli oldugunu gostermistir (Sekil 2.4). Bu farkli yollar ilging bir sekilde
birbirine karisir ve farkli seviyelerde protein sentezi ve yikimini koordine etmede

birbirlerini modile eder (1).
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Sekil 2.4. Kas liflerinin boyutunu kontrol eden ana yolaklar. Protein sentezi ve
degradasyonu, bircogu ortak ara maddelerle veya birbiriyle capraz-
karismada birlesen bircok farkl uyaran tarafindan diizenlenir. Burada
gosterilen bilesenlerin bircogu kas hastaliklarinda umut verici terapotik
hedeflerdir. Noktali gizgiler, heniiz tam olarak tanimlanmamis yetiskin
iskelet kasindaki molekiiler mekanizmalari ve rolii olan yollari
gostermektedir. GR, glukokortikoid reseptoriini isaret eder (1).



Kas atrofisinde 4 major yolaktan s6z edilebilir :

1. insulin benzeri biiyiime faktér 1- Serin / treonin spesifik protein kinaz -
Forkhead box O (IGF1-AKT-FoxO) yolagilGF1, dolasimdaki bir blylime faktoriadir.
Ayrica iskelet kasi da dahil olmak Uzere bircok doku tarafindan yerel olarak uretilir
(32) Sekil 2.5 de IGF1-AKT yolunu kontrol eden dahili geri bildirim yolaklari
gosterilmistir.

2. Myostatin yolagi

TGFB ailesinin bir Gyesi olan miyostatin, agirlikli olarak iskelet kasi tarafindan
ifade edilip, salgilanir ve kas blylmesinin negatif bir diizenleyicisi olarak islev gorr.

3. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B (NFkB) yolagi

Bagisiklik ve inflamasyon da major rol oynayan NFkB, iskelet kasinda da ifade
edilir. Transkripsiyon faktorleri, ayni zamanda inflamatuar sitokinlerin 6zellikle timor
nekroz faktori-a (TNFa) etkisine aracilik edip kas atrofisine sebep olur.

4. Glukokortikoidlerin (1) etkiledigi yolaklar.

Glukokortikoid duzeyleri, kas kaybiyla iliskili bircok patolojik durumda
artmaktadir. Glukokortikoid tedavisi, hiicre kiltlirii ve in vivo olarak Atrojin-1 ve

MuRF1 ifadelenmesini artirip ve kas atrofisini indikler.(1).
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Sekil 2.5. IGF1-AKT yolunu kontrol eden dahili geri bildirim yolaklari. IGF1-AKT
yolunu kontrol eden dahili geri bildirim dongilleri kirmizi ile gosterilmistir.
Noktal ¢izgi, AKT'nin mTOR Uzerindeki etkisinin dolayli oldugunu
gostermektedir (32).



2.4.2. Kas Atrofisinde Aktive Olan Proteolitik Yolaklar

iskelet kasinin atrofisi sirasinda iki proteolitik ana yolak atrogenler (atrofide
ifade artisina ugrayan genler) araciliyla aktive edilir.

1. Ubikitin-Proteazom yolag (UPP), agirlkli olarak miyofibriler proteinleri
pargalar(Sekil 2.6).

2. Otofaji-lizozom sistemi, disfonksiyonel organelleri, protein agregantlarini
ve bozulmus toksik proteinleri ortadan kaldirir. 3 Tip otofaji gosterilmistir;
Makrootofaji, mikrootofaji, saperon aracil otofaji (Sekil2.7).

Otofaji yillar 6nce tanimlanmasina ragmen atrofi sirasinda kas proteini
yikimina olan ilgisi uzun bir sire belirlenememistir. Erken kanitlar, lizozomal
degradasyonun denerve kasta protein yikimina katkida bulundugunu
gostermektedir. Ayrica kas atrofisi sirasinda bir lizozomal proteaz olan Katepsin-L'in

ifadelenmesinde artis gézlemlenmistir (20).
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Sekil 2.6. Ubikitin-Proteazom Yolagi (UPP)
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Sekil 2.7. Otofaji-Lizozom sistemi.
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UPP Yolagi

Protein homeostazinin ubikitin-proteazom yolagi ile diizenlenmesi esas olarak
retikllosit lizatlarindaki denatiire globin degradasyonunu inceleyen Ciehanover ve
arkadaslari tarafindan kesfedilmistir (33, 34). Onlarin g¢alismalari sayesinde
proteinlerin parcalanmalari icin, daha sonra ubikitin olarak tanimlanan ATP bagimli
proteolitik faktor-1'e (APF-1) gerek duyduklari kanitlanmistir (35).

UPP vyolaginin temel o0zelligi, proteinlerin proteazoma girmeleri igin
poliubikitin zincirleriyle etiketlenmeleri gerekliligidir. Proteazom, tubil seklinde ¢ok
alt Unite ve proteolitik enzimlere sahip olan bir protein kompleksidir (26S
proteazom). Bu kompleks bir cekirdek (20S core) ve her iki ucundan birer
diizenleyiciden (19S core) olusmustur (36-38). Proteinlere ubikitinin eklenmesinin
hassas bir sekilde modiile edildigi diustinGlmektedir. Bu islem icin lg¢ farkh bilesen
gerekir; E1 (ubikitin aktive edici enzim), E2 (ubikitin konjuge edici enzim) ve E3
(ubikitin baglama enzimi) (33, 39). UPP yolagi aracili protein yikimi secici bir strectir,
burada E3 ligaz hiz kisitlayici basamaktir (34). Ubikitin 6nce ubikitin aktive edici
enzimle (E1) aktive olur, sonra E2 enzime transfer olur ve E3, E2 den aktive edilmis
ubikitin formunu lizin rezidisiine aktarir. E3 enzimleri, substratin amino terminal
kalintisi, spesifik fosforile edilmis alanlari veya imha kutusu (destruction box) gibi
bircok vyapisal motifi taniyabildikleri icin substrat 0Ozgulliginin birincil
belirleyicisidirler (40). Ozellesmis E3 enzimleri proteinlerin belirli kisimlarini
ubikitinlegstirir, dolayisiyla E3 ligazlar proteazoma yikim igin hangi proteinlerin
hedeflendigini belirlemede 6nemli rol oynamaktadir (3).

UPP sisteminin kontraktil protein proteolizinin %80’ninden sorumlu oldugu
gosterilmistir (41).

Deneysel hayvan modelleri ve hastalar Gzerinde yapilan arastirmalar yogun
hacimde kas proteini yikiminin yani sira dnemli bir bulgu olarak, UPP yolaginin
atrofiyle ilgili katabolik kosullarda aktiflestigini gostermistir (1, 42). Proteazom sadece
sarkomer proteinlerini monomerik formda (Ornegin alfa aktinin) parcalayabilir.
Ancak aktomiyozin kompleksi halinde (kas proteinlerinin %50-70’inden sorumludur)

(37) veya bozulmamis miyofibril halinde daha kararli olduklari icin UPP yolagiyla
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yikima ugrayamazlar. Proteazomun biliylk olmasina ragmen sarkomerin igerisine
girememesi yani sira aktif bolgeler iceren proteazomun merkez bosluguna giris ¢api
sadece 10-13 A’diir ve, gapi 10-100 um arasinda degisen miyofibrillerin girisi icin cok
dardir. Kaspaz-3, aktomiyozini in vitro ve kas hiicrelerinde pargalamaktadir. Kaspaz-3
aktiflesmesiyle ortaya ¢ikan Grlinler UPP araciliyla hizli bir bicimde parcalanirlar.
Kaspaz-3  aktivitesinin  uyarilmasinin  kasta bazal protein  donglsinin
diizenlenmesinden ziyade katabolik kosullarda da rol oynadigini distunilmektedir
(43). Kas atrofisinin baslamasi igcin miyofibriler proteinlerin degradasyonu ve bunun
icin sarkomer yapisinin bitinliglinin bozulmasi gerekir. Ortaya konan kanitlar,
kalpainlerin de kas atrofisinde gorilen proteolizin diizenlemesinde ve sarkomer
bitlinliglnin bozulmasinda 6nemli rol oynadiklarini gostermistir. Dolayisiyla
kalpainler ve UPP yolagi kas proteinlerinin protelizi izerinde sinerjik etkiye sahiptirler
ve kalpainler kas atrofisi sirasinda UPP yolaginin aktiflesmesinde pozitif etki yaparlar
(3).

iskelet kasi proteinlerini; miyofibriler proteinler, sarkoplazmik proteinler,
stroma proteinleri olarak 3 gruba ayirabiliriz. Miyofibriler proteinler en buliyik iskelet
kasi proteinleridirler ve kasin kasilma fonksiyonundan sorumludurlar. Kasin kasilma
fonksiyonunu yapabilmesi icin miyofibrillerin kas hiicresi icerisinde ara vermeksizin
hlcrenin basindan sonuna kadar devam etmeleri gerekir. Bu nedenle miyofibriler
proteinlerin yenilenmesinde bu yapinin bozulmamasi gerekir. Bu mekanizma, farkli
metabolik  kosullardaki  atrofik  kaslarin, ¢aplarinin  daha  kiiglilmesinin
gozlemlemesiyle tutarhdir (44). Miyofibriler proteinler sarkomer proteinleri (miyosin,
aktin gibi.) ve sitoskeletal proteinlerden ( vimentin , desmin gibi.) olusmustur.
Desmin, vimentin, distrofin, filamin gibi sitoskeletal proteinlerin hepsinin ve
sarkomer proteinlerinin in vivo veya in vitro kalpain substratlari oldugu
tanimlanmistir. Kalpainlerin bu kritik sitoskeletal proteinler (zerindeki gigli
parcalama aktiviteleri nedeniyle (45). miyofilamentlerin miyofibrillerin ylizeyinden

serbest kalmalarinda kalpainlerin sorumlu olabilecegi 6ne stiriimusdir (45).
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2.5. Kalpainler ve Kaspazlar

Talbert ve arkadaslari tarafindan 2013 yilinda yapilan bir arastirmada, kalpain
veya kaspaz-3 inhibisyonunun Soleus kasinin kullanilmamaya bagli atrofisini 6nlemek
icin yeterli oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira ilk kez ekstremite kaslarinda kalpain
ve kaspaz-3’Un birbirlerini dizenleyici bir mekanizmasi oldugu gosterilmistir. Bu
mekanizma ile, kalpain kaspaz-3 yapiminin uyarabildigi gibi aktif kaspaz-3 ve kalpain

aktivasyonunu da baslatabilir denmistir (46).

2.5.1.Kaspazlar

Kaspazlar, ileri derecede 0Ozellesmis aspartata 6zgi sistein proteazlarindan
olusan bir aileye aittir ve c¢ok hiicreli organizmalarda bulunan interlokin-1B
donustiricli enzim ailesinin Uyeleridirler (47). Kaspaz gen ailesi, inflamatuar
kaspazlar ve apoptotik kaspazlar olmak lzere iki ana alt gruba ayrilirlar. Apoptotik
kaspazlar kendi icinde ayrica baslatici kaspazlar ve uygulayici kaspazlar olmak lzere
iki alt gruba ayrilmistir. Kaspazlar, hiicre kaderinin tespiti, bagisikligin dizenlenmesi
yani sira hicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu igin intraselliiler apoptotik
sinyalleri indikledigi gibi hiicre transdiiksiyonu ve amplifikasyonunda da merkezi bir

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

2.5.2. Kalpainler

Kalpainler tim omurgallarda bulunan kalsiyum bagimli sistein proteazlardir.
Hicre ici cesitli hiicresel sireclerdeki rollerine 6rnek olarak; sitoskeletal yeniden
sekillendirme, sinyal iletimi ve apoptoziste énemli rol oynamasi verilebilir (50).
Kalpain ailesi 14 liyeden olusmasina karsin kas dokusunda esas olarak ti¢ farkl kalpain
belirlenmistir. Bunlar kalpain 1 ve 2 (1 ve m kalpain) ve kalpain 3’tlr. Kalpain 1 ve 2
kalsiyuma bagli sensiviteleri noktasinda degisiklik gosterir. Kalpain 1, 5-50 uM
kalsiyum konsantrasyonuna daha duyarh iken kalpain 2, 250-1000 pM kalsiyum
konsantrasyonuna daha duyarhdir (51).

Yapilan birtakim arastirmalarda bazi atrofi tilirlerine 0Ornek olarak

kullanilmamaya bagl atrofi, denervasyon atrofisi yani sira sepsis, glukokortikoid
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tedavisi sonucunda olusan atrofilerde de kalpainlerin aktivitelerinin arttig
gosterilmistir (52, 53).

Arastirmalar ayrica; artmis kalpain aktivitesinin, sarkomer proteinleri ve diger
tim proteinlerin yikimi icin gereken UPP yolagl Uzerinde pozitif etki yaptigini
gostermislerdir (3). Proteoliz aktivitesi normal kosullarda hiicreler icin zararh oldugu
icin cogu zaman kalpainlerin hiicre icerisinde inaktif durumda tutulmalari gerekir (50).

Hiicre icerisinde kalsiyum dlzeyinin artmasinin, otolizle kalpainlerin N-
terminal kisminin uzaklastiriimasinin, kalpainlerin fosforilasyonunun, kalpainlerin
membrana baglanmalarinin, kalpastatinin varliginin (kalpainlerin endojen inhibitora)
hepsi; kalpainlerin aktivitelerinin dizenlenmesinde rol oynadiklari in vitro olarak
gosterilmistir (50, 54). Bunlar arasinda, kalsiyum ve kalpastatin en 6nemli role
sahiptirler (3).

Yukarida degindigimiz gibi miyofibriller kas hareketini saglayan, sarkomerlerin
yan yana dizilmesinden olusan, oldukca diizenli hiicre ici 6zellesmis protein yapilardir.
Sarkomerlerin bitlnliglinin bozulmasinda, Z diskinin iki yaninda bulunan ve miyozin
ve aktini Z diskine baglayan proteinlerin (nebulin, titin, alfa aktinin) kalpainlerin
substratlari olduklari bilinmektedir. Kalpainlerin aktivitesiyle bu proteinlerin yikimi
gerceklesir ve boylece sarkomer yapisinin bitinlGglu bozulur. Béylece Z diskinin

erimesiyle miyofibrillerin bitlinliginde bir bosluk olusur (45).
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Sekil 2.8. Kastaki miyofibrilleri yikim icin yonlendiren temel mekanizma. A.
Kalpainler ¢cogunlukla parcalanmamis miyofilamentlerin Z gizgisinde
bulunurlar.B. Kalpainler aktif hale gelince Z diskin yanindaki bélgelerde
bulunan Titin ve Nebulin gibi hiicre iskeletinin proteinlerini ard arda
parcalayabilir ve myofilamenlerin ayrilmasina sebep olabilirler. C.
Miyofilamenler, miyofibrillerden serbestlesirler. D. Polipeptidler ve
polipeptidlerin fragmanlari proteazom tarafindan amino asitlere
pargalanirlar (3).

Diger taraftan kalpainler hizli bir bicimde sarkomer proteinlerinden olan
troponin |, troponin T ve tropomiyozinin yikilmasina sebep olurlar. Bunlarin yani sira
kalpainler miyozin ve aktin proteinlerini digerlerine gore daha yavas olarak
parcalarlar (55). Kastaki miyofibrilleri yikim icin yonlendiren temel mekanizma sekil

2.8 de gosterilmistir.

Kalpastatin

Kalpastatin, kalpain sisteminin iyi tanimlanmis bir Gyesidir (56). Kalpastatinin
baskilanmasi p-kalpainin ifadelenmesini arttirarak apoptotik kaspaz yolagini aktive
eder. Dolayisiyla kalpain/kalpastatin iliskisi hiicrenin yasamasi ve proliferasyonu icin
onemli rol oynamaktadir (57). Bircok calismada cesitli yaralanma modellerinde,
kalpastatinin protein miktari ve aktivitesinin azaldigi rapor edilmistir (58). Bununla
beraber kalpastatinin asiri ifadelenmesi oksidatif stresten kaynaklanan néronal

dejenerasyonu 6nlemeye yardimci olur (59).
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2.6. Kullanilmamaya Bagl Kas Atrofisi

Kullanilmamaya bagh atrofide reaktif oksijen tirlerinin (ROS) artisina bagh
hasar meydana geldigi ilk kez 1991 yilinda rapor edilmistir (60). Bu ¢igir acan rapor,
yirmi yili askin bir stiredir pek ¢ok ¢alismayla dogrulanmistir (61). Bir¢ok in-vitro ve in-
vivo arastirmada, kullanilmamaya bagh atrofi modeli olusturmak icin H,0;

kullanilmistir (62-65).

2.6.1.ROS ve Oksidatif Stres

ROS veya reaktif azot tirlerinin seviyeleri ile karakterize edilir. Duslik
konsantrasyonda antioksidan ve/veya bozulmus antioksidan enzim aktivitesine bagl
olarak azalmis antioksidan kapasitesi veya artmig ROS (iretim, oksidatif strese neden
olabilir (66). Fizyolojik konsantrasyonlarda ROS; mitojenle aktif protein kinaz (MAPK),
protein kinaz ve NFkB yolaklari aktive veya inhibe ederek, redoks sinyallemede ve
hicre sag kaliminda énemli rol oynamaktadir (67).

Bununla birlikte yiksek ROS seviyeleri; DNA, proteinler ve lipidlerde
degisiklige veya hasara neden olur ve apoptotik hiicre 6limiin{ uyarabilir (68).

H,0, aracili veya diger maddelerle olusan oksidatif stres, kas atrofisinin
olusmasina 3 temel mekanizmayla sebep olur :

1. Otofaji-lizozom ve ubikitin proteazom yolaklarinin aktivitelerini arttirir.

2. Atrogenlerin (kas proteazlarini ifade eden genler) ifadelenmelerini artirir ve
ayni zamanda protein sentez yolaklarini transkripsiyon ve translasyon asamalarinda
inhibe eder.

3. Okside proteinlerin yapilari daha acik hale geldikleri i¢in proteolize daha
yatkin hale gelirler (69).

McClung ve arkadaslari tarafindan 2009 vyilinda gergeklestirilen bir
arastirmada (4), oksidatif stresin fare kas hicre hatti olan C2C12 hiicrelerinde,
kalpainlerin ifadelenmelerinde artisa sebep oldugu gosterilmistir. Bu arastirmada
oksidatif stres olusturmak amaciyla hidrojen peroksit (H202) kullanilmistir. Birkag
calisma, H20;'nin iskelet kasi miyofibril atrofisini indikleme kabiliyetini diistindiirse

de; bu calisma, H,0, ve miyotip atrofisi arasindaki dogrudan baglantiyi gosteren ilk
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calismadir. S6z konusu arastirmada H,0’in hicre canhgini degistirmeden kas atrofisi
olusturacak dozunu belirtmek icin; farklilasmis C2C12 hicrelerine degisik
konsantrasyonlar ve degisen sirelerde H,O> uygulanmistir. Kontrol grubu 0 uM
olmak Uzere, farklilasmis C2C12 hiicreleri artan konsantrasyonlara (25 uM, 50 uM,
100 uM, 200 uM) maruz birakilmislardir. Her bir konsantrasyonu degisen zaman
(1.saat, 2.saat, 4.saat, 24.saat, 48.saat, 72.saat) araliklarinda uygulamislardir. Gene
bu calismada H,0.'in miyositler Uzerinde toksitesini belirtmek icin tripan mavisi
metodu kullanilmistir. Sonug olarak g¢alismada hticrelerin canhligini degistirmeden,
miyotip ¢ap Ol¢cim metoduyla belirlenen kas atrofisi olusturan H;0;
konsantrasyonlari ve siresi; 25 pM veya 50 uM konsantrasyonlarda 24 saatlik
uygulama seklinde belirlenmistir (4).

Kullanilmamaya bagli atrofinin en dnemli nedeninin oksidatif stres oldugu (5)
ve kullanilmayan kaslarda ROS’in agirlikl olarak mitokondride Uretildigi gosterilmistir

(46).

2.6.2. Mitokondri

Mitokondri 6karyotlar icin hayati bir organeldir. Hiicrelerin ATP Uretiminden
sorumlu olan mitokondri hiicrelerin glic Giretme yeri olarak bilinirler. Mitokondride
ATP Urretimi sirasinda mitokondrinin i¢ zarinda bulunan elektron tasiyicilari tarafindan
yakalanan elektronlar elektron transport zincirinden (ETZ) gegerler ve oksijene
tasinarak sonunda su olustururlar. Bu arada bazi elektronlar ETZ’dan kagar. Bu kagan
elektronlar oksijenle reaksiyona girerek oksijenin indirgenmesine sebep olmak
suretiyle stiperoksit anyonu olusmasina neden olurlar. Stperoksit anyonu hiicresel
fonksiyonlar igin 6nemli bir sinyal molekultdir (6). Ancak asiri stiperoksit tretimi
hiicre 6limiine yol acabilecek hiicre hasarina neden olan oksidatif strese neden olur.
Slperoksit anyonu dismutaz enzimiyle veya otodismutasyona ugrayarak H,O:'e
dindsir. H,0; stperoksit anyonundan ¢ok daha uzun yari dmre sahip oldugu icin
diger hiicresel bolimlere rahatlkla dagilabilir. Bu dagilm sirasinda H.O; bir metal
iyonunun varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile yarilanma émri en az olan

(nanosaniyeler dizeyinde) hidroksil (OH) serbest radikaline dénusir. Bu kadar kisa



17

yarilanma omri olmasi ve bilinen herhangi bir detoksifiye edici enzimi olmayan
hidroksil radikali de oksidatif hasarin maksimum diizeyde lipidler, proteinler, DNA ve
karbonhidratlar gibi makromolekiiller de olugsmasini saglar. Bu nedenle saglikh galisan
mitokondri, hicrenin saghgl icin en 6nemli unsurdur. Fonksiyonel mitokondri
hicrenin kaderini belirler. Mitokondri sadece hiicre igin gerekli ATP Uretimini
saglamakla kalmaz, hlicrenin apoptoza kadar gidebilen 6lim sinyallerinin baslaticisi

da olabilir (7).

2.7. Antioksidanlar

Sivakumar ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda yapilan arastirmada, C2C12
hiicre hatti kullanilmistir. Bu c¢alismada oksidatif stresi azaltmak icin H,0;
uygulamadan 6nce antioksidan olarak sunphenon ve polyphenon kullanmislardir.
Calisma sonucunda C2C12 hiicre hattinda oksidatif stres belirteclerinin azalmasini
gozlemlemisler ve boylece bu glicli antioksidanlarin oksidatif strese bagh kas

atrofilerini azaltabilecegini 6ne stirmiusglerdir (70).

2.7.1. Mitokondriyi Hedefleyen Antioksidanlar (MTA)

Kullanilmamaya bagh kas atrofisinde katabolik yolaklar aracilyla
mitokondrinin morfolojisi, fonksiyonu ve icerigi degisir ve bu degisiklikler ROS
Uretimini etkiler (2). Bu sebeple mitokondri morfolojisini ve fonksiyonunu korumak
amaciyla mitokondriyi hedefleyen bircok antioksidan ajan sentezlenmis (7) ve bu
amacla test edilmistir (71). Ama bunlarin hicbirinde beklenen tatminkar sonuclar
gorilmemistir. Bunun baslica nedeni bu ajanlarin mitokondri icine gecememesidir.
Mitokondri membrani bircok maddeye sinirli gecirgenlige sahiptir. Cogu durumda
maddeler transmembran tasiyici sistem araciligiyla mitokondirinin icine tasinirlar.
Mitokondriyi hedefleyen sentetik ajanlarin en basarililari olarak koenzim Q10 (MitoQ)
ve mitokondri hedefli E vitamininden (MitoE) bahsedebiliriz. Bu molekillerin
membrani gecmesinde aktif antioksidan kisimlarin bir lipofilik triphenylphosphonium
katyonuna kovalent olarak baglanarak mitokondrinin zarindan ge¢mesini saglar.

Boylece bu antioksidan molekiller birka¢ yiiz kata kadar mitokondrinin icinde
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birikebilirler (72). Kas atrofi modellerinde en cok calisilan bu gruptaki diger iki
antioksidan molekilde 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 o6nlemek suretiyle mitokondri hasarini 6nliyerek ve ROS Ulretimini
azaltarak yaptiklari bazi arastirmalarda gosterilmistir (73). Bu MTA’larin, hiicreleri
hasara karsi koruduklari gosterilmis ve klinik uygulamalara baslanmistir (74, 75).
Viicudumuzda bulunan bazi maddeler, MTA gibi mitokondri icerisinde daha fazla
konsantre olabilen yapiya sahiptirler. Bunlarin en 6nemlilerinden olan melatonin

1958 yilinda Lerner tarafindan izole edilerek tanimlanmistir (76).
2.7.2. Melatonin

N-asetil-5-metoksitriptamin olarak da bilinen melatonin, esansiyel bir amino
asit olan triptofanin bir tirevidir (76). Melatonin, beyin merkezinde bulunan epifiz
bezinin nérohormonal salgisidir (77). Sirkadiyen bir ritme sahiptir ve gece boyunca
Uretimi artar. Uykunun zamanlamasi, kan basinci, mevsimlik Greme ve diger fizyolojik
fonksiyonlarin sirkadiyen ritmlerinin senkronize edilmesinde énemli rol oynar (78,
79). Normal olarak, hayatin ilk yilinda melatonin salgilamasi baslar. U¢ aydan énce
¢ok disuk bir seviyede salgilanir. Sonra salgilanmasi ritmik olarak artarak 1-3 yilda
zirveye ulasir ve ardindan yetiskinlik dénemine kadar kademeli olarak azalir (80).
Melatonin lipofilik ve hidrofiliktir. Bu amfifilik 6zellik kan-beyin bariyerini gegmek icin
bir avantaj saglar (81).

Melatonin, pinealositler tarafindan asagidaki Sekil 2.9./da gosterildigi gibi
triptofandan baslayan serotonin ile devam eden 4 basamakta sekilde gosterilen

enzimler ile sentezlenir (77).
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Triptofan -5 -hidroksilaz 5 hidroksitriptofan : : Hidroksindol-O-
dekarboksilaz Serotonin-N-Asetiltransferaz metiltransferaz
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Sekil 2.9. Melatoninin sentez basamaklari.

Melatoninin pinealositler disi baska hiicrelerden de bir antioksidan ve serbest
radikal temizleyicisi olarak uretildigine dair kanitlar bulunmustur (82, 83). Melatonin;
beyin omurilik sivisi, tlkarik, safra, sinoviyal sivi ve anne siitli gibi tim fizyolojik
sivilarda bulunur (84).

Melatoninin 6nemli koruyucu etkisi esasen serbest radikal temizleyici olarak
yliksek potansiyeli, dislk toksisitesi ve su ve organik ortamlarda gecirgenligi
temelinde olmaktadir (83, 85). Elde edilen sonucglara goére melatoninin hiicre
koruyucu etkisinin MitoQ ve MitoE’den daha gli¢lii oldugu belirtilmistir. Melatonin
mitokondri igerisinde ylksek bir seviyede bulunmasi yani sira en azindan bazi
hicreler de mitokondri tarafindan Uretildigine dayali da bazi kanitlar mevcuttur (86).
Melatoninin mitokondri koruyucu etkisini su mekanizmalar araciliyla yaptigi 6ne
surdlmastir (7).

1. MTA olarak belirgin radikal temizleyici etkisi.

2. Antioksidan genlerin ifadelenmesini arttirmasi. Ornek olarak siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz verilebilir.

3. Mitochondrial permeability transition pore (MPTP) inhibisyonu sonucu
sitokrom C (cyt C)'nin sitoplazmaya gecisini engellemesiyle aktif kaspaz-3’un
olusmamasi ve boylece apopitozun engellenmesi.

4. Melatonin, mitokondri i¢ zar Gzerindeki uncoupling proteinler (UCPs)
Uzerine bu proteinlerin gen ifadelenmesini ve protein aktivitesini arttirarak daha etkili
olmalarini saglar (8). UCPs aktivitesinin artmasi intermembran aralikta olan

protonlarin mitokondrinin matriksine dénmesini saglar. Boylece mitokondrinin
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intermembran potansiyelini azaltarak elektron transport hizinin artmasina ve
elektron kagaginin azalmasiyla ROS (retiminin azalmasina neden olur. Melatoninin
diizeyinin azalmasinin; felg, Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi bazi nérolojik
rahatsizliklarin patofizyolojisinde rol oynadigi da belirtilmistir. Bu ylizden melatonin
bu tir norolojik bozukluklar icin hicbir yan etkisi olmaksizin, umut vaat eden
potansiyel terapotik néroprotektif ajan olarak nitelendirilmektedir (11).

Salucci ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda yayinlanan makalede (87), farkli
etkili mekanizmalar icin secilen ¢esitli apoptotik kimyasal tetikleyicilere maruz
birakilan C2C12 hiicrelerinde melatoninin uygulamasinin etkisi arastirilmistir. Bu
calismada hiicreler tedavi 6ncesi melatonine tabi tutulmus ve sonrasinda H,0;,
etoposide ve strusporine maruz birakilmistir. Bu arastirmada farkli melatonin dozlari
(1 mM, 500 uM, 100 uM, 50 uM) 24 saat siireyle hormonun hiicrelerin canliligini ve
¢ogalma yeteneklerini degistirmeden en etkin konsantrasyonunu belirtmek igin
kullanilmistir. Kullanilan dozlardan en iyi konsantrasyon olarak 100 uM belirtilmistir.
Bu nedenle Salucci ve arkadaslari bu c¢alismada hiicreleri tedavi 6éncesi 100 uM
melatonine 24 saat slireyle maruz birakmistir. Morfofonksiyonel ve molekiler
analizlerle miyoblastlarda melatoninin oksidatif stresi 6nledigi ve bunun en azindan
bir kisminin mitokondrial yolaklar lGzerinden gergeklestigi gosterilmistir. Bu sonuglar
melatoninin iskelet kas hiicrelerinde bir antioksidan ve antiapoptotik molekil olarak
gorev yapabilme kabiliyetini dogrulamaktadir (87). Miyotiplere melatonin
uygulamasinin  antioksidan genlerin ifadelenmesini arttirarak antioksidan
kapasitelerini arttirdig ifade edilmistir. Melatonin mitokondride kompleks I-bagli
OXOPHOS (oksidatif fosforilasyon) artirir (88). Altta yatan mekanizma bilinmemekle
beraber melatoninin bu etkisi; kompleks I-baglantili metabolizmayla iliskili
enzimlerin aktivite ve genlerinin ifadelenmelerini modile etme yetenegi seklinde
yorumlanmistir (89, 90). Bu bilgilerin 1siginda, tez calismasinda antioksidan olarak

melatonin uygulanmasina karar verilmistir.
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2.8. Melatonin ve Kalpain Etkilegimi

Parkinson hastaligi beynin “substantia nigra pars compacta” kisminda
bulunan dopaminerjik noronlarin zarar gormeleriyle karakterize bir hastaliktir.
Dizgiin ve koordineli motor hareketlerin bozulmasi, sertlik, titreme, bradikenezi ve
denge bozuklugu gosterdigi en énemli belirtileridir (91, 92). Bircok kanita gore yasa
baglh gelisen Parkinson hastaligi ve oksidatif stres arasinda yakin bir iliski s6z
konusudur (93, 94). Farelerde, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)
toksiniyle tetiklenen Parkinson hastalig§inda melatonin enjeksiyonu, hipokampus ve
stratiumda meydana gelen lipid peroksidasiyonunu onleyerek nigrostriatal bolgede
noral 6limu engellemistir (95).

Chetsawang ve arkadaslari tarafindan 2017 vyilinda gergeklestirilen
arastirmada (11), sicanlarda amfetamin ile indiklenen substansa nigrada meydana
gelen dejeneratif sirecte kismen kalpain-1 aktivasyonunun sorumlu oldugu ve
melatoninin bu sireci tersine cevirebilecegi gosterilmistir. Amfetamin sinaptik
vezikillerden dopaminin salgilanmasini uyararak merkezi sinir sisteminde dopamin
dizeyini artiran bir psiko-uyarici olarak bu calismada tanimlanmistir. Chetsawang ve
arkadaslari amfetaminin uygulamasinin mitokondri diizeyinde; ROS (retiminde
artisin mitokondride hasara neden olarak mitokondriden sitozol icine Ca*? sizintisina
neden oldugunu belirtmistir. Sonu¢ olarak yiiksek hiicre ici Ca*? dizeyi kalpain
aktivasyonuna katkida bulunabilecegi sonucuna varmislardir. Bu ¢alismanin deney
protokoliinde farelere art arda 7 giin boyunca salin veya amfetamin uygulamasi
yapilmis, melatonin amfetamin uygulanmasindan 30 dk dnce enjekte edilmistir. D-
amfetamin uygulanmasindan 6nce melatoninle 6n tedavinin kalpainin protein
dizeyinde olusturdugu etki western blot analizi kullanarak belirlenmistir. Bu
calismada sonug olarak, D-amfetamin uygulamasinin, kalpain miktarinda anlamli bir
artisa sebep oldugu, ancak D- amfetamin uygulanmasindan dnce melatonin ile 6n
tedavinin, kalpain miktarini dnemli 6lclide azalttigl ortaya konmustur. Melatonin tek
basina, bu calismada kontrol grubuna kiyasta fare beyninin siyah maddesinde kalpain
miktarinda degisiklige sebep olmamistir. Melatoninin, amfetaminin substansiya

nigrada indikledigi hiicre 6lim yolagindaki koruyucu etkisi, kalpastatin miktarinin
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onarimi ve kalpain diizeyi ve aktivasyonun azalmasina bagl oldugu ifade edilmistir.
Melatoninin  koruyucu etkisi biylk ihtimalle antioksidan o0zelliklerinden
kaynaklandig distinilmektedir. Burdaki mekanizmanin, melatonin uygulamasinin ilk
once amfetaminin noéron hicrelerindeki yarattigi oksidatif stresi azaltmasi,
sonrasinda bunun neticesinde sitozolde olusan Ca?* homestazi ile kalpain

aktivasyonunu engelledigi seklinde yorumlanmistir (11).
2.9. Melatonin ve Proteazom inhibitorii Etkileri Arasindaki Benzerlik

Melatonin brotezomib gibi proteazom inhibitorleriyle bircok benzer 6zellige
sahiptir(12). Melatonin bir protein kinaz olan AKT'nin aktivitesini disurir (96),
anjiojenik faktoriin aktivitesini diistrir, VEGF (97) ve transkripsiyon faktori Nrf-2'yi
aktive eder (98). Bu etkilerin hepsi proteazom inhibitorleri tarafindan da
gosterilmektedir (99). Melatoninin, ubikitin—proteazom yolaginin bir inhibitori gibi

gerceklesen aktiviteleri Sekil 2.10.’da gosterilmektedir (12).

Mitokondrial

gen
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I modiilasyonu

Anjiyojenez

Ubikitin proteazom o
Transkripsiyon inhibitéri olarak Fotoperiodik
melatonin cevaplar

|
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Deiodinazin
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Sekil 2. 10. Melatoninin Ubiquitin-Proteazom Yolak inhibitori benzeri islevleri.
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2.9.1. Melatonin Etkileri igin Ubikitin-Proteazom Hipotezi

Vriend ve arkadaslari tarafindan 2014 vyilinda yapilan bir c¢alismada
melatoninin genel hiicresel etkisini ubikitin-proteazom yolagi vasitasiyla yaptig
hipotezi ifade edilmistir. Melatoninin proteinlerin hicresel islemleri igin gereken
ubikitin aktivasyonunu proteazomun inhibisyonu (zerinden modiile ettigi
belirtilmistir. Ubikinasyonun melatoninin antioksidan etkilerini géstermesinde etkili
oldugu goriilmektedir. Eger melatonin proteazom (izerinde genel bir etkiye sahipse,
p53, VEGF, Bcl-2, BAX ve AKT1 gibi bir dizi sinyal iletim proteinlerinin hiicresel
miktarini modile etmesi beklenmektedir. Bu ¢alismada ifade edildigi gibi bu hipotez
teyit edilirse melatoninin birgok sistem Uizerinde gergeklestirdigi etkilerini ubikitin-
proteazom vyolagl araciligiyla gosterdigi ispat edilirse melatonin klinik olarak
proteazom inhibitorlerine cevap veren hastaliklarda kullanilabilme olasiligi mevcuttur

(12).
2.10. Melatoninin Prooksidan Etkisi

Gorinise gore melatoninin antioksidan etkisi, fizyolojik ve farmakolojik
etkilerinin sadece bir kismini olusturmaktadir. Bunun yani sira insan 16semik Jurkat
hiicre hattinda melatoninin uM ve mM konsantrasyonlar arasinda 6nemli prooksidan
aktivite gosterdigi kanitlanmistir. Glutatyon miktari azalan hiicrelerde melatoninin
antioksidan etkisinden ziyade prooksidan etkisinin dne ¢iktig1 ifade edilmistir. Bu
veriler melatoninin hiicrenin redoks dengesinde 6nemli bir rol oynadigini ama bunun
icin antioksidan etkinin sart olmadigini belirtmektedir (100).insan hepatosit hiicre
hattinda (HepG2), melatoninin 0.1-10 uM konsantrasyon arali§ina 24 saat sireyle
maruz birakildigl zaman gorilen antioksidan etkisi, hiicre ici GSH (azalmis glutatyon)
diizeyini arttirmasi ve buna bagh hicre canlihgini arttirmasina baglanmistir. Buna
karsin hiicreler ayni melatonin konsantrasyonuna 96 saat slireyle maruz birakildiklari
zaman hiicre canlihginin anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir. Gene bu calismada
hucreler melatoninin yiiksek konsantrasyonlarina (1000-10,000 puM) maruz
birakildiktan 15 dakika sonra GSH’in azaldigi ve buna bagh hiicre canhiliginin anlamli

olarak dustigu ortaya konmustur. Bu calismada melatoninin bu ¢ift etkisi inkiibasyon
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siresi ve konsantrasyona baglh degismistir. Sonug¢ olarak bu calismada artan
maruziyet slresi veya artmis konsantrasyonda melatoninin antioksidan etkisinin

prooksidant etkiye degisebilecegi ifade edilmistir (9).
2.11. iskelet Kasi Calismalarinda Kullanilan Deneysel Modeller
2.11.1. In vivo Modeller

iskelet kasi atrofi calismalarinda fare ve sican modelleri ¢ogunlukla
kullanilmaktadir.
Ornek olarak, kalpastatini asiri ifade eden genetik modifikasyona ugramis

transgenik farelerde kalpainlerin kas atrofisinde rol oynadigi gésterilmistir (37, 101).
2.11.2. In vitro Modeller
C2C12 Hiicre Hatti Kiiltiirii

C2C12 hiicre hatti C3H farenin ezilme yaralanmasindan sonra, uyluk kasindan
kiltire edilen miyoblastlarin seri pasajlanmalarindan Uretilen bir alt klondur (102).
C2C12 hiicreleri yiliksek serum iceren besiyerlerinde kolayca cogalirlar. Hiicre
yogunlugunun % 80’'in (zerinde oldugu, hicrelerin birbiri ile temas kurdugu
kosullarda, distk serum besiyerlerine gecilirse farklilasmaya ugrarlar. Bu hiicreler
kontraktil miyotipler ve karakteristik kas proteinleri liretme kapasitesine sahiptirler
(103).

C1C12 hdcrelerinin saf bir hiicre hatti olmasi, ¢abuk farklilagsmalari ve
kasilabilir kas lifleri olusturduklarindan dolayi in vitro degisik kas hastalik modellerini
olusturmak icin bircok arastirmaci tarafindan bu hiicre hattinin tercih edildigi
gorilmektedir. C2C12 hicre hattinin proliferasyon ve farkhlasma sireci Sekil 2.11

gosterilmistir.
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%30 yogunluk %80 yogunluk farklilasmanin 1 giinu farkllagmanin 3 giinii  farklilagmanin 6 guinii

proliferasyon farklilagma ve miyotiip olugumu

Sekil 2.11. C2C12 hiicrelerinin proliferasyon ve farklilasma sireci.

2.12. Amag ve Hipotez

2.12.1. Amag

Biz galismamizda atrofi modeli olusturmak igin literatirde kullanildigi gibi
C2C12 fare miyoblast hiicre hatti kullandik ve oksidatif stres olusturma amaciyla
H.0,’den yararlandik. Melatonin kas atrofisini 6nlemede etkinligi gosterilen ve
mitokondride konsantre olan bir antioksidandir. Bununla birlikte yapilan bazi in vitro
calismalarda melatonin ¢ift etkisi oldugu ve bazi hiicre hatlarinda prooksidan etki
gosterdigi belirtilmistir. Oksidatif stres ile aktive olan temel proteazin kalpain-1
oldugu gene literatlirde ortaya konmustur. Bu c¢alismada melatonin tedavisi ile
kalpain-1 ifadelenmesinin ne derecede degistigi C2C12 fare miyoblast hiicre hattinda
ortaya konacaktir. Bunun yani sira melatoninin etkisini gosterirken antioksidan ya da
prooksidan etki gosterme durumu hiicrenin total antioksidan ve oksidan kapasitesi
Olgllerek ortaya konmaya calisilacaktir. Oksidatif strese bagli kas atrofisinin
onlenmesinde de melatoninle yapilan 6n uygulamanin morfolojik degisiklikleri ne

Olglide etkiledigide bu ¢alisma ile ortaya konmus olacaktir.

2.12.2. Hipotez

1) Melatonin uygulamasi kalpain-1 ifadelenmesini oksidatif strese maruz
kalan C2C12 fare miyoblast hiicrelerinde degistirmez.
2) Melatoninin disardan uygulanmasinin oksidatif strese maruz kalan fare kas

hiicrelerinde olusan atrofik morfolojiyi etkilemez.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizdaki hicre kiltiirt ¢alismalari kontaminasyonu onleyici uygun
calisma teknikleri ile Fizyoloji Anabilim Dali molekiler-hiicre laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.
3.1. Geregler
3.1.1. Hiicre Kulturii

C2C12 fare miyoblast hiicre hatti

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)
Hicre kultiri sinifinda DMSO (Applichem)

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

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

Hicre biyogiivenlik kabini (TEKNOMAR, Model: CHEMOCELL LRCX-UV)
Alttan objektifli mikroskop (Nikon, ECLIPSE TS100)

Nemli CO; inkibatori (Panasonic, Model: MCO-18ACL-PA)

Sogutmali santirfij (Kubota, Model: 5500)

Ustten objektifli mikroskop (Leica, Model:DM2000 LED)

Hucre kaltira flaski, steril (Sastedet, 75Cm?)

Hiicre kiltird flaski, steril (Sastedet, 25Cm?)
3.1.2. Hiicre Canlilik Testi

Tripan mavisi boyasi (Thermofisher, Cat #15250061)
Neubauer Lam (Superior, Cat #C964110)
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3.1.3. MTT Yontemi

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. Hiicrelere Kimyasallarin Uygulamasi

Melatonin (Sigma, Lot:46H0416)

Hidrojen Peroksit 30% (Merck, Cat #1.07209.1000)
Etil alkol (96%)

Ultra hassas terazi (SHIMADZU)

Deiyonize su (ddH,0)

3.1.5. Miyotiip Cap Ol¢limii

National Institute of Health USA, IMAGEJ programi (JAVA 1.8.0 -161)
Toupcam Dijital kamera (TOUPTEK PHOTONICS, P/N:TP105100A)

ToupView 3.7 programi (Toup Tek- Toup View, Version: x64, 3.7.4460)
3.1.6. Protein izolasyonu

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, CATHR0861, 1um)
Proteaz inhibitor 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)
Cok kanalli 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 sollisyonu (Advansta, Cat #R-03021-D50)

Western blot filtre kagidi (20cm x 20cm)

Bromofenol mauvisi (Sigma, Cat #80126-25gr)

1-Butanol (Sigma, Cat #87906-500ml)

Anti-Calpain 1 large subunit antikoru (Thermofisher (invitrogen), Cat #
PA517547)

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary antikoru, HRP ile bagh (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 Cihazlari:

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

Jel ve Blot Gorlintlileme:
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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 Olgiimleri

Total Antioksidant Status (TAS) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Cat#RL0017)
Total Oksidant Status (TOS) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Cat#RL0024)

3.2. Yontemler
3.2.1. C2C12 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

C2C12 hiicreleri, Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal’’ndan
Sayin Doc¢.Dr. Burcu Hayta’nin comert bagisi ile temin edilmistir. Hiicreler Dr. Hayta
tarafindan ATCC firmasindan temin edildikten sonra antibiyotikli besiyerinde bes
pasaj ¢cogaltilarak sivi nitrojen icinde dondurularak saklanmistir. Bu kiymetli bagis ile
temin edilen dondurulmus stok hiicreleri sekizinci pasaja kadar yeterli hiicre elde
edilmek amaciyla uygun besiyeri iginde ( % 10 FBS+% 1 L-glutamin + % 1
Pensilin/Streptomysin iceren DMEM) cogaltildi ve asagida ayrintisi ifade edildigi gibi
kullanilincaya kadar vial icinde dondurularak saklandi.

Hicreler her islemden 6nce Nikon alttan objektifli mikroskopta incelenerek
morfolojileri ve yogunlugu goézlemlendi. Her pasajlamadan Once Tripan mavisi
araciliyla hiicreler boyanarak sayim yapildi ve canlilik oranlari tespit edildi. Canlilik

oranlari % 90 ve Uzeri olan hiicrelerle deneylere devam edildi.
Hemositometrede Hiicre Sayimi

Hemositometrenin (Neubauer lam) sayma bolmesinin icinde olan farkl
bolgelerden 1 mm? lik 5 adet kare secilip hiicreler sayilarak ortalamasi alind.
Sonrasinda bulunan hiicre sayisi asagidaki denklem kullanilarak toplam hiicre sayisi
seklinde hesaplandi.

Toplam Huicre Sayisi = Ortalama Hicre Sayisi x Sulandirma faktori x 10* x

Hacim
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Tripan Mavisi ile Hiicre Canlilik Testi

Tripan mavisi 6li hicrelerin belirlenmesi igin kullanilan bir boya tiridur. Bu
boyanin calisma prensibi sOyle aciklanabilir. Boya negatif ylikltdir. Saghkh hiicrelerde
membranlarinin dis yizeyindeki glikokaliks tabakasi negatif oldugu icin boya bu
hlcrelere giremez. Sonugta; saglikli hiicreler tripan mavisi ile boyanmazken 6la
hiicreler maviye boyanir.

Kisaca bu test su sekilde uygulandi.

e Hucreler 1X PBS’ le 2 kere yikandiktan sonra tripsinize edilip bir falkon tiipe
ahind.

e 1XPBS iginde tripan mavisi %0,4'llik bir sollisyon olarak hazirlandi.

e Falkon igerisinden alinan hicre karisimi 1:1 oraninda tripan mavisi ile
karistinldi.

e Canlh hicrelerin mililitredeki toplam sayisini boyanmayan hicreler seklinde
kabul edildi. Canh hiicrelerin yizdesini hesaplamak igin:

Canli_hucreler (%) = (Canh hicrelerin mililitredeki toplam sayisi/ Tim

hiicrelerin mililitredeki toplam sayisi) x 100
Kriyotlip yaklasik 1 milyon hiicre olacak sekilde stok olarak hazirlanan C2C12
hicreleri dondurulmadan ©6nce DAPI boyasi ile mikoplazma enfeksiyonunu

cagristiracak gorintl olup olmamasi yoniinden test edildi(Sekil 3.1)..

Sekil 3.1. C2C12 Hiicrelerinin DAPI boyamasi sonrasi florans altinda mikroskopik
goruntdleri.
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DAPI Boyama Protokolii

e 1ul DAPI boyasi, Iml 1x PBS’le iyice pipetaj yapilarak karistirildi.

e 1x PBS’le hiicreleri yikadiktan sonra, Gzerine 1ul DAPI/1ml PBS sollisyonu
eklendi ve 5 dakika beklendikten sonra, Leica Ustten objektifli mikroskopla
DAPI filtresiyle hiicreler incelendi.

e Hicrelerde kontaminasyonu gosteren hiicre harici bir nikleus boyamasi
mikoplazma kontaminasyon bulgusu olarak degerlendirecekti.
Calistigimiz hicrelerin hicbirinde boylesi bir kontaminasyon bulgusu tesbit

edilmedi.
Dondurulmus Stok C2C12 Hiicrelerinde Saghkhlik Testi

Cogaltilarak 8. pasajda dondurulan viallerden bazilari ayni dondurmaya maruz
kalan diger viallerdeki hiicreleri test etme amaciyla, normal proliferasyon ve

farkhilasmalari yoniinden deney protokoliimiize uygun olacak sekilde test edildi.
C2C12 Hiicre Farklilagsma Protokolii

e Hicrelerin alttan objektifli mikroskopla %70-80 yogunluga ulasip ulagsmadigi
incelendi.

e 1X PBS’ le 2 kere hiicreler yikandiktan sonra flasktaki besiyeri farklilasma
besiyeri ile degistirildi (% 1 L-Glutamin, % 1 P/S, % 2 At serumu, % 96 DMEM).

e Mikroskopla her giin takibi yapilan hiicrelerimizin farklilasma besiyeri sonrasi
24. saatte miyotlp olusturmaya basladigl gozlemlendi. Hiicre besiyeri 24-48
saate bir degistirildi (farklilasmanin altinci giiniiniin sonuna kadar). Ustte
belirtilen basamaklarin her asamasinda hiicrelerin fotograflari c¢ekildi (Sekil

3.2).
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Farklilasmanin 48. Saat. Farklilasmanin 72.saati

Sekil 3.2. C2C12 Hicrelerinin farklilagsmasi ve miyotip olusumunun baslamasi.

Hiicre Sayisinin Optimizasyonu

MTT yontemi ve sonraki deneylerde kuyulu plakalar icin hangi yogunlukta
hiicre ekmemiz gerektigini belirlemek icin, 1 adet 6-kuyulu plakaya hticreler literatir
bilgilerine uygun olarak ekildi. Hiicrelerin saglikh sekilde %70-80 yogunluga ulastiklari
zaman en ideal kosul olarak belirlendi. Bu amacla baslangicta her bir kuyucuga
125,000 hiicre ekildi. Hiicre optimizasyonu icin tasarlanan 6-kuyulu plakaya ekilen
hiicre sayisi Tablo 3.1’de gosterilmistir. Tablo 3.2 de Uretici firmanin belirttigi degisik
plaka ylzey alanlani degerleri kullanilarak deneylerimizin yapildigi 96-kuyulu plakaya
ekilmesi gereken hiicre, 6-kuyulu plakaya ekilen hiicrelerimizden elde edilen

sonuclarimiz kullanilarak, 4000 hiicre olarak hesaplandi.
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Tablo 3.1. Hiicre sayisinin optimizasyonunun 6-kuyulu plaka igin tasarimi.

25x 103 50 x 103 75x 103

100 x 103 125 x103 150 x 10°

Tablo 3.2. Hiicre kilturd flasklari ve kaplarinin taban yiizey alanlarinin hesaplanmasi
icin kullanilan firma tablosu.

Yiizey Alani ( cm?) 6 — Kuyulu plaka
Orani

6 — Kuyulu Plaka 10
96 — Kuyulu Plaka 0.3 0.2 0.03

3.2.2. C2C12 Hiicrelerine Melatonin ve H202 Uygulanmadan Once MTT

Yontemi Araciliyla IC50 Degerlerinin Belirlenmesi

Bir  tetrazolyum  tuzu  olan MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) sari renkli olup, yasayan hicrelerin mitokondrilerinde
bulunan siksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanir. Bu baglanmanin
sonunda suda ¢o6ziinmeyen koyu mavi renkte kristaller olugsmaktadir. Kristaller,
DMSO ve izopropanol gibi organik ¢oziiclilerde kolayca ¢oziilir. Coziinmis olan bu
boya, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle gorinir dalga
boylarinda odlglilebilen bir absorbans verir. Boylece indirekt olarak hicrelerin
metabolik aktiviteleri 06lgllir. Ayrica Olgllen deger yasayan hicre sayisi ile
iliskilendirilir (104-106).

IC50 degeri : Yari maksimum inhibe edici konsantrasyon (IC50), belirli bir
biyolojik veya biyokimyasal fonksiyonun inhibe edilmesinde bir maddenin etkililiginin
bir 6lctslidur. Bu niceliksel 6lcim belirli bir biyolojik islemi yariya kadar inhibe etmek
icin belli bir ilacin veya inhibitériin ne kadarinin gerekli oldugunu belirtir. Degerler
tipik olarak molar konsantrasyon olarak ifade edilir.

MTT yontemi igin, melatonin 50 mg/ml %95 saf etanol icerisinde ¢6zildiikten

sonra, uygun konsantrasyonda stoklar distile su ile dillie edilerek hazirlandi. Ayrica
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H,0; icin de stok sollisyonu uygun molaritede distile su icerisinde dillie edilerek
hazirlandi.

Deneyler Thermofisher firmasindan temin edilen Vybrant MTT Cell
Prolifration assay Kit protokoliine uygun olarak tasarlandi.

MTT yontemi ile melatonin ve H,0;’in deneylerimizdeki uygulama dozlarinin
oldlrich etkisinin 1C50 degerlerinin altinda oldugunu gostermek amaciyla Tablo
3.3’de belirtildigi gibi 96-kuyulu plakaya degisik konsantrasyonlarda melatonin ve
H>02 uygulandi. Bunun neticesinde deneylerimizde kullanilmasina karar verilen 100
MM melatonin, 50 puM H,0, konsantrasyonlarinin literatlrle de uyumlu oldugu

gosterildi.

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

Mel -10mM Mel -5mM Mel -1mM Mel -100uM Mel -10uM H202 -1mM H202 -500uM H202 -100uM H202 -50uM H202 -10pMm
Mel -10mm .Mel -5mM Mel -1mM Mel -100uM Mel -10uM H202 -1mM H202 -500uM H202 -100puM H202 -50uM |H202 -10uM
Mel -10mM Mel -5mM Mel -1mM Mel -100uM Mel -10uM H202 -1mM H202 -500uM H202 -100uM H202 -50uM H202 -10puM
Mel -10mM | Mel -5mM Mel -1mM Mel -100uM Mel -10uM H202 -1mM H202 -500uM H202 -100uM H202 -50uM |H202 -10uM
Mel -10mM Mel -5mM Mel -1mM Mel -100uM Mel -10uM H202 -1mM H202 -500uM H202 -100uM H202 -50uM H202 -10pM

Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kiti protokolii Uretici firmanin énerdigi sekilde yapildi.

3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulama Plani

1) Kontrol grubu: Kontrol amagli hi¢cbir uygulama yapilmayan C2C12 hiicre
grubu.

2) Melatonin grubu: Melatonin uygulanan C2C12 hiicre grubu.

3) H;0; grubu: H,0;uygulanan C2C12 hiicre grubu.

4) Melatonin+H,0; grubu: Melatonin ve H,0; uygulanan C2C12 hiicre grubu.
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Melatonin ve H,0; tedavi uygulamasi

MTT deneyi sonucu literatirle uyumlu bulunan dozlarda melatonin ve H,;0;

uygulamalari asagida aciklandigi sekilde yapildi:
Melatonin Uygulamasi

» Farklilasmanin 4. gliniinde.
» Melatonin 100 uM konsantrasyonda, 24 saat siireyle uygulandi (120-144
saatleri arasi).

» Uygulanan gruplar Melatonin ve (Melatonin+H,02) Gruplari
H20; Uygulamasi

» Farklilasmanin 5 gliniinde.
» H0, 50 uM konsantrasyonda, 24 saat siireyle uygulandi (144-168
saatleri arasi).

» Uygulanan gruplar H,0; ve (Melatonin+H,0,) Gruplari
3.2.4. Image J Programiyla Miyotiip Capi Ol¢iimii

Image J yazilimi NIH bilinyesinde olan bir goriintl analiz programidir. Bu
yazilim farkli bilim dallarinda, sekil parametrelerin belirlenmesi ve atrofiyi belirtmek
icin miyotlip ¢capi 6lcimi amaciyla kullanilmaktadir (107). Miyotiip ¢api 6l¢im igin
farklilasmanin 6.glintiniin sonunda 40X biliylitmede deneyde bulunan 4 grubun her
birinden flasklarin birbirinden uzak rastgele degisik alanlarindan 9 adet fotograf
cekildi. Tezde kullanilan bu resimlerin altina 200 um’ye karsilk gelen 6lgek konuldu.
Fotograflarda sinirlari belli olan miyotip parcalar (Sekil 3.3, A — Miyotupler, Fiber
olarak belirtilmistir) numaralandiralarak secildi. Image J programi indirildikten sonra
bu program araciliyla olcim yapmak icin fotograf dosyasindan ilgili fotograf
yuklenmesi yapildi. Image J programinda 6lgek uzunlugu 200 um olarak tanimlandi
(Sekil 3.3, B) fotograflarda mikroskop alanina diisen her bir miyottp (fiber) parcasinin
uzunlugu % 100 kabul edilerek 10 esit parcaya bolindi (Sekil 3.3, C). Bu parcalar

miyotip (fiber) uzunluguna dik acida olan, enine kesit (uzunluk) esdegeri ve enine
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acilari (resmin gergevesi referans alinarak) program araciliyla olusturuldu, bu ham

veri Microsoft Excel programina aktarilarak hesaplamalarda kullanildi.

PB-130618-8g0n-H1-4-40X.ig (G) (50%) = ; .
OE0). RCS. 4. A8 . oo s:mislAlaloll] Qlow s
—346.40 (530, y~406.53 (622), value-082.065,038 (452413
ImageJ File Edit Font Results
& @
C. I Angle Length

1 43.452 68423
2 44293 74.874
3 44341 80420
4 44293 74874
S 44.256 71.177
5 44,193 65632
7 44.145 61935
8 45.000 S53.610
9 43919 48997
10 45.000 38.821
11 Mean 44289 63.876
12 SD 0.457 13.128
13 Min 43452 38821
14 Max 45.000 80.420

Sekil 3.3. image J programi ile morfolojik dlgiim.

A. Farklilasmanin 6. glinlinlin sonunda 40X biyitmede cekilen her mikroskop
alaninda, sinirlari belirgin olan miyotlp pargalari sekilde gorildiugi gibi
numaralanarak secildi.

B. image J programinda élgek uzunlugu 200 um olarak tanimlanarak programdaki
Olgclimlerin bunu esas alarak hesaplanmasi saglandi.

C. Her bir miyotilip pargasinin uzunlugu sekilde géruldigi gibi % 100 kabul edilerek
10 esit parcaya boliindi. Bu pargalar fiber uzunluguna dik agida olan, enine kesit
(uzunluk) esdegeri ve enine aclilari (resmin cercevesi referans alinarak) program
araciliyla olusturuldu. Hesaplamalarin hepsi yapildiktan sonra enine kesitlerin

uzunluklarinin ortalamasi alindi ve tiimindn ortalamasi grubun ortalamasi olarak
kabul edildi.
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3.2.5. C2C12 Hiicrelerinden Protein izolasyonu

C2C12 hicrelerinin farkhlagsmasinin fotograflanmasini takiben 25 cm?lik
flasklar icinde yer alan hiicrelerden total protein lizatlari asagida ana hatlar ile
bahsedildigi sekilde elde edildi.

Hicreler’in 1XPBS ile yikanmasini takiben, tripsinasyon sonrasi hiicre peleti
olusturuldu. Sonrasinda lizis tamponu ile muamele edilen hiicreler santrifiij sonrasi
supernatani alinarak total protein lizat (TPL) olarak -20°C derecede analizler icin
saklandi. TPL'lar asagidaki gibi etiketlendi.

K (TPL) = Kontrol grubu total protein lizat.

M (TPL) = Melatonin grubu total protein lizat.

H (TPL) = H202 grubu total protein lizat.

MH (TPL) = Melatonin + H202 grubu total protein lizat.

3.2.6. Bradford Yontemi Kullanilarak TPL Protein Konsantrasyonlarinin

Belirtilmesi

Bradford Bio-Rad Quick start protein assay kitinin protokoliinde belirtildigi gibi
BSA standartlari 2000 pug/ml’lik stok sollisyonundan hazirlandi. Kullanilan standart
konsantrasyon araligi kitte ifade edildigi gibi 1.25- 20 pug/ml olarak olusturuldu.

Deney gruplarimizdaki (K, M, H, M+H) TPL protein konsantrasyonlarinin
kullanilan kitte belirtilen olcllebilir lineer araliga gelmesi icin farkh diltsyonlar
denendi (Or. 100, 150, 200 kat diliisyon). Gruplarimizin TPL diliisyonlari 200 kat
dilisyon ile bu araliga ulastigi icin protein konsantrasyon tayinleri icin bu dillisyon

kullanildi.
3.2.7. Western Blot

Western Blot testi molekiiler biyolojide protein sollisyonunda aranan bir
proteinin olup olmadigini ve varsa ne kadar oldugunu anlamak icin kullanilan bir
yontemdir. Western blot teknigi, antikor tespitinin 6zglllGgu ile jel elektroforezinin
rezollisyonunu bir araya getiren bir yontemdir.

Western blot yontemi ana hatlari ile asagidaki sekilde gerceklestirildi:
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e Kullanilan protein konsantrasyonlarini esitlemek igin sulandirilan TPL
2XLamelli buffer iginde bire bir karigtirildiktan sonra % 1-2 oranda -i3-
merkaptoethanol eklendi.

e Her bir grup icin hazirlanan 6rneklerdeki proteinlerin denatiirasyonunu
saglamak i¢in yukaridaki karisim 95°C’de 5 dakika bekletildi.

e Hazir precast stain free gel’e drnekler total hacimleri 28 ul olacak sekilde
ylklendi. Ayrica protein isaretleyicisi olarak Precision Plus Protein Standards,
Unstain iki ayri kuyucuga 15 pl olarak yuklendi.

e Elektorforez cihazida 150 V sabit voltajda 10x Running buffer' dan hazirlanan
1X Running buffer icinde 60 dakika ylritalda.

e iki ayr protein konsantrasyon seti seklinde hazirlanan érnekler (4,5 ve 13,5
pg/kuyucuk) jelde yirutuldikten sonra PVDF membrana Trans Blot Turbo
Transfer System kullanilarak bizim kullandigimiz hazir jel i¢in 6nerilen “Mixed
MV, 25 V, 7 min” ayarinda transfer (Semi dry transfer) edildi. Sekil 3.4’de
Protein Orneklerinin jelde vyuritilmesi ve PVDF membrana transferi

gosterilmektedir.

Sekil 3.4. Protein 6rneklerinin jelde yiritiilmesi (A) ve PVDF membrana transferi

(B).
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Jel Bio-Rad goriintiileme cihazinda gorintilendi ve transfer verimliligi jelde
protein kalmamasi ile dogrulandi.

Bio-Rad precast stain free gel’den PVDF membrana transfer olan total
proteinler, UV 1sik ile 1 dakika aktive edildikten sonra total protein
normalizasyonunda (TPN) kullanilacak oldugu icin Biorad goriintiileme
cihazinin kemiluminesans ayarinda gorintilendi.

Stain free teknolojisi, stain free hazir jellerde mevcut olan bir kimyayi
kullanmasi nedeni ile ayrica bir boyama veya isaretlemeye gerek duymadan
protein bantlarini gériintlemeye izin vermektedir. Bu 6zelligin nedeni; precast
stain free gel’ler icinde trihalo bilesigi olacak sekilde hazirlanmasidir. Bu bilesik
ultraviole (UV) 1sinlarina maruz kalinca triptofan kalintilari ile kovalant bir bag
olustururarak isima yapar ve uygun gortntileme sistemleriyle jel ve proteinin
membranlarinda tiim protein bantlarinda herhangi baska bir boyama veya
antikor isaretlemeye gerek duymaksizin isima verir (108).

Proteinlerimizin transfer oldugu PVDF membran PBS iginde hazirlanmis %5’lik
Blotting-Grade Blocker (Nonfat dry milk) ile spesifik olmayan antikor
baglanmasini onlemek icin oda sicakliginda c¢alkalayici Gzerinde 1 saat
bloklama yapildi.

Bloklamadan sonra PVDF membran primer Kalpain 1 antikorunun 1/1000’lik
dilisyonunda PBS iginde hazirlanmis %2,5 non fat dry milk’de gece boyu
+4°C’'de karistirici Gzerinde inkiibe edildi.

Sonrasinda PVDF membran 3 kez PBS-T ile 10’ar dakika oda isisinda karistirici
Uzerinde yikandi.

Yikama islemi sonrasi PVDF membran sekonder antikorun 1/10000’lik
dilisyonunda PBS iginde hazirlanmis %2,5 non fat dry milk’de 2 saat siireyle
oda sicakliginda, karistirici Gzerinde antikorla inkiibe edildi.

HRP ile bagli sekonder antikor uygulamasi sonrasi PVDF membran 3 kez PBS-
T ile 15’er dakika oda isisinda karistirici Gizerinde yikandi.

Clarity Western ECL substrate kit icindeki lumino enhancer soliisyonu ve

peroksit sollisyonu yari karanlikta, bire bir karistirildi ve membran {zerine
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kaplayacak sekilde pastor pipetlerle membranin kenarindan membran
Uzerine yayildi. Membran 4 dakika bekletildikten sonra membran Birad
gorintlileme cihazinda UV transluminatoriin izerine konuldu ve pozisyon
ayarindan sonra uygun gorinti cekildi.

e Bantlarin gorintilemesinde IMage Lab yazihmi kullanildi ve bantlarin
AQD’leri (Arbitrary Optic Density) 6l¢uld.

e Stain-Free teknolojisinin sagladigi TPN metodu kullanilarak normalizasyon
gerceklestirildi (109). Kisaca, elde edilen Kalpain-1 protein bantlarinin her
birinin AOD’leri o bantin icinde yer aldigi hattaki stain free jel ile 6lgimii
yapilan total protein miktarina gére TPN metoduna gore normalizyonu
yapilarak o deney grubunun relatif Kalpain-1 protein miktari degeri elde

edildi.

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

Olgiimleri

TAS kitinin calisma prensibi:

ABTS (2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) temelinde
calisan spektrofotometrik olarak 6lcilen kolorometrik bir metottur. Toplam
antioksidan durumu belirtmek i¢cin numunede olan antioksidanlar kit iceriginde
bulunan ABTS radikallerinin indirgenmesine sebep olarak ABTS'in koyu mavi-yesil
renginin kaybolmasina neden olur. Bu amagla spektrofotometride 660 nm
absorbansinda yapilan okuma ile toplam antioksidan miktarini belirlenir. Bu analiz
stabil antioksidan bir sollisyon olan Trolox (Vit E analogu) ile kalibre edilir ve Trolox
esdegeri (mmol Trolox Equiv/L) olarak ifade edilir (110, 111).

TOS kitinin calisma prensibi:

Bu test spektrofotometrik olarak 6lclilen kolorometrik bir metottur. Toplam
oksidan durumu belirlenmede kit temel olarak su prensip lzerinden ¢alismaktadir.
Numunedeki oksidanlar demir iyon selatlayici kompleksi okside eder. Oksidasyon
reaksiyonu, reaksiyon ortamiicinde bol miktarda mevcut olan gliclendirici molekiiller

ile uzatilir. Ferrik iyon, bir asidik ortam icinde kromojen renkli bir kompleks yapar.
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Rengin yogunlugu numunede olan oksidan miktari ile dogru orantilidir. Bu tahlil
H.0:’le kalibre edilir ve sonuglar H,0 esdegeri (umol H,0; Equiv/L) olarak gosterilir
(1112, 112).

TAS ve TOS él¢iimleri, 96 kuyulu plaka kullanilarak yapildi. Ornek olarak C2C12
hiicre gruplarindan elde edilen TPL kullanildi. Uygulama protokoli olarak Rel Assay
Diagnostics firmasinin TAS ve TOS kitleri icin var olan protokollu takip edildi

(www.relassay.com).
Total Antioxidan Status (TAS)

Deney sonuglar 2 kez tekrarlanarak hesaplandi. Firmanin temin ettigi kitin
protokoliinde mevcut olan, reagentlerin miktarlari (kiivet icin verilen degerler 96-
kuyulu plaka icin hesaplandi) ve prosediir ile ilgili tablolar asagida gosterilmistir (Tablo

3.4 ve Tablo 3.5).

Tablo 3.4.TAS yonteminde tanimlanan prosediir. Tablo 3.5. TAS yonteminde
kullanilan Reagentlerin icerigi.

Prosediir

Reagentlerin icerigi
Dalga boyu 660 nm
Asagida belirtildigi gibi kiiveti doldurun icerik Konsantrasyon
Ornek ya da Standart ya da Su 18 pl Tam "

pon Sollisyonu

Reagent 1 300 pl Reagent1
Karistirin Asetat Tamponu 04 moI/L pHS.S
Absorbansini 30 saniye sonra okuyun
(A1) Reagent 2 Prokromojen Sollisyonu
Reagent 2 45 pl ilé?s;trat Sollisyonu 30 mmol/L
Karistirin Standard 1 mmol /L
Absorbansini 5 dakika sonra 37°C okuyun (A2) Troloks
Ya QCLevel 1 1roioks 0.5 mmol /L
Absorbansini 10 dakika sonra oda sicakliginda
okuyun (A2) QCLlevel 2 Troloks 2.0mmol /L
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Total Oxidan Status

Deney sonuglari 2 kez tekrarlanarak hesaplandi. Firmanin temin ettigi kitin
protokoliinde mevcut olan, reagentlerin miktarlari (kiivet icin verilen degerler 96-
kuyulu plaka icin hesaplandi) ve prosediir ile ilgili tablolari (Tablo 3.6 ve Tablo 3.7.)

asagida gosterilmistir.

Tablo 3.5. TOS yonteminde tanimlanan prosediir. Tablo 3.7. TOS yonteminde
kullanilan reagentlerin igerigi.

Prosediir
Reagentlerin icerigi
Dalga boyu 530 nm
Asagida belirtildigi gibi kiiveti doldurun icerik Konsantrasyon
Ornek ya da Standart ya da Su 45 ul —
Reagent 1 300 pl REEgEﬂtl Tampon Soliisyonu
H;50, 25mM
Karistirin pH 1.75
Absorbansini 30 saniye sonra okuyun Substrat Solisyanu
(A1) Reagent2 <o, 25mM pH
Reagent 2 15 pl 175
- Demir iyon 5mMm
Karigtirin O-dianisidin 10 nM
Absorbansini 5 dakika sonra 37°C okuyun (A2) Standard
Ya QC leve| 1 H;0; 10 |J.|‘TIO|/|.
Absorbansini 10 dakika sonra oda sicakliginda H,0, 5 umol/L
okuyun (A2) Qc leve|2 H:0; 20 umol/L

3.2.9. istatiksel Analiz

istatistik analizler IBM SPSS 22.0 paket programinda yapildi. Deney gruplarinin
cap degerlerinin karsilastiriimasinda tek yonli varyans analizi (Oneway ANOVA)
kullanildi. ikili karsilastirmalarda Tukey testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT yontemiyle IC50 Degerlerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan tedavi ajanlarinin MTT yontemi ile belirlenen 1C50

degerleri ve buna iliskin grafikleri gosterilmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

MELATONIN
120
100 L ]
y =-8644,4x + 99,862
R?=0,97493
80
=
§ 60
e 50
40
20
. 1 1C50 (0,0058)
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Konsantrasyon (M}

Sekil 4.1. Melatonin IC50 degerinin hesaplanmasi.

MTT yontemiyle % 60 yogunluk seviyesine gelmis C2C12 hiicrelerine, farkli
melatonin konsantrasyonlari (0,01-0,00001 M arasi) uygulandi ve kontrole gore
canlilik oranlari yizde olarak hesaplandi. Hiicrelerin % 50 oranda canli oldugu molar
konsantrasyon grafigin lineer formiiliinden hesaplanan IC50 degeri olarak sekil 4.1’de
gosterilmistir. Bu hesaplama degerleri 3 kez vyapilan deney tekrari sonucu
olusturulmustur. Her deney dilizeneginde 4 teknik tekrar yapilmistir. Kullanilan

konsantrasyonlar ve onlara denk gelen hiicre canliik oranlari tablo 4.1'de

belirtilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. MTT yonteminde kullanilan melatonin konsantrasyonlari ve elde edilen
hiicre canhlik yizdeleri.

Melatonin(Molar) 0,01 0,005 0,001 0,0001 0,00001
% Canlilik 15,58 50,54 100 95,72 97,74
120 H,0,
100
° y=-82911x + 102,18
R?=0,9514
80
= ®
TCU 60
(»
e 50
40 |
20 |
(]
0 I 1C50(0,00063)
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
Konsantrasyon (M}

Sekil 4.2. H,0, IC50 degerinin hesaplanmasi.

MTT yontemiyle % 60 yogunluk seviyesine gelmis C2C12 hiicrelerde, farkl
H,0, konsantrasyonlari (0,001-0,000001 M arasi) uygulandi ve kontrole gore %
canhlik oranlarrhesaplandi. Hiicrelerin % 50 oranda canli oldugu molar konsantrasyon
grafigin lineer formiliinden hesaplanan IC50 degeri olarak sekil 4.2’de gdsterilmistir.
Bu hesaplama degerleri 3 kez yapilan deney tekrari sonucu olusturulmustur. Her

deney diizeneginde 4 teknik tekrar yapilmistir.

Kullanilan konsantrasyonlar ve onlara denk gelen hiicre canlilik oranlari Tablo

4.2'de belirtilmistir.
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Tablo 4.2. MTT yonteminde kullanilan H20; konsantrasyonlari ve elde edilen hiicre
canhlik yizdeleri

H,0»(Molar) | 0,001 | 0,0005 | 0,0001 | 0,00005 | 0,000001

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

% Canlilik

4.2. C2C12 Hiicrelerinin Farkh Biiyiime ve Farklilasma Donemlerindeki

Morfolojik Ozelliklerinin Deney Gruplari Arasinda Karsilastiriimasi

CGalismamizda kullanilan C2C12 hiicrelerinin tipik ¢ogaltilma ve farklilasma

paternlerine 6rnek gérinimleri gosterilmistir (Bkz.sekil 4.3).
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A. 24.saat sonunda blylime besiyerinde,% 25-30 yogunluktaki hiicrele(10X
blyutme).

B. 48.saat sonunda blylime besiyerinde, % 75-85 yogunluktaki hiicreler(10X

bliyltme).

C. 72.saat sonunda farklilasma besiyerindeki C2C12 hiicrelerinin gériinimu(10X
bliyldtme).

Sekil 4.3. C2C12 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi (A, B) ve bu hiicrelerin farkhlasma
slrecinin baslatilmasi (C).
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Hiicrelerin flaska blylime besiyeri icinde ekilmesinin 24. saatinde fotograflari
cekildi (Sekil 4.3.A). Hucreler saglikli bir sekilde flask tabanina tutunarak % 25-30
yogunlukta ylzeyi kaplamakta ve cok az oranda ylizen 6lU hiicre icermekteydi.
Hicreler 24. saatin sonunda blyime besiyerinin tazelenmesini takiben 48. saatte %
75-85 yogunlukta oldugu donemde tekrar fotograflar gekildi (Sekil 4.3.B). Yine bu
donemde hiicrelerin saglikh bir sekilde ¢ogaldiklari gézlemlendi. Hiicrelerin besi yeri
48. saatin sonunda blylime besiyerinden farklilasma besiyerine degistirildi. Bu
degisimden sonra 72. saatte (farklilasmanin 1. glininiin sonunda) fotograflari ¢ekildi
(Sekil 4.3.C). Bu donemde hiicrelerin beklendigi gibi bir araya gelerek miyotip
olusturmaya basladigi gézlemlendi. Tim hicre kiiltlri gortntilemeleri Nikon alttan
objektivli mikroskopla normal isikta, Toupview programi kullanilarak yapildi.

Farkhilasma sonu Kontrol grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi sekil 4.4

gostermektedir.

A) 192.saat sonunda (10X blyitme) B) 192.saat sonunda (40X biliylitme)

Sekil 4.4. Farklilasma sonu kontrol grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi 10X (A) ve
40X (B) buyutmedeki gorintdleri.

Kontrol grubundaki hiicrelerin diizenli araliklarla farklilasma besiyerleri
degistirilerek 192. saatte (farkhilasmanin 6.giinlinde) 10X ve 40X blylUtmelerde
fotograflari cekildi. Hucrelerin blylk cogunlugunun beklendigi gibi miyotip
olusturdugu gozlemlendi (sekil 4.4).

Farklilasmanin sonu Melatonin grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi sekil 4.5

gostermektedir.
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A) 192.saat sonunda (10X blyitme ). B) 192.saat sonunda (40X

blyutme).

Sekil 4.5. Farklilasmanin sonu melatonin grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi 10X
(A) ve 40X (B) buylitmede goriintileri.

Melatonin grubu hiicrelerine 120-144 saatleri arasinda 24 saat siire ile 100
uM melatonin uygulamasi yapildi. Bu uygulamanin sonunda tekrar hicreler taze
farklilasma besi yerinde 192. saate kadar tutuldu. Hucrelerin 192. saatte
(farkhlasmanin 6.giiniiniin sonunda) 10X ve 40X buylitmelerde fotograflari ¢cekildi. Bu
grupta da hicrelerin blyik cogunlugunun beklendigi gibi miyotip olusturdugu
gozlemlendi (sekil4.5).

Farkhlasmanin sonu H;0, grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi sekil 4.6

gostermektedir.

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

Sekil 4.6. Farkhlasmanin sonu H20; grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi 10X (A) ve
40X (B) blylutmede gorintileri.
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H>0; grubu hiicrelerine 144-168 saatleri arasinda H,0> 24 saat sure ile 50 uM
konsantrasyonda uygulandi. Bu uygulamanin sonunda tekrar hiicreler taze
farklilasma besi yerinde 192. saate kadar tutuldu. Hucrelerin 192. saatte
(farkhlasmanin 6.gininin sonunda) 10X ve 40X buylutmelerde fotograflari ¢ekildi. Bu
grupda da hicrelerin blylk cogunlugunun beklendigi gibi miyotlip olusturdugu
gozlemlendi.

Farklilasmanin sonu Melatonin+H;0, grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi

sekil 4.7 gosterilmektedir.

A) 72 — 192 saat sonunda (10X bliyitme)  B) 72 — 192 saat sonunda (40X
bliyldtme).

Sekil 4.7. Farklilasmanin sonu melatonin+H;0; grubu C2C12 hiicrelerinin morfolojisi
10X (A) ve 40X (B) blyltmede goriintileri.

Melatonin+H202 grup hicrelerine 120-144 saatleri arasinda melatonin 100
puM, devaminda 144-168 saatleri arasinda H202 50 uM konsantrasyonda her biri 24
saat seklinde uygulandi. Bu uygulamalarin sonunda tekrar hiicreler taze farkhlasma
besiyerinde 192. saate kadar tutuldu. Hucrelerin 192. saatte (farklilasmanin
6.glinlinin sonunda) 10X ve 40X buylutmelerde fotograflari cekildi. Bu grupta da

hiicrelerin biyliik cogunlugunun beklendigi gibi miyotiip olusturdugu gozlemlendi.
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4.3. Image J Programiyla Deney Gruplarinin Morfolojik Degerlendirilmesi

Farkhlasmanin 6. gliniiniin sonunda 40X blylutmede ¢ekilen fotograflar gereg

ve yontemlerde belirtildigi gibi image J programiyla degerlendirildi (Sekil 4.8).

P6-130618-8g0n-H1-4-40X.ipg (G) (50%)

@ @ . >
836.58x627.44 mikron (1280x960). RGB. 4.7MB Ooja|ofE 4 :uNAla|@0 Qloy 4| 8| #

1_1-3,6440 (530), y=406.53 (622), value-OB_Z.(‘)GSﬂS! (#524130)
~ @ Image) File Edit Font Results
S @
[Label [Angle Length
43452 68.423

1
2 44.293 74.874
3 44341 80.420
4 44293 74.874
S 44256 71.177
i) 44.193 65.632
7 44.145 61.935
45.000 53.610
9 43919 48.997
10 45.000 38.821
11 Mean 44289 63.876
12 SD 0.457 13.128
13 Min 43452 38.821
14 Max 45.000 80.420

A. B.

Sekil 4.8. Image J programi ile miyotiip morfoloji 6lglim.

A) Farklilasmanin 6. gliniinin sonunda (192. saatte) 40X bliyitmede gere¢ ve

B)

yontemlerde belirtildigi gibi her bir mikroskop alanina diisen her bir myottip
pargasinin uzunlugu sekildeki 6rnek miyotip fiberde gosterildigi gibi % 100
kabul edilerek 10 esit parcaya bolinmustiir. Her miyotip icin cizilen bu cap
cizgileri gerec¢ ve yontemlerde ayrintisi verildigi gibi ortalama miyotip c¢ap
6l¢imunde kullanilmistir. Seklin altindaki 6l¢ek barin uzunlugu 200 um’dir.
Image J tarafindan hesaplanarak olusturulan Sekil 4.8.A’daki 6rnek
miyotlplerin Microsoft Excel programina aktarilmadan 6nceki ham data
gorinima.

image J programindan elde edilen miyotiip morfolojik 6lcim datalan

Microsoft Excel programina aktarildi ( Sekil 4.9).
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A.
T

miyosit uzunlugu % | Fiber 1 Angle Fiber 1 diameter (um) |Fiber 2 Angle Fiber 2diameter (um)
miyosit uzunlugu 10% 45,000 17,901 35311 74,456
miyosit uzunlugu 20% 45,000 232711 35.754 77,988
miyosit uzunlugu 30% 45,000 26,852 35.340 85,345
miyosit uzunlugu 40% 45,000 28,642 35.059 88,144
miyosit uzunlugu 50% 45,000 34,012 35.640 82,549
miyosit uzunlugu 60% 45,000 44,753 35.961 79,755
miyosit uzunlugu 70% 44,029 52,816 35.655 71,66
miyosit uzunlugu 80% 46,637 62,679 35.166 68,13
miyosit uzunlugu 90% 46.790 57,311 35.272 63,568
miyosit uzunlugu 100% 44.236 67,135 35.838 56,211
Avearage 45,169 41,537 35.500 74,781
Angle SD Avearage 0,89 0,308

B.

Sekil 4.9. image J programindan elde edilen miyotiip morfolojik 6l¢ciim datalarinin
Microsoft Excel programina aktariimasi. Her bir 40X blyUtmeli mikroskop
gorintilsu icine disen miyotip kisimlari F1, F2 vs seklinde numaralanarak
(A), gerec ve yontemde ifade edildigi gibi program ciktisi her bir miyotiip
icin Microsoft Excel programina (B) aktarildi (Sekil 4.9.B da miyotipler,
fiber olarak belirtilmistir).

Sekil 4.9 da 6rnegi gosterilen, image J programindaki her bir grubun 9 farkh

bolgesinden alinan o6lclimlerin, enine kesit (uzunluk) esdegeri ve enine acilari
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Microsoft Excel programina aktarildi. Her bir miyotlip enine gapinin ve agilarinin

ortalamalari ve standart sapma’lari hesaplandi (Orn; Fiber 1 ve 2).

4.4. Deney Gruplari Morfolojik Ol¢iim Degerlerinin Karsilastiriimasi

Deney gruplarindaki hticre farklilasmasinin 6.glinliniin sonunda miyotiip cap

Olciimlerinin ortalamasi Sekil 4.10’de gosterilmistir.

Morfolojik Karsilastirma

120

100
80
60
40
20
0

K M H M+H

Sekil 4.10. Deney gruplarinin farkhlasmanin 6. giininiin sonunda miyotip caplarinin
Olcim ortalamalari ve standart (std) hata cizgileri (n=9).

Ortalama Cap ve Std.Hata (um)

Deney gruplarin degerleri: Deney gruplarinda o6lcilen ortalama caplar ve

bunlarailiskin + standat sapmalar hesaplandi. Bu degerler 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 miyotlip caplarinin gruplar arasi farkhliklari istatistiksel olarak
degerlendirildi. istatiksel degerlendirme icin Oneway ANOVA testi kullanildi. Anlamli
olarak p<0,05 kabul edildi.

Tablo 4.3.de iki yonlii ANOVA testin sonucunda gruplar arasindaki miyotip
caplarinin  ortalamalarinda istatiksel olarak anlamli farkhliklar bulundugu

(p<0,000013) gosterilmektedir.

Table 4.3. Deney gruplari arasinda yapilan Oneway ANOVA istatistiksel analiz

sonucu.
ANOVA
Cap
Karelerin Toplami df Karelerin Ortalamasi F Anlamlilik
Gruplar aras 5707,588315 3,000000 1902,529438|  12,626518 0,000013
Gruplar icerisinde 4821,672964 32,000000 150,677280
Toplam 10529,261279 35,000000

Deney gruplar arasinda bulunan farkin degerlendirmesi Post Hoc test ile
yapildi (Tablo 4.4). Anlamlilik (Sig. degeri) degeri p<0.05 altinda olanlar o gruplarin

farkinin kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4.4. Gruplar arasindaki farkliliklari gostermek igin ¢coklu karsilagtirma yapmak
amaciyla yapilan Post Hoc test sonuclari.

Post Hoc Tests
¢oklu karsilastirma
Bagiml degisken Cap |
Tukey HSD I %95 Giiven Araligi
| s — [ —
Grup Ortalama Fark Std.Hata Anlamlilik Alt Sinir Ust Sinir
K H 17,28833° 5,786522 0,026166 1,610552 32,966115
M -16,66144" 5,786522 0,033830 -32,339226 -0,983663
M+H -8,571111 5,786522 0,460239 -24,248893 7,106671
H K -17,28833 5,786522 0,026166 -32,966115 -1,610552
M -33,94978° 5,786522 0,000009 -49,627559 -18,271996
M+H -25,850944" 5,786622 0,000512 -41,637226 -10,181663
M K 16,66144° 5,786522 0,033830 0,983663 32,339226
H 33,94978° 5,786522 0,000009 18,271996 49,627559
M+H 8,090333 5,786522 0,509677 -7,587448 23,768115
M+H K 8571111 5,786522 0,460239 -7,106671 24,248893
H 25,85944" 5,786522 0,000512 10,181663 41,537226
M -8,090333 5,786522 0,509677 -23,768115 7,587448

Yapilan istatiksel degerlendirme sonucunda

1) K grubu ve H ve M gruplar arasinda, miyotip caplarin ortalamalari arasinda
istatiksel olarak anlamli farkhlik bulundu. K grubu ve (M+H) grubu arasindaki fark ise
istatiksel olarak anlamli bulunamadi.

2) H grubu ve diger gruplar arasinda, miyotip ¢aplarinin ortalamalari arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik bulundu.

3) M grubu ve K ve H gruplari arasinda, miyotip ¢aplarin ortalamalari arasinda
istatiksel olarak anlaml farkhlik bulundu; M grubu ve (M + H) grubu arasinda,miyotip
¢aplarin ortalamalari arasinda istatiksel olarak anlamh farkhlik bulunamadi.

4) (M+H) grubu ve H grubu arasinda, ¢aplarin ortalamalari arasinda istatiksel
olarak anlamh farklilik bulundu.

5) (M+H) grubu ve K ve M grubu arasinda, ¢aplarin ortalamalari arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi.

Sekil 4.11’de Error Bar grafik gosteriminde deney gruplarinin ortalama

miyotip caplari ve standart sapma’lari gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Deney gruplarinin ortalama miyotlip caplari ve SD degerlerinin “Eror Bar
grafigi” seklinde SPSS program ciktisi olarak gosterimi.

Farkhilagmanin 6.glintiniin sonunda deney gruplarindaki C2C12 hicrelerinden
elde edilen total protein lizatlarinin konsantrasyonlari (TPL) Bradford yontemiyle

belirlendi (Sekil 4.12)

4.5. Deney Gruplarindan Elde Edilen Total Protein Lizatlarinindaki Protein

Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

Standart Egri

0.4
0.35
0.3

y = 0,0105x + 0,1453 H M K M+
R? = 0,99463

0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

0 |
0 5 10 15 20 25

0D degeri (ortalama)

Konsantrasyon(ug/ml)

Sekil 4.12. Biorad kiti protein standardlari ile hazirlanan grafiginin Gzerinde deney
gruplarinin total kalpain-1 protein miktarlarinin gésterimi.
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Bu o6lglim igin kullanilan Biorad kitinin protein standartlarinin lineer 6lglim
aralig1 1,25-20 ug/ml idi. Konsantrasyonlari bilinmeyen deney gruplarina ait TPL’daki
protein konsantrasyonunun bu araliga gelmesi icin uygun sekilde sulandirildi (Sekil
4.12’ de belirtilen degerler 200 kat sulandirma ile bulunan degerlerdir). Yuvarlakla
gosterilen degerler standart protein konsantrasyonlarini (mavi-yuvarlak), kare ile
gosterilen degerler ise deney gruplarindan elde edilen sulandirilmis TPL'inin protein
konsantrasyonlarini (kirmizi-kare) gostermektedir (Sekil 4.12).

Deney gruplariigin sulandirma sonrasi hesaplanan TPL protein konsantrasyon
degerleri asagida verilmistir.

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

4.6. Kalpain 1 Protein ifadelenmesinin Degerlendirilmesi ve Gruplar Arasi

Karsilastirmasi

Western blot goriintiileme Image Lab yazilimi araciliyla yapildi. Protein
bantlar total protein normalizasyonu (TPN) metotoyla “Stain free blot” kullanarak
degerlendirildi. Image Lab yaziliminda protein bantlarinin TPN metoduyla olgildu
(Sekil 4.13).Western blot ile kalpain-1 proteinin iki farkli protein konsantrasyonu
kullanilarak “Biorad ChemiDoc XRS” gorlintileme sisteminde Image Lab yazilimi

kullanilarak gortintilendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Image Lab yaziiminda protein bantlarinin TPN metoduyla 6lcimd.

250kD

150kD

100kD
- v w— — —
75kD .

K M H M+H K M H M+H

50kD

4,5 ug protein/kuyucuk 13,5 ug protein/kuyucuk
25kD

Sekil 4.14.Western blot ile kalpain-1 proteinin iki farkli protein konsantrasyonu
kullanilarak “Biorad ChemiDoc XRS * goriintiileme sisteminde Image Lab

yazilimi kullanilarak goriintiilenmesi.

Sekil 4.15’de deney gruplarinda TPN ile normalize edilmis kalpain-1 protein

ifadelenme seviyesinin ortalamasi belirtilmistir.
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Deney Gruplarinin Ortalama Kalpain 1 Protein

ifadelenmesi
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Sekil 4.15. Deney gruplarinin kalpain-1 protein ifadelenmesinin Rolatif Arbitrary
Optic Density (AOD) ortalamasi. Her grup igin 2 tekrar yapilmistir (n=2).

Ortalama Normalize Ralatif AOD

Bir biyolojik tekrar ve 2 adet teknik tekrar yapildigi icin degerlerde istatiksel
anlamlilik belirtilmemistir.

iki tekrarin ortalama relatif AOD degeri belirgin olarak, K grubunda diger
gruplara kiyasla daha disiik miktarda kalpain-1 protein ifadelenmesini
gostermektedir. Diger gruplar bu yonden ortalama degerleri (zerinden
karsilastirildiklarinda; H deney grubu 6nde olmak lizere M grubunda da buna yakin,
M+H grubunun ise H ve M den daha distk ortalama Kalpain-1 proteini ifade ettigi

gorilmektedir.
4.7. TAS Sonuglarinin Degerlendirilmesi ve Gruplar Arasi Karsilastirmasi

TAS degerleri icin bir biyolojik tekrar ve 2 adet teknikal tekrar yapildigi icin
degerlerde istatiksel anlamhlik belirtiimemistir. Sekil 4.16’da 2 teknikal tekrarin

ortalamasi olan TAS degerleri grafik de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Deney gruplarinin ortalama TAS degerleri.

TAS (mmol/L/mg)

Elde edilen TAS degerlerine gore

H grubu en yliksek ortalama TAS degeri gosterirken, K grubu en disik degeri
gostermektedir. Bunun yani sira M grubunun ortalama TAS degeri M+H grubundan

ylksektir.

4.8. TOS Sonuglarinin Degerlendirilmesi ve Gruplar Arasi Karsilastirmasi

TOS degerleri icin bir biyolojik tekrar ve 2 adet teknikal tekrar yapildigi icin
degerlerde istatiksel anlamhlik belirtiimemistir. Sekil 4.17°da 2 teknikal tekrarin

ortalamasi olan TAS degerleri grafikte gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Deney gruplarinin ortalama TOS degerleri.

Elde edilen TOS degerlerine gore

H grubu en yiksek ortalama TOS degeri gosterirken K grubu en disuk degeri
gostermektedir. Bunun yani sira M+H grubunun ortalama TOS degeri M grubundan

ylksektir.
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5.TARTISMA

Calismamizin  sonuglari, H202'in C2C12 hicrelerinde kas atrofisi
olusturdugunu ve melatoninin olusan atrofiyi morfolojik olarak o6nledigini
gostermektedir. Kas atrofisi, hastaliklarin yoklugunda kasin kullanilmamasina bagli
olarak da ortaya ¢ikabilir (22, 23). Kullanilmamaya bagh atrofinin en 6nemli nedeninin
oksidatif stres oldugu onceki arastirmalarda gosterilmistir (61). Bircok in-vitro ve
invivo arastirmada, kullanilmamaya bagh atrofi olusturmak igin H20, kullaniimistir
(62-65). C2C12 fare miyoblast hicreleri kontraktil miyotiipler olusturma ve
karakteristik kas proteinleri Gretme kapasitesine sahiplerdir (103). Bu oOzellikleri
nedeniyle arastirmalarda in vitro olarak degisik kas modelleri olusturmak icin bu
hicre hatti siklikla kullanilmaktadir (4, 70, 87). Bizim ¢calismamizda da C2C12 hiicre
hatti bu 06zellikleri ve daha 6nce benzer ¢alismalarda kullanilmasi nedeniyle
kullanilmistir.

Arastirmada kullanilan ayni pasaj sayisinda olan hiicreler, blyliime ve
farklilasma sireclerinde ayni kosullara maruz birakilmiglardir. Bu nedenle gruplar
arasinda gozlenen farkin deney protokoliinden kaynaklandigi ifade edilebilir. Daha
once yapilan bir aragtirmada 25-50 um H,0;’in konsantrasiyondaki atrofi olusturmak
icin uygun oldugu belirtilmistir (4). Bizim calismamizda MTT deneyleri sonucunda 24
saat slireyle 50 um H>0;'ye maruz birakilan hiicrelerin % 93,36 oraninda canlilik
gostermesi nedeniyle uygun doz olarak secilmistir. Bu dozda H;0, uygulanan
kullanilmamaya bagli atrofi modelimizde miyotip ¢aplarinda kontrol grubuna gére %
23 azalma gozlemlenmistir. Literatirde miyotlip capinin azalmasi atrofi belirteci
olarak kabul edilmektedir (107).

Sivakumar ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda yapilan arastirmada (70),
C2C12 hiicre hattinda, oksidatif stresi azaltmak icin H,O, uygulamadan 6nce
antioksidan olarak sunphenon ve polyphenon kullanmalari neticesinde oksidatif stres
belirteclerinde azaldigi gosterilmistir. Bu glicli antioksidanlarin oksidatif strese bagli
kas atrofilerini azaltabileceklerini bu bulgular 1siginda 6ne sirmuslerdir. Son
zamanlarda yapilan iki calismada C2C12 hiicrelerinde melatoninin bir antioksidan ve

anti-apoptotik molekiil olarak gorev yapabildigi gosterilmistir (87, 113).
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Melatoninin 6nemli koruyucu etkisi esasen serbest radikal temizleyici olarak
yuksek potansiyeli, diistik toksisitesi ve su-organik ortamlarda gegirgenligi temelinde
olustugu gosterilmistir (7, 85, 114). Melatoninin antioksidan etkisi ve kas atrofisi
Uzerindeki pozitif etkileri 6nceki calismalarda gosterilmesine ragmen, kas atrofisinin
morfolojik incelenmesi daha ©6nce yapilan calismalarda bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda melatoninin C2C12 modelinde kas atrofisi Gizerinde morfolojik etkisi ilk
kez gosterilmistir. MTT deneyleri sonucunda 100 um melatonine 24 saat sureyle
maruz birakilan C2C12 hiicrelerinin % 95,72 canh oldugu gosterilmistir. Kullandigimiz
bu doz literatlirde kullanilmasi énerilen doz ile uyumludur (87).

Melatonin ve H;0; uygulanan hiicre grubunda sadece H,O; uygulanan gruba
gore morfolojik 6lciimii olan miyotlip cap azalmasi timd ile ortadan kalkmistir. Bu
bulgu daha 6nce melatoninin etkisini kas atrofisi lizerinde inceleyen arastirmalarla
uyumludur (115, 116). Sadece melatonin uygulanan grubun fiber ¢apinda, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Bu bulgumuz ile
melatoninin atrofiyi dnlemesinin yani sira C2C12 hiicrelerinde hipertrofi yaptigi da ilk
kez gosterilmis olmaktadir.

Yapilan Onceki arastirmalarda kas atrofisinin baslamasi miyofibriler
proteinlerin degradasyonu sarkomer yapisinin biitlinliginin bozulmasi gerektigi
ortaya konulmustur. Bu bitlinligli bozan etkenlerden o6zellikle kalpainlerin kas
atrofisinde sarkomer bitinliginin bozulmasinda 6énemli rol aldiklari (3) ve ayni
zamanda kullanilmamaya bagli atrofilerde kalpainlerin miktari ve aktivitelerin arttigi
ortaya konmustur (20, 42, 43). Talbert ve arkadaslari 2013 yilindaki ¢alismalarinda
(46) kalpain inhibisiyonunun sican soleus kasinda kullanilmamaya bagh atrofiyi
Onlemede yeterli oldugunu gostermislerdir. Bununla beraber C2C12 hiicre hattinda
atrofiyi dnlemek icin 6zellikle kalpainler arasinda kalpain 1’in en 6nemli roli oynadigi
ve bu kalpainin aktivitesi ve miktarinin azalmasiyla atrofinin %90 oraninda geriledigi
gosterilmistir (4).

Samantaray ve arkadaslari spinal kord hasarli fare modelinde, melatoninle 6n
tedavinin kalpain protein diizeyi ve aktivitesinde de azalmaya sebep oldugunu

gostermislerdir (117). Chetsawang ve arkadaslari amfetaminin indiklendigi
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sicanlarda substansa nigrada meydana gelen dejeneratif sirecten kismen kalpainin
aktivasyonunun sorumlu oldugu kanitlamislardir ve melatoninin bu etkiyi kalpain
miktar ve aktivitesini azaltarak tersine cevirebilecegi gostermislerdir (11).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda melatoninin kas hiicre hatlarinda kalpain-
1 Uzerine etkisi arastirilmamistir. Biz galismamizda bu etkiyi C2C12 hiicre hattinda
inceledik. Bu amagla kalpain-1 protein miktarini western blot yontemiyle deney
gruplarinda inceledik. Western blot sonuclarina gére H, M ve M +H gruplarinda
kalpain-1 proteinin ifadelenme diizeyleri K grubuna kiyasla artis gozlemlenmistir. Her
ne kadar bizim bulgularimizda tekrar eksikligi nedeniyle istatistik anlamlilikla ifade
edilmemis olsa da, kalpain-1 protein ifadelenmesinde H grubundaki artis, H,0>
uygulandiktan sonra kalpain-1 gen ifadelenmesinin artigini gosteren calisma ile
uyumludur (70).

Bulgularimiz arasinda o6ngormedigimiz en dikkat cekeni, M grubundaki
kalpain-1 protein ifadelenmesindeki artis olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bizim
¢alismamizda western blot yontemi ile elde edilen kalpain-1 protein ifadelenmesi
Chetsawang ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda yapilan arastirma (11) ile ilk
bakista uyumluluk géstermese de, s6z konusu sican ¢alismasinda kalpain-1 ile ilgili
miktar ve aktivite sonuglari lzerinden tartisma ylrittlmuastir. Bizim ¢calismamizda
kalpain-1 aktivitesi ile ilgili deneysel degerlendirme yapilmamistir. Diger 6nemli
dikkat edilmesi gereken husus da Chetsawang ve arkadaslarinin siganlarda substantia
nigrada kalpain-1 seviyesine sistemik dolasima subkutanoz olarak verilen melatonin
cevabina bakmasidir. Bizim deney sartlarimizda ise direk olarak hticre kiltiiriinde
melatonin uygulamasini takiben kalpain-1 protein ifadelenmesine bakilmistir.
Bulgularimiz isiginda ilerde kalpain aktivitesiyle ilgili bir fikre sahip olmak icin western
blot araciyla kalpain proteinin miktari ile korele olarak kalpain aktivitesini 6lcmek icin
literatlrde yapildigl gibi kalpainin olusturdugu spektirin parcalanma Urinlerine
(SBDP) bakilmasi veya total kalpain 1 diizeyinin yani sira aktif kalpain-1 (Cleaved
Calpain-1) dizeyinede bakilmasinin uygun olacagi duslinilmektedir (4, 11). M
grubunda ilging bir bulgu olarak gozlemledigimiz kalpain-1 protein ifadelenmesinin

artmasina sebep olabilen diger bir varsayimimiz da, deney protokoliimizde
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melatonin uygulandiktan sonra morfolojik degerlendirme icin miyotip olusumunun
48 saat beklenme geregi ve sonrasinda kalpain-1 protein ifadelenmesine bakilmasi
olabilir. Bu artigi agiklayan bir bagka disiince de melatoninin C2C12 hicre hattinda
daha karmasik bir yolagi kullanarak etki edebilecegidir. Bu varsayimlari denetlemek
icin deneyin tekrarlanmasi ve bekleme siirecini 24 saat azaltarak yeni deney
diizeneklerinin kurulmasi ve 6nceden ifade edildigi gibi western blot’la aktif kalpain
1 ve/veya kalpain pargalama uriinlerine (SBDP) de bakilmasi 6ngorilmektedir.

Daha o6nce yapilan bir arastirmada melatonin tedavisinin miyotuplerdeki
antioksidan etkisini, antioksidan genlerin ifadelenmesini arttirarak yaptigi
gozlemlenmistir (88). Biz calismamizda hiicrelerin deney sonunda redoks dengelerini
belirlemek igin, daha ¢ok serum diizeyinde melatoninin redoks denge de etkisine
bakan galismalarda kullanilan TAS ve TOS kitlerini kullandik (118, 119). Literatiirde
hiicre hatlarinda melatonin uygulanmasindan sonra TAS ve TOS diizeylerinin
incelenmesi yapilan hic bir calismaya rastlamadik.

Bizim ¢alismamizda TAS miktarinda M grubunda K grubuna goére artis
gostermistir. Bu melatoninin antioksidan olarak etki gostermesiyle uyumlu bir
bulgudur. Bununla beraber H grubunda TAS diizeyi diger gruplardan daha yiksek
tespit edilmistir. Deney protokoliimiizde H,0, uygulanmasindan 24 saat sonra TAS ve
TOS dizeyine bakilmistir. Bu artis H,Oz’a maruz kalan hiicrelerde oksidatif stresi
ortadan kaldirmak icin hiicre antioksidan dizeyinde redoks dengeyi saglamak icin
olustugunu bildigimiz rebound bir artis sonucu olabilir (120). Bu bulgumuz ile a¢iga
¢ikan antioksidan artisini daha iyi degerlendirebilmek icin 24 saatlik H;0;
uygulamasinin sonrasinda cesitli araliklarla TAS ve TOS diizeyine bakilabilir. Hayvanlar
Uzerinde yapilan bazi arastirmalarda melatonin uygulanmasi TAS dlizeyinde anlaml
bir farkhlik yaratmamistir (118). Gene bazi hayvan calismalarinda melatonin
uygulanmasinin TAS diizeyinde anlamli bir artis sagladig1 gdozlemlenmistir (119). M+H
grubunun TAS degeri M ve H grubundan daha disiik olmasini olusan oksidatif stresin
rebound artisi saglayacak diizeyde olmamasi seklinde yorumladik.

Bizim c¢alismamizda TOS dilizeyinde H grubunda diger gruplara gore artis

gorinmektedir. Bu calisma Oncesinde de 6ngordiglimiz cevap literatiirle de
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uyumludur (121). M grubu TOS diizeyi K grubuna gore artmistir. Bu bulgumuz, Ossini
ve arkadaslari tarafindan 2000 vyilinda vyapilan arastirmada melatoninin
konsantrasyon ve inklibasyon siresine bagli hiicrelerde prooksidan etki
gosterebilecegi sonucu ile uyumludur. S6z konusu calismada daha ¢ok glutatyon
miktari azalan hiicrelerde bu durumun oldugu vurgulanmistir (9). Ayni zamanda 2009
yilinda Cristofanon ve arkadaslari tarafindan yapilan arastirmada (10) melatoninin
U937 hiicrelere uygulanan 1 mM konsantrasyonda prooksidan etki gosterebilecegini
ortaya koymustur.

TAS ve TOS kitleri prensip olarak toplam antioksidan ve oksidan miktarini
Olcerek bilgi vermekte, bu etkilerin detayini sorgulamak ise miimkiin olmamaktadir.
Bulgularimizda K grubuna gére M ve M+H gruplarinda TOS degerlerinde artis
olmasina karsin, bu artisin atrofik etki gérmemesinin yani sira hipertrofik etki
gorilmesi bu etkilerin daha detayl analizini gerektirmektedir. TAS ¢alisma prensibi
ABTS radikalllerinin antioksidanlar tarafindan indirgenmesi prensibine dayanir. TOS
¢alisma prensibi ise demir iyonlari selatlayici kompleksinin oksidanlar tarafindan
oksidasyonu iledir. Her iki olcimde de oksidan ve  antioksidanlarin tipi
belirlenmemektedir. Literatiirde melatonin tedavisinde; GSH, katalaz ve hicresel
SOD degisiminin farkh yolaklari aktive ederek farkli sonuglar dogurdugu ifade
edilmistir (9, 10). Bulgularimizin gagristirdigi muhtemel etkilesimin daha ayrintih
aciklanabilmesi amaci ile yukarda belirtilen antioksidan enzimlerin yani sira
malondialdehid (MDA) diizeyine de bakilmasi ile doku hasarinin bir gdstergesi olan
lipid peroksidasyonu etkisi ile aralarindaki korelasyon bazi ¢calismalarda ifade edildigi
gibi gosterilebilir (118).

M+H grubu TOS dizeyi K ve M grubuna gére artmistir. Ancak literatlirde
sicanlarda radyasyona karsi melatoninin koruyucu etkisinin arastirildigi bir calismada,
melatonin uygulanmasi ile TOS diizeyinde serumda anlamli bir diislis gbzlemlenmistir
(119). Gene baska bir arastirmada Wistar sicanlarda testis iskemi ve reperfiizyonuyla
indiiklemede 6nceden melatonine maruz birakilan grupta serum TOS dizeyinde

anlamli bir farkhlik gézlemlenmemistir (118). Bizim calismamizda ilk defa melatoninin
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hiicresel diizeyde redoks dengesi lizerinde etkisine TAS ve TOS kiti kullanilarak
bakilmistir.

Galismamizda M grubunun TOS miktari K grubuna goére artisi ile birlikte
kalpain-1 protein ifadelenmesinde de gorilen artis; melatoninin C2C12 hiicrelerinde
gorilen atrofinin énlenmesinde distndilenlerin tersine, baskin olarak antioksidan
etkisinden ziyade ayri bir yolagi ve/veya multipotansiyel 6zelliklerini kullanarak
olusturdugunu distinmekteyiz. Gene bulgularimizi  agiklamada oOnemli bir
limitasyonumuz da bizim deney protokolimiz geregi TAS/TOS ve kalpain-1 protein
ifadelenme analizlerinin zamansal olarak ge¢ yapilmasidir. Bu analizlerin gecikerek
yapilmasi limitasyonu, morfolojik degisimin beklenmesi yerine atrofik etki olusumunu
literatlrde belirtildigi gibi kasta erken donemde etkinlesen Atrogin 1 ve MURF 1
genlerinin ifadelenme diizeylerine bakilmasiyla bir 6lgtide 6nlenebilir (122).

Kaur ve arkadaslar tarafindan 2018 yilinda yayinlanan c¢alismada (123),
kreatin kinaz, laktat dehidrojenaz gibi atrofinin biokimyasal belirtclerinin,
atrogenlerle beraber degerlendirilmesi atrofiyle ilgili daha detayli bilgi verebilecegi
gosterilmistir. Bu analizlerin atrogenlerin ifadelenmesiyle beraber bakilmasi atrofinin

daha detayli degerlendirilmesi icin uygun olabilir.
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6. SONUG VE ONERILER
6.1. Sonuglar

H grubunun ortalama miyotiip ¢aplarinda diger gruplara (K, M, M+H) gére
istatiksel olarak anlamli bir disis gézlenmistir.

M grubun ortalama miyotip ¢apinda, K ve H gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis gbzlenmistir.

M grubunun K grubuna gore ortalama miyotlip capindaki artis anlamh
bulunmustur. Dolayisila melatonin uygulamasinin miyotiplerde hipertrofi
yapmasi literatiirde ilk defa bizim ¢alismamizla ortaya konmustur.
Calisma gruplari arasinda ortalama miyotip ¢aplari arasindaki farklilik
istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Western blot sonugclarina gore H, M ve M +H gruplarinda kalpain-1 proteinin
ifadelenme diizeyinde K grubuna kiyasla artis gdézlemlenmistir.

H grubunda ortalama TOS miktari diger gruplardan daha yliksek ¢cikmistir.
H grubundan sonraki ortalama TOS degerleri sirasiyla (M+H) ve M grubu iken
en dislik ortalama TOS degeri K grubunda ¢ikmistir.

Calismamizda ortalama TAS miktarinin M grubunda K grubuna gore artisi
gozlemlenmistir.

En ylksek ortalama TAS degeri H grubunda ¢ikmistir.

H grubundan sonraki ortalama TAS degerleri sirasiyla M ve (M+H) grubu
iken en distk ortalama TAS degeri K grubunda gozlenmistir.
Calismamizin sonuglarina gore, H,02’in C2C12 hiicrelerde kas atrofisi
olusturdugunu ve melatoninin olusan atrofiyi morfolojik olarak énledigini

gosterilmistir.
6.2. Oneriler

ilerde bu konuyla ilgili yapilabilecek ¢calismalarda kalpain-1’in aktivite diizeyi
hakkinda da fikre sahip olmak i¢in kalpain protein ifadelenme miktari ile

beraber kalpain aktivitesini 6lcmek icin kalpainin olusturdugu spektirin
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parcalanma Urtnlerine (SBDP) bakilmasi veya total kalpain-1 dizeyi yani sira
aktif kalpain-1 (Cleaved Calpain-1) diizeyine bakilmasinin uygun olacagini
disinmekteyiz.

Deney protokolimiizde melatonin uygulandiktan sonra morfolojik
degerlendirme icin 48 saat beklenme geregi ve sonrasinda kalpain-1 protein
ifadelenmesinin degerlendirilmesinin sonuglari etkilememesi icin n sayisini
artirarak tekrarlanmasi ve bekleme sirecini 24 saat azaltarak zamansal
faktorin etkisinin de ortaya konmasi 6nerilmektedir.

Hacettepe Universitesi tarafindan desteklenen projemiz kapsaminda devam
eden calismada morfolojik degisimin beklenmesi yerine atrofik etki
olusumunu literatirde belirtildigi gibi kasta erken donemde etkinlesen
Atrogin 1 ve MURF 1 genlerinin ifadelenme diizeylerinin ¢alisiimasi
planlanmaktadir. Boylece farklilasmis C2C12 hiicrelerinde atrofinin
olusturdugu morfolojiyi bekleme zorunlulugu olmadan atrofi yolaginin
uyarilmasi hakkinda diger parametrelerle beraber erken 6n bilgi alinabilecegi
dustnulmektedir.

Literatlirde melatonin tedavisinde; GSH, katalaz ve hiicresel SOD degisiminin
farkli yolaklari aktive ederek farkli sonuclar dogurdugu ifade edilmistir. Bu
antioksidan enzimlerin diizeyine bakmak da bu konuyu agikhga kavusturmak
icin 6nerilebilmektedir.

Bulgularimizin isaret ettigi muhtemel etkilesimin daha ayrintil
aciklanabilmesi amaci ile antioksidan enzimlerin yani sira malondialdehyde
(MDA) diizeyine de bakilmasi doku hasarinin bir gostergesi olarak

destekleyici bir bulgu olabilir.
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