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Anahtar Oz: Meme kanseri diinyanin hemen her bolgesinde kadinlar arasinda en sik goriilen kanser
Kelimeler tiriidiir. Kansere bagl oliimlerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. 5-
Meme Fluorourasil (5-FU) urasil ile ayn1 tagima mekanizmasini kullanarak hiicrelere girmeyi hedefleyen,
kanseri, hidrojenin yerine C-5 pozisyonunda bir flor atomu olan bir pirimidin analogudur. Cg, fulleren,
5-FU, antioksidan ve antitiimor potansiyeli olan bir nanopartikiildiir ve 5-FU’ya hiicre tepkilerini modiile
Ceo, etmede faydali olabilir. p53 proteini tiimor gelisimini baskilayan bir transkripsiyon faktorii,
ROS, TIGAR esas olarak glukoz metabolizmasinin diizenleyicisi olarak iglev goriir. Bu ¢alismada 5-FU,
apoptosis Cqo Ve 5-FU+Cgy kombinasyonunun MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik

etkileri WST-1 analizi ile gergeklestirildi. Ek olarak, DCFDA kullanilarak reaktif oksijen tiirleri
diizeylerinin tespiti aragtirtldi. Calismamizda zamana ve konsantrasyona bagli olarak 5-FU’nun
MCEF-7 hiicre canliligini inhibe ettigi, Cgq nanopartikiiliiniin MCF-7 hiicreleri {izerine tek basina
uygulanmasi sonucunda anlamli bir etkinin olmadig1 goriildii. 5-FU+Cgy’1n birlikte kullaniminin
ise hiicreler iizerinde sitotoksik etkisinin oldugu gosterildi. Ote yandan hiicreler iizerine 5-FU, Cgo
ve 5-FU+Cg uygulamalarmin ROS diizeylerinde anlamli bir fark (artma ya da azalma)
olusturmadiklar belirlendi. Ilaveten p53 ve TIGAR proteinlerinin ekspresyon diizeyleri Western
Blot yontemi ile incelenerek hiicreler {izerindeki apoptotik etkileri aragtirildi. 5-FU ve 5-FU+Cgg
gruplarinda p53 gen ekspresyonunun arttigi gorildii. 5-FU+Cqy kombinasyonunun TIGAR
ifadesini indiikleyerek hiicrelerin apoptoza gitmesine yardimci oldugu gozlendi.

Investigation of Cytotoxic and Apoptotic Effects of 5-Fluorouracil (5-FU) and Cg
Nanoparticle on Breast Cancer (MCF-7) Cell Line

Keywords Abstract: Breast cancer is the most common cancer among women in almost every part of the
Breast world. It ranks second after lung cancer in cancer-related deaths. 5-Fluorouracil (5-FU) is a
cancer, pyrimidine analogue with a fluorine atom instead of hydrogen at the C-5 position, aiming to enter
5-FU, cells using the same transport mechanism as that of uracil. Cg, fullerene is a nanoparticle with
Ceo, antioxidant and antitumor potential and can be useful in modulating cell responses to 5-FU. p53
ROS, proteins are a transcription factor suppressing tumor growth and TIGAR acts primarily as a
apoptosis regulator of glucose metabolism. In this study, cytotoxic effects of 5-FU, Cg and 5-FU+Cg

combination on MCF-7 human breast cancer cells were analyzed using WST-1 analysis.
Moreover, detection of reactive oxygen species levels was investigated using DCFDA. In our
study, it was observed that 5-FU inhibited MCF-7 cell viability depending on time and
concentration, and no significant effect was observed through application of Cg, nanoparticle alone
on MCF-7 cells. 5-FU + Cgcombination had a cytotoxic effect on cells. However, 5-FU, Cgand
5-FU + Cgapplications on the cells did not cause a significant difference (increase or decrease) in
ROS levels. Additionally, p53 and TIGAR protein expression levels were examined by Western
Blot method and apoptotic effects on cells were investigated. p53 gene expression increased in 5-
FU and 5-FU+Cg groups. It was observed that the combination of 5-FU+Cg, induced TIGAR
expression and helped cells to go to apoptosis.
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1. GIRIS

Kanser hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bdoliinerek
normal hiicre dongiisiinde degisimlere neden olan bir
hastalik olarak tanimlanabilir. Saglikli hiicreler stirekli
olarak diizenli bir sekilde boliinmeleri, bulunduklari
bolgeden ayrilmalart ya da 6lmeleri gerektigini belirten
sinyaller alirlar. Anormal hiicreler hiicre dongiisiinden
bagimsiz hareket ederek diizensiz boliinlip ¢ogalmaya,
biiyiimeye ve ileriki evrelerde metastaz yapmaya neden
olurlar [1]. Diinyada tanimlanmis kanser vakalarinin
%25’ini meme kanseri teskil etmekte ve kadinlarda buna
bagli oliimlerin %15’ini yaygin Oliimciil tiimorler
olusturmaktadir. Son yillarda bu tir kanserlerin
(malignadeno  karsinom) goriilme sikligt  cesitli
faktorlerin etkisiyle giderek artmaktadir [2]. Meme
kanserine neden olan ¢ok sayida faktdr belirtilmistir.
Bunlar arasinda; yas, aile Oykiisii, genetik faktorler,
erken yasta menars-ge¢ menopoz gibi durumlardan
kaynakli 0Ostrojen hormonu etkisinde kalma siiresi,
hamilelik, beslenme, alkol alimi, sigara, radyasyona
maruz malignadeno karsinom epitel hiicrelerinden kalma
gibi etkenler sayilabilir [3]. Meme kanseri hiicre hatti
olan MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) 1970
yilinda beyaz irk bir bayanin meme dokusundaki epitel
hiicrelerinden elde edilmistir. MCF-7 yapiskan ve tek
katmanli biiyiiyen bir hiicre hattidir.

5-FU ise urasil analogu olan bir antimetabolittir [4]. 5-
FU hiicrelere urasilin tagima sistemi araciligiyla girer. 5-
FU hiicre igerisinde ¢esitli, aktif metabolitlerine
doniistiiriilerek  ((Floro deoksi iiridin  monofosfat
(FAUMP), floro deoksi iiridin trifosfat (FAUTP) ve floro
triidin trifosfat (FAUTP)) RNA sentezi fonksiyonunun
inhibisyonuna, timidilat sentaz aktivitesinin
inhibisyonuna ve hiicre dongiisiinde S fazina etki ederek
DNA hasarina neden olup antikanser 6zelligini
gostermektedir [5]. 1985 yilinda kesfedilen Cgofullerene,
kiiresel bir yap1 iginde diizenlenmis 60 karbon atomuna
sahip bir nanopartikiildiir. Kii¢ciik boyutlarindan ve
hidrofobik 6zelliklerden dolay1 fullerenler tibbi ilaglarin
tasarimi i¢in bir baz olarak veya Oncii bilesik olarak
kullanilir [6]. Cgofullerene son zamanlarda antikanser
tedavisinde kullanim i¢in umut verici bir ajan olarak
kabul edilmistir. Cgofullerene ve tiirevleri biyouyumlu,
disiik konsantrasyonlarda normal dokular tizerinde
toksik etki gostermeyen, giiclii serbest radikal tutucu ve
antioksidan ozellige sahiptir [7]. p53 timor baskilayici
yolu, genomik stabiliteyi korumak ve tiimér olusumunu
onlemek icin DNA onarimi, hiicre dongiisiiniin
olusmasini, apoptoz ve yaslanmay1 koordine eder. p53,
DNA hasar1 ¢ok ciddi oldugunda ve onarimi imkansiz
oldugunda apoptozu tetikler [8]. Hiicre dongiisii durmasi
ve apoptozis p53 aktivasyonunun en sik goriilen
sonuclarindan olup ayrica, p53 metabolizma ve
antioksidan cevap gibi hiicresel islemleri diizenler [9].
Apoptozis, hiicrenin programlanmis hiicre Sliimil igin
dogal mekanizmasidir.  Ozellikle uzun  Omiirlii
memelilerde, homeostazin yani sira gelisiminde kritik bir
rol oynadig1 igin ¢ok dnemlidir. Apoptozis gereksiz veya
istenmeyen hiicrelerin yok edilmesine hizmet eder ve
oldukg¢a diizenli bir islemdir. DNA hasar1 veya
kontrolsiiz ¢ogalma dahil olmak {izere apoptotik yolun
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aktive olmasina neden olacak ¢ok ¢esitli kosullar vardir.
Apoptotik yol hem hiicre i¢ci hem de hiicre disi
sinyallerle aktive edilir. Apoptoziye yol agan iki farkli
yol vardir: sinyal tipi ile iligkili olan icsel ve digsal
yollar. Bu yolaklar ayrica mitokondriyal ve Olim
reseptorii yollar1 olarak da adlandirilabilirler. Hiicre ici
sinyaller, DNA hasari, bilyiime faktorii yoksunlugu ve
sitokin yoksunlugunu igerirken, en yaygin hiicre disi
sinyaller, bagisiklik sisteminden sitotoksik T hiicreleri
tarafindan zarar gormiis veya enfekte olmus hiicrelere
yanit olarak iiretilen 6liime neden olan sinyallerdir [10].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), molekiiler oksijenden
tiiretilen (O,) yiiksek oranda reaktif iyon ve molekiillerin
heterojen bir grubudur. Onemli ROS’lardan bazilari
sunlardir; hidroksil radikali (.OH), siiperoksit anyonu
(0;7) gibi serbest radikalleri, ayrica hidrojen peroksit
(H,0,) gibi radikal olmayan molekiilleri igerir [11].
Alternatif olarak ROS hiicre dliimii ve sinyallesmede
onemli rol oynar. ROS, DNA hasarm tetikleyerek
kendine 6zgii apoptozu tetikler [12]. TIGAR, (TP53 ile
indiiklenen glikoliz ve apoptoz diizenleyicisi) glikolizi
diizenleyen ve oksidatif strese karsi koruma saglayan
p53 ile indiiklenebilir bir proteindir [13]. TIGAR, GSH
seviyelerini koruyarak ROS ve apoptoz diizenleyicisi
olarak kurulan metabolik bir enzimdir. TIGAR, hiicresel
fruktoz 2,6-bisfosfat seviyesini diisiirerek glikolizi bloke
eder ve buda fosfofruktokinaz (PFK) aktivitesinin
inhibisyonuna yol acar. TIGAR ayrica, besin ve
metabolik strese cevap olarak hiicre i¢gi ROS’u modiile
eder [14]. Bu c¢alismada S5-fluorourasil ve Cg
nanopartikiiliiniin meme kanseri hiicre hatt1 {izerine
sitotoksik  ve  apoptotik  etkilerinin  arastirilmast
amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Kimyasallar

5-FU (5-florourasil), Cgo (fullerene), insan MCF-7 meme
kanseri hiicreleri, Bingdl Universitesi Kanser Arastirma
Merkezi (BUCR) tarafindan saglandi. Roswell Park
Memorial  Institute  besi yeri (RPMI  1640),
penisilin/streptomisin, fetal sigir serumu (FBS) ve fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) Lonza firmasindan; tripan
mavisi, Tris HCI, tripsin-EDTA, dimetilsiilfoksit
(DMSQ), tetra metilen diamin (TEMED), sodyum azit
(NaN3), luminol, yagsiz siit tozu, ponceau S, fosforik asit
(HsPO,), p-kumarik asit, fenil metil siilfonil floriir
(PMSF), sodyum dodesil siilfat, bovin serum albiimin
(BSA) Sigma Aldrich firmasindan; hidrojen peroksit
(H20,), sodyum hidroksit (NaOH), glisin, tween-20, -
merkapto etanol, etilen diamin tetra asetik asit (EDTA),
primer ve sekonder antikorlar, hiicre canlilig kiti WST1
(Boster, USA), DCFDA kiti (Abcam, USA) Kkitlerle
yapilan analizler, {reticilerin protokollerine gore
gergeklestirildi.

2.2. Hiicre Kiiltiirii ve Hiicrelerin Tedavi Edilmesi

Bu arastirmada insan meme kanseri (MCF-7) hiicre hatt
kullanmilmigtir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu (Fetal
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Bovine Serum; FBS), 64 pg/mL penisilin ve 100 pug/mL
streptomisin ile desteklenen RPMI 1640 (Roswell Park
Memoriallnstitute) besiyerinde %5 CO, igeren nemli ve
37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde ¢ogaltildi. Hiicreler
75cm*lik hiicre kiiltiir flasklarinda  yeterli sayida
cogaltildiktan sonra hiicre canliliginin degerlendirilmesi
igin, tripan blue ile boyanarak sayim yapildi. Hiicreler
96°lik well platette 3.000 hiicre olacak sekilde besiyeri
ortaminda ekildi. Tedavi i¢in 5-FU ve Cg’in stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Bu stok soliisyonlar RPMI
ortaminda seyreltildi. 5-FU’nun ; 25, 50, 100, 250 ve
500 uM konsantrasyonlari, Cg’in ; 100, 250, 500 ve
1000 nM ve 5-FU+Cg kombinasyonlar1 hazirlanarak
hiicreler 24 saat boyunca tedavi edildi.

2.3. Hiicre Canlhihg:

MCF-7 meme kanser hiicrelerinin canlihg WST-1(4-[3-
(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzene disulfonate) tahlil kiti (Boster, USA) ile
degerlendirildi. Bunun ig¢in inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin bulundugu kuyulara 10ul WST-1 eklendi. 4
saat 37°C’de %5 COy’li inkiibatorde inkiibe edildi. Dort
saat sonra ELISA mikroplaka okuyucusu (Spectra Max
384 Plus) kullanilarak 420-480 nm'de spektrofotometrik
olarak ol¢iildii

2.4. In Vitro ROS/RNS Deneyi

Bu deney, hiicre kiiltiiriinde oksidatif stres parametreleri
olarak bilinen hidrojen peroksit, nitrik oksit, peroksil
radikali ve peroksinitrit anyonlarmi da igeren toplam
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini in vitro olarak
O6lgmemize imkan sagladi. Hiicre kiiltiirii 6rneklerinin
hazirlanmasi ve hiicre kiiltiiriinde oksidatif strese bagl
ROS ve RNS olusumu in vitro ROS/RNS deney Kkiti
kullanilarak ve kit protokoliine gore florometrik
yontemle belirlendi. Bu deneyde 96’lik well plate
icerisine 25x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve bu islem
ii¢ tekrarl olarak gergeklestirildi. Hiicre ekiminden sonra
24 saat beklendi. 5-FU (25, 50, 100, 250 ve 500 uM) ve
Ceo (100, 250, 500 ve 1000 nM) igin belirlenen
konsantrasyonlar uygulandi. 24 saat sonrasinda besiyeri
gekilerek her kuyucuga 100 pl seyreltme tamponu
¢ozeltisinden eklendi. Ardindan 1X seyreltme tamponu
cektirildi ve 100 pl DCFDA ¢ozeltisinden eklendi. 45
dakika boyunda 37°C’de karanlikta inkiibe edildi. Sonra
DCFDA ¢ozeltisi ¢ektirilip her bir kuyucuk 100 pl 1X
tampon ile yikanir. ELISA-reader’da 485/535 nm’de
sonuglar alindi.

2.5. Protein izolasyonu ve Western Blot Analizi

Hiicreler, 24 saatlik tedaviden sonra soguk PBS ile ii¢
kez yikanarak  plastik kaziyiciyla toplanip
numaralandirtlmis  mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
6600 rpm’de 10 dakika santrifiij isleminden sonra lizis
(RIPA) tamponunda eritildikten sonra buz iizerinde 60
dakika inkiibe edildi. Biitiin hiicre lizatlari, 15 dakika
boyunca 15.000 rpm’de santrifiij edildi.
Siipernatantlardaki protein igerigi, standart olarak BSA
kullanilarak spektrofotometrede 595 nm’de absorbanslari
Olciildii. (Biomethod-GBC (Bradford)). Esit miktarda
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toplam protein ekstraktlart  %12’lik SDS-PAGE ve
PVDF membranlarma transfer edildi. Membrandaki
gozeneklerin kapanmast i¢in BSA ile blokaj yapildi.
Daha sonra membran primer antikorlar ile inkiibasyon
edildi (B-aktin: 1:500), (p53: 1:500), (TIGAR:1:1000).
Membranlar daha sonra horseradish peroksidaz ile
konguje olan sekonder antikor ile inkkiibe edildi.
Ardindan 5 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
Membranlar X-Ray cihazi ile goriintilenmek {izere
sonuglar kemiliiminisans yontemi ile tespit edildi.

2.6. listatiksel Analiz

Tim veriler ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi.
Verilerin istatiksel degerlendirilmeler Anova Tukey (tek
yonlii= one-way) ile analiz edildi. Sonug¢lar n= 3 i¢in
ortalama = SEM'dir. Onemli farkliliklar (* p <0.05, ** p
<0.01 ve *** p <0.001) ile gosterildi.

4. BULGULAR

Oncelikle hiicreler, %10 FBS ve %1
streptomisin/penisilin ile takviye edilmis RPMI-1640
ortaminda, 37°C sicaklik ve %5 CO, igeren bir hiicre
kiiltiirii inkiibatoriinde ¢ogaltildi. Bu is i¢in hiicreler 24
saat boyunca (25, 50, 100, 250 ve 500 uM)’lik dozlarda
5-FU ile tedavi edildi (Sekil 1). Daha sonra 24 saat
boyunca 100, 250, 500 ve 1000 nM’lik dozlarda Cg
fulleren ile muamele edildi (Sekil 2). Ayrica MCF-7
insan meme kanseri hiicrelerine c¢esitli dozlarda 5-
FU+Cq kombinasyonlart uygulandi. Uygulanan bu
tedaviden sonra hiicre canliligt WST-1 metodu ile
degerlendirildi (Sekil 3). Ayrica MCF-7 insan meme
kanseri hiicrelerinin 5-FU, Cg ve 5-FU + Cg'a
verdikleri ROS tepkileri Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6°da
verildi. Ilaveten hiicre &liimlerinin apoptozis olup
olmadigi Sekil 7 ve Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 5-FU ile muamelesi sonucu
elde edilen hiicre canliligr grafigi. (Ilag doz degerleri: 25, 50, 100, 250
ve 500 uM)
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Sekil 2. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin Cgo ile muamelesi sonucu
elde edilen hiicre canliligi grafigi. flag doz degerleri (Ceo): 100, 250,
500 VE 1000 nM.

Hiicre Canlihig

Sekil 3. MCF-7 meme kanseri hiicreleri 5-FU+Cgile muamelesi

sonucu elde edilen hiicre canlihg1 grafigi. flag doz degerleri 5-FU: 500
ngmL?,1000 pg.mL™ve Ceo: (500 nM) kombinasyonlart ile 5-FU: 500
pg.mL™, 1000 pg.mL™ ve Cg: (1000 nM) kombinasyonlari uygulandi.
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Sekil 4. 5-FU’in MCF-7 hiicre hattinda ROS diizeyi sonuglar1 grafigi.
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ROS Sevivesi

Sekil 5. Cg fullerenin MCF-7 hiicre hattinda ROS diizeyi sonuglart
grafigi.
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Sekil 6. 5-FU + Cgo kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattinda ROS
diizeyi sonuglari grafigi.
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K Cso 5-FU Ceo+5-FU
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Sekil 7. 24 saatlik ilag uygulamasi sonras1 Western Blot yontemiyle

p53, B-Aktin tayini grafigi. 1-Kontrol, 2-Ce, 3- 5-FU, 4- 5FU + Cqy.

(B-Aktin 42 kDa, p53 53 kDa).
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Sekil 8. 24 saatlik ila¢ uygulamasi sonras1t Western Blot yontemiyle,
TIGAR, B-Aktin tayini. 1- Kontrol, 2- Ce, 3- 5-FU, 4- 5-FU + Ceg (B-
Aktin 42 kDa, TIGAR 30 kDa).

4. TARTISMA

5-FU (5-Fluorourasil) kemoterapide kanser tedavisinde
kullanilan bir urasil analogu olup, timér hiicrelerinde
sitotoksik etkisini metabolitler araciligiyla hem DNA
hem de RNA sentezini etkileyerek gdsteren bir bilesiktir
[13]. 5-FU’nun kanser hiicrelerinde proliferasyonunu
inhibe ettigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.
Omegin J. Cai ve ark. 5-FU ile tedavi edilmis insan
meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde farkli sekilde
eksprese edilen proteinlerin analizi iizerine yaptiklari
calismada doza bagli olarak 5-FU’nun tedavisinin hiicre
biiylimesini inhibe ettigini gosterilmistir [14]. Ayrica
yapilan bagka bir calismada 5-FU’nun anti timor
etkilerini gosterip MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettigi tespit edilmistir [15].

Calismamizda anti-proliferatif ve anti kanserojenik
ozellikleri  bilinen  5-FU, Cg ve  5-FU+Cq
kombinasyonunun MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri WST-1 analizi ile
gosterilmesi amaclandi. Ek olarak, DCFDA kullanilarak
reaktif oksijen tiirleri diizeylerinin tespiti de arastirildi.
Caligma neticesinde 24 saat siireyle 5-FU ile inkiibe
edilen MCF-7 hiicrelerine uyguladigimiz WST-1 analizi
sonuglarindan, hiicre yogunlugunun kontrol grubuna
gore azaldigi, Cgy Ve 5-FU+Cgo kombinasyonunun hiicre
yogunluguna kontrol grubuna goére onemli bir etkiye
sahip olmadig tarafimizdan tespit edildi ve elde edilen
sonuglarin 6nceki ¢aligmalarla uyumlu oldugu gézlendi
(Sekil 1, 2 ve 3) [14, 15]. Uc boyutlu sekilleri,
doymamis baglart ve elektronik yapilart nedeniyle, Cgo
ve NP’ler biyokimya ve tibbin c¢esitli alanlarinda

kullanilabilecek  benzersiz  kimyasal ve fiziksel
Ozelliklere sahiptir [16]. Cg fullerene, 0Ozellikle
nanoteknolojideki ~ genis  potansiyel uygulamalar

yelpazesi nedeniyle son yillarda yogun bir sekilde
arastirilmistir  [17]. Bu c¢alismada Cgo’in  sitotoksik
etkileri MCF-7 hiicre hattinda WST-1 yontemi ile
aragtirildi (Sekil 2). Elde edilen bulgulara gore Cg
nanopartikiiliiniin tek basina uygulanmasi ile dikkate
deger bir etki gozlenmedi. Calismamiz diger bulgularla
kargilagtirildiginda ¢aligmamizi destekleyen sonuglarin
oldugu belirlendi. Fude Wang ve ark. yaptiklar
calismada Cgp’1n A549 hiicrelerine kolayca girebildigini
ve A549 hiicreleri iizerinde ¢ok az dogrudan Onemli
toksisite gosterdigini bildirmislerdir [16]. Ote yandan
Kaisar Raza ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde Naive
CgoFullerene’nin (Naive CF) Img/mL ve 10mg/mL
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konsantrasyonlarinda ~ 6nemli  bir  sitotoksisitenin
bulunmadig tespit edilmistir [18].
Reaktif oksijen tarleri (ROS) dig orbitallerinde

eslesmemis elektronlar1 bulunduran, radikal ve radikal
olmayan tiirleri i¢eren reaktif molekiillerdir [19].Yiiksek
konsantrasyonlarda  ROS; lipidler,  membranlar,
proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel yapilara hasar
verebilen bir faktordiir [20]. ROS, genellikle
kemoterapotik ilaglara cevap olarak hiicreler tarafindan
salinir ve sitotoksik olup DNA hasarina yol
acabilmektedir [21]. Kanser hiicreleri genellikle yiiksek
seviyelerde reaktif oksijen tiirlerine maruz kalir.
Caligmamizda 24 saat siireyle doza bagli 5-FU, Fullerene
Ceo Ve 5-FU+Cq gruplar ile inkiibe ettigimiz MCF-7
hiicrelerinin ROS seviyeleri incelendi (Sekil 4, 5 ve 6).
Buna gore 5-FU ile isleme tutulan hiicrede,
konsantrasyona bagli olarak ROS seviyelerinin arttig1
tespit edildi. Chiara Focacetti ve ark. yaptiklan
calismada HCMs ve endotel hiicrelerinde doza ve
zamana bagli bagl hiicre i¢i ROS iiretimini arastirmis ve
5-FU’nun ROS olusumunu indiikledigini ve ROS
tiretiminde anlamli bir artiy oldugunu gostermislerdir
[21]. Suzuki ve ark. yaptiklart bir ¢alismada ise insan
pankreas kanseri kok hiicrelerinin 5-FU ile tedavisinin
hiicre i¢i ROS iiretimini arttirdigini bulmuslardir [22].
Benzer sekilde Darsingry ve ark. 5-FU tedavisinin
koleraktal kanser hiicrelerinde hiicre i¢i ROS’un verimli
iiretimine yol agtigin1 bulmustur [23]. Fullerene Cgq ve 5-
FU+Cg, ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinin ROS
yogunlugunda anlamli bir degisikligin  olmadigi
gozlemlendi.

Apoptoz, normal hiicre devri, immiin sistemin diizglin
gelisimi ve isgleyisi, hormona bagl atrofi, embriyonik
gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre dliimi gibi gesitli
islemlerin hayati bir bileseni olarak kabul edilir [24].
p53, DNA hasar, onkojen aktivasyonu ve besin
yoksunlugu gibi bir¢cok stres sinyali tarafindan yiiksek
oranda indiiklenebilir bir transkripsiyon faktoriidiir.
Hiicre  dongiisi  durmasi  ve  apoptozis  p53
aktivasyonunun en  belirgin  sonuglaridir  [25].
Calismamizda Cgg (500 nM), 5-FU (500uM), 5-FU+Cg
(500 nM+500uM) kombinasyonu ile muamele edilmis
insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda p53 proteini
24 saat sonrasinda Western Blotlama yontemiyle analiz
edildi. FElde edilen sonuglara gore kontrol ve Cgo
gruplarinda DNA’nin hasar gormedigi gozlendigi i¢in
p53 ifadesinin az miktarda oldugu belirlendi. Fakat 5-FU
ve 5-FU+Cq gruplarinda DNA hasar1 ve stresle
karsgilagan hiicreler oldugu gézlendigi igin bu gruplar p53
protein ekspresyonunu arttirarak indiiklendigi belirlendi
(Sekil 7). TIGAR, hicresel fruktoz 2,6-bisfosfat
seviyesini diigiirerek glikolizini bloke eder ve bu da
fosfofruktokinaz (PFK) aktivitesinin inhibisyonuna yol
acar. TIGAR ayrica besin ve metabolik strese cevap
olarak hiicre i¢gi ROS'u modiile eder ve boylece ROS
kaynakl otofajiyi onler [26]. Aym sekilde Cgo (500 NM),
5-FU (500 uM), 5-FU + Cg (500 nM+500 puM) ile
TIGAR proteini {izerine yapilan tedaviden 24 saat sonra
sonuglar Western Blotlama ydntemiyle analiz edildi.
Elde edilen bu sonuglara gore; MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda 5-FU + Cg kombinasyonunda kontrole
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oranla kayda deger oranda artis oldugu TIGAR ifadesini
indiikleyerek hiicrelerin apoptoza gitmesine yardimei
oldugu distiniildi (Sekil 8).

Sonug olarak; MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 5-
FU, Cg fulleren ve 5-FU+Cg, kombinasyonunun etki
mekanizmalart hiicre canliligi (WST-1), ROS seviyeleri
ve Western blot ile TIGAR/p53 proteinlerinin
ekspresyonlar1 incelendiginde TIGAR ve p53 protein
seviyelerinde etkin bir artig oldugu goézlendi. TIGAR ve
p53’ iin apoptozu indiikleme kabiliyeti kanser tedavisi
i¢in kullanilabilecek 6nemli bir antitiimér potansiyeline
sahiptir. P53 ve TIGAR hedefli tedavilerin gelecekteki
basarisi, apoptoz ve hiicre dongiisii islevlerinin nasil
diizenlendigini daha iyi anlamay gerektirecektir.
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