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OZET
Yuksek Lisans Tezi
FULLEREN NANOPARTIKULLERININ RADYASYONA MARUZ BIRAKILAN
A549 INSAN AKCIGER EHATEL HUCRELER UZERINDEKI KORUYUCU
ETKILERININ MIKRONUKLEUS VE gH2AX TEST YONTEMLER
KULLANILARAK ARA STIRILMASI
Mumin COSKUN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dall
Danisman: Dog. Dr. Tolga CAVA

Bu calsmada, fullerenol nanopartikillerinin radyasyona wmabirakilan A549 insan
akciger epitel hicreleri Uzerindeki koruyucu etkilerioginez bloke mikronikleus ve
gH2AX fokus testleri kullanilarak agariimistir.

Calismamizda fullerenol ve radyasyonun teklaana olgturduklar sitotoksik etkilerin
belirlenmesi amaciyla klonojenik test uygulagim Cesitli dozlarda fullerenol (10 —
1600 pg/L) ve radyasyona (0,5 — 8 Gy) maruz biaakA549 hicrelerinde hayatta kali
egrileri hazirlanmgtir. Klonojenik test sonuclarina goére fullerenolnkantrasyonlari
(100, 200, 400 ug/L) ve radyasyon dozlari (1 G \&y) belirlenmgtir.

Genotoksisitenin belirlenmesi icin kromozomal Keark gosteren mikronukleus (MN)
ve cift iplik DNA kiriklarini gosteren gH2AX fokutestleri kullaniimgtir. Genotoksisite
testleri sonucunda fullerenolin test edilen konseyonlarda herhangi bir toksik etkiye
yol agcmadgl belirlenmitir. Radyasyonun ise 1 Gy ve 2 Gy dozlarda hem M lde
hicre bana digen ortalama gH2AX fokus sayisini anlaml dizeydéirdrg
belirlenmitir.

Kombine uygulamalarda hiicreler 1 Gy ve 2 Gy radgaaymaruz birakilmadan 1 saat
ve 24 saat once 100, 200 ve 400 pg/L’lik konsagtmalsrdaki fullerenol ile muamele
edilmislerdir. Elde etimiz bulgular radyasyona maruz birakilmadan ondkerienol
uygulanmasi durumunda A549 hicrelerinde hem sisikdkem de genotoksik etkilerde
anlamh dizeylerde azalmalar oflunu gosterngtir. Radyasyondan koruma etkisinin
24 saatlik fullerenol uygulamasinda daha gugli gddbelirlenmitir. Elde ettgimiz
bulgular fullerenol nanopartikillerinin radyasyde indiklenmsg serbest radikallerin
neden oldgu sitotoksisite ve genotoksisiteye §akoruyucu etki potansiyelini ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler:  Fullerenol, Nanopartikiller, Radyasyon, Sitotoksis
Genotoksisite, Radyoprotektif etki.

2013, xi + 130 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis
INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF FULLEREN NANARTICLES
IN IRRADIATED A549 HUMAN LUNG EPITHELIUM CELLS USING
MICRONUCLEUS AND gH2AX ASSAYS
MUmuin COSKUN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr Tolga CAVA

The aim of this study was to investigate the pitdteceffects of fullerenol nanoparticles
on irradiated A549 human lung epithelium cells gsaytokinesis-block micronucleus
and gH2AX foci assays.

In this study, clonogenic assay was carried outldtermine the cytotoxic effects of
fullerenol and radiation seperately. Surviving frae curves of A549 cells which
treated with various concentrations of fullerend0 (— 1600 pg/L) and exposed to
radiation doses (0,5 — 8 Gy) were drawn. Based haen donogenic assay results,
fullerenol concentrations (100, 200 and 400 pgid eadiation doses (1 Gy and 2 Gy)
were established to use in genotoxicity assays.

Micronucleus (MN) assay detecting chromosomal lseakd gH2AX foci assay
indicating double strand DNA breaks (DSB) were useddetermine genotoxicity.
Results of the genotoxicity assays representedtésé¢d concentrations of fullerenol
didn’t cause any toxic effect. On the other harf@yland 2 Gy radiation doses induced
both MN frequency and average number of gH2AX fqoeiscell significantly.

In the combine test groups, cells were treated i, 200 ve 400 pg/L fullerenol
during 1 and 24 hours before exposure to 1 Gy ai@ly drradiation. Results of the
assays indicated that fullerenol treatment prioirtadiation decreased both cytotoxic
and genotoxic effects in A549 cells significantRullerenol treatment during 24 hours
prior to irradiation exhibited a stronger radiogatton effect. Our findings demonstrate
the protective effect potential of fullerenol naadjcles against cytotoxicity and
genotoxicity that caused by radiation induced festicals.

Keywords: Fullerenol, Nanoparticles, Radiation, CytotoxicityGenotoxicity,
Radioprotective effect

2013, xi + 130 pages
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SIMGELER ve KISALTMALAR D iziNi

Simgeler Aciklama

ml Mililitre

mg Miligram

nm Nanometre

uno/L Mikrogram / Litre
Gy Gray

mGy Miligray

cGy Santigray

KCI Potasyum klortr
M Molar

uM Mikromolar

nM Nanomolar

C Karbon

CeQ Seryum oksit
Co-Cr Kobalt-Krom akami
O Oksijen molekuli
‘o, Singlet oksijen
OH*® Hidroksil radikali
0y~ Siperoksit anyonu (radikali)
H.0; Hidrojen peroksit
-OH Hidroksil grubu
-COOH Karboksil grubu
-NH; Amin grubu

-CH Alken grubu
-C=0 Karbonil grubu

TiO, Titanyum dioksit

Vi



Kisaltmalar
A549

Cs

Ceo

Ce0”
NCso
CeoFWS
CeoHyFN
Co0(OH)24
CHO
Cyt-B
CBI
CZK
DF-1
DLS

=

GSH
H2AX
y-H2AX
iR

MI

Ml

MII

MIV
MDA
MMC
MN

MRI

Aciklama

Insan akgier kanseri epitel hiicre hatt
Karboksifulleren turevi bir bilgk
Buckminster fulleren

Uyarilms Cgg* molekilt

Cso fulleren-Su siispansiyonu

Fullerene Water Solution (Sulu Fulleren €ltiteri)
Hydrated gz fullerene (Go fulleren hidratlarr)
Polihidroksi fulleren ya da fullerenol

Cin Hamster Ovaryumu hiicre hatti
Sitokalasin-B

Cekirdek Bolinméndeksi

Cift Zincirli DNA Kiri gl

Dendrofulleren-1

Dinamik §1k Sacilim Spektrofotometresi
Fullerenol konsantrasyonlari (F100 = 100 pg/L
Glutatyon

H2A histon varyanti

H2AX histonunun fosforillenngihali

Iyonize edici radyasyon

Mononikleuslu hiicrelerin sayisi
BinUkleuslu hicrelerin sayisi
TrinUkleuslu hicrelerin sayisi,
Tetranukleuslu hicrelerin sayisi
Malondialdehit

Mitomisin-C

Mikro Nukleus

Manyetik Rezonans Goruntileme
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NP
PEG

PVP

ROS
SoD
TEM
THF
TZK

uv

Nanopartikdl

Polietilen glikol

Polivinil prolidon

Reactive Oxygen Species (Reaktif OksijereTill
Superoksit dismutaz

Transmisyon Elektron Mikroskopisi
Tetrahidrofuran

Tek Zincirli DNA Kingi

Ultraviyole g1k

viii



SEKILLER DiziNI

Sayfa

Sekil 2.1. Nanomateryal iceren Urlinler ve saytlar............cccccevvvevvviiiiincinnnnn. 4.
Sekil 2.2.  Nanomateryallerin kullanifghbazi alanlar..............ccoooooiiiiiiiieeee. 6
Sekil 2.3.  Multifonksiyonel bir nanopartikil made...............cccoeevvvveiiiiiiiiiinnnnns 7
Sekil 2.4. Siklikla kullanilan bazi nanomatergall...............cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiinnes 8.
Sekil 2.5. Bazi nanopartikillerin nanoskaladakiiyer..........cccccceeeeeeiiiiiiieeieiinnnns 8
Sekil 2.6. Nanotoksikoloji ile ilgili bglica konular..............ccooiiiiiiiicenennn. 11
Sekil 2.7.  Nanopartikillerin hticresel alinim meizamalari.................ccccevvvvvevnnnns 12
Sekil 2.8. Nanopartikillerin indirekt genotok$esi.............cooevviiiviiiiiiiiiieneeeee. 13
Sekil 2.9. Reaktif oksijen turlerini ojturan faktorler..............ccccevvvvvvviivieeeene.e. 17
Sekil 2.10. Antioksidan savunma SIStEMI.......cooooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 23
Sekil 2.11. Karbon atomunun allotroplart.....ceeeee...ceeeieieeeeeeeiieeeeeee e 26
Sekil 2.12. Gg'in iki boyutlu ve U¢ boyutlu yapiSl..........ceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiienennn 26
Sekil 2.13. R. B. Fuller'in Montreal fuarinda yagtjeodezik kubbe....................... 27
Sekil 2.14. Bazi modifiye fulleren tlrevleri... oo ..o 28
Sekil 2.15. Fulleren tirevlerinin uygulama alanlari.............ccccoeeeeeeeiiiiiveienninn, 29
Sekil 2.16. Fullerenolln U¢ boyutlu YapISI....ccccceiiiiiiiiiiiiiiiieee e 30
Sekil 2.17. Go'in Tip 1 ve Tip 2 fotokimyasal mekanizmalari............................. 31
Sekil 2.18. Biyolojik ¢evrelerde fulleren aracili BQarin oluisumu ve olasi

BB, ... 32
Sekil 2.19. Tris — malonik asit43/e D threvleri........c..oovviiiiiiiiiiiiiic e, 34

Sekil 2.20. Uzak mesafeli, dizenli su katmanlarceerili bir Cso0HyFn modeli.....
Sekil 2.21. Sulu G fulleren etrafindgekillenmis, uzak mesafeli ve dizenli su
katmanlarinca kontrol edilen serbest radikallatisorbsiyon, toplanma ve

rekombinasyon mekanizmalarinin olasiseimasl..............cccoeeeeiiiinenee. 39
Sekil 2.22. Elektromanyetik SPeKIruUmM.......... oo e iiviiiiieeeecr e eeeee 48
Sekil 2.23.1yonize edici radyasyonun direkt ve indirekt etkisi................c..co...... 50
Sekil 2.24. Radyasyonun canlidaki etki kademeleri.............cccceeeeeiiieeeeeeeennn.. 51
Sekil 2.25. SuyUN radyOliZISI........ccuuuuuuiiiiiiiaeiee e 54
Sekil 2.26. Tek ve cift zincirde DNA Kirllmalari.............cccoovvvviiiiiiciiiiiieee e, 57
Sekil 2.27. UV radyasyonun neden ofaubaz dgisikleri...........ccoooeeveiiiiiiiiiiiniiinnn, 59
Sekil 2.28. Klastojenler ve anojenler tarafindaauhan hiicrelerdeki MN’ler........ 63
Sekil 2.29. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle Mgéren bintkleat hiicrenin

OIUSUIMUL ...t e e e e e e e e e e e st e e e e e eeranneeenas 64
Sekil 2.30. Sitokinezi bloklanmIMN yontemi ile bazi sitogenetik anormallikleriryia

EAIMESI.ceiiiiiie e 66
Sekil 2.31. Memelilerde H2AX histonunun fosforilasyovey-H2AX’in

11010136571 Y/0 ] 11 15RO 67
Sekil 2.32. y-H2AX fokus testinin temel mekanizmasi........ccccccvvvvveiiiiiiiinn, 69
Sekil 4.1. Suda ¢0zulIngiCscOH(18-22) fullerenol nanopartikullerinin TEM

[0 T0 L (01 0] (1= o PR 82
Sekil 4.2. Caitli konsantrasyonlarda fullerenol’e maruz birakil&549 hiicrelerinde

klonojenik test ile belirlenen % hayata kadranlari..............ccccccoeen.. 83
Sekil 4.3. Radyasyona maruz birakilan A549 hicredier koloni olgumlari........ 84



Sekil 4.4. Caitli dozlarda radyasyona maruz birakilan A549 higrede klonojenik
test ile belirlenen % hayata kabranlari..............coooooooiiiiiiiiieeees 84
Sekil 4.5. Radyasyona maruz birakmadan 1 saat Gsié konsantrasyonlarda
fullerenol ile muamele edilen A549 hiicrelerinin @&yhtta kak
(0] =] = T o P PP T TP PPPRRRRP 85
Sekil 4.6. Radyasyona maruz birakmadan 24 saat¢®ite konsantrasyonlarda
fullerenol ile muamele edilen A549 hiicrelerinin %&yhtta kal

(0] = T ] F= 1 o 1 U 86
Sekil 4.7. Caitli konsantrasyonlarda fullerenole maruz birakes¥9 hicrelerindeki
mikrontkleus frekanslart (%60)............uuuvummmniee e 87
Sekil 4.8. Sitokinez bloke A549 hiicrelerinin gen8rg@ntisu...............cceevvvvveenenns 88
Sekil 4.9. Caitli dozlarda radyasyona maruz birakilan A549 higrnedeki
mikrontkleus frekanslart (%60)..............uuvmmmmmreeeeeeeeeeeeeeee e 89
Sekil 4.10. 2 Gy radyasyon grubunun sitokinez blsk&9 hicrelerinde MN
(o] (811 F= U PSPPSR UPPRPR 89
Sekil 4.11. Buyuk bir MN igeren sitokinez bloke ASHAAcCresi...............vveeieenennn. 90
Sekil 4.12. Orta boy MN iceren sitokinez bloke ASABCIeSI............ccceeeeveiiieeeeeeen.. 90
Sekil 4.13. 1 Gy radyasyon uygulamasindan 1 sa@dv&aat once fullerenol’e maruz
birakilan A549 hucrelerindeki mikronikleus frekams(%o)................. 91
Sekil 4.14. 2 Gy radyasyon uygulamasindan 1 sa@dv&aat once fullerenol’e maruz
birakilan A549 hucrelerindeki mikronikleus frekams(%o)................. 92
Sekil 4.15. 1 saat ve 24 saat suresince fulleremobeuz birakilan A549 hicrelerinde
1 Gy radyasyona kasglanan % koruma oranlari......................eeeee. 93
Sekil 4.16. 1 saat ve 24 saat suresince fulleremobeuz birakilan A549 hicrelerinde
2 Gy radyasyona kasalanan % koruma oranlarl.............cccceeesieeee. 94
Sekil 4.17. Sitokalasin-B ile muamele ediki549 hiicrelerinde géli nikleus
FOMMASYONIANT. ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeeenees 95
Sekil 4.18. Fullerenol’e maruz birakilan A549 hiiergide CB degerleri.............. 96
Sekil 4.19. Radyasyona maruz birakilan A549 hiicirede CH deserleri.............. 97
Sekil 4.20. Fullerenol ve 1 Gy radyasyona maruzkiiaa A549 hiicrelerinde GB
EBRIIRI. .. 98
Sekil 4.21. Fullerenol ve 2 Gy radyasyona maruzkiiaa A549 hiicrelerinde GB
EBEIIRI. .. 99
Sekil 4.22. Fullerenol’iin 1 Gy radyasyona maruakilan A549 hiicrelerinde GB
KOruma Oranlart.............ouuuuueiiiii e Q9
Sekil 4.23. Fullerenol’in 2 Gy radyasyona maruz kiean A549 hiicrelerinde GB
KOruma Oranlart.............ouuuuueiiiii s 100
Sekil 4.24. Foci Counter programi ifeH2AX fokus sayilarinin belirlenmesi......... 101
Sekil 4.25. A549 hiicrelerindgH2AX fokuslarinin DAPI, FITC ve birlkgirilmi g
0oL (1 1] (1= 102
Sekil 4.26. Caitli konsantrasyonlarda fullerenole maruz birakegd9 hicrelerinde
hiicre baina digen ortalamag-H2AX fokus sayilari..............ccccceeee. 103
Sekil 4.27. 2 Gy radyasyona maruz birakilan A549%aigécindey-H2AX fokuslarinin
DAPI, FITC ve birlgtirilmis goruntlleri.........c.ccoovvvviciiiiiiiieee e, 104
Sekil 4.28. Caeitli dozlarda radyasyona maruz birakilan A549 higrede, hiicre
basina digen ortalamag-H2AX fokus sayllar..........cccccceeeeeeiiii e 105



Sekil 4.29. 1 Gy radyasyon uygulamasindan 1 sa2dv&aat once fullerenol’e maruz
birakilan A549 huicrelerindeki hiicregn@a digen ortalamag-H2AX fokus
STz 1Y/ 1= U U 106
Sekil 4.30. 2 Gy radyasyon uygulamasindan 1 sa2dv&aat once fullerenol’e maruz
birakilan A549 hicrelerindeki hiicreg@a digen ortalamag-H2AX fokus
T2 1YL= U U PRSP 107
Sekil 4.31. 1 saat ve 24 saat suresince fulleremoBeuz birakilan A549 hiicrelerinde
1 Gy radyasyona kasgslanan % koruma oranlari.....................ueeeee. 108
Sekil 4.32. 1 saat ve 24 saat suresince fulleremoBeuz birakilan A549 hiicrelerinde
2 Gy radyasyona kasalanan % koruma oranlari.............cccceeevieeee. 109

CIZELGELER D iziNi

Sayfa

Cizelge 2.1. Genotoksisitesi galan bazi nanopartikuller.................ovvemeeeeeeeeee. 12
Cizelge 2.2. Radikal ve radikal olmayan reaktigigdn tlrleri..............ccceevvvvvvnnnnns 17
Cizelge 2.3. Oksijenin iINAIrgeNMESi.........uuuueeiiiiieeeeeieeeeeeeeieiiiie e 18
Cizelge 2.4. Bazi antioksidan nanopartikul tineribiyolojik etkileri.................... 24
Cizelge 2.5. Cgtli Ceo preperasyonlarinin bleca ROS aracili biyolojik etkilerine

0ENEIDAKY. ... ————— 44
Cizelge 2.6. Radyasyonun genetik etkileri. . oo v 56
Cizelge 3.1. Cajmalarda kullanilan ekipman.................ocoreeeiiiiiiiiiieee e, 70
Cizelge 3.2. Caymalarda kullanilan sarf malzemeler......... o 71
Cizelge 3.3. A549 hicrelerinde 1 saat ve 24 saftlierenol uygulamasi ve radyasyon

ile gerceklgtirilen deney setleri.........cocoeeeeeiiiiiiiceeenn 75

Xi



1. GIRIS

Nobel Fizik Odulii sahibi Richard Feyman, ilk ke529ilinda “nanobilim” kavramini
gundeme getirmgtir (Feyman 1999). Drexler 1986 yilinda nanotekpnio dikkat
cekici olanaklara sahip olgunu belirtmgtir. Zaman icerisinde, nanoteknolojide
yasanan hizli gefimelerin insanlar ve ekosistem icin buyik yararlaidugu kadar

Onemli zararlari olabile@ konusu tartilir hale gelmgtir (Seaton ve Donaldson 2005).

Ceo fulleren nanopartikilleri ya da gr adiyla Buckminster fullerenler 1985 yilinda
Kroto ve ark. tarafindan kiedilmistir. Karbon (C) atomunun tgltnci g allotropu
olan Buckminster fullerenler, 60 C atomunun birérb&lanarak olgturdugu bir kafes
yapisina sahiptir (Andrievsky ve ark. 2009). Guniadel Go fullerenler tiketici
drinlerinde ve tip alaninda gon kullanim potansiyeline sahiptir. Fujitani ve ark
(2008) Frontier Carbon adli firmanin yilliksgretiminin 40 ton oldgunu bildirmistir.
Farre ve ark. (2010)'nin g#li atik sularda yaptiklari analizlerde ise 15 6 R2g/L'ye
varan konsantrasyonlardasfa rastlanmgtir. Gittikgce artan kullanim potansiyelleri
dolayisiyla G fullerenlerin toksisitesinin dgrlendirilmesi bir zorunluluk haline
gelmistir. Literatlirde G fullerenlerin toksisiteleri ile ilgili bircok cajma yapilimstir.
Elde edilen sonuclar kullanilan test yontemi, orgara veya hicre hatti, ¢ozicu ve
saflik gibi faktorlere bg olarak deisiklik gostermektedir. Bu dgrultuda yapilan bir
cok toksisite capmasinda geneldeggfullerenlerin toksik olmagi yoninde bir gilim
vardir. (Nelson ve ark. 1993, Yamago ve ark. 18berl ve ark. 1996, Moussa ve ark.
1996, Jia ve ark. 2005, Mori ve ark. 2005, Kolagnp ark. 2007, Baker ve ark. 2008).

Gunumuzde canlilar gik ama surekli radyasyon ortami icindesgi@aktadir (Akin
1981). D@al radyasyonun yaninda konforu arttiran elektraaiigtler, tibbi tghis ve
tedavide kullanilan radyoloji aygitlari ve enerjayka olarak kullanilan nikleer
reaktdrler gibi yapay radyasyon kaynaklari da insash gini tehdit etmektedir (Goksel
1973). Radyasyona maruz kalinmasi sonucu organambumtakim molekuler
desisiklikler meydana gelmektedirlyonize edici radyasyon hiicresel diizeyde DNA,
RNA, kromozomlar, proteinler ve lipit membran gipapilarla etkilgerek hucreyi

olume siriklemektedir (Steel 1997, Ozalpan 200)nize edici radyasyon DNA'ya



ve kromozomlara dgrudan zarar verebilgh gibi suyun radyolizisi neticesinde gan
reaktif oksijen turleri (ROS) araciiyla indirekt DNA hasari da ofturabilmektedir
(Lipscomb ve ark. 1992, Kaya ve ark. 199@yonize edici radyasyonun DNA
molekilinde olgturdusu hasarlarin en énemlileri zincir kiriimalari (G#i\1998), baz
hasarlari, baz kayiplari, denatirasyon bolgelerimlusmasi ve DNA capraz
baglanmalarndir (McMillan ve Steel 1997). Kanser tedande halen en etkili
yontemlerden biri olan radyoterapinin normal dokulaerindeki yukarida bahsedilen
zararll etkilerini dnlemek amaciyla radyasyonaskkoruyucu etki gosteren bazi ajanlar
argtirmak gerekli hale gelngiir (Kalpana ve ark. 2009). Bu anlamdago@ulleren
turevlerinin antioksidan ve radyoprotektif 6zelki baziin vivo vein vitro ¢alsmalarla
arastirlimis ve olumlu sonuglar elde edilgtr (Rzigalinski 2005, Markovic ve
Trajkovic 2008).

Bu tez cakmasinda, hidroksil (-OH) gruplarinin eklenmesiylédee edilen ve
polihidroksi fulleren ya da fullerenol ¢OH), (~n = 18-22)) olarak adlandirilansdC
trevinin, radyasyona maruz birakilan A459 insacigt epitel hiicre hatti Gzerindeki
koruyucu etkilerinin, sitokinez bloke mikrontkleus gH2AX (-H2AX) fokus testleri
kullanilarak arstirilmasi amaclanngtir. Polihidroksi fulleren nanopartikillerinin inga
hicrelerindeki in vitro radyoprotektif etkilerininlk kez argtirilacak olmasi tez



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK ARA STIRMASI

2.1. Nanoteknoloji ve Nanomateryaller

2.1.1. Tanimi ve Tarihgesi

Nano on eki Yunanca'da cice anlamina gelen “nancdimesinden tlrengiir.
Nanoteknoloji terimi ise en az bir boyutu 100 naetm® (nm)'den kicUk olan
materyallerin tasarimi, Uretimi, montaji ve karal@syonu gibi surecleri ifade
etmektedir. Bu anlamda nanoteknoloji, nanomatezyddin elde edilen minyatlr
fonksiyonel sistemlerin uygulamalarini disiplinlearasi argtirma — gektirme

faaliyetleri cercevesinde incelemektedir (Hoyt vaddn 2008).

Nanoteknoloji endustrisi, uzay muhendigtiden nanoelektroge ve ¢evre islahindan
medikale kadar bircok alana uygulanabilme potatisigesahip olup ekonomi ve bilim
alaninda o©6nemli avantajlar vaat ederek hizla blyé@malevam etmektedir.
Nanomateryallerin bizlere sunglw yararli fiziko-kimyasal 0zellikleri nedeniyle
mihendislik Grint yeni nanomateryallerin tasarlasimae geltiriimesi konulari bu
endustride 6nemli bir yere sahip olgtwr. Bunlarin arasinda celik benzeri metallerden
daha sert ve daha dayanikli materyallerin 1sI \ektek iletkenliginin arttirilmasi,
katalitik aktivitenin arttirllmasi ve gghnis optik 6zelliklere sahip olma gibi konular yer

almaktadir.

2009'da yapilan agtirmalar 800’den fazla tuketici Grininidn nanomadengerdgini
gostermgtir. Nanomateryal iceren bu Urtnl8ekil 2.1’de gosterilmytir. Bu Grlnlerin
satilmasi ile 2007°de yaldek 147 milyar dolar gibi bir gelir elde edilirkeruldurumun
2015'e kadar 3,1 trilyon dolara ghcag tahmin edilmektedir. Dolayisiyla
nanomateryallere olan maruziyetin ileriki yillarddramatik bir sekilde artacg
disunulmektedir (Singh ve ark. 2009).
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Sekil 2.1. Nanomateryal iceren Urtinler ve sayilari (Singlaske 2009)

Biyoloji dinyasi icin nanoteknolojinin gecgnitic milyar yildan fazladir. Cunkd, ilk
canli hicrenin vargindan bu yana hayatsal faaliyetleri yuritme maksahometre
boyutlarindaki csitli fonksiyonel yapilar yani hicresel komponentleanh hicreler
icerisinde imal edilmektedir. Bu yapilari anlatildanimlara uyarlayacak olursak
komponentlerin yani organellerin her birinin hi@lefaaliyetlerde canlign devami
icin 0zgun gorevleri vardir. O@da benzer pek ¢ok drnekle f&smak mumkundur
(Goorsell 2000, Yilmaz 2006).

Nanomateryallerin bir tiirl olan nanopartikillernglle modern bilimin kgflerinden
biri olarak d@undlse de aslinda cok daha uzun bir ggemsahiptir. 9.yy.'da,
Mezopotamya'da, sanatkarlar canak ve c¢Omlekleri lapaak amaciyla
nanopartikillerden vyararlanghardir. Orta Cg& ve RoOnesans donemlerinde,
comlekgilikte, altin ve bakir renkli metalik parlgk koruma amaciyla cilalama
islemleri yapilmstir. Cilalama glemlerinde gumii ve bakir nanopartikilleri seramik
sirin camsi matriksinde homojen olarakgirak ince bir tabaka ojturmus ve
atmosferik oksidasyonu engelletii. Sanatkarlar, bakir ve gumiduzlarini oksitlerle
birlikte sirke, toprak boyasi ve kil kanmina eklemiler ve bu kagimi 6nceden
sirlanmg ¢omlek ylzeyine uygulaglardir. Daha sonra bu c¢ongie 600 °C’'de
finnlayarak c¢omlek yizeyinde renk veren ve optikzelikler gosteren bu

nanopartikulleri elde etrglierdir (Rawson, 1984).



1970 — 1980'li yillarda, Amerika ve Japonya’da npadikullerle ilgili ilk esasl
calismalar yapilirken, nanopartikil terimi yerine dahak ¢-cok kuguk parcaciklar
anlamina gelen- “Ultrafine Particles (UFP)” terirkullaniimistir. Bununla birlikte
1990’larda, Amerika’da “Ulusal Nanoteknoloji Giini Program1” faaliyete gecmeden
once nanopartikul teriminin kullanimi daha fazlghet gormitir (Kiss ve ark. 1999,
Buzea ve ark. 2007).

2.1.2. Nanomateryallerin Kullanim Alanlari

Nanomateryaller boyutlarindan dolayi, elektronilgtohik, manyetik, yapisal ve
mekanik niteliklerinde makroskopik 6lcekten fariil gosterirler. Bu farkligin
nedenleri ise, yuksek yuzey/hacim oranlari ve nbogutlu yapilarda ortaya cikan
kuantum etkileridir. Bu kuantum ozelliklerinden dgi nanoteknoloji, bilimin tim
alanlarinda kullaniimaktadir. Aritma, remediasyo@nosensorler gibi ¢ili cevre
uygulamalarinda da nanoteknoloji son vyillarda hiala bagarili bir sekilde

uygulanmaktadir (Kaplan, Karanfil ve ark. 2007).

Atmosferde bulunan nanopartikiller @d ya da insan kaynaklh olarak istenmeden
uretilebilmektedir. Yangin, erozyon ve volkanik Ifgatler gibi dgal olaylar
nanopartiktl olgumuna yol acabilmektedir. Airborne Particles Exg&roup’un United
Kingdom’daki 1996 yili raporuna gore istenmedentil@&e primer nanopartikillerin
%601 karayolu taamacilgi ile, %23’ ise endustriyel ve ticari Uretim, enéretimi ve
evsel 1sinma sureclerinde yanma urtnu olarak ortay@stir. Diger taraftan onlarca
endustri sektord ticari amacla bircok nanopartikidtmekte ve bunlar pigment, recine
ve kozmetik gibi alanlarda kullaniimaktadir. Gurgtjeze nanopartikillere dayali yeni
urtinlerin Gretimi artmaktadir. Ozellikle imal edilsanopartikiiller ve bunlara dayali
aranler risk analizinin oncul hedefleri olglardir (JA Borm, Robbins ve ark. 2006).
Nanoteknoloji Urini olan nanomateryallerin ve namwbtkdllerin kullanildg bazi

alanlarSekil 2.2'de gosterilmtir.
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Sekil 2.2. Nanomateryallerin kullanil@ bazi alanlar

Nanoteknolojinin tip agisindan kullanimi hastahkdaanisi, tedavisi, ilag uygulamalari
gibi alt baliklar icermektedir. Tibbi tani amaci ile kullaaiilmeleri icin nanocihazlar
ve nanopartikiller; nanottpler, nanokonsollar venakablolar, nanoelektromekanik

transistor ve biosensorler icerisine adapte edredktedirler.

Medikal ve molekiler goruntileme acisindan nandpdker, nanomateryaller ve
nanocihazlarin gesbir sekilde kullanilabilir olmasi nanoteknolojinin yefilizienen bir

tanecikleri ve manyetik nanopartikullerdir.

Hastaliklarin tedavisi acisindan nanoteknolojinimcelenmesi 6ncelikle nanoterapi
terminolojisini ortaya ¢ikartmaktadir. Nanoteraplsdef ilagc dailimlari, gen terapileri
ve antitumor tedavilerdirSekil 2.3'te bu amagcla tasarlanan bir multifonksigbn

nanopartikil modeli gosterilgtir (Ttrk Norgsiriirji Dernezi 2007).
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Sekil 2.3. Multifonksiyonel bir nanopartikil modeli (Zhe Lie ark. 2010)

2.1.3. Nanomateryallerin Siniflandiriimasi

Nanomateryal terimi, en az bir boyutu 1 — 100 nmaliginda olan materyalleri
tanimlamak igin kullaniimaktadir. Nanomateryallerigerisinde nanopartikiller,
nanofiberler, nanotlpler ve nanokompozitler yeradtadir (JA Borm, Robbins ve ark.
2006).

Amerikan Cevre Koruma Orgiitii (USEPA) nanomateryialle

1) Karbon bazli nanomateryaller (karbon nanotuplefullerenler)

2) Metal bazli nanomateryaller (nano-gignidano-altin, TiQ, metal oksitler)
3) Dendrimerler (nano dlgekli polimerler)

4) Nanokompozitler olmak Gzere 4 ana kisma awtimi

Belli basl bazi nanomateryallefekil 2.4'te gosterilmytir.
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Sekil 2.4. Sklikla kullanilan bazi nanomateryaller

Nanomateryallerin 6nemli bir kismini gturan nanopartikiller ise 0,1 — 100 nm
blyukligtindeki nanomateryallerdir. Nanopartikiller amonfistalin, sferik, gneli vs.
sekillerde olabilirler ve 1 — 100 atom ya da molald@n olgurlar (EPA Partikil boyutu

terminolojisi). Bazi nanopartikillerin nanoskaladgkri ise Sekil 2.5'te gosterilmtir.

WA rncdscape -cCom

¢ Lipozom
40—1000 nm

. Altin nanopartikiili
2—=100 nm

Demir-oksit nanopartikiilii
20—>1000 nm

o Silika, Silis

3—<100 Nnm

¢ Kuantum tanecigi

Karbon 2=2dem
fulleren o . Dendrimer
-1 nm 3—20 nm

Karbon nanotiipler
S 1 nm =< 20—40 nm

I - ———— — — ——
1 nm 10 Nnm 100 Nnm 1000 Nnm
Nanomedicine © Future Science Group Litd (2008)

Source: Nanomedicine © 2008 Future Medicine Lid

Sekil 2.5. Bazi nanopartikillerin nanoskaladaki yeri (Nanomie&, 2008)



2.1.4. Nanotoksikoloji

Nanomateryallerin kullaniminin artmasi sonucu btenyallerin cevreye salinimlarinin
artacg! disunulmektedir. Bu materyallerin alici ortamlardainsan sgligi tzerindeki
etkileri konusunda caimalara son 10 vyilda hiz verilmesine gmaéen hala
cevaplandiriimasi gereken birgcok soru ve literagtedtsik noktalar mevcuttur (Dreher
2004, UK Royal Society Report 2004).

Bir cok argtirmaci nanomateryallerin toksikolojik etkileri,i@l ortamlara salinimlari,
tasinimlari, karakterizasyonu, risk gerlendirilmesi konularinda c¢amalar yapmgtir

ve calgmalar halen devam etmektedir (Morgan 2005, ThoneaSayre 2005).

Nanoteknolojik Urdnlerin kullanim alanlarinin yagfgsmasi sonucu insanlar, gdir
canlilar ve alici ortamlar @goudan veya dolayli olarak nanomateryallere maruz
kalmaktadir. Cevresel ortamlara salinan nanomdteriya cevresel ortamlardaki
tasinimi, miktarlari, bozunumu, doégiimi ve nihai akibetleri tam bilinmemektedir

(European Commission 2004).

Simdiye kadar yapilan ¢ghmalarda, alici ortamlarda nanomateryallerin biyiklojarak
bozunma ve birikme, ger kirleticilerle birlikte tainma veya binyelerine daha toksik
kirleticileri baglayarak onlarin tanimini artirma, dier kirleticilerle kimyasal ya da

fiziksel reaksiyona girebilme potansiyelleri belitistir (USEPA 2007).

Nanomateryallerin davranmodellemelerinde di@l nanopartikillerin davraglari baz
alinmaktadir. Ancak, bu nanomateryallerin su fazigozinUrlguntn ve reaktivitesinin
arttinlmasi icin yuzey kimyalar g¢#li modifikasyon teknikleri ile dgistiriimektedir.
Uygulanan vyuzey modifikasyonlari ayni model vyakidarinin uygulanmasini

glclendirmekte ve hatali sonuclar verebilmektedirgsner 2006).

Nanopartikillerin insan ghgl Uzerindeki etkilerini belirlemek icin toksikoldji
calismalar yapilmgtir (Wiesner 2006). Nanomateryallerin toksik OzZeédlri kimyasal

kompozisyon, miktar, cozunurlukekil, yizey alani ve ylzey yikd gibi parametrelere



baglidir. Ayrica nanopartikillerin Uretiminden kaynakhn safsizliklar da toksisitesini
etkilemektedir.

Farkli canh tdrleri ve bitkiler nanomateryallerarili hassasiyetler gostermektedir.
Yuzey kaplamada ve gupekremleri gibi kozmetik Urtnlerde siklikla kullaard
TiO2'nin hicresel absorbsiyonunun toksik bir etkisi ok Ancak bu partikillerin
sucul ortamlara kagmalari algler ve su pireleri Uzerinde toksik etkapynaktir
(Oberdorster ve ark. 2004a).

Fulleren nanopartikilinin baliklarda beyin hasasebep oldgunu tespit edilmtir
(Oberdorster ve ark. 2004b). Bakterilere skagok toksik olan fullerenin balik tirleri
icin yapilan toksikolojik cabmalarda cefikili sonuclar elde edilmtir (Colvin 2003,
Oberdorster ve ark. 2004b).

Saf olmayan karbon nanotiplerin solunumu vey&az ayoluyla alinimi deney
hayvanlarinda akger hasarlarina ve deri tarafindan absorbi&anda toksik etkiye

sebep oldgu gozlenmgtir (Lam ve ark. 2004, Donaldson ve ark. 2006).

Sonuc¢ olarak, literatirde guvenilir ve yeterli sk argtirma olmadgindan
nanopartikullerin ekolojik ygama etkileri konusunda daha fazla gal yapilmasi
gerekmektedir (Kaplan, Karanfil ve ark. 2007). Buwlamda Sekil 2.6'da
Nanotoksikoloji alaniyla ilgili Ghemli konular géstlmistir.
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Sekil 2.6. Nanotoksikoloji ile ilgili bglica konular (Arora ve ark. 2012)

2.1.5. Nanopartiktllerin Genotoksik Etkileri

Genotoksik etki ya da genotoksisite bir hicrenimejik materyalinin butinginG
etkileyen zararli bir olay! tanimlamaktadir. Belshzi kimyasal bilgkler ve radyasyon
tipleri bu tarz zararli bir etkiye sahiptir. Genks$tk bilesiklerin cogu DNA ile etkilesme
afinitesine sahiptir. Bu durum ise onlari canliigm potansiyel mutajenik ya da
karsinojenik ajanlar haline getirmektedir. Bazi elKkler direkt olarak DNA ile
etkilesim icerisine girmese bile g#li indirekt mekanizmalarla DNA hasarina ve dolayl

genotoksisiteye neden olabilmektedir (Bal ve afkLD).

Nanopartikuller solunum yoluyla, dermal veya orallg vicut icerisine girdiklerinde
birkag direkt ya da indirekt mekanizma ile DNA hasa neden olurlar.
Nanopartikdllerin hicre icerisine alinmasinda hangkanizmalarin rol oynagl Sekil

2.7'de gosterilmytir.
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Hucre icerisine giren nanopartikiller yeterince Wkic boyutta iseler niklear
membrandan diflizyonla gecerler, niklear por kongdek boyunca tanirlar ya da
mitoz esnasinda niklear membranin ¢ozinmesiyl&teirhikleusun etrafini sararlar.
Nukleus icerisine lokalize olan nanopartikiller D&NA ya da DNA ilskili proteinler

arasindaki direkt etkiggm genetik materyalin fiziksel olarak hasar gérmesyol acar.

Klathrin kaph Pinositoz Kaveola
vezikiil l l I

@ ~100-150nm @ ~50-100nm

Difiizyon
yada diger

i olmayan bir
mekanizma

- .45 Reseptor

= B—
.
——2(' aracih

. i
mekanizma

Fagositoz - |

Sekil 2.7. Nanopatrtikillerin hiicresel alinim mekanizmalamugive ark. 2006)

Alternatif olarak, nanopartikillerin DNA molekuliei fiziksel olarak etkilgimde
bulunmadg fakat hicre bolinmesinde rol oynayan proteinldsi dpazi hicresel
proteinlerle etkilgimde bulundgu indirekt bir mekanizma ile DNA hasari
olusabilmektedir. Ayrica bu indirekt etkgamler, hiicreyi genotoksisiteye surukleyen
oksidatif stres, inflamasyon ve anormal sinyal ftar gibi diger hiicresel tepkileri
induklemektedir $ekil 2.8) (Singh, Manshian ve ark. 2009).

Genotoksisitesi callan bazi nanopartikiller; callan organizmalar, kullanilan

deneysel sistemler ve elde edilen bulgular ilakiglCizelge 2.1'de 6zetlengiir.
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Nanopartikiil serbest metal
ivonlan aciga cikanr

Epigenetik
olaylar:
Kanser

Apoptoz

Nanopartikiil hiicre

OKSIDATIF STRESS: yiizeyi ile etkilesir

Uyarilmis ROS

(OH,0,)

DNA HASARI
-DNA ipliginde kirilmalar
-8OHAG adduct olusumu
-Histon modifikasyonu
-Degismis DNA metilasyonu
-DNA hasar1 miidahale
genleri (p537)
L 2

INFLAMASYON:
NFKB ve AP-1%¢
bagh genler

SITOKINLER
(IL-1, IL-6, TNF-a)

Endositoz ile
alinan
nanopartikiil

Sekil 2.8. Nanopartikillerin indirekt genotoksisitesi (Singt ark. 2009)

Cizelge 2.1 Genotoksisitesi ¢alilan bazi nanopartikuller

Materyal Organizma | Testyontemi | Bulgular Referans
Altin Insan fetal | 8-OHdAG - Oksidatif Li ve ark.
nanopartikill| akciger Olgmek tGizere | DNA hasari 2008
(AuNP) fibroblast HPLC - Hicre
hicre hatti O6limunde ar
(MRC-5) yok
- Bazi DNA
tamir
genlerinin
down-
regilasyonu
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Materyal Organizma | Testyontemi | Bulgular Referans
Gumis Fare DNA tamir Rad51, p53 ve| Ahamed
nanopartikili| embriyonik | proteinlerinin | fosfo-H2AX ve ark.
(AgNP) kok hiicre ve | ekspresyonu; | proteinlerinin | 2008
fibroblastlari | H2AX artan
(MES ve fosforilasyonu | ekspresyonu
MEF)
Kobalt-Krom | Primer insan - MN testi - Onemli Papageor-
alasim dermal - Kometi testi | miktarda giou ve
nanopartikald| fibroblastlar | - 8-MTT ve stiperoksit ark. 2007
(Co-Cr NP) LDH testleri | (O.*) ve
hidroksil
(OH")
radikallerinin
olusumu
- Mn frekansi,
% komet
kurugu ve
sitotoksisitede
doza bl artis
Titanyum Periferal kan - MN testi - Hicre Kang ve
oksit lenfositleri - Komet testi | viabilitesinde | ark. 2008
nanopartikaltl (PBL) doza ve
(TiO2 NP) zamana bg
disus
- MN frekansi
ve ROS
olusumunda

doza bgl artis
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Materyal Organizma | Testyontemi | Bulgular Referans
Su-Geo Periferal kan - Komet testi Genotoksik | Dhawan
fulleren lenfositleri yanit ve ark.
suspansiyonu (PBL) olusumunda 2006
(nCs0) doza bl artis
Suda Cin Hamsten - MN testi Genotoksisite-| Yasuharu
¢c6zlinebilen | Ovaryumu nin artmasi ve
Ceo fulleren hicre  hatti (MN Naoharu
nanopartikultl (CHO) frekansindaki | 2006
(Coo(OH)24) artis)
Cok katmanli| Tip I - Ex vivove Ex vivove Muller ve
karbon pnomosit in vitro MN in vitro MN ark. 2008
nanotupler (AT-1I) ve testi testlerinde
(MWCNT) meme kanser doza bal
hicre hatt olarak MN
(MCF-7) frekansinda
Onemli Ol¢tde
artis

2.1.5.1. Serbest Radikaller, Reaktif Oksijen Turlerve Oksidatif Stres

Yapilarinda glesmemi elektron iceren atom veya molekiller serbest i@t#k olarak
tanimlanmaktadirSerbest radikaller hiicrede metabolik dengenin hbicgs! olarak

devamli yapilirlar (Urso ve Clarkson 2003).

Canli organizma icin 6nemli olan yapilari, fizikset kimyasal 6zellikleri, hiicresel
kaynaklari, rol oynadiklari tepkimeler ve etkilefle c¢esitli klinik durumlarin
patogenezinde rol oynayan serbest radikaller, &ogidringelerinde gesmems
elektron bulundurarak, Bansiz olarak varolabilen molekillerdir. slEsmemi
elektronun kazandirgh en 6nemli 6zellik bircok radikal ile bu elektranpaylgilabilir
olmasidir (Dormandy 1983, Halliwell ve Gutterrigh@89).
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Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler (Hadlilwe Gutterrigde 1990):

1) Kovalent bagli normal bir molekilin, her bir parcasinda ortalek&gonlardan

birisinin kalarak homolitik bélinmesi.

XY =X +Y

2) Normal bir molekilden tek bir elektronun kaybi velga molekilin heterolitik
bolinmesi. Heterolitik bolinmede kovalentgbalusturan her iki elektron atomlarin
birinde kalir. Boylece serbest radikallegdeiyonlar meydana gelir.

X:Y > X-+Y"

3) Normal bir molekule tek bir elektronun eklenmesi

A+te— A~

Oksidatif stres, hicre icerisinde serbest oksijadikallerinin ya da reaktif oksijen
turlerinin (ROS) artmasina ve antioksidan seviyelerdismesine bgl olarak bozulan
redoks dengesini tanimlamaktadir (Singh, Manshian avk. 2009). Organizmada
oksidatif strese neden olan radikal yapimi endeergevresel faktorleri iceren g
mekanizmalarla gerceldie (Young ve Woodside 2001).

Endojen faktorler mitokondriyal sizinti, solunumgsdtlama, enzim reaksiyonlari ve
otooksidasyon tepkimeleridir. Cevresel faktorlebalicalarl ise sigara dumani, hava
kirlili gi, ultraviyole sinlari, iyonize edici radyasyon ve ksenobiotikler{§ekil 2.9)
(Young ve Woodside, 2001).
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Normal metabolizma

EH\ l ‘;‘H Yiiksek pO,

Radyasyon A () N""’N Kirli hava O;, NO,

r,..r'-' l ‘:::W Kimyasallar ve ilaclar

Yaslanma
Reperfiizyon hasari
Iskeml Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

(0,*~. H,0, ., *OH)

Inflamasyon

Sekil 2.9. Reaktif oksijen turlerini olgturan faktérler

Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen turlese Cizelge 2.2'de gosterilgtir.

Cizelge 2.2Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tirleri

REAKT IF TURLERI
Radikal Non-Radikal
Hidroksil (OH®) Peroksinitrit (ONOQO")
Alkoksil (L(R)O®) Hipoklorit (‘OCI)
Hidroperoksil (HOO®) Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)OO*) Singlet oksijen(*0,)
Nitrik oksit (NO®) Hidrojen peroksit(H,0,)
Siuperoksit anyon(0,"") Ozon (O3)

Onemli oksidatif stres ajanlari olan reaktif oksijgirleri molekuler oksijenin elektron
transferiyle suya kadar indirgenmesi sirasindanoéiktadir. Bu yol 4 elektron gerektirir

ve bu yolda olgan reaktif ara molekdller stiperoksit{Q, hidrojen peroksit (bD,) ve
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hidroksil (OH") radikalleridir (Fridovich 2001, Nordberg ve Arn2001). Molekdler
oksijenin suya indirgenme basamaklari Cizelge @.gtsterilmgtir.

Cizelge 2.3 0ksijenin indirgenmesi

O, +e+H — HO,® Hidroperoksil radikali
HO,®* — H" + O,* Superoksit radikali
0" +2H +e— HO, Hidrojen peroksit
H,O, + e— OH + OH’ Hidroksil radikali
OH*+e+H — H,0

Nanopartikillerin neden olgu genotoksik etkilerin arasinda oksidatif stres
mekanizmasi da yer almaktadir. ROS’lar DNA, protew lipitler gibi htcresel
makromolekillerle zararh bigekilde etkilgime girerek homeostaziyi bozabilen son
derece reaktif molekullerdir. Tek ve cift iplikteKINA kirllmalari, 8-hidroksideoksi-
guanozin (8-OHdG) adduct glumu ve benzeri baz modifikasyonlari, DNA capraz
baglanmalari gibi ROS ile induklenmi DNA hasarlari tamir edilemez ise
karsinogenezin ldEmasina ve ilerlemesine neden olabilir (Singh, 8hean ve ark.
2009).

Iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi ile safu serbest radikaller DNA'yi
etkileyerek hiicrede mutasyona neden olur. Sitoko&ski, biyluk oranda nikleik asit
baz modifikasyonlarindan kaynaklanan kromozongigldiklerine veya DNA’daki
diger desisikliklere baghdir. OH® radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksgon
girer. O, zarlardan kolayca gegcip hiicre cekigoee ulgarak DNA hasarina, hiicrede
fonksiyon bozuklguna ve hatta hicre 6limine neden olabilir (MeramAk&aran
2002, Ozkan ve Ekin 2004).

Hucre igerisindeki ROS kaynaklar primer ve sekonolenak tzere iki kisima ayrilr.
Primer ROSlar (Orn. ¢~, H,0O,) metabolik olaylar aracgiyla ya da oksijen

aktivasyonu ile aga cikabilmektedir. Hicresel kallarda tretilen @~ anyonu,

katalitik aktivitesi ¢ok yiksek bir enzim olan siipksit dismutaz (SOD) tarafindan
katalizlenerek HO,'ye cevrilmektedir.
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SOD reaksiyonusagida goruldigi gibidir:
202._ +2H > H,O,+ O,

In vivo ortamda olgan sekonder ROS’larin (CHradikallerinin) ¢@u ise HO.'nin
Fenton reaksiyonuna gore metal katalizli bozunniasagga cikmaktadir. Fenton

reaksiyonu gagida gosterilmytir:

M™ + H,0, > M™Y + OH® + OH"

Fenton reaksiyonundaki M harfi bir gggnetalini temsil etmektedir (Singh, Manshian
ve ark. 2009).

Belirli bazi nanopartikillerden salinan kadmiyundfCkrom (Cr), kobalt (Co), bakir
(Cu), demir (Fe), nikel (Ni), titanyum (Ti) ve ciaKZn) gibi gegg metali iyonlari, HO,
ve O,* gibi hiicresel metabolik oksijen trtinlerinin Okadikaline dongmesine neden
olabilir. OH® radikali ise DNA'ya zarar veren en énemli tirdBerrdz demir (F&) de
molekiler oksijenden (£ H,O, olusumuna neden olabilir. Odan HO, hiicre ve
cekirdek membranindan difizyonla gecerek DNA'yalbdre ile etkilgir ve OH
radikallerinin agta cikmasina yol acar. Bu durum, kromatindeki DNA histon
proteinleri arasinda Timin — Tirozin ¢aprazglzainin olmasina neden olur. Ayrica
serbest Fe iyonlari OHradikali ile indiklenmi ptrin ve primidin modifikasyonlarina
sebep olabilmektedir. Dolayisiyla Fe ké#ei iceren nanopartikiller, hicre icinde
Fenton reaksiyonu ile son derece reaktif*@atlikallerinin olymasini korikleyen ilave
kaynaklar nitelgindedir.

Ayrica HOy'nin O,* ile tepkimeye girmesi neticesinde yine OHadikallerinin
olusumu s6z konusudur. Haber — Weiss tepkimesi olaiatheh bu olay katalizérsiiz

ortamda oldukca yayagerceklgir ve su sekilde gosterilmtir:

H,0,+ O,""> OH®* + OH + O,
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Demir katalizorli tepkimeler ise ¢ok daha hizlhddatalizorli tepkimede demir 6nce
ferrik formdan (F&) O,° ile ferrdz forma (F&) indirgenir. Ferréz form Fenton
tepkimesi ile ferrik forma tekrar yikseltgenirken HO ve OH (retilir
(Akkus 1995, Gutteridge 1995).

Demir katalizorli tepkimeu sekilde gerceklgmektedir:

0, +Fe® > 0, + Fe? (1)
Fe” + H,0, > Fe + OH® + OH~ (I
02._ + H,O, =2 OH®*+ OH™ + O, (l”)

Nanopartikillerin yapilarinda gggnetalleri bulundurmalarina ilave olarak geyiizey
alanina sahip olmalari da ROS g@lmunu tgvik etmektedir. O nedenle daha kiguk
boyuttaki nanopartikiller oksidatif stresi daha l&azindiklemektedir. Park ve
arkadalari (2008), yaptiklari bir caimada, titanyum dioksit (Tig) nanopartikillerinin
perindklear dailimi ile ayni bolgede buna pla olarak olgan ROS ilgkisini floresan

bir ajan yardimiyla gostergierdir.

Yapilan bircok argtirmada, nanopartikillerin Komet ve Mikronikleusstteri ile
belirlenmi genotoksik etkilerinin oksidatif DNA hasarinaghaoldugu gosterilmgtir.
Ayrica oksidatif stres, antioksidan savunmanin raasina bgi olarak, mitojen aktif
protein kinazi (MAPK) ve nuklear faktor kappa B (IKB) transkripsiyon faktoruni
iceren spesifik sinyal yolaklarini aktive ederek-prflamatuar sitokinlerin salinmasina
yol acmaktadir. Bu sinyalizasyon kaskadi neticesiidt savunma reaksiyonu olan
inflasmayon bglar. inflamasyonda nétrofil gibi inflamatuar hiicrelerdkaha fazla ROS
salinimi gercekkgr. Bu durum ise daha onceden bahsedilen olaylarswr doéngu
seklinde devam etmesine ve partikil maruziyetineatlapatolojik olaylarin ortaya

ctkmasina neden olmaktadir (Singh, Manshian ve22®9).
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2.1.6. Antioksidanlar ve Nanopartikillerin Antioksidan Etkileri

Antioksidan terimi, okside olabilen substrata géreamda daha az dgirnde bulunan
ve bu substratin oksidasyonunu belirgekilde geciktiren veya engelleyen madde
olarak tanimlanabilir. Bu tanima gore antioksidanldizyolojik rolti, serbest radikalleri
iceren kimyasal tepkimelerin sonucunda hicreseksdrllere gelebilecek zarari
onlemektir (Young ve Woodside 2001).

Hunter ve Preedy (2011) ideal bir antioksidandaubmilasi gereken Ozelliklegu

sekilde belirtilmtir:

1) Beyin, kalp ve akg@er gibi oksidatif stresin ygun oldigu bolgelere hizli bigekilde
yaylilabilmek

2) Dustk konsantrasyonlarda etkili olabilmek

3) ROS dretiminin oldgu bolgelerde gucli bir etkiye sahip olup uzun sire
bozunmadan kalabilmek

4) Toksik olmayip organizmalar, dokular ve hucrelerateadan kolayca tolere

edilebilmek

Antioksidanlarin dort farklgekilde etki gosterdi bilinmektedir (Akku 1995):

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlarinta veya daha zayif yeni molekile
cevirmetoplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobrgigal mukus ve kucuik
molekdller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkglp onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktifekle dongtirme bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu
tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini Blayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engeliey
etki zincir kirici etki dir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zinkirici etki
gosterirler.

4) Serbest radikallerin ofturduklari hasarin onarilmasnarici etkidir.

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen k&ynalabilirler (Akkus, 1995).

Endojen antioksidanlar; enzim ve enzim olmayanlarad Uzere iki sinifa ayrilirlar.
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Enzim olan endojen antioksidanlgmnlardir: Siperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferazlar (i;&atalaz (CAT), Mitokondriyal

sitokrom oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

Enzim olmayan bazi endojen antioksidanlar gaalardir: Melatonin, Seruloplazmin,
Transferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilibin, Glutatyon, Sistein,

Metiyonin, Urat,Laktoferrin ve Albimin.

Eksojen antioksidanlar; vitaminler, ilaglar ve gidmtioksidanlari olmak Uzere

siniflandirilabilirler.

Vitamin eksojen antioksidanlaunlardir: a-tokoferol (E vitamini),p-karoten, Askorbik

asit (C vitamini), Folik asit (folat).

Ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar olarddsantin oksidaz inhibitorleri

(allopdrinol, oksipdrinol, pterin aldehit, tungsjenNADPH oksidaz inhibitorleri

(adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal bikg nonsteroid anti-inflamatuar
ilaclar, diphenyline iodonium), Rekombinant stpeioklismutaz, Trolox-C (E vitamini
analgu), Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (G&-aktivitesini arttiran ebselen
ve asetilsistein), Nonenzimatik serbest radikalaggilar (mannitol, albimin), Demir
redoks dongusu inhibitorleri (desferroksamin), Métradezyon inhibitérleri, Sitokinler

(TNF ve IL-1), Barbituratlar, Demygelatorleri drnek olarak verilebilir.

Gidalardaki eksojen antioksidanlar: Butil hidroksien (BHT), Bditil hidroksianizol
(BHA), Sodyum benzoat, Etoksikuin, Propil gallathse-stperoksit dismutaz’dir.

Antioksidanlar etkiekillerine gbre serbest radikal gumunu 6nleyenler ve zincir kiran
ajanlar olarak iki sinifa ayrilmaktadir (AkkulL995).

Serbest radikal okwmunu o6nleyenlersunlardir: Metal balayicilar (transferrin,

albumin, seruloplazmin), Siuperoksit dismutaz (SOBgutalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px).
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Zincir kiran ajanlaisuda ve ygda eriyenler olarak 2'ye ayrilgtir. Suda eriyen zincir
kirici ajanlarsunlardir: GlutatyonUrat, Sistein, AskorbafC vitamini). Yagda eriyen

zincir kirici ajanlar isgunlardir:a-tokoferol (E vitamini),Ubikinon, p-karoten.

Antioksidanlarin serbest radikallere karortaya koydgu hicesel savunmaSekil
2.10’da gosterilnstir.

E Vitamini

p-karoten
E vitamini
C vitamini
p-karoten

i . Peroksizomlar
Katalaz ————) AN S
___‘__,,,_—'—"' h '-b-’.\fr\ujv,"rr-""}m 4.9

SOD S VUNE

~— Mitokondri

C vitamini

Dagilma - GSH-Px

Cift kath — <y Qay
lipit f
membran E vitamini GSH-Px

p-karoten GSH

Sekil 2.10.Antioksidan savunma siste

Nanotip; biyomedikal bilimler, fizik ve muhendislidibi disiplinler arasi etkilgmlerle
ortaya clkan en son teknolojiyi insan gkgini korumak ve iyilgtirmek icir
kullanmaktadir. Antioksidan nanopartikillerin padgyel terapotikler olarak ortay
ctkmasi, bu disiplinler arasi hummali salalarin 6nemli bir sonucudur. Fuller
turevleri, altin, platin ve seryum oksit gibi arkéidan nanopartikiller etkili bire
sabest radikal tutucudur. Bu nanopartikiller noreseratif, kardiovaskile
inflamatuar hastaliklar ve kanser gibi oksidatifestile ilgili hastaliklarin tedavisinc
kullanim potansiyeline sahip (Hunter ve Preedy 2011y izelge 2.4'te antioksida

etkiye sahip bazi nanopartikillerin biyolojik faalijei 6zetlenmtir.
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Cizelge 2.4 Bazi antioksidan nanopartikil turleri ve biyologkkileri

Nanopatrtikdl

Biyolojik faaliyeti

Kaynaklar

C. elegansn yasam suresini arttirici etk

i Kim ve ark. 2008

Sigara dumaninin neden offlu

Onizawa ve ark.

Platin oksidatif hasarin inhibisyonu 2009
Saitoh ve ark.

Kanserli hiicre gegfiminin inhibisyonu 2009
Farelerde antidiyabetik ajan. BarathManiKanth
Hiperglisemi durumunda ofan ve ark. 2010

Altin oksidatif stresi ve organ hasarini azalt|r
Osteoporozisin azaltiimasinda Ok-Joo ve ark.
antioksidan etki 2010
Antioksidan, Noroprotektif ve Markovic ve
Radyoprotektif etki. Ayricaskemi — Trajkovic 2008
Reperfluzyon yaralanmalarina kiar

Fulleren koruyucu etki

ve turevleri Doxorubicin toksisitesine karkoruyucu| Injac ve ark. 2008

etki

Endotelyal hiicreleri NO ile induklengi
hasara kar koruyucu etki

Lao ve ark. 2009

Seryum oksit

No6ronal ygam suresini v®rosophila

yasam suresini uzatir

Rzigalinski ve
ark. 2006, 2009

Travmatik beyin yaralanmalarinda
koruyucu etki

Rzigalinski ve
ark. 2009a;
Whiting ve ark.
2009

Alzheimer ve Parkinson hastaliklarindé
noroprotektif etki

Rzigalinski ve
tark. 2009b; Singh
ve ark. 2007
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Nanopatrtikl

Biyolojik faaliyeti

Kaynaklar

Seryum oksit

In vitro ndroprotektif etki

Schubert ve ark.
2006

Rzigalinski 2005;

In vivovein vitro radyoprotektif etki Colon ve ark.
2009
Rzigalinski ve

Mitokondriyal koruyucu ark. 2009b

Kardiyoprotektif etki

Niu ve ark. 2007

Retina hicreleriningikla indiklenmg

oksidatif stresten korunmasi

Chen ve ark. 200¢

O

Anti-inflamatuar faaliyetler

Rzigalinski ve
ark. 2006;
Rzigalinski ve
Clark 2005; Hirst
ve ark. 2008

2.2. Fullerenler

2.2.1. Fullerenlerin Genel Yapisi ve Ozellikleri

Fullerenler, Karbon (C) atomunun 4cuncu gdio allotroplart olup kapali kafes
seklindeki yapilardir. C atomunun allotropl&ekil 2.11’de gdsterilngtir. Kroto ve ark.
tarafindan 1985 vyilinda kiedilen fullerenler inert bir gaz ortaminda grafiti
buharlgtirihp yogunlastiriimasi ile elde edilnstir. Kroto ve arkadglari, grafitin lazer
ile buharlatiriilmasi neticesinde £ (n burada 20 den bulyuk sayilar) kimelerinin
olustugunu gormigtir (Kroto ve ark. 1985). Elde edilen bu kamdaki karbon
kimelerinin d&hmi ucus zamanl kitle spektrometresi ile incelegmae Gy ile Cro

miktarinin fazla oldgu gézlenmgtir. Butin fulleren tirleri arasinda en fazla bwartir

ise Gso'tir. Sekil 2.12'de Go'In iki ve G¢ boyutlu yapisi gértlmektedir.
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Sekil 2.11.Karbon atomunun allotropla a) Diamant,b) Grafit, c) Lonsdaleited) Cgo
fulleren, e) Csyofullerer f) Cyofulleren g) Amorf karbon,h) Tek duvarl karbon nal-
tup (SWCNT)

Sekil 2.12.Cso'in iki boyutlu (solda) ve ¢ boyutlu (&@a) yapisi
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Cso, Amerikali Mimar Richard Buckminster Fuller'in 18@Montreal fuarinda yag
jeodezik kubbeninsekline benzedgi icin aratirmacilar bu yeni kgedilen yapiyi,
Buckminster Fulleren olarak adlandighardir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13.R. B. Fuller'in Montreal fuarinda (1967) yagtieodezik kubbe

Buckminster fullerenler, 60 C atomunun *3pbaglariyla birbirine bglanarak
olusturdusu, 20 hekzagon ve 12 pentagondan meydana geledZd2 lyir yapiya sahip,
psuedo-aromatik molekullerdir. Pentagonlar aras@gla G tek balari, hekzagonlar
arasinda ise £= Gs cift bagglari bulunmaktadir. Buckminster fullerenler yaglaolarak
1 nm c¢apinda olup trunkat ikozahedral simetri girste busekliyle bir futbol topuna
benzetilir. Buckminster fullerenler futbol topun@&nzedgi icin Buckyballs olarakta
adlandirilirlar (Andrievsky ve ark. 2009).

Rusya’daki Shunga — Karelia bolgesi civarinda feliderin dg@al olarak olgtugu
gorulmistar. Shungit denilen son derece mertamorforams bir kobmuirde ve Fulgurit
denilen, yere yildirnm diiigiinde olgan camsi bir tda bir miktar fulleren bilggi
tespit edilmgtir (Buseck ve ark. 1992, Daly ve ark. 1993). Burdinda yaklaik 65
milyon yildan 2 milyar yila kadar uzanan bir sugerisinde meteor gmnurlari ve
kuyruklu yildiz carpgmalar ile dinya &1 fulleren tginiminin olabilecg ve yine
carpsmanin etkisiyle olgan ortamda fulleren bigeklerinin meydana gelebilege gibi

bazi gorgler de ileri surilmektedir (Becker ve ark. 1996).
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2.2.2. Fullerenlerin Turevlendirilmesi

Fullerenlerin 1985 yilinda kéedilmesinden giinimuize kadar uzanan stre iceriginde
bilesikler Uzerinde yapilan camalar gittikge artnytir. Ginimuzde yapilan cgtnalar
daha ¢ok fulleren turevlerinin gafetiimesi ile ilgilidir (Cataldo ve ark. 2008).

Fullerenler sahip olduklar yapisal 6zellikleribiiriyle kimyasal modifikasyonlara
uygun bilaiklerdir. Dolayisiyla bunlari ggtli modifikasyonlarla tirevlendirerek farkl
fiziksel ve kimyasal 6zellikteki yapilar haline getek mumkiindur. Orngn; Fulleren
nanopartikullerinin hidrofilik 6zelliklerini arttmak icin yuzeylerine hidroksil (-OH),
karboksil (-COOH) ve amin (-NpI gruplar eklenebilir ya da fulleren kafesi icémnis
metal atomlar sokularak endohedral metallofullererelde edilebilir. Bu metal
atomlari fulleren kafesine elektron verirken kafiesim merkezinde konumlanmaktadir.
Endohedral metallofullerenler Manyetik Rezonanvgini gorintileme tekniklerinde
(MRI ve XRI) radyoizleyici olarak kullanilabilirler(Bosi ve ark. 2003). Géli
fonksiyonel gruplarla modifiye edilmi bazi fulleren turevleri Sekil 2.14'te

gOsterilmitir.

Karboksifulleren Metanofulleren

y

COOE
N\~ COOEt

Pirolidinofulleren i Iminofulleren

N—-MEM

—CHs

Sekil 2.14. Bazi modifiye fulleren turevleri
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Yapisinda c¢gtli fonksiyonel gruplar bulunduran ve makul elekir ilgisi gosteren
fullerenler, homojen olarak c¢ozunglinde; no6roproteksiyon, radyoproteksiyon,
apoptoz, tiumor tedavisi, fotodinamik tedavi ve AlDi®davisi gibi alanlarda
kullanilabilme potansiyeline sahip olmaktadir (Kmjic ve ark. 2005). Bu anlamda,

fulleren turevlerinin kullanildyl bazi uygulama alanlasekil 2.15'te gosterilmtir.

Enzim Antioksidan
inhibisyonu
MRI
kontrast Biyosensor

ajani

=

Fotodinamik /

Antibakterivel
aktivite

Sekil 2.15. Fulleren tirevlerinin uygulama alanlari (Cataleoark. 2008)

2.2.2.1. Polihidroksi Fullerenler ve Fullerenol

Polihidroksi fullerenler ya da fullerenal, fullergiiizeyine belirli sayida hidroksil grubu

(-OH) eklenmesiyle okur. Kimyasal formulleri G(OH),dir (n = 18 — 22)..
Fullerenoliin t¢ boyutlu yapiSekil 2.16’da gosterilnsiir.
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Fullerenoller, suda ¢ok iyi ¢bziinme, kan — beyinymaini gecebilme, molekil kaa
bircok oksijen radikali yakalayabilme ve mikemmel lantioksidan olma gibi

Ozellikleriyle 6n plana ¢ikmaktadir (Trajkovic vika2005).

Sekil 2.16. Fullerenolin t¢ boyutlu yapisi

2.2.3. Cgo Fullerenlerin Toksikolojisi

Molekuler oksijen (@), sahip oldgu benzersiz elektronik konfiglirasyon dolayisiyla
birbirine enerjik olarak ¢cok yakin ¢ elektronikrieda bulunabilmektedir. Bunlar temel
triplet form, uyariimg triplet ve uyarilmy singlet formlardir. Uyarilngi singlet forma
singlet oksijen 10,) denilmektedir. Singlet oksijen, yapisindgegmemi elektron
icermedgi icin serbest radikal gg@dir fakat sahip oldgu elektronlarin dénme
yonlerinin farkhligindan dolayi oksijenden daha reaktif bir molekil¢kitis ve Kneser
1933).

En genel anlamda singlet oksijen @lmu fotosensitizasyon ile gercejiecktedir.

Fotosensitizasyon olayinda, belirli bir dalgaboyraligindaki sigin fotosensitizer
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tarafindan absorbe edilmesi neticesinde uyagimldeki sensitizerden oksijenin temel
triplet haline enerji transferi gercekiaektedir (Clo ve ark. 2007).

Ceo fullerenler cok etkili singlet oksijen Ureticileird Bunlar UV sinlari kuvvetle
absorbe ederken gorunir bolgenlarini kismen absorbe ederler (Kratschmer ve ark.
1990, Leach ve ark. 1992). Absorplanark ienerjisi ile Go molekilt uyarlmy hale
gecmekte Ceo*) ve Sekil 2.17'de goOsterilen Tip 1 ve Tip 2 fotokimyasal
mekanizmalarla &~ ya da'O, olusumuna yol agmaktadir. Hiicre icerisindesalu’Os,
diger molekullerle etkilgtiginde ya icerdii enerjiyi onlara aktarir ya da htcre
membranindaki poliansatire gyaasitleriyle d@rudan tepkimeye girerek lipit

peroksitlerin olgumuna neden olur. (Yamakoshi ve ark. 1998).

\ "4 'Cgo 3Cé
'Ceo C: Re+ H &
W %o Mg
T e e
o3* 30, 105" 30,

Sekil 2.17. Tip 1 (Yuk transferi) ve Tip 2 (Enerji transferijotokimyasal
mekanizmalarininsematik goésterimi (*, G'In uyariims singlet ve triplet hallerini
belirtmektedir)

Tip alanindaki potansiyel kullanimi ve tuketici Gigri acisindan g toksisitesinin
degerlendirilmesi kesin bir on koldur. G fullerenler muhtemel bir ROS kaygia
oldugu icin Gso'iln su ekosistemleri ile etkij@ni, endustriyel seri Uretimi ve sulu
ortamlarda istenmeyen fulleren aggregatlariningsroasi gibi konularda bazi hakli
kaygilar ortaya ¢ikmgtir. Bilindigi Gzere airi ROS Uretimi antioksidan kapasiteyi alt
ederek oksidatif strese ve ciddi bir sitotoksik ga mutasyonel hiicre hasarina yol
acmaktadir (Nelson ve ark. 1993). Biyolojik cevrdke G fulleren aracili ROS’larin
olusumuna bgli olarak gozlenebilecek etkil&ekil 2.18’de gdsterilngiir.
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ROS

Plazma / l \

membran Sinyalizasyon
hasari Mitokondriyal (NF-KB aktivasyonu)
hasar (MAPK aktivasyonu)
\ N !
Hiicre Hiicresel
O lii mii fonksivonlarin
degismesi

Sekil 2.18. Biyolojik cevrelerde fulleren aracih ROS’larinugimu ve olasi etkileri
(NF-kB: Nuklear faktér — kappa B, MAPK: Mitojen «t# protein kinaz)

Cso, Qucli bir g1k kaynaina maruz kalmag sirece yeterli ROS dretimi
gerceklgtiremez. Bu d@rultuda, yapilan bircok klasik toksisite gahasinda, gegi
konsantrasyon araliklarinda uygulanasit§eC o preparasyonlarinim vivo vein vitro
sitotoksik veya genotoksik etkilere yol acmadbelirtiimistir (Nelson ve ark. 1993,
Yamago ve ark. 1995, Baierl ve ark. 1996, Moussarke1996, Jia ve ark. 2005, Mori
ve ark. 2005, Kolosnjaj ve ark. 2007, Baker ve af08).

Bununla birlikte Go'in toksik olmadgl anlaysl Sayes ve arkadiarinin 2004’te yap#i
bir calsma ile celsmektedir. Solvent dgstirme metodu ile hazirlangi ve
turevlendiriimemg Tetrahidrofuran (THF)/6s nanopartikilleri, suda c¢ozinebilir

fulleren turevlerinden farkh olarak, hazirlanmahigrelere uygulanma esnasinda ortam
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Isigina maruz kaldy taktirde yuksek miktarda ROS uretmekte ve oldukigaiik
konsantrasyonlarda (nM) bile insan hicrelerini dhdéktedir. Sayes ve arkadia s6z
konusu sitotoksik aktivitenin hiicre membraninin R&83cili lipit peroksidasyonu ile

gerceklgtigini gostermglerdir (Sayes ve ark. 2004).

Sayes ve arkagdar, THF/G tarafindan Uretilen oldukca yiksek miktarlardaki
sitotoksik ROS’un, saf £'In dogal bir 6zelligi olabilecegini ileri sirmiglerdir. Bununla
birlikte fulleren kafesinin tirevlendiriimesindekrtisa bali olarak ROS olgumunun
ve sitotoksisitenin diiiigint gostererek hipotezlerini desteklgimidir (Sayes ve ark.
2004). Bu hipotez ayni zamanda,sige fonksiyonel gruplarin fulleren cekirgene
kovalent olarak bglanmasiyla birlikte Gy'in fotofiziksel 6zelliklerinin dgismesi ve
singlet oksijen olgturma veriminin démesine ilgkin yapilan cakmalarla tutarlilik
gOstermektedir (Prat ve ark. 1999, Bensasson ve28fK., Chin ve ark. 2008).

Benzersekilde, THF ile hazirlanrgiCgo ve polihidroksile G bilesikleri direkt olarak
ROS olgturma ve sitotoksik kapasiteleri acisindan kiyadianda, THF ile
hazirlanmg Cgo sitotoksisitesinin intraseliler ROS birikimi ildiskili oldugu ve
antioksidan uygulama ile dnlenebilggcepolinidroksile G bilesiginin gosterdgi distk
toksisitenin ise ROS’tan Bamsiz oldgu bulunmytur (Zhu ve ark. 2006).

Elde edilen sonuclar saf ¢Qn potansiyel toksisitesi hakkindaki bilinglenmeyi
arttirirken, alternatif bir teori de THF{IN ROS aracil sitotoksisitesinin  kafes
icerisine giren THF kalintilarinin  vagindan kaynaklandini ileri sirmektedir
(Andrievsky ve ark. 2005). Son varsayimi destekialikte yapilan bir cajmada, suda
uzun siure kagtirllarak elde edilen saf & suspansiyonunun gdi akuatik
organizmalarda ve memeli hicre kilturlerinde dakataksik oldgu bulunmytur
(Oberdorster ve ark. 2006, Zhu ve ark. 2006, Maikge ark. 2007).

Beuerle ve arkagtarinin 2007 yilinda ortaya koygu bir calsmada, genel olarak

pozitif yuklu fulleren tirevlerinin negatif yuklilanlara gore daha yuksek bir toksisite
gosterdgi belirlenmgtir. Bununla birlikte Sekil 2.19'da goérulen tris — malonik asit
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turevleri gibi bazi anyonik bikklerin dekarboksilasyona yol acarak toksisiteyi
arttirdg da belirtilmitir.

HOOC COOH HOOD COOH

COOH
HO

HOOC COOH COOH

COOH
131313/D, eee/C,

Sekil 2.19.Tris — malonik asit €ve D; tlrevleri

Cso'In biyoguvenlgine iliskin oldukca ikna edici veriler olmasina graen, onun
potansiyel toksik etkilerini kiicimsemek ve dikkatkenamak akilsizca bir davrani
olacaktir. Buna h#i olarak, uzun silre suda kdmlarak hazirlanan £
nanopartikullerinin ve suda ¢6zunebiligg@irevlerinin cgitli deneysel sistemlerde hala
toksik ve mutajenik etkiler gostefdiortaya cikarilmgtir (Rajagopalan ve ark. 1996,
Tsuchiya ve ark. 1996, Ueng ve ark. 1997, Chen rke 998, Bosi ve ark. 2004,
Oberdorster 2004, Dhawan ve ark. 2006, Yamawakiwae 2006, Baun ve ark. 2007,
Roberts ve ark. 2008)

Ozetle, Goa bagh toksisitenin dgerlendirilmesinde; kullanilan dg turevlerinin
hazirlanma yontemleri, fonksiyonel gruplasiga duyarlhliklari, dger kontaminantlarla

etkilesimleri ve kullanilan deneysel sistem oldukca onekriterlerdir.

Ceo turevlerinin farkh sitotoksik etkiler gostermesedher tirevin hiicre membraniyla
etkilesiminin ve intraselller bguga girisinin farkh sekillerde gerceklgnesi rol
oynamaktadir. Yiksek hidrofobik ya da hidrofilik 28y alana sahip toksik katyonik
turevlerin, toksik olmayan ndétral ve anyonik tlend gore hicre membranina daha
kolay girdigi gOsterilmgtir (Bosi ve ark. 2004).
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2.2.4. Cgo Fullerenlerin Antioksidan ve Sitoprotektif Etkiler i

Cso fullerenler, sahip oldtu yapisal 6zellikler ve ROS’lara kargosterdgi yuksek
reaktivite nedeniyle Krusic ve arkagir (1991) tarafindan “radikal stingeri” olarak

nitelendirilmistir (Krusic ve ark. 1991).

Suda ¢o6zlinebilen fullerenoller ve hekzasiilfobiitilefenler, Q*~ giderici aktiviteleri
calsilan ilk turevlerdir. Ozellikle hekzasilfobitil figkenlerin uM duzeyindeki
konsantrasyonlarda kullanildiklarinda bile dozglibalarak % 95’e varan oranlarda
O,*” giderici aktivite gostergi ortaya konmstur (Chi ve ark. 1998, 2002).
Fullerenollerde bu etkirgin 1 mM konsantrasyonda % 40 civarinda @ldu
belirtilmistir (Chiang ve ark. 1995, Mirkov ve ark. 2004),°O giderici aktivitede
gozlenen bu farkhfiin karbon kafese eklenen fonksiyonel gruplarkkili oldugu ileri
suralmigtar (Cataldo ve ark. 2008)

Quick ve ark. (2008), fulleren tirevlerinin SOD enini taklit eden SOD-mimetik
ozelliklere sahip oldgunu bildirmistir. O,*" radikallerini giderme aktivitesi acisindan,
tris — malonil Go turevlerinin SOD ile kiyaslanabilir seviyede ofdunu ifade eden
Quick ve arkadgdari ayni zamanda bir tris — malonik asi@irevi olan G bilesiginin,
0,*” dismutasyonunu enzim benzeri katalitik bir antidke aktivite ile
gerceklatirdigini ortaya koymugtur (Quick ve ark. 2008). Ayrica ;(ilesiginin fare
beynindeki oksidatif stresi durdigi, bilissel performansi arttirgh ve farelerin ygam
suresini uzatg belirtilmistir (Ali ve ark. 2008).

Son yillarda G fulleren hidratlarinin (ggHyFn) antioksidan kapasiteleri kapsamli bir
sekilde calgilmistir. Bu bilesiklerin  beklenmedik bir sekilde, c¢ok dgik
konsantrasyonlarda bile 18- 10" civarinda OM radikalini nétralize edebildikleri
belirtiimistir. Ayrica antioksidan kapasiteye sahip olan blesiklerin néroprotektif,
anti-kanser, anti-inflamatuar ve anti-aterojenikkilet gosterdgi ortaya konmstur
(Andrievsky ve ark. 2005).
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Bogdanovic ve ark. (2008), fullerenoliin, hiicrertgpive uygulanan doza gaolarak
oksidatif strese maruz kalan htcrelerdeki antickisidkapasiteyi ve antioksidan

enzimlerin aktivitesini arttirggni belirtmistir.

Mitokondri ile etkilesime girebilmeleri ve ROS’lari bilinen antioksidardan daha
etkili bir sekilde gidermeleri dolayisiyla fullerenollerin veahlanik asit — G ttrevleri
gibi suda c¢ozunebilen karboksifullerenlerin sitdpktif antioksidan olarak kullanim
potansiyeline sahip olgu belirtilmistir. Fullerenol ve karboksifulleren biilerinin
ROS deaktivasyonuna glasitoprotektif 6zellik gostermesinin altinda yatamekanizma
genel olarak bu bikgklerin, apoptotik kaskadin oksidatif stres arambltksiyonu ile
olan etkilgimlerine dayanmaktadir. Fulleren ile muamelenin,FThMa da UV ile
tetiklenen kaspaz aktivasyonunu etkili bekilde azaltg ve DNA fragmentasyonunu
onledigi bildirilmi stir (Edinger ve Thompson 2004, Chirico ve ark. 20Biarhaji ve
ark. 2008).

Ilging bir sekilde, sitotoksik ROS okluran THF/Go nanopartikilleriy-isinina maruz
birakildginda sitotoksik Ozelliklerini kaybederek memeli heélerini oksidatif strese
bagli oOlimden koruyabilmtir (Isakovic ve ark. 2006). PVP, PEG ya da
v-siklodekstrinle modifiye edilmi farkli Cso nanopartikilleri ise ROS giderme
kapasiteleri ve hedeflenmmROS tipleri acisindan farklilik gostermektedir @tig ve
ark. 2003, Xiao ve ark. 2005).

2.2.4.1. Cg Fullerenlerin Antioksidan Etki Mekanizmasi
Simdiye kadar, G fullerenlerin yuksek antioksidatif potansiyellserbest radikallerin
karbon kafesinin c¢ift bdarina hemen Rganabilme Ozelli ile belirlenmitir. Cego

kafesinin sahip oldgu 30 cift b& teorik olarak 60 radikal tutabilmektedir. Bu raalik
tutma slemi ise aagidaki reaksiyonlara gére gercejecktedir (Wang ve ark. 1999).
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>C = C< + OH® = >C(OH) - °C< + OH®* = >C(OH) — C(OH)<
OH® + Cso(OH)n = [Coo(OH)n+1]* ; H® + Ceo(OH)n = [Ceo(OH)n H]*

Bununla birlikte Andrievsky ve arkaglarinin 2009'da yap#i bir calsma, serbest
radikallerin fulleren cekirdgénin cift baglarina direkt olarak Bdanma mekanizmasina
alternatif olarak GHyFn'nin farkh bir antiradikal etkiye sahip ol@unu ileri
surmektedir. (GHyFn = Go@(HO),in stabil dondr — akseptor kompleksi)
CsoHyFn’nin radikal giderici etkisi ¢ozeltideki & konsantrasyonuyla ters bir ski
icerisindedir. Buna gére 19— 10 M gibi son derece seyreltikegcozeltilerindeki her
bir Cso molekull, teorik olarak karbon molekuillerinegteama kapasitesinin (bir &g
molekill icin 60 OH radikali) cok daha Uzerindeki miktarlarda OHadikalini
gidermigtir. 10° — 10 M konsantrasyon arg@indaki oldukca seyreltik sulu fulleren
cozeltilerinde (GoFWS) ise bir GoHyFn molekiilii yaklak olarak 18— 10* gibi muithis

miktarlardaki OH radikallerini nétralize edebilme yetetirdedir.

Andrievsky ve arkadgarinin yapmy oldugu argtirmanin sonugclari; gHyFn’nin 10°

— 10™ M konsantrasyon arg@inda ters orantili ve stokiyometrik olmayan bir
antiradikal etki 0©zelfiini ortaya koymgtur. Bu fenomenin, radikallerin &
molekullerine direkt olarak anma mekanizmasina dayanarak aciklanmasi zordur.
Bunun igin Onerilen basit bir mekanizmada duzenk, & su kompleksinden

bahsedilmektedir. S6z konusu mekaniz$e&il 2.20’de gosterilngiir.

Eksik elektron iceren & cekirdeinin hidrofobik hidrasyonundan dolayi,@ dipol
baglari tarafindan kararli su katmanlari gtlirulur. Radyasyon ile indiklensiOH®
radikallerinin olgumu ve sonraki ortadan kaldiriima streci bu hesgrgjizenli su
katmanlarinda gerceldmektedir (Andrievsky ve ark. 2002, 2005, Chapliro@0 Bu
kavrama uygun olarak hidrofilik yluzeylere yakinraolekulleri uzun mesafeli, stabil ve
dizenli su katmanlar ojturarak 10 — 10um mesafelere kadar gel@mekte ve
binlerce su katmani meydana getirmektedir. Begekilde GoHyFn, sulu ortamlarda

uzun mesafeli ve dizenli su katmanlarininsofuunu indiklemektedir.
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Sekil 2.20. Uzak mesafeli, dizenli su katmanlari ile cevrilr CsoHyFn modeli
(Andrievsky ve ark. 2009)

Bu durumda,Sekil 2.21'de goriilecg@ Uzere, heterojen ve dizenli su ortami; suyun
radyolizisi ile olgan sulu serbest radikallerin kendi bolgelerindekializasyonunu ve
konsantrasyonunu dizenlemektedir. Bu dizenlenme sisle serbest radikalleri
cevreleyen su kabuklari ile dizenli su ortaminipiy@enzeriginden ileri gelmektedir.
Serbest radikallerin bdyle sulu ortamda birikmesnlarin bu ortamda kafasma
olasiliklarini ve akabinde stabil (radikal olmayanplekdllerin olgumu ile sonlanan
rekombinasyonlarini  (serbest radikallerin kendi dikmmine noétralize olmasini)
arttirmaktadir (Andrievsky ve ark. 2005, Crowellark. 2004).

Baska bir deysle CsoHyFn’nin diger antikoksidanlara gore (tokoferoller, karotineidl
bioflavonoidler, askorbik asit v.s.) bu sirgdantiradikal 6zellikleri; o ve onun nano
boyuttaki dger kiimeleri tarafindan indiklenen uzun mesafeldueenli su kabuklar
vasitasiyla serbest radikallerin birikimini ve dge&syonunu katalizleme yetefine

dayanmaktadir. §HyFn’nin olasi ikinci indirekt antiradikal etki mekizmasi ise;
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suyun radyolizisi ile olgan primer Grlnlerin g1 saran duzenli ve viskoz su
katmanlarinda meydana gelmesine dayanmaktadir. ikoz katmanlarda meydana
gelen serbest radikallerin difiizyonu ise bluytk deginirlandiriilmaktadir. Bu olasi etki
mekanizmasina gore fulleren ile dizenlepnsulu ortamda serbest radikaller mekansal
olarak birbirlerinden ayrilamazlar. Dolayisiyla serbest radikal okwmundan hemen

sonra hizlica rekombine olarak bazi molekiler tetialwtururlar.

[___iki molekiil e [ vigini icerisindeki serbest

o . = radikal rekombinasyonunun
notral iiriinleri

Serbest radikal ,
I " Re—R; 5
olusumu _ : in¥ | .
Serbest.radlkallerln L R;—R; |
rekombinasyonundan| | 5

| bnce ve sonra olusan < _R'-—_ﬁR'_

iiriinler 3 R,—R, |

Absorbe olup bir araya ; R;—R; |
N gelen bazi serbest radikal | R Ry |
tiirleri

\R;yR;

o

Diizenli su katmanlar

e . Serbestsu )|

ViZini

e

Sekil 2.21. Sulu Gy fulleren etrafindasekillenmis, uzak mesafeli ve duzenli su
katmanlarinca kontrol edilen serbest radikallerilbsabsiyon, toplanma ve
rekombinasyon mekanizmalarinin olasig@masi (Andrievsky ve ark. 2009)

Sekil 2.21’de goruldgu gibi suyun radyolizisi ile okiugu varsayilan sulu RRy, R; ve
R, radikalleri OH, H*®, HO,®, °CO,, O,*” ve sulu e radikalleri ile adeger
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distintlmektedir. Bu serbest radikaller OH H* — H,O ; OH + OH® — H,0; ;
H°® + H®* — H, gibi basit rekombinasyon reaksiyonlari ile® H,O,, H,, O, ve HCO;

gibi nétral molekuler trunler ofmaktadir.

CsoHyFn varlgindaki serbest radikal eliminasyonunun bu indirektkatalitik benzeri
mekanizmasi bazi deneysel verilerle desteklgnrai d@al Cs fullerenlerin ROS ile
induklenmg oksidatif modifikasyona kar son derece yiksek stabilite gostgrdirtaya
konmuwtur. Ultrasonik muamele ile hazirlanansoG- su stspansiyonu, 6 mGy gibi
yuksek bir radyasyon dozuna uzun stire maruz bmakve G molekullerinin sadece
%5’lik bir kisminin yikima gradgl gordlmitur. Sulu Go ¢ozeltilerinin radyolizisi ile
gerceklgen bu yikim neticesinde polimerizasyon, karbon letk@n parcalanmasi,
alken (-CH) ve karbonil (-C=0) gruplarinin ehaasi, hidroksil (OF) radikallerinin
acga cikmasi gibi olaylar gerceklmektedir.

Suda ¢6zunebilen fonksiyonel fullerenlerin radyasye indiklenmg hasarlara kar
gostermg oldugu yuksek etkinlik onlarin olasn vivo ROS giderme aktiviteleri ile
aciklanmaktadir. Bununla birlikte fulleren tirewien tasidiklari fonskiyonel gruplara
bagll olarak ROS giderme kapasiteleri dezsgeklik gostermektedir. 4 karboksil grubu
(-COOH) taiyan bir fulleren bilgiginde OH radikali giderme aktivitesi
gozlenmemgtir. Dolayisiyla karbon kafesine eklenen fonksiylorgguplara ya da
radikallere bal olarak OH radikalini balayabilme yeteng azalmaktadir. Ayrica
antioksidatif aktivite gosteren sulusébilesiklerinin boyut olarak genelde 20 — 200 nm
aralginda yer aldii belirtilmistir (Andrievsky ve ark. 2009).

2.2.5. CgoFullerenlerin Antiapoptotik Aktivitesi

Apoptozis, 25 kDa @rliginda dimerik bir protein olan Transforme — ediciyBine
Faktorup (TGF)'nin ana rol oynagy programlanmy bir hiicre 6lim mekanizmasidir.
Bu surecte ortama ROS salinimi ger¢cgkken bunu durdurmanin ya da en azindan
azaltmanin tek yolu antioksidan muamelesidir. Oroekisaca antioksidan ozelliklerine

deginilen tris — malonik asit € ve D; fulleren tiurevleri, Hep3B hepatik timor
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hicrelerinde TGHB'nin indukledgi ROS’lari nétralize ederek apoptozisi 6nletmi
(Huang ve ark. 1998).

Ayrica yapilan bir dier calsmada hekzasulfobutil fulleren tdrevinin iskemi —
reperfiizyon sonucu oksidatif strese maruz kalanrddohicrelerindeki antiapoptotik

etkisi ortaya konmgtur (Chien ve ark. 2001)iskemik durumu takip eden organ
reperflizyonu, apoptoziste d@au ulgan bir dizi hicresel modifikasyonu beraberinde
getirmektedir. Apoptotik hiicre dlimuningmlugu hemin vivoda hem den vitro'da

ROS’larin nétralizasyonuyla yakindarsKilidir.

Cs bilesigi, epitel hiicrelerde, hicreler ve matriks arasindadtezyonun kaybi ve
hiicresel buzulme ile karakterize anoikia durumurau artan substrat ihtiyaci ile
induklenen apoptotik hiicre 6lumuni azaltmaktadtraf&ce ve ark. 1999). Bunun
disinda serebellar grandl hiicrelerinde ve periferal keonontklear hiicrelerinde dg C

bilesiginin etkileri calsiimistir (Bisaglia ve ark. 2000, Monti ve ark. 2000).

2.2.6 CepFullerenlerin Antikarsinojenik Etkileri

Fullerenlerin, molekuler oksijenin son derece rgaROS’a gegini fotosensitize
edebilme potansiyelleri onlar kanser hicrelerifotodinamik tedavi ile oldirtlmesi
alaninda umut verici adaylar yapmaktadir. Bu tetigpdygulamanin asil avantaji ise
seciciliktir. Cok iyi odaklanngi bir 1sin demetinin vicut ylzeyinden tumaor bolgesine ya
da optik fiberler yardimiyla dahili timorlere uygnmasi sonucu fotosensitize edici

ajanin tumar — spesifik aktivasyonu gercehiektedir (Brown ve ark. 2004).
Cssitli suda ¢ozunebilen &g tlrevlerinin serviks, larinks, ak@ger ve kolon karsinomu
gibi farkli kanserli hicre kalturlerine kar gosterdikleri etkili fotodinamik aktivite

yapilan bircok capma ile ortaya konmyiur (Mroz ve ark. 2007).

Ceo fullerenlere porfirin gibi dier bazi fotosensitizerlerin planmasi ile olgan

ikililerde benzersiz fotofiziksel 6zellikler ve red 6zellikleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
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Ozellikleri barindan g — porfirin ikilisi, oksijenin nisbi yoklgunda bile oldukc¢a
yuksek bir ROS — aracili sitotoksisite kapasitesiaeiptir (Alvarez ve ark. 2006).

Gorunige gore fulleren turevlerinin antikarsinojenik aktissi hem singlet oksijen hem
de super oksit anyonunun elutmuna bah olup (Alvarez ve ark. 2006, Mroz ve ark.
2007) fulleren kafesinin turevlendiriime geglngi ile ters iliski gostermektedir (Yang ve
ark. 2002, Mroz ve ark. 2007). Fulleren kafesingatent olarak bglanan fonksiyonel
grup sayisi artgainda fulleren kafesinin tireviendiriime geglngine bali olarak ROS
olusturma kapasitesi azalmaktadir (Prat ve ark. 19@%sBsson ve ark. 2001, Chin ve
ark. 2008).

Ayrica yapi1 — aktivite ikkisi ile ilgili yapilan bir argtirmada -OH grubu gibi daha fazla
singlet oksijen yakalayan gruplara sahig Cirevlerinin, ayni sayida -CH grubu iceren
veya daha az singlet oksijen yakalayan gruplaraps@ky tiurevlerine kiyasla daha
disUk bir fotodinamik aktivite gostergii ortaya ¢ikmgtir (Mroz ve ark. 2007).

Suda ¢0Ozunebilir ggturevlerinin fotodinamik antitimor aktivitesi, pn@mnlanmg hiicre
olumu olarak bilinen apoptozisin lamasini gerektirmektedir (Alvarez ve ark. 2006,
Mroz ve ark. 2007). Bu tip hiucre olumu, kaspaz enailesinin aktivasyonu ve
DNA’nin fragmentasyonu ile karakterize olup plasm&mbrani yikima gramadan
gerceklemektedir. Akabinde bir inflamasyonu durumu olmadgoptotik hicrelerin
fagositlerce taninip ortadan kaldiriimasi gercggkléEdinger ve Thompson 2004). Bu
durum suda ¢ozunebilirggtirevlerinin segici mitokondriyal lokalizasyonu ietarlilik
gostermektedir (Foley ve ark. 2002, Chirico ve &R07) ve ROS ile induklenen
mitokondriyal disfonksiyonun, apoptozisin mitokorydd yolagindaki balatici adimi

teskil ettigi dusintlmektedir (Edinger ve Thompson 2004).

Suda c¢Ozunebilir g turevlerinin aksine SDS, Tween gibi bilinen siurtakarin
eklenmesiyle ya da PEG ve PVP gibi polimerlerle l&kaprak hazirlanan
nanopartikulleri gefiigiizel bir sekilde kansere kar gosterdikleri fotodinamik
aktiviteler icin test edilmgitir. Sasirtici  bir bicimde turevlendirilmergi Cgp.

fonksiyonelize edilmi suda ¢oOzinebilir fullerenlere kiyasla daha yukbeksinglet
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oksijen kuantum verimi gostergtir ve dolayisiyla ¢ok daha iyi fotosensitizer ¢ized
sahiptir (Prat ve ark. 1999, Bensasson ve ark. 208ih ve ark. 2008).

Ayrica, timorlerin anormal gegtikteki vaskuler porlari nedeniyle artan permeaéilie
tumorlerdeki bozulmg lenfatik stiztlme nedeniyle alan birikimden (Modi ve ark.
2006) dolay! birka¢ yliz nanometreye kadagigen boyutlardaki & nanopartikilleri
blyuk olasilikla ylksek intra tumoér konsantrasyania ulamaktadir. Aslinda PEGKg
konjugatinin timor dokusunda normal dokuya goreadtzla birikmesi ve dokuda
daha uzun sire kalmasi, bu konjugati, bilindikitiosensitizer olan porfirine gore daha
gucli timor baskilayici fotodinamik etkiye sahip &jan yapmaktadir (Tabata ve ark.
1997).

Cizelge 2.5'te ¢gtli CeotUrevlerinin ROS aracili biyolojik etkileri 6zetlamstir.
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Cizelge25. Cssitli Cgp preperasyonlarinin glaca ROS aracili biyolojik etkilerine genel bgki

Fulleren Turevleri Deneysel Sistem ROS Biyolojik Bkiler Referanslar
In vitro eksitotoksik ve Jin ve ark. 2000,
apoptotik ndéronal 6lim l Noroproteksiyon Dugan ve ark. 20086,
. . . Chen ve ark. 2004,
In vitro H,O,ya da Nitrik oksit _
sitotoksisitesi | Hiicre olimiintin onlenmesi|  !sakovic ve ark.
2006,
Akcigerde iskemi —
reperfiizyon yaralanmasi ! Vaskiller hasarin azalmasi| chen ve ark. 2004
Mitokonriyal
Suda ¢ozuinebilir depolarizasyonun inhibisyony,
Ceo turevleri In vitro TNF sitotoksisitesi ! kaspaz aktivasyonu ve Harhaji ve ark. 2008
apoptotik hicre 6limu
Ceo(OH) Insan lens epitel hiicrelerinde Sitotoksisite
60 n
in vitro uygulama TPS (Apoptozis) Roberts ve ark. 2008
] ] Badireddy ve ark.
Bakteriyofaj uygulamasi T PS Bakteriyofaj inaktivasyonu 2007

Mastosit ve bazofilleriimn vivo

In vivovein vitro histamin

Ryan ve ark. 2007
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Suda ¢ozunebilir

Ceo turevleri

vein vitro modellerdeki

anafilaksi uygulamalari

saliniminin inhibisyonu

Malonik asit

turevleri

Kanser hicrelerinin in vitro

kaltara

1 PS

Hucre dongusinin
durdurulmasi, hiicre

gelisiminin baskilanmasi

Rancan ve ark. 2002,
Yang ve ark. 2002

Keratinosit ve hepatositlerin
UV yada TGF ile

indiklenmi apoptozisi

Mitokonriyal
depolarizasyonun azalmasi
kaspaz aktivasyonu ve

apoptotik hicre 6limu

Huang ve ark. 1998
Fumelli ve ark. 2000
Chirico ve ark. 2007

In vitro eksitotoksik ve

apoptotik néronal 6lim

Noéroproteksiyon

Dugan ve ark. 1997,
Lotharius ve ark.
1999, Bisaglia ve ark
2000,

Yaglanms sinir sistemi,
radyasyon ile indiklenmi

beyin hasari, kortikal
enfarktus, ALS ve Parkinson
hastaliklarinin hayvan

modelleri

Noroproteksiyon, ygam

sliresinin artmasi

Dugan ve ark. 1997,
Lin ve ark. 2002,
Dugan ve ark. 2001,
Daroczi ve ark. 2006
Quick ve ark. 2008

Sulfobatil Gso

Farelerde fokal serebral iskemi

Noéroproteksiyon

Huang ve ark. 2001
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Kanser hicrelerinim vitro

Kanserli hticrelerin 6limu

y

idi TPS . Mroz ve ark. 2007a
Prolidinyum kaltara (Apoptozis) 2V
turevleri S —
Bakterilerein vitro uygulama | 1 PS Bakteriyel 6lum Tegos ve ark. 2005
Suda ¢ozunebilir o Kanser htcrelerinim vitro Kanserli hiicrelerin élima
) ' Ceo-porfirin Kultaro 1 PS ) Alvarez ve ark. 2006
Ceo tUrevleri (Apoptozis)
Kanser hicrelerinim vitro
Seker turevleri Kultri 1 PS Kanserli hiicrelerin 6lumi | Mikata ve ark. 2003
Keratinositlerin UV ile
indiiklenmis 61GmU ! Hucre 6limunun 6nlenmesi|  Xjao ve ark. 2006
In vitro kondrosit apoptozunun
PVP/ In vitro kondrosit apoptozisi vein vivokikirdak vikiminin
Go , I Y Yudoh ve ark. 2007
ve osteoartrit hayvan modeli azalmasi
Tabata ve ark. 1997
Surfaktan kaplama, PEG/Go Kanserinin vivouygulamasi | 1 PS TUmor gerilemesi Liu ve ark. 2007,
solvent dgistirme Fare karag@er mikrozomlaring
: . 1 PS - ksid
ya da sonikasyon Siklodekstrin/Gg yerlesme Lipit peroksidasyonu Kamat ve ark. 1998
ile hazirlanmg Cqo
Toksin ile indiklenmy ! o Gharbi ve ark. 2005
nanopartikulleri Tween/Go Karacierin korunmasi

karacger hasari
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Sayes ve ark. 2004,
Membran lipit peroksidasyony, Sayes ve ark. 2005,
; ; . Isakovic ve ark.
Normal ve kanserli hticrelerir mitokondriyal depolarizasyon, 7006, leak
. . , Isakovic ve
in vitro kultird 1 MAPK aktivasyonu, hucre viey
THF/Cso L _ ark. 2006, Markovic
olumu (Nekrozis)
ve ark. 2007
Mitokondriyal depolarizasyon,
Kanser hicrelerinim vitro kaspaz aktivasyonu, )
TNE | 1 Harhaji ve ark. 2008
Siirfaktan kaplama, Hygtiamast apoptoz/nekroz
- Hucre dongusinin
solvent dgistirme Normal ve kanserli hiicrelerir )
. durdurulmasi, otofaji; normal .
ya da sonikasyon THF/Ceo in vitro kiltira 1 | Harhaji ve ark. 2007
, hiicreler daha az etkilenir
ile hazirlanmg Cqo
L Balik ile in vivo uygulama 1 Oksidatif beyin hasari, 6lim| Oberdorster, 2004
nanopartikalleri _ :
Sonifikasyon ile Kasermann ve
hazirlanmg Ceo Virdslerinin vitro uygulamasi| 1 PS Virls inaktivasyonu Kempf, 1997

(PS: Fotosensitizasyon, TNF: Tumor nekrozu fakt®@F: Transforme edici buyume faktord, ALS: Amyditikd_ateral Skleroz,
MAPK: Mitojen aktif protein kinaz)
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2.3. Radyasyon

Radyasyon, yiksek hizda partikillerin ve elektroyedik dalgalarin enerjisi olarak
tanimlanip, iyonize ve iyonize olmayan radyasyoarak iki gruba ayrilmaktadir.
Iyonize radyasyonlar, bir atom ya da molekildenebiktron kopararak iyonjenaya
yol acarlar. Kutleli yapiya sahip partikiler radyas ve foton enerjili dalga
karakterinde elektromanyetik radyasyon olmak UzZkregruba ayrilirlar. Alfa &) ve
beta () partikllleri, elektron, proton ve nétronlar péitier iyonize edici radyasyon
tiplerini olusturur. X ve y 1sinlari ise, iyonlatirici yetenge sahip yuksek enerjili
fotonlardan olgan elektromanyetik radyasyonlardir. Bunlar 6zediikagisindan buyuk
oranda birbirlerine benzerler ancak meydanasgekilleri farklidir. X isinlari ¢cekirdek
disinda olgan elektron kaynaklisinlardir. y isinlari ise, radyoaktif bir cekirggn
kararli hale ge¢mesi esnasinda parcalanarataagkan fazla enerjinin, cekirdekten
disar1 atilmasi sonucunda glir (Ozalpan 2001, Algiige2002). Buna b#i  olarak
Sekil 2.22’de elektromanyetik spektrum gosteritmi

Foton enerjisi (hv) artar

Frekans artar

Dalgaboyu azalir

Sekil 2.22.Elektromanyetik spektrum
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2.3.1. Iyonize Edici Radyasyonun Biyolojik Sistemlere Etkiri

Iyonize edici radyasyonun butigekilleri hiicrelerdeki etkilerini cargklari atom ve
molekdillerde elektronlarin yerini datirerek gosterir ve bdylece iyonizasyon meydana
gelir. Hedeflenen atoma enerji transferi veya heghbir kaynaktan geleginsal ener;ji
saniyenin ¢ok kiicuk bir kisminda eimasina rgmen, biyolojik etkiler dakikalar iginde
dezil, yillar sonra bile ortaya cikabililyonize edici radyasyonun glurdusu hasarlar
genellikle suyun radyolizisiyle ofan serbest radikallerin indiksiyonuyla olakiidyibi
Ilyonize edici radyasyon DNA'yl dgudan da zedeleyebilir. Serbest radikaller, hiicre
membranlari ve nukleik asitlerle biggrek mutasyonlara ya da hicre olumunt
indukleyen otokatalitik reaksiyonun $famasina neden olurlar (Lipscomb ve ark. 1992,
Kaya ve ark. 1996).

Iyonize edici radyasyonun canlida glirdusu etkileri iic basamakta siralamak
mumkindur. iyonize edici radyasyon enerjisinin canli dokuyansfari sonucunda,
dokuyu olgturan atom ve molekillerde meydana gelen iygnk ve uyariima,
radyasyon etkisinin ilk kademesi olan fiziksel kawskyi oluturur. Bunu izleyen
kimyasal kademede, hasar gogmatom ve molekdller @er hicresel yapilar ile
reaksiyona girerek serbest radikallerin ortaya @&ma neden olurlar. Organizmada
radyasyonun etkisi ile ofan bu ttr molekiler dgsiklikler, son kademe olan biyolojik
kademeyi bglatir. Bu kademede g#li hasarlara yol acan enzimatik reaksiyonlar
meydana gelir (Ozalpan 2001, Steel 1997).

Iyonize edici radyasyon, DNA, nilkleus ve sitoplazendesisim yaratir, kromatinlerde
hasar olgturur, mitozu etkiler ve hicreler arasi ijgth bozukliguna neden olur.
Iyonize radyasyona maruz kalan hiicreler tarafindad, IIL-6, TNFf ve PDGF

(Platelet orijinli baytume faktort) gibi proinflamedr ve profibrotik sitokinler salinir
(Lipscomb ve ark. 1992, Ozdemir ve Demiral 200ljonize edici radyasyonun
biyolojik etkileri arasinda; hicre siklusunu durdimnasi, apoptozis, kromozomal
kirilma, gen amplifikasyonu, delesyon ve mikrocelerelgisime yol agma gibi olaylar
yer almaktadir (Bennet 1999).
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Iyonize edici radyasyonun neden qidu molekiiler dgisiklikler; Sekil 2.23'te
gorulecgi uUzere ya radyasyonun kendisi ile direkt olarak dga yakin molekullerle
etkilesimlerin ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan ikinciks#gonlarin bir sonucu olarak

dolayl yoldan gekebilmektedir.

\w':) 4.-...\ Indirekt
i W Etki
| S

fe—2nm —»{

—nm — >

Sekil 2.23.1yonize edici radyasyonun direkt ve indirekt etkisi

Tam molekdller iyonize edici radyasyondan zararepidmekte olup, etkilgmler son
derece karmgktir. Bu etkilgimlerde DNA makromolekdlleri en olasi hedeflerdir.
Radyasyon DNA molekalinin kiguk bir bolumini (@inebir tek geni) veya tanan
bilginin bir kismini tahrip ederek ya dagigirerek, bir veya pek ¢cok yerinde, DNA'nin
tek ya da iki zincirini kirabilir. Zarar, cok defanarilabilmekle birlikte, bazi
durumlarda, hicrenin 6lumu vegakil degitirmesi tarzinda izlenebilir (Taner 2009).

Sekil 2.24'te radyasyonun canlidaki etki kademejematize edilmtir.

50



Direkt etki

Indirekt etki

Biyomolekiiliin enerji absropsiyonu Ortamun enerji absorpsiyonu

l

|

Uyarilmis ve tyonlagmig molekiiller Uyarilmis ve tyonlagmig molekiiller

Primer bozukluklar . Bivomolekiiller le  Serbest radikaller

N

reakstyonlar /

Molekiiler i¢i enerji nakli Biyomolekiiller ile reaksiyonlar

NS

Biyoradikaller

Sekonder reaksiyonlar

l

Molekiiler degisiklikler

~ ™~

Genetik degisiklikler

Y

Genetik degisiklikler

Hiicre yapisinda degisiklikler

N ~

Metabolik degisiklikler

Hiicre ¢ogalmasnda degisiklikler Dejenaratif degisiklikler

7O

Geg somatik etkiler «——— Akut radyasyon etkiler:

\4/

Organizmanm Olimii

Sekil 2.24.Radyasyonun canlidaki etki kademeleri (Dertingedung 1970)
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Radyasyon sonrasi ghbilecek Ug¢ tlr hasar vardir (Kaya ve ark. 1996):

1) Letal Hasarlar: Onarilamayacak kadar buyik olup, hicreyi hememélgoétirar.
Bu durum, hicrelerde fonksiyon kaybi ve bélinmeegeii kaybi seklinde ortaya
ctkar. Bu tip hasarlar genellikle tek bir radyasydmzunun etkisiyle DNA

zincirlerindeki nukleotidlerin bozulmasi sonucurgtaceklsir.

2) Subletal Hasarlar: 2. bir doz eklenmegdi stirece, normakartlar altinda saatler
icinde hucrenin tamir edebilegiehasarlardir. Bir sonraki bolinmede ya da olumsuz
ortam kaullarinin devami halinde geé&bilir ve uygun keullarda onariimasi
mimkundir. Bu durumda hicrenin kendini tamir yeggme bali olarak hasar
giderilebilir. Bu daha c¢ok kanserli olmayan hicreigin gecerlidir. Kanserli
hicrelerin 6nemli bir kismi bu yetefee sahip dgldir. Bunun sonucunda biriken
subletal hasarlar hiicrenin dlumune yol agar.s@iubir kisim hasar ise, hicrenin
bulundwgu fiziksel veya kimyasal kwillara b&li olarak, dlime yol acabilir ya da

tamir olayini bglatabilir.

3) Potansiyel Letal Hasarlar: Bunlar ginlanmadan sonra hicrenin bulugduortam
kosuluna gore d@skenlik gosteren hasarlardir. Normalsktlarda hasar 6lumculdir

fakat cevresel etkilerin manipilasyonu ile birlikiasar tamir edilebilir.
2.3.1.1. Suyun Radyolizisi
Insan viicudunun % 70 — 80'i sudansolaktadir. Canli hiicre ya da doktniandginda
radyasyon enerjisinin buyutk oranda su molekuillarafindan sgurulma olasiig cok

yuksektir. Bu durumda su molekdulleri iyogidar ve pozitif yuklt su molekdlt ile hizli

bir serbest elektron odur.
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H.0 [Radvasion > 40" + &

Bu serbest elektron, su icinde birska su molekilu tarafindan yakalanincaya kadar yol

alir ve bu su molekuli ile bigerek onu negatif bir su molektll haline getirir.
e + H,O > H,O™

Bu reaksiyonlar sonunda gan HO" ve H,O™ kararli deildir ve her biri parcalanarak

bir iyon ve bir serbest radikal ciurur.
H,O" > H" + OH*
H,O™ > H® + OH"

Olusan serbest radikaller cif§mems elektronlari icerirler ve ¢ok etkindirler. Hicre
icerisinde bircok reaksiyona neden olabilirler. &¥in iki OH® birleserek HO,
olusturur. Benzer reaksiyonlar, hicreningeli bilesenleriyle de olgabilir. Bu tir
reaksiyonlar; dokularda uyanlgniyonlar, uyariimg molekiller ve diger tir serbest
radikallerin olgmasina neden olur (Yildinm 19853ekil 2.25'te suyun radyolizisi
sematize edilerek gosterilgtir.

2.3.1.2.Iyonize Edici Radyasyonun RNA Molekiiliine Etkileri

RNA molekilleri, DNA molekulinde tanan genetik bilgilerin protein sistemine
aktariimasini ve protein sentezinin bu bilgilerguysekilde gerceklgmesini sglarlar.
Radyasyonun etkisi ile bu molekullerin fonksiyomtala bazi d@sikliklerin meydana
geldigi saptanmygtir. Radyasyonun RNA sentezine etkileri ile ilggalismalarin sayisi
DNA'ya oranla daha azdir ve bunlarin hemen hepsitulal RNA sentezine olan
etkileri incelenmgtir. Bu sebeple farkli RNA tiplerinin ayri ayri ialenmesi ve
karsilastirilmasi bakimindan yeterli dedir. Bu ¢alsmalarda elde edilen sonuglar, genel
olarak total RNA sentezinin DNA sentezine oranlahaladirencli oldgunu

gostermektedir (Ozalpan 2001).
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2.3.1.3.Iyonize Edici Radyasyonun Kromozomlara Etkisi

Kromozomlarin radyasyon etkisine kaicok duyarli olduklari ve 0,1 Gy den daha
disik dozlarda bile bitki, hayvan ve insan kromozommda Kirilmalarin oldgu
saptanmgtir. Iyonize edici radyasyonlarin kromozomlara etkilgrnlamadan sonraki
ilk boélinmenin metafaz veya anafaz evrelerinde nigkelir. Bu evreler kromozom

yapilarinin belirgin oldgu evrelerdir (Sparrow ve Moses 1952).
Eger bir hicreye radyasyon uygulanirsa, kromozomlarkiailmalar olwur.

Kromozomlarin kirllan uclarn yagkan Ozellik tairlar ve dger bir kirik uca

yapsabilirler. Kirilan parcalarin yeniden yama olasiliklari, oksijen ve ATP vaginda
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artar. Kromozom kirilmalari ve bundan sonra meydgelan yamma olaylarn cgtli
sekilerde gergekkgebilir. Bunlari gagidaki sekilde siralamak mumkandur:

1) Kirllan parca eski yerine yagbilir. Bu durumda, sonraki mitozda herhangi bir
degisiklik olmaz.

2) Kirilan parga yagmaz ve bu durum sonraki mitozda delesyon olara&ratitilan bir
aberasyonreklinde saptanir.

3) Kirilan parga bir dier kirik uca yapabilir. Bu durumda, sonraki mitozda ileri

derecede kromozom aberasyonlari gozlenir.

Metafaz ve anafazda izlenen aberasyonlari iki grapamak mimkdndir. Bunlar

kromozom tip ve kromatit tip aberasyonlar olarakaadirilir (Ahluwalia 2009).

Kromozom tip aberasyonlar S fazindan Once radyasymaruz kalinmasi sonucu
olusur. Eger replikasyondan once hasar tamir edilmezse, kdadematitlerin her ikisi

de hasarh olur. G1 fazinda yapilamlamalar sonucu en fazla gozlenen kromozom tipi
aberasyonlar: terminal delesyonlar, simetrik padggisimleri ve asimetrik parca
degisimleridir. Kromatit tip aberasyonlar S fazindan soradyasyona maruz kalinmasi
sonucu olgur. Eger hicreler S fazi esnasinda radyasyona maruzaksfirher iki tip
aberasyon gozlenir. G2 fazinda yapilamlamalar sonucu en fazla goézlenen kromatit
tip aberasyonlar; terminal delesyon, izoromatitedgbn, simetrik parca @gsikligi,
asimetrik parca dgsikligi ve triradial aberasyondur.gér hicreler profaz safhasinda
radyasyona maruz kalirlarsa kromatidlerin alt Ueriade subkromatid aberasyonlar

gO6zlenir (Tubiana ve ark. 1990, Ozalpan 2001).

Yapisal kromozom dgsiklikleri proto-onkogenlerin aktivasyonuna ve tinmgipressor
genlerin eliminasyonuna neden olur ve bunlarin sunda timérogenez olayi dhatilir.
Bu yuzden olgan kromozom aberasyonlarini inceleyerek kansedkmida 6éngoérulerde

bulunabiliriz (Heim ve Meltman 1996).

Radyasyona maruz kalma sonucu salu 6zel bir kromozom aberasyon tipi de

mikrontkleus olgumudur. Bu aberasyon bir asentrik fragment veya thm

55



kromozomun mitoz esnasinda kutuplara cekilmeyiplauigk dginda kalmasi sonucu
olusur. Mikronukleus olgumunun analizi, radyasyon hasarlari ile ilgili bakiyarh bir

test yontemidir. Ancak bu durum diploit hticrelemigecerlidir. Mikronikleus analizi
icin, 1sinlanmg hicrelerde sitokalasin-B uygulanarak sitoplazmbidrdesi engellenir
ve bu yolla iki yavru nikleusun birlikte bulunglu bindkleuslu hicreler ve bu
hicrelerin sitoplazmalari iginde yer alan mikrordildlar dgerlendirilir (Prosser ve ark.
1988, Vrhovac-Garaj 1999). Radyasyonun neden goidigen ve kromozom

mutasyonlarina k@ olarak gézlenen hastaliklardan bazilari Ciz&d#da verilmitir.

Cizelge 2.6 Radyasyonun genetik etkileri (Coggle 1977)

GENETIK ETK i NEDEN OLDUGU HASTALIK
GEN MUTASYONLARI
Dominant gen mutasyonlari Polidaktili, Retinoblasén

Huntington hasta

Resesif gen mutasyonlari Orak hiicre anemisi, Kigiioz,
Tay-Sachs
Esey kromozomuna g gen Renk korligu, Hemofili

mutasyonlari
KROMOZOM MUTASYONLARI

Sayisal dgisiklikler Down sendromu, embriyonik 6lum
Yapisal dgisiklikler Embriyonik 6lum, fiziksel bozukluklar,
zeka gerilgi

2.3.1.4.Iyonize Edici Radyasyonun DNA Molekiiliine Etkileri

Iyonize edici radyasyonun DNA molekiliinin yapi, feighn ve sentezine olan
etkileri ile ilgili cok sayida argirma yapilmgtir. Bu argtirmalar genel olarak
radyasyonun DNA'ya etkisinin doza, zamana ve hiarsiklustaki durumuna tgh
oldugunu gostermektedidyonize edici radyasyonun DNA molekiiliinde diudusu
hasarlarin en 6nemlileri zincir kinlmalari (Oli©98), baz hasarlari, baz kayiplari,
denatlrasyon bolgelerinin glmasi ve DNA capraz nmalaridir (McMillan ve
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Steel 1997). Zincir kirilmalarinin DNA molekulinaetaya c¢ikan en onemli hasar
grubunu olgturdusu kabul edilmektedir. Bu hasarlggekil 2.26'da gorileca Uzere
tek zincir kirilmalari ve cift zincir kirllmalargseklinde 2 gruba ayrilir. Tek zincir
kirlmalari, DNA molekdltnin c¢ift zincirlerinden itanesinde,seker — fosfat
iskeletinde meydana gelen bir koprgeklinde olgurlar. Bu tir kirilmalar, dgiik
ilyonizasyon y@unluklu radyasyonlar tarafindan meydana getirilen waygin
hasarlardir. Cgunlukla OH radikallerinin etkisi sonucu ojurlar. Cift zincir
kirilmalari ise, her iki zincirdekjeker — fosfat iskeletinde meydana gelen kopmadar il
ya da iki tek zincir kinlmasinin birbirine ¢ok yakve kasilikh bolgelerde olgmasi
sonucunda ortaya cikarlar. Bu tip zincir kirilmatan olumasi icin yuksek

iyonizasyon y@gunluguna sahip radyasyonlar gerekmektedir (Friedberd)199

S.-%'z}f.s\lll

Tek zincirde kirilma
Cift zincirde kirllma

-~
)

Sekil 2.26.Tek ve ¢ift zincirde DNA kirilmalari

DNA molekultinin, iyonize edici radyasyon icin ilkedef oldgu disintlmektedir ve
hiicre 6lumlerinin ana nedenleriningbada yanlg onarilan ya da onarilamayan DNA
hasarlari yer alidyonize edici radyasyon, diploid bir hiicrede Gyiba yakigik 1000
tane tek zincir kigg (TZK) ve 40 tane ¢ift zincir kign (CZK) olusturur (Olive 1998).
DNA cift zincir kiriklari, DNA hasarlari icerisindke en sitotoksik hasarlar olarak
kabul edilir.iyonize edici radyasyon tarafindan indiiklenip, taedilmeden kalirlarsa
hiicre 6lumune neden olabilirler. Ayrica yananariims bir DNA c¢ift zincir kingi
genomik kararsizia ve kromozomal translokasyonlara neden olabilielijihey ve
ark. 2009).
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Iyonize edici radyasyon ginda, iyonize olmayan UV radyasyonun etkisi ile DNA
molekilinde ortaya cikabilecek gér yapisal d@siklikler, baz hasarlari ve baz
kayiplaridir. Bu hasarlar acisindan pirimidinlerriplere kagi 2 kat daha fazla
hassastirlar. En hassas baz ise Timin'dir. Bazrteasare baz kayiplari genellikle
seker yapisinda kimyasal glgikliklere yol acar. Bu d@siklikler N-glikozit baginin
hidrolizi sonucu meydana gelirkesgker molekuliindeki hasarlar genellikle ntkleotit
zincirinde kirilmalarinin olgmasina sebep olur. Bazlarin radyosensitivitelerartan
sekilde siralarw soyledir (McMillan ve Steel 1997): Timin > Sitozin Adenin >

Guanin.

UV radyasyon etkisiyle, tek zincir k@ olan iki kongu baz, bir kovalent @aile
baglanip aralarinda dimer olarak adlandirilan bir dikltan halka yapisi afturabilir
ve bu dimerler DNA replikasyonunu engelleyebilirldén stabil dimerler Timin
dimerleridir. Bu dimerler, radyasyona maruz kaladlgblerde cilt kanserlerinin
induksiyonunda rol oynarlar. Radyasyonun bigKaaetkisi de pirimidin bazlarinin
hidrasyonudur. Pirimidin hidratlari genetik kodureg@iminde rol oynarlar. Bu
hidratlara bir 6rnek, sitozin bazinin soge altinci bglarinin acilmasi ve araya su
molekulintin eklenmesi ile adan sitozin hidrat molekulidur (Tubiana ve ark. 1990
UV radyasyonun neden olgu baz dgisiklikleri Sekil 2.27°de gorilmektedir.

Iyonize radyasyonun ger etkileri; DNA molekilinin fonksiyon kaybi, inhéyonu
ve transformasyon yetegiain azalmasidir. ger bu tir etkiler onarilmazsa hicrenin

olumune yol acarlar (Dertinger ve Jung 1970).

Radyasyonun DNA sentezine etkisinin genel olardkbia edici nitelikte oldgunu
soylemek mumkundur. Radyasyonun DNA sentezineegtkik ilgili olarak gagida

siralanan genellemeleri yapmak mumkandur:
1) Hizlh ve yava bdlunen hicrelerde DNA sentezinin slzemasina kar farkh

duyarhkliktadir.
2) S fazinda yapilanginlamalar DNA sentezini inhibe etmektedir.
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3) G1 fazinda yapilansinlamalar DNA sentezini bazi hicrelerde inhibe edezi
hiicrelerde etkilemez.
4) DNA sentezi G1 fazindakiinlamalardan etkileniyor ise, bu etkiyi S fazinaego

daha dgik dozlarda elde etmek mumkunddr.

o o o
gs CH., CH. c
H_'f/ xE_CHJ H—N/ \'/ < 4\(%/ \N—H
O=cC CH O=C C C -=0
\N/ \':‘_/ \,H H/ \N JC
H H
TIMIN TIMIN-TIMIN DIMERI
NH_ NH.,
I L]
N“CSc—h e =
| I |
O=C.__C—H O=C___C OH
.N" “\Hf H
H H

SITOZIN SITOZIN HIDRAT

Sekil 2.27.UV radyasyonun neden olguw baz dgisikleri

Iyonize radyasyonun DNA sentezinde soluduzu diger bir etki de, diizensiz DNA
sentezidir. Bu olay, hiicre siklusunun G1 ve G2danida da DNA sentezi yapilmasi
durumudur. Bu sentez S fazindaki senteze gore dalastir ve hasar gorni
hiicrelerdeki hasarin onarimi igin yapilir (Ozalga01).

2.3.1.5. DNA Hasari Onarim Mekanizmalari

UV radyasyon neticesinde DNA’da ohn primidin dimerleri; bakterilerde,
mantarlarda, bitkilerde ve plasentali memeliler igxagogu omurgall canlida
fotoreaktivasyon olay! ile duzeltimektedir (Friedberg 2003). DNAnNeairlerinde
fosfodiester bglarinin kopmasina [gh olarak olgan basit zincir kiriklari is®©NA

ligaz enzimi tarafindan hemen onarilmaktadir (Klug ventungs 2002, Cooper ve
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Hausman 2006). Alkilleyici ajanlarin neden atdu C°-metilguanin yapisiO®-
metilguanin DNA metil transferaz enzimi tarafindan normal guanine dondurular
(Onur ve ark. 2009).

Tam prokaryot ve 6karyot organizmalarda buluna®emli onarim mekanizmasi ise
eksizyon (kesip — ¢ikarma)onarimidir. Eksizyon onarim mekanizmasinda DNAIdak
hasarll bazin ya da oligontkleotid parcalarin ¢ikprbu bélgenin dgru bazlarla
doldurulmasi ve okan cenigin ligasyonla kapatiimasi ana prensiptir. DNA
zincirlerinde meydana gelen lezyonlaaz eksizyonve nukleotid eksizyon tamir
mekanizmalari ile onarilmaktadir (Kulaksiz ve Sarg@07).

Prokaryot ve Okaryotlarda, DNA replikasyonu esndaimormal bazlarin yasli
eslesmeleri ile olgan hata,hatali eslesme eksizyon tamiri ile duzeltiimektedir
(Debele¢ ve Kantarci 2006).

DNA’da olusan cift zincir kiriklari (CZK) isehomolog rekombinasyon (HR)veya
homolog olmayan uclarin birletiriimesi (HOUB) mekanizmasi ile tamir
edilmektedir. HOUB mekanizmasi homolog rekombinaskam farkl olarak, onarima
kilavuzluk yapmak icin uzun homolog bir diziye deduymaz. Cift zincir kiriklarinin
tamiri icin HR’nin mi yoksa HOUB mekanizmasinin nkullanilaca& hicre
dongusundn evresine @adir. Hucre dongusinidn, kardekromatitlere kolayca
erigilebildigi, S ve G2 evrelerinde HR etkindir. HOUB mekanizmbhemolog bir
diziye gerek duymag icin hata gilimli bir mekanizmadir (Shrivastav ve ark. 2008).

Hata eilimli bir di ger mekanizma is&0OS tamir mekanizmasidir. Bu mekanizma,
yuksek oranda DNA hasarinin ofglu ve dger tamir mekanizmalarinin el
olamadgl durumlarda devreye giren acil cevap sistemidiNADsentezi sirasinda,
DNA polimerazin lezyona gmen replikasyonu devam ettirmesigkair fakat
replikasyonun dgrulugundan fedakarlk edilir (Klug ve Cummings 2002, Geove
Hausman 2006).
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2.4. Toksisitenin Dezerlendiriimesinde Kullanilan Bazi Test Yontemleri

2.4.1. Klonojenik Test

Klonojenik test, bir hicrenin genbir koloni ya da klon olgturacaksekilde treme
kabiliyetini korumasina ve stresiz olarak prolifesbilmesine dayanmaktadir. Bu
sekilde Ureyen hucrelere klonojenik hicreler denktedir. Diger taraftan, DNA ve
protein sentezleme Ozgini koruyan, 1 — 2 mitoz geciren fakat yeterli dyde
prolifere olup koloni olgturamayan hicreler 6li olarak nitelendirilmekte8iu. nedenle
koloni sayimi yapilirken en az 50 hiicre iceren ki sayilimaktadir.

Eger bir petriye 50 hiicre ekiliyorsa bu petridesalcak koloni sayisinin 0 — 50 arasinda
degisiklik gostermesi beklenir. Hucreler herhangi biradp muamele edilmegli
taktirde ideal olarak beklenen koloni sayisi 50'dtakat bliylime ortaminin optimal
olarak hazirlanamamasi ve hatal hiicre sayimibgibi nedenlerden dolay! @ zaman
bu ideal saylya uglamaz. Kaplama Etkingi (KE) ya da Plating Efficiency (PE) terimi
ise petriye ekilen htcrelerden prolifere olarak dkol olusturanlarin %’sini ifade
etmektedir. Orngin; 50 hiicre ekilen bir petride sonug olarak 25okolsayiliyorsa PE:
%50 olarak hesaplanir.

Hucre sgkalim fraksiyonu (SF), belirli bir konsantrasyondggulanan ajan ile buna
bagli olarak Ureme yete@ni koruyabilen ve koloni olgturan hiicre sayisi arasindaki
iliski olarak tanimlanmaktadiilk zamanlarda, klonojenik test radyasyonun hiicreler
Uzerindeki etkisinin dgerlendiriimesinde kullanilirkensu an daha cok Kklinik
uygulamalardaki ¢gtli ajanlarin sitotoksik etkilerinin incelenmesiadkullaniimaktadir.
Bunlarin arasinda ¢#li kemoterapi ajanlari ve bunlarin radyasyon kembine
uygulamalar yer almaktadir. (Munshi ve ark. 2005).
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2.4.2. Mikronukleus Testi

Mikrontkleus (MN)lar hicrenin mitoz bdlinmesi srada ortaya cikan, esas
cekirdeze dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromoZoagmanlarindan
koken alan olgumlar olarak tanimlanmaktadir. Bu glumlar genellikle hiicre siklusunu
kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotigdeki hatalardan, kinetokordan veya
mitotik aygitin dger parcalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynald&tadir.
MN sayisindaki ar§i cesitli ajanlarin hicrelerde olturdusu sayisal ve yapisal
kromozom duzensizliklerinin  indirekt gostergesi rala deserlendiriimektedir.
Anoploidiyi uyaran ajanlar, sentromer bdlinme ratala ve § iplikgiklerinde
fonksiyon bozukluklarina yol acarak; klastojenlse ikromozom kiriklari okturarak
MN olusumuna yol acmaktadirlar. Bu nedenle hicrelerde Miyissnda arg
saptanmasi somatik hucrelerdeki genomik karagsmelbir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Vanparys ve ark. 1990, Kirsch-Voldeesark. 1997, Stopper ve Miler
1997, Choy 2001, Demirel ve Zamani 2002).

MN testi, degerlendirmesi olduk¢a kolay, ekstra kultigtemi basam@ olmadan da
uygulanabilen ve farkli hiicre tiplerinde kullanilab bir testtir. MN testi, klastojenik
etkili bilesikler tarafindan olgturulan kromozomal hasarlarin @elendiriimesinde
yaygin olarak kullanilan standart genotoksisité s&stemi icerisinde yer alir vie vivo
ve in vitro olarak uygulanabilir. MN’ler hiicre dongist boyunmoaydana gelen hasar
nerede olursa olsun hicre bolinmesi siresincesuoluAksine, kromozomal
aberasyonlar, hiucre dongusgamalarinin herhangi birinde meydana gelebilir (€irt
2007). Ayrica, sitogenetik harabiyetin tespitindepmozom analizine goére kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayllnmasstatistiksel yonden daha anlaml
sonuclar elde edilmesi gibi avantajlari sayesindggyn kullanim alani bulan bir
tekniktir (Schmid 1975, Vanparys ve ark. 1990, @aleve ark. 1993, Cheng ve ark.
1996, Duffaud ve ark. 1997, Kirsch-Volders ve atk97, Stopper ve Miler 1997,
Fenech 2000, Krishna ve Hayashi 2000, Widel ve20R1, Demirel ve Zamani 2002).

MN testi 1950’lerde bitki hicrelerinde kromozom &asin 6lgtlmesinde, 1970’lerde

hayvan hicrelerinde ve daha sonra kiltire edilmsan lenfositlerinde kimyasal
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karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olar&kllaniimaya bganmstir (Schmid
1975,Widel ve ark. 2001, Demirel ve Zamani 2002).

Bircok argtirmaci MN testi icin ¢gtli teknikler kullanmgtir. Bunlarin bainda lenfosit
hiicre kulturleri ve direkt kemik @i veya periferal kan hicrelerinin analizi gelmekted
Bazi aratirmacilar gektirdikleri modifiye metotlarla antploidiye yol acamanlar ile
klastojenleri birbirinden ayirmada MN buydklik farkan yararlanmglardir.
Klastojenlerce uyarilan hiicrelerde asentrik kronmaalofragmentler iceren kicuk ebath
MN’ler olusmasina rgmen, anojenlerce uyarilan htcrelerde tam kromoz@mren daha
biyuk ebath MN’ler ortaya c¢ikmaktadi8ékil 2.28) (Von Ledebur ve Schmid 1973,
Heddle ve Countryman 1976, HOgstedt ve Karlssorbll9Bastmond ve Tucker ayni
amacla antikinetokor antikorlari kullanarak kinetokpozitif MN’lerin tam bir
kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrikoknozom fragmenti icerdini ve
bu yontemin andploidi uyaran ajanlar klastojendercayirmada daha kesin bir yol

oldugunu vurgulamglardir (Eastmond ve Tucker 1989).

Klastojenler / 7NN ) . .

_I.) ‘ ﬁ_‘_ﬂ ' N Asentrik kromozom
NN Y ..H'-*’ fragmenti sonucu olusan

) . AN kiiciik mikroniikleus
' Anafaz ~ DNAgift
7~ zZincir kimngi
Intertaz , | ”~ Tam bir kromozom
Anojenler e A
i \ e-— kaybi1sonucu olusan
Mitotik biiyiik mikroniikleus
Anafaz  jpliklerdeki
hata

Sekil 2.28.Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan kelemdeki MN’ler

Daha sonra Fenech ve Morley tarafindan, kiuf mararh metabolitlerinden olan
Sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz geciren hicrelersi®okinezi durdurma esasina dayanan
ve bir hiicre siklusunu tamamlayan hicrelerin biaékigortinimleriyle ayirt edilmesine

olanak sglayan modifiye bir teknik gedtirilmi stir (Fenech ve Morley 1986).
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Cyt-B, bolinen hicrenin ikiye ayrilmasini uyarankraflamentleri olgturacak olan
aktin molekuline b#anarak aktin polimerizasyonunu inhibe etmektedBu
inhibisyondan dolayl aktine pl tum hareketler engellenmekte ve sitokinez inhibe
olmaktadir Sekil 2.29). Sitokinezi bloklama metodu ile baziddik problemler ortadan
kalkmis ve in vitro MN tekniginin uygulanmasindaki guvenilirlik artgtir (Fenech
2000, Aardema ve Kirsch-Volders 2001, Choy 200ImDel ve Zamani 2002).

Standart lenfosit kultlrlerine uygun konsantrasyor@yt-B eklenmesiyle, cekirdek
bolinmesini tamamlami ancak sitoplazmik bolinmesini gerceftleemems cift
cekirdekli hiicrelerde, MN bulunduran hiicrelerinrorgespit edilmektedir (Fenech ve
Morley 1986, Demirel ve Zamani 2002).

Sitokalasin B ile

Kimyasal veya sitokinezin bloklanmasi
fiziksel mutajen

l ’J;ﬁd) A‘T \\\_ . J

Interfaz Anafaz Telofaz Mikroniikleus tasiyan
biniikleat hiicre

Sekil 2.29. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN igceren bifgéat hiicrenin olgumu

Sitokinezi bloklanmy hlicrelerde, binldkleat hicrelerde ve MN sayimigaériterler
kullaniimaktadir (Heddle 1976, Titenko-Holland w&.a1997, Fenech 2000):

1) Hucreler cift nikleusa sahip olmalidir ve belirgitoplazmasiyla yuvarlak veya
oval gérundmla olmalidir.

2) Nukleuslar belirgin nikleus zariyla ¢evrili yuvdaeya oval olmalidir.

3) MN c¢api ana nukleusun 1/3'G kadar veya daha kidnakodir.

4) MN’ler yuvarlak ve ovakekillerde olmalidir.

64



5) MN’ler ana nukleustan acgik bgekilde ayrilmg olmalidir veya mikrondklear sinirlar
niklear sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir.

6) Boya alma ygunlugu ana nikleus ile ayni olmalidir.

7) Sadece sitokinezi bloke edilgngift cekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasia&s

alinmalidir.

Bu modifiye yontem ile hicrelerin sadece MN iceigermedgi saptanmakta ve bu
sayim glemi kromozom anormallikleri testine gére daha ihgarceklgemektedir. Bltin
halde kromozomseklinde MN olgumuna neden olan ve kromozomal anormallik
testleriyle ¢alilmasi gig¢ olan andploidiyi indikleyici ajanlar da testle kolaylikla

saptanabilmektedir (Aardema ve Kirsch-Volders 2Q@tge ve ark. 2007).

Ayrica kimyasal bir madde uygulangrhiicrelerden okan yavru hicrelerdeki MN’lerin
incelenmesi, en az bir hicre bdélinmesi yoluyla yalviicrelere gecen genetik hasari
ifade etmektedir. Yani iki ¢cekirdekli hiicrelerdeWiN’lerin sayilmasi ile hicrenin bir
kez bolinmg oldugu ispatlanmy olur. Sitokinezi bloklanmgi hiicrelerde MN yontemi
kullanilarak kromozom kiriklari, kromozom kaybisentrik kromozom okumu gibi
yeniden dizenlenmeler ile gen amplifikasyonu vepapsis gibi olaylarin frekansi da
degerlendirilebilir. MN icergindeki kromozomal fragmentler, direkt DNA kirikladan
veya DNA sentez hatalarindan kaynaklanabilir. Qmemmg kromozom Kkiriklari, bir
disentrik kromozom ve bir asentrik fragment spionu ile yeniden dizenlenmelere
onculluk edebilir. Genellikle disentrik kromozomiaisentromerleri anafazda nukleuslar
arasinda nukleoplazmik kopru eturur ve asentrik fragment MN'’yi ofturur Sekil
2.30). Asentrik fragmentlerin ve kromatid veya kiamom Kiriklarinin ya da tam bir
kromozomun anafazda geri kalmasi sonucuasiuMN’ler, telofazdaki nikleuslarin
disinda kalan kucuk nukleuslar olarak gorulmektedur(&lles ve ark. 1995, Aardema
ve Kirsch-Volders 2001).
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Sekil 2.30. Sitokinezi bloklanmy MN yontemi ile bazi sitogenetik anormalliklerirnyta
edilmesi

2.4.3. y-H2AX Fokus Testi

H2AX histonu, H2A histon ailesinin spesifik bir yanti olup ilk kez 1980 yilinda
West ve Banner tarafindan tanimlagimi Banner ve Pantazis, 1981 yilinda H2AX
histonunun asetile ve fosforile olabilgo@ ortaya koymutur. Daha sonraki yillarda ise
H2AX histonunun birtakim proteinler tarafindan #dkatme ve poliubikitinasyon
olaylari sonucu kromatin yapisindan cikarilai@@inlagiimistir. H2AX histonunu H2A
ailesinin dger Uuyelerinden ayiran Ozdii ise evrimsel sirecte korungu
—KKATQASQEY karboksi terminal motifine sahip olmasidir. Kaksi terminalin 139.
pozisyondaki Serin aminoasidi (Serl39), cift zilcibNA kirigr (CZK) olusan
bdlgelerde hizli bigekilde fosforilasyona gramaktadir. H2AX histon fosforilasyonu
olarak bilinen bu olay, Fosfatidilinositol-3 kindmnzeri kinaz (PIKK) ailesi Uyeleri;
Ataksi Telanjiektazi Mutanti (ATM) kinaz, Ataksi Temjiektazi Mutanti ve Rad3 gkili
(ATR) kinaz ve DNA'ya bgimli protein kinaz tarafindan gergeftieilmektedir. H2AX
histonunun fosforilasyonu, kromatinde CZK g@n bolgenin her iki ucundan gbayarak
megabaz cifti uzunigundaki geni mesafelere kadar yayllmaktadir (Lobrich ve ark.
2010).
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Iyonize radyasyonuniR) veya radyomimetik ajanlarin etkisiyle meydanéeneCZK,
hiicrede DNA tamiri surecini btan bir dizi olay! tetiklemektedir. Bu sirectd il
olarak, MRN kompleksi CZK olan bdlgeyi taniyarak BNiclarina bglanmaktadir.
Ayni zamanda ATM kinazin bu bdlgede toplanmasinglagarak ATM kinaz ile
etkilesmekte ve onu aktive etmektedir. Aktive olan ATM &mise H2AX histonunu ve
DNA tamirinde rol oynayan bazi proteinleri fosferiletmektedir. H2AX histonu,
fosforilasyon neticesindgH2AX histon molekiline doinektedir. Daha sonra DNA
hasari kontrol noktasi proteini 1’in mediyatori (KD), y-H2AX molekulinin
olusturdusu sinyali algilayarak-H2AX’e baglanmaktadir. Bir protein kinaz olan CK2,
MDC1 proteinini fosforilleyerek daha fazla MRN — AT kompleksinin fosforile
bdlgede toplanmasini ve bu bdélgeye&lbamasini sslamaktadir. Hasarli bélgeye yeni
gelen ATM kinazlar ise hemen yanindaki H2AX histoanufosforillemektedir. Ayni
sekilde tekrarlanan dongu ile hasarli bélgenin ketarafinda megabaz bluyukliinde
y-H2AX domainleri olymaktadir. Dolayisiyla, MDC1 «-H2AX etkilesimi, DNA

tamir proteinlerinin hasarli bélgede toplanmasitutiimasi icin bir platform il
etmektedir $ekil 2.31) (Van Attikum ve Gasser 2009).

IR
Kromatin %
= V. —V —V -V —V_-

Sekil 2.31. Memelilerde H2AX histonunun fosforilasyonu yeH2AX'in fonksiyonu
(Van Attikum ve Gasser 2009)

DNA tamir proteinlerinin DNA’ya daha kolay uabilmesi amaciyla Histon Asetil
Transferazlar (HAT) tarafindan kirilma bélgesindstdm deisimi gerceklemekte ve
y-H2AX'in yerine H2AZ histonu getiriimektedir. Kimha bdlgesinden megabaz

67



uzakliktaki bolgelere kadar PP2A ve PPA4C fosfatazlkarafindan y-H2AX'in
defosforilasyonu gerceldmektedir (Altaf ve ark. 2009).

CZK tamiri surecinde; kirilma bélgelerinde, mayotgkombinasyonda, sinif gigtirme
rekombinasyonunda, V(D)J rekombinasyonunda, apépsatdirimde ve uc¢ bolgeleri
kapatiimamy telomerlerde H2AX fosforilasyonu goérulmektedir. doga replikasyon
catalinin tamir edilmengitek zincirli DNA kirigi ile kagilasarak ¢okmesi ve neticede
basit bir CZK olgmasi durumunda da H2AX fosforilasyonu g6ézlenmekt@dmail ve
Hendzel 2008).

y-H2AX fokus testinde H2AX histonunun fosforilasyonile olusan y-H2AX
molekdlleri, immunofloresan boyama yontemi kullanak hazirlanan preperatlarda,
floresan mikroskop altindg-H2AX fokuslari olarak gorulebilmektedir. Her birZ&
icin yaklasik 2000y-H2AX molekuli olymakta ve bu molekullerin immonufloresan
olarak saretlenmesiyle bip-H2AX fokusu ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla heH2AX
fokusu bir CZK'ya kagilik gelmektedir. Bir CZK icin binlercg-H2AX molekulindn
olusmasi bu testin CZK'nin belirlenmesindeki duyagii ortaya koymaktadir. Ayrica
CZK’nin tamir edilmesi ile o bolgedekiH2AX fokusun ortadan kalkmasi arasinda ¢ok
yakin bir iligki oldugu bilinmektedir. Bu noktadaki bir sinirlama isesdk sitotoksik
dozlarin kullanimini esas almaktadir. Genomda,-1280 civari CZK olgturan dguk
sitotoksik dozlar (Orn: 1 GJR) kullanildginda olgan fokus sayisi ile CZK arasindaki
oran ¢ok daha anlamlidiy-H2AX fokuslari DNA tamir proteinlerine gére ¢ok lua
duyarh bir CZK belirtecidir. Cunkii DNA tamir pratderi hicre iginde surekli
bulunurkeny-H2AX fokuslari CZK olgan bdlgelerde hizli bisekilde olymakta ve

CZK tamirine b&li olarak ayni oranda ortadan kalkmaktadir. (IsrmaiHendzel 2008).

G1 ve G2 fazlarinda iyonize radyasyoi@)(maruz kalan hiicrelerde ATM kinaza veya
DNA-PK’a bgli H2AX fosforilasyonu gercekkgnekte ve olgan y-H2AX fokuslari
niklear bodlgede belirgin bigekilde gorilebilmektedir. ger hasar ¢ok fazla ise fokuslar
niklear bolgenin etrafinda hajeklinde yayilma gosterebilmektedir. Maruz kalirién
dozuna bgl olarak fokus buyuklgi ve ygunlugu da artmaktadir. G1 ve G2 fazlarinda

olusan fokuslarin her birR ile indiiklenmg DNA hasarini yani CZK'yi belirtmektedir.
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Bununla birlikte, S fazinda, replikasyon catalmtaedilmems tek zincirli DNA kirig
(TZK) ile karsilasarak c¢okebilmekte ve bu esnada basit ve tek uchu GEK
olusabilmektedir. Bu durumda, yine ATM kinazagheolarak CZK bdlgesindg-H2AX
fosforilasyonu gercekienektedir. Dolayisiyla S fazind®’ye maruz kalan hiicrelerde
an itibariyle olgan y-H2AX fokuslarindan bazilariR ile indiuklenm§ CZK’lari
yansitmayabilmektedir. Replikasyon catalinin ¢cokmeebali olarak olgan bu tek uclu
CZK’lar ¢cok kisa bir sure icerisinde HR ile tamuliebilmektedir. Bu sebeple yapilan
incelemelerde bu CZK’larin tamiri icin ATR’ye panli ATM aktivasyonunun gerelgi
ileri strtlmigtir. iIR’den 15 dakika sonra yapilan incelemelerde ise '@Zik tamir
surecinde ATR’den Bamsiz ATM aktivasyonunun etkin olgu anlgilmistir. Yani
[R’den 15 dk sonra S fazinda gozlenen fokuslarinikilyir cgsunlugu direkt olarak
IR’nin olusturdugu CZK’lari belirtmektedir. S fazinda afany-H2AX molekiilleri, G1
ve G2 fazlarindaki gibi belirgin ve ayrik fokuslatusturmamaktadir. Bunun yerine
yesil cayir gorinimunid andiran nikleus ¢apinda birapoya ile karakterize fokuslar
olusmaktadir (Lobrich ve ark. 2010).

Sekil 2.32'de gorulecs Uzerey-H2AX fokus testinin temelini immunofloresan boyama
yontemi olgturmaktadir. Bu yontemde hiicreler, dnce anti-fdgton H2AX antikoru
ile daha sonra da florokrom boya ikaietlenmg sekonder antikor ile bir sire inkibe
edilmektedir. Boylece ortaya cikan sinyal/fokus iEaynin belirlenmesi ile CZK

oranlari belirlenebilmektedir.

Test Metodunun Temeli
i '

- Florokrom (Boya)

D Sekonder Antikor
* Primer Antikor

- s l R Histon Fosforilasyonu

DNA

Onarntm Zamani

Kontrol f/ _._————'-"‘""”“"-l

Sekil 2.32.y-H2AX fokus testinin temel mekanizmasi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Tez calsmalarimiz Uludg Universitesi Biyoloji Bolimu biinyesinde bulunanche
kaltart ve genetik toksikoloji laboratuvarinda vytirindstir. Deney cagmalarimizda
kullanilan cihazlar Cizelge 3.1'de, sarf malzemeleadlari, markalari ve katalog

numaralari ise Cizelge 3.2’de gosteritii

Cizelge 3.1 Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman

Marka / Model

Floresanigik mikroskop
Goruntuleme sistemi

Radyasyonginlama Cihazi

-80°C derin dondurucu

Distile su cihazi

Su banyosu

Ultrasonik su banyosu

Isitmali manyetik kastirici
Hassas terazi (Max: 220/82 q)
Kaba Terazi (Max: 2000 g)
Azot tanki

pH metre

-20°C derin dondurucu

+4°C cam kapakli buzdolabi
Saosutmali santrifdj

Etlv (37C ve %5 CQ takviyeli)

Class Il steril kabin (laminar flow)

Inverted mikroskop
+4°C Standard Buzdolabi

Hicre sayim cihazi

NIKON — ECLIPSE 80i
KAMERAM
SIEMENS MD2 (M6V
FOTON)
ELCOLD
MP MINI PURE — DEST UP
NUVEBATH NBS
BANDELIN — RK 31
MTOPS — MS300HS
SHIMADZU — AUW220D
RADWAG — WTB2000
INT. CRYOGENICS - IC 20R
HANNA — HI 221
ALASKA — ADF 06 V
HORECA — HRS 375 CHL
SIGMA — 2-16PK
BINDER — CB 150
THERMO
SOIF
BEKO
ROCHE




Cizelge 3.2Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma / Katalog No

8 kuyucuklu lamlar

Steril pipetler (5,10 ve 25 ml’lik)
Serolojik pipet tabancasi

Steril 15 ml lik tapler

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75)

Steril petriler (60 ve 100 mm’lik)
Etil alkol

Metanol

Asetik asit

Potasyum

Sitokalasin-B

Giemsa

Kristal viyole
Polihidroksi-Gg
Paraformaldehit

Triton X-100

Bovine Serum Albumin
Anti-H2AX primer antikor
Alexa Fluor 488 sekonder antikor
RPMI-1640 (500 ml)
DPBS (500 ml)

Penisilin — Streptomisin
Sodyum piruvat (100 ml)
L-Glutamin (100 ml)
Fetal Bovine Serum

% 0,25 Tripsin-EDTA
DPBS/Modified
DAPI/antifade boyasi

BD BIOCOAT - LOT:87501
COSTAR STRIPEET
BIOHIT MIDI PLUS
FALCON
FALCON
FALCON
AY-KiM
MERCK 1060082500
MERCK 1000632511
MERCK 1049361000
SIGMA C6762
MERCK 1092040500
MERCK 1159400100
BUCKYUSA BD-301
SIGMA — ALDRICH P6148
GERBU 2000
SIGMA- ALDRICH A9418
PIERCE MA-5 15310
INVITROGEN — A1800
LONZA 12-702F
SIGMA 08537
THERMO SH40003.12
THERMO SH30239.01
SIGMA — ALDRICH G7513
SIGMA — ALDRICH F9665
SIGMA — ALDRICH T4049
THERMO SH30028.02
VECTASHIELD H-1200
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3.2. Fullerenol Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Karakérizasyonu

Calismalarimizda kullanggmiz suda ¢ozulebilir fulleren formu olan ve poidfoksi
fulleren olarak da adlandirilan fullerenddo(OH), (n: 18 — 22) Bucky USA firmasindan
toz formunda temin edilngir. 200 mg toz fullerenol 4 ml steril distile sgerisinde
cozlldukten sonra oda sicakhda saklanmgi ve deneylerden Once istenilen
konsantrsayonlari elde etmek lzere RPMI besiyeri seyreltiimgtir. Fullerenol
cOzeltisi deneyler esnasinda her kullanimdan ontrasonik su banyosunda 15 dk

boyunca sonifike edilngtir.

Hazirlamg oldugumuz fullerenol c¢ozeltisinin  karakterizasyolemleri ise zeta
potansiyeli 6lcimu, dinamiksik sacilim spektrofotometresi (DLS) ve transmisyon

elektron mikroskopisi (TEM) analizleri ile gercekdieilmi stir.

3.2.1. Zeta potansiyeli 6lcimi

Zeta Potansiyeli kisaca tanecikler arasindaki itraga cekme deeri dlcimu olarak
tanimlanabilir (Hunter, 1981). Zeta potansiyeli tpalin ylzey yukine kg olup
genellikle 15 mV’dan yiksek ya da -15mV’dan kucidggele sahip partikiller stabil
olarak kabul edilirler. Bu yik partikillerin bir @ya gelerek aggregat gturmalarini
engelleyen bir guc¢ olarak gorev glohdan dolay! nano ¢ammalarinda kullanilacak bir
cOzeltideki partikillerin zeta potansiyelinin b&mmesi buyik 6énem arz etmektedir.
Calismamizda hazirlanan stispansiyondaki fullerenol kdhérinin zeta potansiyeli 25

°C’de Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Ins.) cihazi &ailarak belirlenngtir.

3.2.2. Dinamik s1k sacilim (DLS) spektrofotometresi analizi

Toksisite cajmalarinda kullanmak Uzere hazirlamioldugumuz  fullerenol

cozeltisindeki patikullerin buyukltkleri Malvern G353 model (Malvern Inst.) dinamik
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Istk sacihm spektrofotometresi kullanilarak 2& sicaklikta ve 90 derece acida

OlcUlmustar.

3.2.3. Transmisyon elektron mikroskopi (TEM) analizeri

Hem fullerenol partikillerinin buydklik ve gdimi hakkinda veri elde etmek hem de
DLS analizi ile elde edilen verileri konfirme etmekin transmisyon elektron
mikroskobik (TEM) analizler gergeldgrilmistir. Bunun icin hazirlanan ¢6zeltimizden
alinan ornekler 300 mesh’lik bakir gridler Gzeridamlatildiktan sonra bir gece
boyunca kurumaya birakilghardir (Dhawan ve ark. 2006). Kurutma sonrasinddler
FEI marka Technai Spirit G2 model 120 kV Transmiswgbektron mikroskobu altinda
incelenmglerdir. Uygun goruntd alanina rastlangohda ise Morada marka 11
megapiksel TEM kamerasi (Soft Imaging system) kuldaak fot@raf cekimleri
yapiimstir.

3.3. Kullanilan Hiicre Hatti (A549) ve Kiiltur Islemleri

Calsmalarimizda insan adenokarsinom alveolar bazal elepitticreleri (A549)
kullaniimistir. A549 hacreleri filtre kapakli T-75 flasklard®PMI-1640 besiyerinde,
% 5 CQ takviyeli 37C'lik etiivlerde kultire alinnglaridir. Hucreler rutin olarak 2

gunde bir beslenmive % 85 dolulga ulgtiklarinda pasajlanrgardir.

A549 hicrelerinin pasajlanma prosedir:

Gerekli Sarf Malzemeler Gerekli Kimyasallar
15 ml steril tupler Steril PBS Cozeltisi
Steril serolojik ve pastor pipetleri Tripsin-EDT®&% 0,25’lik)
T-75 Flasklar RPMI-1640 Besiyeri
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1) Pasaj dolulguna ulgan T-75 flaskindaki besiyeri aspire edilerek uzgtkidmistir.

2) Hucreler uygun 5 ml PBS ile yikandiktan sonra vé&SRRaklatiriimistir.

3) Flasklara daha sonra 3 ml tripsin eklenerek 1 k Baklenmtir.

4) Invert mikroskop altinda hiicrelerin zeminden aygldtontrol edilmi ve tripsin
reaksiyonunu durdurmak icin flasklara ayni miktao@siyeri eklennstir.

5) Flasktaki hiicre suspansiyonu steril serolojik pipét toplanarak ©Onceden
etiketlenmg olan15 ml’lik falcon tlplerine aktarilrgtir.

6) Tup icerisindeki hiicreler +€£’de, 1000 rpm’de, 5 dk santriftlj edilgtir.

7) Daha sonra supernatant hicrelerin tzerinde y&k[EOO pl kalacaksekilde aspire
edildikten sonra kalan pellet 5 ml besiyeri icingmiden suspanse ediknr.

8) Hicre sayim cihazi ile siispansiyondaki toplam h&asasi belirlendikten sonra yeni
flasklara ekilecek hicre miktarini elde etmek igerekli olan siispansiyon miktari
belirlenmi ve taze besiyeri iceren flasklara aktarslmni

9) Yeni ekim yapilan flasklardaki hiicreler 3Z’lik ettivde inkiibe edilngierdir.

3.4. Hucrelerin sinlandiriimasi

Flasklarin ve 8 odacikli kdlttur lamlarinin icerideki hiicreleringinlama glemi, 6-MV
X-1sinlari kullanilarak, Uluda Universitesi Tip Fakultesi Radyoterapi Merkezinde
gerceklgtirilmistir. T-25 flasklarinin filtreli kapaklari iyice kapihp g1z kisimlari
kontaminasyonun 6nlemesi amaciyla sikica streciférsariimstir. 8 kuyucuklu kalttr
lamlari steril petriler icerisinde, flasklar ilerlkte 6zel bir steril taama kabi icerisinde

Isinlamaya goturilmglerdir.

Radyasyon uygulama dozlari (0.5 — 8 Gy) lineeramdlrici (Siemens Mevatron MD2)
kullanilarak dakikada 2 cGy olacalekilde gerceklgirilmistir. Verilen toplam doz,
flasklarin uygulama pozisyonundaki dglarinin bilgisayarl tomografik gortnttlerine
dayanarak, radyoterapi planlama sistemi (CM®X ile hesaplanngtir. Isinlama
islemini takiben ornekler normal olarak vivo gerceklgen DNA tamirinin olgmasina
izin vermek amaciyla bir saat stiresinc€@Gde inkiibe edilmilerdir.
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3.5. Deney Plani

Fullerenol ve radyasyona tek si@rina ve kombine halde maruz birakilan A549
hiicreleri ile yapilan klonojenik, mikrontikleus yeH2AX testlerimize ait genel deney

plani ve dozlama gruplari Tablo 3.1'de ver#tiri

Cizelge 3.3.A549 hicrelerinde 1 saat ve 24 saatlik fullere(l®) uygulamasi ve
radyasyon ile gerceldtrilen deney setleri

Fullerenol Fullerenol + Radyasyon
Kontrol Radyasyon

pg/L 1 saat 24 saat
100 F100+1Gy | F100+1Gy
Negatif K. | 1 saat 200 1 Gy F200+1Gy | F200+1Qy
400 F 400 + 1 Gy F 400 + 1 Gy

Solvent K.

100 F 100 + 2 Gy F 100 + 2 Gy
Pozitif K. 24 saat 200 2 Gy F 200 + 2 Gy F 200 + 2 Gy
400 F400+2 Gy | F 400+ 2QGy

3.5.1. Kontrol gruplari

Deneylerimizde negatif, pozitif ve solvent olmak etz U¢ tip kontrol grubu
kullaniimistir.

Negatif Kontrol grubu: Herhangi bir ajana maruznkalyan kontrol grubu.

Solvent Kontrol: Solvent (su) kontrol grubumuzdaafi konsantrasyonu % 0,05’i
gecmeyecekekilde steril distile su kullanilngtir.

Pozitif Kontrol: Genotoksisite kaitagsmalarinda ve test sistemlerinin @o calsip
calismadgini kontrol amaciyla 0,05 M’lik BO- kullaniimistir.
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3.5.2. Klonojenik test gruplari

Fullerenol’iin sitotoksik etkilerinin belirlenmesimaciyla A549 hicreleri 24 saat
suresince 10, 50, 100, 200, 400, 800 ve 1600 pghséntrasyonlarinda fullerenole
maruz birakilmglardir. Radyasyonun sitotoksik etkilerinin belineasi amaci ile A549
hacreleri 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 Gy radyasyonauméairakiimgladir. Klonojenik test
sonuclarina gore %75'den daha ylksekayabilirlik orani gosteren @ik sitotoksik

etkiye sahip dgerler secilerek genotoksisite testleri gercetiigmi stir.

3.5.3. Genotoksisite test gruplari

Genotoksisite test gruplari klonojenik test sonugka gore secilen fullerenol (100, 200
ve 400 upg/L fullerenol) ve radyasyon (1 ve 2 Gyklda ile belirlenmgtir. Kombine
testlerde ug¢ farkh dozda uygulanan fullerenolyesyon ginlandirmalarindan 1 saat ve

24 saat 6nce olmak tzere iki farkl sirede uygulahm

3.6. Klonojenik Test

Bir toksik etkiye maruz birakilan hicrelerin tutuanve bolinebilme yeteneklerini
belirlenmesine dayanan klonojenik test, sitotokstkilerin belirlenmesinde siklikla
kullanilan bir yontemdir. Klonojenik test sonucunddde edilen bulgular bize
genotoksisite  testlerinde kullanilacak konsantraton/dozlarin  belirlenmesi
esnasinda yon gostermektedir (Munshi ve ark. 200iBhojenik testte % 75'den daha

yuksek hayatta kaliorani veren (diuik sitotoksik) konsantrasyonlar secilmektedir.
A549 hicreleri ile yuratilen klonojenik tesaanalarinsoyle siralayabiliriz:
1) Yaklasik 25 pasaj sayisina sahip olan A549 hucreleri jlzasa prosediriinde

anlatildg zere tripsinleme yolu ile 15 ml’lik steril tipketoplanmglardir.

2) Hicre suspansiyonundan sayim yapilarak tliptekatogiticre sayisi belirlensgtir.
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3) Tup icerisindeki hticreler +4C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant aspire edilerek kalan pellet yenidsepaise edilmive dozlanacak T-25
flasklara 30.000 hucre/flask olacgdkilde ekim yapilmytir.

4) Flasklara ekilen A549 hucreleri yakik iki giin sonra %80 ve Uzeri konfluent hale
geldigi zaman dozlanmlar ve 24 saat suresince inkiibe edslerdir.

5) inkiibasyon siresinden sonra flasklarin icindeki yeesi aspire edilerek
uzaklgtinldiktan sonra hucreler tripsinlenerek etiketfeyn olan tuplere
toplanmslardir.

6) Elde edilen hicre siUspansiyonundan trypan blueeydigte canli hicre sayimi
yapildiktan sonra her konsantrsyon icin 60 mm’ldctdadet petriye 500 canli hiicre
ekildikten sonra petriler yak§&k 10 gin siresince koloni glumlari igin inktbe
edilmiglerdir.

7) Bu esnada, petriler invert mikroskopta duzenliistatla incelenerek koloni gaimi
kontrol edilmi ve hiicreler U¢ gunde bir taze besiyeri ile beslgiendir.

8) inkiibasyon siresi sonunda kolonilerin sohasini takiben petrilerdeki besiyeri
uzaklgtirimis, adindan PBS ile yikanmgemi yapildiktan sonra hticreler absolute
etanol ile 10 dk fiske edilrgierdir.

9) Fiksasyonglemini takiben hiicreler 5 dk sirresince kristal Weyte boyanmglardir.

10) Boyama ¢lemini takiben invert mikroskopta en az 40 hicreréepn koloni

blyuklukleri belirlenmg ve bdylece her bir petrideki koloniler sayilaratecedilen

sonugclar tablo haline getirilstir.
Asagida belirtilen formul ile yuzde yayabilirlik orani (sitotoksisite) hesaplarytr.
Petri bgima digen ortalama koloni sayisi

Yasayabilirlik (SItOtOKSISIte) = ====mnmmmmmmmmm e oo x 100
Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayisi
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3.7. Sitokinez Bloke Mikronukleus Testi

Yapisal ve sayisal kromozom bozukluklarin tespitinegsine olanak sgayan
mikrontkleus testi genotoksik etkilerin belirlenmesmaciyla kullanilmgtir. A549
hiicrelerinde Sitokalasin-B ile sitokinez bloke y@mine dayali olarak gercekt&ilen
mikrontkleus testinin (Fenech ve Morley 198graalarinstyle siralayabiliriz:

1) Yaklasik 25 pasaj sayisina sahip olan A549 hicreleri jlzasa proseduriinde
anlatildg zere tripsinleme yolu ile 15 ml’lik steril tUpketoplanmglardir.

2) Hucre stspansiyonundan sayim yapilarak tliptekatogiticre sayisi belirlenstir.

3) Tup icerisindeki hiicreler +4C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifilj edildikten sonra
supernatant aspire edilerek kalan pellet yenidepaise edilnive dozlanacak T25
flasklara 30.000 hucre/flask olacgdkilde ekim yapilmytir.

4) Flasklara ekilen A549 hicreleri yakik iki giin sonra %80 ve Uzeri konfluent hale
geldigi zaman dozlanmlar ve 24 saat suresince inkiibe edslerdir.

5) 24 saatlik dozlamaslemini takiben hicreler tekrar beslesmrie her bir flaska
Sitokalasin-B (5 pg/ml final konsantrasyon) eklaket giin inkiibe edilrglierdir.

6) Sitokalasin-B ile 1gun inkibasyondan sonra flasklasajlama prosedurinde tarif
edildigi Gzere tripsinlenerek dnceden etiketlegwian tiplere toplanmgardir.

7) Tupler +4°C’de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildikten sostgpernatant hiicrelerin
Uzerinde yaklgtk 200 ul kalacakekilde aspire edilnstir.

8) Tuplere oda sicaldindaki taze hazirlanmhipotonik (0,075 M KCI) ¢ozeltisinden 5
ml eklenerek ~3 dk siresince hicrelaigmesi icin beklennstir.

9) Bu silre sonunda tipler +4C'de, 1000 rpm’de, 5 dk santrifilendikten sonra
hipotonik uzaklatiriimis ve hicrelerin lGzerien yayea taze hazirlanmikarnoy
fiksatifi (3:1 metanol: glasiyel asetik asit) 5 oluncaya kadar eklenstir.

10) Fiksasyon glemi arka arkaya 2 kez tekrarlandiktan sonra hécréinceden

temizlenmg lamlar tzerine yayilarak kurumaya birakghardir.

11) Kuruyan lamlarsale icerisinde % 5’lik giemsa boyasi ile 15 dk bagdktan sonra

lamlar sudan gecirilive analiz zamanina kadar kurutularak saklatardir.

12) Hazirlanan preparatlarda mikrontkleusiyan bintkleuslu hicre frekansinin yani

sira tek, cift, G¢la ve dortli nikleusstgan hiicrelerin sayilar kaydedilgtir.
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Her bir grup icin preparatlardan 2000 hicre sagkarbu hicreler arasindan
mikrontleus tayan cift nukleuslu hicre frekanslari yaninda, @), iki (MIl) Gg
(MIII) ve dort (MIV) nikleus talyan hicrelerin sayisi da kaydediim.

Klonojenik sitotoksisite testi yaninda, sitokindek®e mikrontikleus testinde sitokalasin-
B uygulamasi nedeniyle birikim gosteren c¢ok cekiddenhicrelerin sayisindaki
degisimler incelenerek de sitotoksisite hakkinda bilghibi olunabilmektedir. Cekirdek
bolinme indeksi (CB olarak da adlandirilan vgagidaki formiile gore hesaplanan bu
deger bize kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitaiketkisini gbstermede 6nemli
bilgiler sglar (Kirsh-Volders ve ark. 2003).

GBI = (MI + 2xMII + 3XMIII + 4xMIV) / N ; N =MI+ Ml + MIll + MIV

Bu calsmada da farkli doz gruplari icin GRleserleri toplam 1000 hiicre tizerinden

hesaplanngive ikincil sitotoksisite verileri elde edilgitir.

3.8.y-H2AX Fokus Testi

Fullerenol ve radyasyona maruz birakilan A549 Haareleki DNA cift iplik
kiriklarinin tespiti amaciyla kullanilapH2AX fokus testi 8 kuyucuklu klttr lamlari
icerisinde gercekkgirilmistir (Watters ve ark. 2009). Fokuslarin sayilmasemi ise
Foci Counter 1.0 (Anna Jucha) yazilimi kullanilardilgisayar aracifii ile
gerceklgtirilmi stir.

vy-H2AX testinde kullanilacak olan kimyasallar deneyddnce taze olaraksagida
belirtildigi sekilde hazirlanngtir.

% 4 Paraformaldehit

200 mg paraformaldehit 5 ml distile suda isiticiéanyetik kagtiricida ¢ozulmstr.
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% 1 BSA
100 mg BSA tartilarak 10 ml distile suda ¢z Ui,

% 0.2’lik Triton X-100
9,98 ml DPBS uizerine 20 ul Triton X-100 eklegtini

Primer Antikor

1/500 primer antikor: 1,3 ml BSA Uzerine 4 ul primaatikor eklenmtir.

Sekonder Antikor
1/500 sekonder antikor: 1,3 ml BSA Uzerine 4 ploseler antikor eklenngiir.

vy-H2AX test prosedurgu sekildedir (Watters ve ark. 2009):

1) Yaklasik 25 pasaj sayisina sahip olan A549 hicreleri jlzasa proseduriinde
anlatildg tzere tripsinleme yolu ile 15 ml’lik steril tigyle toplannylardir.

2) Hucre suspansiyonundan sayim yapilarak tiptekatoghiicre sayisi belirlendikten
sonray-H2AX testi icin kullanilacak olan 8 kuyucuklu kutt lamlarina 8.000
hiicre/kuyucuk olacagekilde ekim yapilmy ve 750 ul besiyeri eklenstir.

3) inkiibasyon siresi sonunda hiicreler ilgili ajanladasaat maruz birakilgiardir.

4) 24 saatlik uygulama suresi sonunda kuyucuklanmdeki besiyeri aspire edilerek
uzaklgtirldiktan sonra hicreler 300 pul PBS/kuyucuk 2ilkez yikannylardir.

5) PBS uzaklstirildiktan sonra kuyucuklara direkt 100’er pl tadzazirlanmg % 4°'luk
paraformaldehit eklenerek oda sicgkida 10 dk fiksasyorslemi yapilmstir.

6) Hucreler daha sonra 3 kez, 300 pl PBS ile yikaadilsonra kuyucuklara 100’er pl
% 0,2 Triton X-100 eklenir ve oda sicgkhda 10 dk inkibe edilerek htcreler
permeabilize hale getirilir.

7) Hucreler tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonraucuklara 100’er pl % 1’lik BSA
eklenmi ve oda sicak#inda 20 dk bekletilntir.

80



8) Bu sire sonunda BSA uzakiauldiktan sonra her kuyuga %1’lik BSA ile 1/500
oraninda seyreltilgiolan primer monoklonal anti-fosfo histon H2AX &arundan
100’er pl eklenmi ve oda sicakfinda 1,5 saat siresince inkiibe edjtmi

9) inkiibasyondan sonra hiicreler tekrar 3 kez PBS kianyns ve bu kez kuyucuklara
% 1’lik BSA icerisinde 1/500 oraninda seyreltijilexa-Fluor 488garetli sekonder
antikor eklendikten sonra ile oda sicgkida ve karanlikta 1 gece boyunca
inkiibasyona birakilntir.

10) Bu sire sonuinda PBS ile tekrar yikama yapildiktama kuyucuklar cikariimve

lamdaki hticreler antifade/DAPI ile boyandiktan sokapatilarak saklangiardir.

11) Preparatlar fluresoan mikroskopta DAPI filtresi ifecelenmglerdir. FITC filtresi
kullanilarak hicreler fotgraflanmstir.

12) Fotograflanarak secilen her bir c¢ekirdekteki sinyal/feksayilari foci counter
yaziimi kullanilarak belirlenmgi ve ardindan ortalama fokus/hiicre sayisi
hesaplannstir.

13) Her bir doz grubu icin 50+50 olmak Uzere 100 hiamaliz edilmg ve deneyler en

az iki kez olmak Uzere tekrarli olarak gercettémi stir.

3.9.istatistik Analizler

Klonojenik sitotoksisite verileri Kruskall-Wallisesti kullanilarak analiz edilrglerdir.
Normal d&ilim gosterdgi belirlenen Mikronukleus ve-H2AX testlerinden elde edilen
verilerin kasilastirlimasi igcin parametrik testler kullanilghr. Varyans analizi
ANOVA'yl takiben LSD (Least significant difference)testi kullanilarak
karsilastiriimiglardir. Doza bgimh yanitlarin kagilastiriimasinda ise regresyon analizi
kullanilmistir.  Tum istatistik analizler SPSS 11 yazilimi lkollarak bilgisayarda
gerceklgtirilmi stir.
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4. BULGULAR

4.1. Fullerenol Karakterizasyonu

Fullerenol karakterizasyonu transmisyon elektrokroskopi, zeta potansiyel ve DLS
analizleri ile gercekigirilmistir. Hazirlamg oldugsumuz fullerenol ¢ozeltisinin zeta
potansiyeli dgeri -30 mV olarak belirlenngiir. Bu dezer ¢ozeltimizin stabil oldgunu
gostermektedir. DLS ve TEM analizlerinden elde edilbulgular ise partikdl
boyutlarinin 100 nm’den kiguk oldjunu goOstermgitir. Ortalama fullerenol
nanopartikil boyutu 35 + 15 nm olarak belirlegtini TEM ile c¢ekilmis olan ve
homojen partiktl dalimini gosteren fotgraf Sekil 4.1'de gosterilntir.
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Sekil 4.1. Suda c¢ozulmgi CsoOHaus-22) fullerenol nanopartikillerinin TEM
(Transmisyon Elektron Mikroskobik) géruntileri (X8.800)

4.2.Fullerenoliin % Hayatta Kalis (Canlilik) Oranina Etkisi

Tez calgmamizda kullanilacak fullerenol konsantrasyonlaribelirlenmesi amaciyla
A549 hucreleri 10, 50, 100, 200, 400, 800 ve 16@fL pkonsantrasyonlarindaki
fullerenol nanopartikillerine maruz birakilarak kégenik test uygulanngtir.
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Elde edilen sonuclara gore test gruplarinin % hay&als oranlari Sekil 4.2'de

gOsterilmitir.
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Sekil 4.2. Cssitli konsantrasyonlarda fullerenol’e maruz birakilA549 hicrelerinde
klonojenik test ile belirlenen % hayata kadranlari

Sekil 4.2’de goruldgiu Uzere maksimum fullerenol konsantrasyonu olan0166/L,
canliligi % 80’e, 800 pg/L’lik fullerenol dozu ise cangli% 83’e digurmustir. 10 ve
50 pg/Llik fullerenol konsantrasyonlarinda % 95'iizerinde hayatta kal
gozlenmgtir. 100, 200 ve 400 ug/L’'lik fullerenol konsantyaslarinda sirasiyla % 95,
% 90 ve % 85 hayatta kalgdzlenmgtir. Calismamizda esas olarak secilmesi gereken
disUk sitotoksik konsantrasyonlarin % 75 ve Uzeri ddknbostermesi gerekmektedir.
Bu anlamda, 800 ve 1600 pg/L’lik fullerenol konsasyonlari, dgada bir canlinin
maruz kalabilec@inden cok daha fazla fullerenol icermektedir. 10 5@ pg/L’lik
fullerenol konsantrasyonlarinda ise % 95'in Uzeginldayatta kayi gozlendgi icin
anlamh bir sitotoksik etki gorilmestir. Dolayisiyla genotoksisite testlerimizde
kullanilacak fullerenol konsantrasyonlari 100, @400 pg/L olarak belirlenmtir.

4.3. Radyasyonun % Hayatta Kals Oranina Etkisi

Tez calgmamizda kullanilacak radyasyon dozlarinin belirleemamaciyla A549

hicreleri 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 Gy radyasyonaumdirakilarak klonojenik test
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uygulanmgtir (Sekil 4.5). Elde edilen sonuclargore test gruplarini% hayatta ka
oranlariSekil 4.4’degosterilmitir.

Sekil 4.3. Radyasyona maruz birakilA549 hiicrelerinde koloni okumlar
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Sekil 4.4. Cssitli dozlarda radyasyona maruz birakilan A549 hlgmede klonojenik
test ile belilenen % hayata kaloranlar
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Sekil 4.4’de goruldgu Uzere 4 Gy ve uzerindeki radyasyon dozlari agnhl% 50'nin
altina dgurmis, 10 Gy'de sinlandirilan tim htcreler ise dlgtiir. 0,5 Gy’'de canlilik
% 83’e, 1 Gy'de ise % 80’e ingtir. 2 Gy'de ise canlilik % 65’e kadar gtistir.
Radyasyonun neden olgiu sitotoksisite acisindan 0,5 ile 1 Gy dozlari enda anlamli
bir fark gbzlenmenstir. Bu nedenle genotoksisite testlerimizde kularak radyasyon

dozlari 1 ve 2 Gy olarak belirlengtr.

4.4. Fullerenol ve Radyasyon Kombine Uygulamalarim % Hayatta Kalis Oranina

Etkisi

Kombine uygulamalarda, A549 hiicreleri radyasyonaum#éirakilmadan 1 saat ve 24
saat once fullerenolin 100, 200 ve 400 pg/Llik santrasyonlari ile muamele
edilmistir. Daha sonra hicreler tek dl@ina ve kombine olarak 1 Gy ve 2 Gy
radyasyona maruz birakilgnve klonojenik test prosediri uygulagtm Klonojenik

test sonuclarinin gerlendiriimesiyle ortaya ¢ikan % hayatta kalranlariSekil 4.5 ve

4.6'de gosterilmytir.
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Sekil 4.5. Radyasyona maruz birakmadan 1 saat Oncglickonsantrasyonlarda
fullerenol ile muamele edilen A549 hiicrelerinin &yhtta kak oranlari
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Sekil 4.5'te goruldigu gibi 1 Gy radyasyona maruz birakilan Kontrol gnudba % 62
canlilik gozlenmitir. Bununla birlikte, 1 Gy radyasyona maruz bihaladan 1 saat
once 100 pg/L’lik fullerenol ile muamele edilen gtaki (F100) hiicreler % 65’lik bir
hayatta kal sergilemglerdir. Ayni sekilde 200 pg/L’lik fullerenol ile muamele edilen
grupta (F200) bu canlilik orani, Kontrol ve F10Qlmina goére artarak % 73’e kadar
ctkmistir. F400 grubundaki hicrelerin hayatta kalrani ise % 70’tir. 2 Gy radyasyona
maruz birakilan Kontrol grubundaki hayatta karani % 28’e kadar gus gosterirken
F100 grubunda bu oran yakik % 47'dir. F200 ve F400 gruplarinda, % hayattaska
oranlari 2 Gy Kontrol grubuna gore argostermekle birlikte F100 grubunun sahip
oldugu desere ulgamamgtir. 2 Gy radyasyona maruz birakilan F200 ve F400

gruplarinin % hayatta kaloranlari sirasiyla % 36 ve % 39'dur.

100 A
== Kontol =M=F100

\\ F200 —FA400

N

(0]
o

% Hayatta Kalis
[e))]
o

D
o

/7//

20
Kontrol lgy 2GY

Sekil 4.6. Radyasyona maruz birakmadan 24 saat Ong#li ceonsantrasyonlarda
fullerenol ile muamele edilen A549 hicrelerinin ®yhtta kak oranlari

Sekil 4.6’da, 1 Gy radyasyona maruz birakilan Kongrabu % 63 canlilik gosterirken
1 Gy radyasyona maruz birakilmadan 24 saat dncqu@Qo0lik fullerenol ile muamele
edilen grupta (F100) bu oran % 60’a kadagndistlr. 1 Gy radyasyona maruz birakilan
F200 ve F400 gruplarindaki canlilik, Kontrol ve Blfruplarina gore agtgostermgtir.
F200 grubunda % 80 ve F400 grubunda % 90 hayattia Rézlenmgtir. 2 Gy
radyasyona maruz birakilan gruplardan, Kontrol gnaaki canllik % 30'a kadar
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diserken 24 saatlik fullerenol gruplarindaki canliflontrol grubuna gore doza ga
olarak arty gostermgtir. Hayatta kal oranlari F100 i¢in % 42, F200 i¢in % 50 ve F400
icin % 55 olarak belirenmgiir. Regresyon analizi sonuclari fullerenol’in 2da#ik
uygulamasinin radyasyonun yol &ctsitotoksik etkileri doza kg olarak azaltigini
gostermgtir (R?=0,90, p<0,001).

4.5. Fullerenoliin Mikronikleus Olusumu Uzerindeki Etkisi

Tez calgmamizda kullanilan fullerenol konsantrasyonlarimikronikleus olgumu
Uzerindeki etkisini ardirmak amaciyla A549 hicreleri 100, 200 ve 400 pg/L
fullerenole 24 saat siresince maruz birakgime MN testi prosediri uygulangtr. Her

test grubu igin olgan %o, mikrontkleus (MN) frekan$ekil 4.7'de verilmitir.
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Sekil 4.7. Cssitli konsantrasyonlarda fullerenole maruz birakila®49 hicrelerindeki
mikronukleus frekanslari (%) (***p<0,001)

Sekil 4.7'de, Kontrol ve Solvent Kontrol (SK) grupiain MN frekansi %o 8 iken
fullerenol gruplarinin MN frekanslari; F100 igin % F200 icin %0 6 ve F400 icin %o 7
seklindedir. Pozitif Kontrol (PK) grubu ise %. 41'likMN frekansi ile p<0,001
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duzeyinde anlamli bir agtigostermgtir. Hasarsiz sitokinez bloke hticrelere ait fiyad
Sekil 4.8’de gosterilmtir.

Sekil 4.8. Sitokinez bloke A549 hicrelerinin genel gorant{Buyutme x400)

4.6. Radyasyonun Mikroniikleus Olyumu Uzerindeki Etkisi

Tez calsmamizda kullanilacak radyasyon dozlarinin mikroalklolgumu Gzerindeki
etkisini aratirmak amaciyla A549 hicreleri 1 Gy ve 2 Gy radyasy maruz
birakilmstir. MN testi ile yapilan incelemeler sonucunda test grubu igin olgan %o
MN frekansi Sekil 4.9'da verilmgtir. Sekil 4.9’da, Kontrol ve SK gruplarinin MN
frekansi %o 8 olarak gorilmektedir. PK grubu ile $ ¥ 2 Gy radyasyon gruplarinin
MN frekanslari, Kontrol ve SK gruplarina gére 3@l dizeyinde anlamli bir agti
gostermgtir. PK grubunun MN frekansi %o 41 iken bugge 1 Gy radyasyon igin %o 55
ve 2 Gy radyasyon i¢in %o 78'dir.
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Sekil 4.9. Ceitli dozlarda radyasyona maruz birakilan A549 higrmedeki
mikrontkleus frekanslari (%0) (***Kontrole fark p<@01, ***-a 1 Gy’e fark p<0,05)

Radyasyona maruz birakilan A549 hicrelerinde MNswohdan Sekil 4.10, 4.11 ve
4.12’de gosterilmtir.

Sekil 4.10.2 Gy radyasyon grubunun sitokinez bloke A549 higcnetie MN
olusumlari (Buyutme x400)
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Sekil 4.11.Buyuk bir MN iceren sitokinez bloke A549 hiicresiifiitme x1.200)

Sekil 4.12.0rta boy MN iceren sitokinez bloke A549 hicresi yBiime x1.200)
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4.7. Fullerenol ve Radyasyon Kombine Uygulamalarim Mikrontikleus Olusumu
Uzerindeki Etkisi

Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalarininromkikleus olgumu Uzerindeki
etkisinin aratirilmasi amaciyla A549 hicreleri, 100, 200 ve 40§L’lik fullerenol
konsantrasyonlari ile radyasyona maruz birakgieminden 1 saat ve 24 saat Once
dozlanmsgtir. Daha sonra hucreler tek sherina ve kombine olarak 1 Gy ve 2 Gy
radyasyona maruz birakilgnive MN test prosediri uygulangnr. MN testi
sonuglarinin dgerlendiriimesiyle her test grubu icin ortaya ¢ikén MN frekanslar
Sekil 4.13 ve 4.14'te gosterilrtir.

@ 1 Saat

M 24Saat

Mikronukleus Frekansi (%o)
N w Iy
o o o

'—\
o
]

o
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1GY 1G+F10( 1G+F20( 1G+F40(

Sekil 4.13.1 Gy radyasyon uygulamasindan 1 saat ve 24 saatfatlerenol’e maruz
birakilan A549 hucrelerindeki mikrontkleus frekams! (%0) (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001)

Sekil 4.13’te, 1 Gy radyasyon grubunun MN frekansi5%e0larak gorilmektedir. 1 Gy
radyasyona maruz birakilan fullerenol gruplarindansaatlik F100 grubunun MN
frekansi p<0,05 duzeyinde anlamli bir azalma géstdr %0 47’'ye ve 24 saatlik F100
grubunun MN frekansi ise p<0,01 dizeyinde anlamliazalma gostererek %o 41’e
dismustur. 1 saatlik F200 grubunun MN frekansi %o 45'eetléeen bu dgiis, p<0,05

duzeyinde anlamhdir. 24 saatlik F200 grubunun M@k&nsi p<0,01 dizeyinde anlamh
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bir azalma gostererek %o 39’a ghiilstlir. 1 saatlik F400 grubunun MN frekansi %o 49
olmakla birlikte 1 Gy radyasyon grubuna gére goeftebu dgus anlaml dgildir. 24
saatlik F400 grubunun MN frekansi p<0,001 duzegiadlamli bir azalma gostererek

%0 37’ye dimustdr.
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M 24 Saat

* %k

T k%

45 A

Mikronukleus Frekansi (%o)

2GY 2G+F100 2G+F200 2G+F400

Sekil 4.14.2 Gy radyasyon uygulamasindan 1 saat ve 24 saatfatlerenol’e maruz
birakilan A549 hucrelerindeki mikronukleus frekams|%o) (*p<0,05, **p<0,01)

Sekil 4.14’te, 2 Gy radyasyon grubunun MN frekansi/.olarak gorulmektedir. 2 Gy
radyasyona maruz birakilan fullerenol gruplarindansaatlik F100 grubunun MN
frekansi %0 67 olmakla birlikte 2 Gy radyasyon gron@wdre gbzlenen bu glig anlamli

degildir. 24 saatlik F100 grubunun MN frekansi %. 5%d@ismuUstlir ve bu azalma
p<0,01 diizeyinde anlamhdir. 1 saatlik F200 grulbuMN frekansi p<0,05 dizeyinde
anlamli bir azalma gdstererek %o 64’e, 24 saatliRG-grubunun MN frekansi ise yine
p<0,05 diuzeyindeki anlamli bir azalma ile %0 61'@mistur. 1 saatlik F400 grubunun
MN frekansi %o 58’e, 24 saatlik F400 grubunun MNkaBs! ise %o 56'ya diUstlr ve

bu azalmalar p<0,01 dizeyinde anlamlidir.

Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalarininyaagon dozlarina gére MN

frekansinda anlamh azalmalara neden olmasi fultdre konsantrasyonlarinin
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radyasyona kar gosterdgi koruyucu etki olarak deerlendirilmistir. 1 saatlik ve 24
saatlik kombine uygulamalarin 1 Gy ve 2 Gy radyasy&agl gosterdéi % koruma
oranlariSekil 4.15 ve 4.16’da verilngfir.
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MN testi icin % koruma

1 saatlik ugulama 24 saatlik uygulama

Sekil 4.15.1 saat ve 24 saat suresince fullerenol’e marwakiban A549 hicrelerinde
1 Gy radyasyona kasglanan % koruma oranlari

Sekil 4.15'te, 1 Gy radyasyona maruz birakilan 1tlda&ulleren gruplarindan; F100
grubu % 15, F200 grubu % 18 ve F400 grubu % 10indanradyasyona karkoruma
sglamistir. 24 saatlik fulleren gruplarindan; F100 grubu2% F200 grubu % 31 ve
F400 grubu ise % 35 oraninda radyasyonal karuma sglamistir. Regresyon analizi
sonuglari fullerenol’iin 24 saatlik uygulamasinifc§ radyasyonun yol agh genetik
hasar oranini doza glaolarak azaltgini gostermitir (R*= 0,92, p<0,001).

Sekil 4.16'da 2 Gy radyasyona maruz birakilan 1l|ga#tlleren gruplarindan; F100
grubu % 7, F200 grubu % 15 ve F400 grubu % 25 odanradyasyona karkoruma
salamistir. 24 saatlik fulleren gruplarindan; F100 grubu2®, F200 grubu % 19 ve
F400 grubu ise % 28 oraninda radyasyona karruma sglamistir.
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Regresyon analizi sonuglari fullerenol’iin 1 saaff =0,92, p<0,001) ve 24 saatlik
(R*= 0,88, p<0,01pygulamalarinin 2 Gy radyasyonun yol gcgenetik hasar oranin

doza bgli olarak azalt@ini gostermitir.
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1 saatlik ugulama 24 saatlik uygulama

Sekil 4.16. 1 saat ve 24 saat suresince fullerenol’e marwakiban A549 hicrelerinde
2 Gy radyasyona kasglanan % koruma oranlari

4.8. Fullerenoliin Cekirdek Boliinmeindeksi (CBI) Uzerindeki Etkisi
Calismamizda kullanilan fullerenol konsantrasyonlarinmerhangi bir sitotoksik
etkisinin olup olmadiini belirlemek amaciyla, MN testi sonucundagadaki formule
gore CH deserleri hesaplanngtir.

CBI = (MI + 2xMIl + 3xMII + 4xMIV) / N ; N =Ml + Ml + MIll + MIV
(MI:  Mononukleuslu hicrelerin - sayisi, MIl:  Binuklslu hicrelerin  sayisi

MIII: Trintkleuslu hicrelerin sayisi, MIV: Tetranlduslu hicrelerin sayist)

Hesaplamada g6z 6niine alinan ¢oklu ¢cekirdek yaskagekil 4.17'de gosterilngir.
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Al B)

C) B

E)

Sekil 4.17. Sitokalasin-B ile muamele edil;iA549 hicrelerinde géli nikleus
formasyonlari. A) Mononikleat, B) Binukleat, C) fAukleat, D) Tetranikleat ve E)
Pentanikleat hicreler (Buyutme x1.000)

100, 200 ve 400 pg/L fullerenol ile 24 saat suresimuamele edilen test gruplarinin
CBI degerleri Sekil 4.18'de verilmitir.
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Sekil 4.18.Fullerenol’e maruz birakilan A549 hiicrelerindei@Bserleri (***p<0,001)

Sekil 4.18'de goruldgl tizere Kontrol ve Solvent Kontrol gruplarinin Cdsseri ayni
olup 1,9 olarak belirlenrgiir. PK grubunun CBdegeri kontrol grubuna gére p<0,001
duzeyinde anlamli bir azalma gostererek 1,4'endigtir. Fullerenol gruplarinin CiB
degerleri sirasiyla; F100 icin 1,9, F200 ve F400 i¢iy8 olup kontrol grubuna gore
anlamh bir digts gostermengir.

4.9. Radyasyonun Cekirdek Boliinmeindeksi Uzerindeki Etkisi

Calismamizda kullanilan radyasyon dozlarinin klonojetest ile belirlenmy sitotoksik
etkilerini dagrulamak amaciyla, MN testi sonucundai@®@gerleri hesaplanmtir. 1 Gy
ve 2 Gy radyasyona maruz birakilan test gruplar@Bi deserleri Sekil 4.19'da
verilmistir. Sekil 4.19'da goruldgi Uzere Kontrol ve SK gruplarinin CBleseri ayni
olup 1,9 olarak belirlenrgiir. PK grubunun CBdegeri kontrol grubuna gére p<0,001
dizeyinde anlamh bir azalma gostererek 1,4'e¢mdigtir. 1 Gy radyasyon grubunun
CBI degeri p<0,01 duizeyinde anlamli bir azalma ile 1,5e2/Gy radyasyon grubunun
CBI degeri p<0,001 dizeyinde anlamli bir azalma ile 1 @gmstir.
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Sekil 4.19.Radyasyona maruz birakilan A549 hiicrelerindé @8erleri (**p< 0,01,
***p<0,001)

4.10.Fullerenol ve Radyasyon Kombine Uygulamalarinin Cekdek Bo6linme
indeksi Uzerindeki Etkisi

Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalarinin i CBzerindeki etkisinin
arastirllmasi amaciyla A549 hicreleri radyasyona mdmuakilmadan 1 saat ve 24 saat
once 100, 200 ve 400 pg/Llik fullerenol konsany@dari ile muamele edilrgiir.
Daha sonra hicreler tek di@ina ve kombine olarak 1 Gy ve 2 Gy radyasyonauma
birakilms ve MN test prosedurt uygulargtir. MN testi sonuglarinin
degerlendiriimesiyle ortaya ¢ikan GBleserleri Sekil 4.20 ve 4.21'de gosterilgtir.

Sekil 4.20'te 1 Gy radyasyon grubunun CBeseri 1,5 olarak gorilmektedir. 1 Gy
radyasyona maruz birakilan 1 saatlik ve 24 saBtli®0 gruplarinin CBdeserlerinde 1
Gy radyasyon grubuna gore anlamli bir sg6zlenmemi olup her iki grup icin bu
deger 1,6 olarak belirlenrgiir. 1 Gy radyasyona maruz birakilan 1 saatlik F200
grubunun CB deseri p<0,01 diizeyinde anlamli bir grile 1,8’e ve 24 saatlik F200
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grubunun CB deseri p<0,05 dizeyinde anlamli bir artile 1,7'ye yikselmitir.
1 saatlik ve 24 saatlik F400 gruplarinin iC8szeri ayni sekilde p<0,05 diizeyinde

anlaml bir arty ile 1,7'ye ¢ikmgtir.

N

@ 1 Saat @ 24 Saat

o P U
00 N} o

Cekirdek Bolunme indeksi (CBI)
o
~

1GY 1 GY+100 1 GY+200 1GY+400
Radyasyon

Sekil 4.20.Fullerenol ve 1 Gy radyasyona maruz birakilan Abdérelerinde CB
degerleri (*p< 0,05, **p<0,01)

Sekil 4.21'de 2 Gy radyasyon grubunun C@eseri 1,3 olarak gorilmektedir. 2 Gy
radyasyona maruz birakilan 1 saatlik ve 24 saki®O gruplarinin CBdeserleri 2 Gy
radyasyon grubuna gore p<0,05 duzeyinde anlamlat ile 1,5’e ulgmistir. 2 Gy
radyasyona maruz birakilan 1 saatlik F200 grubu@@h deseri p<0,05 diizeyinde
anlamli bir arty ile 1,6'ya ve 24 saatlik F200 grubunun CHeseri ise p<0,01
duzeyinde anlamli bir agtile 1,7'ye yukselmitir. 2 Gy radyasyona maruz birakilan 1
saatlik ve 24 saatlik F400 gruplarinin CBegerleri aynisekilde p<0,01 duzeyinde
anlamli bir arty ile 1,7'ye ¢cikmgtir. Regresyon analizi sonuglari fullerenol’iin 2&#ik
uygulamasinin 1 Gy radyasyonun yol gcitotoksik etki oranini doza P olarak
azalttgini gostermitir (R? = 0,91, p<0,001).
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Sekil 4.21.Fullerenol ve 2 Gy radyasyona maruz birakilan Abédérelerinde CB
degerleri (*p< 0,05, **p<0,01)
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Sekil 4.22. Fullerenol'in 1 Gy radyasyona maruz birakilan ASdRrelerinde CB
koruma oranlari
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Sekil 4.22’de goruleca@ Uzere 1 Gy radyasyona maruz birakilan 1 saatli®OFgrubu
radyasyona kar % 7, 24 saatlik F100 grubu ise % 12 korumglaaistir. 1 saatlik
F200 grubu 1 Gy radyasyona &a% 20 koruma s#arken 24 saatlik F200 grubu % 18
koruma sglamistir. 1 saatlik F400 grubu 1 Gy radyasyonask&b 14 koruma saarken
24 saatlik F400 grubu % 21 oraninda korumgssaistir.

Sekil 4.23’te goruldgu Uzere 2 Gy radyasyona maruz birakilan 1 saafldOFgrubu
radyasyona kar % 8, 24 saatlik F100 grubu ise % 14 korumglasaistir. 1 saatlik
F200 grubu 2 Gy radyasyona &a% 16 koruma s#arken 24 saatlik F200 grubu % 23
koruma sglamistir. 1 saatlik F400 grubu 2 Gy radyasyonask&b 22 koruma sdarken
24 saatlik F400 grubu % 20 oraninda korumgasaistir. Regresyon analizi sonuglari
fullerenol’iin 1 saatlik (R = 0,87, p<0,0l)ve 24 saatlik (R = 0,89, p<0,01)
uygulamalarinin 2 Gy radyasyonun yol gctyenetik hasar oranini dozaghaolarak

azalttgini gostermytir.

25

@1 Saat @24 Saat

CBI icin % Koruma Orani

100 200 400
Fullerenol (ug/L)

Sekil 4.23. Fullerenol’in 2 Gy radyasyona maruz birakilan A3d&relerinde CB
koruma oranlari
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4.11. Fullerenollin y-H2AX Fokuslarinin Olusumu Uzerindeki Etkisi

Tez calgmamizda kullanilan fullerenol konsantrasyonlarinitH2AX fokuslarinin

olusumu Uzerindeki etkilerini agarmak amaciyla A549 hicreleri 100, 200 ve 400

pg/L’lik fullerenol konsantrasyonlarina 24 saatesiince maruz birakilmve y-H2AX
fokus testi prosedurt uygulangir. Fokus sayimslemleri “Foci Counter” adli yazilim
kullanilarak gercekkgirilmistir (Sekil 4.24). A549 hiicrelerindeki fokus glumlari ise
Sekil 4.25'te gosterilmtir.

€ FociCounter N
File View Settings Help

=]

% < - 4
open save pevious  nedt oomin momout achustsze  unmark  count  countall  stere

show ‘

Image Counting Results

© Onginal lmage | Median Fiter . Contrast Enhancement (1 Bit Mask =

TFF2GY-{SAAT\CB-00/3 if

Sekil 4.24.Foci Counter programi ileH2AX fokus sayilarinin belirlenmesi
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Sekil 4.25.A549 hicrelerindg-H2AX fokus oliumlari (Buyitme x400)
a) DAPI boyal cekirdekler, b) FITGaretliy-H2AX fokuslari, ¢) Birlatirilmis gortntt

102



Test sonuclarinin gerlendiriimesiyle birlikte her test grubu icin hécbgina digen
ortalama fokus sayilafiekil 4.26’da gosterilngiir.
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Sekil 4.26. Cesitli konsantrasyonlarda fullerenole maruz birakila®49 hicrelerinde
hiicre baina digen ortalamg-H2AX fokus sayilari (** p<0,01)

Sekil 4.26’da goruldgl Gzere Kontrol ve SK gruplarinin hiicresivea digen ortalama
fokus sayilar1 arasinda anlamli bir fark yoktur.nol grubu icin ortalama fokus sayisi
37 iken SK grubu icin bu geer 39'dur. Benzegekilde fullerenol gruplari arasinda
hiicre baina digen ortalama fokus sayisi agisindan anlaml bidifdelg6zlenmemgtir.
Fullerenol gruplarinin hiicre fgaa digen ortalama fokus sayilari F100 ve F200 icin 41,
F400 icin 43'tir. PK grubunda, hicre sb@a digen ortalama fokus sayisi p<0,01
duzeyinde anlamh bir astgostererek 90’a cikrytar.

4.12. Radyasyonuny-H2AX Fokuslarinin Olusumu Uzerindeki Etkileri
Tez calgmamizda kullanilan radyasyon dozlarinypH2AX fokuslarinin olgumu

Uzerindeki etkilerini argirmak amaciyla A549 hicreleri 1 Gy ve 2 Gy radyssy
maruz birakilmy vey-H2AX fokus testi proseduri uygulangtir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27.2 Gy radyasyonimaruz birakilan A549 hicrelerinde a) FITC filtrélsi
v-H2AX fokuslari b) DAPI filtresi ile ¢ekirdek c) Birdgirilmis gorinti
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Test sonuglarinin gerlendiriimesiyle birlikte her doz grubunda, hidrgina digen
ortalama fokus sayilafekil 4.28’de gOsterilngir.
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Sekil 4.28. Cssitli dozlarda radyasyona maruz birakilan A549 hlanede, hicre
basina digen ortalamg-H2AX fokus sayilari (** p<0,01)

Sekil 4.28'de Kontrol ve SK gruplarl arasinda hidraina digen ortalama fokus
sayllari acisindan anlamh bir fark gézlenmgmi Kontrol grubu icin hiicre ana
disen ortalama fokus sayisi 37 iken SK grubu i¢cin 88’'d Gy radyasyon grubu igin
hiicre baina digen ortalama fokus sayisi 73’e, 2 Gy radyasyon grigbuise 80’e
cikmistir. Her iki grupta da p<0,01 dizeyinde anlamh hits gozlenmgtir. PK
grubunun hiicre Baa digen ortalama fokus sayisi 90 olup ayekilde g6zlenen bu

artis p<0,01 duzeyinde anlamhdir.

4.13. Fullerenol ve Radyasyon Kombine Uygulamalarininy-H2AX Fokuslarinin

Olusumu Uzerindeki Etkileri

Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalariyuid2AX fokuslarinin olgumu
Uzerindeki etkilerini argirmak amaciyla A549 hicreleri radyasyona maruz
birakimadan 1 saat ve 24 saat Once 100, 200 ve 40Qlik fullerenol
konsantrasyonlari ile muamele edigtm. Daha sonra hiicreler tekgt@rina ve kombine
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olarak 1 Gy ve 2 Gy radyasyona maruz birakjlie sonrasinda-H2AX fokus testi
proseduri uygulanmtir. Test sonuglarinin  @erlendiriimesiyle birlikte her test
grubunda, hicre kma dien ortalama fokus sayilarSekil 4.29 ve 4.30'da

gosterilmitir.
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Sekil 4.29.1 Gy radyasyon uygulamasindan 1 saat ve 24 saatfdierenol’e maruz
birakilan A549 hicrelerindeki hiicre s@a digen ortalamay-H2AX fokus sayilari
(*p<0,05, **p<0,01)

Sekil 4.29'da goruldgu Gzere Kontrol grubunun hicresbh@a digen ortalama fokus
sayisi 37 iken 1 Gy grubunda bugde 73’e kadar cikmtir. 1 Gy radyasyona maruz
birakilan fullerenol gruplarindan; 1 saatlik F1Q@tunun hiicre ana digen ortalama
fokus sayisi 60’a, 24 saatlik F100 grubunun iseaSfismustur. Her iki grupta p<0,05
duzeyinde anlaml bir azalma go6zlentimi 1 saatlik F200 grubunun hicresbaa digen
ortalama fokus sayisi p<0,01 dizeyinde anlamlabalma gostererek 51’e giilstlr.

24 saatlik F200 grubu icin bu ger 60'tir ve p<0,05 dizeyinde anlaml bir azalma
gOrulmistar. 1 saatlik F400 grubunun hicresive digen ortalama fokus sayisi 53, 24
saatlik F400 grubunun hicre do@a digen ortalama fokus sayisi ise 54°tlr. Her iki
grupta gozlenen gisler p<0,01 diizeyinde anlamhidir.
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Sekil 4.30’da goruldgu Gzere Kontrol grubunun hicresbh@a digen ortalama fokus
sayisi 37 iken 2 Gy radyasyon grubunda bged&8’e ¢ikmgtir.
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Sekil 4.30.2 Gy radyasyon uygulamasindan 1 saat ve 24 saatfatlerenol’e maruz
birakilan A549 hicrelerindeki hiicre s@a digen ortalamay-H2AX fokus sayilari
(*p<0,05, **p<0,01)

2 Gy radyasyona maruz birakilan fullerenol grupldan; 1 saatlik F100 grubunun
hiicre baina digen ortalama fokus sayisi p<0,05 dizeyinde anlarrl azalma
gOstererek 52'ye, 24 saatlik F100 grubunun hicsenbadi$en ortalama fokus sayisi ise
p<0,01 dizeyinde anlamh bir azalma gostererek 4®gmuistlr. 1 saatlik F200
grubunda htcre hama digen ortalama fokus sayisi p<0,05 dizeyindeki anldmmli
azalma ile 61’e ve 24 saatlik F200 grubunda p<@@deyindeki anlaml bir azalma ile
50’'ye digmustir. 1 saatlik F400 grubunun hiicresiven digen ortalama fokus sayisi 60,
24 saatlik F400 grubunun ise 61'dir. Her iki grubiicre baina digen ortalama fokus
sayisinda p<0,05 dizeyinde anlamli bir azalma gdigilir.

Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalarininyaagon dozlarina goére hicre

basinda dgen ortalama fokus sayisinda anlamli azalmalara metimasi fullerenol

konsantrasyonlarinin ~ radyasyona skar gOsterdgi  koruyucu etki olarak
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degerlendirilmistir. 1 saatlik ve 24 saatlik kombine uygulamaladinGy ve 2 Gy
radyasyona kar gosterdgi % koruma oranlarsekil 4.31 ve 4.32'de verilrgtir.
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1 saatlik ugulama 24 saatlik uygulama

Sekil 4.31.1 saat ve 24 saat suresince fullerenol’e marwakiban A549 hicrelerinde
1 Gy radyasyona kasglanan % koruma oranlari

Sekil 4.31'de, 1 Gy radyasyona maruz birakilan llgatullerenol gruplarindan; F100
grubu % 20, F200 grubu % 30 ve F400 grubu % 27i1ndanradyasyona karkoruma
sglamistir. 24 saatlik fullerenol gruplarindan F100 gruidu21, F200 grubu % 19 ve
F400 grubu ise % 26 oraninda radyasyonal karruma sglamistir.

Sekil 4.32'de ise 2 Gy radyasyona maruz birakilasaatlik fullerenol gruplarindan;
F100 grubu % 32, F200 grubu % 20 ve F400 grubu %r28inda radyasyona kar
koruma sglamistir. 24 saatlik fullerenol gruplarindan F100 gru4u35, F200 grubu
% 33 ve F400 grubu da % 20 oraninda radyasyorsak@iuma sglamistir.

Regresyon analizi sonugclari fullerenol’iin 1 ve 24tk uygulamasinin 1 Gy ve 2 Gy

radyasyonun yol agh ve y-H2AX testi ile belirlenen genetik hasar oranini

konsantrasyondan pemsiz olarak azaltgini géstermitir (R*= 0,70).
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Sekil 4.32.1 saat ve 24 saat suresince fullerenol’e marwakiban A549 hicrelerinde
2 Gy radyasyona kasglanan % koruma oranlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Iyonize edici radyasyonun butigekilleri hiicrelerdeki etkilerini carguklari atom ve
molekillerde elektronlarin yerini @stirerek goéstermekte ve bdylece iyonizasyon
meydana gelmektedir (Lipscomb ve ark. 1992, Kayaave 1996).iyonize edici
radyasyonun biyolojik etkileri arasinda, lipit merabin peroksidasyonu, hicre
siklusunu durdurulmasi, apoptozis, kromozomal iaaibr, kromozomal ve kromatid tip
aberasyonlar, delesyonlar ve gen amplifikasyorgdni olaylar yer almaktadir (Bennet
1999). iyonize edici radyasyona maruz kalinmasi sonucumagmo serbest radikaller
sitotoksik ve genotoksik etkilere yol agmaktadiri@rnesin OH® radikali; deoksiriboz
ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek,(n ise zarlardan kolayca gecip hicre
cekirdezsine ulgarak DNA hasarina, hicrede fonksiyon bozgkha ve hatta hiicre

6lumiine neden olabilmektedir (Meram ve Aktaran 2@2kan ve Fkin 2004).

Radyoterapi, ginimuzde kanser vakalarinin hiugda ya tek bana ya da cerrahi ve
kemoterapi kombinasyonlari ile koratif olarak kalllan bir tedavi yontemidir.
Radyoterapide; tanimlangtimdr hacmine, timort cevreleyenslsidi dokuya en az
zarar verecelgekilde, yuksek dgrulukla Olcilmi radyasyon dozunu vermek esastir
(Perez ve Brady 1998). Bu cercevede, radyoteragigilam dokular Gzerindeki zararli
etkilerini 6nlemek amaciyla radyoprotektif ajanlaslarak da adlandirilan ve
radyasyonda kar koruyucu etkiye sahip olan kimyasallarin samaimasi ve

kullaniimasi gerekli hale gelgtir (Kalpana ve ark. 2009).

Radyoprotektif ajanlarin en iyi bilinen grubu SdHi (-SH) bilesikleri ve amifostindir
(Priyadarsini 1997). Son zamanlarda ise curcumimi{&san ve ark. 2006) ve sesamol
(Prasad ve ark. 2005) gibi gt fenolik bilesiklerin, bazi dgal flavonoid turlerinin
(Devipriya ve ark. 2008) yaninda seryum oksit (@ole ark. 2009) ve fulleren
turevleri (Rzigalinski 2005, Markovic ve Trajkova&d08) gibi bazi nanopartikillerin de

potansiyel radyoprotektif, antioksidan ajanlar alaetkileri aratiriimistir.

Sulfidril radyoprotektorleri ve benzgekilde gelgtirilen bazi sentetik bilgklerin hiicre

icerisinde kisa surede bozunmasi ve toksik etkilelayisiyla sinirli bir kullanima sahip
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oldugu bilinmektedir (Maisin 1998, Capizzi ve Oster 2Dp0O8ununla birlikte, son
yillarda nanobilim ve nanoteknolojideki hizli getielere paralel olarak
nanopartikillerin bu alanda kullanilabilme potaedigrinin aratirilmasi gindeme
gelmistir (Bosi ve ark. 2003). Bu gslnelere bah olarak; dokular ve hiicreler
tarafindan kolayca tolere edilebilme, oksidatiesin ygun oldwu bolgelere hizl bir
sekilde yayilabilme, d§ilk konsantrasyonlarda etkili olabilme ve hicreigjade uzun
sure bozunmadan aktif kalabilme gibi ideal antidksi 6zelliklere sahip nanopartikiller
tasarlamanin mumkin olabilegebildirilmi stir (Hunter ve Preedy 2011). Buradan
hareketle bu tez camasinda & fullerenlerin suda c¢oOzunebilen bir formu olan
polihidroksi fulleren (fullerenol) nanopartikullein radyoprotektif etki potansiyelinin
insan akgter epitelyum hicrelerinden vitro olarak aratiriimasi amaclanngtir. Bu
amacla ilk olarak fullerenol’un olasi sitotoksik vardindan genotoksik etkileri

araggtirimistir.

Bizim calsmamizda yuratilen sitotoksisite deneylerimizde efitdhol’in test edilen
konsantrasyonlarda herhangi bir sitotoksik etkiy&hig olmadgini belirlenmitir.
Fullerenol sitotoksisitesi ile gkili olarak yuratilen sinirli sayidaki ¢ceinada da benzer
bulgular elde edilngtir. Ornesin; Su ve ark (2010) fullerenol’iin gidi hiicre hatlari
Uzerindeki sitotoksik etkilerini incelegier ve fullerenol’'un sitotoksik etkilerinin hicre
hattina b&imh olarak dgisebilecegini bildirmislerdir. XTT testi ile ydratilen bu
sitotoksisite cabmasinda fullerenoltiin Cin hamsteri ovaryum (CHO)keiger (CHL)
hicrelerinde yuksek oranda sitotoksik etki gosteny L929 hicre hatti Uzerinde
neredeyse hicbir etki gostermgdbildirilmi stir. Bununla birlikte adi gecen c¢gtnada
kullanilan konsantrasyonlar inceleputide, bizim ¢caymamizda kullanggmiz aralga
es deger olan konsantrasyonlarda herhangi bir sitotokgiinin gozlenmedgi tespit
edilmistir. Bir diger calgmada ise fullerenol yapisindaki hidroksil grubu isayn
hepatositlerde okacak olasi sitotoksisiteye katkida bulunabifgcdodylece yuksek
sayida (24) -OH grubu iceren fullerenolleringtdk sayida (12) -OH iceren formlara
gore daha toksik olabilegegdsterilmitir (Nakagawa ve ark. 2011).

Fullerenoliin genotoksik etkileri hakkinda ise soarege sinirli sayida cgina

yapiimstir.  Zakharenko ve ark. (1997), milimolar ve  mikrolar
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konsantrasyonlarindaki fullerenoliiBscherichia colive Drosophila melanogaster
modellerinde hehangi bir genotoksik etkiye nedenaalgini bildirmistir. Niwa ve Iwai
(2006), uzun stre nanomolar konsantrasyonlarinfigliirenole maruz birakilan hicre
hatlarinda MN frekansinin agtni belirtmitir. Buna kagin fullerenol ile indiklenen
mikrontkleus olgumunun kromozomal DNA hasarina ghaolarak dgil, hicre
dongusunin M fazinda kromozomal DNA'ninsaasiz birsekilde bolinmesine I3
olarak gerceklgigi ileri strGlmistir. Bizim sitotokisite capmalarindan elde egimiz
test sonuclarina gore genotoksisite ggalarimizda kullanmak Uzere dik sitotoksik
etkiye sahip olan 100, 200 ve 400 pg/L’'lik fullerélonsanstrasyonlari secilgtir.
Mikronukleus vey-H2AX genotoksisite testleri sonucunda fullerenoltest edilen
konsantrasyonlarda A549 hicreleri Uzerinde herhapigi etkiye sahip olmagdi
belirlenmitir. Benzer bulgular fullerenoliin Cin hamsteri omanu hiicre hatti (CHO-
K1) tzerindeki genotoksik etkilerini sitokinez blkmikronikleus testi araciiyla
inceleyen Mrdanovic ve ark. (2009) tarafindan daoraedilmitir. Bu argtirmacilar
fullerenol ile muamele edilen CHO-K1 hiicrelerind®kN frekanslarinin, doza ganl

olarak azaldiini ve kontrol grubuna oranla da anlagdkilde digtagtni bildirmistir.

Bu calsmadan elde eftimiz bulgular fullerenoliin sitotoksik ve genotoksitkiye sahip
olmadgi gostermy olup radyoprotektif ajan olarak kullanilabiliglicalismamiza olanak
salamistir. Nitekim, yakin bir gecmgte yuritilen cadmalarin sonuglari, & fulleren
nanopartiktl tdrevlerinin antioksidan etki gost&tdiini ve radyasyondan koruma
alaninda da umut vaat ettiklerini ortaya koyar Iktedir (Rzigalinski 2005, Markovic
ve Trajkovic 2008).

Bu calsmada A549 hiicre hatti Uzerinde yurgtitniz fullerenol + radyasyon kombine
testlerinde ug farkli dozda uygulanan fullerenallyasyonginlandirmalarindan 1 saat
ve 24 saat Once olmak Uzere iki farkli strede wegtir. Fullerenolin radyasyona
maruz birakilan A549 hicre hatlarindaki genotoksi/veya koruyucu etkileri
klonojenik test, sitokinez bloke mikrontkleus tegtiy-H2AX fokus testi kullanilarak
arastinlmistir. Sitotoksisitenin dgerlendirimesinde % hayatta kaloranlari ve CB
degerleri kullanilarak sonuclar goulanmstir. Genotoksisitenin derlendiriimesinde

ise MN frekanslari ve hicre paa digen ortalamay-H2AX fokus sayilari géz oniine
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alinmstir. Calsmamiz bu yonleriyle literatirdeki gir calsmalardan farkli olup 6zgtn

bir dezere sahiptir.

Fullerenol turevleri ile yuriatilen camalarin vivo vein vitro calsmalar incelendiinde
genel olarak radyasyonun sitotoksik etkilerine skakoruyucu potansiyele sahip
olduklari belirlenmgtir. Ornesin Cai ve ark. (2010), fullerenoliin fareler tizegkdin
vivo radyoprotektif etkisini belirlemek amaciyla radyasa maruz birakilmadan énce
belli araliklarla, intraperitonal yoldan fullerermlmaruz birakilan farelerde 30 gunlik
% hayatta kay oranlarini incelenglerdir. Elde edilen verilere gbre; sadece radyaayon
maruz birakilan gruptaki farelerin 30 gunluksgan suresini tamamlayamgdi ancak
fullerenol uygulanan gruptaki farelerin % 70’inirD 3Jin boyunca hayatta kagdi
belirlenmitir. Bu argtirmacilar fullerenol ile 6n muamelgléminin, farelerde immun
ve mitokondriyal fonksiyonlari arttirmak, oksidalifsari ise azaltmak suretiylesgan
suresini arttirict etki gosteggni  bildirmislerdir. Brown ve ark. (2010), 4o
dendrofulleren (DF-1) bikeginin fareler Gzerindekiin vivo radyoprotektif etkisini
incelemi ve radyasyon oncesi DF-1 kiigi ile muamele edilen gruplarda 30 gunlik
% hayatta kay oranlarinin doza kgamli olarak arty gosterdgi bildirilmi stir. Yine ayni
calismada, DF-1 bilgginin prostatik adenokarsinom (DU145) hiicre haterimekiin
vitro radyoprotektif etkisini uygulama zamaninaghaolarak incelenmyi ve DF1

uygulamasinin hicrelerin hayatta kadranlarini anlamli diizeyde artigdgozlenmgtir

Daroczi ve ark. (2006) tarafindan, DF-1 bifgnin, radyasyona maruz birakilan zebra
baligi embriyolari tGzerindeki etkileri incelengnve radyasyon 6ncesi DF-1 bilgi ile
on muamelesieminin, radyasyon hasarini amifostine kiyasla iclidd sekilde azalttgi
ifade edilmsgtir. Buna kasilik radyasyondan 30 dakika sonra DF-1 ile muameletkili
olmadgl ve dolayisiyla s6z konusu hkjigin radyasyona maruziyet esnasindasatu
ROS’lari yakalayarak koruyucu o6zellik gosteggdbelirtiimistir. Lin ve ark. (2000),
karboksifulleren @ bilesiginin insan serviks kanseri hicre hatti (HelLa) Umbzki
radyoprotektif etkisini incelengiir. Radyasyona maruz birakilmadan ongebilesigi ile
muamele edilen gruplarin % hayatta kabranlarinin doza gamh olarak arty
gostermgtir. Cs bilesiginin, radyasyon ile indiuklenmi O, ve OH radikallerini
giderici etkisi dolayisiyla radyoprotektif etki gésdigi bildirilmi stir.
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Bizim calsmamizda 1 Gy radyasyona maruz birakilmadan 1 saa®4v saat Once
fullerenol ile muamele edilen gruplarda; 200 ve 40§/L’lik fullerenol dozlar %
hayatta kak oranini kontrol grubuna gore anlamgkilde arttirmgtir. 2 Gy radyasyona
maruz birakilmadan 1 saat ve 24 saat 6nce fullereaonuamele edilen gruplarda;
uygulanan tim dozlar % hayatta kabranini kontrol grubuna goére anlamékilde
arttirmstir. Her iki radyasyon dozunda, 24 saatlik fullesenygulamasinin 1 saatlik

uygulamaya gore daha yuksek % hayattaslsafiladigl tespit edilmgtir.

Sitotoksisite testlerinden elde @tthiz bu koruyucu Ozelfiin diger fullerenol
tirevlerinde oldgu gibi ROS giderici etkiden kaynaklagddistnilmektedir. Orngin

Cs bilesiginin ROS giderici 6zelfinin yani sira lipid membranlar icerisine daha iyi
lokalize olarak etkili bir sitoprotektif 6zellik gderdgi bildirilmistir. (Dugan ve ark.
1997, Huang ve ark. 1998). Mirkov ve ark. (2004)lefrenoliin NO serbest radikalinin
direkt olarak giderilmesinde etkili olgunu bildirmitir. Polivinilprolidon (PVP) /
Polietilen glikol (PEG) gibi polimerlerde ya dasiklodekstrinde ¢6zulmi Ceo
turevlerinin, in vitro sistemlerde intraseliler ROS miktarini azgitifade edilmgtir.
(Xiao ve ark. 2005, Takada ve ark. 2006).

Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalarinda ogeksisite testlerinde elde
ettigimiz bulgular da sitotoksisite verilerini destekleniteliktedir. Radyasyon
uygulamasi A549 hucrelerindeki MN ve hicresiba dgen ortalamay-H2AX fokus
sayisini yuksek oranda arttigtm. Bununla birlikte 1 Gy radyasyona maruz
birakilmadan 1 saat 6nce fullerenol ile muameléeadjruplarda; 100 ve 200 pg/L’lik
fullerenol konsantrasyonlari % MN frekansini anlagdkilde azaltarak, radyasyona
karsi, sirasi ile % 15 ve % 18 korumagkamistir. 24 saatlik fullerenol uygulamasinda
ise tum konsantrasyonlar % MN frekansini anlagakilde azaltmy ve sirasi ile % 27,
% 31 ve % 35 koruma glamistir. 2 Gy radyasyona maruz birakiimadan 1 saat 6nce
fullerenol ile muamele edilen gruplarda; 200 ve 4Q@y/L'lik fullerenol
konsantrasyonlari % MN frekansini anlagkilde azaltarak sirasi ile % 15 ve % 25
koruma sglamistir. 24 saatlik fullerenol uygulamasinda ise tumngantrasyonlar
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% MN frekansini anlamlsekilde azaltmy ve sirasi ile % 22, % 19 ve % 28 koruma

salamistir.

100, 200 ve 400 pg/L’lik fullerenol konsantrasyanlde muamele edilen gruplar ve
kontrol grubu arasinda GRlggeri acisindan anlamli bir farklilik gézlenmetiti 1 Gy
ve 2 Gy radyasyon gruplarinin CBegserleri ise kontrol grubuna goére anlarpdkilde
azalmstir. Fullerenol ve radyasyon kombine uygulamalasuyntl Gy radyasyona maruz
birakilan 1 saatlik fullerenol gruplarinda; 200 v400 pg/L’lik fullerenol
konsantrasyonlari CiBdeserini 1 Gy radyasyon grubuna gore anlagekilde arttirarak
sirasi ile % 20 ve % 14 oraninda korumalaastir. 24 saatlik fullerenol gruplarinda
ayni sekilde 200 ve 400 pg/L'lik fullerenol konsantrasiam CBI deserini anlamli
sekilde arttirarak sirasi ile % 18 ve % 21 oranikdaima sglamistir. 2 Gy radyasyona
maruz birakilan 1 saatlik fullerenol gruplarindamt konsantrasyonlar GBdeserini

2 Gy radyasyon grubuna gore anlagadkilde arttirarak sirasi ile % 8, % 16 ve % 22
oraninda koruma gkamistir. 24 saatlik fullerenol gruplarinda aysekilde tim
konsantrasyonlar CiBdeserini anlamlisekilde arttirarak sirasi ile % 14, % 16 ve % 20
oraninda koruma gkamistir. Her iki radyasyon dozunda, 24 saatlik fullevken
uygulamasinin 1 saatlik uygulamaya gore gerek Makansi gerekse GBacgisindan
daha yiksek koruma gadigi tespit edilmgtir. Benzer bir caymada Mrdanovic ve ark.
(2009), fullerenolin MMC ile induklenmimikronikleus olgumuna etkisiniin vitro
olarak incelemi ve MN frekansinin fullerenol dozuna guml olarak azaldiini
bildirmistir. Bizim ¢alsmamizda ise 1 Gy radyasyona maruz birakilmadara2ddsce
ve 2 Gy radyasyona maruz birakilmadan 1 saat owmberenol ile muamele edilen
gruplarda; MN frekansinin doza gl olarak azaldi ve bu azalmaya kia olarak
radyasyona kar sglanan korumanin doza @anl olarak arty gosterdii tespit
edilmistir. Ayrica 1 Gy radyasyona maruz birakilmadan 2&tsonce ve 2 Gy
radyasyona maruz birakilmadan 1 saat ve 24 saat foflerenol ile muamele edilen
gruplarda CBnin ve radyasyona kar sazlanan korumanin doza ganli olarak art

gosterdgi tespit edilmgtir.

y-H2AX testi ile yuriattigimiz ¢alymalarimizda da mikronukleus testinde @dwibi 1

Gy radyasyona maruz birakilmadan 1 saat 6nce \s&aa#tnce fullerenol ile muamele
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edilen gruplarda; tum fullerenol konsantrasyontdrcre baina digen ortalamag-H2AX
fokus sayisini anlamhiekilde azaltmgtir. 1 saatlik fullerenol uygulamasinda 100, 200
ve 400 pg/L’lik fullerenol konsantrasyonlari radyasa kagl sirasi ile % 20, % 30 ve
% 27 oraninda koruma @amistir. 24 saatlik fullerenol uygulamasinda ise siikesfo

21, % 19 ve % 26 oraninda korumglaamstir. 2 Gy radyasyona maruz birakilmadan
1 saat ve 24 saat oOnce fullerenol ile muamele rddeuplarda; tim fullerenol
konsantrasyonlari hicre $ma digen ortalama fokus sayisini anlamgekilde
azaltmstir. 1 saatlik fullerenol uygulamasinda 100, 200 4@0 pg/L’lik fullerenol
konsantrasyonlari, radyasyona sasirasi ile % 32, % 20 ve % 23 oraninda koruma
salamistir. 24 saatlik fullerenol uygulamasinda ise siiss % 35, % 33 ve % 20
oraninda koruma gianmstir. 1 Gy radyasyon ic¢in 1 saatlik fullerenol uyaguilasinin,

2 Gy radyasyon icin ise 24 saatlik fullerenol uyyubsinin daha yiksek koruma
saladigl tespit edilmgtir. Brown ve ark. (2010) tarafindan yurutilen benzdir
calismada fulleren turevlerinden biri olan DF-1 kignin in vitro radyoprotektif
etkisini incelenmi ve DF-1 bilgiginin doza bgmli olarak y-H2AX fokus sayisini
azalttg belirtilmistir. Bizim calsmamizda, radyasyona maruz birakilmadan 1 saat ve
24 saat once fullerenol ile muamele edilen grupldriicre bgina digen ortalama
vy-H2AX fokus sayisinin anlamgekilde azaldil tespit edilmgtir.

Fullerenol’iin etkilerine dair ydrutilen g#i enzimatik calsmalar da bulunmaktadir.
Ornesin, Cai ve ark. (2010), radyasyona maruz birakiamaénce belli araliklarla,
intraperitonal yoldan fullerenol uygulanan faretekaracgerlerindeki hiicre i¢ci ROS,
H.O,, SOD, GSH ve MDA miktarlarini incelegherdir. Elde edilen sonuclara gore;
radyasyon oncesi fullerenol ile muamele edilenléace oksidatif stres belirteclerinden
ROS, HO, ve MDA miktarlarinin, fullerenol uygulanmayan grap gére daha dik
oldugu bildirilmistir. Diger taraftan radyasyon uygulamsi 6ncesi fullereleoinuamele
edilen farelerdeki SOD ve GSH miktarlarinin radyasy maruz birakilmayan kontrol
grubunun SOD ve GSH miktarlar ile ayni duzeydeugld belirtiimistir. Boylece
fullerenoliin, radyasyon ile induklensnROS’lari giderici etkisi oldgu dolayisiyla da

hiicre ici antioksidan enzimlerin aktivitelerinitamici etki gosterdii ifade edilmitir
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Fulleren turevlerinin gostergpldugu koruyucu etki temel olarak iki farkli mekanizma
ile aciklanmaktadir. Direkt mekanizmaday €afesinin yapisinda bulunan 30 ciftgoa
teorik olarak 60 radikal tutabilgi belirtilmistir (Wang ve ark. 1999). Anderson ve
Barron (2005), fullerenolin poli-anyonik karbon é&sihin proton donéri ya da
akseptoru olarak davranabigthi ve bu 6zellgi ile reaktif oksijen turlerine kar yuksek
afinite gosterdiini bildirmistir. Andrievsky ve ark. (2009), & fulleren hidratlarinin
(CeoHyFn) cok daha etkili indirekt bir antiradikal mekamaya sahip oldiunu
bildirmistir. Andrievsky ve ark. (2009)’'na gore;sgElyFn hidrofilik 6zelligi sayesinde
sulu ortamlarda uzun mesefali ve dizenli su kataranbluisturmaktadir. Suyun
radyolizisi ile olgan serbest radikallerin diftizyonu buyik oOlcide biaehli ve viskoz
su katmanlarl tarafindan sinirlandiriimaktadir. &yaiyla GoHyFn ile dizenlenngi
sulu ortamda okan serbest radikaller mekansal olarak birbirlenmegrilamamakta ve
hizlica rekombine olarak bazi nétral molekiillereniinektedir. 10° — 10 M
konsantrasyon argindaki oldukcga seyreltik sulu fulleren ¢ozeltileden bir GoHyFn
molekiliinin yaklgk olarak 18 — 10* gibi mithis miktarlardaki OH radikalini

notralize edebilme yetepmde old@gu belirtilmistir.

Kanser ve dier bazi hastaliklarin tedavisinde halen en etkdnoyontemlerden biri
radyoterapidir. Radyoterapinin amaci 6zetle, nora@uya minimum hasar vererek
kanserli hicrelerin yok edilmesidir (Perez ve Brati998). Bu anlamda, normal
dokunun radyasyondan korunmasina yoneliiticegalismalar yapilmg ve radyasyona
karsi koruyucu etki gosteren bazi ajanlar bulugnmalmakla birlikte bu ajanlarin
cogunun yuksek toksisitelerine dayali yan etkileri eigle sinirli kullanim alanina
sahip oldgu belirtilmistir (Maisin 1998, Capizzi ve Oster 2000, Kalpanaavie. 2009).
Calismamizda kullanilan fullerenol nanopartikili ise whgpan Uc¢ farkli dozda
herhangi bir genotoksik etki gOstermatmi Bunun yaninda, fullerenol
nanopartikulinin t¢ farkli dozunu ve iki farkli wygma stresini kullanarak yagimiz

in vitro calsmalarda radyasyona kar% 35’e varan oranlarda korumagEmmstir.
Gerekin vivo gereksein vitro modellerle yapilan caimalarda, herhangi bir toksik
etkisinin gozlenmemesi ve serbest radikalleri ethit sekilde gidermesi dolayisiyla
fullerenol nanopatrtiktllerinin radyoterapide koreywuya da genel antioksidan olarak

kullanilabilecegi distintlmektedir.
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