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OZET

siRNA YUKLU NANOPARTIKULLERIN IN-VITRO ORTAMDA MDA-MB-231
KANSERLI HUCRE HATTINA AKTARILARAK BCL-2 GENININ
SESSIZLESTIRILMESI
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Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
Ortak Danisman: Dog. Dr. Mustafa TURK
Adustos 2014, 111 sayfa

Kanser tedavisinde halen uygulanmakta olana kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi tedavi uygulamalarindaki yeni gelismelere ragmen bu tedavilerin
hastalarin yasam suresine olumlu katkida bulunduguna dair halad genel
kabuller olugsmamistir. Simdiye kadar uygulanan kemoterapi protokollerinde
objektif cevap orani %20 civarinda olup, tim kemoterapi alan grupta
ortalama yasam suresi destek tedavisi alan gruplarla benzer olmaktadir.
Ancak kemoterapiye cevap veren %20’lik grupta yasam suresi ortalama 20-
24 aya kadar uzamaktadir. Kemoterapinin yuksek doz verilmesinin ve

intraplevral kullaniimasinin ek bir tedavi katkisi saglamadigi da bilinmektedir.

Yeni bir teknoloji olan gen tedavisi, genel ¢cergcevede “mevcut hastaliga neden
olan gen bozuklugunun tedavisi amaclanarak belli bir DNA'nin diger bir

hlcreye isteyerek tagsinmasi” seklinde tanimlanabilir.

Yeni ribonukleik asit (RNA)lerin bulunmasi ve islevlerinin tanimlanmasiyla,
RNA’larin  canli yasami ig¢in ¢ok oOnemli sureglerde rol oynadiklari
belirlenmistir. Ozellikle insan genomunun %62’sini (ENCODE Consortium)
kapsayan ncRNA (kodlamayan RNA)larin hiicresel savunmada, gelisimsel
sureclerde, farkhlasmada, DNA replikasyonunda, transkripsiyonda ve post-



transkripsiyonel susturumda gorev aldiklari gosterilmigtir. ncRNA’larda
meydana gelen bozukluklar birgok hastaliga yol agmaktadir. iligkili olduklar
hastaliklardan bazilari kanserler, nérodejeneratif hastaliklar, immun yetmezlik
hastaliklari ve kardiyovaskuler hastaliklardir. Hastaliklardan sorumlu olduklari
dusundlen ncRNA’lar, yeni tedavi yaklagimlarinda hem hedef hem de arag
olarak gorilmektedirler. Insan genomundaki tim ncRNA’larin iglevlerinin

aydinlatiimasiyla yeni tedavi yaklagimlari geligtirilebilecektir.

Bu calismanin amaci meme Kkanseri tedavisi igin zararli proteinlerin
sentezinin ilgili genin sessizlestiriimesi ile dnlenmesidir. Histidinle pozitif yik
kazandirilimig hema bazli nanopartikil (PHEMAH; poli (hidroksietil metakrilat-
N-metakrilol-(L)-histidin) ile siRNA'nin MDA-MB-231 meme kanser hucre
hattina aktarilarak Bcl-2 geninin ekspresyonunu o6nleyerek apoptozu
artirmaktir. Calismanin ilk béliminde Histidinle pozitif yluk kazandiriimig
hema bazli nanopartikillerin zeta-sizer'da boyutlari ve yukleri élgilmus daha
sonra siRNA’ya baglanan nanopartikullerin elektroforezi yapilmig, bu
degerlendirmeler sonucunda nanopartikil ile siRNA’larin tutunup tutunmadigi
kontrol edilmistir. Calismanin ikinci bélimUnde ise; meme kanseri hiicre hatt
olan MDA MB-231 Uzerine siRNA yukli PHEMAH nanopartiktller eklenmis
ve nanopartiklllerin kanser hucreleri Gzerindeki etkilerine bakilmistir. RTCA
ile hucrelerin hicre yasam indeksleri belirlenmeye c¢alisiimigtir. MTT testi
yapllarak hiicre olimine bakilmistir. Olen hiicrelerin apopototik-nekrotik
yolaklardan hangisini sectiginin belirlenmesi icin hiicreler boyanarak floresan
mikroskop yardimiyla incelenmistir. Elde edilen sonuglar, siRNA yUkli
PHEMAH nanopartikullerinin Bcl-2 genini inhibe ederek meme kanseri

hicrelerinde etkin bir sekilde proliferasyonu durdurdugu gértlmustur.

Anahtar kelimeler: Bcl-2 geni, gen sessizlestiriimesi, hema nanopartikiller,
kanser tedavisi, MDA MB-231 kanserli hucre hatti,
PHEMAH nanopartikll, siRNA



ABSTRACT

SILENCING OF BCL-2 GENE IN-VITRO ENVIRONMENT BY
TRANSFERRING siRNA-LOADED NANOPARTICLES TO BREAST
CANCER CELL LINE MDA-MB-231

CAKIR COBAN, Canan
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master of Science Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
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Despite the new approach of the chemotherapy, radiotherapy and surgical
treatment which are still applicated on cancer therapy, there is no evidence
about that this treatments contribute to lifespan of patients positively. Until
now, objective response rate is around 20% in chemotherapy protocols, and
lifespan of a group of patients which take a chemotherapy is similar to group
of patient which take a support treatment. However, lifespan of the 20
percent of person who response the chemotherapy is extend to aproximately
20-24 months. It is also known that, high dose of chemotherapy and it’s

intrapleural using does not contribute to treatments.

Gene therapy, which is a new technology, can desciribed as proggrammed
transmision of specific DNA to the other cell with the targeting of the gene

disorder treatment which causes existing disease.

Discovering of the new RNA’s and identifing of it's functions, it is determined
that RNA is play an important role for live life. it is shown that especially
NcRNA (non-coding RNA) which covers 62% of human genome (ENCODE
consortium) takes a role in cellular defence, developmental process,

differentiation, DNA replication, transcription and post-transcriptional



silencing. Many disorders occuring in ncRNAs lead to many diseases. Some
of the diseases that are associated with cancer, neurodegenerative diseases,
immune deficiency diseases and cardiovascular diseases. ncRNA believed to
be responsible for diseases are seen as new treatment approaches both
target and tools. New treatment approaches can be developed with the
lightening of all functions of ncRNAs in human genome.

The aim of this study is preventing of synthesise of harmful proteins for
breast cancer treatment with silencing of the related gene. Increasing the
apoptosis with preventing the expression of Bcl-2 gene with transmising of
SiRNA to breast cancer cell line MDA-MB-231 with Hema-based
nanoparticules which have gained positively charge with histidine ( PHEMAH;
poly (hydroxyetil metacrylate-N- metacrylole-(L)-histidine). At the first part of
the study, the size and charge of Hema-based nanoparticules which have
gained positively charge with histidine was measured with zeta sizer and
then electrophoresis of siRNA loaded nanoparticules which are bounded
siRNA was done. As a result of this assesments, wheather nanoparticules
and siRNA are bounded was controlled. At the second part of the study,
siRNA loaded PHEMAH nanoparticules were added on MDA-MB-231, which
is breast cancer cell line, and the effect of the nanoparticules on cancer cells
was observed. Cell viability index was identified with Real Time Cell Analysis
(RTCA). Cell death was observed with MTT test. For determine the
Apopototic-necrotic pathway of died cells, staining was done and analyzed by
fluorescence microscopy. Obtained results showed that, proliferation of Bcl-2
gene at breast cancer cells was hindered effectively with inhibition of Bcl-2

gene with siRNA loaded nanopatrticules.

Key words: Bcl-2 gene, gene silencing, hema nanoparticles, cancer therapy,
MDA MB-231 carsinoma cell line, PHEMAH nanopatrticle,
SiRNA
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1. GIRIiS

Kanser vicut hicrelerinin kontrolstiz bir sekilde Uremeleri ile meydana gelen
bir hastaliktir. Hiucreler henuz tam bilinmeyen bir nedenle, kontrolsuz olarak
bolinmeye basglarlar. Bu yuzden bedende hizli hicre ¢gogalmasindan olusan
kotl urlar olusur ve bunlara kanser denir. Kanser, kan ve lenf sistemi yoluyla
civarlarindaki dokulara ulasarak vicudun diger taraflarina yayilirlar. Buna
metastaz denir [1]. Meme kanseri meme hulcrelerinde baglayan ve akciger

kanserinden sonra, diunyada gorulme sikhgi en ylksek olan kanser taradur [2].

Her sekiz kadindan birinin hayatinin belirli bir zamaninda meme kanserine
yakalanacagi bildiriimektedir. Erkeklerde de goérulmekle beraber, kadin

vakalari erkek vakalarindan 100 kat daha fazladir [3].

Kanser tedavilerini, klasik kanser tedavisi ve alternatif kanser tedavisi olarak
iki ayri guruba ayirmak muumkuanduar. Klasik kanser tedavi yontemlerinin
yetersiz kalmasindan dolayi dunyanin birgok Ulkesinde oldugu gibi GUlkemizde
de kanser hastalarinin c¢ogu alternatif kanser tedavisi metotlarina
basvurmaktadirlar. Ginimuizde kanser tedavisinde klasik ydntemler olarak
cerrahi, radyoterapi, kemoterapi tedavi yontemleri uygulanmaktadir [4].
Ancak bu yodntemlerin her zaman basari gostermemesi ve yan etkilerinin
bulunmasi arastirmacilari yeni tedavi yéntemlerine yoneltmistir [5]. Bunlardan
biri de RNAiI mekanizmasi yolundaki artan arastirmalar sonucu siRNA (klguk
mudahale edici RNA)'nin kesfidir. siRNA gen tedavisinde buylk bir devrim
yaratmistir ve gen susturulmasinda yeni firsatlar sunmaktadir. Kanserin
genetik temelindeki artan bilgiler siRNA gibi yeni nesil tedavilerin
uygulanmasini hizlandirmistir. Etkili, guvenilir, bir kanser tedavisi buyuk
Olclide hala karsilanmamis klinik bir ihtiyagtir; son on yil igerisinde ilke ve
amaci ¢ok iyi tanimlanan gen tedavisinin asil hedefi hatali genin yerine
normal genin yerlestiriimesidir [6]. Gen tedavisi, ginimuzde asil amacinin

yani sira hastalia neden olan gen veya proteinleri baskilayacak veya
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istenilen  fonksiyonel protein  Uretimini  olumlu etkileyecek, gen

modifikasyonlarinin aktarimi olarak da tanimlanmaktadir [7].

Gen tedavisinde istenilenler, karar verilen genin etkili ve yeterli olarak hiicre
icine tasinmasi, taginan genin etkinligini tedavi boyunca surdirmesi, bu gene
konakgi hucrenin cevabinin uygun sekilde olmasi ve ayrica bu genin diger bir
hastaliga yol agmamasidir. Butin bu beklentiler ¢ergevesinde gen
tedavisinde gunumuzdeki ana problem tedavi geninin kanser hucresine
uygun sekilde nasil transfer edilebilecedi noktasindadir. Cunkt bu tam olarak
basarilamadigi takdirde kanser hicresi direngli klon olarak kalmaya devam
edecektir. Bu noktada siRNA'nin nanopartikillerle tasinmasi 6nem
kazanmaktadir. Gen tedavisi calismalarinin kanser Uzerinde uygulanmasi
1992’den sonra yogunlagsmistir. O tarihten bu yana ¢ok c¢alisma yapilmis
olmasina karsin konuyla ilgili olarak sadece birka¢ ila¢ hasta kullanimina
sunulabilmistir [7, 8, 9, 10].

Nanopartikuller kullanilarak yapilan bu tedavideki amag, geleneksel
tedavilerdeki olumsuzluklari en aza indirmek, etken maddenin hucresel
yuzeylere etkin bir sekilde tasinimini saglamak, ilagtan kaynaklanabilecek
toksisiteyi minimuma indirmek, vucudun herhangi bir bdlgesine zarar
vermeden sadece tumorli dokuya ulastirmak ve ilacin ¢ozUnUrlGgunu
artirmaktir [11].

Birgok anti-kanser maddesi suda ¢ozuUnurligunun duguk olmasi nedeniyle
yeni tasinma sistemlerinin geligtirimesi agisindan buyuk ilgi ¢cekmektedir.
Nano tasiyicilar, son zamanlarda kanser tedavisi i¢cin umut verici bir yaklagim
olarak ortaya ¢ikmigtir. Hedef organ ya da hucrelere tedavi edici ajanlarin
allmini saglamada buyuk bir potansiyel gosterirler. PHEMAH
(poly(hydroxyethyl methacrylate-N-methacryloyl-(L)-histidine; poli (hidroksietil
metakrilat-N-metakrilol-(L)-histidin) nanopartikilleri, bir ¢cok yararli 6zelligi ile
yuksek su icerigi, disuk toksisitesi ve biyouyumlulugu gibi biyomedikal

uygulamalarda genis bir yelpazede c¢alisma imkani sunarlar. PHEMAH,



yumusak kontakt lensler, ilag tasiyici sistemleri, bobrek diyaliz membranlari,

yapay karaciger destek sistemleri gibi uygulamalarda kullaniimaktadir [12].

Bcl-2 (B- hicresi lenfoma 2) protein ailesi Gyeleri hicre 6limunin énemli
duzenleyicilerindendir. Bu ailede hem apopitotik hem antiapopitotik Uyeler
bulunmaktadir. Bcl-2 proteini antiapopitotik proteinlerdendir ve mitokondrinin
dis membranda, nuUkleus membranda ve endoplazmik retikulum
membraninda yerlesmiglerdir. Asirt  sentezi apoptosisi engelleyerek
lenfomaya neden olmaktadir. Lenfoma ve I6semiler yaninda barsak, meme,

akciger ve deri kanserinde de asir1 sentezi gosterilmigtir [13].

Bu calismanin amaci; meme kanseri tedavisi igin zararli proteinlerin
sentezinin ilgili genin sessizlestiriimesi ile dnlenmesi ve Histidinle pozitif yik
kazandirilmig hema bazli bir nanopartikil olan PHEMAH nanopartikult ile
siRNA'nin MDA-MB-231 meme kanser hlcre hattina aktarilarak Bcl-2 genini

apoptoza yonlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Nedir?

Hucrenin yapi ve fonksiyon bakimindan normalden sapmasi, anormal sekilde
ve gergekte kendisinin bir yapi tagi oldugu canlinin aleyhine olacak bigimde
¢ogalma gostermesi ve kendisi ile higbir iligkisi olmayan diger doku ve

organlari isgal ederek o doku ve organlarin gorevlerinin engellemesidir [1].

Gunumuzde kanserin olus mekanizmasi hala tamamen anlasiimis degildir.
Ancak bilimsel bulgular kanserlesmenin tek bir hucreden bagsladigi ve
zamanla yayginlastigini gOstermektedir. Tek bir hdcrenin
kanserlegsmesinden, hastaligin belirti verecek duruma gelmesine kadar gegen

sure ve olaylar da tam olarak bilinmemektedir [14].

insan viicudu ¢ok gesitli hiicrelerden olusmustur. Bu hiicreler viicudu saglkli
tutabilmek icin gerekli oldugunda daha fazla hicre olusturmak icin buyuar ve
bolundrler. Hlcreler yaslandijinda ya da hasarli hale geldiginde olurler ve
yerlerini yeni hucreler ile degistirirler. Ancak, bu duzenli sure¢ bazen
bozulabilir. Bir hicrenin genetik materyali (DNA), hasara ya da degisime
ugrayabilir, normal hucre buyumesini ve bolinmesini etkileyen mutasyonlar
olusabilir. Bu durumda eger vucut hucreleri 6lmez ve dokularda birikirse
tumor adi verilen yapilari olusturabilirler. Tumor, genellikle kdken aldiklari
dokuya ve Kkarakterine bakilmasizin vicutta olusan anormal doku ve
kitlelerdir [15]. Genel olarak kanser, vicuttaki her cins hlicre veya dokudan
koken alabilir. Ancak en sik deri, meme, akciger ve sindirim sistemi dokulari

kansere yol acar [15].



Kanser, hucrelerin normal buyime kontrolini kaybetmesi sonucu ortaya
cikar. Normal dokularda, yeni hicre blyumesi ve eski hdcre o6lUumunun
oranlari dengede tutulur. Kanserli hucrelerde, bu denge bozulur. Hucre
"apoptoz" adi verilen bir islem ile intihara gegecekken bu yetenegini
kaybeder, boylece kontrolsiz hicre buyumesine neden olabilir. Apoptozis
veya "hucre intihar" eski ya da hasarli hicrelerin normalde kendi kendini
imha mekanizmadir (Sekil 2.1.) [16].

Sekil 2.1. Normal ve kanserli hucrelerde bolinme evreleri [16].

2.1.1. Meme Kanseri

Kadinlar arasinda en ¢ok gorulen kanser turl olan meme kanseri, meme
doku hacrelerinin kontrolstz sekilde ¢gogalmasi sonucu meydana gelmektedir
[17]. Hastaligin gorulme sikhigi her yil bir dnceki yila oranla dinya genelinde

artmaktadir. Yapilan arastirmalar, kadinlarda meme kanseri gortulme



oraninin; kentli kadinlarda kirsal kesimlerde yasayan kadinlardan daha fazla
oldugunu gostermistir [18]. Meme kanseri gorulme sikhgr yasla birlikte
artmaktadir, ancak artisinin egimi menopozdan sonra azalmaktadir. Erken
yasta ergenlige girme, ge¢ yasta menopoza girme, menopoz sonrasi
donemde kadinlarda obezite gibi faktorler dstrojen hormonunu artirmaktadir.
Boylece meme kanseri riski artirmaktadir, ancak ¢ocuk dogurmak bu riski
azaltmaktadir [19].

Birgok faktor meme kanseri riskini arttirmaktadir; aile hikayesi, yogun hayat
kosullari, stres, diyet, hormon kullanimi, radyasyon gibi risk faktorleri
tanimlanmasina ragmen meme kanseri gorilen kadinlarin % 70'inde higbir

risk faktorl tanimlanamamaktadir [20].

2.1.2.  Apoptoz Onleyici Gen Bcl-2

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmistir ve
fizyolojik hlicre 6lumunu ifade eder. Yunanca bir kelime olan apoptoz, kelime
anlami olarak yapraklarin agagctan, petallerin gicekten dogal olarak dugmesi
anlamina gelmektedir. Bugin de bu terim kullaniimaktadir ve fizyolojik
nedenlerden kaynaklanan hicre 6lumunu ifade etmektedir [21]. Teorik olarak
apoptoz, cesitli travmatik hicre digi lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive
edilen ve hucrenin kendisi tarafindan programlanmis bir mekanizma
vasitasiyla hicre 6lumini kontrol eden aktif bir islem olup, hicrenin intihari

olarak tanimlanabilir [21, 22].

Apoptoz programli hicre 6lumu olarak adlandirilirken, nekroz hasar yolu ile
olum anlamini tasimaktadir. Hucrenin kendi i¢cinde gerceklesen olaylardan

ziyade dis faktorler sonucu ortaya gikar (Sekil 2.2) [23].
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Sekil 2.2. Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar [24].

Apoptozis, Bcl-2 ailesi Uyeleri aracihgdi ile gerceklesir. Bcl-2 aile Uyeleri
proapoptotik ve antiapoptotik olmak Uzere ikiye ayrilir. Proapoptotik gruba
Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, Blk, Hrk, BNIP3, Bad, Bid gibi) olmak
Uzere iki alt aileye sahiptir. Antiapoptotik bcl-2 aile tyeleri ise bcl-2, bcl-x,
bcl-w ve mcl-1'dir [25]. Bir hucrenin apoptoza egilimli olugu heterodimer ya
da homodimer formundaki Bcl-2 ailesi genlerinin etkisine baglidir. Ornegin;
Bcl-2 nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 nin oraninin daha ylksek olmasi
hicrenin yasamini sudrdirmesini saglarken, Bax'in daha fazla olmasi

durumunda hicre 6lume gitmektedir [26].

Bcl-2 apoptozu engelleme fonksiyonunu ya kaspaslarin éncli formlarini
durdurarak ya da kaspas akisini direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki
apoptoz uyarict  faktér (AIF) ve sitokrom-C'nin  mitokondriden

serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir [27].



Apoptoz bazi hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynar. Apoptoz engellendigi
zaman kanser olusumuna sebep olma ihtimali bulunan hicreler elimine
edilemez. Viral enfeksiyonlar artar ve otoimmin reaksiyonlar baskilanamaz.
Aksine, apoptoz arttiyi zaman Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif
hastaliklardan Ulseratif kolitler, AIDS gibi kronik hastaliklara ve hatta

immunolojik hastaliklar geligebilir [28].

2.1.3. Kanser Tedavisinde Geleneksel Yontemler

Kanser tedavisinde segilen yontem buyuk oOlgide tumorun evresine baghdir,
Uygulanan tedavide tumorun yaniti genellikle, hastanin yasina, cinsiyetine,
genel durumuna, artan yasla birlikte azalan yasam beklentisine ve yasam
kalitesine gore degismektedir [29]. Baglica kullanilan tedaviler arasinda;
cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapi sayilabilir [30]. Su anda hala
arastirlmakta olan yeni kanser yontemleri arasinda ise, hormonal tedavi,
immunoterapi ve gen terapi sayilabilir. Her tedavinin kendi iginde farkli

uygulamalari, riskleri ve yan etkileri bulunmaktadir [29].

2.1.3.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi kanser tedavisinde ana prensip, kitlesel olusumdaki kanserli
dokunun, cerrahi yontemlerle cikarilp, kanserli bdlgenin
temizlenmesidir. Kanserli organin ya da dokunun timd ya da bir kismi
ameliyatla alinabilir. Bazi ameliyatlar, ufak cilt kanserlerini almak veya biyopsi
gibi hafif cerrahi islemlerdir. Digerleri ise, kanserli dokunun vucutta bir
organdan c¢ikarilmasi gibi buyuk ameliyatlari kapsamaktadir. Ameliyatlar
ayrica, vucudun bir boliUmind onarmak ya da yenilemek amaciyla da

yapilabilmektedir [31].



Cerrahi yontemler, kanserli dokunun ¢ikarilmasindan ibarettir. Organ kaybi,
kanserin tekrarlama riski ve tum kanser tiplerine uygulanamamasi bu

yontemlerin dezavantajlarindandir [32].

2.1.3.2. Kemoterapi

Kemoterapi tim vicudu etkileyen sistemik ilag tedavisidir. Gunumuizde ¢ok
cesitli kemoterapi ilaglari bulunmaktadir ve temel prensibi normal vicut
hicrelerinden daha hizli bdlinen kanser hucrelerini yok etmek veya
blylUmelerini énlemektir [33]. Kemoterapinin yan etkilerinin olma nedeni
vucutta hizli bolunen hucrelerin sadece kanser hucreleri olmamasidir.
Normal kan hdcreleri, gastrointestinal sistem, agiz, burun, vajen florasi, sa¢
ve tirnak gibi hizli hicre bolunmesi gosteren normal dokular da

kemoterapiden etkilenirler.

Kullanilan her kemoterapi ilag tiru kendine 6zgu hastadan hastaya farklihk
gOsterebilen yan etkiler yaratabilir. GUnumuzde kemoterapi yan etkileri
minimuma indirgenmis ve bir cogu kontrol edilebilir hale getirilmistir. Klasik
kemoterapi ilaglari vicutta hedefe yonelik hareket etmemektedir. Kullanilan
ilaclar kanserli hiucrelere etki ettigi gibi saglikli hicrelere de etki etmektedir.
Ayrica kanserli hicrelere, tedavi icin gereken dozlara da ulagsmamaktadir
[34]. Kemoterapi, hastanin bagisiklik sistemini zayiflatmakta ve hasta, diger
hastaliklara daha duyarli hale gelmektedir. Karsilasilan bir diger sorun da,
antikanser bilesenlerine karsi gelisen Coklu ilaca Direncliik (MDR; Multi
Drug Resistance) durumudur. Kemoterapi ilaglarinin, dokuya 06zgl etki

etmemesinin nedeni bu yan etkilerden kaynaklanmaktadir [35].



2.1.3.3. Radypoterapi

Radyoterapi 1ginla tedavi yontemidir. Radyasyon bir tlr enerji olup, kanserli
hlcrelerin gogalmasini engelleyebilir. Radyoterapi ayrica, normal hucreleri de
etkileyebilir, ancak bu hucreler daha sonra iyilesebilirler. Radyoterapi,
vucudun iginden veya digindan olmak Uzere iki sekilde uygulanmaktadir.
Digtan tedavide, radyasyon bir makineden dogrudan kanserli organa ve
cevresindeki dokuya yénlendirilir. icten tedavide ise, icine radyoaktif madde
konulan kapsduller (tupler) kisinin vicut bosluguna, tumorin Uzerine ya da
cevresine yerlestirilir. Bu yodntem, birgok kanser c¢esidinin tedavisinde
kullaniilmakla birlikte cerrahi, kemoterapi veya immunoterapiyle birlikte

yapilan tedavilerin bir parcasi da olabilmektedir [36].

Radyoterapide kanserli hucreler, spesifik frekans bandinda ve spesifik
siddette radyasyon ile yakilmaktadir. Kanserli hucrelerin yaninda saglikl
hlcrelerin de zarar gormesi, radyasyon dagihminin tum kanser hucrelerine
esit yogunlukta olmamasi ve radyasyona maruz kalan dokuda fonksiyon

kaybi olusmasi bu yontemin dezavantajlarini olusturmaktadir [35].

2.1.3.4. immiinoterapi

immiinoterapi bagisiklik sisteminin tedavi ediimesi demektir. TUmér hiicreleri
bazi spesifik moleklllerle buylrler ve kemoterapi hulcrelerdeki hicre
bélinmesini engellerken antikorlar da bu spesifik molekillere engel olarak
kanser hucrelerinin yayllmasini engellerler [29]. Kanserle micadele etmesi
gereken akyuvarlar dedigimiz hucrelerimiz yani I6kositlerimiz ve bunlarin en
iyi bilinenleri dentritik hucreler, dogal olduracu hucreler ve digerleri bu
darbeleyici ve secici olmayan tedaviler ile yok edilmekte olup kanserle bas
etmesi gereken ana hucreler bastan olduriimektedir. Tam tersi olarak da
kanser kok hucreleri kemoterapi ve radyoterapinin etkisi ile giderek
glclenmekte ve hastalik daha agresif olarak artip ¢gogalip, daha yayilimci

(metastaz) bir seyir arz etmektedir [37].
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2.1.3.5. Gen Terapi

Kromozomlarin Uzerinde bulunan genler, hucre igin hayati oneme sahip
proteinlerin Uretilmesinden sorumlu en kiguk genetik birimdir. Gen tedauvisi,
genetik defektlerin duzeltimesi amaciyla somatik hucrelere nukleotid
dizilerinin aktarimi olarak tanimlanmaktadir, bu tanima goére gen tedauvisi;
eksik genlerin yerine konmasi, yanlis veya fazla c¢alisan genlerin

susturulmasi ve bazi genlerin islevlerinin degistiriimesini kapsamaktadir [38].

Gen tedavisi; hedef genler ve hedef hucrelere kisa nukleik asit dizilerinin
teslimi icin kontrolliU bir ¢6zUm sunmaktadir. Ancak vektor sistemlerinin
dezavantaji henlz bilinmeyen yan etkileri ile hasta 6limu gibi talihsiz olaylara

yol agmakta ve kontrol edilememektedir [39, 40].

Genlerin aktarimi, iki farkli ilag verme sistemi olan viral aracili vektorler veya
viral olmayan vektorler olarak uygulanmaktadir. Viral aracili vektorler gen
tedavisinde, bir konakgi hucreye, tedavi amacl genleri tagiyan genetik olarak
degistirilmis virasler araciligiyla aktarilarak uygulanir. Vektor olarak kullanilan
virUslere, retrovirusler, adenovirusler, lentivirlsler ve herpes virtsleri érnek
verilebilir [41]. Bir diger yol olan viral olmayan vektorler ise konak i¢in daha
az risk olusturmasi, tekrar tekrar kullanilabilir olmasi, dayanikli olmasi ve
uygulama kolayligi ile her gegen gun daha cekici hale gelmektedir. Viral
olmayan vektorler; polimer, seramik ve metaller gibi c¢esitli malzemeler
kullanilarak yapilmis lipozomlar, katyonik polimerler ve dogal polimerlerdir
[42]. Viral olmayan tasima sistemlerinde, hicreler tarafindan alimin yiksek
dizeyde olmasi ve kanda hemen pargalanmamalari, guvenilir olmasi,
uygulama kolayligi saglamasi, buyik DNA pargalarinin taginmasina izin
vermesi, maliyetinin uygun olmasi gibi avantajlara sahipken, bununla birlikte
lipozomlar yuksek duzeyde toksisiteye sahiptir; katyonik polimerler
yuklerinden dolayi sitotoksisite olustururlar ve dogal polimerlerin de hucre
icinde endozomal kagisinin ¢ok dusik olmasi, gibi dezavantajlara da
sahiptirler [6, 43, 44].
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Kanser, 6lum nedenlerinin bag siralarinda yer alan karmasik ve onemli bir
hastaliktir. Kanser tedavisinde kullanilan geleneksel yontemlerin yan etkileri,
tedavinin basarisini ve etkinligini azaltmaktadir. GUnumuzde geleneksel

tedaviler haricinde birgok yeni tedavi yaklasimlarda ortaya konulmustur.

2.2. Gen Susturma Stratejileri

Gen susturma mekanizmasi temel olarak genlerin kendisini veya onlarin
kodladigi mRNA’lar hedef almaktadir. Dogrudan geni hedef alan bazi istisnai
teknikler gelistiriimis olmakla beraber, mMRNA hedefli tekniklerde artis oldugu
bu tekniklerle dogrudan baglantili olan c¢ogu tedavi amacli c¢abalardan
anlasilimaktadir (Sekil 2.3) [45].

NORMAL GEN EKSPRESYONU

DNA pre-mRNA mRNA Protein

GEN EKSPRESYONUNUN iNHIBiSYONU

B-
T + Efffo;f;f;f;f’;fE +~ m*“’"u* * Protein

Olusmaz

Gen Susturucu Ajan

v

SN B

Sekil 2.3. Gen Susturucu Ajanlarinin Etkisi [6].
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Gunumuzde gen fonksiyonu arastirmalarinda en etkili yontem olan Gen
Susturma  stratejileri;  transkripsiyonel gen  susuturuculan  (TGS;
Transcriptional Gene Silencing) seviyesinde ve transkripsiyonel sonrasi gen
susturuculari (PTGS; Post-transcriptional Gene Silencing) seviyesinde olmak

uzere iki farkl sekilde mimkunduir [46].

Transkripsiyonel gen susturma mekanizmasinda (TGS), istenilen genin
ekspresyonu, protein sentezinin transkripsiyon asamasinda baskilanir.
Transkripsiyonel baskilanma kromatin modifikasyonundan veya DNA

metilasyonundan kaynaklanabilir [47].

Post-transkripsiyonel gen susturulmasi mekanizmasinda (PTGS) ise, bir
genden transkripte olan mRNA molekulinin diziye 6zgu sekilde yikima
ugramasina veya translasyona girememesine dayanir. Bdylece mRNA
Uzerinden protein sentezinin engellenmesi saglanmis olur. Bu esnada
MRNA’'nin kdken aldigi genin transkripsiyon hizi veya seklinde bir degisiklik
olmamakta, sentezlenmis olan mRNA’ya kodlamayan bir nukleotid zincirinin
baglanmasi sonucu protein ifadesi baskilanmaktadir. Bu mekanizmaya da
RNA interferansi (RNAI) denir (Sekil 2.3) [48].

2.2.1. Antisens Teknolojileri

Antisens stratejileri, tamamen hedef alinan proteini kodlayan mRNA'ya ters
tamamlayici (revers komplementer) olan bir DNA veya RNA nikleik asit
zincirini hiucrelere aktarmaya dayanir [49]. Antisens oligonukleotidler, hucre
icinde, nukleus ve protein uretim bolgeleri arasindaki genetik bilginin iletimini
baskilamaktadir  [50]. ilaglarin ¢ogu proteine baglanarak onlarin
fonksiyonlarini  degistirirken tek zinciri DNA veya RNA antisense
olgonukleotidleri, komplementer hedef mRNA’ya baglanarak translasyonu
engelleyebilir veya RNAz H gibi endojenik nlikleazlar ya da ribozimler, DNA
enzimleri gibi katalitik olarak aktif oligonukleotidler hedef mMRNA’nin
par¢alanmasina yol agabilirler [51].
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2.2.1.1. RNA interferans Teknolojisi

Diger bir 6nemli antisens teknolojisi ise "RNA interferans" olarak adlandirilir.
RNA interferans, ¢ift zincirli RNA'nin  (dsRNA) hucreye girdiginde
komplementer mRNA dizisine baglanarak parcalanmasina yol agmasi ile

sonuglanan transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasidir [52].

Bu konudaki ilk gobzlemler 1990’larin baginda transgenik bitkilerde
baslamistir. Arastirmacilar, boru ciceklerinde daha canli renkler elde etmek
icin, pempe-mor pigment yapimini saglayan salkon sentaz (chalcone
synthase; chs) enzim geninin ¢ok sayida kopyasini hucrelere
yerlestirmislerdir. Ciceklerde rengin artacagi beklenirken, renksiz bolgelerin
ortaya ciktigi gozlenmistir. Yapilan incelemelerde, pigment RNA’sinin
hicrede vyapildigi ancak proteine donusmeden hizla pargalandigi
saptanmistir. Bunun sebebinin salkon sentaz geni icindeki dsRNA bdlgesinin
dejenerasyonunun bir sonucu oldugunu ve bunun bir PTGC (yazilim sonrasi
gen sessizlestiriimesi) ile ilgili olabilecegini belirtmiglerdir [48]. Daha sonra
bitki virologlari, antiviral proteinler ile galisirken, proteine donusmeyen kiguk
RNA pargalarinin da antiviral etki gosterdigini gozlemlemiglerdir. Viruslara
bitki genlerinin kiguk bir kismi klonlanip, bitki bu virus ile enfekte edildiginde,
ilgili genin susturuldugu goérdlmuastir. Buna virusla induklenen gen
susturulmasi (ViGS) adi verilmistir [53, 54, 55].

Ribonukleik asitin islevi, Nematod tird bir solucan olan Caenorhabditis
elegans’da cift-sarmalli RNA'nin (dsRNA) homolog mRNA’lar1 pargcalanmaya
sevk ettiginin bulunmasiyla genislemistir [56]. 1995’de Guo ve Kempheus,
Caenorhabtidis elegans’da gen ekspresyonunu baskilamak igin sense
RNA’nin da antisense RNA kadar etkili oldugunu tespit etmislerdir. 1998’de
bu arastiricilar sense ve antisense RNA’nin ortak gorevini test etmek icin
yaptiklari ¢alismada C. elegans’a enjekte ettikleri dsRNA karisiminin gen
ekspresyonunu baskilamada sense ve antisense RNA’larin tek basina
gosterdikleri etkinin on katindan daha fazla bir potansiyel etkiye sahip

oldugunu gostermiglerdir.  Arastiricilar, C. elegans’a bir kas proteinini
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kodlayan genin belli bir segmentine ait dsRNA enjekte etmiglerdir. Bu kas
proteininden yoksun C. elegans solucanlarda fenotipik olarak gdrtlen
seQirtme fenotipi dsRNA enjekte edilen solucanlarda da gdézlenmistir [57].
Boylece arastiricilar protozoa, meyve sinegi, nematod, bocek, parazit, bitki,
insan ve fare hucre soylarini iceren hemen hemen butun 6karyotlarda RNA

interferans’i gozlemislerdir [58].

2.2.1.1.1 RNA interferansin Mekanizmasi

RNAi mekanizmasi, uzun dsRNA’larin RNA nukleazlar tarafindan ~22
nikleotidlik RNA fragmentlerine (siRNA) parcalandidi bir baglangic adimi ve
multiniikleaz RISC (RNA - indiikleyici Susturucu Kompleks) kompleksine
katilan siRNA’nin rehberliginde komplementer mRNA’nin pargalanmasinin
gerceklestigi iki adimli bir modeldir (Sekil 2.4) [58].
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Sekil. 2.4. RNAi Mekanizmasi [6].

2.2.1.1.1.1. RNA’ya Dayali Gen Baskilamanin Bilesenleri

RNAI, bitkilerde, solucanlarda, mayalarda ve insanlar arasinda yuksek
oranda korunmus, dogal olarak olusan biyolojik bir igslemdir. RNA'ya dayall
gen baskilama mekanizmasinin bilesenlerinin bazilari baglatici (initiator)
olarak rol alirken, bazilari etki edici (effector), gogaltici (amplifier) ya da iletici
(transmitter) olarak goérev yapmaktadir [58].
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Dicer Enzimi

llk olarak Drosophila melanogaster'den izole edilen Dicer enzimi, RNAse IlI
ribonlkleaz ailesinin bir Gyesidir. RNAse Il ribonikleaz ailesine ait enzimler
RNA interferansin ilk adimini baglatir. Bu nukleazlar sahip olduklari dsRNase
aktivitesi ile dsRNA’lari siRNA (small interfering RNA) adi verilen 21- 23
nikleotid uzunlugunda kiguk engelleyici RNA’lara parcalamaktadirlar [59,
60].

Dicer enzimi dort farkh bolgeye (domaine) sahiptir: Bir N-terminal helikaz
bdlgesi, bir PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille proteinleri) nikleik asit baglama
bdlgesi, iki katalitik RNase Ill bolgesi ve C-terminalinde dsRNA baglama
bolgesi (dsRBD) bulunmaktadir (Sekil 2.5) [59]. Dicer enziminin kesim
aktivitesinin arka arkaya sirali olan iki katalitik RNase Ill bdlgesi tarafindan
saglandigi duasunutlmektedir [61]. Dicer enziminin sahip oldugu helikaz
bolgesi ise, bu kesim agsamasindan ziyade siRNA zincirinin agilmasi ve tek
zincirinin RISC kompleksine aktariimasi sirasinda rol almaktadir. PAZ bolgesi
bir nukleik asit baglama bodlgesi olup, dsRNA’nin enzime baglanmasinda rol
almaktadir [62].

Helicase PAZ  RNaselll RNaselll dsRBD
h— — H Hil

Sekil 2.5. Dicer enziminin yapisi [59].
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Dicer enzimi RNA interferansin ilk adimi olan siRNA’larin elde edilmesi
fonksiyonunun yani sira ayni zamanda daha sonraki adimda bu oncu
molekullerin RISC kompleksine yiklenmesinde de 6énemli rol oynamaktadir
[61, 63].

RNA interferansin baslangic adimi dicer enziminin ATP bagl aktivitesinin
olup olmadigina bagli olarak organizmalarda farkliik gostermektedir.
Drosophila gibi dusuk Okaryotlarda dicer enziminin kesim aktivitesi ATP
gerektirirken, memeli dicer enzimi ATP gerektirmez [61, 62]. ATP gereksinimi
endonukleazlar arasinda dicer enzimine 6zgudur. dsRNA'nin siRNA’lara
parcalanmasi sirasinda ATP’nin rolinin ne oldugu bilinmemektedir. Ancak
ATP’nin  siRNA’larin  serbest kalabilmesi icin gerekli olabilecegi

dusunulmektedir [64].

siRNA (Small Interfering RNA, Kii¢lik Engelleyici RNA)

siRNA’ lar, sekansa spesifik susturma ajani olarak ortaya ¢ikan en son
kesiflerden biridir. Uzun cift iplikli RNA (dsRNA) RNAaz pol Il enzimi olan
Dicer tarafindan taninir ve 5°- fosfat ve 3'- hidroksil uglara sahip ve 3'-
hidroksil uglarinda 2- 3 nukleotidlik ¢ikinti bulunan 21- 23 nukleotid
uzunlugundaki siRNA dublekslerine donusturalir. siRNA’ lar multiprotein
kompleksi olan RISC ile etkilesir. RISC kompleksindeki bir helikaz siRNA
dubleksini acar ve tek iplikli siRNA’y1 iceren RISC mRNA’ya komplementerize
olur. RISC icinde identifiye olmamis bir RNAz (silecer) mRNA® yi degrede
eder (Sekil 2.6) [6].
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Sekil 2.6. siRNA’nin yapisi [65].

RISC (RNA- Induced Silencing Complex; RNA indiikleyici Baskilama
Kompleksi)

RISC, nukleaz aktiviteli RNA-multiprotein kompleksi olup asimetrik olarak
siRNA’lara baglanarak uygun siRNA zincirinin rehberliginde komplementer
hedef MRNA’yI parcalamaktadir [58]. RISC kompleks molekdilleri yapilarinda

endontkleaz, ekzonlkleaz ve helikaz enzimlerini icermektedirler [66].

Dicer aktivitesiyle olusan siRNA, RISC ile etkilestiginde siRNA’nin ¢ift sarmall
acilir ve enzim kompleksinin aktivitesiyle hedef mRNA ile ayni baz dizisine
sahip siRNA zinciri (sense dizi) uzaklastiriir [67]. RISC; antisense diziye
sahip siRNA zincirini, kendisine komplementer olan mRNA’y1 Watson-Crick
baz eslesmesine gore bulmasi ve hibridlesmesi i¢in rehber olarak kullanir ve
bu enzim kompleksi hedef mRNA’nin 5 ucundan olgcerek 10. ve 11.
nikleotidler arasindaki fosfodiester bagini endonikleaz aktivitesiyle keser
[68].

2.2.1.2. RNA interferansin Terapétik Uygulama Alanlari

RNAI, bitkilerde, solucanlarda, mayalarda ve insanlar arasinda yuksek
oranda korunmus, dogal bir islem olmakla birlikte ayni zamanda in vitro
olarak sentezlenen siRNA'lar kullanilarak endojenik genlerin ekspresyonunu
baskilamak igin kullanilan biyolojik bir islemdir. RNAi diger tekniklere kiyasla

daha hizli ve wucuz bir metod olarak spesifik genlerin fonksiyon
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arastirmalarinda ¢ok ideal bir teknik olarak etkin bir sekilde kullaniimaktadir
[69, 70].

RNAI teknigi sadece gen fonksiyonunu arastirmada degil ayni zamanda gen
terapisinde de onemlidir [61, 70]. Hastalik normal bir proteinin fazla miktarda
ekspresyonundan veya mutant bir proteinin ekspresyonundan kaynaklaniyor
olabilir. Bu gibi durumlarda RNAI spesifik proteinin dlzeyini veya onun zararli

etkilerini azaltmak igin kullanilabilmektedir [69].

RNAV' nin tedavi edici 6zelligi ¢ok sayida in vitro ¢alismada gosterilmistir.
Ozellikle gen sessizlestirmesi viral hastaliklarda uygulanmaktadir (HIV/AIDS,
influenza, insan papillomavirus infeksiyonu, hepatit, SARS (gibi),
norodejeneratif hastaliklar (Parkinson, Alzheimer gibi) ve diger yandan da
kanser, romatizma, grip, astim, hepatit-C, kas distrofileri, molekuler
dejenerasyonlar, cicek, diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar, malaria
ve romatoid arthritis gibi hastaliklarda hayvan deneylerinde ve insanlara

uygulamalarda Umit veren gelismeler bulunmaktadir [66, 71].

RNAi mekanizmasi, sahip oldugu spesifik olma 06zelligiyle son yillarda
kansere kargi Ozellikle onkogenez yolagina, apoptoza, hicre doéngusu
regulasyonuna, hucre yaslanmasina, timor-hicre etkilesimine ve geleneksel
tedavilere direng mekanizmasina ait olan genleri hedef alan potansiyel

terapotik strateji olarak gorulmektedir [72].

2.3. Kanser Tedavisinde Nanoteknoloji Yaklagimlari

Partikul buyuklukleri 10-1000 nm arasinda degisen, dogal ya da sentetik
yapida polimerlerle hazirlanan kati kolloidal polimerik partikller sistemlere
“nanopartikuller” denilmektedir. Nanopartikiller metrenin milyarda biri kadar
yani hicreden daha kilguk boyuttadirlar ve bu kuguk boyutlarindan dolayi
gerek hucrenin yuzeyindeki gerekse hucre icindeki biyomolekullerle kolayca
etkilesebilmektedirler [73]. Nanopartikuler ilag tasiyici sistemler, uygulanan

hazirlama yontemine baglh olarak kendi iginde “nanokureler” ve

20



“nanokapsuller” olarak ikiye ayrilirlar. Nanokureler, etkin maddenin polimerik
matriks yapi icinde ¢oézundugu, dagildigr ya da kismen adsorbe edildigi
sistemler iken nanokapsuller etkin maddenin polimerik bir membran
tarafindan cevrelenmis sulu veya yaglh bir cekirdek iginde bulundugu

vezikuler sistemlerdir ve rezervuar sistem olarak da tanimlanmaktadirlar [74].

Nanoteknoloji kanser igin iki genel yaklasimda bulunmustur; bunlardan ilki
tumor hedeflemek amacgh ilag ve goruntileme ajani yuklenmis nanopartikul
gibi nano-vektorlerin gelistiriimesi digeri de kansere dair biyolojik sinyallerin
bulunabilmesi amaciyla gelistiriimis yUksek iglem hacmine sahip
nanosensorlerdir ve uygulamalar sayesinde kanserde erken teshis ve daha

Iyi tedavi hedeflenmektedir [75].

Nathaniel L. Rosi ve ark. (2005) hucrelerdeki proteinin kontroll igin hlcre igi
gen ayarlama ajani olarak oligonukleotid bazli altin nanopartikiller
sentezlemislerdir. Son zamanlarda nanokristallerin protein molekdillerinin
konjugasyonu Uzerine ¢alismalar yapilmis, bunun yaninda oligonukleotitlerle
ve nukleik asitlerle baglanmasina yonelik uygulamalar da yaygin olarak
calisiimigtir. Bunun yaninda CdS ve CdSe gibi nanopartikullerinin yuzeyi
immunoglobin G (IgG) ve streptavidin ile konjuge edilmesi sonucunda canli
sisteminde kanserli hucrelerin goruntulemesinde ve teshisinde kullaniimigtir
[76, 77].

Nanopartikuller, klug¢uk pargacik boyutu, ylksek stabilite yetenegdi, dusuk
toksisite, ayarlanabilir hidrofilik-hidrofobik dengesi, tasidigi yuzey o6zelligi
nedeniyle hedefe spesifik lokalizasyonu gibi 6zellikleri ile kanser tedavisinde
ilgi cekmektedir. Bu nedenle polimer nanopartikiller, potansiyel olarak
fizyolojik engellerin asilmasi ve pasif ya da ligand aracili hedefleme
yaklasimlari ile belirli hdcrelere ilag tasiyabilir olmasi ile ilag dagitim
sistemlerinde kullaniimaktadir. Biyolojik olarak parcalanabilen 06rnegin
proteinler, polisakkaritler gibi dogal polimerlerden olusan nanopartikuller, ilag
dagitimi ve kontrolli ilag salinimi i¢in denenmistir. Daha sonra sentetik

polimerler Uzerine olan ¢alismalar yogunluk kazanmigtir [12].

21



Kanser tedavisinde kullanilan, molekuler hedefli kanser ajanlari saglikl
hicrelere zarar vermeden sadece kanser hucrelerindeki molekulleri
hedeflemis ve kanser hicrelerinin  direng gostermeyecedi sekilde
tasarlanmiglardir. Hucre dongusunu, hucre olumunu, protein sentezini, hicre
bayumesini ve hiucresel sagkalimi kontrol eden genler, proteinler ve yolaklar

kansere 6zgu yaklasimda tercih edilmektedir [78].

2.3.1. PHEMAH (poly(hydroxyethyl methacrylate-N-methacryloyl-(L)-
histidine; poli (hidroksietil metakrilat-N-metakriloil-(L)-histidin)

Nanopartikiiller

Nanopartikiller 100 nm’den klglk ve boyutlarina 6zgul 6zelliklere (elektron
tutucu etki, gecici miknatishk 6zelligi, ylizey plazmon rezonansi gibi) sahip
bilesiklerdir. Boyutlari ve bu &zellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca

uygulanabilirler [79].

Hucre c¢ekirdegi asil hedeftir ¢unkl, hucre icinde genetik bilgi ve
transkripsiyon mekanizmasi bulunmaktadir. Antisens tedavisi gibi yeni
yontemlerle potansiyel iaclarin hucreye taginmasi ve verimi buyuk ol¢lde
artmaktadir. Bir nukleer prob minimum seviyede su ozellikleri tagimaldir:
hicre igine girebilecek kadar kuguk olmalidir, endozomal ve lizozomal kagisi
saglamalidir, hicre ¢ekirdegi gozenek kompleksi ile etkilesimi igin bir nikleer

lokalizasyon sinyaline (NLS) sahip olmalidir [80].

Aragtirmalar peptid, protein ve nukleik asit gibi biyolojik molekullere
bagdlanabilen ve optik, elektronik ve manyetik 06zelliklere sahip

nanopartikullerin geligtiriimesi tUzerinde yogunlagmistir [79].

PHEMAH, yuksek su tutma kabiliyeti, dugsuk toksisitesi, doku uyumlulugu ile
biyomedikal alanda genis bir yelpazede yararli 6zellikleri ile dikkat ¢ekicidir.
PHEMAH, yumusak kontak lensler, bdbrek diyaliz zarlari, karaciger destek
sistemleri, yapay sinir kanallari, ilagc verme sistemleri gibi alanlarda hali
hazirda kullanilmaktadir [12].
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2.4. Real Time PCR (Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu;
RT-PCR)

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), bir organizmaya ait genomik DNA'daki
Ozgul bolgelerin ¢cogdaltilmasini saglayan guvenli, hassas, 6zgul in vitro DNA
sentezi yontemidir. Kisaca, izole edilen veya patolojik materyallerde bulunan
hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), 6zgul kisa zincirli oligonukleotit

primerler yardimiyla enzimatik olarak ¢ogaltilmasi islemidir [81].

PCR reaksiyonunda ug¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltiimig tGran miktari, bu

u¢ adimin tekrarina baghdir. Bu ¢ adim bir PCR dongusund olusturur [82].
1. Denaturasyon (DNA ¢ift zincirinin ayrilmasi; 90-95 °C)
2. Hibridizasyon (pirimerlerin baglanmasi; 50-70 °C)
3. Polimerizasyon (DNA’nin sentezi; 70-75 °C)

Gunumuzde PCR tekniginin otomasyonu, her bir dongu esnasindaki 1sitma
ve sogutma islemlerini yazilan program dogrultusunda yapan Thermalcycler

adi verilen PCR otonomlari yardimiyla yapiimaktadir [83].

Kisa Urunlerin elde edilmesi, kontaminasyona agik olmasi, Taq DNA
polimerazin giderek inaktive olmasi ve bu nedenle PCR'In sonlarina dogru
olan doéngulerde aktivitesinin sinirlanmasi, ortamda fenol kalintilarinin PCR'I

inhibe etmesi gibi etmenler PCR'in kullanimini sinirlayan faktorlerdir [82].

Son vyilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik doénguleri saglamak igin
kullanilan cihazlarin (thermalcycler) hassas oOlgum aletleriyle birlestiriimesi,
real-time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden
olmustur [84]. Real-time PCR teknolojisi DNA'nin ya da mRNA &6rneklerinin
cogaltimini ve UrUnlerinin miktarinin belilenmesinde gunimuizde kullanilan
bir metotdur. Gen anlatiminin analizini degistiren bu metot ile geleneksel
PCR yontemi ve gen analizi birlestiriimistir. PCR g¢ogaltimini goérinur ve
izlenebilir hale getiren floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildidi,
floresanin olugan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir cogaltma yontemidir
[85].
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Bu teknikte floresan problar kullanilarak hedef genin amplifikasyonu kantitatif
olarak tayin edilir. RT-PCR’da kalip olarak kullanilan RNA ilk olarak ters
transkriptaz enzimiyle komplementer (tamamlayici)) DNA’ya (cDNA)
donustlraltr. Daha sonra bu cDNA Uzerinden, hedef gen primerleri, DNA’ya
baglanabilen floresan problari ve uygun denaturasyon, baglanma ve uzama
sartlari egliginde hedef gen ekpresyonunun kantitatif analizi yapilir. Basarili
bir gen ekspresyon analizi igin optimum primer dizayni olduk¢a onemlidir.
Elde edilen cDNA’da yuzlerce gen oldugu igin optimize hazirlanmig primerler
ilgili geni spesifik olarak amplifiye ederek spesifik olmayan amplifikasyonlari

da bertaraf etmis olurlar [86].

RT-PCR teknidi, fluoresansa dayanan iki metodla gerceklestirir:

2.4.1. DNA baglayici boya SYBR Green |

Amplifikasyonun baslangicinda reaksiyon tupu iginde 'sybr green', primerler
ve denature edilmis DNA ayri ayri bulundugu icin floresans yok denecek
kadar azdir. Primerin hedef molekile baglanmasini takiben az miktarda 'sybr
green' ¢ift sarmal yapiya katiimakta ve bunun sonucu olarak yayilan
floresans miktari da az olmaktadir. Uzama asamasinda yeni sentezlenen cift
sarmal DNA'nin yapisina gittikge fazla miktarda boya katilarak zaman iginde
floresans derecesinde artisa neden olmaktadir [87]. Bu uygulamada
floresans artisi her zaman spesifik amplifikasyonlari géstermeyebilir. Nedeni
cift sarmal DNA'ya entegre olan 'sybr green', ortamda hedef molekuller
olmadiginda, primerlerin kendi aralarinda gerceklesecek olan baglanmalar
(primer dimerleri) sonucunda da yapiya katilarak floresans olugsumuna sebep
olabilmektedirler (Sekil 2.7) [88, 89].
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Sekil 2.7. Sybr Green | ydontemi sematik gosterimi.

A) DNA denatire halde ve SYBR Green molekulleri serbest durumdadir.

B) Primerler, cift zincirli DNA'ya Sybr Green molekillerinin baglanmasini
tetikler.

C) DNA polimeraz ilerlerken daha fazla Sybr Green molekulu baglanir ve
floresans 1sima katlanarak artmaktadir [88].

2.4.2. TaqMan Probe (Hidroliz Problar)

TagMan sisteminde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullaniimaktadir. Prob’un 5’ ucunda raportér florokrom, 3’ ucunda ise
baskilayici florokrom bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef
molekul Uzerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere
baglanir. Prob hedef molekul arasindaki hibridizasyon devam ettigi surece
raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici
florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef nukleik asite
baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi prob’un baglandidi noktaya
kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Taq DNA polimeraz enzimi
5'—3’ nukleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baslar. Boylece
raportor florokrom serbest hale gecger ve sinyal olusturur. Her siklusta uretilen
amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (Sekil 2.8) [87,
90, 91]
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Sekil 2.8. TagMan hidroliz probunun ¢alisma prensibi.

A) Hedef sekansa primerler ve prob baglanir.

B) DNA polimeraz, primerleri uzatir ve 5 'ucundan florofor salan probu
karsilasir ve hidrolize edilir. Serbest kalan florofor 1Isima yapar.

C) DNA polimeraz, tim probu hidrolizler ve iplik uzamasi tamamlanir,

sablondan ayrilir [88].

2.4.3. Housekeeping Genler

RT-PCR ve kantitatif PCR uygulamalari, hiicre ve dokularin c¢evresel
uyaranlara verdikleri mMRNA dizeyindeki cevabin incelenmesi i¢in basvurulan
yontemlerdir. ki farkli 6rnek arasinda PCR teknigi ile miktar karsilastirmasi
yaparken, deneysel ve orneklerin dogasindan gelen farkhliklar olabilir. RT-
PCR uygulamalarinda ilgilenilen genin ekspresyon duzeyinin incelenebilmesi
icin, farkh fizyolojik veya patolojik sartlarda ekspresyonu degismeyen bir
baska gen urini mRNA ile normalize edilmesi gereklidir (normalizasyon).
Normalizasyon amaciyla, gesitli doku ve hucre tiplerinde ekspresyon dizeyi
en az degisim gosteren housekeeping genler kullaniimaktadir [92,93]. B-
actin, B.-microglobulin, siklooksijenaz 1, gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH), TBP(TATA-Baglanma Proteini) ve HPRT(hipoksantin fosforibosil
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transferaz) en yaygin olarak bilinen housekeeping genlere 6rnek verilebilir
[94].

Real-time PCR’In Ustiinliikleri

Real-time PCR’in esnekligi, hizli PCR performansi, gun igerisinde daha fazla
sonu¢ alma imkani, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, sonuglarin bir zaman
diliminde elde edilebilmesi, bilinen PCR metodlarinin sinirlarini asma
olanagi, her tur laboratuvarda calistiriimak tUzere tasarlanmis dizyani, birgok

hedefi ayni anda analiz etme gibi bir gok avantaji vardir [95].

Biyolojik drneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
donugstirme ve mRNA’'nin dizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok
kullanilan alanlarini olusturmaktadir. Bu amagclarla kullaniminin yani sira tek
nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasari belirleme,
metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi

calismalarda da kullanim alanlari mevcuttur [85].

ONCEKIi CALISMALAR

Koga ve arkadaglari [96] yapmis olduklar bir galigmada apoptozun Bcl-2 gen
seviyesiyle iligkili oldugunu belirtmislerdir ve meduller tiroid karsinom TT
hacrelerinin RET proto-onkogeni ile siRNA'nin transfekte edilmesiyle, tek
basina siRNA'nin hicre canlihdini ¢cok fazla etkilemedigi, gen ekspresyonunu
inhibe edemedigi ve apoptozu cok fazla artiramadi§i ancak RET ile
kombinasyonunun gen ifadesini azalttigini ve hicre canhligini azaltirken

olum yolaklarindan apoptozu segtigini gostermislerdir.

Wang ve arkadaslari [97] baska bir calismada anti- apoptotik vazoaktif
intestinal protein (VIP) miktarinin kazin grandloza huicrelerindeki etki
mekanizmasi degerlendiriimigtir. VIP tek basina hucrelere verildiginde
apoptozu baskiladigi, ancak Bcl-2'nin siRNA ile birlikte htcrelere verildiginde
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Bcl-2 siRNA'nin gen ekspresyonununu baskilamg ve apoptoz miktarinda artis

goOzlenmigtir.

Swapan ve arkadaslar'inin [98] yaptiklar bir diger galismada ise, insan
glioblastoma hucrelerinde deri alti tumor buyumesinin engellenmesi amaciyla
guclu bir kemoretapotik madde olan taksol ile Bcl-2 siRNA'nin birlikte

apoptotik etkisi incelenmis ve yaklasik %70 oraninda apoptozis gorulmustur.

Lima ve arkadaslari [99] ise, MCF-7 meme kanseri hilcrelerine etoposid ve
doksorubisin maddelerini Bcl-2 siRNA ile birlikte uygulayarak gen tadavisi
yontemini uygulamiglardir. Etoposid ve doksorubisinin tek baslarina
hlcrelere uygulandiginda hucre sayisinda onemli bir azalma olmadigini ve
apoptozisi artirmadigini, Bcl-2 siRNA ile birlikte verildiklerinde ise hucre

sayisinda énemli bir azalma oldugunu ve apoptozisin arttigini gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
SiRNA

RNA interferans ¢alismalarinda Bcl-2 genini baskilamak icgin kullanilan siRNA
(Sens dizisi: 5’- CCGGGAGAUAGUGAUGAAGTT -3’; antisens dizisi: 3'-
TTGGCCCUCUAUCACUACUUC- 5'). Biological Industries, israil firmasindan

temin edilmigtir.

PHEMAH Nanopartikiil

Antikanser ilaclarin kontrolli olarak tagsinmasini saglamak amaciyla polimerik
nanopartikil olan, histidin ydklG PHEMAH kullanilmigtir. Nanopartikil
Nigerian Turkish Nile Universitesi 6gretim gorevlisi Dr. Veyis KARAKOC

tarafindan sentezlemis ve tarafimiza temin edilmistir.

Hiicre Kiltiiri

insan meme kanseri hiicre hattit MDA-MB-231 (ATCC), besiyeri olarak RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640), (Biological Industries, israil) |,
tripsin-EDTA Soluition C in PBS(Biological Industries,israil), Fetal Bovine
Serumu (FBS; Biological Industries, israil), boya olarak tripan mavisi

isaretlemek amaciyla kullaniimigtir.
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3.2. Caligmada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Cozeltiler

Agaroz Jel Elektroforezi

- Agaroz: %1 ‘lik (w/v) agaroz TAE tamponunda c¢o6zulerek

hazirlanmistir.

- Tris asetat (TAE) tamponu (x50) (pH 8): 242 g Tris base, 57,1 ml
Glasial asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8), saf su.

- Yukleme tamponu: % 40 sukroz, % 0,025 bromofenol mavisi, %0,25

ksilen siyanol.

- Etidyum bromdr: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli

siselerde muhafaza edilmistir.

Sitotoksisite Caligmalarinda Kullanilan Tetrazolyum Tuzu (MTT)

Sitotoksisite testinde kullanilan Standart MTT analiz kit, Biological Industries

(israil) kullaniimistir.

ikili Boyama (Apoptoz/ Nekroz) Soliisyonu

- Riboniikleaz A (Serva, israil) 1ml PBS’de 10 mg RNA
- Hoechst 33342 (Serva, israil) 1 ml PBS’de 200 ug
- Propidium Iyodide (Serva, israil) 1ml PBS’de 100 ug olacak sekilde

hazirlanir.

RNA izolasyonu

RNA izole etmek icin, High Pure RNA Isolation Kiti (Roche, Almanya)

kullaniimistir.
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cDNA Sentezi

Elde edilen RNA'lardan, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti
(Roche, Almanya) ile cDNA'lar elde edilmigtir.

Real Time PCR

Bcl-2 gen ekspresyonunun arastirilmasi icin, LightCycler 480 Probes Master

(Roche, Almanya) kullaniimistir.

Sterilizasyon

Steril kullaniimasi gereken tim tampon ve ¢ozeltiler, 121 °C’'da 20 dakika

sterilizasyona tabi tutulmustur.

Tam ¢alismalar suresince kullanilan bu kimyasallar, analitik saflikta
olmalarindan dolayr herhangi bir ekstra saflastirma iglemine tabi
tutulmamiglardir. Hucre kdltur g¢alismasi, kultar kaplari ve ¢oklu kuyucuklu
plakalarda (Corning, ABD) yapilmistir. 48 kuyucuklu plate (BD, USA), 96
kuyucuklu plate (BD, USA), 25 cm?lik hucre kaltar flaski(BD, USA), 0,2 ym
filtre (Sartorius), 15 ml’lik santrifUj tUpUu (Nunc, Almanya), mikropipet (20um-
100um-1000um Scaltec, Almanya), 96 e-plate (RTCA Resistor plate 96,
Roche, Almanya) tek kullanimhk pipetler (2ml, 5ml, 10ml), Etanol (Merck,
Almanya), PBS (fosfat buffer saline; fosfat tamponu) (Sigma, ABD) ve cesitli

cam malzemeler kullanimigtir.

Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet, Labor ildam,
Tarkiye), sogutmali santrifij (ROTINA 380R Hettich, Almanya), inverted
mikroskop (Leica DMG000B, isveg), vorteks, elisa plate okuyucu (BIOTEK
GENS Elisa Reader PowerWave XS2), karbondioksitli etliv (Binder CB150),
hemositometri (invitrogen, Countess), xCELLigence RTCA (Gergek Zamanli

Hucre Analiz Sistemleri) (Roche, Almanya), hassas terazi (Mettler toledo
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MS204), Qubit (invitrogen) cihazi, RT-PCR galismalarinda LightCycler® 480
sistemi (Roche, Almanya) Termal Cycle Cihazi (Techne TC-Plus)

kullaniimistir.

3.3. Yontemler

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen galismalar baglica U¢ ana bolumden
olusmaktadir. ilk bdlim de Bcl-2 siRNA ile PHEMAH nanopartikiillerinin
uygun dozlarda bir araya gelmesi saglanmig; partikil ve siRNAlarin
tutundugunun gosterilmesi icin eletroforez galismasi yapilmigtir. Daha sonra
MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri kiltur ortaminda g¢ogaltilarak hucre
hatlari hazirlanmis ve PHEMAH nanopartikillerinin  hicreye verilmesi
planlanan dozlarin sitotoksisitesinin belirlenmesi icin MTT testi yapilmistir.
Belirlenen uygun siRNA ve nanopartikil derisimlerinin ardindan; farkh
konsantrasyonlardaki Bcl-2 siRNA’larin tumaor hacreleri Uzerindeki kombine
etkisini gérmek adina gergek zamanlh hicre analiz sistemi ile hiicre sayimi
yapilmis ve zamana bagli hicre proliferasyonlarina bakilmistir. Ayrica

kombine tedavi seklinin hiicreler Gzerindeki sitotoksik etkisi de incelenmisgtir.

ikinci kisminda apoptoz/nekroz ikili boyamasi yapilmis siRNA’nin, timér
hicreleri Uzerindeki tekli ve ikili etkisini arttirip arttirmadigini veya bu etkiyi
nasil devam ettirdigini incelemek igin hucrelerin 6lum yolaklarindan hangisini

sectigi morfolojik olarak degerlendirilmistir.

Calismanin son boéliminde siRNA ile baskilanan Bcl-2 geninin ekpresyon
seviyesini gostermek icin RT-PCR uygulamasi yapiimistir. PHEMAH ve
siRNA ile birlikte hazirlanan formlarinin hdcrelere uygulanmasindan sonra
Bcl-2 geninin de ekspresyon seviyelerini kontrol gruplariyla karsilastirmak

icin RT-PCR uygulanmistir.
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3.3.1. Nanopartikullerin Karakterizasyonu

Hazirlanan tum nanopartikillerin boy ve yuk dagihmlari Zeta-Sizer cihazinda
yapilmigtir. Sentez sonrasi nanopartikiller 1 ml distile su (pH 5.5-6)
icerisinde 0,5 mg partikul olacak sekilde yaklagsik 3 ml hacimli 6rnek ¢ozelti

hazirlanmistir. Polistiren kiuvet icerisine konulmustur.

Sicaklik kontrolli bir bélme igerisine yerlestirilen polistiren kivetin igindeki
cozeltiden 633 nm’lik kirmizi lazer 1511 gegiriimistir. Ornek icinden gegirilen
lazer 1s1gindan sacilan 1sik 90%ye yerlestirilen dedektor tarafindan
Olctlmastur. Analiz edilen veriler direkt olarak i1sik sagilmasina neden olan

partiktllerin difizyon katsayilarini vermektedir.

3.3.2. siRNA Yikli Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

siRNA/Nanopartikil komplekslerinin hazirlanmasi i¢cin uygun miktarlarda
siRNA ve nanopartikiliin bir araya gelmesi gerekmektedir. Oncelikle farkli
konsantrasyonlardaki siRNA’lar ile nanopartiklller etkilestirilerek tutunup

tutunmadiklari jel elektroforezi yapilarak kontrol edilmistir.

3.3.3. Agaroz - Jel Elektroforezi

Bu calismada; nanopartiktllerle farkh oranlarda etkilestiriimis siRNA’larin
partikuller tarafindan tutulup tutulmadigi gosterilmistir. Agaroz jel elektroforezi
DNA molekdllerinin ayrimi, tanimlanmasi ve saflastirimasi igin kullanilan

strandart bir ydntemdir. Agaroz jel %1’lik olarak hazirlanmigtir.

DNA'nin elektroforetik hareketliligi igin elektroforez tamponu hazirlanmis ve
etidyum bromid ile boyanmigtir. 25 nM siRNA ile 0,005, 0,01, 0,015, 0,02,
0,025, 0,0375, 0,05 mg/ml dozlarda PHEMAH nanopartikilleri bir araya
getirilerek 30 dakika oda sicakliginda birbirlerine tutunmalarn igin inklbe
edilmistir. Daha sonra 10 pl siRNA-NP karisimindan, 2 pl bromofenol
yuritme tamponundan alinarak, elektroforez kuyucuklarina hazirlanan

ornekler yuklenmis ve 90 Volt/Amper'de 30-40 dakika yurGtilmustir. Daha
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sonra akim kapatilip jel UV 1g1g1 altinda goruntilenmis ve fotograflari
cekilmistir.

3.3.4. in vitro PHEMAH Nanopartikiiller ile siRNA Hiicre Etkilesimleri

Hucre kultard, canh doku veya organlardan izole edilen hucrelerin yapay besi
ortamlarinda Uretilmesi ve Uretilen hacrelerin de in vitro kosullarda
buyutulmesi ve c¢ogaltilmasi esasina dayanir. Kuilturu yapilan oOkaryotik
hicreler; fibroblast gibi bag doku hucreleri, epitelyal hticreler, néral hicreler,
diiz kas huicreleri, endokrin hicreler ve gesitli timor hiicreleridir. Okaryotik
hayvan hadcrelerinin  disinda, bitki, fungi, virGs ve bakteri kdltira de
yapilmaktadir [100].

Hayvansal hicre kiltirleri igin besi ortamini olusturan bilesenler; esansiyel
ve non-esansiyel aminoasitler, karbonhidratlar, lipidler, vitaminler, penisilin ve
streptomisin gibi antibiyotikler, Fe, Zn, Se gibi iz elementler, Na, K, Ca, Mg,
Cl, P, NaHCOg3, CO; gibi iyonlardir [101].

Hulcre KkultarG; cesitli hastaliklarin tani ve arastiriimasinda, tumor tedavisi,
kanser arastirmalari (in vitro toksikoloji), somatik gen tedavisi, kemik iligi
nakli, hormon Uuretimi, yapay deri uretimi, doku ve deri muhendisligi,
sitogenetik, biyokimyasal, molekuler biyolojik ¢calismalarda, asi uretimi, kok
hiucreler, tip bebek ve kisirlik tedavileri, farmasotik proteinlerin Gretimi gibi

bircok alanda kullaniimaktadir.
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3.3.4.1. Hiuicrelerin Hazirlanmasi

Dondurulmus sekilde -80 °C de derin dondurucuda bulunan kriyotuplerdeki
MDA-MB-231 hucreleri derin dondurucudan alinmis 37°C ‘de kisa surede
¢cozdirulmus ve steril laminar flow kabin igerisinde ¢ozilen hucreler 15 ml’lik
falkon tupe aktarilmig, Gzerine 1ml %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren RPMI-
1640 besiyeri ilave edilmigtir (Cizelge 3.1). 2500 rpm’de 2 dk santiflj edilmis,
santrifij sonrasinda supernatant atiimig ve pellet 3’er ml besiyeri ile
siispanse edilip 25cm? lik flasklara aktariimistir. Flasklarin kapagi hafif
gevsetilmis ve 37 °C de %5 CO, igeren inklbatére koyulmustur. Mantar ve
bakteri kontaminasyonlarina karsi her 24 saatte bir flask yuzeyinde hucrelerin
¢ogalmalari mikroskobik olarak incelenmigtir. Hlcrelerin gogalmalarina bagl
olarak ylzey kaplamasi tamamlandidinda kultarler tripsinize edilerek 1/4

pasaj yapilmis ve hicreler yeni flasklara aktariimistir.

Hucrelerin pasajlanmasi isleminde; flask inklUbatdérden alinmis ve steril
ortamda Laminar kabinde, flask icerisindeki besiyeri atilmis ve 0,5 ml tripsin-
EDTA ilave edilmig, flask 2-3 dakika inkiibatérde bekletiimistir. inkiibasyon
sonrasinda mikroskobik olarak hucrelerin  flask yuzeyinden ayrilip
ayrilmadiklari kontrol edilmistir. Hucrelerin yuzeyden ayrildiklari mikroskobik
olarak goézlenmistir. Ardindan flaska besiyeri eklenmis hucreler falkon tlpe
aktarilmig 2500 rpm’de 2 dakika santriflj edilmigtir. Santrifij sonrasinda
supernatant kismi atiimis ve tupun dibinde kalan hicre pelleti slispanse

edilmistir.
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Cizelge 3.1. MDA-MB-231 hucrelerinin hucre kultir ortaminda gogaltiimasi
igin gerekli sartlar.

Hucre Turd Meme Kanseri Hucre Hatti (MDA-MB-231)

Kultar Kabi 25 cm®liik polistren flask, yiizeyi hiicre tutunmasina uygun

%10 Fetal sigir serumu iceren RPMI-1640; %1 penisilin

Kaltar Vasati streptomisin

Rutin sub-kulttr Ya

Kultir Ozelligi Tek tabaka
Toplam Hacim 3ml

Ph 7,2-7,5
Sicaklik 37+0,5°C

inkiibasyon Ortami | % 5’lik CO, etiivii

3.3.4.2. PHEMAH Nanopartikiillerinin, siRNA’nin ve siRNA Yiukliu
PHEMAH Nanopartikiillerinin MDA-MB-231 Hiicreleri

Uzerindeki Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

MDA-MB-231 meme kanser hicreleri flasklarda ¢ogaltiimis %70-80 oraninda
yuzeyi kapladiktan sonra hlcre vasati atilmig, 0,5 ml PBS ile hucreler
yikanmistir. Daha sonra hicrelere 0,5 ml tripsin-EDTA eklenmis ve flask 2-3
dakika inkiibatérde bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
mikroskobik olarak flask ylzeyinden aynlip ayriimadiklari kontrol edilmistir.
Hucrelerin ylzeyden ayrildiklari mikroskobik olarak incelendikten sonra,
flaska 1 ml taze besiyeri ilave edilmig, hlcreler falkon tipe aktariimis 2500
rpm’de 2 dakika santriflj edilmistir. Santrif(ij sonrasinda supernatant kismi
atilmis ve tupun dibinde kalan hucre pelleti Gzerine 1ml taze besiyeri

eklenmig ve suspanse edilerek hiucre sayimi yapiimistir. Hicre sayimi igin
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hdcreler tripan mavisi ile boyanmig, otomatik hucre sayim cihazi (Cell
Counter) ile sayllmistir. Bu sayimda mavi boyanmig hucreler 6lU, parlak ve

boyanmamig hucreler canli hucreleri gostermektedir.

Calismanin bu kisminda; kontrol amagl tek basina nanopartiklller
(PHEMAH) ile yine kontrol amagli tek basina siRNA d&rnekleri ve
siRNA/Nanopartikil karigimlari kullanilarak MDA-MB 231 kanser hucre

kultarlerinde sitotoksik etkileri arastiriimigtir.

PHEMAH  nanopartikillerinin -~ ve  siRNA  yUklU  nanopartikillerin
sitotoksisitesini belirlemek amaciyla MDA-MB 231 hucreleri 48 kuyucuklu
plaklara 10x10° hiicre/ml konsantrasyonda ekilmistir. Hiicreler 24 saat etiivde
inkibe edilmigtir. Daha sonra 48 kuyucuklu plaklardaki hicre vasati atilmis
ve hucre besiyeriyle dilue edilmis ve ependorf tuplerine 1 ml distile suda 0,5
mg/ml nanopartikil bulunacak sekilde hazirlanan kargimdan farkli dozlardaki
PHEMAH nanopartikillerinin (0,005, 0,01, 0,015, 0,020 mg/ml) Uzerlerine
ayri ayri 25 nM siRNA ilave edilmigtir. Tutunmanin saglanabilmesi i¢in oda
sicakhginda 30 dk bekletilmigtir. Daha sonra Ug tekrarl olacak sekilde plate
kuyucuklarina hucrelerin Uzerine eklenmistir. Kontrol grubu olarak farkh
konsantrasyonlarda alinan nanopartiktller (0,005, 0,01, 0,015, 0,020, 0,025,
0,0375, 0,05 mg/ml) MDA-MB 231 hicrelerinin Uzerine ilave edilmistir.
Plaklar 48 saat 37°C, %5 CO2’li etuvde inkube edilmistir. Daha sonra plaktaki
vasat atilmis ve kuyucuklara 100 ul taze besiyeri ve 10 yl MTT solUsyonu (5
mg/ml, PBS ile seyreltiimistir) eklenmistir. Plaklar 4 saat karanlkta, etliivde
inkiibe edildikten sonra kuyucuklara 150 ul DMSO ilave edilmistir. 30 dakika
oda sicakliginda, karanlikta bekletildikten sonra plaklar 570 nm’de mikro

plate okuyucuda okutulmustur.

Yapilan MTT testinde, 48 kuyucuklu plaklarin son sGtunundaki alti kuyucuk
kontrol c¢alismasi olarak kullaniimistir ve hucreler besiyerinin haricinde
herhangi  bir aktif madde ile muamele edilmemistir.  Farkl
konsantrasyonlardaki nanopartikiller G¢ tekrarli olarak caligiimigtir.
Hazirlanan siRNA/Nanopartikial karigimlari da U¢ tekrarl olarak c¢alisiimistir
(Cizelge 3.2). Kontrol plagindan alinan absorbanslarin ortalamasi %100

kabul edilmis olup, test kuyucuklarindan alinan absorbanslarin ortalamalari
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ile mukayese edilmigtir ve ilaglarin sitotoksisitesi Esgitlik 3.1 kullanilarak

hesaplanmigtir [102].

Hucre canliigi (%) = ((OD570(numune)) / (OD570(kontrol))) x 100 (3.1)

Cizelge 3.2. MTT Testinde kullanilan 48 kuyucuklu plakaya ekilen 10x10°

hicre/ml MDA-MB 231 meme kanser hucreleri tGzerine eklenen

gruplar.
Konsantrasyonlar
Besiyeri
1.Kuyucuk 25 nM siRNA+ 0,005 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
2.Kuyucuk 25 nM siRNA+ 0,010 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
3.Kuyucuk 25 nM siRNA+ 0,015 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
4. Kuyucuk 25 nM siRNA+ 0,020 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
5.Kuyucuk 0,005 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
6.Kuyucuk 0,010 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
7.Kuyucuk 0,015 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
8.Kuyucuk 0,020 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
9.Kuyucuk 0,025 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
10.Kuyucuk 0,0375 mg/ml PHEMAH
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Besiyeri
11.Kuyucuk 0,05 mg/ml PHEMAH
Besiyeri
12.Kuyucuk 25 nM siRNA
13.Kuyucuk Kontrol (Sadece Besiyeri)

3.3.4.3. siRNA yukli PHEMAH Nanopartikillerinin MDA-MB-231
Hiicrelerinde ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun

Belirlenmesi

Calismanin bu kisminda; kontrol grubu nanopartikiller (PHEMAH), kontrol
grubu siRNA ve siRNA+Nanopartikal karigimlari kullanilarak MDA-MB 231

kanser hucre kulturlerinde apoptotik ve nekrotik etkileri arastiriimistir.

MDA-MB-231  hiicreleri 48 kuyucuklu plaklara 10x10° hiicre/ml
konsantrasyonda ekilmigstir. Hucreler 24 saat etivde inkibe edilmistir. Daha
sonra 48 kuyucuklu plaklardaki hucre vasati atilmig ve hucre besiyeriyle
seyreltiimis, ependorf tiplerine 1 ml distile suda 0,5 mg/ml PHEMAH
nanopartikili bulunacak sekilde hazirlanan karisimdan farkli dozlardaki
nanopartikallerin (0,005, 0,01, 0,015, 0,020, mg/ml ) Gzerine ayri ayri 25 nM
siRNA eklenmistir. Nanopartikil/siRNA baglanmasinin saglanabilmesi icin
oda sicakhginda 30 dk bekletilmistir. Daha sonra ug tekrarli olacak sekilde
plak kuyucuklarinda bulunan hicrelerin Uzerine ilave edilmistir. Kontrol grubu
olarak farkli konsantrasyonlarda alinan nanopartikiller (0,005, 0,01, 0,015,
0,020 mg/ml) MDA-MB 231 hucrelerinin tGzerine eklenmistir. Plaklar 48 saat
37°C, %5 CO2'li etiivde inkube edilmistir. Daha sonra plaktaki vasat atiimis
ve her kuyucuga 70 pl ikili boyama solisyonu (apoptoz/nekroz calisma
solusyonu) eklenmistir. 48 kuyucuklu plak hi¢ 1sik gormeyecek sekilde
kapatilip 15 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda floresan
mikroskopta (Leica DMI70, Almanya) DAPI filtresi kullanilarak apoptoza
ugramis hucrelerin ve FITC (480-520nm dalga boyunda) nekroza ugramis

hicrelerin degerlendirmesi yapiimistir.
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ikili boyama metodu c¢ekirdedi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
g6stermektedir. Ikili boyama sollisyonu igerisinde Riboniikleaz A, Hoechst
33342 floresan boyasi, Propidium lodide kullaniimaktadir. Degerlendirmede
normal, apoptotik olmayan htcreler, ¢ekirdekleri sonik mavi, gekirdekte DNA
dagiimamig, hicrede vezikiller olusmamis olarak gorulmektedir. Apoptoza
girmis hucre c¢ekirdekleri ise normal hicre c¢ekirdeklerine gore g¢ok parlak,
cekirdek homojenligi kaybolmus, cekirdek kenarlari duzgun degil ve DNA
parcalanmis parlak mavi gériinimiindedir. ikili boyama sonucunda apoptoza
girmis hucrelerin ¢ekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi ile boyanmigtir.
Ribonukleaz A, RNA’yl boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA’y1 yok eder.
ikili boyamada kullanilan diger boya Pl ise nekroza ugramis hiicreleri
gOstermek amaci ile kullaniimistir. Pl floresan boyasi normalde canli ve
hicre zarlarinda hasar olmayan hucrelere girememekte ve bu hicreler Pl ile
boyanmamaktadirlar. Fakat hucre nekroza ugradiginda veya hicre zari
hasar gordigunde hucre icerisine girmekte ve c¢ekirdedi kirmiziya
boyamaktadir. Floresan 1sik (FITC veya kirmizi floresan isik) altinda
bakildiginda nekroza ugrayan hucrelerin c¢ekirdekleri kirmizi renkte

gOrulmektedir.

3.3.4.4. xCELLigence RTCA ile MDA-MB 231 Kanser Hucreleri

Uzerindeki Proliferasyonun Belirlenmesi

xCELLigence sistemi, etiketleme gerektirmeyen gercek zamanli hicre sayim
cihazidir. Sistem elektriksel empedansi olgerek calismaktadir. Empedans
OlcimU yasayan hlcre sayisi ve morfolojisi hakkinda niceliksel bilgiler

vermektedir.

Elektrotlarin Gzerindeki hucrelerin varligi, elektrot-¢cozelti ara yuzeyindeki
iyonik ortami etkiler, bunun sonucunda da elektrot empedansi artar. Ne kadar
cok hilcre elektroda tutunursa, empedanstaki artista o kadar c¢ok olur.

Elektrot empedansi hicre indeksi (Cl) olarak adlandirilir. Eger ortamda hicre
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yoksa veya hucreler elektroda iyi tutunmadiysa Cl degeri sifir olur. Elektroda

ne kadar ¢ok hucre tutunursa, Cl degeride o kadar ¢ok buyur.

MDA-MB 231 kanser hucreleri normal flasklarda gogaltiimis belli bir sayiya
ulasildiktan sonra hicrelere 0,5 ml tripsin-EDTA eklenmis ve flask 2-3 dakika
inkiibatorde bekletiimistir. inkiilbasyon sonrasinda hiicrelerin mikroskobik
olarak flask yuzeyinden ayrilip ayrilimadiklari kontrol edilmistir. Hlcrelerin
yuzeyden ayrildiklari mikroskobik olarak incelendikten sonra, flaska besiyeri
eklenmis hucreler falkon tipe aktarilarak 2500 rpm’de 2 dakika santrif(j
edilmistir. Santrifij sonrasinda supernatant kismi uzaklastiriimis ve tlpin
dibinde kalan hucre pelleti Uzerine 1 ml RPMI-1640 besiyeri eklenmis
suspanse edilerek hucre sayimi yapilmistir. Hicre sayimi yapildiktan sonra
gercek zamanli hicre analiz sistemi (RTCA SP instrument, Roche, Almanya)
ile hidcre IC50 (inhibisyon konsantrasyonu) degeri belirlenmistir. Hucreler
5000 hucre/ml olacak sekilde altin kaph 96 kuyucuklu plaga (E-plate) ekimi
yapilarak hucrelerin bir gun sure ile RTCA-SP sisteme bagh inkubator
proliferasyonu takip edilmistir. E-plate’in her kuyucuguna 100 pl besiyeri
koyulmustur. E-plate etlivde bulunan xCELLigence’e yerlestirildikten sonra
plate ile cihazin ayni sicakliga gelmesi igin 10 dakika beklenmistir. 1 dakika
cihazda background okumasi yapildiktan sonra e-plate ¢ikariimigtir. Her bir
kuyucuga 100’er pl icerisinde 5000 hicre olacak sekilde besiyeri eklenmigtir.
Tekrar e-plate etive yerlestiriimis, 10 dakika beklendikten sonra okuma
baglatilmistir. Hucrelerin plaga tutunmasi ve c¢ogalmasi i¢in 24 saat
bekletilmistir. 24 saat sonunda hucreler ¢cogalma fazina gegtiginde E-plate
etlvden cikariimig, kuyucuklardaki besiyeri atilmis ve farkli derisimlerdeki
kontrol nanopartikuller, kontrol siRNA’lar, siRNA-Nanopartikul karigimlari,
hicreler Uzerine ilave edilmistir. 100 saat sure ile kaltird yapiimis ve 10
dakika ara ile sistemden ger¢cek zamanl olarak empedans Olgimu alinmistir.
Bdylece cihaz monitérinden zamana bagh hudcre proliferasyonu kayit
edilerek gézlenmistir. Sonunda zamana bagli hicre proliferasyonu gdsteren
bir grafik ve yine zamana ve miktara bagli IC50 degerlerini gésteren bir grafik

elde edilmistir.
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3.3.4.5. Real Time PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction; Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Caligmalari

Calismanin bu kisminda Bcl-2 geninin siRNA’lar ile mRNA seviyesinde inhibe

edildigini gdostermek amaciyla Real Time PCR analizi yapilmistir.

MDA-MB-231 kanser hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara 1x10° hiicre/ml
konsantrasyonda ekilmistir. Hucreler 24 saat etuvde inkube edilmigtir.
Plaklarda tutunan hucrelerin Gzerine Ug tekrarli olarak ornekler Cizelge 3.4
de gosterildigi gibi uygulanmigtir. Sadece siRNA ile etkilesecek hucrelerin
uzerine son hacim 1,5 ml besiyerinin icinde 25 nM siRNA olacak sekilde
uygulanmistir.  siRNA/Nanopartikil kompleksleri i¢cin son hacim 1,5 ml
besiyerinin iginde konsantrasyonlari 25 nM siRNA + 0,005 mg/ml PHEMAH,
25 nM siRNA + 0,015 mg/ml PHEMAH, 25 nM siRNA + 0,020 mg/ml
PHEMAH olacak sekilde siRNA’lar 20uM stok siRNA’dan RNase-free water
ve serumsuz besiyeri ile dilue edilerek hazirlanmistir. PHEMAH stok 0,5 mg
nanopartikalin 1 ml distile su (pH=5,5-6) igerisinde dagitiimasi ile hazirlanan
nanopartikuller; siRNA’lara sirasiyla 0,005, 0,015, 0,020 mg/ml olarak ilave
edilip vortekslenmis ve sonikatorde karistiriimistir. siRNA ve nanopartikullerin
birbirlerine tutunabilmesi icin yarim saat oda sicakhginda bekletilmistir. 24
saatlik inkiibasyondan alinan hucrelerin vasati atilmis ve farkli derisimlerdeki
siRNA’lar hucrelerin Uzerine ilave edilmistir. 30 dakika etivde bekletilen
plaklar alinmig, son hacim 1350 ul besiyeri olacak sekilde serumsuz besiyeri
hdcre gruplarinin Gzerine eklenmis tekrar etuve alinmistir. 4 saat sonra
hicrelere 150 pl serum eklenmis son hacim 1,5 ml’ ye tamamlanmigtir.
Plaklar bu andan itibaren 48 saat 37°C, %5 COZ2’li etivde inklbe edilmistir
(Cizelge 3.3).
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Gizelge 3.3. 6 kuyucuklu plakarin her bir kuyucuguna ayri ayri ekilen 10x10°
hicre/ml MDA-MB 231 meme kanser hucreleri Uzerine eklenen

gruplar.

Konsantrasyonlar
Besiyeri

1. Kuyucuk 25 nM siRNA + 0,005 mg/ml PHEMAH
Besiyeri

2. Kuyucuk 25 nM siRNA + 0,015 mg/ml PHEMAH
Besiyeri

3. Kuyucuk 25 nM siRNA + 0,020 mg/ml PHEMAH
Besiyeri

4. Kuyucuk 25 nM siRNA
Kontrol

5. Kuyucuk (Sadece Besiyeri)

3.3.4.5.1. Total RNA izolasyonu

Cizelge 3.4.’teki gruplarla 48 saat inklbe edilen hlcrelerden, her bir 6rnekten
RNA izolasyonu yapmak icin asagidaki islem takip edilmistir (High Pure RNA

Isolation Kit, Version 12).
1- Kuyucuklardan besiyeri atilmis ve hicreler PBS ile yikanmistir.
2- % 0,25 tripsin ile hucreler kaldiriimigtir.
3- Falkon tiplerde 2500 rpm’de 2 dk santrifij edilmigstir.

4- Supernatant atiimis ve 200 ul PBS ile hucrelerin pellet kismi
mikropipet ile ¢ekme birakma iglemi yapilarak homojen hale

getirilmigtir.
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O-

Hucrelerin bulundugu falkon tuplere 400 ul pargcalama ¢oOzeltisi (Lizis-

Buffer) ilave edilmis ve 15 sn vortekslenmistir.

Falkon tUp igerisindeki hucreler Max. 700 ul olacak sekilde kolona
aktarimistir ve 15 sn 8000 g’'de santriflij edilmistir.

Kolonun altindaki sivi atilmistir. 90 pyl DNase inkibasyon tamponu ve
10 pl DNase | karisimi eklenmis mikropipetle karigtiriimistir. Daha

sonra oda sicakliginda 15 dakika bekletilmigtir.

500 ul yikama c¢ozeltisi 1 (Wash Buffer I) ilave edilmis ve 8 000 g de

15 sn santrifuj edilmigtir.

500 pl yikama ¢ozeltisi 2 (Wash Buffer II) ilave edilmigtir.

10- Daha sonra kolonun altindaki sivi atilmis, ikinci kez 200 pl yilkama

¢Ozeltisi 2 (Wash Buffer 1l) ilave edilmis ve 8 000 g de 2 dk santrif(j

edilmigtir.

11- Kolonun altindaki sivi atilmig, altta bulunan tapler temiz 1,5 ml'lik

santriflj tlpleri ile degistirilmistir.

12- 100 pl ayirma ¢ozeltisi (Elution Buffer) eklenmisg, 8 000 g' de 1 dk

santriflj edilmigtir.

13- Daha sonra kolonlar atilmis, tiplerin kapaklari kapatiimistir.

cDNA'ya donustiurme reaksiyonundan o©Once elde edilen RNA’larin

konsantrasyonlari érneklerden 1’er pl alinarak Qubit (invitrogen) cihazi ile

OlcUlmustar.
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3.3.4.5.2. cDNA Sentezi

Her bir gruptan izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlemek igin asagidaki
protokol takip edilmigtir (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti,
Versiyon 08).

1- Ik olarak RNA’lardan cDNA sentezi igin elde ettigimiz her bir
derigsimdeki RNA orneklerine, primer ve su karisimini son hacim 13 pl
olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.4). 65°C ‘de 10 dakika Termal
Cycle Cihazinda (Techne TC-Plus) inkibe edilmigtir. Bu adim RNA'nin

denaturasyonunu saglamak i¢in uygulanmistir.

Cizelge 3.4. RNA'nin denaturasyonunu saglamak icin kullanilan kosullar.

Total RNA RNA miktarina bagli olarak su ve primer en az

seviyede segilerek son hacimden cikarilarak

belirlenir.
Primer 1l
Su (son hacim 13'e tamamlanacak sekilde RNA

miktarina gére degisebilir)

Son hacim 13 ul

2- Daha sonra PCR karisimi hazirlanmigtir (Cizelge 3.5). Her bir santrif(j
tipune 7 pl PCR karisimindan ilave edilmis ve son hacim 20 ul

olmustur.
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Cizelge 3.5. Her bir 6rnek icin cDNA PCR karisimi oranlari.

Transcription Reverse Buffer 4 pl
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix 2 ul

Transcriptor Reverse Transcriptaz | 0,5 pl

Son hacim 7 ul

3- Isi1 donguleyici kullanilarak onerilen geri transkripsiyon mekanizmasi
kosullari uygulanmistir. Termal Cycle Cihazinda 55 °C de 30 dakika,
85 °C de 5 dakika inklibe edilmistir. Boylece cDNA elde edilmisgtir.

3.3.4.5.3. RT-PCR Primer Analizi

Gen ekspresyonu calismasinda asagidaki islemler takip edilmistir

(LightCycler 480 Hydrolysis Probes Master Kiti, Versiyon 9)

Cizelge 3.6. Her bir 6rnek icin, hidroliz prob PCR karisimi.

Su 4 pl
LightCycler 480 Probes Master 10 pl
Real Time Ready Assay 1l
Son hacim 15 pl
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Hazirlanan PCR karisimi vorteks kullaniimadan mikropipet ile ¢ekme
birakma yapilarak karistirilmigtir. LightCycler 480 multiwell plate’in her bir
kuyucuguna PCR karisimindan 15 ul (Cizelge 3.6) ve Uzerine 5ul cDNA
orneklerinden eklenmis olup kuyucuklardaki son hacim 20 pl'ye
tamamlanmigtir. Multiwell Plate 1 dk 1000 g de santrifuj edilmigtir. Santrifuj
isleminden  sonra plate cihaza yerlestiriimis  kullanilacak  olan
MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe programi secilmistir. UPL Probe igin
gerekli protokoller cihazda secildikten sonra LightCycler 480 PCR
baslatiimistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Roche LightCycler 480 kosullari.

Sicaklik- Zaman Dongiiler
On inkiibasyon Evresi 95°C'de 10 dk 1
Blyiume Evresi 95°C'de 15 sn 45
Sogutma Evresi 72°C'de 1 sn 1

mRNA ifadelenmesi roélatif oOlgcimu, hedef genler ve referans genler
arasindaki Ct (Cycle threshold; ARn de 6nemli artisin oldugu ilk déngu
sayisini ifade eder) deg@erleri karsilastirilarak gosterilmistir. Kullanilan yontem

de 2'(AACt) degerleri her bir 6rnek igin ayri ayri hesaplanmigtir [103].

AACT = ((CT,Target 'CT,Ref.) - (CT,Target - CT,Ref.))

Hedef genin ekspersyon seviyesi = 22T (3.2)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. PHEMAH Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

PHEMAH partikuller boyut dagihmi, yuzey yuku Ozellikleri incelenerek

karakterize edilmisgtir.
4.1.1. Nanopartikiil Boyut Analizi

PHEMAH nanopartikillerinin  boyut dagilimlari  Zeta-Sizer cihazinda
yapilmigtir (Sekil 4.1).

OZET
Dagilim Yogunlugu
. . . . . Sayim hizi 176,91 Kcps
‘]U__. e

1 Kiimiilant sonuglar
21 Z- Ortalama boyut: 83.8nm
B PDI 0.302
4—— PDI genisligi 46.07nm
24 Dagilim sonuglan

T+ Peak 1: 91,09nm/ 90,8%
01 " ; T el Peak 2: 3497 .38nm/ 9,2%
0.1 1 o 100 1000 10000

Boyut {(nm)

Sekil 4.1. PHEMAH nanopartikullerinin boyut dagilimlari.

4.2. siRNA Yukli Nanopartikiillerin Jel Elektroforezi Sonuglari

Farkli konsantrasyonlara sahip nanopartikillerin siRNA’lara baglanip
baglanmadigini kontrol etmek igin, drnekler %1’lik agaroz jel elektroforezinde

yuratilmas ve UV 15191 altinda goruntulenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. siRNA ve farkh konsantrasyonlara sahip PHEMAH

nanopartikdllerinin birbirlerine baglanmasi.

1- Marker (Fermentas 100 bp Plus DNA Ladder, 100-3000 bp); 2- siRNA
(kontrol), 3- 25 nM siRNA + 0,005 mg/ml; 4- 25 nM siRNA + 0,01 mg/ml,
5.- 25 nM siRNA + 0,015 mg/ml, 6- 25 nM siRNA + 0,02 mg/ml, 7- 25 nM
SiRNA + 0,025 mg/ml; 8- 25 nM siRNA + 0,0375 mg/ml; 9- 25 nM siRNA
+ 0,05 mg/ml
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4.3. siRNA ve Nanopartikillerin Huicre Etkilegsimi Sonuglari

4.3.1. Kontrol siRNA ile Kontrol Nanopartikiil Grubunun MDA MB-231

Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

Bu calismada 25 nM siRNA ve 0,05, 0,01, 0,015, 0,020, 0,025, 0,0375, 0,05
mg/ml derigimlerindeki nanopartiktllerin MDA MB-231 hucreleri Uzerine 48
saatlik sitotoksik etkileri MTT testiyle incelenmistir. Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. PHEMAH Nanopartikullerinin farkli derisimleri ile 25 nM
siRNA'nin MDA-MB 231 hucreleri Uzerine 48 saatlik sitotoksik

etkisi
Orneklerin MTT (Absorbans
Konsantrasyonlari Degerleri) % canlilik
Kontrol (0 mg/ml) 2,93 £0,28 100
0,005 mg/ml PHEMAH 2,70 0,59 92,15
0,01 mg/ml PHEMAH 2,68 +0,39 91,46
0,015 mg/ml PHEMAH 2,50 £0,38 85,32
0,020 mg/ml PHEMAH 2,45 +0,14 83,61
0,025 mg/ml PHEMAH 2,11 +0,36 72,01
0,0375 mg/ml PHEMAH 1,73 £0,38 59,04
0,05 mg/ml PHEMAH 1,40 £0,52 47,78
25 nM siRNA 1,95+0,45 66,55
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3,5

N
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2 T |
Y
1
0,5
0 - ; ; ; ; ; ; ; ;

Kontrol 0,005 0,01 0,015 0,020 0,025 0,0375 0,05 25nM
mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml siRNA
PHEMAH PHEMAH PHEMAH PHEMAH PHEMAH PHEMAH PHEMAH

Absorbans Degerleri

Sekil 4.3. PHEMAH Nanopartikullerinin farkli dozlardaki MDA-MB 231

hicreleri Uzerine 48 saatlik sitotoksik etkisi.

0,005 ile 0,05 mg/ml arasi degisen PHEMAH nanopartikullerinin miktar
arttikga hucre canliiginda kontrole gore azalig oldugu gozlenmigtir. 0,005
mg/ml derigsimindeki nanopartikilin hacreler Uzerindeki canlilik etkisi %
92,15 olarak belirlenmigtir. 48 saatin sonunda en yuksek dozda dahil olmak

uzere hucre canlihdr %50'nin altina digmemistir.

25 nM siRNA yukla farkli derigsimlerdeki nanopartikillerin MDA MB-231
hucreleri Uzerine 48 saatlik sitotoksik etkileri de MTT testiyle incelenmistir.
Elde edilen sonugclar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4’ de gdsterilmektedir.
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Cizelge 4.2. 25 nM siRNA yukli PHEMAH Nanopartiktllerinin MDA-MB 231

hicreleri Uzerine 48 saatlik sitotoksik etkisi.

MTT (Absorbans

Orneklerin Konsantrasyonlari Degerleri) % canlilik
Kontrol (Besiyeri) 3,10+0,11 100
25 nM siRNA+0,005 mg/ml 1,38+0,24 4451
PHEMA
25 nM siRNA+0,01 mg/ml PHEMA 0,71+0,42 22,90
25 nM siRNA+0,015 mg/ml 0,34+0,18 10,97
PHEMA
25 nM siRNA+0,020 mg/mi 0,12+0,04 3,87
PHEMA
25 nM siRNA 2,2+0,21 70,97

3,5 m Control m Mix of siRNA/PHEMAH

, | .

P
(9}

Absorbans Degerleri
(SN

o
U

Control Control siRNA 25nM siRNA+ 25nM siRNA+ 25nM siRNA+

PHEMAH PHEMAH

25nM siRNA+
0,005 mg/mL 0,010 mg/mL 0,015 mg/mL 0,020 mg/mL

PHEMAH
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Sekil 4.4. PHEMAH Nanopartikullerinin farkli dozlarinin 25 nM siRNA ile
etkilesimi sonucu olusan kompleklerin, MDA-MB 231 hucreleri

Uzerine 48 saatlik sitotoksik etkisi.

siRNA'nin tek basina yaklagik %30-40 arasi hucre canlihgini etkiledigi
gozlenirken nanopartikullerle tutunduktan sonra bu oranin arttigi yapilan
sitotoksisite testi ile gozlenmistir. PHEMAH nanopartikilinun tek basina
hicre canliligina onemli bir etkisi yokken siRNA ile tutunmasi sonucu hucre

canlihginda 6nemli azalma gozlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4).

4.3.2. Apoptoz/Nekroz ikili Boyama Sonuglari

4.3.2.1. ikili Boyama ile Elde Edilen Apoptotik indeks Sonuglari

Sunulan tez calismalari kapsaminda, kontrol grubu nanopartikdilleri, kontrol
grubu siRNA’lari ve bunlarin nanopartiktllere yuklenmis formlari MDA-MB
231 hucreleri ile etkilestiriimig, ikili boyama yontemi ile boyanmis ve hucre
etkilesimleri apopototik mekanizmalarin degerlendiriimesi icin floresan
mikroskop yardimiyla incelenmistir (Cizelge 4.3). Elde edilen mikroskop
fotograflari Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, 4.8,'de sunulmustur.

Cizelge 4.3. siRNA'nin, kontrol nanopartikullerin ve siRNA yuklu
nanopartikullerin  ayrt  ayri meme kanseri hucre
kultarlerinde etkilestiriimeleri sonucu elde edilen %

apoptotik indeksler.
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Konsantrasyon

% Apoptoz Indeksleri

Kontrol (Besiyeri) 2,412

25 Nm siRNA+ 0,005 mg/ml PHEMAH | 40,57 +1
25 nM siRNA+ 0,010 mg/ml PHEMAH 32,71 2
25 nM siRNA+ 0,015 mg/ml PHEMAH 58,71 +3
25 nMsiRNA+ 0,020 mg/ml PHEMAH 37,82 +2
Kontrol 25 nM siRNA 21,20 +1
Kontrol 0,005 mg/ml PHEMAH 3,03 +1
Kontrol 0,010 mg/ml PHEMAH 3,37 £2
Kontrol 0,015 mg/ml PHEMAH 5,10 £2
Kontrol 0,020 mg/ml PHEMAH 3,53 +1

SiRNA yUkli nanopartikillerin MDA-MB 231 hicrelerine uygulanmasi ile
siRNA'nin Bcl-2 genini inhibe etmesi apoptozu indiklemistir. Apoptotik hicre

cekirdeklerinin parcalandigi, bu hdcrelerin apoptoza ugramayan hucrelere

gore daha parlak mavi renkte oldugu gorulmastur (Sekil 4.5).

Hoechst 33342 ile boyanmis hucrelerin kontrol grubuna goére, hucre

cekirdeklerinde morfolojik olarak farkhlik gérilmemektedir.
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Sekil 4.5. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan

elde edilen apoptotik hicre fotograflari (200Xbuyltmede Leica
DMG6000 ile goruntulenmisgtir).

(A) Kontrol 0,005 mg/ml PHEMAH nanopartikilleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hacreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,005 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hicreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu; oklar
apoptotik huclerlerden bazilarini gostermektedir. Apoptoza ugramis hucre
cekirdekleri parlak, parcalanmig, apoptoza ugramayanlar soluk mavi

gOrunmektedir.
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Sekil 4.6. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan Ikili

boyamadan elde edilen apoptotik hicre fotograflari.
(200Xbuyutmede Leica DM6000 ile goruntilenmisgtir).

(A) Kontrol 0,01 mg/ml PHEMAH nanopartikulleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hucreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,01 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu; Oklar

apoptotik huclerlerden bazilarini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan Ikili boyamadan

elde edilen apoptotik hiicre fotograflari (200Xbluyutmede Leica
DM6000 ile goruntalenmistir).

(A) Kontrol 0,015 mg/ml PHEMAH nanopartikulleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hacreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,015 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu; oklar

apoptotik huclerlerden bazilarini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan

elde edilen apoptotik hicre fotograflari (200Xbuyltmede Leica

DM6000 ile goruntalenmistir).

(A) Kontrol 0,020 mg/ml PHEMAH nanopartikilleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hucreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,020 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu; oklar
apoptotik huclerlerden bazilarini gostermektedir.

Sunulan tez kapsaminda elde edilen sonuclara bakildiginda disuk dozlarda
uygulanan nanopartikullerin hucreler Uzerindeki apoptotik etkisinin, 25 nM
siRNA ile birlikte kanser hucrelerine verildiginde arttigi gozlenmigstir. Bu

sonug¢ Bcl-2'in baskilanma mekanizmasina katki sagladiginin gostergesidir.
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4.3.2.2. ikili Boyama ile Elde Edilen Nekrotik indeks Sonuglari

Ikili boyama metodunda kullanilan bir diger boya ise PI floresan boyasi olup
nanopartikil ve siRNA/nanopartikil formulasyonlariyla etkilestirilen kanser
hicrelerinin nekrotik orani tespit edilmigtir. Pl floresan boya 6l ve plazma
membrani hasarli hicrelerin zarlarindan gegerek, cekirdeklerin floresan i1sik
altinda kirmizi gorinmelerini saglar. Nekrotik olmayan hucreler Pl ile
boyanmazken, apoptotik ve nekrotik hucre ise yesil renkte olup FITC floresan
filtresi ile godruntilendiginde vyesil renkte gorilmektedirler. Sunulan tez
calismasinda nekrotik indeks saptanmasi 480-520 nm dalga boyunda
floresan 1gik (FITC filtresi ile) altinda incelenmis ve bu dalga boyunda ayni
anda nekrotik hicrelerin ¢ekirdegi kirmizi ve hucrelerin zarlar yesil renkte
gorunmektedir. Nekrotik htcreleri gosteren fotograflar Sekil 4.9, Sekil 4.10,
Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 ’de sunulmustur. % nekrotik indeksi Cizelge 4.4’de
verilmistir. Cizelge 4.4.’de goérildiugu gibi, disuk derisimlerde nekrotik indeks
¢cok yuksek degildir. Fakat derisimin artmasi toksisiteyi de artirdidi igin

nekrozun da artmasina sebep olmustur.
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Cizelge 4.4. siRNA’'nin, kontrol nanopartikillerin ve siRNA yUklu
nanopartikullerin ayri ayri meme kanseri hucre kulturlerinde

etkilestiriimeleri sonucu elde edilen % nekrotik indeksler.

Konsantrasyon % Nekroz indeksleri

Kontrol (Besiyeri) 1,0312

25 nM siRNA+ 0,005 mg/ml PHEMAH 0,93 +1

25 nM siRNA+ 0,010 mg/ml PHEMAH 5,14 2

25 nM siRNA+ 0,015 mg/ml PHEMAH 1,57 +1

25 nM siRNA+ 0,020 mg/ml PHEMAH 3,11 +1

Kontrol 25 nM siRNA 16,67 +3
Kontrol 0,005 mg/ml PHEMAH 1,51 +1
Kontrol 0,010 mg/ml PHEMAH 7,58 +2
Kontrol 0,015 mg/ml PHEMAH 11,75 +3
Kontrol 0,020 mg/ml PHEMAH 16,28 +3

Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12’de Pl ile nekrotik boyama yapilmig
hdcrelerin kontrol grubunun fotografi gorulmekte olup hucre ¢ekirdeklerinde
morfolojik olarak farklihk gorulmemektedir. siRNA ile baskilanmasi
hicrelerdeki nekrotik mekanizmayi da tetiklemistir 25 nM siRNA ile muamele

edilen hucrelerde nekrotik etki gdozlenmistir ve bu oran yaklasik % 16’dir.
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Sekil 4.9. Hoechst 33342 ve Pl floresan boya kullanilarak elde edilen

nekrotik hicre fotograflari (Fotograflar Leica inverted floresan

mikroskobu ile 400X blyutmede c¢ekilmistir).

(A) Kontrol 0,005 mg/ml PHEMAH nanopartikilleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hucreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,005 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hdcreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu;
Nekroza ugramis hlcre gekirdekleri kirmizi, hicre zarlari ise Hoechst 33342
ile boyandigindan yesil gérinmektedir. Oklar nekrotik hicrelerden bazilarini
gOstermektedir.
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Sekil 4.10. Hoechst 33342 ve Pl floresan boya kullanilarak elde edilen

nekrotik hicre fotograflari (Fotograflar Leica inverted floresan

mikroskobu ile 400X bluyttmede c¢ekilmistir).

(A) Kontrol 0,010 mg/ml PHEMAH nanopartikilleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hucreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,010 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hdcreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu;
Nekroza ugramis hicre gekirdekleri kirmizi, hucre zarlari ise Hoechst 33342
ile boyandigindan yesil gérinmektedir. Oklar nekrotik hicrelerden bazilarini

gOstermektedir.
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Sekil 4.11. Hoechst 33342 ve Pl floresan boya kullanilarak elde edilen
nekrotik hicre fotograflari (Fotograflar Leica inverted floresan

mikroskobu ile 400X buyutmede g¢ekilmistir).

(A) Kontrol 0,015 mg/ml PHEMAH nanopartikilleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hucreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,015 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hicreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu;
Nekroza ugramis hicre c¢ekirdekleri kirmizi, hiicre zarlari ise Hoechst 33342
ile boyandigindan yesil gérunmektedir. Oklar nekrotik hicrelerden bazilarini

gOstermektedir.
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Sekil 4.12. Hoechst 33342 ve PI floresan boya kullanilarak elde edilen

nekrotik hiucre fotograflari (Fotograflar Leica inverted floresan

mikroskobu ile 400X blyttmede c¢ekilmistir).

(A) Kontrol 0,02 mg/ml PHEMAH nanopartikulleri ile muamele edilmis MDA-
MB 231 hucreleri; (B) 25 nM siRNA+ 0,02 mg/ml PHEMAH komplesi ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hucreleri; (C) Kontrol 25 nM siRNA ile
muamele edilmis MDA-MB 231 hdacreleri; (D) kontrol (besiyeri) grubu;
Nekroza ugramis hicre ¢ekirdekleri kirmizi, hucre zarlari ise Hoechst 33342
ile boyandigindan yesil gérinmektedir. Oklar nekrotik hicrelerden bazilarini
gOstermektedir.
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Yapilan nekroz analizinde elde edilen sonuglara gore siRNA ayni zamanda
nekrotik mekanizmayi da tetiklemigtir. MTT sonuglarina gore de; siRNA ile
muamele edilen hicrelerde canliik azalmaktadir. Hucre olumlerinin  bir
kisminin apoptotik bir kisminin da nekrotik yolak ile gerceklestigi bdylece

anlasiimiaktadir.

Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12ye gére 25 nM siRNA ile
etkilestirilen farkh dozlardaki nanopartikaller (0,005, 0,010, 0,015, 0,020
mg/ml) hucrelerde nekrotik indeks birlikte etkilesimde daha dusik ¢ikmigtir.

Bu durum kontrol gruplarinda tam tersi olarak gorulmektedir.

4.3.3. Hiucre Canhlilik Testi Sonuglari

4.3.3.1. Kontrol PHEMAH grubu ve Kontrol siRNA grubunun RTCA

Sonuglan

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler asagida sunulmustur.
Calismada RTCA testi ve MTT testinden benzer sonuglar elde edilmistir.
Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’'de hem MTT testi hem de RTCA testleri birbirlerine

uyumlu bir sekilde goriimektedir.

Hicre indeksi

.OEE- | e i o [ 1

oo 170 340 1.0 650 a50 102.0
Zaman(Saat)
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@ Kontrol & 001mg/mL @ 0,005mg/mL

PHEMAH PHEMAH
0,015mg/mL 0,02mg/mL
PHEMAH PHEMAH

Sekil 4.13. PHEMAH Nanopartiktllerinin hlicre gogalmasi Uzerine etkileri.

Grafige gore (Sekil 4.13.) nanopartikillerin tim konsantrasyonlarinda 102
saat boyunca kontrol grubuna goére kiyasla hiicre sayisinda ¢ok buylk bir
azalma gorulmemektedir. 34. saatten itibaren 0,005, 0,010, 0,015 mg/ml
derisimlerinde proliferasyonda artis baslamis ve 102. saate kadar kontrol
grubuyla paralel proliferasyon artisi goértilmektedir. Yaklasik olarak 70 ile 85.
saatleri arasinda 0,02 mg/ml derisimindeki nanopartikillerin proliferasyonda
diger gruplara kiyasla artmanin devam etmedigi goérilmektedir. Nanopartikul
derigimi arttikga hiicre ¢ogalmasinda azalma oldugu MTT ve Ikili boyama
testlerinde de goérilmektedir. Bu durum sonuglarin birbirini dogruladigini

gOstermektedir.

Yapilan calismada uygulanan kontrol siRNA da benzer sekilde hucre
canhliginda da anlamh bir fark gérilmemektedir. Bu cimle cok anlasilir

durmuyor.

Uygulanan kontrol siRNA da benzer sekilde hicre canliiginda anlaml bir

fark gostermemistir.
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Sekil 4.14. 25 nM kontrol siRNA'nin MDA-MB 231 hacreleri Uzerindeki

¢ogalmaya etkisi.

25 nM siRNA'nin MDA-MB 231 hucreleri Uzerinde yapilan proliferasyon
testinde Sekil 4.14' de goruldugu gibi siRNA tek basina hacrelerin
proliferasyonunu blyuk 6l¢ide etkilememistir ancak, kontrol grubuna kiyasla
hiicre proliferasyonunda farklilik goériiimektedir. Yapilan MTT testinde ve ikili
boyama testlerinde de siRNA'nin hdcre canlihgini yaklagik olarak %30-44
arasinda etkiledigi gorulmustar. Bu durum sonuglarin birbirini dogruladigini

gOstermektedir.

4.3.3.2. siRNA Yiiklii Nanopartikiillerin MDA-MB 231 Hiicreleri Uzerine
Etkisi

Bu galismada 25 nM siRNA ile yuklenen 0,005, 0,01, 0,015, 0,020 mg/mi
PHEMAH karisimlarinin MDA-MB 231 hucrelerinin canlihgr Uzerine etkisi
RTCA ile analiz edilmigtir.
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Sekil 4.15. Kontrol(Besiyeri), Kontrol PHEMAH, Kontrol siRNA, siRNA yuklu
PHEMAH nanopartikal gruplarinin  MDA-MB 231 hucreleri

uzerine ¢ogalmaya etkisi.

Grafige gore (Sekil 4.15) kontrol grubu hicreler 85 saat boyunca artis
gOstermis daha sonra 102. saate kadar yaklasik hlcre sayisini korumustur.
Duslik dozda bulunan 0,005 mg/ml derisimindeki nanopartikiller, 102 saat
boyunca hemen hemen sabit proliferasyon artisi gostermistir. Bu
nanopartikalin 0,005 mg/ml dozunun hucrelere tek basina uygulandiginda
bulunan MTT ve ikili boyama testlerini dogrulamaktadir. 25 nM siRNA tek
basina hicre proliferasyonunu etkilemektedir ancak nanopartiktllerle

yuklendikten sonra daha fazla etki ettigi gértilmektedir.
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Sekil 4.16. Kontrol, Kontrol PHEMAH, Kontrol siRNA, siRNA yuklt PHEMAH
nanopartikal gruplarinin - MDA-MB 231 hucreleri Uzerine

¢ogalmaya etKkisi.

Grafige gore (Sekil 4.16.) kontrol (besiyeri) grubu hicreler 85 saat boyunca
artis gostermis daha sonra 102 saate kadar yaklasik hucre sayisini
korumustur. Dusuk dozda bulunan 0,010 mg/ml nanopartikilleri, 102 saat
boyunca hemen hemen sabit proliferasyon artisi gdéstermistir. Bu sonug
nanopartikalin 0,010 mg/ml dozunun htcrelere tek basina uygulandiginda
bulunan MTT ve ikili boyama testlerini dogrulamaktadir. 25 nM siRNA tek
basina hucre proliferasyonunu etkilemektedir ancak nanopartikillerle
yuklendikten sonra daha da fazla etki ettigi gorulmektedir. Sekilde 4.16 'da
nanopartikil derisimi arttikga siRNA ile hiicre ¢cogalmasinda daha fazla etkin

oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.17. Kontrol, Kontrol PHEMAH, Kontrol siRNA, siRNA yukli PHEMAH
nanopartikal gruplarinin - MDA-MB 231 hucreleri  Uzerine

¢ogalmaya etKkisi.

Grafige gore (Sekil 4.17) kontrol (besiyeri) grubu hicreler 85 saat boyunca
artis gostermis daha sonra 102. saate kadar yaklasik hlcre sayisini
korumustur. 0,015 mg/ml PHEMAH nanopartikllleri, tek basina hicre
¢ogalmasini kontrol grubuna kiyasla azaltmistir. Bu sonu¢ nanopartikultn
0,015 mg/ml dozunun hucrelere tek bagina uygulandiginda bulunan MTT ve
ikili boyama testlerini dogrulamaktadir. 25 nM siRNA tek basina hucre
proliferasyonunu azaltmaktadir ancak nanopartikillerle yuklendikten sonra
daha fazla etki etti§i gorilmektedir. Nanopartikilin tek basina hucre
¢ogalmasini azaltmasi, siRNA ile yuklendigindede diger derisimlere kiyasla
(0,005, 0,010 mg/ml PHEMAH) hicre ¢ogalmasini daha fazla azaltmasina

sebep olmustur.
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Sekil 4.18. Kontrol, Kontrol PHEMAH, Kontrol siRNA, siRNA yukli PHEMAH
nanopartikal gruplarinin - MDA-MB 231 hucreleri Uzerine

¢ogalmaya etKkisi.

Grafige gore (Sekil 4.18.) Kontrol (besiyeri) grubu hucreler 85 saat boyunca
artis gostermis daha sonra 102. saate kadar yaklasik hlcre sayisini
korumustur. 0,020 mg/ml derisimdeki PHEMAH nanopartikulleri, tek basina
hicre c¢ogalmasini kontrol grubuna kiyasla azaltmistir. Bu sonug
nanopartikalin 0,020 mg/ml dozunun hucrelere tek basina uygulandiginda
bulunan MTT ve ikili boyama testlerini dogrulamaktadir. 25 nM siRNA tek
basina hlicre proliferasyonunu azaltmaktadir ancak nanopartiktllerle
yuklendikten sonra daha fazla etki ettigi goérilmektedir. Nanopartikilin tek
basina hicre c¢ogalmasini azaltmasi siRNA ile yuklendiginde de diger
derisimlere kiyasla (0,005, 0,010, 0,015 mg/ml PHEMAH) hucre ¢ogalmasini

daha fazla azaltmasina sebep olmustur.
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4.3.4. Real Time PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction; Gergcek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Sonuglari

4.3.4.1. RNA izolasyonu

Bcl-2 proteininin siRNA ile inhibe oldugunu mRNA seviyesinde gostermek
amaciyla es zamanli PCR analizi uygulanmistir. Bunun icin de 6ncelikle 25
nM siRNA+0,005 mg/ml PHEMAH, 25 nM siRNA+0,015 mg/ml PHEMAH ve
25 nM siRNA+0,020 mg/ml PHEMAH ile ayri ayri muamele edilen hucre
gruplarindan toplam RNA izolasyonu yapiimistir. RNA derisimleri Qubit
(invitrogen) cihazinda dlgiilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.5.de

gOrulmektedir.

Cizelge 4.5. MDA-MB 231 hicrelerine uygulanan siRNA yuklu

nanopartikillerin RNA derigimleri.

Konsantrasyon Sonuglar (ng/pL)
Kontrol > 1000

25 nM siRNA + 0,005 mg/ml PHEMAH <48,1

25 nM siRNA + 0,015 mg/ml PHEMAH <20

25 nM siRNA + 0,020 mg/ml PHEMAH < 141

25 nM siRNA <20

Olglimleri aldigimiz Qubit, 20 ng altindaki ve 1000 ng Uzerindeki degerleri
verememektedir. Bu ylzden yaklasik degerleri Gzerinden en fazla cikan
kontrol grubunun RNA miktari, primer ve asgari su miktari hesaptan
cikarildiktan sonra alinabilecek en yuksek deger verilerek diger 6érneklerde
oranlama yoluna gidilmistir. cDNA sentezi protokoline gore her bir reaksiyon

icerisinde kullaniimasi gereken RNA miktar1 25 ng ile 5 pg arasinda olmalidir.
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Her bir drnekten elde edilen RNA derisimleri bu degerler arasinda ¢ikmistir
ve izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlenmisgtir.

4.3.4.2. RT-PCR Primer Analizi

25 nM siRNA+0,005 mg/ml PHEMAH, 25 nM siRNA+0,015 mg/ml PHEMAH
ve 25 nM siRNA+0,020 mg/ml PHEMAH ile ayri ayri muamele edilen MDA-
MB 231 hucrelerinde antiapoptotik gen olan Bcl-2 geninin ifadelenmesi
seviyesinde etkisinin arastiriimasi igin RT-PCR primer analizi yapilmigtir.

Hedef genlerin analizi igin referans gen B-Actin kullanilarak standardize

edilmistir.
Nispi Gen Ifadelenmesi

0,00012
- 0,0001
k- |
’d—, 0,00008
'S
a 0,00006
=
) 0,00004
<
™~ 0,00002

0 T T T T 1

25nM siRNA+ 25nM siRNA+ 25nM siRNA+ Kontrol siRNA KONTROL
0,005mg/mL  0,015mg/mL  0,020mg/mL
PHEMAH PHEMAH PHEMAH

Sekil 4.19. 25 nM Bcl-2 siRNA yukli, 0,005, 0,015, 0,020 mg/ml PHEMAH
nanopartikilleri ile muamele edilmis MDA-MB 231 hucrelerindeki

MRNA dlzeylerine etkisi.
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Sekil 4.19.a gore 0,005 mg/ml derisimdekii nanopartikil yUukli siRNA
aktarimiyla, Bcl-2 gen ifadesinin arttigi; 0,015 mg/ml de ise azaldigi
gOrulmektedir. 0,020 mg/ml PHEMAH yukIi 25 nM siRNA 6rneginde de gen
ifadesinin azaldigi goézlenmistir. Kontrol siRNA (25 nM)'nin ise kontrol

grubuna kiyasla gen ifadesinde azalma oldugu gorulmustar.

Yapilan MTT, RTCA ve ikili boyama c¢alismalarinda MDA-MB 231
hacrelerinde 25 nM siRNA ile yuklenen nanopartikil miktari arttikga anti
proliferatif ve apoptotik etkinligin arttirdigi goézlenmistir. Bu c¢aligmada Bcl-
2’nin gen ifadesinin degerlendiriimesi, B-actin geninin ifadesine bakilarak
yapilmistir. Bu sonuglara goére siRNA'nin PHEMAH ile birlikte etkisinin oldugu
hicre grubunda proliferasyonun azalmasin da, % Rolatif Gen Ekspresyonu
analizinde 0,015 ve 0,020 mg/ml PHEMAH yukli 25 nM siRNA'nin Bcl-2 gen

ifadesini indUklemediginin gorulmesiyle desteklenmistir.
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6. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez kapsaminda yaptigimiz tum c¢aligmalar sonucunda elde edilen

bulgular ve bulgularin 1191 altinda ortaya konulan sonuglar asagida

Ozetlenmisgtir.

>

ilk olarak PHEMAH (poli hidroksietii metakriloil-(L)-histidin)
nanopartikilleri pH’1 5,5-6 olan distile su iginde c¢ozdurilmustar.
Nanopartikullerin boyut analizi igin zeta boyut analiz cihazi kullanilmis,
optimizasyon g¢alismalari sonucunda en kuguk partikil boyutu 83,8 nm

bulunmustur.

siRNA'larin pozitif yakli PHEMAH nanopartikilleri ile tutunmasi igin
fakli derisimlerde bir araya getiriimis ve birbirlerine tutunup
tutunmadiklari agaroz jel elektroforezi yapilarak en uygun miktarlar

elde edilmistir.

Hucre sitotoksisite testi icin meme kanseri hicre hatti olan MDA-MB
231 secilmistir. Kontrol grubu olarak besiyeri kullaniimigtir.
Kargilastirma yapabilmek ve etkilerini gorebilmek icin MDA-MB 231
hidcrelerine tek basina nanopartikil, kontrol siRNA ve siRNA

yuklenmis nanopartikul ayri ayri eklenmistir.

Sitotoksisite testi icin MTT metodu secilmis ve PHEMAH
nanopartikullerinin hucreler Uzerine tek basina sitotoksik etkilerinin
olup olmadigini belirlemek igin belirli derisimlerdeki nanopartikiller
hacrelerle etkilestirilmistir. Nanopartiktllerin hdcre canlihgini ¢ok az
etkiledigi gorulmustir. Ayni sekilde siRNA'nin tek basina hicreler
uzerindeki sitotoksisitesi incelenmis %30 hicre canliigini etkiledigi
gorulmustir. Daha sonra siRNA yUkli nanopartikillerin htcreler
uzerinde sitotoksik etkisi incelenmis ve birlikte kanser hucre canliligini

nanopartikil derigimi arttikga daha fazla etkiledikleri géraimustdr.
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» Hucre canlilik analizi RTCA ile incelenmigtir. PHEMAH nanopartiklt
tek basina hucrelere uygulandiginda derigimi arttikga hucre
proliferasyonun azaldigi, 25 nM siRNA'nin tek basina hicre

cogalmasini ¢ok fazla etkilemedigi gérulmastir.

» 25 nM siRNA ile yukli nanopartikillerin hicre ¢ogalmasina etkisi
incelendiginde, nanopartikullerin yuksek derisimlerinde siRNA ile
beraber anlamli bir azalma goézlenmistir. Yapillan MTT ve RTCA

sonuglarinin birbirini destekledigi gorulmustur.

» siRNA yUklu nanopartikullerin hucrelere etkisinde ayni zamanda ikili
boyama yapilarak, apoptoz/nekroz indekslerine bakilmistir. Hlcre
olumlerinin morfolojik olarak degerlendirilmesi igin kontrol nanopartikul,
kontrol siRNA ve siRNA ile yuklenmis nanopartikul ayri ayrt MDA-MB
231 hucreleri ile etkilestiriimig, Hoechst 33342 ve Pl boyalar
kullanilarak ikili boyama yontemi ile boyanmis ve hucre etkilesimleri
apoptotik-nekrotik mekanizmalarin degerlendiriimesi igin floresan
mikroskop yardimiyla incelenmistir.  Apoptoz/nekroz  sonuglari
degerlendirildiginde nanopartikil ve siRNA'nin tek baglarina hucreler
uzerindeki apoptotik indeksinin, siRNA ile nanopartikiller birlikte

verildigi uygulamaya kiyasla daha dusuk oldugu gozlenmistir.

> Ikili boyamada hiicrelerle muamele edilen tim gruplarin nekrotik
etkileri incelendiginde nekrozun genel olarak tum gruplarda daha az
goruldugu tespit edilmigtir. Ayni sekilde nanopartiktl ve siRNA'nin tek
baslarina hucreler Uzerindeki nekrotik indeksinin, siRNA ile
nanopartikuller birlikte verildigi formulasyona goére daha dusik oldugu

gOzlenmisgtir.

» Gergcek zamanli RT-PCR analiziyle siRNA’lar ile farkli derigsimlerdeki
PHEMAH nanopartiktli, MDA-MB 231 hcreleri ile etkilestiriimis ve
Bcl-2 genini susturma etkinligi tespit edilmistir ve degisen derigimlere

gore oldukga yuksek oranda basarili bir gen inhibisyonu saglanmistir.
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Batun bu sonuglara gore;

siRNA'nin PHEMAH partikulu ile birlikte muamelesinde en uygun
dozun 0,015 mg/ml PHEMAH ile etkilestirilen 25 nM siRNA oldugu
tespit edilmigtir. 25 nM siRNA yudkla 0,015 mg/ml PHEMAH
nanopartikalinin; MTT testinde sitotoksik etkisinin yaklasik %90
civarinda olmasi, hicre canhhgini etkilerken huacrenin sectigi
mekanizmanin %58,71 oranda apoptotik olmasi, %1,57 gibi dusuk
oranda nekrotik etkisinin bulunmasi, hiicre ¢gogalmasina etkisi ve gen

ifadesi de incelendiginde en uygun doz oldugu tespit edilmigtir.

Bu calisma ile siRNA'nin, kanser tedavisinde PHEMAH
nanopartikulleri ile birlikte kullanilabilecegi ilk kez gosterilmigtir. Bcl-2
proteininin sentezinin translasyon basamaginda énemli bir yer tuttugu
ve bu proteinin inhibe edilerek hicre c¢ogalmasini azalttigl tespit

edilmigtir.

Kanser tedavisinde yeni bir hedefli calisma yontemi olan siRNA
tedavisi direkt olarak sorunlu geni veya sorunlu genden sorumlu
MRNA'y1 hedef almaktadir. Bu yeni nesil tedavi yontemi olan hedefli
tedavide kullanilan ajanlarin hicre i¢ine alinmalarini kolaylastirmak ve
daha da etkili olmasini saglamak icin kiigik boyutlari sebebiyle tercih
sebebi olan nanopartikiller kullaniimaktadir.  Nanopartikuller
kullanilarak yapilan bu tedavideki amag, geleneksel tedavilerdeki
olumsuzluklari en aza indirmek, etken maddenin hicresel yuzeylere
etkin bir sekilde taginimini saglamak, siRNA’y1 vicudun herhangi bir

bdlgesine zarar vermeden sadece timorli dokuya ulastirmaktir [104].

Gen tedavisinde istenilenler, karar verilen genin etkili ve yeterli olarak
hidcre icine tasinmasi, tasinan genin etkinligini tedavi boyunca
surdurmesi, bu gene konakgi hucrenin cevabinin uygun sekilde olmasi
ve ayrica bu genin diger bir hastaliga yol agmamasidir. Butin bu

beklentiler ¢ergcevesinde gen tedavisinde gunumuzdeki ana problem
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tedavi geninin kanser hlcresine uygun sekilde nasil transfer
edilebilecegi noktasindadir. Cunkd bu tam olarak basarilamadigi
takdirde kanser hucresi direngli klon olarak kalmaya devam edecektir.
Bu noktada siRNA'nin  nanopartikillerle  tasinmasi  6nem

kazanmaktadir.

Gen tedavisi ¢alismalarinin kanser Uzerinde uygulanmasi 1992'den
sonra yogunlasmistir [105]. O tarihten bu yana ¢ok galisma yapiimis
olmasina karsin konuyla ilgili olarak sadece birka¢ ilag hasta
kullanimina sunulabilmistir. Bu da tezin gerceklesmesi durumunda
saglik alanina yapacagi katkinin buyuk olacagini gostermektedir. Bu
calisma da istenilen amacin gergeklesmesi durumunda, vucudun
herhangi bir bodlgesine zarar vermeden nanopartikll/siRNA

kompleksinin sadece tUmorlu dokuya ulastiriimasi saglanmis olacaktir.

Liu ve arkadasglarinin [106] yaptiklari calismada siklooksigenaz-2
inhibitérd olan NS38 metaboliti ile etkilestirilen LNCaP prostat kanseri
hucrelerinde apoptozun, Bcl-2 gen ekpresyonunun azalmasiyla

induklendigini gostermiglerdir.

Maruyana ve arkadaslarinin [107] yaptiklari ¢alismada Bcl-2 geninin
apoptoz uUzerindeki etkisi bir kdpek meme bezi tumor hicresinde
denenmig, apoptozu arttirdigini ve  hem mRNA hem de protein

ifadesini azalttigini gostermislerdir.

Swapan ve arkadaslarinin [98] yaptiklari ¢alismada, U138MG ve
U251MG insan glioblastoma hucreleri Uzerinde, Bcl-2 siRNA'nin 25,
50, 100 nM olarak apoptoza etkinligi incelenmis 25 nM
konsantrasyonunda yaklasik %15 civarinda oldugu bulunmustur.
Bizim ¢alismamizda ise bu oran yaklasik % 21 olarak tespit edilmistir.

Pandyra ve arkadaslarinin [108] yapmis olduklari ¢alismada ise; 25

nM Bcl-2 siRNA'nin tek basina hucre gogalmasina olan etkisi Hela ve
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MCF-7 hucre hatlarinda incelenmis ve 120 saatin sonundaki
degerlendirmede Hela hucresinde ortalama %19, MCF-7 hulcresinde

ise ortalama %17 oraninda hicre ¢odalmasini etkiledigi gérulmustar.

Sonug olarak; meme kanseri tedavisinde kullaniimak Uzere siRNA tasiyan
pozitif yikla PHEMAH nanopartikuli kanserli hicrelere gonderilerek orada
istenen proteinleri hedefleyip kanserli hucrelerinin proliferasyonuna engel
olmaylr amaglayan bu c¢alisma ile geleneksel kanser tedavilerindeki
olumsuzluklari en aza indirmek hedeflenmistir. Elde edilen sonuglara gére de
yapilan bu ¢alisma; hedefli gen tedavisinde ileride yapilacak galismalara isik
tutacaktir ve siRNA'nin hucreye tasinmasinda PHEMAH nanopartiktlinun de

kullanilabilecegini gostermektedir.

Kullanilan materyallerin pahali, butgce ve zamanin sinirli olmasi nedeniyle
calismada tek bir housekeeping gen (B-actin) referans olarak kullanilmistir,
Calisma sirasinda olusan dusince ve onerilerin de dogrultusunda ¢alismanin
sonucunu daha iyi desteklemek amaciyla daha fazla sayida housekeeping
genin ileride vyapillmasi planlanan c¢alismalar da kullaniimasi da

onerilmektedir.
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