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5-FU VE C,, NANOPARTIKULUNUN MCF-7 HUCRE HATTI
UZERINDEKI SINERJIK ETKIiSININ APOPTOTIK VE
OTOFAJIK HUCRE OLUM YOLAKLARI UZERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

OZET

Meme kanseri diinyanin hemen her bolgesinde kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii-
diir. Kansere bagli 6liimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. 5-FU;
meme, bas, mide, kolon ve pankreas kanseri dahil olmak iizere g¢esitli kanser tlirlerinde
kullanilan bir kemoterapi ilacidir. C,; fullerene, antioksidan ve antitlimor potansiyeli olan
bir nanopartikiildiir ve 5-FU’ya hiicre tepkilerini modiile etmedeki rolii heniiz dogrudan ele
almmamigtir. C,, fullerenin kanserdeki etkisi MCF-7 hiicre hatti lizerinde aragtirilmistr.
Bu galigmada 5-FU, C ve 5-FU+C, kombinasyonunun MCF-7 insan meme kanseri hiic-
releri lizerindeki sitotoksik etkileri WST-1 analizi ile gergeklestirildi. Ek olarak, DCFD-A
kullanilarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeylerinin tespiti arastirilmistir. Calismamizda
zamana ve konsantrasyona bagli olarak 5-FU’nun MCF-7 hiicre canliligini inhibe ettigi,
C, nanopartikiiliniin MCF-7 hiicreleri tizerine tek bagina uygulanmasi sonucunda anlamli
bir etkinin olmadigi belirlenmistir. 5-FU+C, "n birlikte kullaniminin ise hiicre canlilig:
tizerinde kismi bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Ote yandan hiicreler {izerine 5-FU,
C,, ve 5-FU+C,  uygulamalarinin ROS seviyeleri DCFD-A testi ile olgiildi. 5-FU’nun
hiicre i¢i ROS’u indiikleyerek MCF-7 hiicre hattinda ROS’u arttirdig1 belirlendi. DCFD-A
analizinin sonuglarina gore, C fullerenin ve 5-FU+C, | gruplarinin MCF-7 hiicre hattinda;
ROS seviyeleri tlizerinde anlamli bir etkilerinin olmadig1 belirlenmistir. [laveten p53 ve
TIGAR proteinlerinin ekspresyonlardaki degisiklikler Western Blot yontemi ile incelene-
rek analiz edildi. 5-FU ve 5-FU+C, gruplarinda p53 ve TIGAR proteinleri ekspresyon
seviyelerinde artig oldugu goriildii. Genel olarak, bulgularimiz 5-FU, 5-FU+C, | gruplarinin
MCF-7 hiicrelerinde apoptozisi ve otofajiyi indiikledigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: 5-FU, C_, meme kanseri, apoptozis, otofaji.
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INVESTIGATION OF THE SYNERGITIC EFFECT OF 5FU
AND C,, NANOPARTICULES ON THE MCF-7 CELL LINE ON
APOPTOTIC AND AUTOPHAGIC CELL DEATH PATHWAYS

ABSTRACT

Breast cancer, which is an important health problem in almost every part of the world, is
the most common type of cancer among women and ranks second among cancer related
deaths after lung cancer. 5-FU; It is a chemotherapy drug used in various types of cancer,
including breast, head, stomach, colon and pancreatic cancer. C fullerene, with antioxi-
dantandant tumor potential is a nanoparticle and may be in modulating cell responses to
5-FU. The effect of C,; fulleren in cancer was investigated on the MCF-7 cell line. In this
study, cytotoxic effects of the 5-FU, C, and 5-FU + C_ combination on MCF-7 human
breast cancer cells were investigated by WST-1 analysis. In addition, the detection of re-
active oxygen species (ROS) levels using DCFD-A was investigated. In our study, it was
observed that 5-FU inhibited MCF-7 cell viability depending on time and concentration,
and no significant effect was observed as a result of the application of C, nanoparticle alo-
ne on MCF-7 cells. The use of 5-FU + C, together was shown to have a partial decrease in
cell viability. On the other hand, ROS levels of 5-FU, C, and 5-FU + C_ applications on
cells were measured by the DCFD-A test. It was determined that 5-FU increased ROS in
the MCF-7 cell line by inducing intracellular ROS. According to the results of the DCFD-A
analysis, C fullerenin and 5-FU + C, groups in MCF-7 cell line; It was determined that
there was no significant effect on ROS levels. In addition, changes in the expression of p53
and TIGAR proteins were analyzed by Western Blot method. In the 5-FU and 5-FU C_
groups, there was an increase in the expression levels of p53 and TIGAR proteins. Ove-
rall, our findings show that the 5-FU, 5-FU, C, groups induce apoptosis and autophagy in
MCF-7 cells.

Keywords: 5-FU, C_, breast cancer, apoptosis, autophagy.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre cogalmasi, komsu bdélgelerin istilas1 ve anormal hiicrelerin uzak
dokulara metastazi ile karakterize olabilen bir grup hastalik olarak tanimlanmaktadir. Ame-
rikan Kanser Dernegi, yalnizca ABD’de farkli kanser tiirleriyle iliskili multiorgan yetmez-
ligi nedeniyle ortaya ¢ikacak yaklasik 1,5 milyon yeni kanser vakasi ve yarim milyon 6liim
olacagini 6ngdrmiistii (Amerikan Kanser Dernegi, 2010). Diinya Saglik Orgiitii kanserin,
diinyadaki ikinci 6nde gelen 6liim nedeni oldugunu ve 2018’deki tahmini 9,6 milyon 6liim-
den sorumlu oldugunu ve kiiresel olarak, 6 6liimden yaklasik 1 tanesinin kanserden kay-
naklandigini agikladi (World HealthOrganization, 2018). Tiirkiye Saglik Bakanligi, 2018
yilinda kanserin hem diinyada hemde tilkemizde 6liimler siralamasinda kalp hastaliklarina
bagh 6liimlerin ardindan ikinci 6liim sebebi oldugunu agikladi. 2002 yilinda iilkemizde
kansere bagli 6liimlerin, tiim 6liimlerin %12’sini olusturmaktayken bu oran 2009 yilinda
%?21’e ¢ikmistir. Kanserdeki bu artis oran1 devam ettigi taktirde 2030 yilinda 22 milyon
yeni vakanin ortaya ¢ikacagi tahmin edilmektedir. (Tiirkiye Saglik Bakanligi, 2018).

Kanser, normal hiicreyi kotii huylu hiicrelere doniistiiren ¢ok asamali bir siliregte ortaya
cikar (Boland et al. 2005). K&tii huylu hiicrelerin iiretilmesi, asir1 ¢ogalmaya neden olan
onkogenlerin aktivasyonu veya amplifikasyonu ve hiicre biiylimesinin sinirlandirilmasin-
dan normal olarak sorumlu olan tiimor baskilayici genlerin aktiflestirilmesi dahil olmak
iizere bliyiik genetik degisiklikler gerektirir. Timor hiicrelerinin gelismesine neden olan
genetik degisiklikler hem i¢c hem de dis faktdrlerden kaynaklanabilir.i¢ faktdrler, protein
fonksiyonunda kismi veya tam kaybina, kromozomal kirilmalar veya yeniden diizenleme-
lere, bazi DNA bazlarinin i¢sel kimyasal kararsizligina, epigenetik degisikliklere, hormon
seviyelerine, metabolik islemlerle tliretilen serbest radikallere ve immiin sistem degisiklik-
lerine yol acabilen nokta ve gerceve degistirme mutasyonlarmi igerir (Bertram 2000). Ote
yandan, viral veya bakteriyel enfeksiyonlar, iyonlastirici veya UV radyasyonu, kimyasal

kanserojenlere maruz kalma ve sigara icme dis faktorler olarak siralanabilir (Rieger 2004).



Kanser heterojen bir hastalik grubunu icermesine ragmen, karakteristik ve birlestirici bir
ozelligi dogal sinirlarinin Gtesinde biiyliyen anormal hiicrelerin olugmasidir. Hanahan ve
Weingberg kanser hiicresini normal hiicreden ayiran alt1 temel dzellik belirlemislerdir. T)
Biiyiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik ii) biiylime engelleyici (antigrowth) sin-
yallerine duyarsizlik iii) programli hiicre 6liimii apoptozdan kagis iv) sinirsiz ¢ogaltma
potansiyeli v) siirekli anjiyogenez ve vi) doku istilasi ve metastazi seklinde siralanabilir.
(Hanahan et al. 2000).

Biviime sinvallerinde
kendi kendine vetenilik

Apoptozisden kacirmalc

Doku invazyonu
ve metastaz

Siirelkli anjiogeniz

Sekil 1.1. Kanser hiicresinin karakteristik 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2000)

Hiicrelerin ¢ogalmasi ve bilylimesi, biiylime tesvik sinyalleri olarak adlandirilan sinyalle-
rin liretimi ve salgilanmasi ile kontrol edilir. Hiicre homeostazi ve boliinmesi, saglikl hiic-
relerde bu sinyallere baghidir (Hanahan et al. 2011). Coklu yollarda goériilebilen biiyiime
sinyallerindeki degisim, kontrolsiiz hiicre boliinmesinin temel sebebidir. Kanser hiicreleri
sadece otokrin sinyaller yoluyla gerekli biiylime sinyallerini elde etmekle kalmaz, aym
zamanda ¢evreleyen dokudan ¢esitli biiyiime faktorleri saglamak i¢in ¢evresini degistirme
yetenegine de sahiptir (Hembruff et al. 2010). Ornegin, tirozinkinazin asir1 ekspresyonu,
kanser hiicresi ylizeyindeki biiylime faktorii reseptorlerini arttirir, bu da bir kerede daha
fazla biliylime faktorii tanima yetenegi verir. Bu nedenle kanser hiicreleri, saglikl hiicrelere
kiyasla kii¢ciik miktarlarda biliylime faktorlerine karst daha duyarli hale gelir. Ayrica, bii-
yiime faktorii reseptorlerinin asag1 akis diizenleyicileri, proliferatif fonksiyonlar saglamak
icin mutasyona ugratilir. Ek olarak, ¢esitli anti-bliylime veya anti-proliferatif sinyaller, bir-

kag hiicre araciligiyla kanser hiicresi tarafindan basariyla bloke edilebilir.



Biiytime uyaricilarinin yani sira, hiicre dongiisiiniin koruyucular1 olan tiimor baskilayict
genler kanserde diizensizdir. Son arastirmalar alti kanser isaretine ek olarak kotii huylu
hiicrelerin, hiicresel enerjinin serbest birakilma ve immiin yikimdan kaginma yeteneginede
sahip oldugunu gostermistir (Hanahan et al. 2011). Ek isaretlerin ortaya ¢ikmasi, kanser
hiicrelerinin yeni 6zellikler kazanmaya devam ettigini ve daha da tehlikeli hale geldigini
dogrulamistir (Luo et al. 2009).

1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve akciger ve kolon kanseri ile birlikte
diinya ¢apinda en yaygin ii¢ kanserden biridir (Harbeck et al. 2016). Her yil diinya ¢apinda
yaklasik olarak 1,3 milyon kadina meme kanseri teshisi konmakta ve hastaliktan 465.000
oliim meydana gelmektedir. Bu hastalik erkeklerde (Ingiltere’de 300 / y1l) kadinlara gore
cok nadir goriiliir. Insidans, yasla birlikte artar, 50 yas iistii kadinlarda %80 oraninda gorii-
lir. Geng kadinlarda daha az goriiliir, ancak daha agresif hastalik gosterme egilimindedir (5
yillik sagkalim oranlari: %81 <45 yas, %86> 65 yas). Diger risk faktorleri arasinda erken
menars, ge¢ menopoz, dogum sayisi, emzirme ve eksojen hormonlarin uzun siireli kulla-
nimi, obezite, egzersiz eksikligi ve alkol tiiketimi yer alir. Meme kanserlerinin %5’inden
az1 genetiktir. Kanitlanmis gen mutasyonlari (BRCA1 / BRCA?2) olan hastalar, %40-85

oraninda meme kanseri gelisimi i¢in tahmini yasam boyu risk tasir (Davies 2015).

Genellikle kanser, ortaya ¢iktig1 viicut kismindan sonra adlandirilir; bu nedenle meme kan-
seri, meme dokusundan kaynaklanan hiicrelerin diizensiz biiylimesi ve ¢ogalmasi anla-
mina gelir (Sharma et al. 2010). Meme dokusundaki tiimorler, meme hiicreleri anormal
sekilde boliinmeye basladiginda ortaya ¢ikar. Bu anormal hiicreler, rontgende gézlenebilen
bir tiimdr olusturur. Anormal hiicreler viicudun diger bolgelerine invazif veya metastatik
kapasiteye sahipse, timor kanserli (habis) olarak adlandirilir. Neredeyse her kadin ve be-
lirli sayida erkek meme kanseri riski altindadir (Americancancersocietycancer.org). Meme
iki ana doku tiirtinden olusur, yani glandiiler dokular ve stromal (destekleyici) dokular.
Glandiiler dokular siit iireten bezleri (lobiiller) ve kanallar (siit gegisleri) barindirirken,
stromal dokular memenin yagh ve lifli bag dokularini igerir.Memenin farkli bolgelerinde
gelisebilen birkag tip tiimor vardir.Cogu tiimor, memedeki iyi huylu (kanserli olmayan)
degisikliklerin sonucudur. Ornegin, fibrokistik degisiklik, kadinlarda kistler (birikmis s1v1
paketleri), fibroz (yara benzeri bag dokusu olusumu), yumru ve kalinlagma, hassasiyet
veya meme agrisi alanlar1 gelistiren kanserli olmayan bir durumdur. Cogu meme kanseri,
kanallar1 hizalayan hiicrelerde (duktal kanserler) baglar. Bazilar1 lobiilleri (lobiiler kanser-

ler) hizalayan hiicrelerde baslarken, diger dokularda kiiciik bir say1 baslar.



Lobiiler karsinom in situ (LCIS, lobiiler neoplazi): “in situ” terimi baslangicta gelistigi
bolgeye yayilmamis kanseri ifade eder. LCIS, memenin siit bezlerindeki (lobiiller) hiicre
sayisinda keskin bir artistir. Duktal karsinom in situ (DCIS): En yaygin noninvaziv meme

kanseri tiirii olan DCIS, meme kanallariyla sinirlidir (Sharma et al. 2010).

—— [Fatty Connective Tissue

Sekil 1.2. Memenin yapist (Sharma et al. 2010)

1.2.1. Meme Kanserinin Sebepleri

i) Gegmiste meme kanseri oykiisii
Meme kanseri olan bir kadinin diger memede meme kanserine yakalanma

riski artar.

i) Onemli aile ge¢misi
Hastanin ailesinin birkag iiyesinde belirli kanser tiirleri varsa, hastanin meme

kanserine yakalanma riski artabilir.

ii) Genetik nedenler

Aile gegmisinin meme kanseri i¢in bir risk faktorii oldugu uzun zamandir



bilinmektedir. Hem anne hem de baba akrabalar1 6nemlidir.

Etkilenen akraba gen¢ yasta meme kanseri gelistirmisse, her iki gogsiinde
kanser varsa veya yakin bir akraba ise risk en yiiksektir.Birinci derece akra-
balar (anne, kiz kardes, kiz) risk tahmininde en 6nemlileridir. Meme kanseri
olan birkag ikinci derece akraba (biiylikanne, teyze) da riski artirabilir.

Bir erkekte meme kanseri, tiim yakin kadin akrabalari igin riski artirir. BRCA1
ve BRCA2, kalitsal olduklarinda meme kanseri riskini 6nemli dl¢lide artira-
rak omiir boyu %40 ila 85 arasinda tahmin edilen bir riske yiikselten anormal
genlerdir. BRCA1 genine sahip kadinlar, erken yasta meme kanseri gelistirme

egilimindedir.

iii) Hormonal nedenler
Hormon seviyesindeki degisiklik meme kanserini hizlandirabilir. Periyotla-
rin baglatilmasi ve durdurulmas: (Adet Dongiisti), Erken yasta gebelik, Hor-

monal replasman tedavisi, Oral hap kullanim1 vb.

iv) Yasam tarzi ve beslenme nedeni
Hareketsiz yasam tarzi, 6zellikle postmenopozal kadinlarda diyetle yiiksek
miktarda yag alim1 meme kanserine neden olabilir. Alkol kullanim1 da meme
kanserinin bir bagka nedenidir. Tiiketilen alkol miktar1 ile risk artar. Gilinde
iki ile bes alkollii icecek tiiketen kadinlar, meme kanseri gelisimi i¢in icme-

yenlere gore yaklasik bir buguk kat daha fazla risk altindadir.

vi)  Cevresel neden
Uzun bir siire boyunca diisiik doz radyasyonla ¢alisan kadinlarda, 6rnegin
X-151m1 teknisyenlerinde hafif bir risk artis1 oldugu bilinmektedir (Sharma et
al. 2010).



1.2.2. MCF-7 (Michigan Cancer Foundation — 7)

MCF-7 (Michigan Cancer Foundation — 7), 69 yasinda Kafkas plevral eflizyonlu bir ka-
dindan alian invaziv bir duktalkarsinomdur. Sitoplazmik Ostrojen reseptorleri yoluyla
ostradiolil isleme yetenegi gibi farklilagtirilmis meme epitelinin birgok 6zelligini gosterir.
MCF-7, daha farkli goriinen ve siki hiicre birlesimleri olusturan liimen hiicrelerinden olu-
sur (Soule et al. 1973).

Sekil 1.3. MCF-7 Hiicre Hatt1 (Web, 2020)

1.2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Meme kanseri, her biri farkli morfoloji, davranis ve klinik uygulamalar ile karakterize
edilen, ¢oklu tiimor varliklarin1 kapsayan karmasik bir hastalikti. Meme kanserinin ge-
lismesinden ve ilerlemesinden sorumlu olan genlerin biyolojisi ile ilgili aragtirmalar daha
hassas tedaviler gelistirilmesi acisindan hastalik yonetiminin tiim yonleri {izerinde biiyiik

bir etkiye sahip olmaya devam edecekleri sdylenebilir (Dai et al. 2016).

1.2.3.1. BRCA1 ve BRCA2 Genleri

Kalitsal meme karsinomunun, tiim meme karsinomu vakalarinin kiigiik bir kismini1 olustur-
dugu bildirilmektedir. Cok sayida gen meme kanseri gelisiminde rol oynar, ancak BRCA1
(meme kanseri 1) ve BRCA2 (meme kanseri 2) genlerinin ailesel meme kanseri egilimin-

den sorumlu oldugu bulunmustur.



BRCAT1 geni, 17q21°de ve BRCA2 geni, 13q12 lokasyonunda bulunur. Her ikisi de hiic-
resel proliferasyon ve transkripsiyonun diizenlenmesinde, DNA hasar cevabinda ve hiicre
dongiisii regiilasyonunda anahtar rol oynar. BRCA1 veya BRCA2 genlerinin fonksiyonla-
rin1 inhibe eden mutasyonlar, tlimorijenik gelisimi tetikler (Yoshida et al. 2004). Bu genle-
rin 1’inde mutasyon olan kadinlarin yagsamlar1 boyunca yaklasik %60-80 oraninda meme
kanseri gelisme riski oldugu bildirilmektedir. BRCA 1/ BRCA2 mutasyonlarinin taranmast
ve saptanmasi, 6zellikle kalitsal vakalari olan ailelerde, meme karsinomu gelisimi i¢in ge-

nel riski belirlemede yardimci olabilir (Keen et al. 2004).

1.2.3.2. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin fizyolojik islevi (EGFR) epitel doku gelisimini ve
homeostazi diizenlemektir. Patolojik durumlarda, cogunlukla akciger ve meme kanserinde
ve glioblastomda, EGFR bir tiimoérijenezin tetikleyicisidir (Sigismund et al. 2017). Epider-
mal biliylime faktorii reseptorii aile tiyeleri, EGFR, HER2, HER3 ve HERA4, tirozinkinaz
aktivitesine sahiptir. EGF reseptorleri, heterodimerler olusturma ve dis uyaranlarla akti-
vasyondan sonra bir¢ok hiicresel yolun kademesini baglatma kabiliyetine sahiptir. Epider-
mal biliytime faktorii tarafindan tetiklenen kaskad baglayici reseptorii, Ras, Raf ve MAPK
gibi bir¢ok onkoproteini igerir. (Hong-Feng et al. 2013). Bu kaskad sirasindaki onkojenik
mutasyonlar, kontrolsliz boliinmeyi uyarir. Meme kanseri hastalariin yarisinda, epider-
mal biiyiime faktorii reseptoriiniin agir1 ekspresyonu fark edilir. Meme kanserinde, EGFR
ekspresyon seviyesi veya gen mutasyon durumu, belirli tedaviler i¢in hastalar1 segmek igin
giderek daha fazla kullanilmaktadir (Hiroko et al. 2012).

1.2.3.3. CerbB-2 (HER2/Neu)

HER2/Neuolarak da bilinen CerrB-2, 17q12 lokasyonunda bulunur ve hiicre ¢ogalmasi
ve farklilagsmasinda rol oynar (Harbeck ve Gnant 2016). HER2, diger 3 reseptorle birlik-
te epidermal biiyiime faktorii (EGF) ailesinin bir pargasidir: epidermal biiytime faktorii
reseptorii (HER1, erbB1), HER2 (erbB2), HER3 (erbB3) ve HER4 (erbB4). En aktif ve
tiimorii tesvik eden kombinasyonun HER2 / HER3 dimeri oldugu diisiiniilmektedir. Insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii HER2 agir1 ekspresyonu, meme kanseri tiimorlerinin
yaklasik %20-30’unda mevcuttur (Mitri et al. 2012). HER2 gen transkripsiyonundaki anor-
mallikler, geng tan1 ve diislik yasam beklentisi ile iliskilidir. Ayrica, HER2 asir1 ekspresyo-
nu, aksiller diiglimlerin miktari, morfolojik farkliliklar ve eksik ER (Gstrojen reseptorii) ve
PgR (progesteron reseptdrii) ile iliskilidir. Insituduktal karsinomlarin neredeyse yarisinda
HER?2 asir1 ekspresyonu gozlenir (Park et al. 2006).



1.2.3.4. Ras Proteinleri

RAS ailesinin onkojenleri, gogalma, hayatta kalma ve farklilagsma dahil olmak iizere hiicre-
nin bir¢ok faaliyetini diizenler. Bu genlerdeki aktive edici mutasyonlar, bir¢ok kanser tiirii
icin ortak olaylardir.

Ras aktivasyonunun biyolojik 6nemi ile ilgili ¢eliskili noktalardan biri, hiicre ¢ogalmasi
iizerindeki ikili etkisidir (pro- veya anti-proliferatif) (Zamkova et al. 2013). Ras proteinleri,
guanin niikleotidini baglama yetenegine sahip G protein ailesinin liyeleri olarak siiflan-
dirilir (Sprang et al. 2016). Ras siiper ailesi liyeleri (H, K, N ve M-Ras) GTP’ye bagimli
proteinlerdir ve GTPase aktivitesi gosterirler. Ras proteinleri, hiicre dis1 uyaranlarla ak-
tive edilir (Calaf et al. 2016). Ras proteinleri, EGF’nin reseptorii EGFR’ye baslatilma-
st yoluyla aktive edilir. Ras protein aktivasyonu, hiicresel proliferasyonla iligkilidir. Ras
geni iizerindeki cesitli mutasyonlar, Ras’in aktif olmayan mekanizmasinin inhibisyonuna
neden olur (Zenonos et al. 2013). Ozellikle, K-Ras’1n, insanlarda tiim kanserlerin yiizde
30’unda, islev mutasyonunun bir kazanimi olarak mutasyona ugradig: gézlemlenir (Lauren
et al.2016). Ras asir1 ekspresyonu, meme kanserleri arasinda en yaygin mutasyon tiirtidir.
Asirt H-Ras ekspresyonu lenf nodu metastazinda ve kanserin ileri histolojik fenotipinde
gozlenir (Friederike et al. 2000).

1.2.3.5. ¢c-Myc

c-Myc, meme kanseri hastalarinin 1/3’inde mutasyona ugradig1 gozlemlenen 8q24 yer-
lesimli proto-onkogendir (Osborne et al. 2004). Meme hastalarinin ¢ogunda c-Myc geni
asir1 miktarda ekspresyona ugrar. Ayrica, MYC geninin transkripsiyonunun ve translasyo-
nunun artmasinin, timor derecesine bagl olarak meme kanseri hastalarinin yaklasik yiizde
30-50’si oldugu tahmin edilmektedir. Ostrojen tedavisinin, hiicrede ayn1 sekilde c-Myc
seviyelerini diistirmede etkili oldugu goriilmiistiir; Ostrojen karsit1 ilaglar c-Myc’nin asiri

ifadesine neden olur.

Ayrica, c-Myc protein seviyesindeki artisin, timoriin in situ durumdan invaziv karsinoma
doniisiimii ile iliskili oldugu, artan saldirganlik ve daha diisiik beklentisi ile iligkili oldugu
klinik calismalarla gozlenmektedir (ElsM et al. 1996, Scorilas et al. 1999).



1.2.3.6. p53 Proteini

Bir tiimor baskilayici olarak, pS3 geni, DNA hasari, DNA onarimi, hiicre dongiisii diizenle-
mesi veapoptozda hayati bir rol oynar (Ozaki et al. 2011). P53 niikleer fosfoproteinindeki
somatik hiicre mutasyonu, primer meme karsinomu vakalariin yaklasik %20 ile 30’unda
goriiliir. P53 mutasyonlu tiimorlerin yiiksek derecede invaziv, kot farklilagsmis, yiiksek de-
receli meme tlimorleri olma olasiligr daha yiiksektir. P53 mutasyonlarinin, tamamen ma-
lign ve istilact fenotipleri olan tiimoérlerin gelisiminden Once gelebilecegi varsayilmaktadir.
Bu nedenle, mutant p53°iin, daha sonraki meme kanserojenezi i¢in riski dngéren bir biyo-
belirte¢ oldugu ileri siiriilmiistiir. ER’nin, p53 ve MDM?2 igeren kompleksleri olusturmak
icin p53’iin amino terminali ile fiziksel olarak birlestigi gosterilmistir (Rossner et al. 2009).
Meme kanseri hastalarinin yiizde 15’inde p53 mutasyonunun oldugu gosterilmistir. Ayrica,

meme kanseri hastalarinin yiizde 39°u p53 proteinini asir1 ifade eder.

Ek olarak, p53 asir1 ekspresyon profili degil, ancak P53 genindeki herhangi bir yanhslik
veya diger mutasyonlar, meme kanserinden oliimlerle iliskilidir. p53 mutasyonlar1 sadece
meme kanseri ile degil ayn1 zamanda kolon kanseri, miyelom ve lenfoma gibi bir¢ok kan-
serle de iliskilidir. p53 mutasyonlarinin, bir tiimdriin agresifligi ile ytliksek derecede iliskili
oldugu bulunmustur (Baker, et al. 2010).

1.2.3.7. Ataksi telenjiektazi mutasyona ugramis protein(ATM)

ATM geni 11923 kromozomunda bulunur ve 66 eksondan olusur. ATM proteini, 350.6
kDa’lik bir molekiiler kiitleye sahiptir ve protein kinaz aktivitesine sahip bir fosfatidilino-
sitol 3-kinaz alani1 igeren bir maya ve memeli proteinleri ailesi ile ilgilidir. Bu proteinlerin
tiimli, DNA ve hiicre dongiisii kontroliindeki hasarin tespiti ve onariminin bazi yonleriyle
ilgilidir.Bununla birlikte, ATM geninin heterozigot mutasyonuna sahip kadinlarda, meme
kanseri riski daha fazladir. ATM proteininin DNA hasarindan sonra p53 aktivasyonu ig¢in
kritik bir protein oldugu bilinmektedir. Bir serin/treoninkinaz olarak ATM, geri besleme
mekanizmasi proteini mdm2’nin fosforilasyonu yoluyla p53°i aktive eder. Mdm2’nin fos-
forilasyonu, p53’ii ¢ekirdege yerlestiren mdm2 proteininin kendi kendine yayilma 6zelli-
gini tetikleyerek, diger bir¢ok timdr supresyon geninin transkripsiyonuna sebep olabilir
(Angele ve Hall 2000).
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1.2.4. Meme Kanserinde Tedavi Stratejiler

Meme kanseri tedavisi genellikle cerrahi tedavisi, radyasyon tedavisi, hormonal tedavi,
hedefe yonelik tedavi ve kemoterapiyi igerir. Kanser teshis edildiginde, ne kadar gelismis
olduguna bagli olarak ona bir asama atanir. Asama, doktorlarin en uygun tedaviyi ve prog-

nozu belirlemesine yardimci olur.

1.2.4.1. Cerrahi Tedavi

Meme kanserinin tedavisi i¢in ilk segenek cerrahi islemle tiimor dokusunun viicuttan alin-
masidir. Tiimoriin yerlesimine ve evresine bagh olarak uygulanabilecek farkli cerrahi yon-
temler vardir. Bunlardan biri, memenin geri kalan1 korunurken sadece tiimoriin ve ¢evre-
sindeki saglikli dokularin bir kisminin alindig1 gogiis koruyucu cerrahidir. Bu ameliyati
geciren hastalar i¢in, herhangi bir kanserli hiicrenin varligini kontrol etmek {izere kol al-
tinda bulunan lenf diiglimlerinin biyopsisi olan lenf diigiimii diseksiyonu yapilabilir. Diger
bir yaklagim kanserli tiim memeyi, kol altindaki lenf diigiimlerinin bir kismin1 ve bazen
gbgsiin tlizerinden gegen kaslar1 ¢ikarmaktir (National Cancer Institute, 2012). Geleneksel
olarak ameliyatin amaci primer meme lezyonunu ve aksiller lenf bezlerini tamamen ¢ikar-
maktir (Davies 2015).

1.2.4.2. Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini 6ldiiren, yiiksek enerjili radyasyon kullanan bir te-
davi segenegidir. Meme dokusunda kanserin tekrar olugma ihtimalini ortadan kaldirmak
icin genellikle meme koruyucu bir ameliyattan sonra uygulanir. Ayrica kanserin kemik
veya beyin metastazini tedavi etmekte de tercih edilir. Genel olarak, radyasyon tedavisi
vermenin iki yolu vardir. Birincisi radyasyonun viicudun disindaki bir makine tarafindan
tiimore odaklandig dis 151n radyasyonu. Ikincisi brakiterapi olarak da bilinen i¢ radyas-
yondur. Radyoaktif maddelerin dogrudan memeye kateterler yoluyla verilmesini igerir.

Ameliyat tiirii, kanser evresi ve hastanin yasi se¢eneklerinden birini se¢mek i¢in dnemli
faktorlerdir (Mikulandra et al. 2016).
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1.2.4.3. Hormonal Tedavi

Hormon tedavisi, hormona duyarli kanserleri, hormon iiretimini inhibe ederek veya hor-
mon-reseptor etkilesimini bloke ederek tedavi etmenin bir yoludur. Meme kanserleri hor-
monlara cevap veren iki tip reseptor tasir. Ostrojen reseptdrii, progesteron reseptdrii veya
her iki reseptor ise dahil edilir. (Dunnwald et al. 2007). Ostrojenler meme kanserinde ¢ok
onemli bir rol oynarlar ve hedef alicilara baglanarak meme kanseri hiicrelerinin ¢ogal-
masini tesvik ederler. Meme kanserlerinin ¢ogunlugu (%70) ER-pozitiftir (Davies 2015).
Tiim hormon reseptorleri i¢in negatif olan meme kanseri tipleri, hormon tedavisi ile tedavi
edilemez ve ER (+) veya PR (+) kanserleri ile karsilastirildiginda daha diisiik hayatta kal-
ma sansina sahiptir. Meme kanseri i¢in hormon tedavisi, dstrojen tiretimini modiile ede-
rek veya Ostrojen-Ostrojen reseptorii etkilesimini bloke ederek yapilir (Breastcancer.org.
2013). Aromataz inhibitorleri, se¢ici Ostrojen reseptorii modiilatorleri ve dstrojen reseptorii

asagi regiilatorleri, hormon tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardir.

1.2.4.4. Kemoterapi Tedavisi

Kemoterapi, bir tedavi yontemi olarak tiimor hiicrelerini 6ldiirebilen ilaclarin veya ilag
kombinasyonlarmin kullanilmasidir. Kemoterapinin temel amaci, kanser hiicrelerini zayif-
latmak veya tahrip etmek ve tekrarlama riskini azaltmaktir (http://www.breastcancer.org/
treatment). Evreye ve kanser tiiriine bagli olarak, ilaglar kombinasyon halinde kullanila-
bilir (http://www.breastcancer.org/treatment). Kemoterapi i¢in kullanilan ilaglar, asagida
siralandig1 gibi etki mekanizmalarina bagli olarak birkag¢ sinifa ayrilmistir (Malhotra et al.
2003).

. Alkilleyici ajanlar, amino, karboksil ve DNA, RNA fosfat gruplar1 ve bunlarin fonk-
siyonunu bozan proteinlerle kovalent bag olusturan ilaglardir. Bu ilaglar hiicre don-

giisliniin herhangi bir agsamasinda boliinen hiicreleri 6ldiirtir.

. Antimetabolitler, DNA ve RNA sentezi i¢in kullanilan molekiillerin analoglaridir.
Etkilerini hiicre dongiisliniin S agsamasinda gosterirler. Bu nedenle, bu ilag sinifi ge-
nellikle hizli biiyliyen tiimdrler i¢in kullanilir. 5-Fluorourasil, bu sinif i¢in yaygin

olarak kullanilan bir drnektir.
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. Taksanlar, mikrotiibiil montajin1 ve stabiliteyi destekleyen ilaglardir, bu nedenle mi-
tozda hiicre dongiisiinii bloke eder. Bu, mikrotiibiil sokme islemini bloke ederek M

fazinda tutuklamaya neden olur. Dosetaksel bu grup icin bir 6rnektir.

. Antrasiklinler, bir glikozit grubuna sahip bir amino sekerin karakteristik yapisina

sahip antibiyotiklerdir. Doksorubisin ve duanorubisin bu sinifta ait iki ilagtir.

1.3. 5-Fluorourasil (5-FU)

5-Florourasil kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son 20 yilda, 5-FU’nun
etki mekanizmasinin daha fazla anlagilmasi, antikanser aktivitesini artiran stratejilerin ge-
listirilmesine yol agmustir. Bu ilerlemelere ragmen, ilag direnci, 5-FU’nun klinik kullani-
mi i¢in 6nemli bir sinirlama olmaya devam etmektedir. DNA mikrodizi profili gibi yeni
ortaya ¢ikan teknolojiler, 5-FU’ya kars1 dirence aracilik etmede rol oynayan yeni gen-
leri tanimlama potansiyeline sahiptir. Bu tiir hedef genler, kemoterapi i¢in yeni hedefler
olarak veya 5-FU bazli kemoterapiye yanitin dngoriicii biyobelirtegleri olarak terapotik
acidan degerli olabilir. Antimetabolit ilaglari, temel biyosentetik siirecleri inhibe ederek
veya DNA ve RNA gibi makro molekiillere dahil edilerek ve normal fonksiyonlarini inhi-
be ederek calisir. Floropirimidin 5-fluorourasil her iki fonksiyonuda beraber gergeklestirir.
Floropirimidinler, 1950’lerde, si¢gan hepatomlarinin RNA’da bulunan dort bazdan biri olan
pirimidinurasil’i normal dokulara gére daha hizli kullandig1 ve urasil metabolizmasinin
antimetabolit kemoterapisi i¢in potansiyel bir hedef oldugunu belirten goézlemini takiben
gelistirilmistir. 5-FU’nun sitotoksisite mekanizmasi, fluorontikleotitlerin RNA ve DNA’ya
yanlig eslesmesine ve niikleotit sentetik enzim timidilatsentaz (TS)’nin inhibisyonuna bag-
lanmistir. 5-FU, kolorektal ve meme kanserleri dahil olmak {izere bir dizi kanserin teda-
visinde yaygin olarak kullanilir. Her ne kadar diger kemoterapotik ajanlarla kombinasyon
halinde 5-FU, go6giis, bas ve boyun kanserlerinde yanit oranlarini ve sag kalimini arttirsa
da, kolorektal kanserde 5-FU’nun en biiyiik etkiye sahip oldugu gériiliiyor. Florourasil, bir

antineoplastik anti-metabolittir.

Anti-metabolitler, DNA’nin yapi taglar1 haline gelen piirin veya pirimidin olarak maske-
lenir. Bu maddelerin normal hiicre gelisimi ve boliinmesini durdurarak ‘“hiicre” dongtisti
sirasinda “S” asamasinda DNA’ya karigsmasini onlerler. Florourasil, sitozin niikleotidini
deoksi tiirevine doniistiiren bir enzimi bloke eder ve boylece DNA sentezini ayrica inhibe
eder. Ciinkii Florourasil, timidin niikleotidinin DNA zincirine dahil edilmesini bloke eder
(Longley et al. 2003).
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1.3.1. 5-FU Etki Mekanizmasi

5-FU, hidrojen yerine C5 konumunda bir flor atomu olan bir urasil analogudur. Hiicrelere

urasil ile ayn1 kolaylastirilmis tasima mekanizmasini kullanarak hizla girer.

Plazmadaki 5-FU’nun yar1 6mrii 10 ila 20 dakikadir ve 5-FU’nun yaklasik %80’1, esas
olarak karacigerde katabolize edilirken, geri kalani idrarda degismeden atilir (Wohlhue-
ter et al. 1980). 5-FU hiicre i¢inde c¢esitli aktif metabolitlere doniistiiriiliir. Bu metabolit-
ler florodeoksiiiridinmonofosfat (FAUMP), florodeoksiiiridintrifosfat (FAUTP) ve floroii-
ridintrifosfat (FUTP) tir. Bu aktif metabolitler, RNA sentezini ve TS 1n etkisini bozar.
5-FU katabolizmasindaki hiz sinirlayic1 enzim, 5-FU’yu dihidroflorourasile (DHFU) do-
niistliren dihidropirimidin dehidrojenazdir (DPD). Uygulanan 5-FU’nun %80°ninden faz-
las1 normal olarak birincil olarak DPD’nin bolca eksprese edildigi karacigerde katobolize
edildigi disliniilmektedir. Timidilatsentaz (TS) enzimi, kofaktor olarak indirgenmis folat
5,10-metilenetetrahidrofolatt (CH2THF) kullanilarak deoksiiireidinmonofosfati (dUMP)
deoksitimiidinmonofosfata (dTMP) doniistiiriir. DTMP nin tiikenmesi, ¢esitli geri bildirim
mekanizmalar1 yoluyla diger deoksiniikleotitlerin (dATP, dGTP ve dCTP) seviyelerinde
bozulmalar indiikleyen deoksitimidintrifosfatin (dTTP) daha sonra tiikenmesine yol agar.
Deoksintikleotit havuzu dengesizliklerinin (6zellikle dATP / dTTP oran1), DNA sentezini
ve onarimini ciddi sekilde bozdugu ve 6ldiirticii DNA hasarina neden oldugu diisiintilmek-
tedir. Ek olarak, TS inhibisyonu, dUMP’nin birikmesine neden olur ve daha sonra deoksiii-

reidinetripfosfat (dUTP) seviyelerinde artisa yol agar.

Hem dUTP hem de 5-FU metabolit FAUTP, DNA ile yanlis iliski kurabilir. DUTP yanlis
eslesmesine bagli DNA hasari, dUTP’nin hiicre i¢i birikimini sinirlayan pirofosfatazdUT-
Pase seviyelerine olduk¢a baglidir. Timidilat, timidin kinazin etkisiyle timidinden kurtari-
labilir, ve boylece TS eksikliginin etkileri hafifletilebilir. Bu kurtarma yolu, 5-FU’ya kars1

potansiyel bir direng mekanizmasini temsil eder.
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Sekil 1.4. 5-FU metabolizmast (Longley et al. 2003)

5-FU metaboliti FUTP, RN A’ya kapsamli bir sekilde dahil edilerek normal RNA islemesini
ve iglevini bozar. 5-FU nun RNA’ya yanlis birlesmesi ile klonojenik potansiyel kayb1 ara-
sinda 6nemli korelasyonlar insan kolon ve meme kanseri hiicre dizilerinde gosterilmistir.
FUTP’nin RNA’ya dahil edilmesi, sirayla olgunlagmamis ribozomal RNA’larin (rRNA’lar)
ve yanlig katlanmis tRNA’larin olusumuna yol acan RNA islemini etkileyebilir. Kolorektal
kancer CRC’lerin tedavi stratejileri hastaligin evresine gore farklilik gosterir. Asama I-I1
icin baskin yaklagim cerrahi parca alma, yiiksek riskli evre II veya evre III adjuvan kemo-
terapi icin ve evre IV i¢in kemoterapidir. 5-FU metabolizmasindan sorumlu enzimlerin
katalize edici etkinligi ve degisimleri, ongoriicli ve prognostik belirleyicileri tanimlamak

icin derinlemesine incelenmistir.

Caligsmalar, diisiik TS ekspresyonunun 5-FU’ya daha iyi bir yanit orani ile iligkili oldugunu
ve TS enzim seviyelerinde akut artigin ila¢ direncinden sorumlu olabilecegini gostermistir.
Yiiksek DPD seviyeleri ve dUTPase, TS inhibitorlerine direng ile iliskilidir. 5-FU, kolorek-
tal kanser tedavisinde 40 yil1 askin siiredir kullanilmaktadir. 5-FU intravenoz olarak verilir
ve optimum dozu ve uygulama modunu belirlemek i¢in ¢esitli farkli programlarda kulla-
nilmistir. Gelismis kolorektal kanserde tek ajan olarak 5-FU i¢in genel yanit orani oldukga
siirhidir (yaklasik %10-15); ancak son 20 yilda, 5-FU’nun antikanser aktivitesini arttirmak

ve klinik direncin iistesinden gelmek i¢in 6nemli modiilasyon stratejileri gelistirilmistir.
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Sonug olarak, 5-FU hem ilerlemis hem de erken evre kolorektal kanserin tedavisi igin
ana ajan olarak kalmistir. 5-FU’nun antikanser aktivitesini modiile etmek i¢in arastirilan
stratejiler arasinda 5-FU bozunmasinin azaltilmasi, 5-FU aktivasyonunun artirilmasi ve

FAUMP’un TS baglanma aktivitesinin artirilmasi yer alir (Longley et al. 2003).

1.4. Fullerene C "

Fullerenler altigen ve besgenlerde diizenlenmis sp? karbon atomlu oyuk kafes molekiilleridir.
c,C,C
Fullerene kafesinin ¢ap1 yaklasik 7-10 A°’dir. Molekiiler agirliklar yiiksek olmasina ragmen,

C,, n kesfedilmesinden bu yana, C C,, ve C,, gibi diger fullerenler de tiretildi.

700 722 T4 76

kiiresel bir geometride diizenlenmis ¢ok sayida karbon atomu nedeniyle, fullerenler, steroid
hormonlari ve peptit alfa helisleri gibi cogu kiiciik organik molekiile benzerdir. ilag tasarimi ve
gelisimi agisindan dnemli bir 6zelliktir (Zhou 2013). Kiiresel sekillerinden ve bir nanometre
boyutundan dolay1 fullerenler genellikle buckyball veya karbon nanomalzemeleri olarak
adlandirilir. Fullerene, Eyliil 1985°te Rice Universitesi’ndeki Huston’da, Richard Smalley, Ro-
bert Curl ve Harry Kroto nun bulundugu bir grup tarafindan deneysel olarak kesfedildi (Ulloa
2013). Fullerene karbon nano-partikiilii, izole edilen ilk ve daha kararli karbon olup 12 besgen
ve 20 altigen igerir. C, ' toksik etkisi, yiizey aktif madde veya organik ¢oziicii ile artar. C,'in
kimyasallara yiiksek elektron ilgisi, hiicre zarinin igine gegmesine izin verir ve sitozol i¢indeki
metabolik siirece miidahale eder (Baldrighi 2016).

Bu 6zellikler, hiicre lipid zarina kolayca niifuz etme kabiliyetleri nedeniyle fullerenin biyo-
lojik nesnelerde kullanilmasini saglar. Dustk konsantrasyonlarda, C,, fullerenenin normal
hiicrelerde akut toksik etki gostermedigi ve ayrica, C,, fullerenin, onkolojik hastaliklarin
tedavisi icin fotodinamikterapi de dahil olmak iizere, geleneksel ilaclarin kanser hiicrele-
rine hedefli olarak verilmesi de dahil olmak iizere, antitiimor terapisinde kullanilabilecegi
bildirilmistir (Lynchak 2017).
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Sekil 1.5. C fullerene nanopartikiiliiniin sematik gosterimi (Ulua 2013)

1.4.1. Fullerene C60 ve Kanser

Nanoteknoloji, ¢esitli alanlarda nanomalzemelerin 6nemli yeni uygulamalari i¢in ortaya
cikmaktadir. Nanomalzemeler, nano 6l¢ekte (1-100 nm) bir veya daha fazla dis boyuta
sahip maddeler olarak tanimlanir. Nanopartikiillerin dig boyutlarindan, yiiksek fiziksel ve
kimyasal aktivitelerinden dolay1 sadece sanayide degil, ayn1 zamanda bilimsel ve tibbi
arastirmalarda da yararlanma cabalar1 siirmektedir (Stefano et al. 2012). Kanser tedavi-
sinde, nanopartikiiller (NP) tek basina veya kemoterapdétikler, antijen veya antikorlar gibi
farkl1 tipte molekiillerle kombinasyon halinde, otofaji modiilasyonu yoluyla kanser hiicre-

lerinin 6liime duyarliligini arttirmak i¢in kullanilabilir.

Fulerene C, geometrik yapisi ve essiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle tasarlan-
mis giiglii bir anti-kanser, sitoprotektif ve sitotoksik etkiye sahip NP’diir (Panzarini et al.

2013).

Kiiresel sekillerinden ve bir nanometre boyutundan dolay fullerenler genellikle buckyball
veya karbon nanomalzemeleri olarak adlandirilir. Biyolojik ag¢idan bakildiginda, fulleren-
ler, reaktif oksijen tiirlerini ve reaktif azot tlirlerini temizleyen ve detoksifiye edebilen giic-
lii antioksidanlardir (Zhou 2013). Hem fagositik hem de fagositik olmayan mekanizmalar
tarafindan nanomalzemelerin endositozu en sik lizozom i¢sellesmesi ile sonuglanir. Endo-
lizozomal yolaga ek olarak, son kanitlar nanomalzemelerin de otofajiyi tetikleyebilecegini
gostermektedir (Stern et al. 2008).
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C,, fullerene son zamanlarda antikanser tedavisinde kullanim i¢in umut verici bir ajan ola-
rak kabul edilmistir. C fulleren ve tiirevleri biyouyumludur, disiik konsantrasyonlarda
normal dokular lizerinde toksik etki gdstermez ve giiclii serbest radikal temizleyici 6zelli-
gine sahiptir. C, fullerene nanopartikiilii, fare karaciger kanseri, akciger kanseri ve sigan
kolorektal kanserine kars1 timdr inhibitor aktivitesine sahiptir (Prylutska et al. 2011). Ful-
leren ve tiirevleri reaktif oksijen tiirlerini temizlemek i¢in kullanilan etkili nanopartikiiller-
dir (Wanget al 2014). C_,

veoksidatif stres ile in vitro tiimor biiylimesini azaltir. Oksidatif strese bagli in vitrositotok-

kanser proliferasyonunu azaltir, fotodinamik (ROS) tiretimini

sisiteye ek olarak, diisiik dozlarda nanoC_,, muhtemelen baz1 hiicre i¢i proteinlerin otofajik

60’
sindirimini indiikleyerek, ROS’dan bagimsiz olarak tiimdr hiicresi proliferasyonunu ya-
vaglatir. Fulleren biyomolekiil konjugatlar1 ¢ok yiiksek bir antineoplastik etkinlik gosterir.
Ornegin, paclitaxel ve doxorubicin (Dox) gibi antikanser preparatlarin C « fullerene kim-
yasal olarak baglanmasi, bu ilaglarin farmakokinetiginde bir iyilesme saglar ve terapotik
etkinligini arttirir. Ek olarak, dox ve cisplatin (Cis)’in C, fullerene ile konjugasyonunun,
in vitro ¢esitli insan timor hiicre hatlarina karsi toksisitesinde 6nemli bir artisa yol actigini
ve bu ilaglarin in vivo olarak Lewis akciger karsinomunun biiyiimesi tizerindeki inhibitor

etkisini biliylik 6l¢iide arttirdigini gostermistir.

C,, fullerene esash nano-formiilasyonlarin altta yatan antineoplastik etkisinin mekanizma-
sinin, tiimor hiicreleri iizerindeki dogrudan etkinin (oksidatif stresin modiilasyonu, apop-
toz, nekroz ve otofajinin), timorlerin mikro-gevre iizerindeki etkisinin (tliimor dokularina
kan temininin azaltilmas1) ve konake1 bagisiklik sisteminin aktivasyonu ile baglantili oldu-
gu belgelenmistir (Franskevych et al. 2015). C, | fullerenler normal hiicrelerde higbir akut
toksik etki gdstermez. Ayrica, C fullereninin, onkolojik hastaliklarin tedavisi igin foto-
dinamik tedavi ve geleneksel ilaglarin kanser hiicrelerine hedefli sekilde verilmesi dabhil,

antitimor terapisinde kullanilabilecegi de bildirildi. (Prylutska et al. 2011).

1.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin tirlinleridir. Serbest bir radikal, deger
kabugunda veya dis yoriingede bir veya daha fazla eslestirilmemis elektron i¢eren bir atom
veya molekiil olarak tanimlanabilir ve bagimsiz olarak var olabilir. Serbest radikalin tek
elektron sayisi, kararsiz, kisa Omiirlii ve yiiksek oranda reaktif hale gelir. Yiiksek aktivi-
teleri nedeniyle, stabilite elde etmek i¢in diger bilesiklerden elektronlar1 soyutlayabilirler.
Boylece saldirtya ugrayan molekiil elektronunu kaybeder ve serbest radikal haline gelir
ve sonunda canli hiicreye zarar veren bir zincir reaksiyon kaskadini baglatir. ROS/RNS,

yasam sistemine hem faydali hem de toksik bilesikler olarak iki yonlii bir i oynar.
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Orta veya diisiik seviyelerde ROS/RNS, faydali etkilere sahiptir ve bagisiklik fonksiyonu
gibi (yani patojenik mikroorganizmalara karsi savunma), bazi hiicresel sinyalyollarinda,
mitojenik cevapta ve redoks regiilasyonunda oldugu gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar
icerir. Ancak daha yiiksek konsantrasyonda, hem ROS hem de RNS, sirasiyla oksidatif
stres ve nitrozatif stres olusturarak biyomolekiillerde potansiyel hasara neden olur. (Pha-
niendra et al. 2015).

Oksidatif stres ve nitrozatif stres, bir tarafta agirt ROS/RNS iiretimi ve diger tarafta enzi-

matik ve enzimatik olmayan antioksidan eksikligi oldugunda gelisir.

Hem reaktif oksijen tiirleri hem de reaktif azot tiirleri olan serbest radikaller, hem endojen
kaynaklardan (mitokondri, peroksizomlar, endoplazmik retikulum, fagositik hiicreler, ara-
sidonik asit metabolizmas1 vb.) hem de eksojen kaynaklardan (kirlilik, alkol, sigara, agir
metaller, gecis metalleri, endiistriyel ¢oziiciiler, ilaglar, kimyasal maddeler, ozon, uv 1sin-
lar) tliretilir. Serbest radikaller, ¢esitli onemli siniflar1 olumsuz yonde etkileyebilir niikleik
asitler, lipitler ve proteinler gibi biyolojik molekiillerin, normal redoks durumunu degis-
tirerek, oksidatif stresin artmasina yol acarlar. Serbest radikallerin oksidatif strese neden
oldugu, diabetesmellitus, norodejeneratif hastaliklar (Parkinson hastaligi-PD, Alzheimer
hastaligi-AD), kardiyovaskiiler hastaliklar (ateroskleroz ve hipertansiyon), solunum yolu
hastaliklar1 (astim), katarakt gelisimi, romatoidartrit ve ¢esitli kanserlerde (kolorektal,
prostat, meme, akciger, mesane kanserleri) gibi ¢esitli hastalik kosullarinda rol oynadigi
bildirilmistir (Behrend et al. 2003). Kanser, insanlarda onde gelen 6liim nedenlerinden
biridir. Serbest radikaller, DNA’da farkli kimyasal degisikliklere neden olur, bdylece muta-
jenik olabilirler ve kanser etiyolojisine dahil olabilirler. Ozellikle kanser hiicreleri normal
hiicrelere kiyasla daha yiiksek ROS seviyelerine sahiptir ve metabolik hizlarinin yiiksek
olmasi nedeniyle mitokondriyal fonksiyon bozukluguna daha duyarhidir.Kanser hiicreleri,
onkogenlerin aktivasyonu ve timor baskilayicilarin kaybi nedeniyle yiiksek seviyelerde
oksidatif stres gosterir. ROS, biiyiime sinyallerini ve gen ekspresyonunu degistirerek, kan-
ser hiicrelerinin siirekli cogalmasina neden olur. ROS, baz modifikasyonlari, silme iglem-
leri, iplik kopmasi, kromozomal diizenlemeler ve DNA’nin hiper ve hipo-metilasyonunu
indiikleyerek DNA’ya zarar verebilir ( Valko et al. 2006).

1.5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ( ROS)

Oksijen hayat i¢in vazgeg¢ilmez bir elementtir. Hiicreler enerji iiretmek igin oksijen
kullandiklarinda, serbest radikaller, ATP (adenozintrifosfat) tiretimi mitokondri tarafindan
iiretilir (Pham-Huy et al. 2008).
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Toplam oksijen tiikketimimizin yaklasik %90°1 mitokondriyal solunum zincirinde kullanilir
(Starkov 2008). Cogu reaktif oksijen tiirii, mitokondriyal elektron taginmasi sirasinda yan
iriinler olarak tiretilir. Ayrica ROS, metal katalizli oksidasyon reaksiyonlarinin gerekli ara

maddeleri olarak olusturulur.

Atomik oksijen, dis elektron kabugunda ayri yoriingelerde iki eslesmemis elektrona sa-
hiptir. Bu elektron yapisi, oksijeni radikal olusumuna duyarli hale getirir. Elektronlarin
eklenmesi yoluyla oksijenin ardisik olarak azaltilmasi, bir dizi ROS olusumuna yol agar:

stiperoksit; hidrojen peroksit; hidroksil radikali; hidroksil iyonu; ve nitrik oksit.

Oxygen Superoxide anion Peroxide

- -2

H:0:0'H ‘OH :O'H
Hydrogen Peroxide Hydroxyl radical Hydroxyl ion
Hy0, - OH OH"

Sekil 1.6. Yaygin reaktif oksijen tiirlerinin elektron yapilari

Reaktif oksijen tiirleri aerobik metabolizmanin yan iiriinleridir. ROS siklikla oksidatif stres
ilkesiyle iliskilendirilir. Yiikksek ROS seviyelerinin olusumu, hiicrelerin DNA hasarina,
proteinlerin ve lipitlerin oksidasyonuna yol agabilecegi ve fonksiyonlarini degistirdigi i¢in
zararlidir ( Held 2015).

1.5.1.1. Siiperoksit radikali (O,")

Molekiiler oksijene bir elektron ilavesiyle O, olusur (O, + e— O,). En yaygin ROS olan
stiperoksit anyonu (O,") mitokondride, kardiyovaskiiler sistemde ve viicudun diger kisim-
larinda iretilir ve biyomolekiillerlere aktivitesi diisiiktiir. Elektron tasima zinciri (ETC),

oksijenin kismi indirgenmesi yoluyla ¢ogu siiperoksit olusumundan sorumludur.
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Aerobik metabolizmada, oksijenin ¢ogu mitokondriyal solunum zincirinde suya indirgenir.
Bununla birlikte, oksijen molekiillerinin kiigiik bir kismi1 (%1-2) siiperoksit anyon radika-

line dontistiiriiliir.

1.5.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (H,0,), ROS arasinda en az reaktif olan ve metal iyonlarmin yoklugunda
fizyolojik pH ve sicaklik altinda stabil olan nétr bir molekiildiir. H,O, viicudumuzda ¢ok
sayida reaksiyonla olusur ve giiclii tiirler verir. Hidrojen peroksit, O,’in bir elektron al-
mastyla ya da molekiiler oksijene (O,) iki elektron eklenmesiyle dogrudan meydana gelir.
(O, +e-+2H" — H,0,), (O, + 2¢"+ 2H" — H,0,).

Hidrojen peroksit, siiperoksit anyonundan siiperoksitdismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalize edilen ile bir dismutasyon reaksiyonu yoluyla iiretilebilir. Amino asit oksidaz ve
ksantinoksidaz, siiperoksit anyonundan da H,O, tiretebilir. Biyolojik zarlara kolayca niifuz
edebilir. H,O,’nin DNA {izerinde direkt bir etkisi yoktur, ancak ge¢is metali iyonlarinin
varhiginda hidroksil radikalini (OH") tireterek DNA’ya zarar verebilir. H,O,’yi detoksifiye
eden baslica antioksidan enzim sistemleri, katalaz, glutatyonperoksidaz ve peroksiredok-

sinlerdir.

1.5.1.3. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidroksit iyonunun nétr sekli olup oldukca reaktif ve tehlikeli bir serbest
radikaldir.

Metal iyonlar1 varliginda siiperoksit anyonu ve H,O,’den olusabilir ve yaklagik 10’sn lik

¢ok kisa olan bir in vivo yar1 émre sahiptir.

DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar dahil olmak iizere hem organik hem de inor-
ganik molekiiller ile giiclii bir sekilde reaksiyona girebilir ve hiicrelere diger ROS’larin

yapabileceginden daha fazla hasar verebilir.

H,O,’nin metal iyonlariyla (Fe*> veya Cu’) reaksiyona girdigi, genellikle ferritin ve seru-

loplazmin veya diger molekiiller gibi farkli proteinlerle komplekshalinde baglandigi bir
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Fenton reaksiyonunda olusturulur. Stres kosullari altinda, fazla miktarda O, .- ferritinden
serbest demir ¢ikarir ve serbest kalan demir, OH: olusturmak {izere Fenton reaksiyonuna
katilir. Hidroksil radikali Haber-Weiss reaksiyonu ad1 verilen bir reaksiyonda, siiperoksit
radikali ile H,O, arasindaki reaksiyondan da olusur (O,” + H,O,— OH  +OH + O,) ( Ka-
rabulut ve Giilay 2016).

1.6. Hiicre Oliim Mekanizmalar:

1.6.1. Apoptozis

Hiicre 6liimii normal gelisimin 6nemli bir parcasidir ve siirekli devam eder. insan viicu-
du yaklagik 10'* hiicreden olusur. Tiim organizmanin iglevselligini saglamak i¢in her giin
milyarlarca hiicre 6lmektedir. Boylece, viicut biiyiikliigii ayn1 kalir ¢linkii hiicre boliinmesi
hiicre 6liimiinii tam olarak dengeler. Sonunda, apoptozis terimi, programlanmis hiicre 6lii-
mii veya hiicrenin kendini kontrollii bir sekilde imha etmesine yol acan morfolojik siireg-
leri tanimlamak i¢in kullanild1 ve 1972 yilinda ilk 6nce Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
yayinlanan bir yayinda tanitildi (Anita et al. 2014). Yunancada ‘apo’ =ayri, ‘ptosis’=dii-
sen anlaminda agaglardan yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir. Bu benzetme, canli
maddenin 6liimiiniin organizmalarin yagam dongiisiiniin ayrilmaz ve gerekli bir pargasi
oldugunu vurgulamaktadir (Van Cruchten et al. 2002). Apoptoz, hiicre biiziilmesi, hiicre
zar1 bozulmasi, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, kromatin yogunlasmasi, organel-
leri i¢eren vezikiillerin olusmas1 ve DNA parcalanmasi dahil olmak iizere tipik morfolojik
degisikliklere yol agan bir dizi biyokimyasal olay icerir (Jin 2005).

Hiicre homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in, bir hiicre popiilasyonu sayisindaki artis ve azalis
arasindaki oranin 6zenle dengelenmesi gerekir. Gelisme sirasinda, artik ihtiya¢ duyulma-

yan yapilar apoptozis tarafindan desteklenir.

Yasam boyunca apoptoz, yasli, enfekte olmus, zarar gormiis veya genetik olarak hasara
ugramis hiicreler gibi yararsiz veya potansiyel olarak tehlikeli olan hiicreleri elimine eder.
Apoptozisin azalmasi kansere neden olabilir. Ortalama olarak yetiskin insanlarda her giin
50 ila 70 milyar hiicre apoptozis nedeniyle 6lmektedir. Mitoz, hiicre 6liimii olmadan devam
ederse, 80 yasindaki bir insan 2 ton kemik iligi ve lenf nodu ve 16 km uzunlugunda bir bagir-
saga sahip olurdu. Apoptotik hiicre 6liimii modu, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde ve
dokulardaki hiicre popiilasyonlarinin fizyolojik ve patolojik kosullar iizerine diizenlenmesi

ve korunmasinda 6nemli rol oynayan aktif ve tanimlanmis bir siirectir (Anita et al. 2014).
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1.6.1.1. Apoptozisin Morfolojisi

Apoptoz, biitlinliigiinli kaybetmeden hiicre zarinin sizmasi, kromatin yogunlasmasi, ge-
nomik DNA fragmantasyonu ve spesifik fagositoz sinyal molekiilleri (6rn. fosfatidilserin)
hiicre ylizeyinde maruz birakilmasi dahil olmak tizere spesifik morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklere sahip ayirt edici bir hiicre 6liim tiirtidiir. Bu morfolojik degisikliklerden sonra
hiicreler, membranla ¢evrili apoptotik cisimciklere bdliiniir ve makrofajlar veya komsu

hiicreler tarafindan yutulur (Mirkes 2002).

Isik ve elektron mikroskopisi apoptoz sirasinda meydana gelen c¢esitli morfolojik degi-
siklikleri tanimlamistir. Apoptozun erken siireci boyunca, hiicre biiziilmesi ve piknoz 151k
mikroskopisi ile goriilebilir. Hiicre biiziilmesiyle hiicreler daha kiigiiliir, sitoplazma yogun-
dur ve organeller daha siki bir sekilde paketlenir. Pinozis, kromatin yogunlagmasinin bir
sonucudur ve bu apoptozun en karakteristik 6zelligidir. Hematoksilin ve eozin boyasi ile

yapilan histolojik incelemede, apoptoz tekli hiicreleri veya kiigiik hiicre kiimelerini igerir.

Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik sitoplazma ve yogun mor niikleer kromatin fragmanlari
olan yuvarlak veya oval bir kiitle olarak goriiliir. Elektron mikroskopisi, hiicre alt1 degisik-

likleri daha 1yi tanimlayabilir.

Kromatin yogusma agamasinin baslarinda, elektron yogun niikleer malzeme, diizgiin bir
sekilde yogun cekirdekler olabilir. “Plazma zarinin kanamasi”, ardindan karyorreksis ve
hiicre pargalarinin “tomurcuklanma” adi verilen bir islem sirasinda apoptotik cisimlere
ayrilmasi ile meydana getirilmesine ragmen, niikleer zarin altinda ¢evresel olarak karakte-
ristik olarak birikir. Apoptotik cisimler, niikleer bir pargasi olan veya olmayan, sikica pa-
ketlenmis organelleri olan sitoplazmadan olusur. Organel biitlinliigli hala korunur ve bun-
larin hepsi saglam bir plazma membrani i¢ine alinir. Bu cisimler daha sonra makrofajlar,
parankimal hiicreler veya neoplastik hiicreler tarafindan fagositozlanir ve fagolisozomlar

icinde bozunur ( Elmore 2007).
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Sekil 1.7. Apoptosis’in morfolojik degisiklikleri (Mirkes PE 2002 )

1.6.1.2. Apoptozis Mekanizmalari

Iki ana apoptotik yol vardir: Mitokondriyal (i¢sel) yol ve Hiicre dliim reseptorii (dissal)
yoldur. Birinci yol, uyarildiginda, mitokondriden sitokrom-c salinmasina ve 6liim sinyali-
nin aktivasyonuna yol agan intrinsik veya mitokondriyal yoldur. Ekstrinsik veya sitoplaz-
mik yol olarak adlandirilan ikincisi, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper ailesinin
bir {iyesi olan Fas 6liim reseptorii yoluyla tetiklenir. Her iki yol da, diizenleyici ve yapisal
molekiilleri pargalayan ve hiicrenin 6liimiiyle sonuglanan kaspaz adi verilen proteaz kaska-
dinin aktivasyonunu i¢eren son ortak yola yolagar. Yollar birbirine baglidir; bu nedenle, iki
yol arasindaki ayrim basittir. I¢sel yolda Bcl-2 nin asir1 ekspresyonu, dissal aracili apop-
tozun inhibisyonuna yol agabilir; tersine, TNFa, NFkB ekspresyonunu arttirabilir ve Bel-2

ailesi proteinlerinin antiapoptotik iiyelerini uyarabilir (Irene et al. 2005).

Apoptozun hiicre i¢i mekanizmasina, hiicre dis1 proteolitik bir kaskad araciyla, kaspaz deni-
len bir proteaz ailesi aracilik eder. Kaspazlar (sistein aspartata 6zgii proteazlar), apoptozun

baslatilmasi ve uygulanmasinda rol oynayan hiicre i¢i protein ailesidir (Ashe et al.2003).
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Kaspazlarin aktif bolgelerinde bir sistein vardir ve spesifikaspartik asit kalintilarindan son-
ra hedef proteinlerini ayirirlar. Kaspazlar, aspartik asitlerde diger kaspazlar tarafindan bo-
liinme ile aktive edilen, prokaspazlar ad1 verilen aktif olmayan onciiler olarak ifade edilir.
Memelilerde simdiye kadar 14 kaspaz tanimlanmistir. Apoptoza karisan kaspazlar etki me-
kanizmalari ile alt siniflara ayrilmistir. Akis yukaridaki baglaticilara baslaticilar (kaspazlar
-2, -8, -9 ve -10) denir, baglaticilar tarafindan aktive edilen asag1 akish kaspazlara, yiirii-
tiicliler veya efektorler (kaspazlar -3, -6 ve -7) denir. Kaspazlar, birka¢ hiicresel proteini
pargalayarak veya aktive ederek yada inaktive ederek apoptotik yiirlitme yollarina onciiliik
eden sinyal aracilaridir (Li and Yuan, 2008).

Ekstrinsik (digsal yol), 6liim reseptorleri, membrana bagh Fas ligandi, Fas kompleksleri,
Fas ile iliskili 6lim bolgesi ve kaspaz -8 ve 10 dahil olmak iizere, apoptoza yol acan asag1
akis kaspaslarinin geri kalanini aktive eden c¢esitli protein iiyelerini igerir. Digsal yolun
aktivasyonu, 6liim reseptorleri (DR’ler) ad1 verilen hiicre yiizeyi reseptorlerinin ligasyonu
ile baglatilir.

Fas tiimor nekroz faktorii reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir ve ayni zamanda Apo-1 veya
CDO95 olarak da adlandirilir. Diger TNF reseptorleri arasinda TNFR1, DR3 (Apo 2), DR4
(timdr nekroz faktorti ile ilgili apoptozu indiikleyen ligand reseptorii 1 (TRAIL R1), DRS
(TRAIL R2) ve DR6 bulunur. Fas sinyalizasyonu, doniistiiriilmiis veya viriis bulagsmis hiic-
relerin bagisiklik gozetiminde ve kendi kendine reaktif lenfositlerin uzaklastirilmasinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle, bu yoldaki kusurlar bir¢ok malignitede ve otoimmiin
hastaliklarda goriiliir. Fas ligand (FasL) -Fas sistemi esas olarak 6liime bagli fonksiyon-
lar1 ile taninir, ancak ayni1 zamanda iyi tanimlanmamig birkag proliferatif ve enflamatuar
sinyal yolunda da rol oynar. Bir 6liim uyarisi yolu tetiklediginde, membrana bagli FasL
aktif olmayan Fas kompleksleri ile etkilesime girer ve 6liime neden olan sinyal komplek-
sini olusturur. Fas liimiine neden olan sinyalizasyon kompleksi, adaptor proteini Fas ile
iliskili 6lim bolgesi proteini ve kaspazlar 8 ve 10’u igerir ve kaspaz 8’in aktivasyonuna
yol acar, bu da agag1 akis kaspazlarinin geri kalanini aktive edebilir. Bazi hiicrelerde, kas-
paz-8’in aktivasyonu, 6liimiin gerceklestirilmesi icin tek gereklilik olabilirken, diger hiicre
tiplerinde, kaspaz-8, sitokrom-c’nin daha sonraki salimina yol a¢an Bid’i (Bcl-2 ailesinin
proapoptotik bir iiyesi) pargalayarak intrinsi kapoptotik yolla etkilesir. Cesitli yollar ve

proteinler digsal yolun aktivasyonunu diizenler.



25

EXTRINSIC PATHWAY

INTRINSIC PATHWAY

UV, radiation, chemo, ER Stress
hypoxia {misfolded proteins)
Plasma
Membrane
L
Mitechendria
- Initiator
'.'_,._. Caspase-12
Bel L
Bel-Ag RES b S A
[ filign %0 4
Cytoc. ) MLt
Apaf-1 " : o
Endo GE = AJF Endoplasmic Effector
¥ reticulum Caspases
" caspase-8
e -
Nucleus
v ¥ b
¥ APOPTOSIS
APOPTOSIS APOPTOSIS

I Death domain

Sekil 1.8. Apoptoz Mekanizmalar1 (Gupta et al. 2006)

Bazi hematolojik malignitelerde Fas geninin mutasyonlar1 veya delesyonlar1 bulundugun-
dan, bu modiilatorlerin diizensizligi de malign transformasyona yol agabilir. Yolun diizen-
leyicileri, NFkB ve FasL genini diizenleyen aktive edici protein 1 gibi transkripsiyon fak-
torlerini igerir, ¢linkii transkripsiyonel olarak inaktif bir gendir. Yolun diger inhibitdrleri
arasinda FAP-1, Fas ile iliskili 6liim-etki-alani-protein benzeri interlokin-1-doniistiiriicii
enzim benzeri inhibitdr protein ve DcR3, TRAIL R-3 / DcR1 ve TRAIL R gibi ¢oziiniir
tuzak reseptorleri bulunur. Bu tuzak reseptorleri, ligand ile rekabete ragmen Fas’in FasL

tarafindan uyarilmasini antagonize eder.

Intrinsik yolun en énemli diizenleyicilerinden biri, Bcl-2 protein ailesidir. Bcl-2, B-hiicresi
folikiilerlenfomalarinda, kromozom 14’{in translokasyonkirilma noktasinda kesfedilen bir
onkogendir. Bel-2 familyas1 apoptozun anahtar diizenleyicileridir ve t (14; 18) kromozo-

mal translokasyonlar1 olmasa bile bircok malignitede asir1 eksprese edilir.

Bcl-2’nin artan ekspresyonu kemoterapdtik ilaglara ve radyasyon terapisine direng saglar-

ken, Bcl-2 ekspresyonunu azaltmak antikanser ilaglara apoptotik yanitlar: tesvik edebilir.
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Ek olarak, Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu, hiicre dongiisii boliinmesinin GO fazinda hiicre-
lerin birikmesine neden olabilir ve kemorezistansa katkida bulunabilir. Bcl-2 ailesi, Bax,
Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk gibi proapoptotik iiyeleri ve Blcl-2, Bcl-XL,
Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1 gibi antiapoptotik tiyeleri icerir. Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik ve
pro-apoptotik iiyelerinin dengesi bozuldugunda, etkilenen hiicrelerde diizensiz apoptoz ile
sonuclanir. Bu, bir veya daha fazla anti-apoptotik proteinin asir1 ekspresyonundan veya
bir veya daha fazla pro-apoptotik proteinin diisiik ekspresyonundan veya her ikisinin bir
kombinasyonundan kaynaklanabilir (Li and Yuan, 2008).

Antiapoptotik Bcl-2 tiyeleri, sitokrom-c salinimini bloke ederek apoptozun baskilayicilar
olarak hareket ederken, proapoptotik iiyeler destekleyici olarak hareket ederler. Bu etkiler
sadece Bcl-2 miktarina gore Bcel-2 ve Bax arasindaki dengeye baglidir. Bir 6liim sinyalini
takiben proapoptotik proteinler, aktivasyonlar1 ve apoptoza yol agan mitokondriya trans
lokasyonlari ile sonuglanan defosforilasyon ve boliinmeyi iceren post translasyonel modi-
fikasyonlara ugrarlar. Yalnizca BH3 igeren tiim molekiiller, intrinsik proapoptotik aktivite-
lerini uygulamak i¢in ¢cok bolgeli BH3 proteinlerine (Bax, Bak) ihtiya¢ duyar. DNA hasart,
bliylime faktorii yoksunlugu ve endoplazmik retikulum stresi gibi hiicresel stres zamanla-

rinda, apoptozun baslaticilar1 olan sadece BH3 proteinleri aktive edilir.

Apoptotik uyaranlara yanit olarak, dis mitokondriyalmembran gegirgen hale gelir, bu da
sitokrom-c ve ikincil mitokondriden tiiretilmis kaspazaktivatoriiniin salinmasina yol agar
(diistik pl ile dogrudan IAP baglayici protein olarak da adlandirilir). Sitozolde serbest bi-
rakilan sitokrom-c, Apaf-1 ile etkilesime girerek kaspaz-9 proenzimlerinin aktivasyonuna
yol acar. Aktif kaspaz-9 daha sonra kaspaz kaskadinin geri kalanini aktive eden ve apopto-
za yol acan kaspaz-3’ii aktive eder. Aktive edilmis kaspazlar niikleer laminin yarilmasina

ve ¢ekirdegin kaspaz-3 yoluyla parcalanmasina yol agar ( Irene et al. 2005).

1.6.2. Apoptoz ve Kanser Tedavisi

Kanseri tedavi etmenin bir yolu, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bliyiimesini kontrol altina
almak veya muhtemelen sonlandirmaktir. Hiicrenin 6liim i¢in kendi mekanizmasini kul-
lanmak oldukga etkili bir yontemdir. Ek olarak, apoptozu hedeflemek en basarili cerrahi
olmayan tedavidir. Apoptozu hedeflemek de tiim kanser tiirleri i¢in etkilidir, ¢linkii apoptoz

sakinma bir kanser belirtisidir ve kanserin nedeni veya tipine 6zgil degildir.



27

Hem intrinsik (i¢) hem de ekstrinsik (dis) yollarda ¢esitli agsamalar1 hedefleyen bir¢ok anti-
kanser ilac1 vardir. Terap6tik hedefleme icin iki yaygin strateji, proapoptotik molekiillerin
uyarilmasi ve antiapoptotik molekiillerin inhibisyonudur. Arastirilan bazi hedefler arasinda
oliim reseptorleri i¢in ligandlar, BCL-2 inhibitorleri, XIAP inhibisyonu ve apoptotik sin-
yaller olarak islev goren alkilfosfolipid analoglar1 (APL) bulunmaktadir. Yollardaki her-
hangi bir asama tedavi i¢in hedeflenebilir, ancak hangi hedefin en etkili olduguna dair bir
gosterge yoktur. Daha fazla apoptozu indiikleyen antikanser ilaglar1 tasarlandikea, en etkili
hedefler belirlenecektir (Pfeffer et al. 2018).

1.6.3. Otofaji

Gectigimiz on yil, otofaji adi verilen temel bir hiicre biyolojisi yolunda (Yunanca kendi
kendini (oto) yeme (faji)) bir arastirma patlamasina tanik oldu. Otofaji i¢in gerekli olan ev-
rimsel olarak korunan genlerin (baslangigta mayada tanimlanmistir) kesfi, bilim adamlari-
nin otofajinin ¢ok ¢esitli homeostatik, gelisimsel ve diger fizyolojik fonksiyonlarini ortaya
cikarmasini saglamistir. Ayrica, artan kanitlar otofajinin diizensizliginin genis bir memeli

hastalig1 yelpazesine katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, bilim adamlar1 arasinda otofajiyi dogru bir sekilde tespit edebilmek ve isle-
vini ¢esitli biyolojik siireglerde, 6zellikle memeli sistemlerinde incelemek i¢in hizla artan
bir ihtiya¢ vardir (Mizushima et al. 2010).

Otofaji, enerji kaynagi olarak ¢alisan 6nemli besin maddelerinin yoklugunda viicutta hiic-
resel homeostazi korumak i¢in gerekli bir mekanizmadir. Bu slireg, protein agregatlar1 ve
hasarli veya yash organeller gibi sitoplazmik bilesenlerin, otofagosomlar adi1 verilen cift
membranli vezikiiller yoluyla tutulmasiyla baglar. Sonra, alikonan maddeler, elde edilen
makromolekiillerin imhas1 ve sonunda geri doniistiiriilmesi i¢in lizozomlar ya da vakuoller

gibi yikim organellerine aktarilmaktadir (Ramirez et al. 2016).

Hiicresel homeostazda otofajinin kritik bir fonksiyonu protein ve organel kalite kontro-
lidiir (Mizushima et al. 2008), ancak yine de hiicrede yararli bir roliiniin geri doniisiim
mekanizmasi olarak taninmasi yillar almistir. 1990°1ara kadar otofaji yolu hakkinda ¢ok az
sey biliniyordu ve arastirmalar sadece fenotipik ¢alismalarla sinirliydi. Otofajide yer alan
proteinleri anlamanin ve 2016°da Yoshinori Ohsumi’ye Nobel ddiiliinii kazanmanin yolunu

acan Ohsumi Laboratuari’nin ¢aligmasiydi.
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Maya hiicrelerinde basit ama zarif bir model sistemi kurmasi, otofaji ile ilgili bir¢ok geni
(ATG) tanimlamasini sagladi (Mizushima 2018). Otofajinin, bir hiicrenin proteomunun

yarisini etkileyebilen metabolizma ve protein yikimi iizerinde 6nemli bir etkisi vardir.

Otofajide, mitokondri gibi organeller de dahil olmak {izere sitoplazmik bilesenler ilk 6nce
bir membran kesesi ile sarilir. Her ne kadar endoplazmik retikulum, golgi veya fagofor adi
verilen daha az karakteristik bir membran bolmesi otofagosom membranlarin kdkenleri
olarak onerilmis olsa da, son ¢aligmalar, otofajik vezikiillerin kiigiik zar yapilarinin ¢ekir-
deklenmesi, montaji ve uzamasi yoluyla de novo olusturulabilecegini gostermektedir. Bu
zarlarin kapatilmasi, otofagosomlar olarak adlandirilan ¢ift zar yapilarinin olusumuyla so-
nuglanir. Birkag¢ adimdan sonra, otofagozomlarin dis zarlarinin ve ge¢ endozomlarin veya

lizozomlarin fiizyonu ile otolizozomlar tiretilir.

Lizozomal hidrolazlar, otofagosomun sitoplazma kaynakli iceriklerini i¢ zariyla birlikte
bozar (Goziiagik ve Kimchi 2004).

lizozom
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Sekil 1.9. Otofaji asamalarinin sematik gdsterimi (Mendelez ve Levine, 2009)

1.6.3.1. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji, fagofos toplanma bolgelerinde otofagosomlarin olusumu ile baslatilir.

Otofaji genellikle agliga yanit olarak aktive edilir. Buna ek olarak, rapamisin veya PP242

gibi baz1 kimyasallar otofajinin aktivasyonuna neden olabilir.
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Otofaji ayrica hipoksik durum, oksidatif stres veya ER stresi nedeniyle de tetiklenebilir
(Suzuki et al. 2001). ik olarak mayada tanimlanan 30’dan fazla ‘Otofajiye bagl’’(ATG)
protein, ¢ift membran vezikiillerinin olusumu, lizozom fiizyonu ve bozunmas gibi otofa-
jik siirecin diizenlenmesinde yer alir (Santana-Codina et al.2017). ATG gen {irlinlerinden
olusan bir dizi protein kompleksi, otofagosomlarin olusumunu koordine eder. Atgl / ULK1
kompleksi (mayada Atgl ve memelilerde ULK1) otofagosom olusumunun 6énemli bir po-
zitif diizenleyicisidir (Wong et al. 2013).

Otofajinin ilk adimi, ULK1/2, RB1 ile indiiklenebilir sarmal bobin proteinil, otofajiyle
iligkili protein 13 ve Otofajiyle iligkili protein 101°den olusan Unc-51 benzeri kinaz (ULK)
kompleksi tarafindan baglatilir. ULK kompleksi, otofagosom adi verilen ¢ift membranlt
vezikiiliin baglamasi i¢in gereklidir. Vesikiiler siralama proteini 34 kompleksi / fosfatidili-
nositol-3-fosfat kinaz I1I, Beclinl, VPS15 ve ATG14’ten olusur ve uygun fagofor olusumu
icin gereklidir. ATG5-ATG12 ve mikrotiibiil ile iliskili protein 1 hafif zincir 3 (LC3) siste-
mi iki ubikitin benzeri konjligasyon sistemidir ve otofagosomun uzamasini ve kapanmasini

diizenler.

Ilk olarak, ATG7 (bir E1 ubikitin aktive edici enzim gibi) ve ATG10 (bir E2 ubikitin-kon-
jige enzim) ATG12’yi ATGS5’e konjlige eder. Bu ATG12 — ATGS konjiigatr, multimerik
ATGI12 — ATGS5 — ATG16L kompleksini olusturmak i¢cin ATG16L’ye baglanir (Itakura ve
Geng 2008).

Ikinci ubikitin benzeri sistemde, LC3 (Mikrotiipiil ile iliskili protein 1 hafif zincir 3) lipit
fosfatidil etanolamin (PE) ile konjuge olur ve bu islem, otofagosom ile iliskili olan sito-
solik ¢oziinliir LC3-I’in LC3-1I"ye lipitlenmesine yol agar. Son asamada, otofagosomlar,
parcalayict enzimler iceren lizozomlarla kaynasir ve otofagolizozom olusumuna yol agar
(Suzuki et al. 2007).
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Sekil 1.10. Otofajinin molekiiler mekanizmalar1 (Hansen et al. 2018)

1.6.3.2. Otofajinin Molekiiler Regiilasyonu

Otofaji, bozulmus organeller ve gereksiz proteinler veya lipitler gibi hiicresel bilesenlerin
parcalanmasi i¢in gerekli olan katabolik bir siirectir ve hiicresel homeostazda rol oynar
(Dikic et al. 2018), (Saha et al. 2018).

Otofajinin molekiiler regiilasyonu iki farkli sekilde gergeklesir: a) enerjinin agligina veya
tilkkenmesine yanit olarak mMTORC1’in (memeli Rapamisin Hedefi) aktivasyonu yoluyla ve
b) AMP ile aktiflestirilen protein kinaz tarafindan diizenlenen enerji tespiti yoluyla (AMPK).
Otofaji ayrica Beclin 1 (homolog Atg6) proteini, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) siif I1I
(PI3KC3 / Vps34), p150 ve Atgl4L veya UV radyasyon direnci ile iligkili gen proteininden
olusan Beclin 1 protein kompleksi tarafindan da diizenlenebilir. Otofaji, mTOR yolunun
aktivasyonunu kontrol eden fosfatidilinositol-3-kinaz yolunu (PI3K / AKT) diizenleyen
biiyiime faktorlerinin uyaranlariyla asagi regiilasyona yanit verir; ikincisi, amino asitler ve
biiyiime faktorleri de dahil olmak {izere besinlerle iliskili sinyaller tarafindan aktive edi-
len bir ¢oklu protein ve makromolekiiler (mMTORC1) kompleksinde bulunur ve kompleks
Beclin 1 ile etkileserek otofajiyi asagi regiile eder. Otofaji ayrica AMP (AMPK) tarafindan
aktive edilen protein kinaz aktivitesinin artmasi yoluyla hiicresel enerji tilkenmesine bagl
kontrole cevap verir. Beclin 1 kompleksi, otofagosom olusumu ile iligkili faktorleri topla-
yan fosfatidilinositol-3-fosfat (PI3P) iiretir.



31

Otofajinin inhibisyonu ig¢in serin/treonin kinaz mTOR proteini insan hiicrelerinde en
onemlisidir; inhibisyon, otofaji sinyal yolunu baslatmak icin gerekli olan proteinlerin hi-
per fosforilasyonunun siirdiiriilmesi yoluyla meydana gelir. mTORCI1, otofajiyi bastirirken
besinlerin, biliylime faktorlerinin ve hormonlarin mevcudiyetine yanit olarak protein sen-
tezini, hiicre boliinmesini ve metabolizmay1 destekler. mTOR C-terminalinin farkli bolge-
lerinde edinilen mutasyonlar, hiperaktivasyonunu arttirir ve tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz
biiylimesine yarar (Ramirez et al. 2016). Otofaji {i¢ ana tiire ayrilir: Makro-, Mikro- ve
Saperon-aracili- otofaji. Hem Mikro hem de Saperon aracili otofaji, yiikiin lizozom igi-
ne dogrudan translokasyonunu kullanir. Birincisi, sitoplazmanin dogrudan yutulmasiyla,
ikincisi hedef proteinleri taniyan saperonlar1 kullanir. Mikrootofaji, sitoplazmik i¢eriklerin
direk olarak lizozom tarafindan pinositozudur. Sitoplazmik igerik lizozom membranin ige
cokmesi ile lizozom i¢inde hapsedilir (Mizushima et al. 2008). Saperon aracili otofajide,
KFERQ ile iligkili bir pentapeptid motifi igeren proteinler lizozomal membran boyunca
taginir. Makro otofajinin en belirgin morfolojik tezahiirii, olusumu mayadan insanlara yiik-
sek oranda korunmus olan ¢ift (veya ¢oklu) -membran bagli vakuollerdir. Makrootofaji
yikima ugratilacak hedef molekiilleri ¢evrelerindeki diger sitoplazmik icerikten ayiran ¢ift

katli membran sistemlerinin (otofagozomlarin) olusumuyla karakterizedir.

Yikima ugratilacak protein, karbohidrat, lipid, RNA, mitokondriyon ve peroksizom gibi
organeller otofagozomlarin i¢ine hapsedilip lizozomlara taginarak, lizozomal enzimlerle
pargalanirlar. Otofagozomlar ER’daki icerik olarak Pi3-P’den zengin izolasyon membran-

larinin bir araya gelmesi, uzamasi ve kapanmasi ile olusur.

Otofagozomlar igeriklerini lizozoma tasiyarak lizozom ile birlestiklerinde otolizozom is-

mini alir. Icerikleri asidik lizozomal hidrolazlar ile yikilir (Burscha et al. 2008).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiirti, canli hiicrelerin ait olduklar1 organizma disinda laboratuar ortaminda (in
vitro) kiiltiire edilmesidir. Hiicre kiiltiirli calismalarinda amaca yonelik olarak primer hiicre
kiiltiirii ya da hiicre hatlar1 ( cell line ) tercih edilebilmektedir. Primer hiicre kiiltiirii canli-
dan alinarak direkt kiiltiir edilen ve belirli bir siire yasayabilme kabiliyetine sahip hiicrele-
rin olusturdugu hiicrelerdir. Hiicre hatt1 ise hiicrelerin karakter olarak sahip oldugu (kanser
hiicreleri gibi) veya hiicrelerin transformasyona ugratilarak sinirsiz ¢ogalma kapasitesine
sahip olmasiyla olusan hiicrelerdir. insan meme adenokarsinom hiicre hattt MCF-7 Bingol
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii hocalarindan Dr. Ogr. Uyesi Can Ali
AGCA tarafindan temin edilmistir. Hiicreler, ilgili flasklar icerisinde %10 fetal sigir seru-
mu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64 ug/mL penisilin ve 100 ug/ML streptomisin ile destek-
lenen RPMI 1640 besiyerinde kiiltiire edilmistir.

2.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiir Kaplarina Hiicrelerin Ekilmesi

Daha 6nceden dondurulmus halde sivi azot tankinda -196°C’de saklanmis olan kriyotiip-
lerdeki MCF-7 hiicre 6rnekleri 37°C’lik su banyosunda hizla ¢oziildii. (Hiicrelerin bulun-
dugu tiipiin tamamen suya batirilmamasina dikkat ettik). Hiicreler ¢6ziildiikten sonra tiip
kapag1 %70’lik etil alkol ile silindi. 15 mL’lik falkon tiipe 5 mL RPMI (%10 FBS, %1
antibiyotik(S/P), RPMI) konarak hiicrelerin ¢ok hassas ve yavas bir sekilde aktarimi ger-
ceklestirildi. Ortamin (Frezeen medium) uzaklastirilmasi i¢in 3000rpm’de 4 dk santrifiij
islemine tabi tutularak islemin sonlanmasi ile beraber siipernatant kisim aspire edildi. Daha
sonra 10-15 mL RPMI ile homojenizasyonu saglanan hiicreler 75 cm’lik flaska aktarilarak
ata¢ olmasi, yapilmasi planlanan deney calismasina gore ekim gerceklestirmek ve tedavi
uygulayabilmek i¢in yeterli konfluense ulagsmasi amaciyla %35’lik CO, inkiibatoriinde 1-2
giin inkiibe edildi. Yeterli konfluense ulasmis kiiltiire edilmis olan hiicrelerden besi ortami

aspire edilerek 3 mL PBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi.
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3 ml tripsin EDTA eklemesinin ardindan 4 dk%35’lik CO, inkiibatoriinde inkiibasyonu ile
hiicreler kiiltiir kabindan kaldirildi. 5 mL RPMI ile flask yikanarak (hiicrelerin tek tarafta
toplanmasi1 amactyla egimli bir sekilde tutularak yikama yapildi) hiicreler falkon tiip ice-
risine alindi. 4 dk 3000 rpm’desantrifiij isleminin uygulanmasinin ardindan siipernatant

kisim aspire edildi ve pelet kisimin 5 ml RPMI ile homojenizasyonu saglandi.

2.3. Hiicre Sayimi

Hiicre sayim1 Thoma lami ad1 verilen 6zel sayim lamlarinda yapildi. Calismaya gore ekim
yapabilmek i¢in 6ncesinde hiicre sayisinin hesaplanmasi amactyla, 20 pL hiicre soliisyonu
+ 20 uL tripan blue ile homejenize edildi ve thoma lamina lamel yerlestirilerek tizerinde
bulunan iki sayim bolmesine lamelin kenarindan hassasiyetle karisimdan aktarildi. inverted
mikroskopta 10X de en biiyiik kareye odaklandirilarak iki boliimiinde sayimi gerceklesti-
rildi. Her bir kuyucuga ekilecek toplam hiicre sayisinin hiicre sayis1 (iki bolimdeki toplam
hiicre sayisinin ortalamasi) x 10000 x 2 x diliisyon oran1 (5 mL) formiiliiyle hesaplanmasi-
nin ardindan kuyucuk basina deneyler i¢in toplam volum WST-1 100uL, protein (western
blot) izolasyonu 3 mL ve ROS 1 mL olacak sekilde RPMI ile tamamlandi. Ekimden sonra
hiicrelerin gece boyunca tutunmast igin CO, inkiibatoriinde bekletildi. Daha sonra literatiir
arastirmalart ile belirlenen dozlarda tedavi ajanlari ile hiicreler ayr1 ayr1 muamele edilerek
elde edilen sonuglar neticesinde en uygun doz araligi belirlendi. Belirlenen dozlarda 5-FU
(25, 50, 100, 250, 500 uM ), C,, (100, 250, 500, 1000 nm) ve 5-FU+C_ (25, 50, 100, 250,
500uM + 500, 1000 nm) kombinasyonlar ile tedavi edildi. 24 saatlik tedavi siiresinin
dolmast ile hiicreler kaziyici yada tripsin-EDTA yardimi ile toplandi veya kiiltiir kabinda
deneyler devam ettirildi. Bu islemlerin tamami WST-1 (96 kuyucuklu kiiltiir kabina her ku-
yucuga 3x10° hiicre/ 3 tekrarl1), ROS (12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucuga 25x10%)
ve Western Blot ( 6cm?lik 6 petri kabinda her kuyucuga 25x10%hiicre) deneylerinin 6n

asamasi olarak ayni bigimde gergeklestirildi.

2.4. Hiicre Canlilik Testi

Deneyde tedaviden sonra hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani nicel olarak sap-
tanmas1t WST-1 kit ile belirlenmektedir. Kararli (dayanikli)tetrazolium tuzu olan WST-1
hiicrelerde gerceklesen kompleks hiicresel mekanizma ile ¢oziilebilir formazana doniis-
mektedir. Bu dontisiim canli hiicrelerde NAD(P)H nin glikolitik iiretimine baglidir. Bu
nedenle olusan formazan miktar1 direkt olarakkiiltiirde metabolik olarak aktif hiicreleri

(canli hiicreleri) gostermektedir.
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Proliferasyona ugrayan hiicrelerin dehidrogenaz enzim aktivitesi sonucu mor renkli for-

mazana doniisiimii sonucu ELISA plate reader ile 495 nm’de 6l¢iimiine dayanmaktadir.

Tedarik¢i firmanin gelistirmis oldugu protokol takip edilmistir (BOSTER Antibody and
ELISA Experts, BOSTER BIOLOGICAL TECHNOLOGY Co.,Ltd., 3942 B ValleyAve,
Pleasanton, CA, 94566, WST-1 Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kit, Catalog no.:
AR1159).

Yapilan deneyde;

1

96’lik petri platelere 3x10° hiicre ekimi yapilmis ve hiicrelerin flaskin yiizeyine ya-

pismast i¢in gece boyunca 37 °C’lik CO, inkiibatoriinde beklemeye almmugtir.

Bir sonraki giin belirtilen konsantrasyonlarda 5-FU (25uM, 50uM, 100uM, 250uM,
500uM ), C,, (100nm, 250nm, 500nm, 1000nm) ve 5-FU+C_ kombinasyonlari
(25-500 puM, 500-1000nm) ile tedavi edildi.

24 saatlik tedavinin ardindan kuyucuklardan eski besiyeri aspire edilir.

Karanlik ortamda tedavi edilen kuyucuklardan her birine 10 ul WST-1 (4-[3-(4-io-
dophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) kiti ve 90
ul RPMI eklemesi ile hazirlanan soliisyondan 100 pl eklenerek aliiminyum folyo
ile kaplandi.

2-4 saat boyunca 37 °C’lik %5’lik CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Belirtilen siirenin dolmasinin ardindan 495 nm dalga boyunda 96’lik petri plate
mikro ELISA okuyucuda (Versamax microplate reader, Moleculer Devices) okun-
du. Elde edilen verilerden sitotoksisite grafikleri elde edildi. Sekil 2.1. Hiicre kiiltii-

rii calismalarinda kullanilan cihazlar
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Sekil 2.1. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan cihazlar

A)
B)
©)
D)
E)
F)

Class IIA Laminar Kabin
Santrifiij

Karbondioksitli inkubator
Invert mikroskop
UV-spektrofotometre

Su banyosu
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2.5. ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri)

Bu deney, hiicre kiiltiirtinde oksidatif stres parametreleri olarak bilinen hidrojen peroksit,
nitrik oksit, peroksil radikali ve peroksinitrit anyonlarini da i¢eren toplam reaktif oksijen
ve nitrojen tiirlerini in vitro olarak 6l¢gmemize olanak saglayacaktir. Hiicre kiiltiirii 6rnekle-
rinin hazirlanmasi ve hiicre kiiltiirtinde oksidatif strese bagli ROS ve RNS olusumu in vitro
DCEFD-A deney kiti kullanilarak ve kit protokoliine gore florometrik yontemle belirlendi.
Bu deney i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir kuyucuga 25x10° hiicre ekiminin
gergeklestirilip CO, inkiibatoriinde gece boyunca tutunmasi igin bekletildi. Bir gecenin
ardindan kiiltiir kabina yapismis olan hiicrelere sirasiyla; kontrol, 5-FU (25, 50, 100, 250,
500, 1000 uM), C,, (100, 250, 500, 1000 nm) ve 5-FU+C_ (25, 50, 100, 250, 500 uM
+1000 nm) belirlenen konsantrasyonlar ortamdaki RPMI’1n aspire edilmesinin ardindan
uygulandi ve toplamhacim 1 mL olacak sekilde ayarlandi. Tedaviden 24 saat sonrasinda
ortamdaki RPMI aspire edilerek her bir kuyucuk 300puL PBS ile yikanarak eski besiyeri
uzaklastirildi. Kuyucuklara 300 pL tripsin-EDTA koyularak 4 dk boyunca CO, inkiibato-
riinde bekletildi. Bekleme esnasinda 2 mL’lik ependorf tiiplerin iizerine 6rnek konsantras-
yonlar1 yazildi. Dikkatli bir sekilde 6rnekler karistirilmadan her bir kuyucuk 1 mL RPMI
ile hafif egimli bicimde tutulan kiiltiir kabindan yikanarak ependorflara aktarimi saglandi.4
dk 3000 rpm’de santrifiij islemi yapilarak siipernatant uzaklastirildi. Pelet kisimda bulu-
nan hiicrelerin lizerine 500 pL. PBS eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan 4 dk 3000rpm’de
santrifiij yapilarak ortam tekrar aspire edildi. PBS ile 25uM’a sahip 10 mL glukoz ¢ozeltisi
hassas terazide 0,0360g tartilarak hazirlandi.

Hazirlanan ¢ozeltiye karanlik ortamda 3ul DCFDA aktarilarak karistirildi. Her bir 6rnek
icerisine yine karanlik ortamda 500uL glukoz + DCFDA karisimindan eklenerek pipetle-
me yapildi ve 45 dk boyunca CO2 inkiibatoriine birakildi. Siirenin tamamlanmasi ile ROS
deneyi i¢in 6zel olarak tasarlanmis beyaz 96 kuyucuklu kiiltiir kabina karanlik ortamda ilk
sira kor olarak kabul edilip karisimdan ve 2. siradan itibaren 6rneklerden sirastyla 3 tekrarl
olacak sekilde her kuyucuga 100 pL birakildi. Ardindan Elisa-reader cihazinda kuyucuklar
ve 485/535 nm ayarlamasi yapilarak sonug¢ alindi. Daha sonra veriler dogrultusunda bilgi-

sayar ortaminda grafik ¢izimi gerceklestirildi.

2.6. Western Blot

Western Blot Yonteminin Asamalar :

* Protein izolasyonu (6rneklerin hazirlanmast)
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* SDS-PAGE jel elektroforezi

* Proteinlerin jelden membrana transferi

» Bovine Serum Albumin (BSA) ile blokaj

¢ Membranin primer antikor ile inkiibasyonu

* Membranin sekonder antikor ile inkiibasyonu

e Goriuntileme

2.6.1. Protein izolasyonu

6 cm2’lik hiicre kiiltiir kaplarindan kaziyici ile toplanmig hiicreler santrifiij islemine tabi
tutularak siipernatant kisim aspire edildi. 1X’lik lizis tampondan 15ml’lik falkon tiipe 5 mL
aktarildi. Tampon igerisine 5 uL. PMSF, DTT ve deamino benzamidine, 16peptin proteinaz
inhibitorleri eklendi ve homojenizasyonu saglandi. Her bir 6rnek iizerine hiicre sayisi ile
dogru orantili olacak sekilde 250 pL lizis tampon eklenerek karistirildi ve buz tizerinde 60
dk’lik inkiibasyonun ardindan santrifiij islemine tabi tutuldu. Hassas bir sekilde pelet kisi-

ma dokunmadan silipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarildi.

1 (Dye reagent concanterate)/4(dH20) oraninda Bradford yontemi i¢in boya hazirlanarak
yeni ependorflara her bir 6rnekten 5 uL + 1mL boya, kor i¢in 1 mL boya + 5 pL lizis buffer
eklendi ve spektrofotometre cihazinda 595 nm’de absorbans degerlerinin 6l¢timii yapildi.
(Biomethod-GBC (Bradford) Ol¢iim sonrasinda en diisiik absorbansa sahip 6rnek igin kon-
santrasyon 20 pL olarak belirlenerek buna bagli diger 6rneklerin oran orantidan konsant-
rasyon hesaplamalar1 yapildi. Kalan 6rneklerden her bir ependorfa 100 pL + 25 pLL sample
buffer eklenerek Dry Blok cihazinda 5 dk 95 oC’de 1stya maruz birakilarak ii¢ boyutlu

yapist degrade edildi. Hazirlanan ve kalan protein 6rnekleri -20 °C’de muhataza edildi.

2.6.2. SDS- PAGE Elektroforezi

Bradford yontemi ile absorbanslari dlgiilerek konsantrasyon hesaplamalari yapilan 6rnek-

ler belirlenen miktarlarda her bir kuyucuga ayr1 ayri yiiklenerek SDS-PAGE’de yiiriitiildii.

Bunun i¢in, %12’lik oranda hazirlanmis ayirma jeli ve yigma jeli hazirlandi. Jeller hazir-
lanirken polimerlesmeyi saglayan temel etken madde olan TEMED eklendi. Kalin cam

arkada, ince cam Onde olacak sekilde birlestirilerek kasete yerlestirilerek sikigtirildi.
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Hazirlanan jeller polimerlesmenin hemen gerceklesmesi ihtimali ile iyice homojenizasyo-
nu saglandiktan sonra hizli ve hassas bir sekilde iki cam arasina aktarildi. Uzerine y1gma jel
icin birakilmis olan bosluga 1mL propanol koyularak jelin diizgiin bir bicimde polimerles-
mesi saglandi. Kurutma kagid ile dikkatlice propanol uzaklagtirildi. Jelde partikiil kalmasi
gibi bir durum goz linlinde bulundurularak kurutma kagidinin jele temas etmemesine dik-
kat edildi. Ayirma jelinin polimerlesmesinin ardindan 2 mL hazirlanmis olan yigma jel ko-
yularak iki cam arasina tarak yerlestirildi. Polimerlesmenin gerceklesmesi ile beraber cam-
lar kasetten alinarak taraklar ¢ikartildi ve kuyucuklar i¢ tarafa doniik sekilde ve karsisina
da kalin bir cam ile beraber yiiriitme tankina yerlestirildi. Iki cam arasina yeni hazirlanmus
1X’lik Fresh Running Tampon aktarildi. Tankta belirlenen hizaya gore dnceden kullanilmis
Fresh Running tampon konuldu. Kuyucuklara sirasiyla 6rnek tampon (5uL), marker (3uL)
ve hesaplamalar dogrultusunda drnek yiiklemeleri gergeklestirildi.Orneklerin yiiklenmesi
ile kirmiz1 ve siyah bdlmelere dikkat ederek tankin kapagi kapatildi. Cihaz acildiktan sonra
25 mA’de yaklasik olarak 120 dk bant olusumu gézlemlenene kadar yiiriitiildi.

Tablo 2.1. Ayirma jel bilesimi ( %12 Ayirma Jel Igerigi)

Soliisyon Konsantrasyon (5ml i¢in)
ddH20 1,7 mL

%30 Akrilamid/Bisakrilamid 2,0 mL

TrisHCI 1.5 M PH: 8.8 1,3 mL

SDS %10 50 uL

APS (Amonyum Persiilfat) %10 50 uL

TEMED 2 uL

Tablo 2.2. Yigma jel bilesimi (Y1gma Jeli Igerigi)

Soliisyon Konsantrasyon ( 2 ml i¢in )
ddH20 1,4 mL

%30 Akrilamid/Bisakrilamid 330 uL

TrisHCI1 M PH: 6.8 250 uL

SDS %10 20 uL

APS (Amonyum Persiilfat) %10 20 uL

TEMED 2ul
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Sekil 2.2. SDS-PAGE deneyi sirasinda kullanilan sistemin fotografi, (Calisan jel sistemi )

2.6.3. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra drneklerin jelden PVDF membrana transferi icin
diizenek hazirlandi. Sandvig¢ kasetinin siyah kisminin {izerine transfer tampon ile 1slatila-
rak sirastyla stinger iki adet ince bir adet kalin kurutma kagidi ve iizerine yigma jel kismi
uzaklastirilarak jel yerlestirildi. Ik olarak metanol daha sonra transfer tampon ile 1slatilan
membranin piirlizsiiz kismi jele doniik olacak sekilde hassasiyetle yerlestirildi. Roler kul-
lanilarak membranda olusan hava bosluklar1 dikkatlice diizeltildi. Uzerine transfer tampon
ile 1slatilan iki ince kurutma kagidi ve siinger yerlestirilerek sandvig¢ diizenegi kapatildi.
Tanka siyah ve kirmiz1 kisma dikkat edilerek sandvig yerlestirildi. Uzun siireli transfer es-
nasinda olusacak 1s1y1 engellemek amaciyla tankin igerisine buz akiisii yerlestirildi. Tankta
belirtilen 4 gel yazan kisma kadar transfer tampon ile dolduruldu. 200 mA’de 120 dakikalik

transfer i¢in cihaz calistirildi.

Tablo 2.3. Transfer Tampon Igerigi (1X Fresh Transfer Buffer Igerigi)

288 g Glisin

6,04 g Tris Base

200 mL Methanol

1,6 L AutoclavedH O
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Sekil 2.3. Tipik bir Western Blot Deneyi sirasinda proteinlerin jelden membrana transferi

2.6.4. Bovine Serum Albumin (BSA) ile Blokaj

Membrana transferinin gerceklesmesinin ardindan membranda ki gézeneklerin kapanmasi
icin BSA ile blokaj yapildi ve nonspesifik baglanmalar ortadan kaldirildi. %5°lik BSA
TBS-T ile hazirlandi. 1 g BSA alinip TBS-T ile 20 mL tamamlandi. Calkalayici da 60 dk
25°C’de inkiibasyona birakilir.

2.6.5. Membranin Primer Antikor ile inkiibasyonu

%35°lik 5 mL BSA soliisyonu 50 mL’lik Falcontiip i¢erisinde hazirlandi. Hazirlanan soliis-
yon igerisine diliisyon oranina gére primer antikor eklendi. (Orn:10 uL) Membran falkonun
icerisine kondu. +4 C*de ¢alkalayic1 iizerinde gece boyu inkiibasyon yapildi. inkiibasyon
sonunda 5 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi. (Ilk yikama 10 dk olabilir).

2.6.6. MembraninSekonder Antikor ile inkiibasyonu

Membran sekonder antikorla inkiibe edildi.Y1ikama sonunda sekonder antikor eklendi. Pri-
mer antikor Mouse ise sekonder antikorda Mouse olmalidir. %5 lik 20 mL BSA soliisyonu

50 mLFalcon tiip i¢erisinde hazirlanda.



41

Hazirlanan soliisyon igerisine 1pL sekonder antikor eklendi. Soliisyon membran {izerine
dokiildii. Shaker ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan
5 kez 5 dakika TBS-T ile ytkama yapild: ( ilk yikama 10 dk olabilir).

2.6.7. Goriintiileme

Membranlar X-Ray cihazi ile goriintiillenmek iizere hazirlandi. Goriintli almak i¢in ECL
soliisyonu kullanildi. Bu soliisyon A ve B olarak iki tiptir. A ve B soliisyonundan 4’er mL
alindi ve membran iizerine eklendi. Ardindan membran X-Ray kasetlerine alinarak X-Ray

cihazi ile sonug alindi. Ve protein ekspresyon seviyeleri gdzlemlendi.

_~7Sinyal (kolorimetrik yada

' kemiluminisent)
~ Enzim substrati

Sekonder antikora
bagh enzim

Sekonder antikor
(Primer antikora ozgii)
Proteine 6zgli antikor

(primer antikor)

P

Membran
{Nitraseliloz/PVDF)

Hedef protein

Sekil 2.4. Western Blotlama yonteminin sematik gosterimi (Web, 2020)

2.6.8. Istatistiksel Analiz

Tim veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Verilerin istatiksel degerlendi-
rilmeleri (tek yonlii=one-way)AnovaTukey ile analiz edildi.Sonuglar n = 3 i¢in ortalama
+ SEM’dir. Onemli farkliliklar (* p <0,05, ** p <0,01 ve *** p <0,001) ile gosterilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. 5-Fluorourasil’in MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkisi

Uretici firmanin gelistirdigi protokol dogrultusunda boliim 2.4’de anlatildig1 gibi 5-FU nun
MCEF-7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 lizerine etkisi deneyleri yapilarak sonuglar (tekyon-

lii=one-way) Anova Tukey ile analiz edildi.

Elde ettigimiz bulgularda, 5-FU’nunmalign MCF-7 hiicrelerinde doza bagimli bir sekilde

hiicre canliligini azaltananlamli bir roliiniin oldugu belirlendi [Sekil 3.1].
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Sekil 3.1. MCF-7 hiicre hattinda 5-Fluorourasil’ in hiicre canlilig1 lizerine etkisi
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3.2. C, Fullurenin MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre Canhhgi Uzerine Etkisi

Boliim 2.4. anlatildig1 gibi C, in MCF-7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerine etkisi de-

neyleri yapilarak sonuglar (tekyonlii=one-way) Anova Tukey ile analiz edildi.

Elde ettigimiz bulgular, yapilan ¢alismanin kontrol grubuyla kiyaslandiginda nanoparcacik
C,, fullerenin, malign MCF-7 hiicrelerinde onemli bir degisim olusturmadig belirlendi.
[Sekil 3.2].

Hiicre Canhhign

Sekil 3.2. MCF-T7 hiicre hattinda C, Fullerenin hiicre canlilig1 tizerine etkisi
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3.3.5-FU + C_ Fullurenin MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre Canhihgi Uzerine Etkisi

5-Fluorourasil (5-FU) + C,, fulleren kombinasyonunun hiicre canliligi tizerindeki etkisini
incelemek icin, tiretici firmanin gelistirdigi protokol kullanilarak tedavi edilen MCF-7 hiic-
re hattinin WST-1 sonuglari elde edilmistir. Sonuglar (tekyonlii=one-way) Anova Tukey ile
analiz edildi. Elde ettigimiz bulgular, 5-FU + C_; etken maddelerinin kombinasyonlarinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda 5-FU + C, dozlarinin uygulanan hiicre gruplari arasinda

hiicre canlilig1 agisindan istatiksel olarak anlamli bir farka neden olmadiklar1 saptandi|Se-
kil 3.3].

Hiicre Canlhilig:

Sekil 3.3. MCF-7 hiicre hattinda 5-FU+C_ fulleren kombinasyonunun hiicre canlilig izerine etkisi
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3.4. 5-FU’ nun MCF-7 Hiicre Hattinda ROS Diizeyinin Ol¢iilmesi

Hiicrelerdeki ROS diizeylerini belirlemek amaciyla DCFD-A kiti (ABCAM, DCFD-A Cel-
lular ROS Detection Assay Kit, ab113851) kullanilarak degerlendirildi.

Deneyin temel prensibi, hiicre i¢ci ROS’un temel kaynagi olan kompleks I (NADH dehyd-
rogenase) ve kompleks III (cytochrome ¢ reductase) mitokondriyal elektron tasima zinci-
rinin bir Uyesidir. Bu iki kompleks, elektron tasimanin mitokondri membran potansiyeli
tarafindan yavaslatilmasi sonucu ROS iiretmektedir. Hiicre i¢inde olusan hidroksil ve diger
ROS aktivitesi, florojenik boya olan 2,7 dichlorofluorescin diacetate (DCFD-A) ile belir-
lenip ELISA plate reader ile dlgiilmesine (Ex485 nm/Em535 nm) dayanmaktadir. Sonuglar
(tekyonlii=one-way) AnovaTukeyile analiz edildi [Sekil 3.4.].
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Sekil 3.4. MCF-7 hiicre hattinda5-Fluorourasil (5-FU)’nun hiicre i¢i ROS diizeyine olan etkisi

5-Fluorourasil tedaviden sonra malign kanser MCF-7hiicre hattinda oksidatif stres indiik-
leyicisi olarak rol oynar. Sekilde gosterildigi gibi belirtilen dozlarda kullanilan 5-FU hiicre
ici ROS’u indiikleyerek MCF-7 hiicrelerinde ROS’u arttirdig: belirlendi.
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3.5. C,, Fullurenin MCF-7 Hiicre Hattinda ROS Diizeyinin Olciilmesi
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Sekil 3.5. MCF-7 hiicre hattinda C,, Fullurenin hiicre i¢i ROS diizeyine olan etkisi

Elde ettigimiz bulgular, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, nanopartikiil C, fullurenin tiim

dozlarinda ROS diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir.



47

3.6. 5-FU + C_, Fullurenin MCF-7 Hiicre Hattinda ROS Diizeyinin Olciilmesi

ROS Sevivesi

Sekil 3.6. MCF-7 hiicre hattinda 5-FU +C_ kombinasyonunun hiicre i¢i ROSdiizeyineolan etkisi

Arastirmamizdan elde ettigimiz bulgulara gore 5-FU+C_ kombinasyonlarinda kontrol gru-
buna kiyasla hiicre icerisinde ROS diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim

gbzlenmemistir.

3.7.5-FU, C_, ve 5-FU+C60 kombinasyonunun MCF-7 Hiicre Hattinda p53 Uzerine
Etkisi

Insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda programlanmus hiicre 6liim mekanizmalarinin
(apoptoz ve otofaji) uyarilmasini saglamak i¢in hiicreleri 24 saat boyunca 5-FU, C60 ve
5-FU+C60 kombinasyonuyla muamele ettik ve sonra westen blot yontemini kullanarak
p53 ve TIGAR proteinlerinin ekspresyonlari belirlendi. Sonuglari, GraphPad prizma tek
yonli ANOVA Tukey parametrik olmayan analiz kullanildi.

P53 proteini, hiicrelerin diizgiin ¢calismasi i¢in gerekli olan bir¢ok islemin diizenleyici bir

faktoridiir ve yasami ve oliimii ile iliskili bir dizi isleme karsilik gelir.
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P53 proteini, hiicresel DNA’nin onarimini diizenler ve genin hasari ¢ok ciddi oldugunda
ve onarilmast miimkiin olmadiginda apoptozu indiikler. Bu protein ayn1 zamanda hiicre-
lerin yaslanmasinin ve hiicresel dongiiniin sonraki asamalarina giren ve ¢ikan hiicrenin
diizenlenmesinden sorumludur (ikincisi ile ilgili olarak, p53 proteini G1 /S veya G2/ M
kontrol noktalarinda hiicredeki onarim mekanizmalarini ¢alistirmak i¢in hiicresel dongiiyii

durdurabilir). Protein p53 ayrica anjiyogenezi ve oksidatif sokun indiiklenmesini engeller.
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Sekil 3.7. 24saatlik ila¢ uygulamasi sonrast Western Blot yontemiyle p53, B-Aktin tayinil-Kontrol, 2-C
3-5-FU, 4- 5-FU + C,, B-Aktin; 42 kDa, p53; 53kDa

Hiicre dliimlerinin apoptozis ile olup olmadigi Western Blot yontemi ile arastirildi. Buna
gore, MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda 24 saatlik ila¢ uygulamasi sonrasinda
5-FU ve 5-FU + C, gruplarinda DNA hasar1 ve stresle karsilasan hiicreler oldugu igin p53
bu hiicrelerde indiiklendi ve ifadesi artti. Buradan kanserli hiicre 6liimlerinin apoptoza ge-

¢isini saglamaya yardimci oldugu belirlendi.

3.8. 5-FU, C,, ve 5-FU+C_ kombinasyonunun MCF-7 Hiicre Hattinda TIGAR
Uzerine Etkisi

TIGAR (TP53 ile indiiklenen glikoliz ve apoptoz regiilatorii) glikolizi diizenleme ve ok-
sidatif strese karsi koruma islevi goren yeni bir p53 ile indiiklenebilir olan proteindir. TI-
GAR, ROS seviyelerini diisiirebilir ve ROS ile iligkili diger apoptotik sinyallere duyarliligi
zaltabilir ve p53°iin tiimor baskilayici etkilerine aracilik etmede énemli bir bilesen olmasi

muhtemeldir.
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Benzer sekilde, TIGAR, Fru-2,6-P2 seviyelerinde diisiise neden olur ve boylece bu asama-
da glikolizi bloke ederek NADPH iiretimi saglayarak hiicreleri oksidatif stresten korumasi

icin pentoz fosfat yolu gibi diger yollarayonlendirilmesini tesvik eder.

5-FU, C, ve 5-FU+C_ kombinasyon dozlarinda TIGAR proteini iizerine yapilan tedaviden

24 saat sonra sonuglar Western Blotlama yontemiyle analiz edildi [Sekil 3.8].
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Sekil 3.8. 24saatlik ila¢c uygulamasi sonras1t Western Blot yontemiyle, TIGAR, B-Aktin tayini 1-Kontrol,
2-C60, 3- 5-FU, 4- 5-FU + C60 B-Aktin; 42kDa, TIGAR; 30kDa

Elde ettigimiz bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda 5-FU ve 5-FU+C60 gruplarin-
da artisa neden olduguve bu gruplarin TIGAR ifadesini indiikleyerek hiicrelerin apoptoza
gitmesine yardimer oldugu tespit edilmistir. Ancak C,, fulluren grubunda kontrol diizeyine

gore expresyonun azaldigi tespit edilmistir.
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Kanser, diinya ¢apinda birgok iilkede 6nde gelen 6liim sebeplerinden biridir. Hem insidans
hem de 6liim orani agisindan mevcut yiikiin, artan yasam siiresi ve kanser riskini artiran
yasam tarzi sorunlar1 sebebiyle hizla artmasi beklenmektedir. Meme kanseri, milyonlarca
kadinin hayatini birdenbire bozmaya devam etmektedir. 2018 y1li itibariyle diinya ¢apinda
2,1 milyon yeni meme kanseri vakasinin teshis edilmesi beklendigi dngoriilmiistiir. Yillar
boyunca meme kanseri, hem insidans hem de 6liim orani agisindan siirekli olarak kadin-
larda en 1yi kanserler arasinda yer almistir. Ancak degisen popiilasyon dinamikleri, tarama
yontemleri, tedaviler vb. ile baz1 kanserlerin goreceli siralamasi degismistir. Akciger kan-
serinden sonra, meme kanserinin genel olarak en sik goriilen ikinci kanser oldugu tahmin
edilmektedir (1.7 milyon vaka, %11,9), ancak nispeten olumlu prognoz nedeniyle 6liim
nedeni olarak 5. siradadir (522.000, %6,4) (Aamir Ahmed 2014).

1973 yilinda Dr. Soule ve Michigan Kanser Vakfi’ndaki meslektaslari tarafindan kurulan
ve adlarindan tiiretilen MCF-7 hiicreleri, metastatik hastalig1 olan 69 yasindaki bir kadinin
plevral eflizyonundan izole edilmistir. Yapilan ¢calismagslar, MCF-7 antikanser ilaglarla il-
gili olanlar da dahil olmak lizere diinya ¢capinda meme kanseri arastirmalar1 i¢in uygun bir
model hiicre dizisi oldugunu kanitlamaktadir. MCF-7 hiicreleri hormon reseptorleri yani
ostrojen (ER) ve progesteron (PR) reseptorleri pozitif olan luminal molekiiler alt tipine
aittir. MCF-7, normal olarak diigiik metastatik potansiyele sahip oldugu diistiniilen zayif
agresif ve invazif olmayan bir hiicre hattidir (Comsa 2015).

Bu tez calismasi, in vitrodeneyleri igeren bir hiicre kiiltiirii ¢aligmasidir. Hiicre hatlari,
laboratuar arastirmalarinin birgok yoniinde ve 6zellikle kanser aragtirmalarinda in vitro
modeller olarak yaygin olarak kullanilabildiklerinden, meme kanserinde molekiiler tani
icin anahtar bir unsur gibi gorinmektedir (Aamir Ahmed 2014).

Antimetabolitlerin ileri evre meme kanserleri icin tedavi edici olarak basarili olduklari
kanitlanmistir, ancak siklikla tedavi rejimlerini sinirlayabilen ciddi yan etkiler eslik etmek-
tedir. Hiicre proliferasyonunu inhibe eden bir antimetabolit olan 5-Florourasil, ¢esitli kati
tiimorler i¢in standart kemoterapi protokollerinde énemli bir rol oynadigi belirlenmistir.
5-FU i¢in makul yanit oranlar1 bildirilmis olmasina ragmen, klinik sonuglar1 iyilestirmek
ve kemoterapdtik miidahaleler i¢in dogal bir sorun olan sitotoksik yan etkileri azaltmak
icin stirekli arastirma gereklidir. 5-FU, timidilat sentaz inhibisyonu yoluyla DNA sentezi-
nin gliclii bir inhibitorii olarak islev goren etkili bir antikanser ajan1 oldugunu kanitlamistir
(Ferguson ve Orlando 2014). Baz1 arastirmacilar, 5-FU’nun hiicre dongiisiiniin durmasina

ve hiicre apoptozuna bneden olabilecegini bildirmislerdir (Tseng et al. 2004).
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Biiyiik karbon kafes molekiilii olan fullerene C,; buckyball, kiiremsi bir sekil olusturan
12 besgen ve 20 altigen halkanin olusturdugu bir kombinasyondur(Ulao 2013). Benzersiz

fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle, fullerene C_, antikanser tedavisi de dahil olmak tizere

60
birgok biyomedikal uygulama i¢in potansiyel adaydir (Zogovic et al. 2009). C, fulleren,
son zamanlarda antikanser tedavisinde kullanim i¢in iimit verici bir ajan olarak kabul edil-
migtir. C_ fulleren ve tiirevleri biyouyumludur, normal dokular tizerinde diisiik konsantras-
yonlarda toksik etki gdstermez, giiclii serbest radikal temizleyici ve antioksidan potansiye-

line sahiptir (Prylutska et al. 2014).

Reaktif oksijen tiirleri, en distaki elektron kabuklarinda tek bir eslesmemis elektrona sahip
olan radikaller, iyonlar veya molekiillerdir. Bu karakter nedeniyle, ROS oldukg¢a reaktiftir.
Hemen hemen tiim kanserlerde, timor gelisimi ve ilerlemesinin birgok yoniinii destekle-
dikleri yiiksek reaktif oksijen tiirleri oranlari tespit edilmistir. Bununla birlikte, timdr hiic-
releri ayrica ROS’tan detoksifiye etmek i¢in yiiksek antioksidan protein seviyelerini ifade
eder, bu da kanser hiicresi islevi i¢in hiicre i¢i ROS seviyelerinin hassas bir dengesinin

gerekli oldugunu diistindiirtr.

Bununla birlikte, tiimdr hiicreleri ayrica ROS’tan detoksifiye etmek i¢in yiiksek antioksi-
dan protein seviyelerini de ifade eder, bu da kanser hiicresi islevi i¢in hassas bir hiicre i¢i
ROS seviyeleri dengesinin gerekli oldugunu gosterir. Diigiik dozlarda hidrojen peroksit ve
siiperoksit, ¢ok cesitli kanser hiicresi tiplerinde hiicre ¢ogalmasini uyarir. Ornegin, meme
kanseri hiicrelerinde hiicre i¢i oksidatif stres, dstrojenin mitokondriye translokasyonu yo-
luyla artar (Yarh ve Storz 2010). Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, hiicre
homeostazinin merkezi bir bilesenidir. inme, miyokardiyal enfarktiis, kemik iligi ve or-
gan reddi, otoimmiin ve ndrodejeneratif bozukluklar, kotii huylu neoplazmalar ve ayrica
kemoterapotik ve radyoterapdtik tedaviye tiimor tepkisi gibi birgok hastalik, artan veya
azalan apoptoz orani ile iliskilidir. Kanser hiicreleri genellikle apoptozdan kurtulabilir ve
bu da onlar1 neredeyse Sliimsiiz hale getirir (Grosse et al. 2014). p53, DNA’ya zarar veren
ajanlara maruz kalma, hipoksi, ve onkojen aktivasyonu dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel
streslere yanit olarak bliylimenin durmasi, yaslanma veya apoptozu indiikleyerek bir timor
baskilayici gorevi goriir.Bu tepkiler bir hiicreyi kontrolsiiz cogalmaya ve tiimore doniisiime
kars1 korur. Tiimor baskilayict gen olan TP53, insandaki kanser hiicrelerinin ~%50’sinde
mutasyona ugramistir. En 6nemli p53 islevlerinden biri, apoptozu aktive etme kabiliyeti-
dir ve bu siirecin bozulmasi, tiimor ilerlemesini tesvik edebilir (Burns ve El-Dery 1999).
Otofajinin tipik bir programlanmig hiicre 6liimii tiirii oldugu diistiniilmektedir ve hiicresel
organelin lizozomal bozunmasina ve protein geri doniistimiine baglhidir. Bu amagla, otofa-

jinin hiicre 6liimiinde iki ucu keskin bir kili¢ oldugu diistiniiliiyordu.
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Bir yandan, bir tiir programlanmus hiicre 6liimii oldugu varsayiliyor. Ote yandan, otofaji
aktivasyonu, birikmis protein veya hasarli organin temizlenmesine katkida bulunur. Otofaji
diizeylerinin artmasi, besin ve oksijen a¢isindan zayif tiimdr bolgelerinde gozlenir (Yang
et al. 2018).

TP53 ile uyarilan glikoliz ve apoptoz diizenleyici (TIGAR), fruktoz-2,6-bifosfataz olarak
islev goren, p53 ile indiiklenebilir bir gendir(Li et al. 2019).TIGAR ekspresyonu, hiicre-
lerdeki fruktoz-2,6-bifosfat seviyelerini diistirerek glikolizin inhibisyonuna ve nikotinamid
adenin diniikleotid olugturmak i¢in pentoz fosfat yoluyla (PPP) hiicre i¢i reaktif oksijen

tiirleri seviyelerini diisiiriir. (Bensaad et al. 2006).

Bu tez ¢alismasinda, 5-FU, C  ve 5-FU+C_ kombinasyonunun sitotoksik etkileri, WST-1
yontemi kullanilarak aragtirtlmis ve 5-FU’nun zaman ve konsantrasyona bagimli olarak
insan MCF-7 meme kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etkiler meydana getirdigi belir-
lendi. WST-1 absorbans sonuglar1 kullanilarak, kontrol grubuna gore, her bir grubun %
hiicre canlilik degerleri hesaplandi. Literatiir calismalarina bakildiginda 5-FU’nun kanser
hiicrelerinde proliferasyonunu inhibe ettigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. J.Cai
ve ark. yaptiklar1 ¢calismada 5-FU ile tedavi edilmis insan meme kanseri MCF-7 hiicrele-
rinde farkli sekilde eksprese edilen proteinlerin analizi {izerine etkilerini aragtirdiklar: ve
doza bagl olarak 5-FU’nun tedavisinin hiicre biiylimesini inhibe ettigini gostermislerdir
(Cai et al. 2014). Akbari ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma da 5-Florourasil’in insan meme
kanseri hiicre hatt1 iizerindeki etkinligi konsantrasyona ve doza bagl olarak arastirilmig
5-FU’nun MCF-7 hiicreleri ile 24 saat muamelesinden sonra, 1,3 pg / ml konsantrasyo-
nunda hiicrelerin%350’sini inhibe ettigini ve 48 saat sonra 0,38 pg / ml konsantrasyonunda
hiicrelerin%350’sini inhibe ettigini gdstermislerdir (Akbari et al. 2013). Gee ve ark.’nin
yaptiklar1 baska bir ¢calismada da 5-FU’nun antitiimdr etkilerini gosterip MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde proliferasyonuinhibe ettigi tespit edilmistir ( Zhi et al 2014).

Yapilan bagka bir caligmada Jeannette E. Ferguson ve Robert A. Orlando, ¢esitli antikanser
ozelliklerinden dolay1, dogal iiriin kurkumin’i 5-FU ile birlestirerek, meme kanseri hiicre
cogalmasini 6nlemede sinerjik gelismeler ve 5-FU kaynakli sitotoksisiteye karsi koruma
saglayip saglamayacagini arastirdiklar1 ve aslinda hem curcumin hem de 5-FU, birlestirme
deneyleri kullanilarak meme kanseri hiicrelerinde DNA sentezini inhibe ettigini bununla
birlikte, kombine tedavinin sinerjik bir gelisme gdostermedigini fakat kurkumin ilavesiyle
5-FU inkiibasyonlar tekrarlandiginda, hiicrelerin 5-FU sitotoksisitesine karst kurkumin ile

7—-10 kat koruma sagladigin1 gostermislerdir.
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Bu bulgular, 5-FU tedavisi sirasinda bir adjuvan tedavi olarak kurkuminin eklenmesinin,
normal hiicreleri azaltilmig canliliktan koruyarak ve boylece daha yiliksek dozlama veya
daha uzun tedavi siirelerine izin vererek 5-FU’nun kemoterapétik etkililigini artirabilece-

gini gostermektedir (Ferguson ve Orlando 2014).

Bu, durum 6zellikle ciddi sitotoksisitelerden muzdarip olan ve sik kesintilere veya hatta
tedavi rejimlerinin erken sonlandirilmasina ihtiya¢ duyan kisiler i¢cin 6nemlidir. Bizim ca-
lismamizda 24 saat siireyle 5-FU ile inkiibeedilen MCF-7 hiicrelerine uyguladigimiz WST-
1 analizi sonuglarindan, hiicre yogunlugunun kontrol grubuna gore azaldig: tespit edildi.

Ayrica elde ettigimiz sonuglarin 6nceki ¢aligmalarla uyumlu oldugu gozlendi.

Ote yandan Yumeng Wei ve ark., yaptiklar1 arastirmalarda 5-FU’nun tek basina veya diger
kemoterapoétik ilaglarla kombinasyon halinde, klinik olarak meme kanseri olan hastalarin
tedavisinde yaygin olarak kullanildigi ve bununla birlikte, arastirmalar, 5-FU ve kurkumin
kombinasyonunun meme kanseri tedavisi i¢in etkili bir strateji olabilecegini, ilag direncini

astigini ve 5-FU’nun neden oldugu toksisiteyi azalttigini bildirmislerdir (Wei et al. 2018).

Bizim ¢aligmalarimizda C fullurenin sitotoksik etkileri MCF-7 hiicre hattinda WST-1
yontemi ile arastirildi. Elde edilen bulgulara gore C, nanopartikiiliiniin tek bagina uygulan-
masi ile dikkate deger bir etki gézlenmedi. Calismamiz diger bulgularla karsilastirildiginda
calismamiz1 destekleyen sonuglarin oldugu belirlendi. Wang ve ark. yaptiklar1 ¢calismada
C,,/1n A549 hiicre canlihigi tizerindeki etkisi, degerlendirilmis, A549 hiicreleri, 6 saat bo-
yunca farkli konsantrasyonlarda (12.5, 25, 50, 100 ve 200 g / ml) C ile muamele edilmis
C,,/1n A549 hiicrelerine kolayca girebildigini ve A549 hiicreleri lizerinde ¢ok az dogrudan
onemli toksisite gosterdigini, hiicre canliliginda 6nemli bir azalmaya yol agmadigin bil-
dirmislerdir ( Wang et al. 2014).

Ote yandan Kaisar Raza ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada MCF-7 ve MDA-MB-231
hiicre hatlar1 lizerinde Naive C  Fullerene’nin (Naive CF) Img/mL ve 10mg/mL konsant-
rasyonlarinda 6nemli bir sitotoksisitenin bulunmadigini tespit etmislerdir (Raza 2015).
Ayrica, Panchuk ve arkadaslarinin yaptigi1 calismada antikanser ila¢ doksorubisinin (Dox)
biyolojik hedeflerine iletilmesi i¢in saf C_ fulleren tedavisi ile HCT116 kolon kanseri hiic-
resi ve MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda toksisiteyi arttirdigi ve hiicre canliligini azalt-
t1g1 bildirilmistir (Panchuk et al. 2015).
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Franskevych ve arkadaglarinanoyapi ile islenmis L1210 16semi hiicrelerine, C | fullerenin
fotositotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Diisiik konsantrasyon araliginda C,; fulleren
sitotoksisitesinin olmamas1 hakkindaki verilerle uyumlu oldugu goriilmiis, ve zamana bag-
Ii olarak C, ile tedavi edilen 16semik hiicrelerin canliligminkismen azaldigini bildirmis-
lerdir (Franskevych et al. 2016). Calismamiz da MCF-7 hiicrelerine 5-FU+C, kombinas-
yonlariin uygulanmasindan 24 saat sonra hiicrelerin canliligt (WST-1) degerlendirildi.
MCEF-7 hiicrelerinde sinerjistik olarak anlamli bir etki gézlenmedi. Calismamizda 24 saat
siireyle doza bagl 5-FU, Fullerene C,, ve 5-FU+C_ gruplari ile inkiibe ettigimiz MCF-7
hiicrelerinin ROS iizerindeki etkileri incelendi. Buna gore 5-FU ile isleme tutulan hiicrede,
konsantrasyona bagli olarak ROS seviyelerinin arttig1 tespit edildi. Chiara Focacetti ve ark.
yaptiklari calismada HCMs ve endotel hiicrelerinde doza ve zamana bagli bagl hiicre i¢i
ROS iiretimini arastirmis ve 5-FU’nun ROS olusumunu indiikledigini ve ROS iiretiminde

anlamli bir artis oldugunu gostermislerdir (Focaccetti et al. 2015).

Suzuki ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada ise insan pankreas kanseri kok hiicrelerinin 5-FU
ile tedavisinin hiicre i¢i ROS iiretimini arttirdigin1 bulmuslardir (Suzuki et al. 2015). Ben-
zer sekilde Darsingry ve ark. 5-FU tedavisinin koleraktal kanser hiicrelerinde hiicre igi
ROS’un verimli iiretimine yol agtigini bulmustur. Bizim ¢alismalarimizda C,, fullerenin
MCF-7 hiicre hattinda ROS diizeyinin incelenmesinde de hiicreler C fulleren ile (100,
250, 500 nM) dozlarda tedavi edilmis ve tedavi uygulamasindan sonra hiicreler 24 saat
stire ile inkiibasyona birakilmistir, elde edilen bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
ROS diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmemistir. Ayrica fullerene
C,, ve 5-FU+C,  ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinin ROS yogunlugunda da anlamli bir
degisikligin olmadig1 gézlemlendi. Bu kapsamda Singh ve ark. yaptiklar1 calismada 3BP
(3-bromopyruvate) veya 2DG (2-deoxyglucose) tedavisinin CMZ (chlormethiazole) ile
kombinasyonu, MCF-7 hiicresinde ROS seviyelerinin diismesine neden oldugunu tespit
etmiglerdir (Singh et al. 2016).

Caligmamizda, C,, (500 nm), 5-FU (500uM) ve 5-FU+C_, (500 nm+500uM) kombinasyo-
nu ile muamele edilmis insan meme kanseri MCF-7 hiicreleri tizerindeki aktiviteleri apop-
totik ve otofajik 6liim yolaklarinda etkin olan p53 ve TIGAR proteinlerinin ekspresyonlari
Western Blot yontemiyle doza ve zamana bagli incelendi. Caligmamizda elde edilen sonug-
lara gore kontrol ve C,, gruplarinda DNA’min hasar gérmedigi gozlendi ve p53 ifadesinin
az miktarda oldugu belirlendi. Fakat 5-FU ve 5-FU+C, gruplarinda DNA hasari ve stresle
karsilasan hiicreler oldugu gozlendigi i¢in bu gruplarin apoptoz ve otofaji indiikksiyonunu

diizenleyerek p53 geni ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artisin oldugu bulundu.



55

p53 ekspresyonundaki bu aktivite, pS3 kontrollii timor baskilamasinin ana mekanizmasi
olarak kabul edilebilir. Nabeya ve ark. ile Pickard ve ark., 5-FU’nun p53 geninin ekspres-
yonunu indiikledigini, ardindan Bax ve p21 gibi transkripsiyon faktorleri dahil olmak iizere
cesitli genlerin transkripsiyonunun indiiklendigini bildirdi; bu, hiicre biiyiimesinin durmast
ve apoptozun indiiklenmesi ile sonuglandigini bildirmiglerdir. Bu nedenle, p53 geni apop-

tozun 5-FU tarafindan indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynayabilir (Matsuura et al. 2000).

Ayrica Osaki ve arkadaslari, yaptiklari in vitro ¢alismalarinda 5-FU’nun p53 gen ekspres-
yonu yoluyla insan mide kanseri hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini bildirmislerdir.
5-FU uygulamasinin insan mide ve kolon kanserlerinde apoptotik hiicre dliimiinii 6nemli
olciide artirdig1 acikga gosterilmistir. P53 iin simdi bir G1 / S hiicre dongiisii kontrol nokta-
siin bir diizenleyicisi ve DNA’ya zarar veren ajanlara maruz kalan hiicrelerde bir apoptoz
indiikleyicisi olarak hareket ettigi bildirilmistir (Osaki et al. 1997).Yang ve arkadaslari
caligmalarinda, 5-FU’nun, otofaji aktivasyonu yoluyla HCT-116’da apoptozu ortaya ¢ikar-
digin1 kanitlamislardir. Otofajinin aktivasyonu, organellerin ve proteinlerin kendi kendine
tilketimini tesvik edebilir. 5-Florourasilin, otofajiyi aktive ederek p53 ekspresyonunu ar-
tirdigini ve p53 ifadesini destekledigini gdstermiglerdir. 5-FU’nun HCT-116 hiicrelerinde
otofajik yanitlar1 indiikledigini bildirmiglerdir (Yang et al. 2018).P53 tiimor baskilayici
protein, apoptoz, yaslanma ve hiicre dongiisii durmasi dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel
yanitlari baglatarak kanser gelisimini inhibe eder.

Buna ek olarak, son ¢aligmalar p53°iin hiicre metabolizmasini da etkileyebildigini goster-
mistir. Caligmamizda ayrica C,, (500nm), 5-FU (500uM) ve 5-FU+C_ kombinasyonunun
(500 nm+500uM) MCF-7 hiicre hattinda TIGAR proteini {lizerine yapilan tedaviden 24

saat sonra sonuglar Western Blotlama yontemiyle analiz edildi.

Aragtirmanin odak noktasi olan C60 ve 5-FU’nun ayr1 ayr1 kullanimlarinda ve kombinas-
yonlarinda kontrol grubuna kiyasla hiicre icerisinde 5-FU grubunda ROS artisinin oldu-
gu ve buna bagli olarak TIGAR’1n ROS’un baskilamas1 amaci ile ekspresyonunun arttigi
gozlemlenmistir. Bilimsel literatiiriin gosterdigi gibi TIGAR, meme kanserlerinin ¢ogunda
yuksek oranda eksprese edilir ve meme kanserindeki karsinom hiicreleri siklikla diistik

glikoliz ve apoptoz oranlarina sahiptir (Ko et al. 2016).

Xie ve ark., TIGAR’1n hem apoptozu hem de otofajiyi inhibe etme kabiliyetine dayanarak

kanser hiicresinin hayatta kalmasi tizerinde durmuslardir.
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Ote yandan, son zamanlarda yapilan bir dizi ¢alisma, TIGAR ekspresyonu, glioblastoma,
invazif meme kanserleri ve kolorektal kanserler gibi insan kanserlerinde 6dnemli dlgiide
artmistir. P53 ile indiiklenen glikoliz ve apoptoz diizenleyici (TIGAR) glikolizi inhibe ede-
rek daha yiiksek hiicre i¢i NADPH, daha diisiik reaktif oksijen tiirleri ve otofaji aktivitesi
ile sonuclanir. Antikanser ilag epirubisin ile tedavi edilen karaciger veya akciger kanseri
hiicrelerinde, TIGAR seviyeleri doza ve zamana bagli bir sekilde arttigini bildirmislerdir.
TIGAR’1n hem apoptozu hem de otofajiyi inhibe ettigini ve bunun, tiimor kemoterapisine
yanit olarak timor hiicresinin hayatta kalmasi tizerinde ikili bir etkiye neden oldugunu or-
taya koymuslardir (Xie et al. 2014).

Buna karsin, Huo ve arkadaslarinin ¢alismasinda, PALB?2 ile iliskili bir meme kanseri mo-
deli olusturup ve karakterize etmislerdir. Dahasi, bu modeli kullanarak p53 ve otofajinin,
oksidatif stres ve DNA hasari ile iliskili meme kanserindeki roliinii arastirmislardir. So-
nuclarinda, PALB2 kaybiyla ortaya ¢ikan DNA hasar1 ve oksidatif stres karsisinda, p53’iin
kanser gelisimine bir engel oldugunu, buna karsin otofajinin hiicre hayatta kalmasini ve

tlimorijenezi kolaylastirdigini gostermislerdir (Huo et al. 2013).

Otofaji, oksidatif stresi ve DNA hasar1 yanit aktivasyonunu hafifletmek i¢in 6nemli olan
hiicre i¢i bir atik bosaltma ve stres azaltma mekanizmasidir; kanseri baskilayabilir veya
destekleyebilir, ancak meme kanserindeki rolii bilinmemektedir. Son on yildaki deneysel
kanitlar, p53’iin hiicre i¢i lokalizasyonuna ve etki sekline bagl olarak, otofajinin bir ak-
tivatorii veya inhibitorii olarak hareket edebilecegini ikna edici bir sekilde bildirmektedir
(Mrakovcic ve Frohlich 2018).

Sonug olarak; Caligmalarimizda antimetabolit grubu ila¢ olan 5-FU’nun MCF-7 insan
meme adenokarsinom hiicre hattinda kayda deger anti-kanser aktivite ve ROS seviyele-
rinde artisa neden oldugu belirlenirken C,’in MCF-7 hiicre hattinda ayn1 aktivitelerinin
olmadigini gordiik. 5-FU, MCF-7 hiicrelerinde doza ve zamana bagli bir sekilde hiicre can-
liligimi inhibe etti ve apoptoz ve otofajiyi indiikledi. Antitiimor ilaglarin sitotoksik etkisinin
bir modiilatorii olarak C,, uygulamasi, antikanser tedavisindeki yaklagimlari degistirmek
i¢in umut vericidir. Caligmamizda, p53°t 5-FU ve C_ ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde
otofajiyi ve apoptozu diizenleyen bir molekiiler merkez olarak diisiinerek, bu yeni deneysel
verilerin 1s181nda, timor hiicrelerinde apoptotik ve otofajik yolun bir aracisi olarak p53
sinyaline odaklanabiliriz. Ayrica sonuglarimiz 5-FU’nun TIGAR {izerindeki etkilerini ROS
bagimli etkisine aracilik eder ve olas1 kanser tedavisi i¢in daha 1yi bir 5-FU ve kombinas-

yon tedavisidiisliniilebilinir. Ayrica, dstrojen reseptorii pozitif olan MCF-7 hiicre hattindan
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farkli olan; MDA-MB 231, MCF10A, T47D gibi farkli 6zellikteki insan meme kanseri
hiicre hatlar1 ¢aligilarak 5-FU, C_ ve yeni kombine tedaviler ile meme kanserinde apoptoz

ve otofajinin roliiniin anlasilmasi i¢in daha kapsamli ¢alismalar yapilmas: gerekmektedir.
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