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Cso FULLERENE’NIN A549 iNSAN AKCIGER KANSERI HUCRE
HATTINDA OTOFAJIK MARKERLAR UZERINE ETKIiSi

OZET

Akciger kanseri diinyada en sik goriilen kanser tiiriidiir. A549 akciger kanseri hiicre hatti,
biyoaktif bilesiklerin kemoterapi etkisini incelemek i¢in uygun bir modeldir.
Nanopartikiiller Ceo fullerene, giiclii bir antioksidan olarak kabul edilir ve antikanser
aktivitesi gosterir. Karbon nanopartikiilleri, fullerenlerin kiiresel simetrik yapida
birlestirilmis atomlara sahip olmasindan dolayr benzersiz 6zelliklere sahiptir.
Nanopartikiil molekiillerinin kendine 6zgii kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, minimal
konsantrasyonlarda bile etkin hareket etmelerini saglar. Pek ¢ok kemoterapi ajaninin
aksine fulleren, genis konsantrasyonlarda normal ve malign olmayan hiicreler igin toksik
degildir. Ceo fullerenin kanserdeki etkisi kapsamli bir sekilde arastirilmasina ragmen,
A549 hiicre hattinda otofaji ve apoptozisin potansiyel regiilasyonu ele alinmamistir. Bu
calisgmada Ceo fullerenin insan A549 akciger kanseri hiicre hattinda apoptoz ve otofaji
yolu lizerindeki etkisi arastirilmistir. A549 hiicreleri 24 saat boyunca farkli ve diisiik
konsantrasyonlarda (100, 250 ve 500 nM) Ceo fulleren ile tedavi edildi. Hiicre canliligt
MTT testi ile tespit edildi. ROS seviyeleri DCFD-A testi ile olgiildii. p53, Bax, Beclinl
ve TIGAR protein ekspresyonlarindaki degisiklikler western blot teknigi ile analiz edildi.
MTT ve DCFD-A analizinin sonuglari, diisik dozdaki Ceo fullerenin, A549 hiicre
hattinda; hiicre canliligi ve ROS seviyesi lizerinde anlamli bir etkisinin olmadigini
gostermistir. Ceo fullerene sahip A549 hiicreleri, diisiik dozlarda p53, Bax ve TIGAR
proteinleri ekspresyon seviyelerinde artisa neden olurken, Beclinl proteinleri ekspresyon
seviyesi konsantrasyona bagli bir sekilde artmistir. Genel olarak, bulgularimiz suda
coziinebilir Ceo fullerenin A549 hiicrelerinde apoptozisi ve otofajiyi indiikledigini
gostermektedir. Bulgularimiz  akciger kanseri hiicrelerinde Ceo fullerenin  etki
mekanizmalarina 151k tuttugunu diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Cego, A549, apoptozis, otofaji, akciger kanseri.
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THE EFFECT OF Ceo FULLERENE ON AUTOPHAGY MARKERS
IN A549 HUMAN LUNG CANCER CELL LINE

ABSTRACT

Lung cancer is the most common type of cancer in the world. The A549 lung cancer cell
line is suitable model to study chemotherapy effect of variuos bioactive compounds.
Nanoparticles Ceo fullerene are recognized as the power antioxidant and demonstrate
anticancer activity. Carbon nanoparticles posses unique properties due to the fact that
fullerenes have the atoms combined in spherical symmetric structure. Peculiar chemical
and physical properties of nanosized molecules enable them to act effectively in minimal
concentrations. In contrast to many chemotherapy agents, this fullerene absolutely non-
toxic for a normal non-malignated cells in wide range of concentrations. Despite the fact
that, the effect of Ceo fullerene in cancer has been extensively studied, the potential
regulation of autophagy and apoptosis has not been addressed in A549 cell line.
Therefore, we investigated the effect of Ceo fullerene on apoptosis and autophagy
pathway on human A549 lung cancer cell line. A549 cells were treated with different low
concentrations (100, 250 and 500 nM) Ceo fullerene for 24 hours. Cell viability were
detected by MTT assay. ROS levels were measured by DCFD-A assay. The changes of
p53, Bax, Beclinl and TIGAR protein expressions were analysed by western blotting.
The results of MTT and DCFD-A assay showed that low dose Ceo fullerene has no effect
on cell viability and ROS level in A549 cell line respectively. The treatment A549 cells
with Ceo fullerene caused p53, Bax, and TIGAR proteins expression level increase in
lowest dose, while Beclinl proteins expression level increased in concentration-depend
manner. Overall, our findings have suggested that water-soluble Ceo fullerene induces
apoptosis as well as autophagy in A549 cells. Our findings shed light on the mechanisms
of Ceo fullerene effect in Lung cancer cells.

Keywords: Ceo, A549, apoptosis, autophagy, lung cancer.
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1. GIRIS

Nanopartikiiller boyutlari 1 ile 100 nm arasinda degisen, kendine has fiziksel ve kimyasal
ozellikleri olan maddeleri ifade eder (Ying et al. 2013). Richard Feynman ilk kez 1959
yilinda “nanobilim” kavramini ortaya atmistir. Bu nanopartikiillerin giiniimiizde iiretilen
ticari irlinlerden ustiin ve kaliteli ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Sik¢a dile
getirilen nanopartikiil yapilarin g¢ekiciliginin gliniimiizde bilinen o6zellikleri ise; kuantum
boyut yapilari, atomlarmin farkli ylizey karakterleri, elektronik yapisinin boyut
bagimliligi ve istiin ylizey/hacim oram1 ile 6n plana ¢ikmaktadir (Liveri 2006).
Nanopartikiil sentezi ozellikle bu yapilarin ortaya koydugu stiinliikler sebebiyle ilag
tastyicilar, aginmaya karsi yeni iiriinler, 6zel tan1 ve tedavi cihazlar1 gibi bir¢ok teknolojik
ve farmakolojik malzemelerin {iretilmesinin yolunu agmistir (Goldstain 1997, Liveri
2006).

Karbon nanopartikiiller morfolojide, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerde veya olusumlarda
daha fazla gesitlilik gosterir. Fiziksel nitelikleri, karbon nanopargaciklarin doku ve hiicre
ile farkli etkilesimini, kovalent bag ve kovalent bag olmayan yapilartyla kimyasal
ozelliklerini, yiizeydeki yiiklerini degistirmelerini, floresan odaklama molekiillerini,
hastaliklar1 ve hiicrespesifik hedefleme molekiillerini, kontrast ve manyetik ajanlarini
tanimasin1 saglar (Baldrighi et al. 2016). Inorganik ve organik maddelerden sentezlenen
nano materyaller, uygulanan ilaglarin etkisini arttirmak, bu ilaglarin terapotik etkinligi ve
sistemik yan etkisini azaltmak sebebiyle gelistirilmistir (Panzarini et al. 2013).
Fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayi, nanomateryaller endiistride ve arastirma alaninda
daha yaygidir (Ying et al. 2013). Karbon nano malzemeler i¢i bos, helezon, daire ve
daha hassas atom bazli bilesimlerdir (Baldrighi et al. 2016).

Ceo fulleren nanopartikiilleri veya diger adiyla Buckminster fullerenler ilk defa 1985
yilinda Kroto ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir. Karbon (C) atomunun dogal

tigtincii allotropu olan Buckminster fullerenler, 60 karbon atomunun birbirine baglanarak



meydana getirdigi kafesli bir yapiya sahiptir (Andrievsky et al. 2009). Bugiin Ceo
fullerenler bir¢ok alanda, tiiketici iiriinlerinde ve 6zellikle tip alaninda yogun kullanima
sahip oldugu bildirilmistir (Fujitani et al. 2008). Ceo fullerenler atil bir gaz alaninda
grafitin buharlastirilip tekrar sogutulmasi ile olusturulmaktadir. Kroto et al. Grafitin lazer
ile buharlagma islemine tabi tutulmasi sonucunda Cn kiimelerinin meydana geldigini
belirtmektedirler (Kroto et al. 1985). Cso molekiilii fullerenler arasindaki en kararli yapiya
sahip olanlardan biridir. Sp2 hibritlesmesi ile 12 besgen ve 20 altigenden olusmaktadir.
Her bir besgenin ¢evresi altigenler ile her bir altigenin ise 3 besgen Ve 3 altigenle sarildig:

bildirilmistir (Greg 2013).

Akciger kanseri diinyada halen kanser sebebiyle 6liimler arasinda ilk sirada bulunmakta
ve her sene yaklasik 1,2 milyon kisiye yeni akciger kanseri teshisi konulmaktadir (Oztop
2009). Akciger kanseri gilinlimiizde prostat kanserinden sonra en ¢ok goriilen kanser
turtidiir. Akciger kanseri, kansere bagli Oliimlerinin yaklagik olarak {igte birini
olusturmakla birlikte insidans hizi 75 yasindan sonraki yaslarda u¢ noktaya ulasmakta
olan kanser tiriidiir. Bu vakalarin %90°indan fazlasi erkek hastalarda goriildiigii rapor
edilmigtir (Williams 1992). Akciger kanserinin olusumunda %94 oraninda sigara
sorumludur. Sigara igenlerin akciger kanseri riskini sigara igmeyen kisilere gore ortalama
30 kat arttirmaktadir. Sigara birakildiktan sonrasinda ise akciger kanserinin gelisme riski,
15 yil sigara kullanmayan bir bireyin seviyesine yakin seviyede bir risk oranina sahip
olmaktadir. Sigara pasif i¢icilerin akciger kanserine yakalanma riskini ortalama iki kat
arttirmaktadir (Aydiner vd. 2010). Sigara igme disinda etkili faktorler olarak belirtilen
yas, cinsiyet, irk, meslek, diyet, hava kirliligi, radyasyon ve gegirilmis akciger
hastaligindan dolayt doku bozuklugu, viral enfeksiyonlar, immiinolojik ve genetik
faktorlerin tamami ancak %6 oraninda etkili oldugu gozlenmektedir (Alar et al. 2012).
Ulkemizde ilk bes kanser tiirii ile diinyada ve diger gelismis iilkelerdeki ilk bes kanser
tirtinlin benzerlikler gosterdigi goriilmektedir. Erkeklerde girtlak, brons ve akciger
kanseri (60,4/100000 kiside), kadinlarda ise ilk sirada meme kanseri (46,8/100000 kiside)
en sik rastlanilan kanser tiirleridir (Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu 2015).

A549 hiicresi, insan akciger alveolar ana hiicreleridir. Bu hiicre tipi ilk defa 1972°de D. J.
Giard ve arkadaslar tarafindan tespit edilmistir (Giard et al. 1973). A549 hiicre hatti,

hiicrelerin alveollerine su, elektrot gibi bazi maddelerin difiizyonunda rol almaktadir.



AS549 hiicreleri in vitro kosullarda yiizeye yapisarak cogalmaktadir. Hiicereler yiiksek
seviyede doymus yag asidi ve lesitin sentezlediginden dolayi, hiicre membranindaki
fosfolipidlerin  korunmasini saglamaktadir. Bu sebeple hiicre direngli bir konum
kazanmaktadir. A549 hiicre hatt1 ila¢ metabolizmas1 uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (O’Brien et al. 1987). A549 (ATCC) hiicre hatt1 (Sekil 1.1)

gosterilmektedir.

-

A549 HUCRE HATTT(ATCC)
S 5 5

Sekil 1.1. A549 hiicre hatt1 (Web 2018 ATCC)

Otofaji, insandan mayalara kadar tiim ¢ekirdekli hiicrelerde islev gosteren ve hiicre igi
dengenin saglanmasinda kritik 6neme sahip olan bir hiicresel yikim yolagidir. Hiicresel
yikim iglevini yapabilmek i¢in 30°dan fazla otofaji ile iliskili proteininin uyum igerisinde
caligmasi gerekir (Mizushima et al. 2011). Hiicre i¢i seker, yag ve uzun omiirlii proteinler
ile hastalik baglantili veya yanlis katlanmis bir mutasyon sonucu ¢okelti olusturmus
proteinlerin yikimi da otofajiye baghdir. Otofaji, ayrica hiicre igi parazitler, endoplazmik
retikulum ve mitokondriler gibi organellerin sindirilmesini ve kalite kontroliinii saglar
(Mizushima et al. 2005, Mizushima et al. 2008, Yang et al. 2010). Bu 6nemli hiicresel

yikim mekanizmas1 basamak basamak gerceklesir. ilk olarak otofajik kesecigin



(otofagozom) ¢ekirdeklenmesi, otofajik zarlarin uzamasi ve bu yikima ugrayacak
hedeflerin zarlar ile ¢evrelenmesi sonucunda, otofagozomlar lizozomlarla birleserek

lizozom enzimleri yardimiyla hiicresel yikim ger¢eklesmektedir (Mizushima et al. 2011).

Otofaji, esas olarak hiicre i¢inde atiklarin yikilmasinda ve bu atiklarin geri ¢evirimin
hiicreye katki saglanmasinda rol alir. Hiicrede gerceklesen bu geri doniisiim, tiim hiicresel
homeostazinin devamlilig1 i¢in 6nemlidir. Ancak hasarli hiicresel igerikleri olan hiicreler,
hiicre boliinmesi esnasinda bir kisim seyrelebildiklerinden, otofaji 6rnegin sinir hiicreleri
gibi tamamen farklilagsmis ve aslinda boliinmeyen bu hiicrelerde daha biiyiikk bir 6nem
arzeder. Aclik, hipoksi, oksijen stresi, enflamasyon ve endoplazmik retikulum stresi gibi
kosullarda hiicre igin zararli durumlarda; besinlerin geri doniisiimiinii yaparak hiicre
metabolizmasina yeni yapi taslari ve enerji olanaklari saglar. Boylece hiicrelerin zor
kosullara uyum saglamalarini ve hayatta kalmalarinda rol almaktadir (Singh et al. 2011).
Biitiin bu fonksiyonlarindan dolayi, normal kosullarda ve stres kosullarinda, otofaji
mekanizmasinin nasil ¢alistiginin anlasilmasi, hem hiicre ve organizmanin fizyolojisi,
hem de hastalik biyolojisi bakimindan 6nemlidir. Otofaji mekanizmalarindaki en kiigiik
anormallik, metabolik hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar ve birgok

hastaligin gelisimini ve seyrini etkileyebilmektedir (Herskho et al. 1998).

Giintimiizde memelilerde ig tiir otofaji tipi tanimlanmistir. Bunlar makrootofaji, saperon
aracili otofaji ve microotofaji tiirleridir (Kolionsky et al. 2014). Makrootofaji {izerinde en
cok calisilmis ve gilinlimiizde molekiiler ayrintilarinin en fazla aydinlatildigi otofaji
turidiir. Otofaji yolagi, sitoplazmanin yikima ugrayacak bolimiiniin ya da hedeflerin
otofagazom veya otofajik kesecikler tarafindan ¢ift zarli yapilarla ¢evrelenmesi ile baslar.
Otofajik hedef lizozoma ulastirilir ve otofagozomun dis zar1 lizozom zari ile birleserek
otolizozomu olusturur. Lizozom igerisinde var olan hidrolazlar, otolizozom igin bu
kargoyu yap1 taslarina doniistiirerek sitoplazmaya geri gonderirler (Kolionsky 2007).
Otofaji, ayrica patojen enfeksiyonu, besin azalmasi, hipoksi ya da reaktif oksijen tiirleri
(ROS) gibi hiicresel stres ile uyarilabilir. Hiicrenin zor sartlara uyumunu saglayan bu
fonksiyonu ile yasamsal organlar tiiketerek Oliime sebep olmaktadir. Kontrolii
bozuldugunda ise erken bunama, bazi kalitsal hastaliklar, Alzheimer, enfeksiyonlar ve

kanser olusumuna neden olmaktadir (Galluzi et al. 2012).



1.1. Nanopartikiiller

Nano kelimesi Yunanca’da ciice manasina gelen nanos’tan tiiremistir. Nanoteknoloji
terim olarak 1-100 nanometre (hm) olan materyallerin tasarimi, islenmesi, tretimi,
montaji  ve yapisal Ozellikleri gibi evreleri ifade etmektedir. Nanoteknoloji,
nanomateryallerden iiretilen minyatiir ve fonksiyonel sistemlerin uygulamalarini, bilimler
aras1 arastirma Ve gelistirme ¢alismalarin1 incelemektedir (Hoyt et al. 2008).
Nanoteknoloji diinyasi, uzay miihendisliginden, nanoelektronige ve medikal malzemeden
cevre 1slahina kadar bir¢ok alanda kullanim potansiyeline sahip olup bilim ve teknoloji
alaninda O6nemli avantajlar saglayarak, hizla gelismeye devam etmektedir.
Nanomateryallerin insanlik i¢in yararli, Kimyasal ve fiziksel ozellikleri nedeniyle yeni
miihendislik iirtinii nanomateryallerin ortaya konulmasi ve gelistirilmesi agisindan
nanoteknoloji endiistrisinde onemli bir konuma sahip olmustur. 2009 yilinda yapilan
arastirmalarda 800’{in {izerinde iiriiniin nanomateryal igerdigi ortaya konulmustur (Singh

et al. 2009) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Nanomateryal igeren iiriinler ve sayilar1 (Singh et al. 2009)

Biyoloji biliminin nanoteknoloji ile gegmisi ti¢ milyar yildan fazla oldugu diistintiliiyor.
Ciinkii ilk hiicresel canlidan giinlimiize yasamsal faaliyetleri yiirlitme amagli nanometre
boyutunda tiirlii hiicresel yapilarin, hiicre igerisinde imal edildigi bilinmektedir. Hiicresel

yapilar1 yukarida yapilan tanimlamalara uyarladigimizda, bu kompenentlerin yani



organellerin hiicre canliligini siirdiirmek igin 6zel gorevleri oldugu anlasilmaktadir.
Dogal ortamda bircok benzer olayla karsilasmak miimkiindiir (Goorsell 2000, Yilmaz
2006). Nanomateryallerin bir ¢esidi olan nanopartikiiller, genel olarak modern bilimin
buluslarindan biri olarak goriilse de aslinda ¢ok daha fazla bir gegmise sahiptir. 9. yy’da
Mezopotamya’da sanatkarlar ¢anak ve ¢comlekleri parlatmak amaciyla nanopartikiillerden
yararlanmiglardir. O dénemde bakir ve giimiis tuzlarini oksitlerle birlikte sirke, toprak
boyasi ve kil karisimina eklemisler ve bu karisimi 6nceden sirlanmis ¢dmlek ylizeyine
uygulamislardir. Daha sonra bu ¢omlegi 600 °C’de firinlayarak ¢omlek yiizeyinde renk
veren ve optik Ozellikler gdsteren bu nanopartikiilleri elde etmislerdir (Rawson, 1984).
1970’li ve 1980’11 yillarda, Amerika ve Japonya’da nanopartikiillerle ilgili ilk esash
caligmalar yapilirken, nanopartikiil terimi yerine daha ¢ok kiigiik pargaciklar anlamina
gelen Ultrafine Particles (UFP) terimi kullanilmistir. Bununla birlikte 1990’larda,
Amerika’da “Ulusal Nanoteknoloji Girisimi Programi” faaliyete ge¢meden Once
nanopartikiil teriminin kullanimi1 daha fazla ragbet gormiistiir (Kiss et al. 1999, Buzea et
al. 2007).

1.1.1. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar:

Nanomateryaller boyutlarindan dolayi, elektronik, fotonik, manyetik, yapisal ve mekanik
niteliklerinde makroskopik olgekten farklilik gosterirler. Bu farkliligin nedenleri ise,
yiksek ylizey/hacim oranlar1 ve nano boyutlu yapilarinda ortaya ¢ikan kuantum
etkileridir. Bu kuantum o6zelliklerinden dolayr nanoteknoloji, bilimin tiim alanlarinda
kullanilmaktadir. Aritma, remediasyon, nanosensorler gibi ¢esitli ¢gevre uygulamalarinda
da nanoteknoloji son yillarda hizli ve basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Kaplan et al.
2007). Atmosferde bulunan nanopartikiiller dogal ya da insan kaynakli olarak istenmeden
uretilebilmektedir. Yangin, erozyon ve volkanik faaliyetler gibi dogal olaylar
nanopartikiil olusumuna yol agabilmektedir. Airborne Particles Expert Group’un United
Kingdom’daki 1996 yili raporuna goére istenmeden firetilen primer nanopartikiillerin
%601 karayolu tasimaciligi ile %23’i ise endiistriyel ve ticari liretim, enerji iiretimi ve
evsel 1sinma siireglerinde yanma iiriinii olarak ortaya ¢ikmistir. Diger taraftan onlarca
endiistri sektorii ticari amagla bir¢cok nanopartikiil iiretmekte ve bunlar pigment, regine ve
kozmetik gibi alanlarda kullanilmaktadir. Giin gegtikce nanopartikiillere dayali yeni

{irinlerin {iretimi artmaktadir. Ozellikle imal edilen nanopartikiiller ve bunlara dayal



tirtinler risk analizinin onciil hedefleri olmaktadirlar (Robbins et al. 2006). Nanoteknoloji
iiriinii olan nanomateryallerin ve nanopartikiillerin kullanildig1 bazi alanlar Sekil 1.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Nanomateryallerin kullanildig1 bazi alanlar

Bilgisayar

Nanoteknolojinin saglik alaninda kullanimi tani, tedavi ve teshis gibi alanlarda faydali
olmustur. Bu amagla gelistirilen nanotiipler, nanokablolar, minyatiir cihazlar ve diger
malzemeler bir biosensOr igerisine yerlestirilebilmektedir. Bu cihazlarin hiicre igi
goriintiilemeleri teshis ve tedavi agamalarindaki faydalari bakimimdan nanopartikiillerin
ve nanoteknolojinin yeni bir alan olusturdugu sdylenebilir. Giiniimiizde en iyi goriintii
potansiyeli olarak kuantum tanecikleri ve manyetik nanopartikiiller goriilmektedir. Ortaya
¢ikan saglik sorunlarinin tedavisi bakimindan nanoteknolojinin incelenmesi ve bununla
birlikte nanoterapi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir. Nanoterapide amag ilacin dagiliminin iyi
olmasi, gen tedavilerinin ve kanser tedavilerinin daha saglikli yapilabilmesidir. Sekil
1.4°de etkinlik alaninin genisligini ortaya koyan bir nanopartikiil modeli gosterilmektedir
(Zhe Liu et al. 2010).
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Sekil 1.4. Cok Fonksiyonlu Nanopartikiil Modeli (Zhe Liu et al. 2010)

1.1.2. Nanopartikiillerin Simiflandirilmasi

Nanomateryallerin  igerisinde  nanopartikiiller,  nanofiberler,  nanotiipler ve
nanokompozitler yer almaktadir (JA Borm, Robbins et al. 2006). Amerikan Cevre
Koruma Orgiitii (USEPA) nanomateryalleri,

1) Karbon bazli nanomateryaller (karbon nanotiipler ve fullerenler),

2) Metal bazli nanomateryaller (nanogiimiis, nanoaltin, TiO2, metal oksitler),
3) Dendrimerler (nano esasl polimer),

4) Nanokompozitler olmak iizere 4 ana kisma ayirmistir.

Belli basli bazi nanomateryaller Sekil 1.5’te gosterilmektedir.



Dendrimer

Sekil 1.5. Nanomateryal ¢esitleri (Web 2018)

Nanotupler

Nanomateryallerin  6nemli bir kismini olusturan nanopartikiiller 1-100 nm
biiylikliigiindeki nanomateryallerdir. Nanopartikiiller amorf, kristalin, sferik, igneli vs.
sekillerde olabilirler ve 1-100 atom ya da molekiilden olusurlar (EPA Partikiil boyut

terminolojisi). Bazi nanopartikiillerin nanoskaladaki yeri ise sekil 1.6’da gosterilmistir.
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Sekil 1.6. Baz1 nanopartikiillerin nanoskaladaki yeri (Web 2018)

1.1.3. Nanopartikiillerin ila¢ Tasiyic1 Olarak Kullamilmasi

Nanopartikiiller boyutlar1 10-1000 nm arasinda olan parcaciklarin dagilmasi veya kati
paracik olarak tanimlanmaktadir. flaglar nanopartikiillerin icerisinde ¢dziilebilir,
saklanabilir, emdirilebilir veya kapsiil formuna konulabildigi rapor edilmistir (Brigger et
al. 2002). Preparatin hazirlama sekline gore nanopartikiiller, kiire, kapsiil formatinda
nanoilaglar elde edilebilmektedir. Nanokapsiiller i¢i ilagla doldurulmus fincan sekline
benzeyen vezikiil sistemleridir. Bu sistemde ila¢ vezikiil igerisinde bir polimer zar ile
kaplanir, nanokiire formatinda hazirlanan ilaglar ise yiizey alaninda bulunan matriks
yapilar olup, ilaglar hazirlanan nanokiireler igerisine diizgiin olarak dagitildig:
belirlenmistir (Brigger et al. 2002). Giiniimiizde artik biyolojik olarak pargalanabilen
polimer esasli nano yapilar ilaglarin dolasimda uzun siire kalmalarini saglamalarindan
dolay1 polietilen glikol ve suya kars1 ilgisi olan polimerlerle yani hidrofilik polimerlerle,
gen tedavilerinde DNA tastyicisi rolii almalari peptid, protein ve genleri istenilen organa
yonlendirmeleri agisindan yeni ilag tasiyict sistemler olarak degerlendirilmektedirler
(Langer 2000, Lee et al. 2005). Nanopartikiillerin bu sistemler igin segilmesindeki temel
amag; boyutlari, yiizey nitelikleri ve etkin ila¢ tasima ve salinimini kontrol ederek

tasarlanan organa veya bdlgeye en ideal dozda ilacin gonderilmesi ve bu ilaca bagl
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olarak en az yan etkinin olusmasmnin saglanmasidir. Ilaglarin zararli etkilerinden
hedeflenen organin ve sistemlerin korunmasi agisindan lipozomlar ilag tasiyici sistemler
olarak kullanilmalarina ragmen, enkapsiile edilmelerinin zorlugu, saklama kosullarinin
smirliligr gibi nedenlerle yararlanimi fazla olmayan sistemlerdir. Bununla beraber
nanopartikiiller lipozomlarla kiyaslandiginda bazi 06zel avantajlarinin  oldugu
bilinmektedir. ilaglarin protein stabilitesinin artisi ve ilacin kontrollii bir sekilde

istenilen organa gonderilmelerini saglamaktadirlar (Vila et al. 2002, Mu et al. 2003).

Ilag tastyic1 sistemlerde nanopartikiillerin kullanilmasinin yararlari

1. Nanopartikiillerin parcacik biiyiikliikleri ve genel yapilart itibariyle ilag tasiyici
sistemlerde aktif ve pasif olarak kullanilmaktadir (Gelperina et al. 2005).

2. Hazirlanan ilaglarin hedeflenen organa kontrollii salinimi, salinimi sonrasinda ilacin
organda kalim siiresinin uzatilmasini saglamaktadir (Singh et al. 2009).

3. llaglarm etkinliginin korunmasi, ilaglarm kimyasal reaksiyonlara maruz kalmadan
istenilen organlara gonderilmesi nanopartikiiller sayesinde saglanabilir. Kontrollii ilag
gonderimi ve partikiil 6zelliklerinin ilag¢ yilizeyinde ayarlanmasi, ilaglarin etkinliginin
korunmasi agisindan énemlidir (Singh et al. 2009).

4. Nanopartikiillerin lizerlerine yeni bilesenler ekleyerek veya manyetik hedefleme
yapilarak istenilen bolgeye ilaglarin gonderimi saglanabildigi belirlenmistir (Singh et al.
2009, Wang et al. 2010).

5. Nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sistemler, agizdan, burundan veya damar i¢i uygulamalar

icin kullanilabilecegi rapor edilmistir (Agnihotri et al. 2004).

Nanopartikiillerin farkli yapilar1 ve dstiin kimyasal 0Ozellikleri sebebiyle ilaglarin
tasinmasinda dikkat ¢gekmektedirler (Liechty et al. 2012). Nanopartikiil yapilarin farklilig
ve bu yapilarmin farkl tasiyicilarla 6zel uygulamalari sayesinde ilacin hedefe uygun
bicimde ulagmasina olanak tanimaktadir. Nanopartikiil ila¢ tasiyict sistemler igerisinde
siklikla kullanilanlar; miseller, lipozomlar, dendrimerler, nanokapsiiller ve nanokiirelerdir

(Steichen et al. 2012) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Nanopartikiiller sekilleri: A- lipozom, B- misel, C- Fonksiyonel hale getirilmis (solda) ve Ilag
yiiklenmis hali (sagda) dendrimerler, D- Nanokiire E- Nanokapsiil (Steichen et al. 2012)

1.2. Ceo Fullerene

Ceo fulluren ¢ap1 7-100 nm olan i¢i bos bir kafes olup, yiksek molekiil agirlikli iki lipid
tabakali bir hiicre zarinda ¢oziinebilir yapidaki nanopartikiil olarak tanimlanmaktadir
(Zhou 2013). Fullerene eyliil 1985'te Huston'da Rice Universitesi’nden Richard Smalley,
Robert Curl ve Harry Kroto tarafindan deneysel olarak kesfedilmistir (Ulloa 2013).
Fulleren ilk karbon nanopargaciktan izole halde ve daha kararli bir karbondur. Ceo
fulluren reaktif oksijen tiirleri ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 indiikleyici, bozulmadigi
ve koruyucu oldugu belgelenmistir. Bozulmamis Ceo'in toksisitesi organik ¢oziicii ile
birlikte veya ylizey aktif madde ile artar. Ceo'in kimyasallara kars1 olan yiiksek afinitesi,
biyolojik hiicre zarina niifuz etmesine ve sitosol i¢indeki metabolik siirece miidahale
etmesine izin verir. Ek olarak Ceo bir¢ok tip dokuya, noron hiicrelerine niifuz edebilir ve
beyin gibi bazi organlarda birikebilir. Fulleren nanopartikiiller néron koruyucusu ve

antioksidan gorevi goriir (Baldrighi et al. 2016).
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Sekil 1.8. Fulluren Cgp (Ulloa 2013)

Fullerenler, Karbon (C) atomunun ti¢iincii dogal allotroplari olup kapali kafes seklindeki
yapilardir. Karbon atomunun allotroplar: sekil 1,9’da gésterilmistir. Kroto ve arkadaslari
tarafindan 1985 yilinda kesfedilen fullerenler atil bir gaz alaninda grafitin buharlastirilip
sogutulmast ile olusturulmustur. Kroto ve arkadaslari, grafitin lazer ile buharlastirilmasi
sonucunda Cn kiimelerinin olustugunu gormiistir (Kroto et al. 1985). Ortaya g¢ikan
karisimdaki karbon birikimlerinin dagilimi kiitle spektrometresi ile incelenmis ve bu
inceleme sonucunda Ceo ile C7o oraninin fazla oldugu tespit edilmistir. Ceo biitiin fulleren
cesitleri arasinda en fazla goriilen tiirdiir. Sekil 1.10°da Ceo’1in iki ve ii¢ boyutlu yapisi

gosterilmistir.
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Sekil 1.9. Karbon atomunun allotroplari Karbon atomunun allotroplart a) Diamant, b) Grafit, fulleren, f)
C70 fulleren, g) Amorf karbon, h) Tek duvarli karbon nano c) Lonsdaleite, d) Cso Tek duvarli karbon nano
fulleren, e) C540 fulleren tiip (SWCNT)

Sekil 1.10. Cgo’1n iki boyutlu (solda) ve ii¢ boyutlu (sagda) yapisi
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Ceo’in isminin Buckminster Fullerenol olarak adlandirilmasi temelinde 1967 yilinda
Amerikali Richard Buckminster (mimar) Montreal fuarinda jeodezik bir kubbe inga
ederek, kubbenin sekli Ceo Fullurene benzedigi icin aragtirmacilar bu yeni sekli

Buckminster Fulleren olarak adlandirmislardir (Sekil 1.11).

Sekil 1.11. R. B. Fuller’in Montreal Fuari’nda 1967°de yaptig1 jeodezik kubbe (Web 2018)

Buckminster fullerenler, 60 karbon atomunun sp2,5 baglariyla birbirine baglanarak
olusturdugu, 12 pentagon ve 20 hekzagondan meydana gelen otuziki yiizlii bir yapiya
sahip, psuedo aromatik molekiillerdir. Pentagonlar arasinda C5-C5 tek baglari,
hekzagonlar arasinda ise C5 = C6 c¢ift baglart bulunmaktadir. Buckminster fullerenler
yaklasik olarak 1 nm ¢apinda olup trunkat ikozahedral simetri gosterir ve bu sekliyle bir
futbol topuna benzetilir. Buckminster fullerenler futbol topuna benzedigi i¢in Buckyballs
olarakta adlandirilirlar (Andrievsky et al. 2009).
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Rusya’daki Shunga Karelia bolgesi civarinda fullerenlerin dogal olarak olustugu
goriilmiistiir. Shungit denilen son derece mertamorfoza ugramis bir komiirde ve Fulgurit
denilen yere yildirim diistiigiinde olusan camsi bir tasta bir miktar fulleren bilesigi tespit
edilmistir (Buseck et al. 1992, Daly et al. 1993). Bunun disinda yaklasik 65 milyon yildan
2 milyar yila kadar uzanan bir siire¢ igerisinde meteor yagmurlar1 ve kuyruklu yildiz
carpismalari ile diinya dis1 fulleren taginiminin olabilecegi ve yine ¢arpismanin etkisiyle
olusan ortamda fulleren bilesiklerinin meydana gelebilecegi gibi bazi gorisler de ileri

stirilmektedir (Becker et al. 1996).

1.3. Cso Fullerene ve Kanser

Nanomalzemeler, bilimsel ve tibbi aragtirmacilarin digsal boyutlari, daha biiyiik kimyasal
ve fiziksel aktiviteler gostermeleri nedeniyle genis bir uygulama alanina sahiptirler (De
Stefano et al. 2012). Yiiksek oranda yiiksek raf omrii ve saglikli olmayan hiicreler
tarafindan hizla alinma oranlar ile dikkati ¢ekmektedirler. Fullerene Ceo'in giiglii bir
antikanser, sitoprotektif ve sitotoksik etkisinin oldugu tespit edilmistir (Panzarini et al.
2013). Fullerene Ceo'in diisiikk konsantrasyonda normal hiicreler ve doku iizerinde
etkisinin olmadigi, serbest radikal temizleyici, antioksidan potansiyeli ve doksorubisinin
indiikledigi kronik kardiyotoksisite ve hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkisinin oldugu
goriilmiistiir (Prylutska et al. 2014). Ozellikle nanokristalin Ceo’in oksidatif strese bagl
direngli gliomaya karsi kemoterapide sitotoksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir
(Panzarini et al. 2013). Fullerenler, kiiresel sekli ve bir nanometre boyutu nedeniyle ilag
tasarimi i¢in daha 6nemlidir. Ayrica, biyolojik olarak fullerenler etkili antioksidandirlar.
ROS ve reaktif azot tirlerini RNS ile yakalayabilirler (Zhou 2013). Nanomateryaller
fagositik ve fagositik olmayan mekanizmalar yoluyla hiicrelere girebilmektedir. Bu
olgularin her ikisinde de otofaji ve lizozomlarin disfonksiyonu sebebiyle nanoteknolojide

oneminin oldugu bilinmektedir (Stern et al. 2012).

Ceo fullerene fare kolorektal kanserine, fare karaciger kanserine ve akciger kanserine
kars1 antikanser aktivitesine sahiptir (Prylutska et al. 2014). Fulleren ve tiirevleri reaktif
oksijen tiirleri (ROS) i¢in etkili bir temizleyici olarak kullanilmigtir (Wang et al. 2014).
Ceo kanser proliferasyonunu azaltir, fotodinamik oldugunda ROS iiretme sonuglarini ve in

vitro olarak tiimor biiylimesini oksidatif stresle azaltir. ROS bagimsiz olarak hiicre ici
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otofajik degradasyon etkisiyle kanser hiicresi proliferasyonunu yavaslatir. Ilging bir
sekilde nano Cego aracili ROS bagimsiz proliferasyon bloguna diren¢li normal hiicreler,
nano Ceo 1 ug / ml, B16 melanomda hiicre i¢i ROS {iretimini arttirir. Nano Ceo in Vvitro
kosullarda ve diisiik dozlarda hiicre dongiisiinii bloke ederek melanoma hiicrelerini
etkiler. Ancak yiiksek dozlarda oksidatif stres, apoptotik ve nekrotik hiicre Gliimiine
neden olur. Diger taraftan nano Ceo ile tedavi edilen hayvanlarda 14 giin sonro melanoma
timoriiniin zit etkisine sahip bir timori azaltma yerine Ceo ile dnemli 6l¢iide arttirmustir.
Ayrica, dalak melanoma nano Ceo'da NO iiretimine neden olur ve splenosit
proliferasyonunu baskilamaktadir (Zogovic et al. 2009). Son bulgular doksorubisin ile
Ceo fullerenin bir kompleks olusturarak doksorubisinin anti tiimoér etkilerini degistirebilir.
Bununla birlikte Doxorubicin Cego ile kanser hiicresi biiylimesini Dox veya Ceo'dan daha
fazla inhibe eder. Doksorubisinli Ceo 2,5 mg / kg bir anti timér ajan1 ve Dox ile

indiiklenen bir sitotoksisite gibi davranir (Prylutska et al. 2014).

Fullerenlerin kanser hiicrelerinin fotodinamik tedavi ile yok edilmesinde etkili oldugu
bildirilmistir. Bu terapdtik uygulamanin asil avantaji ise seciciliktir. Cok 1yi odaklanmig
bir 151n demetinin viicut yiizeyinden tiimor bolgesine ya da optik fiberler yardimiyla
dahili timorlere uygulanmasi sonucu fotosensitize edici ajanin timor spesifik

aktivasyonunu gergeklestirmektedir (Brown et al. 2004).

Cesitli suda ¢oziinebilen Cep tiirevlerinin serviks, larinks, akciger ve kolon karsinomu gibi
farkli kanserli hiicre kiiltiirlerine kars1 gosterdikleri etkili fotodinamik aktivite ile yapilan

bir ¢alisma ortaya konmustur (Mroz et al. 2007).

Ceo fullerenlere porfirin gibi diger baz1 fotosensitizerlerin baglanmasi ile olusan ikililerde
benzersiz fotofiziksel 6zellikler ve redox Ozellikleri ortaya c¢ikmaktadir. Bu 6zellikleri
barindan Cep ve porfirin ikilisi, oksijenin nisbi yoklugunda bile oldukca yiiksek bir ROS

aracili sitotoksisite kapasitesine sahiptir (Alvarez et al. 2006).

Gorliniise gore fulleren tiirevlerinin antikarsinojenik aktivitesi hem singlet oksijen hem de
stiper oksit anyonunun olusumuna bagl olup fulleren kafesinin tiirevlendirilme genisligi
ile ters iliski gostermektedir (Yang et al. 2002, Alvarez et al. 2006, Mroz et al. 2007).

Fulleren kafesine kovalent olarak baglanan fonksiyonel grup sayisi arttiginda fulleren



18

kafesinin tiirevlendirilme genisligine bagli olarak ROS olusturma kapasitesi azalmaktadir

(Prat et al. 1999, Bensasson et al. 2001, Chin et al. 2008).

Ayrica yap1 ve aktivite iliskisi ile ilgili yapilan bir arastirmada -OH grubu gibi daha fazla
singlet oksijen yakalayan gruplara sahip Ceo tiirevlerinin, ayni sayida -CH grubu igeren
veya daha az singlet oksijen yakalayan gruplara sahip Ceo tiirevlerine kiyasla daha diisiik

bir fotodinamik aktivite gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Mroz et al. 2007).

Suda ¢oziinebilir Cego tiirevlerinin fotodinamik antitiimor aktivitesi, programlanmis hiicre
oliimii olarak bilinen apoptozisin baglamasini gerektirmektedir (Alvarez et al. 2006, Mroz
et al. 2007). Bu tip hiicre 6limii, kaspaz enzim ailesinin aktivasyonu ve DNA’nin
fragmentasyonu ile karakterize olup plazma membran1 yikima ugramadan
gergeklesmektedir. Akabinde bir inflamasyon durumu olmadan apoptotik hiicrelerin
fagositlerce taniip ortadan kaldirilmasi gergeklesir (Edinger ve Thompson 2004). Bu
durum suda ¢oziinebilir Ceo tlirevlerinin se¢ici mitokondriyal lokalizasyonu ile tutarlilik
gostermektedir (Foley et al. 2002, Chirico et al. 2007). ROS ile indiiklenen mitokondriyal
disfonksiyonun, apoptozisin mitokondriyal yolagindaki baslatici adimi teskil ettigi
diisiiniilmektedir (Edinger ve Thompson 2004).

1.4. Ceo Fullerene’nin Otofajideki Rolii

Nano materyaller, otofaji akisinin tikanmastyla iliskili otozofon fonksiyon bozukluguna,
lizozomal enzimleri veya lizozomal oksidatif stresi, ozmotik sisligi veya lizozomal
membran bozulmasii inhibe ederek ofajiye neden olur (De Stefano et al. 2012). ilging
bir sekilde, otofajik araglar monitorii olarak Onerilen nano materyaller, LC3 punkta
formasyonu tespiti ile Glioma hiicre hattinda Ceo nanopartikiil kaynakli otofaji, nano Ceo
(0,5 ug / ml) GFP-LC3 proteini, nano Ceo Ve Temozolomid ile tedavi edilen HelLa
hiicrelerinin ekspresyonu sonucu HeLa hiicre hattinda otofajiye neden olmustur (Harhaji
et al. 2007). Otofaji hem otofagazom hem de otolizom vakuollerine sahiptir (Zhang et al.
2009). Yiiksek veya diisiik doza bagli olarak nano Ceo’1n insan meme kanseri hiicre dizisi
olan U-251'de nekroz veya kanser proliferasyonunun kaynagi olabilir. Yiiksek dozlar
ROS firetimini indiikler ve diisiik dozlarda proliferasyonu inhibe edebilir. Nano Ceo

otofajiyi indiikleyerek hiicre dongiisiinii saglayabilir (Panzarini et al. 2013). HeLa hiicre
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hattinda Ceo nanopartikiilleri 0,5 ug / ml doz ile ROS ve otofaji Atg-5 geni olusturur
(Zhang et al. 2009). Isakovic ile calisma arkadaslart 2006’da U-251'de ROS’u
gortintiilendi. Ceo ROS bagimli nekrozu ve DNA fragmanini artirdi ve oksijen radikalini
uiretti. Nano materyaller, oksidatif strese yol acan ve hiicresel hasari tesvik eden reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) tretimini artirir (De Stefano et al. 2012). Nano materyal Ceo
yiiksek doz ROS aracili nekroz veya Ceo diisiik dozda insan Glioma hiicre hatlarinda ROS
bagimsiz otofajiye neden olur (De Stefano et al. 2012). Glioma hiicrelerinde nano Ceo
otofajinin aracilik ettigi hiicre oliimiine neden olmaktadir (Panzarini et al. 2013).
Maksimum konsantrasyonu 2 ug / ml olan nano Ceo ve Doxorubicin ile tedavi edilen
hiicreler, 24 saat sonra yaklasik olarak %96 oraninda HeLa hiicrelerini 6ldiirdigii
gozlemlendi. 24 saat sonra ilaca direngli Glioma hiicrelerinde yaklasik %73 oraninda
doksorubisin 2 ug / ml doz indiiklii otofajik hiicre 6liimii ile Ceo Nanopartikiil 1 ug / ml
dozda ve ayni konsantrasyonda Ceo Olmasina ragmen yaklasik %5 HelLa hiicrelerini
oldiirmektedir (Zhang et al. 2009, Wei et al. 2010).

Yiiksek dozda Ceo nanopartikiilii 2 ug / ml'sinin HeLa hiicre hattinda yaklasik %70
oraninda ve Doxorubicin direnci olan Glioma hiicre hattinda %90 oraninda hiicre
Oliimiine neden oldugunu gosterdi. Bununla birlikte diisiik dozda 1 ug / mL nanopartikiil
Ceo ayni toksisiteye sahip, fakat 6nemli Glgiide hiicre 6liimiine yol agmaz (Wang et al.
2014). Ceo nanopartikiilii, Hela hiicre dizilerinde 6nemli Ol¢lide azalmig ve hiicre
canliligina yol agmamistir. Ancak ROS {iretimine ve doza bagiml bir sekilde otofajinin

arttigin1 gostermistir (Wang et al. 2014).

1.5. Akciger Kanseri

Akciger kanseri gliniimiizde biitiin diinyada en yiiksek 6liim oranina sahip kanser tiirii
olup erken teshis edilememesi, hastaligin seyrine ve kisinin yasam siiresinin kisalmasina
sebep olmaktadir (Monteiro et al. 2014). Akciger kanseri viicutta metaztaz yapmadigi
stirece Oonemli bir belirti vermemektedir. Bu durumda akciger kanseri olan hastalarin
yasam siirelerini arttirmanin Yyolu, kanseri erken teshis etmektedir. Akciger kanserinin
olusum sebepleri arasinda sigara ilk sirada olmak {zere, hava kirliligi, agir metal
maruziyeti ve radyasyon onemli etkenlerdir. Akciger kanseri bayanlara gore erkeklerde

daha fazla goriilmekte ve bu goriilme sikliginin en biiylik sebebi yine sigara oldugu
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diistiniilmektedir. Diger akciger kanseri sebepleri arasinda gosterilen genetik yatkinlik,
zararli gazlara maruziyet ve agir metallerin, sigara dis1 kanser olusum etkenleri olarak
kabul edilmektedir (Ron et al. 2000, Monteiro et al. 2014). Akciger kanseri iki kisma
ayrilmakta ve bunlar kiiclik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) olarak tanimlanmaktadir. Kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC), akciger kanserinin %80’ini olusturmakta ve adenokarsinoma, skuamoz
hiicreli karsinoma ve biiyilk hiicreli karsinoma gibi alt birimler olarak
degerlendirilmektedir (Monteiro et al. 2014). Akciger kanserinin tedavi yontemlerinin
baslicalart; cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyo terapi gibi yontemlerdir. Kiiciik
hiicreli akciger kanserinin (SCLC) kemoterapi tedavisinde genellikle ya tek basina
antrasiklinler, topetekan, doksurobisin, paklitaksel ya da kombine ilag olarak sisplatin,

etoposide ve celecoxib kullanilmaktadir (Puglisi et al. 2010).

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) kemoterapi tedavisinde ise sisplatin ve
karboplatin ya tek basma veya paklitaksel, etoposid, gemsitabin ile kombine
kullanilmaktadir (Celegg et al. 2002). Standart uygulanan kemoterapi tedavilerinin ciddi
toksik etkilerinden dolay1 sag kalim siiresi sinirli olmaktadir. Bu sebeple son yillarda
kanser tedavisinde daha az toksik etki gosteren bitkisel tedavi {iriinleri, dogal {irtinler ve
fitokimyasallarin kullanim1 arastirilmaktadir. Bitkisel tedavilerde geleneksel olarak
kayisi, beyaz dut, oksiiriik otu, balon ¢icegi gibi meyve ve bitkilerin kanser tedavisinde
hastalarin hayatta kalma siirelerini uzatmasi, hastanin yasam kalitesini iyilestirmesi ve
kemoterapinin sebep oldugu yan etkileri azaltmasi nedeniyle kullanildig1 bilinmektedir

(Jeong et al. 2011).

1.6. A549 Hiicresi ve Otofaji

A549 Hiicresi, Insan akciger kanseri hiicre hattidir. Bu hiicre tipi Ilk kez 1972°de D. J.
Giard ve arkadaglar1 tarafindan akciger dokusunda bulunmustur. A549 hiicre hatti,

hiicrelerinin alveollerine elektrot, su gibi baz1 maddelerin difiizyonunda gorev alir.

A549 Hiicrelerinin kiiltiirii yapildiginda, hiicre tabakalari tek ve yapisarak ¢ogalmaktadir
(O’Brien et al. 1987). A549 hiicresi su ve elektrolitlerin akciger alveollerinden gegisine

izin vermektedir. Hiicrenin bir diger karakteristigi, yliksek seviyede lesitin ve doymus
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yag asidi sentezlediginden dolayi, membran fosfolipidlerinin korunmasini saglamaktadir.
Béylece hiicre direngli bir hal kazanmaktadir. Ilag metabolizmas1 modeli olarak yaygin

bir sekilde kullanilmaktadir (Giard et al. 1973).

1.6.1. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji evrimsel siire¢ olarak korunmus, hiicresel igerigi otofagozom olarak
isimlendirilen, cift zarli vezikiil ile saklanan, degredasyonu lizozom tarafindan yapilan,
protein degredasyonu ve organel doniisiimii gibi hiicre i¢i dengeyi saglayan katabolik
olaylar zinciridir. Geleneksel anlamda, otofaji hiicresel strese cevap olarak hiicrenin
kalite kontrolil icin, yasama devam stratejisi olarak diisiiniilmektedir. Bazal otofaji, hasar
gormiis organeller, uzun yasayan proteinler ve protein kalintilarin1 uzaklastirmak, besin
ihtiyac1 ve biiyiime etkenlerinin azlig1 gibi hiicresel strese sebep olan durumlarda hizla
aktif olmaktadir (Anding et al. 2015). Hiicre i¢i organeller igin alternatif kaynak ve hiicre
canliligmin devami igin substrata enerji saglamaktir. Hiicrenin ihtiyaci olan besini
bulundugu ortamdan alamamasi durumunda, kendi kendini icten yiyerek canliligin
stirdiirmesidir. Ayrica otofaji mikrobiyal enfeksiyon, oksijen azlig1, besin eksikligi ya da
reaktif oksijen ¢esitleri (ROS) gibi hiicrenin yasadigi stres ile tetiklenebilir. Otofaji
kontrolii bozuldugunda ise kanser, bazi1 genetik hastaliklar, erken bunama, Alzheimer ve

enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Galluzzi et al. 2012).

Bilimsel caligmalar genellikle aglik durumunda tetiklenen, hiicrenin canli kalmasi ile
ilgili otofajinin etkinligi lizerine odaklanmistir. Bu ¢aligmalardan farkli olarak otofaji,
apoptoz veya diger hiicre 6liim yolaklarinda ve hiicrenin bagimsiz 6lim asamalar: ile
dogrudan baglantilidir. Nomenklatiir Komitesi (NCCD), tarafindan yapilan hiicre 6liimii
tizerine caligmalarda 6nde gelen arastirmacilarin oldugu bir ekip, otofaji ile alakali hiicre

oliimiinii, otofajik hiicre 6liimii diye tanimlamislar (Galluzzi et al. 2012).

Otofaji, hiicre matriksi icerisinde besin ve enerji azliginda hizla aktif edilir. Bu sebeple
hiicre fazlaligi, oksijen durumu, sicaklik, hormon seviyeleri ve besin durumu otofaji i¢in
onemlidir. Hiicre ve dokularin yapisal analizleri bir¢ok canlida gelisen hiicre Sliimi
esnasinda otofajinin arttigini gostermistir. Boceklerdeki degisim, kuslardaki kol kanat

gelisimi, memelilerdeki damak kapanmasi siireglerindeki hiicre oliimleri otofaji
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ornekleridir. Hiicre igerisine giren etkili toksinler de otofajik hiicre 6liim yolaginin iistiin
yapisal niteliklerinden dolay1 hiicre 6liimiine sebep olmaktadirlar. Bugiine kadar otofajik
etkinlik ve hiicresel 6lim arasindaki rastgele iliskinin tespiti yapilamamis olmasi ve
sadece gozlem seviyesinde olmasi bu calismalarin otofajik aktivitenin hiicre 6lim

yolagindaki etkisini dikkatle arastirilmasina sebep olmustur (Anding et al. 2015).

Otofaji, Tip II hiicre 6liimi olarak tanimlanir. Bu hiicre 6lim yolaginda en biiyiik
morfolojik degisim, mitokondri ve endoplazmik retikulum organelleri ve sitoplazmanin
bir boliimiiniin ¢ift katli veya ¢ok katli zarla ¢evrili vezikiil i¢ine alinmasidir. Vezikiiller
lizozomlarla birleserek ayni hiicrenin lizozom enzimleri vasitasiyla degredasyonu
yapilmaktadir (Sekil 1.12). Yapilan bu islem Yunanca’da self eating manasina gelen
kendi kendini yeme olan otofaji olarak tanimlanmistir. Hiicrenin karsi karsiya kaldigi
aclik kosullarinda, besin ve enerji iiretmek icin hiicredeki organelleri parcaladigini

tanimlamasi i¢in kullanilmistir (Goéztiagik vd. 2007, Mizushima et al. 2008).
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Sekil 1.12. Sematik otofaji asamalarinin gosterimi (Mizushima et al. 2008)

Otofajinin yapisinda otofagozom veya otofajik vakuol diye bilinen iki veya daha fazla
katli membran yapilar1 olusur. Memelilerde yasanan otofajide otofagozomun dis zari
lizozomla kaynasirken, bitki ve mayada ise vakuollerle kaynasir (Levine et al. 2005,
Mehrpour et al. 2010). Yapilan ¢alismalarda spesifik kosullarda uyaranin durumuna bagh
olarak, miktarin ve zamanin otofajide uzatilmasi hiicreyi 6ldiirebilir. Hiicre icerisinde
kromatin kondensasyonu gibi niikleer farkliliklar otofajik 6liim yolaginda apoptozis
olduktan sonra gozlenmekte olup DNA fragmentasyonu ile apoptotik cisimciklerin
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olusumu goriilmez. Fagositoz yapilari vasitasiyla 6lii hiicrelerin yok edilmesi apoptoziste
goriilenden daha sonra ve ¢ok diizensiz olarak gergeklesmektedir (Shintani et al. 2004,
Gozuacik vd. 2007). Otofaji kendi igerisinde {i¢ farkli sekilde gergeklesmektedir.

1) Mikro otofaji: Kiiglik parcacilarin hiicre zarinda olusan girintiyle lizozom igerisine

alinmasi ve degredasyonunun yapilmasidir.

2) Makro otofaji: Otofajik hiicre 6liim yolagini olusturan ana mekanizmadir. Daha biiyiik
pargalarin veya organellerin otofagozom igerisine alinmasi ve daha sonra lizozomlarla

kaynasarak meydana gelen degredasyondur.

3) Sapheron aracili otofaji: Belirli peptid yapili sitozol proteinlerinin molekiiler
sapheronlarla kompleks olusturan Hsp73 tarafindan algilanmasi ve lizozomlara taginmasi
islemdir (Sekil 1.13). Bu tiir protein degredasyon asamasinda vezikiil yognluguna gerek
yoktur (Majeski et al. 2004, Shintani et al. 2004, Kroemer et al. 2010, Mehrpour et al.
2010).
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Sekil 1.13. Farkli otofaji tiirleri (Mizushima et al. 2008)



24

Yapilan ¢aligmalarda ana mekanizmay1 meydana getiren genler farkli adlar almislardir.
CVT, AUT ve APG genleri olarak bilinen genler, isimlendirme sistemine gére ATG
genleri (Autophagy Related Genes) olarak isimlendirilmislerdir. Otofaji, otofaji
dongiisiinlin farkli asamalarinda, 6rne8in vezikiiliin olusmasi ve genislemesi, otofaji
vezikiillerinin lizozomlarla fiizyonu ve degredasyonunda gorevli olan yaklasik 30 proteini
iceren bir gen familyasidir. Otofaji proteinlerini kodlayan maya genlerinin ¢ogu C.
Elegans genomu ile ATG2, ATG3, ATG4, ATG5 ve ATG6, ATG7, ATGS8, ATG9,
ATG10 ile ATG12, ATG16, ATG18 genlerinin ortologudur. Otofaji fonksiyonunda,
otofajinin baglamasinda unc-51/ATG1, vezikiil niikleasyonunda Beclinl/ATG6, vps-
34/VPS34, protein konjugasyon sisteminde atg-7/M7.5/ATG7, lgg-1/ATGS, Ilgg-
3/ATG12, alim ve vezikiil doniistirmede atg-18/F41E6.13/ATG18 fonksiyon gosteren
genler olarak belirlenmistir (Meléndez et al. 2003, Hars et al. 2007, Hansen et al. 2008).
Fosfotidilinositol 3-kinazlar (PI3K) otofajik vezikiil olusumunun kontroliinde temel
sinyal molekiillerdir. Otofaji, tip I ve tip III PI3K’lar tarafindan diizenlenmektedir (Xie et
al. 2007, Anding et al. 2015).

Otofaji en az bes adimda gerceklesmektedir: 1) Indiiksiyon, 2) Genisleme, 3)
Tamamlama, 4) Yapisma ve fiizyon, 5) Degredasyon. Besin azliginda otofajinin
uyarilmasiyla tip I PI3K-AKT-mTOR sinyalinin inhibisyonuna ve tip 1l PI3K
hVPS34/Beclinl Drosophilada Atg6 ve Mayada Atg6/Vps30’unda aktivasyonuna neden
olur (Juhasz et al. 2008). Otofajinin aktivasyonu i¢in 6ncelikle serine/threonine kinaz
Atgl’in Memelilerde Ulk 1 ve 2’nin aktive olmasi gerekmektedir. Otofajinin
aktivasyonuyla beraber Atgl, Atgl3 ile bir kompleks olusturur. Bu kompleksin
olusumunun otofagozomal yapinin olusumuyla ilgili oldugu diistiniilmektedir (Papinski et
al. 2014).

mTOR’un inhibisyonu ULK1/Atgl’1 serbest birakir, ULK1/Atgl de mAtg9'un golgiden
endosome'a yeniden dagilimini uyarir. Yine tip Il PI3K hVPS34/Beclinl (Atg6)
aktivasyonuyla da ¢ift tabakali membran olusumu baslatilmis olmaktadir. Daha sonra Atg
7’nin aktivasyonuyla Atg 12 aktive olup Atg 5 ile kovalent bag yapar bu birlesmeyle Atg
16 da bu komplekse karisarak Agl2-Atg5-Atgl6é 3’lii kompleksi olusur. Olusan bu
kompleksle vezikiiliin genislemesi gergeklesir (Sekil 1.14) (Xiao 2007, Anding et al.
2015).



25

l Vezikal uzamasi — =
Atg 12 Konjugasyon sistem

<Atg12/‘"" ( Alg12\ /A!g12 ) Alg‘l2 (A-!;{f )

Atg10 Atgs AlgS
oD G ‘@D @ < T
0 D
@ (Al91) .4 (Alg17)/ < > Atg 8 Konjugasyon sistemi

Qﬂr‘) £ <A198 ) ATe, CAgs ) -\_A,98> -< é‘g_éi:‘ n

o> | (R R

Baslama

s ‘\\

@
- '::i =
izolasyon f(/\d “ //‘C )\

membran

-
/

Vezikal nClkleasyonu agofor
.
At 2 .
¢ Vpsi15 96, - !

\. T T ——
_(p150) _ Vps34 { ) N =Y
(ciass I} 75 . o J
PI3K b [ % 1 R

Sekil 1.14. Otofajinin sematik modeli (Anding et al. 2015)

Otofajinin temel mekanizmasi olan genlerin kesfi ilk olarak mayada c¢alisilmistir. Daha
sonra mayada bulunan bu genlerin homologlar1 Dictyostelium, C. elegans, Drosophila,
fare ve insanda da tanimlanmistir. Genetik yaklasimlar kullanilarak, otofajik genlerin
susturulmasiyla, RNA ve antisens aracili susturma stratejileriyle hiicre oOliimiinde
otofajinin roliiniin anlasilmasinda bu genlerin bulunmasi biiyiik avantaj saglamistir. 3SMA
(3-methyladenine), wortmannin ve LY294002 gibi bazi kimyasal bilesikler otofajiyi
inhibe etmektedir. Birgok bagimsiz grup farkli hiicre tiplerini ve o6liim uyaranlarini
kullanarak lizozomal aktivitenin arttigin1 ve otofajik vezikiillerin birikimiyle ilerleyen
kaspaz bagimsiz hiicre 6liimiiniin varligin1 ve otofajinin inhibitdrleri tarafindan bu hiicre
Olimiiniin azaltildigin1 gostermislerdir (Mizushima et al. 2008). Meme kanseri hiicre
serisi MCF7’nin antistrojenle 6liime indiiklenmesi, 16semi hiicrelerinin TNF-q ile 6liime
indiiklenmesi, gastrik ve glioma hiicrelerinin onkogen Ras’la 6liime indiiklenmesi veya
biliylime faktoriiniin eksikligiyle 6liime indiiklenen néronal hiicreler bu ¢alismalara 6rnek
verilebilir. En yaygin otofaji inhibitorii olarak 3MA (3-methyladenine) kullanilmaktadir
ve bu inhibitor JNK ve P38 aktivasyonunu da inhibe etmektedir. Mitokondrial
permeabilteyi azaltirken, lizozomal pH’y1 da artirmaktadir (Goziiagik vd. 2006).
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1.6.2. Otofajik Hiicre Oliim Yolagi Mekanizmalari

PI3 kinaz tip I insiilin benzeri biliylime faktorleri tarafindan aktive edilir ve mTOR’un
diizenleyicisi olan PDK 1 ve AKT iizerinden otofajiyi inhibe eder. Otofajiyi nasil inhibe
ettigi bilinmemekle beraber bir serin/treonin kinaz olan Atg 1 ile komplex olusturan bir
protein olan Atg 13’iin fosforilasyonuyla yaptig1 diisiiniilmektedir (Gozliagik ve Kimchi,
2006). Timor hiicresini Oliime gotliren rapamycin, tamoxifen, arsenic trioxide ve
radyasyon gibi birgok anti kanser ajanlari otofajiyi indiikleyebilirler. PTEN, p53 ve
p19ARF gibi birgok timor baskilayici gen, otofajiyi aktive ederken AKT, c-Myc, PISK
ve Ras gibi bir¢ok onkoprotein de otofajiyi baskilamaktadir (Xiao 2007). Otofaji timor
baskilama mekanizmasi; genotoksik stresin azaltilmasi, hiicre 6liimiiniin baglatilmasi,
nekroz ve enflamasyonun durdurulmasi, degrade ve modiile edici sinyal proteinlerinin
diizenlenmesi gibi mekanizmalarda temel rol alir (Xiao 2007). Aminoasit ve biiylime
faktorii eksikliginde otofajiyi diizenleyen p53 ve mTOR islevi arasinda bir baglanti
oldugu ortaya konmustur. Antiapoptoz sinyal yolunda etkili olan mTOR etkinliginin
inhibe edilmesiyle, p53 yolag1 otofajiyi uyarir (Goziiagik vd. 2006).

Mayada mitokondri dig membran proteini olan Uthlp mitokondrial otofaji i¢in gereklidir
ve bunun genlerinin inaktivasyonu Bax veya rafamisinle indiikklenen hiicre 6limiinde
diren¢ meydana getirmektedir. Aclik olmayan kosullar altinda mayada mitokondrial
bozukluklara neden olan mutasyonlar, mitokondrial membran potansiyelinin kaybi,
mitokondrial biyogenezisteki defektler, mitokondrial otofajik hiicre 6limiinii uyardigi
gosterilmistir. Otofajide mitokondrinin eliminasyonunun artmasiyla hiicre i¢inde ATP
konsantrasyonunun da arttigi gézlenmistir (Goziiagik vd. 2006, Lee et al. 2012). Memeli
hiicreleri igerisinde mitokondrinin dis zarinda bulunan Bcl-2 iiyeleri otofajiye etki eder.
Bcl-2 asag1 regiilasyonu, insanin 16semi hiicrelerinde kaspazdan bagimsiz olarak otofajiyi
artirir. Bel-2, Beclinl gibi anahtar otofajik proteinlerle direk iliskiye girerek otofajinin
regiilesyonunda rol oynar. Bcl-2, otofajinin bir proteini olan Beclinl ile dogrudan
otofajiyi baskilar. Fakat mitokondri organelinde Bcl-2 proteinlerinin otofajiyi diizenleyici
islevleri heniiz net olarak agiklanamamuistir. Bel-2 ile Bcl-XL gibi anti 6lim iiyelerinin
fazla ekspresyonu otofajik hiicre oliimiinden hiicreleri korurken, BH3 domaini igeren
oliime indiikleyici iiyeleri olan Bax ve BNIP3 otofajik hiicre 6liimiine neden olmaktadir.

Bax, reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine, lipit peroksidasyonuna ve plazma membran
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degisiklerine neden olarak hiicreyi 6liime gotiirmektedir. Yine BNIP3 ekspesyonunun
artmastyla, BNIP3 iin dimerizasyonla aktif hale gegmesi de seramid ve arsenik trioxidle

otofajik hiicre 6liimiinii uyarmaktadir (Goziiagik vd. 2006, Mizushima et al. 2008).

Apoptoz ve otofaji hiicre oliimlerinde karsilikli etkilesimler bulunmaktadir. Apoptozun
mitokondriyal diizenini Saglayan genler, otofajinin isleyis bi¢imiyle birbirini etkileyebilir.
Bu sebeple mitokondrinin, apoptoz ve otofajik yolaklarinin birbirini etkilemesine sebep
olan bir baglant1 oldugu diisiiniilmektedir (Levine et al. 2005, Mizushima et al. 2008).
Hiicrelerin enerji lireten motorlarinda (mitokondriler) yaslanma siirecinde olusan
bozukluklarin, kanserde, beyin, sinir sistemi harabiyeti, kas ve gii¢c kaybinda rol oynadigi
gosterilmektedir. Bozulup hiicreye zarar vermeye baslayan mitokondriler otofaji
mekanizmas1 sayesinde yok edilir. Yaslandikca bu sistem yavaslamaktadir. Bozuk
mitokondri birikimi artmakta, genetik yapisi zedelenen hiicreler ¢esitli hastaliklar
tetikleyebilmektedir. Deneyler, kiigiik yastan itibaren ¢ok diisiik enerjili besinlerle
beslenen fare ve sicanlarda 6mriin uzadigini gostermistir. Bunun nedenlerinin arasinda bu
kosullarda artan otofaji aktivitesi gelmektedir. Gelecekte ilaglarla otofajinin etkin
diizeyde siirdiiriilmesiyle, ileri yaslarda yasam kalitesi artirilabilir, hatta 6mriin uzamasina

yol agilabilir (Lee et al. 2012).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu projede A549 akciger kanseri hiicre hatti kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir
serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64 pg/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ile
desteklenen DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) besiyerinde %5 CO2 iceren

nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkubatdriinde cogaltilmistir.

2.2. Hiicre Canhihi@1 Deneyi

Hiicre proliferasyonu testi lretici firmanin  gelistirdigi  protokol uyarinca
gergeklestirilmistir. Deneyin temel prensibi, hiicrelerdeki dehidrogenaz etkinligini 6lgen
kolorimetrik bir yontemdir. Mitokondri, canli hiicrelerde sar1 renkli MTT boyasindaki
tetrazolyum halkasin1 yine mitokondriyle olusan reaksiyonla suda g¢oziinmeyen
formazana doniistiiriir ve ortaya ¢ikan koyu mavi-mor renk ile formazanin ¢éziinmesiyle
ortaya c¢ikan renk degerlendirilir. Mitokondriyal dehidrogenazlarin ¢aligmasi ile hiicre
artig1 arasinda dogrusal bir iliski vardir. Ortama eklenen kimyasal bilesigin sitotoksik etki
yapmasi durumunda, hiicreler canliligin1 kaybedecek, formazan bilesikleri azalacak ve
verilen absorbans degeri de diisecektir. Bu yontemle, A549 hiicreleri sayilarak 5000
hiicre/kuyucuk seklinde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekimleri yapildi. 24 saat
stire ile 37°C, %5 CO2’li ortamda tamamen yapismis hiicrelerin besiyeri, tazesi ile
degistirilmistir. Segilen homosistein dozlari; 100, 250, 500 nM dur. Homosistein
uygulamasindan sonra hiicreler tekrar 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Yapilan
islemden 24 saat sonra MTT reaktifi ile hiicre artis1 degerlendirilmistir. Inkiibasyon
sonrast her grubun tiim kuyucuklaria MTT ¢6zeltisi, PBS igerisinde (5mg/ml, pH 7,2)
25 pl ekleme yapilarak, karanlik ortamda 37°C’de ve %5 CO:’li inkiibatérde 4 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon bitiminde ortaya ¢ikan formazan bilesiklerini ¢6zmek

icin her kuyucugun tizerine 0,01 N HCI igeren %10’luk SDS ¢ozeltisi ilave edildi ve
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18 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Ortaya c¢ikan renk siddeti
spektrofotometre ile 580 (660) nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

2.3. ROS Deneyi

Hiicrelerdeki Ros diizeylerini belirlemek amaciyla DCFDA kiti (ABCAM, DCFDA
Cellular ROS Detection Assay Kit, ab113851) kullanilmistir. Hiicre ici ROS’un temel
kaynagi olan kompleks I (NADH dehydrogenase) ve kompleks III (cytochrome c
reductase) mitokondiriyal elektron tasima zincirinin bir tyesidir. Bu iki kompleks,
elektron tagimanin mitokondri membran potansiyeli tarafindan yavaglatilmasi sonucu
ROS iiretmektedir. Deneyin temel prensibi; hiicre iginde olusan hidroksil ve diger ROS
aktivitesi, florojenik boya olan 2,7—dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) ile belirlenip
ELISA plate reader ile 6l¢iilmesine (Ex485 nm/Em535 nm) dayanmaktadir. Tedarikgi
firmanin gelistirmis oldugu protokol takip edilmistir. Bu amagla; 3x103 sayida A549
hiicresi 96’11 hiicre kiiltiir platelerine ekilmistir. Gece boyunca hiicrelerin yapismasi i¢in
37°C CO: inkiibatoriinde bekletilmistir. Ardindan hiicreler Ceo fulleren (100, 250, 500
nNM) uygulamasini takiben hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin bulundugu ortama 25 uM DCFDA soliisyonundan
eklenmis ve 45 dakika boyunca 37°C CO; inkiibatoriinde bekletilmistir. Inkiibasyon
sliresinin bitiminde besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 1X
yikama soliisyonundan eklenmistir. Ardindan ELISA reader ile absorbansi Ex485

nm/Em535 nm’de okutulmustur.

2.4. Western Blotlama

Western blotlama; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin,
PVDF membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan once calisilan Orneklerdeki proteinler elektriksel
ortamda poliakrilamid jel iizerinde gog ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-
PAGE’de gergeklestirilmektedir. Western blotlama teknigi, elektroforez islemini takip

eden 4 asamada gergeklestirilir (Sekil 2.1).



[ Blotlama: jeldeki proteinlerin nitroselliiloz membrana aktarima. ]

Bloklama: spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek igin nitroseltloz
membranda protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle
kaplanmasi.

[ Ozgiil antikorlarla tepkime ]

[ Gorintileme ve Analiz J

Sekil 2.1. Western blotlama analiz asamalar1
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PVDF membrana transfer sirasinda jel ile PVDF membran kars1 karsiya getirilmekte ve

bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilmektedir (Sekil 2.2).

Filtre Kadidi
Singer —
(-

SD5-PAGE Jel

SDS-PAGEJel

Nitroseliloz Membran

Nitroseliiloz Membran

Sekil 2.2. PVDF membrana jel yerlestirme
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Jelin biyiikligi ile dogru orantili belli siire ile elektrik akimi verilerek proteinlerin
yiriitilmesini saglanmaktadir. Jeldeki proteinlerin PVDF membrana aktarimi (blotlama):
SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. PVDF
membrana transferin gergeklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile PVDF membran
(Schleicher and Schuell, Inc. USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bigimde kars1
karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlartyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine
yerlestirilerek, Blot (Transfer) tamponu ile doyuruldu. Sogutulmus Blot (Transfer)
tamponu ile tanka yerlestirilen diizenek manyetik karistirici izerinde 60 dakika boyunca
350 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin PVDF membrana transferi

saglanmis oldu.

Spesifik 6zelligi olmayan reaksiyonlarin olusmamasi i¢cin PVDF membranda protein
baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama islemi
bittikten sonra PVDF mebranlarin 6l¢iilerine uygun dikdortgen kapakli cam kutularina
alinan PVDF membranlar 1X PBS tampon soliisyonla ¢alkalayici lizerinde 3 kez 5’er
dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, %5’lik sigir serum
albumini ile 37°C’ de 90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi. PVDF membranin 6zgiil

olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir.

Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok giiclii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolayr avantaj saglamaktadir. Bu nedenle,
monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, ¢alisilan proteinler
arasinda benzer epitop bdlgeleri bulunmakta ise ¢apraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda ayn1
nedenden dolay: sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir.
Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en biiyiikk dezavantaji, SDS-PAGE
ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir.
Belirlenmeye calisilan epitopun ortadan kaldirilmas: durumunda ise monoklonal antikor-
epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda,

poliklonal antikorla ¢alisiimasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir.
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Primer antikor olarak anti Beclinl, p53, TIGAR ve Bax kullanildi. Sekonder antikor
olarak poliklonal rabbit anti rat ve monoklonal goat anti mouse kullanildi. PVDF
membranlar primer antikorlar ile +4°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha
sonraki sathada PVDF membranlar 5 kez 5’er dakika 1X PBS tampon soliisyonuyla
yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra PVDF membranlar %0,05 oraninda iginde
Tween20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis
goat anti rabbit immiinoglobulinle 37°C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi.
Sonraki asamada PVDF membranlar 5 kez 5 dakika 1X PBS tampon soliisyonuyla
yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi icin Kemiliiminesans goriintiileme islemi yapildi. PVDF
membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif yogunluklar1 analiz edilmek iizere
alindi. Bantlarin rélatif yogunluklari Image analyses system (Image J National Institute of

Health Bethesda, USA) programi kullanilarak analiz edildi.

2.4.1 Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Hiicre lizatlarinin hazirlanmasinda kiiltlir kaplari icerisinde bulunan hiicrelerden besiyeri
uzaklastirilarak oda sicakliginda iki kez PBS ile yikandiktan sonra tripnizasyon
kademesine gecildi. Hiicre sayimlar1 yapilarak hiicre kiiltiir kaplarindan 6 kuyucuklu
olanlara her kuyuya 3x10° hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin 24 saat yapismalari
beklendikten sonra, 24 saat siire ile Ceo fulleren tedavisi uygulandi. Hiicreler daha
onceden sogutulmus olan kaziyici yardimi ile kaldirildi. Lizat hazirlama igleminin biitiini
buz iizerinde ve +4°C’de yapildi. Inkiibasyona birakilan hiicrelerin siire bitimiyle
+4°C’de 5 dakika bekletildi ve besiyeri uzaklastirilip tekrar iki kez PBS ile yikandi. Her
kuyucuga 150 pl lizis tamponu ilave edildi. Son yogunlugu 50 mM TRIS-HCI (pH 7,4),
150 mM NaCl, %1 Triton X-100, %1 SDS, %0,5 sodyum deoksikolat, 1 mM EGTA, 50
MM NaF olacak sekilde lizis tamponu 0,2 um’lik filtre ile alind1 ve +4°C’de saklandi.
Lizat hazirlama asamasmin Oncesinde tampon ¢ozeltiye 2 mM Imidazol, 10 mM
Na4P207, 1,15 mM Na2zMoO4, 1 mM Na3VO4 ve 1 mM PMSF 1:10 diliisyon oraninda
proteaz inhibitér karigimi eklendi. -20°C’de sogutulmus olan 1,5 ml’lik mikrosantrifiij

tiiplerine numuneler alindi. Alinan numuneler +4°C’lik 1s1ya ayarlanan santrifiijde 14000
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g’de 15 dakika santrifiij edildi. Proteinleri igeren siipernatant kisim kullanilacagi ana

kadar -20°C’ye konuldu.

2.4.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez sisteminde, akrilamid
monomerlerinden yararlanilir. Amonyum persiilfat (APS) gibi serbest radikal ile TEMED
gibi stabilizatorii saglayict olan bir ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler
olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda

yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir.

SDS-PAGE analizinde jelin yapisinda yer alan sodyum dodesilsiilfat deterjaninin
bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan monomerlerin alt birimlerine ayrilmaktadir.
Boylece protein agregasyonu oOnlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire
polipeptidler negatif yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil
agirliklarina bagli olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklari; ayni jel lizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon
gecirmis veya cesitli olumsuz c¢evre faktdrleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi proteinlerin

yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sisteminde tespit edilir.

Protein molekiillerinin hareketi gii¢ kaynagindan gelen elektrik akimina gére negatif (-)
kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. Incelenecek protein molekiilleri sayet 0—43 kDa
araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukar1 ise
akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asagi dislrilir. Diger bir ifade ile
molekiiliin  agirhg arttikca akrilamidin  konsantrasyonu  diistiriiliir. ~ Akrilamid
konsantrasyonunun artigi, jel icerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasma sebep

olmaktadir. Dolayisiyla protein molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir

2.4.3. Jellerin Hazirlanmasi [SDS-PAGE]

SDS-PAGE elektroforezi islemi Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell Elektroforez sistemi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki
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cam arasma yerlestirilmek tizere 10 ml’lik separating jel (Tablo 2.1) solusyonu

hazirlandi.

Tablo 2.1. Separating (ayirma) jel bilesimi

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5ml
%10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4,0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 pl

TEMED 5 ul

Toplam 10,0 ml

Tablo 2.2. Stacking (yiikleme) jel bilesimi

Stacking (yiikleme) jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6,1 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1,3 ml
Amonyum persiifat (%10) 50 ul

TEMED 10 pl

Toplam 10,0 ml
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Sekil 2.3. Jel kaset sisteminin hazirlanis1 a-Ince ve kalin camlarin jel dokiilecek alani (0.75 mm) olusturmak
iizere iist liste getirilmesi. b-Sikistirma aparatina camlarin yerlestirilmesi. c-Sikistirma aparati mandallarinin
kapatilmasi. d-Cam kasetlerin jel dokiilmek {izere dikey olarak sabitlenmesi

Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla
belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi
(Sekil 2.3). Iki cam levha arasina jel ilave edilirken iist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi
kadar (=lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha
arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki
akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist
kismina ornek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi. Tarak dislerinin dolgu
maddesi olarak ifade edilen stacking jel (Tablo 2.2), 10 ml kadar hazirlandi. Hazirlanan
bu jel soliisyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla, jel kasetine
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu, iki camin en

ist seviyesine kadar tamamlandi. Stacking jel c¢ok cabuk polimerize oldugundan
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islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda

bekletilerek polimerlesme saglandi.

Sekil 2.4. Kaset sisteminin elektroforez i¢in hazirlanmasi a-Anot-katot haznesi. b-Kasetlerin hazneye
yerlestirilmesi. c-Hazne mandallarinin kapatilmasi. d-Haznenin tanka yerlestirilmesi

Kaset sistemi elektroforez tankina yerlestirildi (Sekil 2.4). Tarak, polimerlesmesi
tamamlanan jelden c¢ikarildi. Bu islem sirasinda jelde Orneklerin yiiklenecegi
kuyucuklarin bozulmamasina dikkat edildi. Ardindan, olusturulan jel planina bagl
olarak, her bir kuyucuga (markir kuyucugu hari¢) Spektrofotometrik yolla toplam protein
miktarlarinin belirlenen akciger dokusuna ait Ornekler toplam protein miktarlar esit
olacak sekilde yiiklendi. Tank igerisine yeterli miktarda yiiriitme (Running) tamponu
ilave edildi. Gii¢ kaynagindan 6nce diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi.
Ornekler Stacking (yiikleme) jeli gegince voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak
gozle izlenilebilen mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrilarak

aradaki jel ¢ikarildi.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Ceo Fullurenin A549 Hiicre Hattinda Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Hiicre canlilig1 testi iiretici firmanin gelistirdigi protokol uyarinca gerceklestirilmistir.
Deneyin amaci, hiicrelerdeki dehidrogenaz etkinligini belirleyen kolorimetrik bir analiz
yontemidir. Canli hiicre igerisindeki mitokondri, sar1 renkte olan MTT boyasinda bulunan
tetrazolyum alanim1 mitokondriyle olusan reaksiyon vasitasiyla suda c¢oziinmeyen
formazana doniistiiriir ve olusan koyu mavi-mor renkteki formazanin da ¢6ziinmesi
sonucu ¢ikan renk degerlendirilir. Mitokondriye bagli dehidrogenazlarin toplam etkinligi
ile hiicre cogalmas1 arasinda dogru bir oranti oldugundan, ortama konulan kimyasal
bilesigin hiicreye zararli olmasi halinde, hiicreler canliligini kaybedecek, formazam
olusturan bilesikler azalacak ve verilen absorbans degeri de diisecektir. Bu metodla, A549
Akciger kanseri hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Her kuyucuga 5000
hiicre olacak sekilde ekimleri yapildi. 24 saat ve 37°C, sabit sicaklikta %5 CO>’li ortamda
tamamen yapismis bulunan hiicrelerin besiyerleri taze besiyeri ile degistirilmistir. Segilen
Ceo fulluren dozlari; 100, 250, 500 nM dur. Ceso fulluren tedavisini takiben hiicreler 24
saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan 24 saat sonra MTT reaktifi

vasitastyla hiicre canlilig1 degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz bulgular, yapilan ¢alismanin kontrol grubuyla kiyaslandiginda 100 nM Ceo
verilen grupta 6nemli bir degisim olmadigimi gostermistir. Ardindan 250 nM ile en
yilksek doz olan 500 nM verilen grubunda aym istatiksel verilere sahip oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Cgo fullurenin A549 hiicre hattinda hiicre canlilig: iizerine etkisi

3.2. Ceo Fullurenin A549 Hiicre Hattinda ROS Diizeyinin Olgiilmesi

Hiicrelerdeki Ros diizeylerini belirlemek amaciyla DCFDA kiti (ABCAM, DCFDA
Cellular ROS Detection Assay Kit, ab113851) kullanilmistir. Deneyin temel prensibi,
hiicre i¢i ROS’un temel kaynagi olan kompleks I (NADH dehydrogenase) ve kompleks
[l (cytochrome c reductase) mitokondiriyal elektron tagima zincirinin bir tiyesidir. 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 (DCFDA) ile belirlenip ELISA plate
reader ile Olc¢lilmesine (Ex485 nm/EmS535 nm) dayanmaktadir. Tedarik¢i firmanin
gelistirmis oldugu protokol takip edilmistir. Bu amagla; 3x103 sayida A549 hiicresi 96’1
hiicre kiiltiir platelerine ekilmistir. Gece boyunca hiicrelerin yapigmasi i¢in 37°C CO:
inkiibatoriinde bekletilmistir. Ardindan hiicreler Ceo fulleren (100, 250, 500 nM) dozlarda
tedavi uygulamasindan sonra hiicreler 24 saat silire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin bulundugu ortama 25 nM DCFDA soliisyonundan
eklenmis ve 45 dakika boyunca 37°C CO; inkiibatdriinde bekletilmistir. inkiibasyon
stiresinin bitiminde besi yeri kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga 1X
yikama soliisyonundan eklenmistir. Ardindan ELISA reader ile absorbanst Ex485

nm/Em535 nm de okutulmustur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Cgo fullurenin A549 hiicre hattinda ROS diizeyi sonuglari

Kontrol gurubuyla kiyaslandiginda, 500 nM Cgo verilen gurupta ve diger 100 nM ile 250
NM verilen gurupta, ROS diizeyinde elde edilen bulgularda istatistiksel olarak anlamli bir

degisim gézlenmemistir.

3.3. Ceo fullurenin A549 Hiicre Hattinda Bax Proteinleri Uzerine EtKkisi

Bax veya Bcl-2, p53 adli timor baskilayici proteinin kofaktorii olma islevi géren bir
proteindir. Pro apoptatik Bax geni, Bcl-2 gen familyasina aittir. Bcl-2 protein
familyasinin 6zellesmis olan BH3 domanine sahip olan Beclinl, Bcl-2 haricinde diger bir
aile iiyesi olan Bcl-xL proteini ile de ¢aligmaktadir. Beclinl proteini, Bcl-2 proteini veya
Bcl-xL ile olan iligkisinin farkli sebeplerden dolayir bozulmasi, apoptoz ve otofaji gibi
oliim yolaklar1 arasinda bir se¢im yaparak yasamini devam ettirmekte veya canliligina
son vermektedir. Ceo Fullerenin etkisi altindaki Bax proteinlerinin miktarin1 A549 hiicre
hattinda etkilerini gormek amaciyla Ceo ile 100 nM, 250 nM ve 500 nM dozlarda tedavi

edilen hiicreler 24 saat sonra Western Blotlama yontemi ile analiz edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Cgo fulluren ile tedavi edilen A549 hiicre hattinda Bax protein diizeyleri

Elde ettigimiz bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda 100 nM verilen Cso grubunda
anlamli bir artig gézlenmis, 250 nM verilen Ceo grubunda bu artisin azaldigi ve en yiiksek
doz olan 500 nM verilen Cgo grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir degisim

olmadigi tespit edilmistir.
3.4. Ceo fullurenin A549 Hiicre Hattinda p53 Uzerine Etkisi

Memeli hiicrelerinde en sik goriilen mutasyonlardan birisi p53 mutasyonudur. p53
mutasyonu bircok epitelyal ve bazi mezenkimal tiimorlerde saptanan bir mutasyondur.
Akciger karsinomlarinda ise en sik saptanan mutasyondur. p53 antiproliferatif etkilere
sahip 53k-Da niikleer fosfor proteini kodlar. p53 geni kromozom 17p13°te yerlesiktir. Bu
protein hiicre siklus kontrolii, DNA tamiri, apoptoz, hiicre yaslanmasi, anjiyogenez gibi

cok onemli adimlarda gorevlidir. Kanser hiicre hatlarinda p53 otofajinin artisina sebep
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olurken, bazi kanser hiicre hatlarinda p53 otofaji etkisinin diigmesine sebep oldugu tespit
edilmistir. Calismamizda Ceo ile 100 nM, 250 nM ve 500 nM ile tedavi edilen p53

geninde 24 saat sonra Western Blotlama yontemiyle sonuglar analiz edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Cgo fullurenin A549 hiicre hattinda p53 iizerine etkisinin sonuglari

P53 gen tedavisi sonucunda elde edilen bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda 100
nM Ceo Verilen grupta anlaml bir yiikselis oldugu ve 250 nM ile 500 nM Ceo Verilen

gruplarda ise etkisinin devam ettigi ancak doz arttik¢a bu etkinin azaldig1 gézlenmistir.
3.5. Ceo fullurenin A549 Hiicre Hattinda TIGAR Uzerine Etkisi

DNA hasari, hiicre ¢ogalmasinin isleyisi, genetik yapinin olusturulmasi, kromozom
ayrismasinin diizenlenmesi, gen ekspresyonunun kontrolii, yaslanma, otofaji ve apoptoz
gibi hiicre 6liimii olaylar ile birgok hiicresel mekanizmada gorevleri olan p53 proteni, ilk

olarak 1979’da kanser gelisimi alaninda etkinligi olan protein olarak tanimi yapilmistir.
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1989’a kadar bu fikir kabul gormiis ve bu durum daha 6nce tanimlanan p53 protein
yapisinin, mutant p53 proteini ile ayn1 yapida oldugunun saptanmastyla son bulmustur.
p53 proteininin kanserde aktif rol aldiginin ortaya ¢ikmasindan sonra ise p53 proteinini

kodlayan gen ailesinin TP53 (Tiimor Protein 53) ismiyle adlandirilmastir.

Ceo ile 100 nM, 250 nM ve 500 nM dozlarinda TIGAR proteini iizerine yapilan tedaviden

24 saat sonra sonuglar Western Blotlama yontemiyle analiz edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Cgo fullurenin A549 hiicre hattinda TIGAR tiizerine etkisinin sonuglar

Elde ettigimiz bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda 100 nM Cego Vverilen gurupta
anlamli bir artisa neden oldugu ve 250 nM Ceo Vverilen grupta ise kontrole oranla kayda
deger oranda artis oldugu ve bu artsin devam ettigi belirlenmistir. Ancak 500 nM Ceo

verilen grupta diger iki doz diizeyine gore expresyonun azaldigi tespit edilmistir.
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3.6. Ceo Fullurenin A549 Hiicre Hattinda Beclinl Uzerine Etkisi

Beclinl otofaji mekanizmasinin baslamasi, siirdiiriilmesi ve sonuglandirilmasiyla ilgili
protein ailesi olup Atg proteini ile isbirligi i¢erisindedir. Beclinl, Bcl-2'nin interaksiyon
yardimcist olarak kesfedilmis ve tiimorogenez basta olmak iizere bir¢ok pozisyonda
gorev almaktadir. Bcl-2 protein familyasinin 6zellesmis olan BH3 domanine sahip olan
Beclinl, Bcl-2 haricinde diger bir aile liyesi olan Bcl-xL proteini ile de ¢alismaktadir.
Beclinl proteini, Bcl-2 proteini veya Bcl-xL ile olan iligkisinin farkli sebeplerden dolay1
bozulmasi, hiicrenin apoptoz ve otofaji gibi 6liim yolaklar1 arasinda bir se¢im yaparak
yasamini devam ettirmekte veya canliligina son vermektedir. Ceo ile 100 nM, 250 nM ve
500 nM dozlarinda tedavi edilen Beclil proteinleri 24 saat sonra Western Blotlama

yontemiyle sonuglari analiz edildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Cgo fullurenin A549 hiicre hattinda Beclinl {izerine etkisinin sonuglari
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Analiz sonuglarinda elde edilen bulgularda 100 nM Ceo ile tedavi edilen grupta
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig goriiliirken, 250 nM Cego ile tedavi edilen
grupta sonuglarin daha olumlu oldugu ve son olarak 500 nM Ceo ile tedavi edilen gurupta

ise en anlamli artis gdzlemlenmistir.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve tedavi edilmedigi takdirde diger
organlara yayilarak canlinin 6liimiine yol agmasidir (Santo et al. 2011). Kanser, latince
“cancer” kelimesini koken almakta ve karsilig1 yenge¢ anlamina gelmektedir. Hipokrat,
bu hastaligin yerlestigi organdan diger organlara yayilmasimi gozlemlemis ve bu tanimi
yapmistir (Birol ve Akdemir 2005). Kanser bugilin diinyada en c¢ok korkulan bir
hastaliktir. Kanserin korku salmasiin ana nedeni insan yasamini tehdit etme ve dliimle

sonuglanma riskinin yiiksek olmasidir (Santo et al. 2011).

Akciger kanseri ise glinlimiizde biitiin diinyada en yiiksek 0liim oranina sahip kanser tiirii
olup, erken teshis edilememesi durumunda hastaligin seyrine ve kisinin yagsam siiresinin
kisalmasina sebep olmaktadir (Monteiro et al. 2014). Akciger kanseri kadinlarda meme
kanserinden sonra ikinci siraya yerlesmektedir. Bu bakimdan akciger kanseri her gecen
giin art1g gosteren salgin hastalik olarak tanimlanmaktadir (Jemal et al. 2002). Ulkemizde
kadinlar arasinda da sigara igme oraninin artmasi ile akciger kanseri vakalari 1980
yilindan giiniimiize kadar 6nemli oranda artmis ve bu artisin1 devam ettirmektedir. Bu
sebeple akciger kanseri hastaliginin {ilkemizde de giderek artacagi diistiniilmektedir
(Ozyardimc1 2001). Akciger kanseri vakalarmin resmi istatistiklerine gore yilda 20,000
ile 25,000 yeni kanser tanisi konulmakta ve bu saymin 30,000-40,000’¢ kadar
artabilecegi diisiiniilmektedir (Haydaroglu 2000).

Nanoteknoloji son yillarda nanobilim ve nanoteknolojideki hizli gelismelere paralel
olarak nanopartikiillerin bu alanda kullanilabilme potansiyellerinin arastirilmasi ile
giindeme gelmistir (Bosi et al. 2003). Bu gelismelere baglh olarak, dokular ve hiicreler
tarafindan kolayca tolere edilebilme, oksidatif stresin yogun oldugu bélgelere hizli bir
sekilde yayilabilme, diisiik konsantrasyonlarda etkili olabilme ve hiicre igerisinde uzun
sire bozulmadan aktif kalabilme gibi ideal antioksidan Ozelliklere sahip olan

nanopartikiiller tasarlamanin miimkiin olabilecegi bildirilmistir (Hunter ve Preedy 2011).
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Buradan hareketle bu tez ¢alismasinda Ceo fullerenlerin suda ¢oziinebilen bir formu olan
polihidroksi fulleren Ceo (fullerenol) nanopartikiillerinin etki potansiyelinin insan akciger
kanser hiicre hatt1 olan A549 hiicrelerinde otofajik markerler iizerine olan etkisinin

arastirilmasi amaclanmistir.

Cinki fullerene Ceo'mn giiglii bir antikanser, sitoprotektif ve sitotoksik etkisinin oldugu
tespit edilmistir (Panzarini et al. 2013). Fullerene Ceo'in diisiik konsantrasyonda normal
hiicreler ve doku tizerinde etkisinin olmadigi, serbest radikal temizleyici, antioksidan
potansiyeli ve doksorubisinin indiikledigi kronik kardiyotoksisite ve hepatotoksisiteye
karst koruyucu etkisinin oldugu goriilmiistiir (Prylutska et al. 2014). Ozellikle
nanokristalin Ceo’in oksidatif strese bagli ve bagimsiz olarak, direngli gliomaya karsi
sitotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Panzarini et al. 2013). Fullerenler, kiiresel
sekli ve bir nanometre boyutu nedeniyle ila¢ tasarimi i¢in daha Onemlidir. Ayrica,
biyolojik olarak fullerenler etkili antioksidandir (Zhou 2013). ROS ve LC3-II diizeyini
artirarak Ceo nanopartikiiller gelismis otofaji, oksidatif stres ve ROS olusumu yoluyla i¢
ve dis kaynakli apoptoz yolaklarinin nano materyal ile tetiklenmesini gostermistir (Wei et
al. 2010, De Stefano et al. 2012).

A549 hiicresi ilk olarak 58 yasindaki bir erkek akciger kanseri hastasinin timor
dokusundan Dr. D. J. Giard tarafindan alinarak kiiltiire edilmistir. A549 hiicreleri in vitro
kosullarda yiizeye yapisarak ¢ogalirlar. Hiicrenin bir diger karakteristigi, yiiksek seviyede
lesitin ve doymus yag asidi sentezlediginden dolayi, membran fosfolipidlerinin
korunmasini saglamaktadir. Boylece hiicre direngli bir hal kazanmaktadir. Ilag

metabolizmasi modeli olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (O’Brien et al. 1987).

Programli hiicre 6liim mekanizmalar1 arasinda son yillarda dikkat ¢ekmeye baslayan
otofajik hiicre Oliimii, molekiiler safhada elde edilen veriler ile hiicrenin Oliim
yolaklarinda nasil kontrol edildigi hakkinda yeni bilgiler kazandirmistir. Otofaji hiicrenin
strese karst dayanikliligmi yiikseltmekte ve canlilifini devam ettirmesine imkan
tanimaktadir. Hiicresel yikim ve geri kazanim mekanizmasi olarak adlandirilan otofaji
bazi durumlarda hiicrenin Oliimiiyle sonuglanmasina ragmen, otofajinin ilaglar veya

genetik olarak bloke edilmesiyle, hiicrenin yasama sansini da arttirmaktadir (Herskho et
al. 1998).
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Otofaji mekanizmasmin dogru islememesi durumunda kanser, enfeksiyon hastaliklari,
sinir hastaliklari, inme, miyokart enfarktiisii gibi pek ¢ok sistemik hastalikla olan
baglantis1 sebebiyle otofaji ile ilgili arastirmalarin insan saghigr i¢in Onemini
gostermektedir. Otofajinin hem temel bilimlerde hem de klinik bilimler alaninda daha iyi
anlasilmasi, yeni tedavi, tan1 ve ila¢g formiilasyonlarmin hazirlanmasi, insan saglig
acisindan onemli hastaliklara, yeni ve bilingli molekiiler temelli ¢oziimler tiretilmesini
saglayacaktir. Otofaji ile apoptoz gibi programli hiicre Oliimlerinin  molekiiler
mekanizmalarinin  aydinlatilmasi, hastaliklara uygulanacak ilag tedavilerin Oniinii

acacaktir (Galluzi et al. 2012).

Karbonun Ugiincii formu olan Ceo fullerene Buckyball 12 pentagonal ve 20 altigen
halkalarinin sferoid bir sekli olusturan kombinasyonudur. Cok farkli 6zelliklerden dolay1
bilim ve teknolojide énemli bir molekiil haline gelmistir. Ceo fullerene antioksidan bir
role sahiptir (Ulloa 2013). Ceo Fullerene, ROS'u arttirmak igin reaktif oksijen
indiikleyicisi olarak kullanilan UV 15181min emilimine dayanan ve Ceo'in 1518a duyarl hale
getirilmesine izin veren kanser tedavisinde spesifik bir ilag tasiyicisi olarak kullanilir (Shi
et al. 2016). Ote yandan, Ceo saglikl yetiskin hiicreleri degil, kanser hiicrelerinde ROS’u
indiikler (Prylutska et al. 2014). Bunun yaninda, nano Ceo ROS, oksidatif stres ve LC3-11
olusumunu artirarak kanser hiicrelerinde otofajiyi ve kemoterapotik duyarliligi arttirir

(Wei et al. 2010).

Ceo fullerenin kanserdeki roliiniin tanimlanmis olmasina ragmen, A549 hiicre hatlarinda
otofajinin potansiyel regiilasyonu ele alinmamistir. Otofajinin molekiiler mekanizmasi
hakkinda detaylar hala bilinmemektedir. Bu nedenle, Ceo fullerenin A549 hiicre
hatlarinda aragtirilan p53 / Bax / TIGAR ve otofajik isaretleyici protein olan Beclinl
iizerindeki etkisi programlanmis hiicre 6liimii, hiicre i¢i bir programin aracilik ettigi
biyolojik bir siiregte gerceklesmektedir. Programlanmis birinci hiicre oliim tipi,
morfolojik olarak farkli karakterler ve enerjiye bagl biyokimyasal mekanizma ile ayirt
edilen apoptozdur. ikinci programlanmis hiicre 6liimii olan otofajinin, hizli bir sekilde
hiicresel stres altinda diizenlendigi ve siirekli hiicrenin hayatta kalmasina izin vermek i¢in
enerji Uretimi i¢in bir segenek kaynagi sagladigi gibi protein degradasyonu ve organel
doniisiimii gibi homeostatik iglevi desteklemektedir. Simdiye kadar elde edilen veriler,

otofaji mekanizmasinin, kaspazdan bagimsiz programlanmis hiicre oliimii olarak
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adlandirilmasi ve hiicreleri 6ldiirmek i¢in de kullanilabileceginin kanitidir (Gozuacik ve

Kimchi 2007).

Bozulmamis Ceo'in antikanser etkisi, bir¢ok farkli arastirma ve calismada gozlenmistir
(Isakovic et al. 2006). Bu g¢aligmada, Ceo fullerene etkisi altinda A549 akciger kanser

hiicre hatt1 hiicrelerinin proliferasyonu ve yasayabilirligi aragtirilmistir.

Ceo fullerenin noroprotektif etkisi ve fullerenden tiiretilen birgok ¢alisma, molekiil bagina
coklu radikal yerlestirme yetenegi ile "radikal siinger" olarak islev goren ve hiicrelerdeki
oksidatif stresin neden oldugu sitotoksik etkileri azaltabilen bir¢cok ¢alismaya

odaklanmustir (Lee et al. 2011).

Bu c¢alismada go6zlemlenen sonuglar (Sekil 3.1), A549 hiicre hattinda Ceo fullerenin
canliligt azaltma etkisini, 24 saat maruziyetten sonra doza bagimli bir sekilde
incelenmistir. Ceo fullerene en yiiksek doz olan 500 nM kontrol grubuyla kiyaslandiginda
hiicre canliliginda bir degisim olmadig1 gozlemlendi. Ayrica, bu ¢alismada Ceo fullerene
diisik doz olan 100 nM hiicre ve 250 nM verilen grubunda hiicre canliligini
degistirmedigi elde edilen sonuglar gostermektedir. Bu ¢alismada yer alan veriler son
aragtirma ile iyi bir uyum icerisindedir. Ceo fulleren, A549 akciger kanseri hiicre hattinda
onemli hiicre dlimiine yol agmadi (Wang et al. 2014). Bu konuda farkli aragtirmalar
incelendiginde Ornegin, Franskevych ve arkadaslar1 2016°da Ceo ile tedavi edilen 16semik
hiicrelerin canliligin1 kismen azalttig1 gibi, bu ¢alismanin sonuglarinin teyit edilmesinde
veya hafifletilmesinde bir miktar aragtirma yapilmistir. Bununla birlikte, doksorubisin
tedavisi ile Ceo fulleren, HCT116 kolon kanseri hiicresi ve MCF7 gogiis kanseri hiicre

hattinda sitotoksisite ve hiicre canliligini azalttig: bildirilmistir (Panchuk et al. 2015).

ROS, cesitli hiicre tiplerinde kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimii olan otofajiyi uyarir (Lee
et al. 2011). Ceo, sitotoksik olmayan konsantrasyonda, foto aktivasyon ile ROS iireticisi
olarak tanimlanirken, nano Ceo, hiicrelerin kemoterapiye duyarli hale getirmesi nedeniyle
kanser hiicrelerinin 6liimiinii artirmaktadir (Zhang et al. 2009). Essiz kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinden dolay1 elektronik yapi, doymamis bag ve ii¢ boyutlu sekil, membran ve

kan bariyerini gegmeye olanak tanir, biyokimya ve tip alanlarinda kullanilabilir (Wang et
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al. 2014). Ershova ve arkadaslarinin 2016'da agikladiklar1 gibi, Ceo Fullerene'nin oksidatif

stres iiretim yetenegi bilimsel literatiirde gosterilmistir (Ershova et al. 2016).

Bizim c¢alismalarimizda Ceo Fullurenin A549 Hiicre Hattinda ROS Diizeyinin
incelenmesinde de hiicreler Ceo fulleren ile (100, 250, 500 nM) dozlarda tedavi edilmis ve
tedavi uygulamasindan sonra hiicreler 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Elde
edilen bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 100 nM Ceo Vverilen gurupta herhangi
bir degisim gbzlenmezken ve diger 250 nM ile 500 nM verilen grupta ise ROS diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli olmayan kismi bir artis gozlenmemistir.

Bu ¢alismanin sonuglari, Ceo fullerenin, A549 hiicre hatlarinda hiicre canliligi ve ROS

diizeyinde anlamli bir degisime neden olmadigini1 gostermistir.

Otofaji, son zamanlarda daha fazla dikkat ¢ceken hiicresel yollardan biridir (Zhang et al.
2009). Stresli kosullarda hayatta kalma, uzun émiirlii proteinlerin, organellerin bozulmasi
ve hiicresel siireg, otofajinin iyi bilinen 6zellikleridir (Lee et al. 2011). Otofaji ile iliskili
proteinler Beclinl, LC3-I1 ve LC3-Il, otofajik aktiviteyi diizenler. Becinl proteini igin
(Atg6) gereklidir ve otofajinin baslangic basamaklarinda otofajinin yukar1 regiilatordiir
(Wang et al. 2014). Otofaji yolunda, Beclinl'in otofatazom membranlarin
kaydedilmesinde kilit bir islevi vardir (Lee et al. 2011). Nanomateryallere hiicresel cevap
otofajiye neden olur ve Cgo fullerenin antikanser aktivitesi bir kanser tedavisi olabilir,
c¢linkii Ceo kanser hiicrelerinde bir¢ok otofaji karakterini tetikler, ancak normal hiicrelere
kars1 fulleren sitotoksisite uygulamalarin1 geciktirebilir (Zhang et al. 2009). Alzheimer
hastalig1 olan hastalarda, Beclinl'in, transgenik farelerde ¢ok giiclii bir sekilde azaldigi,

Beclin1 eksikligi, noronal hiicrelerde otofajiyi azaltmistir (Lee et al. 2011).

Bax veya Bcl-2, p53 adli timor inhibe edici protein kofaktorii olma gorevine sahip,
insanda bulunan bir proteindir. Bax geni, Bcl-2 gen familyasina aittir. Bax, p53 yoluyla
etkilesime girerek hiicrenin otofaji veya apoptoza gidisini hizlandirir. Bu ¢aligmada,
AS549 insan akciger kanseri hiicre hatlarinda Bax proteininin otofajik c¢alismalarimizin

bulgulari, 6nceki literatiir bulgular ile iy1 bir uyum iginde sonuglanmastir.
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Bu calismada, Ceo fullerene A549 hiicre hattinda 100 nM, 250 nM ve 500 nM doz ile
muamele edilmis ve Bax protein hiicreleri 24 saat sonra Western Blotlama yontemi ile
analiz edildi. Elde ettigimiz bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda 100 nM verilen
Ceo kontrol grubuna gore iki kat arttirdigi gozlenmis, 250 nM verilen Cso grubunda bu
artigin azaldigi ve en yiiksek doz olan 500 nM verilen Cgo grubunda herhangi bir degisim
olmadig1 gorilmistir (Sekil 3.3). Bcl-2 protein familyasinin 6zellesmis olan BH3
domanine sahip olan Beclinl, Bcl-2 haricinde diger bir aile tiyesi olan Bcl-XL proteini ile
de calismaktadir. Beclinl proteini, Bcl-2 proteini veya Bcel-xL ile olan iliskisinin farkli
sebeplerden dolay1r bozulmasi, hiicrenin apoptoz ve otofaji gibi 6liim yolaklar1 arasinda
bir se¢im yaparak yasamini devam ettirmekte veya canlilifina son vermektedir (Kang et

al. 2011).

Son yillarda otofajiyle ilgili bir ¢ok literatiir ve ¢alisma mevcutken otofaji ve A549 hiicre
hatlarinda heniiz bir calisma olmadigmi gozlemledik. Ornegin, insan malign glioma
hiicrelerinde, GFP-LC3 punktat olusumunda ve LC3-II doniisiimiinde otofajik hiicre
olimiini destekleyen sonuglari ortaya ¢ikarmaktadir (Pallichankandy et al. 2015). U-87
insan malign gliomda SNG, LC3-II doniisiimiiyle otofajiye neden oldu ve Beclinl
diizeyini arttird1 (Pallichankandy et al. 2015). p53 proteini hiicre dongiisii tutulmasinda,
DNA onarmminda ve hiicre 6liimlerinde rol oynar (Nakada et al. 2011). p53'in iist

regiilasyonu, hiicre 6liimlerinde 6nemli bir rol oynar (Tripathi et al. 2016).

Bizim ¢alismamizda Ceo ile 100 nM, 250 nM ve 500 nM ile tedavi edilen p53 geninde 24
saat sonra Western Blotlama yontemiyle sonuglar analiz edildi. p53 gen tedavisi
sonucunda elde edilen bulgular kontrol grubuyla kiyaslandiginda 100 nM Ceo Verilen
grupta anlamli bir yiikselis oldugu ve 250 nM ile 500 nM Ceo verilen gruplarda ise

etkisinin devam ettigi ancak doz arttik¢a bu etkinin azaldig1 gozlenmistir (Sekil 3.4).

Diger bir calismamiz olan Ceo fullurenin A549 Hiicre hattinda TIGAR protein
expresyonu lzerine etkisinin incelenmesinde Cgo ile 100 nM, 250 nM ve 500 nM
dozlarinda TIGAR proteini tedavi edildi. Uygulanan tedaviden 24 saat sonra sonuglar
Western Blotlama yontemiyle analiz edildi. Elde ettigimiz bulgular kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 100 nM Ceo verilen gurupta anlamli bir artis oldugu ve 250 nM Ceo

verilen grupta ise yiizde yiize yakin bir basar1 elde edildigi ve bu tedavi basarisinin
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devam ettigi goriildii. Ancak 500 nM Ceo verilen grupta diger iki doz diizeyine gore
protein expresyonunun azaldigi goriilmiistiir (Sekil 3.5).

En son bulgumuz olan Beclinl expresyon diizeyleri incelendiginde, Ceo ile 100 nM, 250
nM ve 500 nM dozlarinda 24 saatlik Ceo tedavisi sonrasinda elde edilen sonra Western
Blotlama sonuglarima goére 100 nM Ceo ile tedavi edilen grupta ¢ok az bir yiikselis
goriliirken, 250 nM Cegp ile tedavi edilen orta grupta sonuglarin daha olumlu oldugu ve
son olarak 500 nM Ceo ile tedavi edilen grubun tedaviye en olumlu cevabi verdigi

gozlemlenmistir (Sekil 3.6).

Beclinl otofaji mekanizmasinin baglamasi, siirdiiriilmesi ve sonuglandirilmasiyla ilgili
protein ailesi olup Atg proteini ile isbirligi i¢erisindedir. Beclinl, Bcl-2'nin interaksiyon
yardimcist olarak kesfedilmis ve tlimorogenez basta olmak iizere bir¢cok pozisyonda
gorev almaktadir (Huang et al. 2010). Bcl-2 protein familyasinin 6zellesmis olan BH3
domanine sahip olan Beclinl, Bcl-2 haricinde diger bir aile iiyesi olan Bel-xL proteini ile
de ¢alismaktadir. Beclinl proteini, Bcl-2 proteini veya Bcl-xL ile olan iliskisinin farkli
sebeplerden dolay1 bozulmasi, hiicrenin apoptoz ve otofaji gibi 6liim yolaklar1 arasinda
bir se¢im yaparak yasamini devam ettirmekte veya canliligina son vermektedir (Kang et

al. 2011).

Bizim ‘‘Cgo Fulleren’ nin AS549 Insan Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Otofajik
Markerlar Uzerine Etkisi’’ baslikli olan tez konumuz, yaptiimiz literatiir arastirmalar
neticesinde bugiine kadar ¢alisilmadig1 ve 6zgiin bir konu oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ceo
fulleren hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ve doza bagli bir sekilde A549
hiicrelerinde otofajinin uyarilmasina neden oldugu belirlenmistir. Genel olarak, bizim
bulgularimiz suda ¢oziinen fulleren Ceo, Beclinl, Bax, p53 ve TIGAR proteinlerinin
sinyal yollarmi aktif etmekte, A549 hiicrelerinde otofajiye neden oldugu gozlemlendi.
Elde edilen bulgularin diger kanser hiicrelerinde dogrulanmasma ve yapilacak ileri

deneylere ihtiya¢c duymaktadir.

Calismalarimizin diinyada ve {ilkemizde halen insan yasamini tehdit eden kanser
hastaliklarina ve oOzellikle akciger kanserinin tedavisinde, yeni ila¢ tasarimlarinin ve

tedavi siireglerinin belirlenmesinde katkisinin olacagina inaniyoruz.
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