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C60 FULLEREN NANOPARCACIKLARIN GLIOBLASTOM U373
HUCRELERI GELiSiMi VE ISTiLASI UZERINDEKI ETKIiSi

OZET

Glioblastoma Multiforme (GBM), birincil Merkezi Sinir Sistemi tiimorii olup, tiim beyin
tlimorleri arasindaki en sik goriilen, en agresif ve en o6liimciil olanidir. Tedavi stratejileri
arasinda cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapi bulunmaktadir. Ancak GBM
hiicrelerinin istilaya egilimli olmalar1 nedeniyle bu tedavi stratejileri yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle yeni tedavi stratejileri arastirilmakta ve 6zellikle de hedefe yonelik ilag tedavi
yontemleri iizerinde durulmaktadir. Tam olarak bu noktada nanoteknoloji
kullanilmaktadir. Nanoteknoloji ile liretilen nanoparcaciklar ve ozellikle C60 fulleren
giiclii antikanser aktivite, gii¢lii antioksidan etki, antimikrobiyal etki, antiviral etki ve
radikal stipiiriicii 6zellikleri ile GBM tedavisinde hem hedefe yonelik ilag hem de yeni bir
teknoloji olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, nanopartikiillerin kanser
hiicreleri iizerindeki etkisinin mekanizmalarini netlestirmek i¢in glioblastoma U373
hiicrelerinde C60 fulleren’in istila aktivitesi ve hiicre iskeleti proteinlerinin ekspresyonu
iizerindeki etkisinin incelenmesidir. Mevcut calismanin sonucunda, C60 fulleren’in
glioblastoma U373 hiicresinin 06zellikle hiicre iskeletini, fibronektin {iretimini ve
hareketliligini etkilemek i¢in giiclii oldugunu gostermistir. Ayrica mevcut calismanin
sonuclarinda gozlenen veriler bir biitliin halinde degerlendirildiginde C60 fulleren, hiicre
iskeleti ana yapilar1 olan ara filamentleri ve mikrotiibiilleri zit yonde etkilemistir.
Bununla birlikte, C60 fulleren’in glioblastoma hiicre gogii lizerindeki inhibitor etkisine,
GFAP yukari regiilasyonu ve Tiibiilin asag regiilasyonu eslik ettigi tespit edilmistir. C60
fulleren nanopargaciklari, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi lizerindeki etkinin yani
sira glioblastoma hiicrelerinin reaktivitesini de diizenler. Bu nedenle C60 fulleren, GBM
istilasinda rol oynadigr gibi glioblastoma hareketliliginin baskilanmasinda da rol
oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: U373 glioblastoma hiicre hatti, nanopartikiil, C60 fulleren, GFAP,
hiicre gogii.
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THE EFFECT OF C60 FULLEREN NANOPARTICLES ON
CYTOSKELETON AND MIGRATION OF GLIOBLASTOMA U373
CELLS

ABSTRACT

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the primary Central Nervous System tumor and is the
most common, most aggressive and deadly of all brain tumors. Treatment strategies
include surgery, radiotherapy, and chemotherapy. However, these treatment strategies are
insufficient because GBM cells are prone to invasion. For this reason, new treatment
strategies are being researched and especially targeted drug treatment methods are
emphasized. This is exactly where nanotechnology is used. Nanoparticles produced with
nanotechnology and especially C60 fullerene are used as both a targeted drug and a new
technology in GBM treatment with their strong anticancer activity, strong antioxidant
effect, antimicrobial effect, antiviral effect and radical scavenging properties. The aim of
this study was to examine the effect of C60 fullerene on the invasion activity and
expression of cytoskeletal proteins in glioblastoma U373 cells to clarify the mechanisms
of the effect of nanoparticles on cancer cells. The result of the present study showed that
C60 fullerene is particularly potent to affect the cytoskeleton, fibronectin production and
motility of glioblastoma U373 cell. In addition, when the data observed in the results of
the current study were evaluated as a whole, C60 fullerene affected the intermediate
filaments and microtubules, which are the main cytoskeletal structures, in the opposite
direction. However, the inhibitory effect of C60 fullerene on glioblastoma cell migration
was found to be accompanied by GFAP upregulation and Tubulin downregulation. C60
fullerene nanoparticles regulate the reactivity of glioblastoma cells as well as the effect
on cytoskeletal reorganization. Therefore, C60 fullerene may play a role in the
suppression of glioblastoma motility as well as in GBM invasion.

Keywords: U373 glioblastoma cell line, nanoparticle, C60 fullerene, GFAP, cell
migration.

viii



1. GIRIS

Bir¢ok kanser tiiriinde hayatta kalma oranlari, erken teshis ve tedavilere yonelik yapilan
caligmalarin artmasi ile son yillarda 6nemli 6lciide iyilesmistir (Akhavan et al. 2019).
Ancak beyin tlimorleri, tiim kanser tiirleri arasinda hala hayatta kalma oran1 en diisiik
olan kanserler arasindadir (Aldape et al. 2019). Ciinkii beyin tiimdrlerinin standart
tedavilere direngli dogasi, yeni tedavi yontemlerinin gelistirmesinde biiylik bir engel

olusturmaktadir (Akhavan et al. 2019).

Yetiskinlerde en sik goriilen ve oliimctil olan birincil Merkezi Sinir Sistemi (MSS)
timorii olan Glioblastoma Multiforme (GBM), glial hiicrelerden koken almaktadir
(William et al. 2017; So et al. 2021). GBM tiim gliomalar arasinda en sik tani alan ve en
agresif olamidir (Tilak et al. 2021). Beyindeki tiim koti huylu primer tiimdrlerinin
neredeyse %80’ini olusturur (Hanif et al. 2017). Glioma hastalarinda yaygin olarak
kullanilan tedavi stratejileri klinik tedaviler, cerrahi tedavi, radyoterapi ve kemoterapidir
(Y1 et al. 2013). Gliomlarin modern kemoterapisi, invazyon ve metastazlara karsi
yeterince etkili olmadigindan, hastalarin sadece %10’u tedaviden 5 yil sonra hayatta
kalmaktadir (Fatehi et al. 2018; Ostrom et al. 2014). Cerrahi tedaviden sonra ise ortalama
18 aylik sag kalim siiresine sahiptirler. GBM, istilaya son derece egilimlidir ve bu
nedenle her yil diinya ¢apinda binlerce hastanin 6liimiine neden olur (Aulakh et al. 2019;
Fatehi et al. 2018). GBM hastalarinin ¢ogu ayni tedavileri alir ve su anda GBM hastalari
icin ¢ok az sayida hedefe yonelik tedavi mevcuttur (Taylor et al. 2019). Bu nedenle
GBM’de olusan molekiiler genetik degisiklikler ile mevcut uygulamalar arasinda baglanti
saglanarak alternatif tedavi yollarn gelistirmek icin arastirmalar ve ¢alismalar

stirdiiriilmektedir (Sunguroglu ve Tagpinar 2010).
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Sekil 1. Glioma Hiicre Mikrogevresi (Vollmann-Zwerenz et al. 2020)

1.1. GBM ve Tiimor Mikrogevresi

Tiimor Mikro Cevresi (TME), kanser hiicrelerinin yani sira normal olan bir¢ok hiicre
tipini de igerir. Bunlar; endotelyal hiicreler, perisitler, fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri,
mikroglia, astrositler ve noronlar olarak siralanabilir. Bu hiicrelerden bazilar1 beynin
kanserli olmayan kismini diger dokulardan ayiran Ozellikleri tagimasiyla birlikte aym
zamanda beyin timoérlerinde de yaygin olarak bulunmaktadir. Beyin hiicre dig1 matrisi
(ECM), beyinde bulunan diger TME’lerden bircok yoniiyle onemli Slgiide farklilik
gostermektedir. Kollajenler, laminler ve fibronektin de dahil olmak iizere MSS’de
bulunmayan diger dokularda stroma boyunca bol miktarda hiicre dis1t matris proteinleri
bulunur. Bu hiicre dig1 matris proteinleri sadece beyindeki vaskiiler bazal membranlar ile
birlikte bulunmaktadir (Quail and Joyce 2017). Glioma hiicrelerinin go¢ edebilmelerinin
yani sira istila i¢in bu hiicre disi matris proteinlerini parcalayarak fiziksel bariyer olan

ECM’yi gecebilmelidir (Paw et al. 2015).

Beyindeki normal hiicreler tarafindan {iretilen biyomolekiiller; sitokinler, kemokinler,

hormonlar ve nitrik oksit (NO) olarak sayilabilir. MSS’de bulunan TME’ler ile GBM
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arasindaki yakin etkilesim tiimor gelisimi i¢in esastir. Bundan dolayr TME’de bulunan

hiicrelerin GBM ve beyin dokusunda ona komsu olan diger tiim yapilar1 diizenledigi

diisiiniilmektedir (Zhang et al., 2020).

ECM, GBM’nin mikro ¢evresinin hiicresel olmayan bilesenini olusturur ve MSS’nin
biyokimyasal sinyal kaynagi olarak fizyolojisine katkida bulunur. ECM ayni zamanda
beyin hacminin yaklasik olarak %20’sini olusturmaktadir. Tiimor hiicrelerinin geligimi
sirasinda ECM ile GBM hiicreleri arasindaki etkilesimler, tiimor hiicrelerinin istilasini ve
gocilinii diizenler (Zhang et al. 2020). Ayrica ECM proteinlerinin boliinmesi de timor
hiicrelerinin gdclinii  kolaylastirabildigi gibi hiicre i¢i sinyallemeyi diizenleyebilir
(Yamada et al. 2010).
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Sekil 2. Beyin tiimorii mikrogevresinin hiicresel bilesenleri (Quail and Joyce 2017)

1.2. GBM’de Hiicre Istilas1 ve Biyolojik Mekanizmalar

Cesitli kanser tiirlerinde oldugu gibi GBM dokusuna ait tiimor hiicrelerinde de yasam
fonksiyonlarina ait sinyallerinin aktivasyonundaki degisiklik, anjiyogenez, kontrolsiiz
cogalma, doku invazyonu yapabilme ve apoptoza direng gelisimi goriilmektedir

(Sunguroglu ve Taspinar 2010).
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GBM hiicreleri beyine gog ettiginde, astrositler, noronlar, endotel hiicreleri ve ECM dahil

olmak iizere gesitli hiicrelerle etkilesime girerler. Ayrica beyindeki dar alanlara sizmak
icin hiicre govdelerini kiicliltebilirler; bdylece beynin bdlgelerini istila edebilir ve
ameliyattan kagabilirler. Beyin tiimorii hiicreleri, ECM’yi degistirerek ya da bozarak go¢

ve istila i¢in uygun bir mikro ortam yaratir (So et al. 2021).

Glioma hiicrelerinin biiylimesi, gogli ve farklilasmasi sirasinda tiimor hiicreleri ECM ile
yakin bir etkilesime girer. Hiicreler ve c¢evreleri arasinda bulunan etkilesimler dokularin
saglikli yapisint koruyan onemli bir faktordiir. Beyinde serebral endotel hiicrelerin
vaskiiler olusturmak amaciyla MSS’yi istila etmesi disinda ECM bulunmamaktadir.
Biiylime kontroliiniin kaybi, onkogenezin karakteristik bir 6zelligi oldugu gibi ECM
kontroliiniin kaybi1 da invazyon ve metastaza dogru malign hiicre progresyonunda
karakteristik bir ozelliktir. Hiicre yapigsmasi, ECM’nin proteolitik bozulmasi ve hiicre
gocli sirasinda ortaya ¢ikan tiim degisiklikler bir¢ok dokuya tiimdr hiicresi istilasi
sirasinda iletilmistir. Beyin tiimorii hiicreleri, MSS disinda ortaya ¢ikan tiimoérlerin bazi
istilac1 6zelliklerini paylasabilse de, beyin ECM’sinin 6zel yapisi ve bilesimi bu tiimoérler
icin benzersiz istilact mekanizmalarin varhigini diistindliriir. Ayrica, beyin timori
hiicreleri ve onlarin ECM’si arasindaki etkilesim, oldukca invaziv davranislara sahip
olmasina ragmen bu hiicrelerin metastaz yapabilme 06zelliginin zayif kaldigina dair

gozlemleri agiklayabilir (Tysnes and Mahesparan 2001).

GBM hiicreleri, sitokin iiretmek i¢in normal glial hiicrelerden yararlanir ve boylece
glioma istilasint uyarir (Le et al. 2003; Proia et al. 2008; Shabtay-Orbach et al. 2015).
Sonug olarak, GBM malignitesi, beyindeki tiimor ve normal glial hiicreler arasindaki
etkilesim ile ortaya c¢ikar (Oliveira et al. 2017; Priego et al. 2018). Dahasi, GBM
hiicreleri, temel sinyal yollarinin bozulmasiyla baslatilan son derece yiiksek bir metabolik
hiza sahiptir (Nakada et al. 2007). Glioma progresyonunu ve invazyonunu inhibe etmek
icin anti-tiimdr aktivitelerinden biri, malign hiicrelerde programlanmis hiicre 6liimiiniin
baslamasidir (Mellai and Schiffer 2007). Bu durum son on yilda en ¢ok calisilan nokta
olmaya devam etse de, GBM de dahil olmak iizere birgok tiimér apoptoz baslangicina
kars1 yliksek bir dirence sahiptir (Jahan et al. 2017). GBM ve glia arasindaki etkilesim
diigtiniildiiginde GBM ilerlemesinin etkili inhibisyonu, GBM ile glial mikro ortam

arasindaki sinyallesme faktorlerinin ve her ikisinin de hiicresel reaktivitesinin bastirilmasi
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olabilir. GBM ortaminda astrosit reaktivitesini sinirlandirarak, anjiyogenezin inhibisyonu

(Yang et al. 2018). ECM boéliinmesinin baskilanmasi ve tiimor ilerlemesinin 6nlenmesi
ile glioma invazyonu ve ilerlemesinin diger baskilayict yolu gergeklestirilebilir (Le et al.

2003; Agarwal et al. 2018; Mahabir et al. 2014).
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Sekil 3. GBM’nin ¢ogalmasi ve istilast mekanizmasi (Xie et al. 2014)

1.3. GBM’de WNT Sinyal Yolag:

Kanserle birlikte bir¢cok hastaligin molekiiler mekanizmasimin aydinlatilmasinda sinyal
yolaklar1 6nemli rol oynamaktadir. Bu yolaklardan biri olan Wnt sinyal yolagi 1982°de
fare meme kanserinde kesfedilmesi sonucunda hiicre go¢ii ve cogalmas ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Nusse and Varmus 1982). Wnt sinyal yolag1 kanser hiicresinin gelisim
gostermesi i¢cin onemli sayilacak kritik bir diizenleyici 6zelligini saglamaktadir (Lee et al.
2016). Wnt sinyal yolaginin anormal aktivasyonu, birgok kanser tiiriinde kanserin
ilerlemesini destekler niteliktedir. Ayn1 zamanda bu sinyal yolaginin multifonksiyonel
bir yolak olmasi, hastaligin seyrinde ve anormalliklerin saptanmasinda hedef olarak

kullanilmasimi zora sokmaktadir. Ciinkii bu sinyal yolagi saglikli insanlarin fizyolojik
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reaksiyonlarinda da yer aldigindan hedef yolak olarak belirlenmesi tedavi stratejilerini

kisitlamaktadir (Paw et al. 2015).

Tiimdr hiicresinin metastazi, timor kaynakli dliimlerin gelisim gostermesinde etkili bir
faktordiir. Epitelyal- mezenkimal gegis (EMT), epitel kaynakli kanserlerin organlara
metastaz yapmasini saglayan énemli bir siiregtir. Wnt sinyal yolagi ise tiimor istilasi ve
EMT ile giglii bit etkilesimi oldugu bildirilmistir. Wnt sinyal yolaginin pozitif
diizenleyicilerinin ekspresyon seviyelerindeki artis ZEB1, SNAIL, TWIST, SLUG ve N-
cadherin gibi genler iizerindeki ekspresyon seviyelerini arttirmast Wnt’nin EMT deki
roliinii gostermektedir (Lee et al. 2016). Wnt sinyal yolaginin 6nemli bilesenlerinden olan
WNT5A, GBM’de hiicre goclinii engellemektedir. Gliomalarda ise WNTSA
baskilanmasi, proliferason diizeyine etki etmeden hiicre gogiinii engellemektedir. Ayrica
baska bir calismada ise WNTS5A proteinin ekspresyonunun sonucunda MMP2
aktivasyonunda artma gozlemlendigi bu durumunda GBM hiicrelerini uyardigi

bildirilmistir (Kamino et al. 2011).

1.4. GBM’de EGFR Sinyal Yolag:

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), kanser hastalifinda siklikla arastirma
yapilan sinyal yolagidir. EGFR, dort tirozin kinaz ailesine sahiptir. Bunlar; ErbB1
(EGFR, HER1), ErbB2 (Her-2, Neu), ErbB3 (Her-3) ve ErbB4’ii (Her-4) seklinde olup
GBM de mutasyona ugrayan tek grup EGFR degildir. GBM vakalarinin %8-41’inde
ErbB2/HER-2 mutasyonu oldugu yapilan caligmalarla ortaya ¢ikmistir (Chin 2013;
Brennan et al. 2013; Zang et al. 2015). Kanserde EGFR 1iki farkli sebepten dolay1 siklikla
calisiimaktadir. ilk olarak, anormal EGFR sinyalinin kanserde énemli rol model olmasi
ve bundan dolay1 kanser sinyallerinin etkilesiminde 6nemli bir gecis noktast olmasidir.
Ikinci durum ise terapotik olarak tedavide dikkat cekici olmasindan ve olumlu sonug
verilecegi diisiincesinden dolayi lizerinde durulmaktadir (Hatanpaa et al. 2010). GBM ile
iliskili siklikla goriilen genetik degisiklik EGFR’ iin ekspresyon seviyelerindeki artistan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Ekstrand et al. 1991). Gbm’de EGFR hiicresel
proliferasyonu arttirdig1 gibi tedaviye direng noktasinda 6nemli bir sinyal mekanizmasini

olusturmaktadir (Huang et al. 2009).



1.5. GBM’de PI3K/AKT/mTOR Sinyal Yolag:

Fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K), hiicresel diizeyde sag kalim, ¢ogalma ve metabolizma
gibi fonksiyonel 6zellikleri yerine getirmede ve bu siireglerin diizenlenmesinden sorumlu
bir lipit kinazdir (Li et al. 2016). PI3K/AKT/mTOR ekspresyon seviyelerindeki artis ve
buna bagli olarak molekiiler degisimler tiimor olusumu ile iliskilendirilmektedir (Li et al.
2016; Radoul et al. 2016; Zhao et al. 2017). PI3K’nin serin- treonin AKT, mTOR ve
bununla birlikte hiicre boliinmesi gibi alt hedefleri mevcuttur (Nitulescu et al. 2018;
Saxton and Sabatini 2017). PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin énemli bir proteini olan
PI3K, hiicresel sevide bir uyar1 almadigi silirece sitoplazmada inaktif pozisyondadir
(Fruman et al. 2017). Sinyalizasyonun baslamasi igin HER gibi reseptor-tirozin Kinazlar
(RTK) ve G protein reseptorleri tarafindan, PI3K aktivasyonu ile baslamaktadir (Zhao et
al. 2017). RTK’ larin uyarilmasi ile fosfotirozinin AKT nin alt sinif iiyesi olan p85 te
degisiklige sebebiyet vermesinden dolayr PI3K serbest kalarak membrana tutunur ve
PI3K’nin fosforilasyona ugramis tiirevi olan phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate
(PIP2) uyarilmasiyla PIP2 fizerinden fosforilasyon yoluyla fosfatidilinositol 3.,4,5-
trisfosfat (PIP3) olusumunu katalize eder. Bu reaksiyonun degistrilmesi i¢cin PI3K’nin
zitt1 bir gen olan fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ile degistirilebilir (Li et al. 2016).
PIP2’nin PIP3’ e sinyal gecisi sayesinde bir protein kinaz B grubu olarak bilinen
serin/treonin kinaz AKT aktif hal gecer. AKT aktive olmasiyla, hiicresel fonksiyonlarin
devamlilig1 ve akisin bozulmamasi i¢in glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), forkhead box 0
(FOXO) transkripsiyon faktorleri ve BAD gibi sinyal etkilesimden sorumlu olan
proteinleri fosforile etmektedir. Ayrica AKT, mTOR’u da tiimor skleroz kompleksi
(TSC) tarafindan fosforile eder. mTOR, hiiresel olarak biiylime ve metabolimik siireglerin
temel diizenleyicisi olarak 6énemli gorevi bulunmaktadir (Zhao et al. 2017). mTOR aktive
olmasiyla birlikte mMTORC1 ve mTORC?2 da aktif hale geger. mMTORCI1, kanserle iliskili
bir gen olmakla birlikte ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasiyla iligkisi de bulunmaktadir.
Bunun disinda otofaji mekanizmasindaki diizenleyici gorevide bulunmaktadir (Paquette
et al. 2018). mTORC2 de hayatta kalmadan sorumlu olup metabolizmaya da yardimci
olmaktadir (Huang et al. 2013).
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Sekil 4. GBM istilasina dahil oldugu bildirilen {i¢ ana sinyal yolu (PI3K-AKT ve WNT) (Paw et al. 2015)

1.6. Glioma Hiicrelerinde Epitel-Mezenkimal Gegis

Epitelyal-mezenkimal transformasyon (EMT) ilk olarak 1890'larda meme kanserinde
gozlenmis olup kanserli hiicrelerin biiylimesi, farklilasmasi ve gelisim gdstermesi gibi
siireclerde biyolojik baglantisi oldugundan timdr metastazinda Onemli bir roli
bulunmaktadir (Lu et al. 2020; Du et al. 2017). EMT, yara iyilesmesi, dokularin yeniden
sekillenmesi ve embriyonik gelisim gibi Ozelliklere canlilarda bir kayip olmaksizin
sekillenmesi icin vazgecilmezdir. EMT siireci, tiimor hiicrelerinin bazal membrandan
ayrilmasini igermesinden dolayt GBM’de {izerinde durulan 6nemli bir stratejidir (Iwadate
2016). Bu gibi 6nemli 6zelliklerinden dolayr EMT, kanser tan1 ve tedavisinde potansiyel
bir hedef olarak kabul edilmekte ve GBM’de EMT'nin timdr olusumu ve metastazindaki
kritik iglevi yogun olarak arastirlmaktadir (Du et al. 2017). Tedavi stratejilerinde
Hormonal ve kemoterapide 6nemli asama kaydedilmis olsada GBM, alternatif tedavi
stratejilerine ac¢ik olup nanoparcacik tiirevi olan C60 fulleren ile onemli bir gelisim

gostermesi beklenmektedir (Scherbakov et al. 2016; Semina et al.2018).



1.7. Hiicre Iskeletinin Glial Hiicrelerdeki Rolii

Hiicre iskeleti, her Okaryotik hiicrenin 6nemli bir bilesenidir. Dinamik bir sekilde
etkilesime giren ipliksi dizilerden olusan bir agda organize edilen protein polimerleri ve
iligkili faktorlerin bir koleksiyonundan olusur (MacTaggart and Kashina 2021). Hiicre
iskeleti, bir yandan kati1 olan ve diger yandan hiicre seklindeki bir degisikligi ve bazi
durumlarda hiicre hareketini kolaylastirmak icin yeterince plastik olmasina izin veren bir
dizi ipucuna yanit veren bir yap1 saglar. Hiicre iskeleti elemanlar1 ayrica hiicre i¢i tasima
ve hareketlilik i¢in gerekli olan hem kuvveti hem de yonlenmeyi saglayan motor
proteinlerle etkilesime girer (Tuszynski et al., 2003). Bu nedenle, ara filamentler, mikro
tipler ve mikrofilamentler ile olusturulan hiicre iskeleti orkestrasinin dinamik
degisiklikleri, normal hiicrelerde homeostaz1 desteklemek ve hayati fonksiyonlari
saglamak i¢in kritik 6neme sahiptir. Ayrica hiicre iskeleti proteinleri beyin hiicrelerinde

hem malignite hem de ¢esitli patojenik siireglerde rol oynayabilir.

1.7.1. Glial Fibriller Asidik Proteini (GFAP)

Ara Filament ag1 (AF), astrosit hiicrelerinin hiiceresel diizeyde bir biitilinliik gdstermesi ve
esneklik kazanmasini saglamaktadir (Middeldorp and Hol 2011). Glial fibriller asidik
proteini (GFAP), astrosit hiicrelerinden meydana gelen 6nemli bir ara filament agidir
(Brenner 2014). GFAP, MSS’ de bulunup yaklasik olarak 12 nm boyutunda olan AF-III
tip proteinidir. Yapisal olarak periferin, vimentin ve desmin gibi epitelyal olmayan AF
iiyeleriyle benzerlik gdostermektedir (Yang and Wang 2015). GFAP, ilk olarak Multipl
sklerozlu (MS) hastalarin MS plakasindan saflastirilarak kesfedilmistir (Eng et al. 1971).
Ayrica ilk olarak GFAP geni 1989 yilinda klonlanmistir (Middeldorp and Hol 2011).
GFAP geni, insan kromozomu 17q21 ile eslenen tek bir gen tarafindan kodlanilan ve
yaklagik olarak 10 izoformu vardir. Beyin ve omurilik kisminda baskin olan izoform
GFAP-a dir (Reeves et al. 1989). Tiim tip AF-III” ler hiicre iskeletinde destek ve hareket
kisminda gorev almaktadir (Middeldorp and Hol 2011). GFAP, astrositlerde
rejenerasyon, reaktif gliozis ve sinaptik pilastisite gibi onemli fonksiyonlarin yerine
getirilmesinden sorumludur (Kunchok et al. 2019). Ayrica Kan Beyin Bariyeri (KBB) ve
komsu ndronlar arasi etkilesimlerde de 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Yang and Wang

2015). Ayn1 zamanda da GFAP, hiicre hareketliligi ve gogiinde rol oynar. Ancak farkli
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astrosit alt tiplerinde normal fizyolojik veya patolojik fonksiyonlara ne 6l¢iide katkida

bulundugu heniiz bilinmemektedir (Middeldorp and Hol 2011).
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Sekil 5. insan GFAP ekleme varyantlarinin transkriptleri ve GFAP nin hiicre gdciindeki rolii (Middeldorp
and Hol 2011)

1.7.2. Fibronektin (FN)

Fibronektin (FN), ECM’ ye lokalize halde olan ayni zamanda ECM’nin biitiinliiglini ve
molekiiler yapisin1 koruma ile iliskilendirilen bir cesit koprii gorevi iistlenen protein
yapisidir. Yalniz bununla kalmayip doku organizasyonun diizenlenmesinden de sorumlu
oldugu bilinmektedir (To and Midwood 2011). ECM, yapisal olarak proteoglikanlar,
glikoproteinler ve kollejenler olmak tizere 3 ana bilesikten olugmaktadir. ECM’nin
glikoprotein simifina ait olan FN bag doku onarimini saglamaktadir. Ayrica %5 oraninda
karbonhidrat igermektedir (Hynes 1990; Schwarzbauer et al. 1987). Kisaca FN hiicre
membraninda bulunan integrin proteinine baglanmasiyla hiicre i¢i ve hiicre dis1 olaylarda
meydana gelen degisikliklerin diizenleyicisidir (Pearson et al. 1988). ECM proteini olan
fibronektin, hiicresel metastaz, hiicre farklilagsmasi, apoptoz ve timor olusumu gibi
kanserle baglantili birgok patolojik olaylarda etkisi bulunmaktadir (Hynes and Zhao
2000; Pankov and Yamada 2002; Sottile and Hocking 2002). Bu nedenle, FN
ekspresyonundaki degisiklikler, ECM ve hiicresel yiizeyin tiim yapigkan proteinleri

etkilesimi yoluyla hiicre gdg¢iinii diizenleyebilir.
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Sekil 6. FN’nin fonksiyonlar gemas1 (Dalton and Lemmon 2021)
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1.8. Nanoteknoloji

Nanoparcaciklar, 1-100 nm boyuntunda olan partikiil malzemeler olarak adlandirilir
(Huang et al. 2017). Son zamanlarda yapilan calismalar ile birlikte tip ve nanoteknoloji
alanindaki gelismeler dogrultusunda fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak gelistirilen
altin, giimiis, demir, bakir, kobalt gibi farkli elementlerden ¢ok fazla nanomalzeme elde
edilmistir. Bu nanomalzemelerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin yani sira
nanopargcacik ozelliklerini manipiile etme yetenekleri ile nanopargaciklarin tan1 amagli ve
ila¢ dagitimlarinda goriintii kontrast madde olarak kullanilmasina olanak saglar (Singh et
al. 2018). Ayrica nanoparcaciklarin, hastalik patogenezinden sorumlu olan molekiiler
degisikliklerin tespitinde ve terapotik maddelerin in-vivo etkinligini kontrol etme

noktasinda da yardimci olur (Alexis et al. 2008).

Nanopargaciklar, hastaliklarin tedavilerinde kullanilan ilaglarin toksisitesini azaltarak
etkinliklerini arttirma potansiyeline sahiptir. Ayni1 zamanda ilaglarin stabilitesini ve
cozlintirliiklerini iyilestirebilme yetenekleri de vardir. Ayrica nanopargaciklar, gliniimiiz

arastirmalar1 kapsaminda hedefe yonelik ilag dagilimi ve kombine tedavilerin
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gelistirilmesini de kolaylastirmaktadir (Alexis et al. 2008). Ozellikle kanser

tedavilerindeki en biiyiikk engel olan, tiimor bolgelerine gonderilen ilaglarin istenilen
konsantrasyonda ulagsmasi ve kanserli hiicreyi hedef alirken ayni zamanda normal

hiicrelere verilen zararin en aza indirilmesi hedeflenmektedir (Misra et al. 2010).
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Sekil 7. Nanoteknolojinin kanser tespiti ve teshisindeki agamalar1 (Zhang et al. 2019)

GBM tedavisinin 6niindeki en biiyiik engel Kan Beyin Bariyeri (KBB)’dir. KBB’nin ilag
gecigini sinirlandirmast GBM tedavisini zorlastirmaktadir. GBM tedavisinde kullanilan
ilaclarin neredeyse %98’inden fazlasi KBB’den ge¢ememektedir. Bu nedenle GBM’yi
tedavi etmek amaciyla ¢esitli ¢alismalar yapilmaya devam etmektedir. Ancak yapilan tim
calismalar hastalarin yasam Kkalitelerini ve prognostiklerini degistirmede yetersiz
kalmistir. Bu noktada Nanopartikiiller KBB’de ilaglarin gegisini kolaylastirmak i¢in umut
verici olmuslardir. Nanopartikiillerin tiimore 06zgii hedefleme yetenekleri, biyo-
uyumluluk o6zellikleri, kiigiik boyutlu, hizli, basit ve ayni zamanda maliyeti diisiik
iretimleri ve kolay kapsiilleme yetenekleri GBM tedavisinde oldukga etkilidir. Ayrica
nanopartikiillerin hedefe yonelik ilag dagitimi ve terapdtik ajanlart tutma yetenekleri ile
ilag tasiyicilart olarak ilaglarin kademeli bir sekilde salinimlarina olanak saglar. Boylece

GBM tedavisinde kolaylik saglanabilir (Pourgholi et al. 2016).

1.8.1. C60 Fulleren

C60 Fulleren, kiiresel yiizeyi 12 besgen ve 20 altigen yap1 igeren, yiizeyi ise 60 karbon
atomundan olusan kiiresel bir molekiildiir. Altigen-altigen arasindaki baglar ¢ift, besgen-
altigen arasindaki baglar tektir. Boylece besgen ve altigenler konjuge bir m-elektron

sistemi ile baglanmis olur. C60’1n ¢ap1 0,72 nm’dir. Bu deger, steroid molekiilleri ile
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polipeptitlerin a-sarmalinin ¢apina yakin bir degerdir. Saf C60, hidrofobik bir molekiildiir

ve biyolojik zarlara gomiilerek hiicrelere niifuz edebilir. C60 ayni zamanda terapotik
ajanlar ile islevsel hale getirilebilir. Bu 6zelliklerinden dolay1 hastaliklarin tedavisinde
ilag tasiyicist olarak kesfedilmistir. Ayrica C60’mn yapisinda bulunan c¢ift baglarin
elektron eksikligi nedeniyle serbest radikaller iceren reaktifleri kolayca baglama yetenegi
de vardir. Boylece C60 biyolojik sistemlerde 6zellikle hidroksil ve siiperoksit gibi serbest
radikallerin temizleyicisi olarak gorev alabilir. Bu da C60’1n anti-tiimér, anti-inflamatuar
ve hepatoprotektif oOzelliklerini ortaya ¢ikarir. Saf C60, suda c¢oziinlirdiir ve sulu
soliisyonlarda nano boyutlu kiimeler olusturur (Kuznietsova et al. 2019). Ayn1 zamanda
C60’1n suda ¢oziinlir olmasi in-vivo Ve in-vitro ortamlarda diisiik konsantrasyonlarda
toksik olmadigina isarettir (Kuznietsova et al. 2019; Prylutska et al. 2015). Ancak C60
fulleren suda tamamen ¢oziinmez (Hsieh et al. 2017). Bu sorunu ¢ézmek i¢in C60’1n
karbon atomlarindan olusan yiizeyinde kimyasal degisiklikler yapilmaktadir. Yapilan bu
kimyasal degisimler nedeniyle C60’in biyolojik etkilerinde azalmalar ortaya ¢ikar. Bu

nedenle de saf C60 kullanmak daha etkili olacaktir (Prylutska et al. 2015).
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Sekil 8. Fullerenin biyomedikal uygulamalar1 (Athira et al., 2020)

Suda ¢oziinen C60 fulleren ve tiirevlerinin bir¢ok dnemli 6zelligi bulunmaktadir. Bunlar
giiclii antikanser aktivite, giiclii antioksidan etki, antimikrobiyal etki, antiviral etki ve
radikal siipiiriicli 6zellikleridir (Prylutska et al. 2015; Hsieh et al. 2017). Bu nedenle C60
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fulleren ve tiirevleri ¢ok fazla ilgi gérmiistiir (Hsieh et al. 2017). C60 fulleren ve

tirevlerinin antioksidan 06zellikleri hiicre i¢i ROS’u azalttigi ve oksidatif hiicre
yaralanmalar1 onledigi gosterilmistir (Xiao et al. 2010). Son zamanlarda gelistirilen C60
fulleren bilesiklerinden bazilar1 tanida goriintiileme ve antikanser ilag olarak potansiyel
uygulama araci olmustur. Ozellikle beyinde olusan hastaliklarin tedavisinde biiyiik sorun
olan KBB’ye niifuz edebilme yetenegi ile beyin tiimorlerinde ve beyinde olusan diger

hastaliklarda kullanilabilir olmustur (Hsieh et al. 2017).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Kiiltiir Kaplarma Hiicre EKimi

GBM hiicre hatt1 (U373), Ukrayna Biyokimya Enstitiisii O. Palladin’den Dr. Artem
Tykhomyrov tarafindan temin edildi. Daha oOnceden sivi azot tankinda -196 C’de
muhafaza edilmis olan hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi saglandi. 15 ml’lik falkon tiipe 5 ml
RPMI koyularak hiicrelerin ¢ok hassas ve yavas bir sekilde aktarimi gerceklestirildi.
Ortamin (Frezeen medium) uzaklastirilmasi i¢in 3000rpm’de 4 dk santrifiij islemine tabi
tutularak islemin sonlanmasi ile beraber siipernatant kisim aspireedildi. Daha sonra 10-15
ml RPMI ile homojenizasyonu saglanan hiicreler 75 cm?lik flaska aktarilarak atag
olmasi, yapilmasi planlanan deney calismasina gore ekim gerceklestirmek ve tedavi
uygulayabilmek i¢in yeterli konfluense ulasmasi amaciyla %5’lik CO2 inkiibatoriinde 1-2
giin inkiibe edilmistir. Yeterli konfluense ulasmis kiiltiire edilmis olan hiicrelerden besi
ortami aspire edilerek 3 ml PBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi. 3 ml tripsin EDTA
eklemesinin ardindan 4 dk %5’°lik CO2 inkiibatoriinde inkiibasyonu ile hiicreler kiiltiir
kabindan kaldirildi. 5 ml RPMI ile flask yikanarak (hiicrelerin tek tarafta toplanmasi
amactyla egimli bir sekilde tutularak yikama yapildi) hiicreler falkon tiip igerisine alindi.
4 dk 3000 rpm’desantrifiij isleminin uygulanmasinin ardindan siipernatant kisim aspire
edildi ve pelet kistmin 5 ml RPMI ile homojenizasyonu saglandi. Calismaya goére ekim
yapabilmek i¢in dncesinde hiicre sayisinin hesaplanmasi amaciyla, 20 pl hiicre soliisyonu
+ 20 pl trifan blue homejenize edildi ve thoma lamina lamel yerlestirilerek tizerinde
bulunan iki sayim bolmesine lamelin kenarindan hassasiyetle karisimdan aktarildi.
Inverted mikroskopta 10X’de en biiyiik kareye odaklandirilarak iki béliimiinde sayimi
gerceklestirildi. Her bir kuyucuga ekilecek toplam hiicre sayisinin hiicre sayist (iki
boliimdeki toplam hiicre sayisinin ortalamasi) x 10000 x 2 x diliisyon orani (5 ml)
formiiliiyle hesaplanmasinin ardindan kuyucuk basina deneyler (Canlilik testi, western

blot, yara iyilestirme, immiinositokimya) i¢in toplam voliim hesabi yapilacaktir.
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2.2. Yara lyilesmesi Testi

C60 Fulleren’in glioblatoma U373 hiicre gogii lizerindeki etkilerini aragtirmak i¢in yara
iyilesmesi (wound-healing) deneyi yapildi. Hiicreler, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
her bir kuyuda 25x10* olacak sekilde ekimi gerceklestirildi. Hiicrelerin yiizeye
yapismasinin ardindan 200 pl’lik pipet ucu yardimi ile diiz bir hat olusturacak bigimde
hiicreler kazindi. Kaldirilan hiicrelerin yeniden ylizeye yapismamasi i¢in her bir kuyucuk
PBS ile iki kez yikandi. C60 Fulleren ile tedavi edildi. Ardindan hiicrelerin hareketleri
izlendi ve her bir kuyucugun 0. ve 72. saatlerde ki goriintiileri kaydedildi.

2.3. Protein Izolasyonu

6 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarindan kaziyici ile toplanmis hiicreler santrifiij islemine tabi
tutularak stipernatant kisim aspire edildi. 1X’lik lizis bufferden 15 mI’lik falkon tiipe 5 ml
aktarildi. Buffer igerisine 5 pl PMSF, DTT ve Deamino benzamidine proteinaz
inhibitorleri eklendi ve homojenizasyonu saglandi. Her bir 6rnek {izerine hiicre sayis1 ile
dogru orantili olacak sekilde 250 pl lizis buffer eklenerek karistirildi ve buz tizerinde 60
dk’lik inkiibasyonun ardindan santrifiij islemine tabi tutuldu. Hassas bir sekilde pelet
kistma dokunmadan siipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarildi. 1 (Dye reagent
concanterate) /4 (dH20) oraninda Bradford yontemi icin boya hazirlanarak yeni
ependorflara her bir 6rnekten 5 pl + 1ml boya, blank i¢in 1ml boya + Sul lizis buffer
eklendi ve spektrofotometre cihazinda 595 nm’de absorbans degerlerinin dl¢timii yapilda.
Olgiim sonrasinda en diisiik abs sahip 6rnek icin konsantrasyon 30 olarak belirlenerek
buna baglh diger 6rneklerin oran orantidan konsantrasyon hesaplamalari yapildi. Kalan
orneklerden her bir ependorfa 50 pl + 50 pl sample buffer eklenerek Dry Blok cihazinda
5 dk 95 °C’de 1s1ya maruz birakilarak {i¢ boyutlu yapisi degrade edildi. Hazirlanan ve

kalan protein ornekleri -20 °C’de muhafaza edildi.

2.4. SDS- PAGE ve Western Blot

Bradford yontemi ile absorbanslari Olgiilerek konsantrasyon hesaplamalari yapilan
ornekler belirlenen miktarlarda her bir kuyucuga ayr1 ayr1 yiiklenerek SDS-PAGE’de
kosturuldu. Bunun icin, %12’lik oranda hazirlanmis Seperating jel ve Stacking jel
hazirlandi.
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Jeller hazirlanirken polimerlesmeyi saglayan temel etken madde olan TEMED eklemesi

en son yapildi. Kalin cam arkada ince cam Onde olacak sekilde birlestirilerek kasete
yerlestirilerek sikistirildi. Hazirlanan jeller polimerlesmenin hemen gergeklesmesi
ihtimali ile iyice homojenizasyonu saglandiktan sonra hizli ve hassas bir sekilde iki cam
arasma aktarildi. Uzerine Stacking jel icin birakilmis olan bosluga propanol koyularak
jelin diizgiin bir bigimde polimerlesmesi saglandi. Kurutma kagidi ile dikkatlice propanol
uzaklastirildi. Jelde partikiil kalmas1 gibi bir durum géz {intinde bulundurularak kurutma
kagidinin jele temas etmemesine dikkat edildi. Separating jelin polimerlesmesinin
ardindan 2 ml hazirlanmis olan stacking jel koyularak iki cam arasina tarak yerlestirildi.
Polimerlesmenin gerceklesmesi ile beraber camlar kasetten alinarak taraklar ¢ikartildi ve
kuyucuklar i¢ tarafa doniik sekilde ve karsisina da kalin bir cam ile beraber yliriitme
tankina yerlestirildi. iki cam arasina yeni hazirlanmis 1X’lik Fresh Running Buffer
aktarildi. Tankta belirlenen hizaya gore Onceden kullanilmis Fresh Running Buffer
koyuldu. Kuyucuklara sirasiyla sample buffer (5ul), marker (2,5ul) ve hesaplamalar
dogrultusunda &rnek yiiklemeleri gergeklestirildi. Orneklerin yiiklenmesi ile kirmizi ve
siyah bolmelere dikkat ederek tankin kapagi kapatildi. Cihaz agildiktan sonra 25 mA'de
yaklagik olarak 90 dk bant olusumu gozlemlenene kadar kosturuldu. Yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra Orneklerin jelden PVDF membrana transferi icin diizenek
hazirlandi. Sandvig kasetinin siyah kisminin {izerine transfer buffer ile islatilarak sirasiyla
stinger iki adet ince bir adet kalin kurutma kagidi ve tlizerine Stacking jel kismi
uzaklastirilarak jel yerlestirildi. Ilk olarak metanol daha sonra transfer buffer ile 1slatilan
membranin piiriizsiiz kism1 jele doniik olacak sekilde hassasiyetle yerlestirildi. Rolon
kullanilarak membranda olusan hava bosluklar1 dikkatlice diizeltildi. Uzerine transfer
buffer ile 1slatilan iki ince kurutma kagidi ve siinger yerlestirilerek sandvi¢ diizenegi
kapatildi. Tanka siyah ve kirmizi kisma dikkat edilerek sandvig yerlestirildi. Is1 akimi ¢ok
olacagindan otiirli tanka buz birakildi. Tankta belirtilen 4 gel yazan kisma kadar transfer
buffer ile dolduruldu. 210 mA’de 120 dakikalik transfer i¢in cihaz g¢alistirildi. Transfer
islemi sonlandiktan sonra TBS-T ile %5’lik BSA hazirlandi ve membran bu soliisyonun
igerisinde 60 dk 25 °C’de bloklamak i¢in inkiibasyona birakildi. Daha sonra ¢alisilmasi
planlanan proteinleri isaretlemek i¢in 6ne primer daha sonra TBS-T ile 5x5 yikamalarin
gerceklestirilmesinin ardindan sekonder antikorlar ile membran muamele edildi. Primer
antikor, bloklamanin hemen ardindan gece boyu roler iizerinde dondiiriilerek saglandu.

Yikamalar sonrasinda sekonder antikora yatirildi ve oda sicakliginda (25 °C) 60dk
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dondiiriildi. Kemiliiminesans goriintiileme yontemi kullanilarak X-Ray cihazinda filme

aktarimi gerceklestirildi ve protein ekspresyon seviyeleri gozlemlendi.

2.5. Hiicre Canlilik Testi/Tripan Mauvisi

Hiicre canliligin1 saptamak i¢in toplamda 500 uL numune kullanildi. Her numune 1-2 X

105 hiicre/mL hiicre sayisina sahip 500 pL eppendorf tiiptine konuldu. Hiicre
siispansiyonuna 100 pL %0,4 tripan mavisi soliisyonu eklenerek ve 5 dakika beklenildi.
Hiicreler, bir Thoma lamina yerlestirildi. Tiim hiicreler ve canli (boyanmayan) hiicreler

sayildi. Canl1 hiicrelerin yilizdesi su sekilde hesaplanir:

Canli hiicre oran1 (%) = Boya almamis hiicrelerin sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100

2.6. Immiinositokimya

Immiinositokimya deneyi icin, 1. anti-GFAP antikoru (Tavsan anti-Insan Glial fibriller
asidik proteini Poliklonal Antikor, MYBIOSOURCE, Katalog Noe MBS1489669) ve 2.
anti-GFAP antikoru (Rabbit anti-Rat Glial fibriler asidik protein Poliklonal Antikor,
Institute Biochemistry Palladin, Ukrayna'da iiretilmistir.) Nedzvetsky V. ve Tykhomyrov
A. yaymlarindan alintilanmigtir. Immiin boyanacak hiicreler tripsinlendi ve santrifiijlendi.
Thoma lamu tizerinde sayildi. Well-plate olarak 6’11 veya 24°lii well-plate kullanildi. Altt
kuyucuklu well-plate’in her kuyucuguna yaklagik 70.000 hiicre ekildi ve 24 kuyucuklu
well-plate’in her kuyucuguna homojen bir dagilimda 30.000 hiicre ekildi. Homojen
dagilim 6nemlidir ve well-plate’ler inkiibatore yerlestirilmeden once 151k mikroskobunda
gbzlenir ve bir pipet yardimiyla topaklanma giderilir. Hiicre asilanmis well-plate’ler,
37°C’de %5 CO?2 igeren bir inkiibatorde gece boyunca (16/24 saat) tutuldu. Bekleme
sonunda plak tabanina yapisan hiicrelerin iizerindeki besiyeri atild1 ve kuyucuklar 3 kez
steril PBS ile yikandi. Bu asamadan sonraki islemler oda sicaklifinda temiz bir
laboratuvar ortaminda yapilabilir. Steril kabinde ¢alisma zorunlulugu yoktur. Yikama
isleminin sonunda soguk metanol kullanilarak fiksasyon yapilmistir. Her kuyucuga 1 ml
metanol ilave edilen well-plate oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Bekleme
siresinin sonunda hiicreler iizerindeki metanol atildi ve hiicreler transfer pipeti
yardimiyla 2 kez PBS ile yikandi. Son yikamadan sonra, PBS atildi ve hiicreler, 37°C’de
5 dakika boyunca PBS i¢inde hazirlanan %0.1 Triton-X 100 ile gegirgenlestirildi. Bu siire



19
sonunda 37°C’den alinan hiicreler tizerindeki Triton-X 100 transfer pipeti yardimiyla

atild1 ve spesifik olmayan bloklama yapildi. Bu bloklama isleminde 6 kuyucuklu well-
plate’in her bir kuyucugu i¢in toplam 500 ul ve 24 kuyucuklu well-plate’in her bir
kuyucugu icin toplam 250 ul hazirlandi. Antikor blok soliisyonu eklendikten sonra
hiicreler 1 saat 37°C’de veya oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu bekleme oda sicakliginda
gergeklesirse levhanin {izeri 151k gérmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile kaplanmalidir.
Bekletme siiresinin sonuna dogru FITC etiketli sekonder antikor soliisyonu hazirlandi. Bu
ikincil antikor ¢ozeltisi seyreltildi ve kullanim protokoliine gore kullanildi. Kullandigimiz
antikor 1/100 oraninda seyreltilerek hazirlandi. Bu ¢ozelti, 6 kuyucuklu well-plate’in her
bir kuyucugu i¢in toplam 500 ul ve 24 kuyucuklu well-plate’in her bir kuyucugu i¢in
toplam 250 ul olarak hazirland:. ikincil soliisyon eklendikten sonra well-plate 1 saat
37°C’de veya oda sicakliginda inkiibe edildi. Bekleme siiresinin sonunda kuyucuklardaki
antikor karigimi uzaklastirildi ve pipetleme yapilmadan 3 kez PBS ile yikandi. Yikama
sonunda hazirlanan sekonder antikor soliisyonu hiicrelerin iizerine ilave edilerek well-
plate inkiibatorde 45 dakika veya oda sicakliginda aliiminyum folyoya sarilarak
bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda sekonder antikor aliiminyum folyoya sarilarak
maksimum 2 kez daha kullanilmak tizere yeni 1,5 ml’lik Eppendorf tiipe konuldu ve -
20°C’ye getirildi. Kuyucuklar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra hiicreler floresan
mikroskop yardimiyla incelendi. Laboratuvarimizda inverted floresan mikroskobu
olmamasi nedeniyle well-plate kuyularina temiz lamel yerlestirildi ve bu lamellere hiicre
ekimi yapildi. Boyama sonunda hiicreler, mikroskop lam1 tizerindeki lameller bir enjektor
ignesi ile ters cevrilerek incelendi. Inceleme isleminin sonunda lameller tekrar
kuyucuklara yerlestirildi ve lizerini kapatacak sekilde PBS ilave edildi ve aliiminyum
folyoya sarilarak +4°C’de saklandi. Bir ters floresan mikroskobu incelenecekse, well-

plate dogrudan incelendi ve hiicrelere PBS ilave edildi ve +4°C’de saklandi.



3. BULGULAR VE TARTISMA

Mevcut c¢alismada, diisiik nanomolar dozlarda C60 fullerene maruz birakilan
glioblastoma U373 hiicrelerinde migrasyon kabiliyeti, hiicre canliligi, yapiskan protein
fibronektin ekspresyonu; mikrotiibiiller, mikrofilamentler ve ara filamentler dahil ana

hiicre iskeleti yapilarinin protein icerigindeki degisiklikler 6l¢iildii.

Yara iyilesmesi analizinin sonuglari, 72 saat boyunca 500 nM C60 fullerene maruz
birakilarak glioblastoma U373 hiicrelerinin migrasyon yogunlugunun baskilandigini
gostermistir (Sekil 9). Bu doz, hem GFAP hem de fibronektin ekspresyonunu uyarmak

icin en belirgin doz olarak segildi.

Kontrol

: 100 pim

500 nM

C60 fulleren'e
maruz kalan
U373 hcreleri

O saat 72 saat

Sekil 9. Kontrol grubu ve C60 fulleren’e maruz birakilan U373 hiicrelerinin migrasyon testinin sonuglari
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Tripan mavisi testi ile hiicre canliliginin 6l¢iilmesi, 100 — 500 nM C60 fulleren dozlarinin
glioblastoma U373 hiicre canliligin1 istatistiksel degisiklikler olmaksizin Onemsiz
derecede baskiladigini gdstermistir. Bununla birlikte, 500 nM C60 fulleren ile tedavi
edilen bir grupta hiicre canliliginin asagi regiilasyonu ile ilgili istatistiksel degisiklikler

gozlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. C60 Fulleren’e maruz birakilan Glioblastoma U373 hiicrelerinde hiicre canlilig1 kontrolii

Elde edilen sonuglar, diisiik dozlarda C60 fulleren’in, spesifik glial ara filament proteini
GFAP’nin ekspresyonunu uyarmak i¢in gii¢lii oldugunu gostermistir. Gergekten de 250
ve 500 nM dozlari, ¢alismamizda GFAP igeriginde artisa neden oldu (Sekil 11). Bu
nedenle, C60 fulleren, astrosit tiirevli glioblastoma U373 hiicrelerinde glial ara

filamentleri etkiler.



GFAP (% kontrol)

150+

100+

22

*kk
Kk
quQ QQQ

C60 Fulleren doz

Sekil 11. C60 Fulleren’e maruz birakilan Glioblastoma U373 hiicrelerinde GFAP proteini kontrolii

Ote yandan, glioblastoma U373 hiicrelerinin C60 fulleren ile tedavisi, tiibiilin igeriginde

hafif bir diisiise neden oldu (Sekil 12). Bu nedenle, C60 fulleren’in mikrotiibiiller

iizerindeki etkisi, glial hiicrelerin ara filamentlerine kiyasla farklidir.
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Sekil 12. C60 Fulleren’e maruz birakilan Glioblastoma U373 hiicrelerinde Tiibiilin proteini kontrolii
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B-Aktin igerigi Olgiimiiniin sonuglari, bu hiicre iskeleti proteininde higbir degisiklik
gostermedi (Sekil 13). Bu nedenle, diisiik dozlarda C60 fulleren, mikrofilament

proteinleri tizerinde hicbir etkiye sahip degildir.
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Sekil 13. C60 Fulleren’e maruz birakilan Glioblastoma U373 hiicrelerinde Aktin proteini kontrolii

Fibronektin iceriginin 6l¢iilmesi, C60 fulleren’in glioblastoma U373 hiicrelerinde

fibronektin liretimi tizerindeki uyaric etkisini gostermistir (Sekil 14).
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Sekil 14. C60 Fulleren’e maruz birakilan Glioblastoma U373 hiicrelerinde Fibronektin proteini kontrolii
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Western blot sonuglari, calismamizda GFAP, tiibiilin ve fibronektinin C60 fullerene
maruziyetinden etkilendigini gostermistir (Sekil 15). Ote yandan, p-aktin ve GAPDH

igerikleri, C60 fulleren tedavisinden etkilenmedi.

GFAP, 49 kDa

Tubdulin, 50 kDa

B-Aktin, 43 kDa

Fibronektin, 280 kDa

GAPDH, 36 kDa

C60 fulleren

Sekil 15. Kontrol grubunda ve C60 fulleren’e maruz birakilan glioblastoma U373 hiicrelerinin GFAP,
tiibtilin, B-Aktin ve fibronektinin Western blot sonuglari

C60 fulleren’in glioblastoma U373 hiicrelerinin reaktivitesi tizerindeki etkisi, GFAP
immiinositokimya boyama kontrolii ve maruz kalan hiicreler ile gosterildi (Sekil 16). C60
fulleren hiicrelerine maruz kalan floresans sinyalindeki artig, glioblastoma U373

hiicrelerinin reaktivitesini gostermis ve kanitlamistir.
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Sekil 16. Glioblastoma U373 hiicrelerinin anti-GFAP ile immiinositokimya boyamasi

Glioblastoma U373 hiicreleri astrositlerden tiirer ve bu tip beyin kanserinin agresifligini
saglayan cesitli mutasyonlar sergiler. Bununla birlikte, Glioblastoma U373 hiicreleri, bir
astrosit modeli olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Verkhratsky et al. 2017). Bu
dontstiiriilmiis  hiicreler, cesitli uyaranlara karst yamit verme ve uyumlu astrosit
ozelliklerinde yliksek metabolik hiz uygulama olasiligin1 korur. Astrositler, bir kural
olarak, astrogliozis adi verilen belirgin hiicresel yanit1 gelistirme potansiyeline sahiptir
(Pekny and Nilsson 2005). Astrogliozis, GFAP yukari regiilasyonu ve glial hiicre iskeleti
biiylimesi ile iliskilidir. Ayrica glial proliferasyon olarak goriilen bir astrogliozis seyrinde

astrosit sayisi ¢ogaltilir (Cragnolini et al. 2018).

Cesitli in vitro ve in vivo modeller, ¢ok sayida dig uyaranin astroglial hiicre iskeletini
etkileyebilecegini gostermistir (Zamanian et al. 2012). Birkag sitotoksik faktor, hiicresel
yanitin dnemli mekanizmalarindan biri olarak hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini
indiikleyebilir. Benzer faktorlerin ¢ogu, anlamli astrogliozise yol agan uyarici faktorleri
icerir. GFAP, glial ara filamentlerin ana bilesenidir. Ayrica, GFAP’nin ekspresyon
seviyesi, glial reaktivitenin en kullanigli belirtecidir (Vijayan et al. 1990). GFAP

ekspresyon seviyesinin astroglial reaktiviteyi yansittig1 dikkate alindiginda, sunulan
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sonuglar, C60 fulleren’in glioblastoma U373 hiicreleri {iizerindeki uyaric1 etkisini
gostermistir. GFAP ekspresyonunun progresif biiyiimesi, glioblastoma U373 hiicrelerinde
GFAP igeriginin doza bagl degisiklikleri olarak tespit edildi. Bu nedenle, C60 fulleren,
ara glial filamentleri etkileyebilir ve donistiirilmemis glial hiicrelere benzer
mekanizmalarla U373 hiicrelerindeki degisiklikleri uyarabilir. Ayrica, GFAP igerigindeki
artig, kullandigimiz en yiiksek doz olan 500 nM C60 fullerene maruz kalan hiicrelerde

daha biiyiiktii.

Ote yandan, C60 fullerene maruz kalan glioblastoma U373 hiicrelerinde aktin igeriginde
herhangi bir degisiklik gézlenmedi. Aktin mikrofilamentlerinin tiim 6karyotik hiicrelerde
hiicre iskeletinin temel bir parcasi oldugu dikkate alindiginda, ¢alisma sonuc¢larimizda
elde edilen sonuglar, C60 fulleren nanopartikiillerinin glioblastoma U373 hiicrelerinde
aktin igerigi tizerinde higbir etkisinin olmadiginin kanitin1 gostermistir. Mevcut ¢alismada
elde edilen tiibiilin i¢erigindeki hafif azalmaya iliskin sonugclar, hiicresel metabolizma ve

hiicre reaktivitesi ile ilgili olarak C60 fulleren’in diisiik inhibitor etkisi ile ilgili olabilir.

Fibronektin, hiicre gogii de dahil olmak iizere bir¢ok hayati siireci diizenleyen hiicre disi
matris proteinidir. Calisgmamizda gézlemlenen, glioma hiicrelerinde fibronektinin yukari
regililasyonu, hiicre dis1 matris ve glioblastoma yapigskan proteinleri arasindaki yapiskan
temaslarin artmasi yoluyla glioblastoma hiicre go¢iiniin inhibisyonu ile ilgili olabilir. Bu
nedenle, C60 fulleren, hiicre dis1 matris protein iretiminin modiilasyonu yoluyla

glioblastoma hiicre gd¢iinii inhibe edebilir.

Glioblastoma U373 hiicrelerinin gocii lizerindeki etkisi, yakin zamanda bu hiicrelerin
muramil peptidine maruz birakilmasiyla gosterilmistir (Nedzvetsky ve digerleri, 2020).
Muramil peptidin inhibitor etkisi, NADP dahil olmak lizere metabolik enerjiyi tiiketebilen
PARP ve NF-kB aktivasyonu ile iligkilendirilmistir. Bu nedenle, glioblastoma
reaktivitesini ve metabolik enerji iiretimini etkileyebilecek ajanlar, glioblastoma gocii ve

istilasinin inhibisyonunu gerceklestirmek i¢in ileriye doniik araclardir.



4. SONUC VE ONERILER

Mevcut ¢alismanin sonucunda, C60 fulleren’in glioblastoma U373 hiicresinin 6zellikle
hiicre iskeletini, fibronektin iiretimini ve hareketliligini etkilemek icin giiclii oldugunu
gostermistir. Ayrica mevcut ¢alismanin sonuglarinda gézlenen veriler bir biitiin halinde
degerlendirildiginde C60 fulleren, hiicre iskeleti ana yapilar1 olan ara filamentleri ve
mikrotiiblilleri zit yonde etkilemistir. Bununla birlikte, C60 fulleren’in glioblastoma
hiicre gogli tlizerindeki inhibitor etkisine, GFAP yukari regiilasyonu ve Tiibiilin asagi
regiilasyonu eslik ettigi tespit edilmistir. C60 fulleren nanopargaciklari, hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmesi iizerindeki etkinin yami sira glioblastoma  hiicrelerinin
reaktivitesini de diizenler. Bu nedenle C60 fulleren, GBM istilasinda rol oynadig1 gibi

glioblastoma hareketliliginin baskilanmasinda da rol oynayabilir.
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