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OZET

MEME KANSERiI HOUCRELERINE mTOR ANTISENS
OLIGONUKLEOTITLERiINi HEDEFLEYECEK TRANSFERRIN
KAPLANMIS ALTIN NANOPARTIKULLERIN TASARIMI SENTEZI

VE UYGULANMASI

Ezgi BEKTAS
Yuksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani : Prof. Dr. Ayse Kevser OZDEN

Ekim 2017, 71 Sayfa

Meme kanseri kadinlarda en sik goértlen kanserdir. Meme kanserinin tipi
ve molekuler ozellikleri prognozu belirleyip etkin tedavi protokollarinin
tasarlanmasini da ydnlendirmektedir. mTOR, memelideki Rapamisin
hedefi, son vyillarda ilag tasarlanan hedef molekillerden birisidir.
Hedeflenmis tedavi gen tedavisini de icermektedir. Antisens
oligonilkleotit ve benzeri inhibitdr niikleik asitlerin hlicrelere aktarimi DNA
ve RNA'nin polianyonik yapisi nedeniyle zordur. Dolayisiyla, etkin gen
aktarimi icin cok cesitli vektdrler tasarlanmakta ve kullaniimaktadir.
Optoelektronik 6zellikleri, disuk toksitesi ve genis ylzey alaniyla altin

nanopartikuller (AuNP) potansiyeli olan nanoilaglar  olarak



gorulmektedirler. Bu calisma, transferrin ve antisens oligonikleotit (AS-
ODN) veya kucuk inhibitor RNA (siRNA) ile islevsellestiriimis altin
nanopartiktllerin olusturulmasi ve metastatik potansiyeli ylksek insan
meme kanser hlcre hatti, MDA-MB-231 hicrelerine gen aktariminda
kullanilmasini amacglamaktadir. Transferrin reseptérlerinin bu hticrelerde
asirt eksprese oldugu g6z oOnlne alinarak, transferrin badgh altin
nanopartiktllerin AS ODN veya siRNA aktarmak Uzere 6zgul reseptdr
aracihgiyla alinmasi 6ngoridlmistir. mTOR’a 6zgi AS ODN'lerin altin
nanopartiktllere indirgenmis transferrin  aracihdiyla  badlandigi
poliakrilamid ve agaroz jel elektroforeziyle belirlenmistir. Meme kanseri
hicrelerine uygulanan serbest AS-ODN molekdllerinin hiicre cogalmasini
kontrol hicrelerine gore 24 saatte % 24, 48 saatte %14 ve 72 saatte %
0.9 oraninda azalttigi; AuNP bagli sekilde ise 24 saatte % 38; 48 saatte
% 30 ve 72 saatte % 10 oraninda azalttigi ancak bu farklarin istatistiksel
olarak énemli olmadigi belirlenmistir. Hlicrelere transferrin baglanip, AS-
ODN ile islevsellestirilmis AUNP uygulandiginda ise 24 saatte % 85, 48
saatte % 89 ve 72 saatte ise %93 oraninda azalttigi saptanmistir.
Sonuglar kontrol hicreleri ile karsilastirildiginda sonug anlaml

bulunmustur.

Benzer sekilde, meme kanseri hlcrelerine uygulanan serbest mTOR’a
06zgl siRNA molekillerinin de hilicre ¢odalmasini 24 saatte % 10, 48
saatte % 23 ve 72 saat sonra %16 oraninda azalttigi, ancak bu farklarin
istatistiksel olarak 6énemli olmadidi belirlenmistir. Hlcrelere transferrin
baglanip mTOR’a 6zgl siRNA ile islevsellestirilmis AUNP uygulandiginda
ise hiicre cogalmasinin 24 saatte % 82, 48 saatte % 58 ve 72 saatte %
93 oraninda azaldigi saptanmistir. Sonuclar kontrol hicreleri ile
karsilastirildiginda sonug anlamli bulunmustur. Uygulama sonrasinda
mMTOR ekspresyonu immunhistokimya yontemiyle incelenmis ve

ekspresyonun da hiicre sayisinin da 6nemli oranda azaldidi belirlenmistir.

Dolayisiyla, altin nanopartikillerin hem nikleik asitleri baglayan hem de

reseptor aracii  hicre icine alinmasini sadlayan transferrinle



islevsellestirdiginde AS-ODN ve siRNA icin etkin vektorler olusturabilecegi
belirlenmistir. Sonug olarak, olusturulan bu yapilarin biyouyumlulugu, in
vivo etkinligi ve tedavide kullanim olanaklarini belirleyecek ileri calismalar

gerekli oldugu dustnilmustar.

Anahtar Kelimeler; Meme kanseri; MDA-MB-231 hicreleri; antisens

oligonukleotit; mTOR; transferrin; altin nanopartikl
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Breast cancer is the most frequent cancer in women. The type and
molecular characteristics of breast cancer determines prognosis and
helps design effective therapy regimes. mTOR, the mammalian target of
Rapamycin is one of the molecular targets to which novel drugs are being
designed recently. Targeted breast cancer therapy may take the
advantage of gene therapy. Delivery of antisens oligonucleotides or
similar inhibitory nucleic acids is hampered by the polianionic nature of
DNA or RNA. Therefore, a variety of vectors are used and designed for
efficient gene delivery. Gold nanoparticles (AuNP) are potent nanodrugs
having optoelectronical properties, low toxicity and wide surface area.
This study aims to forming gold nanoparticles functionalized with

transferrin and antisense oligonucleotides (ASODN) and small inhibitory

iv



RNA (siRNA) for gene delivery to highly metastatic human breast cancer
cell line, namely MDA-MB-231. Since transferrin receptors are over
expressed in these cells, it is postulated that transferrin attached gold
nanorticles will be taken up by specific receptors to deliver the ASODN or
siRNA. mTOR specific ASODN was found to bind on gold nanopaticles
through reduced transferrin as depicted by polyacrylamide and agarose
gel electrophoresis. ASODN molecules reduced cell viability 24%, 14%
and 0.9 % in 24h, 48h, 72h respectively as compared to control cells. In
AuNP bound form cell viability was 38% , 30% and 10% in 24h, 48h and
72 hours respectively. However, this was not statistically significant.
Transferrin bound ASODN functionalized AuNPs led to a decrease of 85%
, 89% and 93% in 24h, 48h and 72 hours respectively. These results
were found to be statistically important. Similarly, free mTOR specific
siRNA applied to cells led to a decrease of 10 %, 23%and 15.8% in 24h,
48h and 72 hours but this was not significant. On the other hand, when
transferrin bound and mTOR siRNA functionalized AuNPs were applied the
cell viability was decreased by 82% , 57 % and 93 % in 24h, 48h and 72
hours significantly. mTOR expression of treated cells were analysed by
immunehistochemistry and the expression as well as cell nhumber was
found to be significantly decreased. Therefore, gold nanoparticles may be
suitable vectors for AS ODN or siRNA when functionalized with transferrin
that allowed attachment of nucleic acid agents as well as their receptor
mediated delivery. It is concluded that further studies are needed to
understand the biocompatibility and in vivo efficiency of these constructs,

thus, the feasibility of their use in therapy.

Key Words: Breast cancer; MDA-MB-231 cell line; antisense

oligontcleotides; mTOR; transferrin; gold nanoparticles
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TEMED: Tetrametiletilendiamin

BSA: Bovine serum albimin

MetOH: Merkaptoetanol

TE: Tris EDTA

TBE: Tris Borat EDTA
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1 GIRIS

Meme kanseri kadinlarda goérilen en yaygin kanser tlriddr. Kanserin
neden oldugu 6limlerin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Meme kanseri
hicrelerinin  molekller 0&zellikleri ayrintili  bicimde anlasildikca bu
hicrelere karsi olusturulacak yeni tedavi stratejilerinin gelismesi
beklenmektedir. Meme kanseri hicrelerinin metastatik 6zellikleri farklilik
gbsterir. Bu farklilk, éstrojen reseptdri gibi cesitli molekullerin ifade
dazeyleri ile iliskili olup tedavi ve prognozda o6nemli bir yer tutar.
Metastazla iliskili oldugu belirlenen birgok gen ve protein saptanmistir.
Bunlar arasinda onkogenler, hicre dongusu ile iligkili molekdller,
adhezyon molekdulleri, motilite faktorleri, buylime faktorleri ve onlarin
reseptorleri yer almaktadir [1]. Memeli hicrelerindeki rapamisin hedefi
(mammalian Target of Rapamycin) olarak adlandirilan mTOR
(serin/treonin kinaz), hucrenin besin alimina goére protein sentezini
dizenleyerek hiicre gogalmasini kontrol eder [2].mTOR'un PI3K/Akt
(Protein kinaz B) sinyal yolagi etkisiyle fosforile olarak aktive oldugu
bilinmektedir. mTOR, hicrelerin gogalmasi icin gereken yollari, 6rnegin
p70 S6 kinaz (RSK) gibi ribozom biyosentezini arttirarak translasyonu
hizlandiracak mekanizmayi aktiflestirir. Buyume faktdrlerinin tirozin kinaz
reseptorleriyle (RTK) tetiklenen Akt/mTOR sistemi hlicre bluyimesindeki
etkilerine ek olarak hiicre sag kalimini ve apoptozdan korunmasini da
saglar[3]. Birgok kanser hiicre tiriinde mTOR kanser hiicrelerine normal
hicrelerden farkh olarak sag kallm yoéniinden 6énemli avantajlar saglar.
Meme kanserinde mTOR'u aktiflestiren ve onun hedefi olan molekdillerde
asir ifadelenme gérilmistir. Ornedin, Akt de ve bu yolagin kontrolunda
yer alan PTEN (Fosfataz ve tensin homologu), PIP3 gibi molekillerde
mutasyonlar saptanmistir Bu molekillere yonelik olarak ilag tasarimlari
ve uygulamalari bulunmaktadir. Ornedin, mTOR'un kanser tedavisi igin
hedef olarak secilmesi ydninde calismalar yapilmaktadir. mTOR'un

kanser tedavisi icin hedef olarak secilmesi deneysel klinik tedavi
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yontemlerinde oldukgca 6nemli bir rol almistir. mTOR inhibitérleri olan
rapamisin tlrevleri CCI-779 ve RADOO1l'in deneysel klinik tedavilerde
bircok kanser tipinde antitimoér etki gdstermistir [4]. Konvansiyonel
ilaglarla birlikte mTOR inhibisyonu MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre sag
kalimini azaltarak radyasyona duyarlihidgini arttirmistir [5] [6] [7] . Bu
tezde MDA-MB-231 hicrelerinde mTOR ekspresyonunun antisens
oligonukleotitlerle (AS-ODN) baskilanmasi icin etkin bir tasiyici sistem
olusturulmasi amaclanmaktadir. Bu amacgla, hazirlanacak altin
nanopartiktiller mTOR mRNA’sina 06zgl antisens oligonukleotitleri
hicrelere aktarmakta kullanilacaktir. Ayni sekilde mTOR igin tasarlanmis
klgUk inhibitor RNA ‘small interfering RNA (siRNA)"” ile de paralel
deneyler ylrutulecektir. Altin nanopartikllleri meme kanseri hlicrelerine
hedefleyebilmek igin bu hlicrelerde asiri eksprese olan bir diger molekiil,
transferrin  reseptdérid  secilmistir  [8]. Transferrin  kaph altin
nanopartiktllerle (AuNP) meme kanseri hlcrelerine 6zgul ve ylksek
afiniteli reseptdr ve ligant iliskisi kavramina dayanarak mTOR antisens
oligonukleotitlerini ve/veya siRNA molekdllerini hedefleyip aktarmasi

beklenmektedir.



2 GENEL BILGI

2.1 Kanser

Kanser anormal hiicrelerin kontrolsliz biylmesi ve kdken aldigi birincil
alanindan vicudun diger boélgelerine yayilmasi (metastaz) ile karakterize
olan; yayilmanin 6nlemedigi durumlarda 6limlerle sonuclanan 6nemli bir
hastalik grubudur. Bu tanimla, kanserin bir hastalik grubu oldugu ve
100'den fazla kanser siniflandirmasinin bulundugu vurgulanmaktadir.
Koken aldigi doku, timor hicrelerinin 6zelliklerini belirlemektedir.
Kanserlerin yaklasik % 85’i epitel hicrelerinde goérialir ve bu grup
karsinoma olarak siniflandirilir. Mezoderm hicrelerinden (kemik, kas,
vb.) kdéken alanlar sarkoma, glandiler (meme vb.) kdéken alanlar ise
adenosarkoma olarak anlandinlir. Tumérler, bulunduklar vicut
bolgesinden baska bir bdlgeye yayilmayan (metastaz yapmayan) iyi
huylu “benign” timoér; enkapsule halde bulunmayan, invazyon ve
metastaz Ozellikleri gosteren koétd huylu Ymalignant” timor olarak iki
temel gruba ayrilir. Iyi huylu timérler kanser 6zelligi gdstermemekle
birlikte bulunduklarn viicut bélgesine gére tedavisi zor olabilir. Ornegin;
menejiyom tipi beyin timdrlerinin alinmasi zordur.

2000 yihinda, Hanahan ve Weinberg kanser hicreleri igin tipik olan 6

temel 6zellik belirlemiglerdir [9] .

e Normal hicreler bdélinmek icin buyume faktérlerinden gelen
sinyallere ihtiyac duyarken kanser hicreleri bu sinyallerden
bagimsizdir. Blylime faktéri sinyal yolaklarinda meydana gelen
mutasyonlar sonucu kanser hicrelerinde dizensiz blyumeler
meydana gelir.

e Normal htcreler, biylimeyi inhibe eden sinyallere cevap verirken
kanser hucreleri; inhibisyon yolaklarindaki mutasyonlar ya da gen
susturulmasi sonucunda bu sinyallerden kacabilirler.

e Normal hcreler DNA hasarlarina karsi apopitoz yoluyla yok

edilirken kanser hicreleri apoptotik sinyallerden etkilenmeyebilir.



e Normal  hicrelerde, bdélinmesinin sayisini kontrol eden
mekanizmalar varken kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugunu
kontrol eden mekanizmalardaki dedisikliklerden dolayi bu htcreler
sinirsiz boliinme yetenedine sahiptir.

e Normal hucrelerin oksijen ve besin ihtiyaclari kan damarlari
aracihgiyla saglanir. Kanser hicrelerinde, anjiyogenik uyaricilar ve
inhibitorler arasindaki denge degistiginden timor sag kalimi ve
yayllmasi yeni kan damari olusumlariyla saglanir.

e Normal hicreler bulunduklar vicut bélgesinden baska yere goc
etmezken kanser hiicrelerinde genom degisikliklerinin hiicre-hicre,
hlicre- ekstraseliler adhezyon enzimleri Uzerindeki olasi etkisiyle

bu hicreler farkh vicut bdlgelerine gég edebilirler.

Hanahan ve Weinberg daha sonra yaptiklari dizenlemede bu 6zelliklere
yenilerini eklemislerdir. 1lk iki 6zellik kanser olusumuna olanak
saglayanlar olarak nitelendirilmistir. Son iki 6zelligin ise karsinogenezde
cok onemli rolleri olmasina ragmen daha fazla arastirmaya ihtiyag

duyuldugu belirtilmistir [10].

e Kanserlesmenin olusmasi cogunlukla genomik degisimlere ve
DNA onarim yolagindaki bozukluktan dolayr meydana gelen
genomik instabiliteyle iliskilidir.

e Hemen hemen bitlin timoér hicreleri inflamatuar badisiklik
hiicreleri icerir. Inflamatuar hiicreler anjiyogenezi ve invazyonu
arttiracak bilylme faktorleri ve enzimler saglayabilmeleri
yaninda mutajenik olabilecek oksijen turleri de salabilirler.

e Kontrolstz hiicre bélinmesi enerjinin ve biyosentetik 6ncullerin
artmasina ihtiyac duyar. Normal hlicrelerden farkli olarak kanser
hicreleri oksijen varliginda dahi glikolize devam ederek glikoliz
ara urunlerini biyosentetik yolaklarda kullanirlar.

e Kanser hicrelerinin bagisikhk sistemi tarafindan taninip yok

edildigi teorisine kanitlar mevcuttur. Ancak kurnaz (malign)



kanser hicreleri badisiklik sisteminden gizlenerek bagisikhik

sisteminin yikici etkisinden kagcmaktadir.

Hicreler kaltur kaplarinda temas ile biydmenin inhibe edilmesi anlamina
gelen kontakt inhibisyon sonucu tek tabakali yani ‘monolayer’ olarak
cogalir. Kanser hicreleri ise bu 6zelliklerini kaybederek; tek tabaka yerine
yidinlar halinde blylime gosterirler. Distk serum dlzeylerinde
yasabilirler ve uzun ya da yassi yerine yuvarlak morfolojiye uyum
gOsterebilirler. Normal hiicrelerde cogalma icin bir ylzeye temasin
gerekliligi (ylizey bagimli: anchorage dependent) kanser hicrelerinde

bulunmamaktadir [11].

Kanser; sigara, bulasici mikroorganizmalar, sagliksiz beslenme gibi dis
faktorlerin yaninda genetik mutasyonlar, hormonlar ve yetersiz bagisiklik
sistemi kosullari gibi i¢ faktérlerden de kaynaklanabilir [12]. Sigara icmek
karsinogenezin temel risk faktorlerindendir. Cunkd tatin ve katran;
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitrozaminler ve diger promoterler gibi
tam anlamiyla bir kanserojen karisim icerir [13] .

Alkol, kanser olusumunda eskarsinojen (kokarsinojen) olarak etki eder.
Es karsinojenler karsinojenlerin etkisini aktive eden ya da arttiran ve
mutajen ya da promoter olan molekdillerdir. Promoterler ise hlicrede
mutasyon olsun veya olmasin hlcre bélinmesini uyaran farklilasma ve
apoptoz indiklenmesinde yetersizlige neden olan molekdillerdir. Es
karsinojen bir madde olarak alkol, glutatyon gibi detoksifiye edici
maddelerin azalmasina ve karsinojen Oncillerinin  karsinojenlere
déndsmesine neden olan hepatik sitokrom P450 2E1’in uyarilmasina

neden olur [14] .
2.2 Meme Kanseri

Meme kanseri diinya capinda akciger kanserinden sonra en yaygin
goérilen kanser turidir ve kanserden kaynakl kadin élimlerinin de en
onemli sebeplerindendir. Meme kanserinin etkisi giderek artmakta ve
diger kanser tirlerini de gegmektedir [15].Meme kanserinin

heterojenitesi tani ve tedavi asamalarinda zorlayici etki yapmaktadir.
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Ozellikle 3l negatif meme kanserlerini tanimlamak zordur. Bu
timorlerde her2, 06strojen reseptdri ve progesteron reseptéri
ekspresyonu yoktur dolayisiyla her2 hedefleme tedavilerine ve hormon

tedavilerine cevap vermezler.

Meme, st yapan meme bezlerinden ve siti meme basina tasiyan ince
kanallardan olusur. Meme dokusu ayrica yag, bag doku, lenf nodlari ve
kan damarlar icerir. Meme kanserinin en yaygin tlrta duktal karsinoma
kanal hicrelerinde baslar. Ayni zamanda meme kanseri sit bezlerinde
baslayabildigi gibi memenin diger dokularinda da meydana gelebilir.
Invaziv meme kanserleri kanal ya da bezlerde baslayarak etraftaki

dokulara yavyilir.

Ostrojen bircok meme kanserinde merkezi rol oynar. Ostrojen hiicrelere
cok kiguk derisimlerde etki eder. Hicre igerisinde 06zgul Ostrojen
reseptorlerine baglanarak hizl codalmayi ve farklilasmayi uyarir. Hicre
cogalmasinin hizl olmasi DNA onariminin yetersiz kalmasi ve dolayisiyla

DNA hasarina ve mutasyonlara sebep olur.
2.2.1Risk Faktorleri

Meme kanseri tek bir basit nedenle agiklanamaz. Nedenler yerine risk

faktorleri ele alinmalidir.
Biyolojik risk faktorleri ;

e Ostrojen: hiicre bélinme oranini arttirdidi icin dstrojen reseptér
yanith timarlerin biyimesine neden olur.

e Yas: yas ilerledikge DNA mutasyonlari birikir ve mutasyona bagh
kanser riski artar [16]. Bunun yaninda kadinlarda progesteron
seviyelerinin dismesiyle progesteronun meme timadria baskilayic
etkisi azalir.

e Cinsiyet: kadinlar yasam boyu 6strojene daha ¢ok maruz kalirlar.
Menapozdan sonra da yag dokusu 6strojen icin ana kaynak haline
gelir [17].



Gebelik: gencg yaslarda cocuk sahibi olan kadinlarda meme kanseri
riski azalir. Gebeligin hormon reseptér pozitif hiicrelerin oranini ve
kanserle ilgili genlerin ekspresyonunu azalttigi disinidlmektedir.
Aile 6ykuslU ve genetik faktoérler: genetik yapr meme kanserleri
lizerinde %20-30 etkilidir [18]. Ornedin, BRCA genini etkileyen tek
gen mutasyonlari % 5-10 oraninda meme kanseriyle sonuglanir.
BRCA mutasyonu tasiyan ebeveynlerin bu geni cocuklarina aktarma
olasiliklari % 50dir. BRCA1 ve BRCA2 genleri timor baskilayicidir,
bu genlerde meydana gelen bozukluk htcreleri mutasyona daha
yatkin hale getirir sonunda kanserli hiicre meydana gelir [19].
Benign meme hastaligi: kanserli olmayan memede bulunan kistler

meme kanseri gelistirme riski tasir [20].

Cevresel faktorler;

Kilo: obezite vicutta yluksek dstrojen seviyesiyle ilgilidir. Yuksek
Ostrojen seviyesi ise meme hucresi blylimesi ve bdlinmesini
arttinr [21].

Alkol kullanimi: alkol metabolizmasi sonucu oksijen iceren reaktif
molekdller olusur. Bu reaktif molekdller hlcre proliferasyonunu
arttirarak sonucta meme kanserine neden olabilir. Ayrica alkol
metabolizmasi sonucu olusan asetaldehit kanserle ilgili DNA
hasarini indukleyebilir [22].

Iyonize radyasyon: radyasyon DNA hasarina ve mutasyonlara
neden olmaktadir [23].

Kanserojenler: dioksinler, poliklorin hidrokarbonlar ve titln

dumanina maruz kalma meme kanserine neden olmaktadir [24].

2.2.2 Siniflandirma

Meme kanseri klinik ve genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Bu

heterojeniteyi duzenleyebilmek ve belli bir standart olusturmak amaciyla

meme kanseri siniflandirmalari gelistirilmistir. Bu siniflandirma semalari



ilerleyen zamanlarda hastaligin tedavisini ve seyrini belirlemek amaciyla

kullanilan bir arag haline déndsmustir[25].

Meme Kanseri

In situ karsinom Invasiv karsinom

; ) Tubuler
Invasiv

lobiler

Duktal Miisindz

infiltre
duktal Medullar

Sekil 1. Meme kanserinin histopatolojik siniflandirilmasi

2.2.2.1 Histopatolojik Siniflandirma

Genel olarak meme kanseri in situ ve invaziv karsinoma olarak ikiye
ayrilir. In situ meme kanserleri bazal membrani asmayarak sadece
gelistigi bodlgede kalirken invasiv kanserler gelistigi bodlgeden bazal
membrani asarak baska viicut bélgelerine metastaz yaparlar. In situ
meme kanseri, blyime modellerine ve sitolojik dzelliklerine gére duktal
ve lobuler karsinoma olarak iki gruba ayrilir. in Situ Duktal Karsinoma
(DCIS) 1In Situ Lobuler Karsinomadan (LCIS) daha yaygindir. Duktal



karsinoma ise, yapisal 6zelliklerine gore papiller vb. gibi 5 adet alt gruba
ayrilir. Bu siniflandirma semasinda, hastaligin prognozunun énemli bir
kaniti olan molekller markirlar (belirtecler) dikkate alinmayip yalnizca

histoloji esas alinmistir.

Meme koruyucu cerrahinin gelisimiyle birlikte hastaligin niksetmesi ya da
ilerlemesi ile ilgili kesin bilgiler daha da énem kazanmistir. Bu ihtiyaclar
sonucunda dstrojen reseptdrtd (ER), Progesteron reseptérd (PR), ErbB2
( Her2/neu) onkogenleri ve p53 gibi molekuler belirteclerle yapilan birkac
yeni siniflandirma ortaya cikarilmistir. Bu belirteclerin duktal karsinoma
in situ igin rutin olarak kullanilmasi klinikte genis gapli olarak kullanilmasa
da, ‘National Comprehensive Cancer Network”, DCIS tetkiklerine ER

durumu incelenmesini de eklemistir.

Invaziv karsinomalar da, in situ karsinomalara benzer sekilde histolojik
alt tiplere ayrilan heterojen bir gruptur. Temel invaziv tiumoér tipleri:
infiltratif duktal, invaziv lobuler, duktal/lobller, musin6z, tubdller,
meddlller ve papiller karsinomadir. Bu alt tiplerden infiltratif duktal
karsinoma (IDC), invasiv lezyonlarin %70-80'ini olusturur. IDC ise
ntkleer pleomorfizm, glanduller/ tibul formasyonu ve mitotik indeksine
gore; iyi diferansiye (evre 1), orta diferansiye (evre 2) az diferansiye

(evre 3) olmak Uzere 3 alt gruba ayrilir.

DCISIn aksine ER, PR, ve HER2/neu gibi molekiler belirtegler dzellikle
IDC icin kabul edilmekle birlikte butlin invasiv karsinomalarda bu
belirteglerin durumlarinin incelenmesi tavsiye edilmektedir. Bu timoér
belirteglerinin durumlar hastalarin tamoksifen, aromataz inhibitért gibi
hedeflenmis tedaviler icin uygunluguna karar vermede rehber olarak
kullanihr.



2.2.2.2 Molekiiler Siniflandirma

Meme Kanseri

Claudin

Luminal B
Low
Her2 pozitif Luminal A
BBazaI . Normal
enzeri Meme
Benzeri

Sekil 2. Meme kanserinin molekuler siniflandiriimasi

Meme kanseri icin yapilan siniflandirmalar prognostik dedere sahip olsa
da bu siniflandirmalarda molekliler komponentlerin  bulunmamasi
tedaviye cevap verecek hedeflenmis uygulamalarin kullaniimasini
engellemektedir. Bu sorunlar géz 6nitne alindiginda meme kanserinin
cesitli molekdiler alt gruplara ayrilmasi dogru bulunmustur ve su sekilde
bir siniflandirma yapilmistir: bazal benzeri, ErbB2+, normal meme
benzeri, luminal A ve luminal B [26]. Daha sonra bu alt gruplara ‘Claudin-
low” sinifi eklenmistir. Bazal benzeri/ Ggli negatif ( ER-/PR-/ErbB2-) alt
tipleri genellikle koétl prognoz gosterirken molektler alt gruplarin sag
kalim tahminleri bayutk farkhlar gdsterir [27]. Meme kanseri molekuler

sinifllandiriimasinda temel olarak &strojen reseptért pozitif ve negatif
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ayrimi yapilmaktadir. Ostrojen reseptérii pozitif kanserler luminal

gruplardir. Diger gruplar ise ostrojen reseptdrt bulundurmayip her 2

reseptdériinin ve diger molekiler markirlarin varligi/yokluguna goére

siniflandirilir.

Luminal A: invaziv meme kanserlerinin % 50- 60’in1 olusturan bu
alt tip, 6zellikle meme kanali liminal epitelyumunda eksprese olan
ER transkripsiyon faktéri tarafindan aktive edilen genlerle
belirgindir. Hucre proliferasyonu ile ilgili genler disik oranda
eksprese edilir. Luminal A'nin histokimyasal profili; ER, PGR, Bcl-2
ve sitokeratin CK8/18 ekspresyonu, HER2 ekspresyonu
bulunmayisi, Ki67 ile élciilen diisiik proliferasyon orani ve diisiik
histolojik asamayla ifade edilebilir. GATA 3 belirteci ise yliksek
seviye luminal A alt grubunda sunulabilir. Prognozu iyi olan bu alt

tipin niksetme orani diger alttiplerden gok disuktir [28].

Luminal B: invaziv meme kanserlerinin % 10- 20’sini olusturan bu

grup; yuksek proliferatif indeks ve kétlu prognozla luminal A meme
kanserinden daha agresif bir fenotipe sahiptir. Karaciger ve kemik
gibi dokularda yliksek oranda niiksetme 6zelligi gosterir. Luminal A
ve B alttipleri arasindaki fark temel olarak MKI67 ve siklin B1 gibi
proliferasyon genlerinin ekspresyonunun, EGFR ve HER2 genlerinin
de sikca ifade edildigi luminal B alt tipinde artmis olmasindan
kaynaklanir. Luminal A ve B immiunohistokimyasal agidan
incelendiginde aradaki farkin KI67 protein ekspresyonundan
kaynaklanabilecegdi anlasiimistir [29]. Luminal A tipi ER+/HER2- ve
dusuk Ki67 olarak tanimlanirken luminal B tipindeki tGmoérler
ER+/HER2- ve vyiiksek Ki67 ya da ER+/HER2+ olarak
tanimlanmistir. Luminal B meme kanseri tedavisi icin PI3K/
AKT/mTOR sinyal yolaginin gesitli asamalari igin inhibitér molekdller
tasarlanip denenmektedir [30].

Her2 pozitif: bu alt tip her2 geni ve her2 yolaklariyla ilgili genlerin

yuksek oranda eksprese edilmesiyle karakterizedir. Hicre
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proliferasyonuyla ilgili genler asin ifade edilmektedir. her2 geni
herl, her2, her3 ve her4 olmak lzere 4 tane Uyesi olan blylume
faktdéri gen ailesinde yer alir; hicre blylumesi, bélinmesi ve
cogalmasinda rol oynar. Normal kosullarda her 17. kromozomda bir
her2 geni bulunurken, meme kanseriyle birlikte bu genlerin ek
kopyalari Gretilmeye baslanir yani gen gulgclenir, amplifiye olur. her2
geninin aktive olmasi ras/raf/ MAPK ve PI3K/akt yolaklarini aktive
ederek timor blylumesinde gbrev yapan genlerin
transkripsiyonunu arttirir. PI3K/ AKT yolaginin aktivasyonu ile
hicre proliferasyonu icin gerekli proteinlerin sentezi artar ve
apoptoz inhibe olur. her2 pozitif timarler ylksek proliferatif 6zellik
gbsteren, yaklasik % 75'i yuksek evrede, yaklasik % 40" p53
mutasyonuna sahip bir alt tiptir. her2 pozitifligi liminal B'den daha
kuvvetli olan bu alt grup cogunlukla yliksek evreli invaziv duktal
karsinoma olarak karsimiza ¢ikan agresif timoérlerdir [31].

Bazal Benzeri: bazal benzeri alt tipi toplam meme kanserlerinin

% 10-20 sini olusturur. Normal meme miyoepitel hlcrelerinde de
sunulan yiksek molekiler adirlikh sitokeratinler (CK5,CK14ve
CK17), p-kaderin, kaveolinl ve 2, nestin, CD44 ve EGFR genlerinin
eksprese olmasindan dolayi bu sekilde isimlendirilmistir. ER/ PR /
her2 genleri eksprese olmaz (Ulgllu negatiflik). Ayni zamanda bu alt
tip luminal karsinomadan az olmak tGzere CK8/18 ve kit gibi [iminal
epitelin tipik genlerini de eksprese eder. Klinik olarak tanida buyuk
timor boyutu, ylksek histolojik evre ve lenf digimi tutulumu ile
tanimlanir [32]. Bazal benzeri timoérler kemoterapiye iyi yanit
vermelerine ragmen, ilk 3 yilda niksetme oranlarinin ylksek
olmasiyla birlikte prognozlari liminal timdrlerden kétudur. Bazal
benzeri timodrler yaygin p53 mutasyonlarindan dolayi agresiftir ve
kotl prognoz gdsterir. Mutasyon ya da epigenetik mekanizmalarla
BRCA1 tumoér baskilayici geninin islevinde meydana gelen
yetersizlik sonucu bazal benzeri timorlere egdilim gelismektedir.

BRCA1 geni DNA onarim mekanizmalarinda kritik rol oynar ve bu
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genin inaktivasyonu DNA da meydana gelen hatalarin birikimine ve
genetik instabilite sonucu timodr blylumesine yol acar [33].
Ozellikle icli negatif tiimérler icin gelistirilen PARP (poli-ADP-
ribozpolimeraz 1) inhibitérleri bu timadrlerin tedavisinde 6nemlidir.
PARP-1 DNA onariminda goérev alan bir enzimdir. PARP
inhibitorlerinin etkisi iki sekilde olabilir: 1) DNA zincir kiriklari
nedeniyle homolog rekombinasyonun yetersiz kalmasi sonucu
hicre 6limu gercgeklesir. 2) Tumor hicreleri DNA hasarina duyarli
hale gelir[34] .

Claudin low: Meme kanseri molekuler siniflandirmalarina daha

sonradan bu alt tip eklenmistir. Claudin-3,-4,-7 cingulin, okludin ve
e-kaderin gibi intraseliiler adhezyon ve siki baglanti genlerinin
disuk ekspresyonuyla belirgindir. Bazal benzeri timoérlere benzer
olarak didsuk her2 ve luminal gen ekspresyonu gdéstermelerinin
yaninda badisiklik sistem yaniti ile ilgili 40 genin asin
ekspresyonuyla bu gruptan faklidir. Bu grupta her ne kadar hiicre
proliferasyonuyla ilgili genlerin ekspresyonu disuk olsa da prognoz
kotadir. Diger yandan mezenkimal farklilasma ve epitelyal-
mezenkimal gegis ile yakindan ilgili genlerin asiri ekpsresyonu séz
konusudur. Bu 6zellikler kanser kdk hicresi fenotipiyle yakindan
iliskilidir. Morfoloji olarak metaplastik ve mediller benzeri yapi

gbsterirler [35].
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Tablo 1. Meme kanserlerinin siniflandirilmasi [36, 37]

Liminal A Liminal B her2/ neu Bazal Benzeri

Gen Liminal Laminal her2/neu Bazal epitelyal

ekspresyon | (dustk sitokeratinlerin | ylksek genlerin ve

profili molekdl ekspresyonu , | ekspresyonu | bazi
agirhklr) hormon ve ER ve |sitokeratinlerin
sitokeratinlerin | reseptorleri ve | iliskili yuksek
ekspresyonu, iliskili genlerin ekspresyonu,
hormon reseptdrlerin disuk ER ve iligkili
reseptorleri ve | orta-dlsuk ekspresyonu | genlerin dlsuk
iliskili genlerin | ekspresyonu ekspresyonu,
yuksek her/neu disuk
ekspresyonu ekspresyonu

ER +4++ + - -

PR +++ +/- - -

HER2 - +/- + -

Bazal - +/- +/- +

belirteg

Molekuler Liminal Liminal GRB7, Bazal

yolaklar sitokeratinler, | sitokeratinler, | TOPO2A, sitokeratinler,
CCND1,TFF1, | CCND1, GATA4; TP53 | TP53
GATA3 TFF1,GATA3; mutasyonlari | mutasyonlari,

TP53 BRCA1 yolagi
mutasyonu
Proliferasyon | Dusuk Yiksek Yiksek Ylksek
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Histolojik Tubuler Invasiv duktal | Yiiksek Yiksek
karsiligi karsinom, karsinom dereceli dereceli
Kribriform kar. | Mikropapiller invaziv duktal | invasiv duktal
Dusuk dereceli | karsinoma karsinoma karsinoma
Invasiv duktal Metaplastik
karsinoma, karsinoma.
Lobuler Medullar
karsinoma karsinoma
Tedaviye Endokrin Tamoksifen ve | Genellikle Genellikle kétl
cevap tedavi ve | aromataz kotu prognozludur.
kemoterapiye | inhibitorleri prognozludur, | Platinum
cevap verir. En | gibi endokrin | antrasiklin grubu
iyi  prognozlu | tedavilere ve | grubu kemoterapiye
gruptur. kemoterapiye | kemoterapiye | ve PARP
cevap luminal | cevap inhibitorlerine
A kadar iyi | verebilir. duyarlidir.
olmayabilir.
Prognozu
I[GdminalA kadar
iyi degildir.
2.3 mTOR ( Mammalian Target of Rapamycin )
mTOR; Streptomyces Hygroscopicus bakterisi tarafindan Uretilen

antiproliferatif 6zelligi ile dikkat gcekmis olan rapamisin ya da sirolimus
isimli makrolidin hedef molekllidur. Doksanli yillarda, TOR1 ve TOR2
tomurcuklanan mayalarda rapamisinin toksik etkisinin aracisi olarak
tanimlanmistir. Antifungal 6zelliginin yaninda rapamisinin belirgin bir
sekilde hiicre bliylumesini ve gcodgalmasini inhibe etmesi bu molekili hiicre
blylmesi kontrol calismalarinda dederli bir arac haline getirmistir. Kisa
bir siire sonra da memelilerde yapilan kimyasal incelemeler sonucu

mTOR’un, rapamisinin fiziksel hedefi oldugunu gostermistir [38].
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mMTOR fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) iliskili kinaz ailesine ait olan ve
MTORC1 (mTOR iceren kompleks 1) ve mTORC2 (mTOR iceren kompleks
2) isimli iki farkli kompleks formuna dénlismek igin cesitli proteinlerle
etkilesen bir serin-treonin kinazdir. Her iki kompleks de buyuk olmakla
birlikte mTORC1 6, mTORC2 7 protein bilesenine sahiptir. Bunun yaninda
katalitik mTOR alt Unitesini, mammalian lethal with sec- 13 protein (
mLST8, GbL olarak bilinen), DEP bdlimu iceren m-TOR etkilesme proteini
(DEPTOR) ve Ttil/Tel2 kompleksini paylasirlar [39]. Komplekslerin farkl
protein yapilarinin yani sira, rapamisine karsi hassasiyetleri, bir dnceki
basamaktan aldiklari sinyaller, etkiledikleri substratlar ve kontrol ettikleri

biyolojik slirecgler dedisiklik gosterir.
2.3.1 mTORC1 ve Etkilestigi Molekiiller

mMTORC1 rapamisine karsi hassas olmakla birlikte; bUylume faktoérleri,
genotoksik stres, enerji durumu, oksijen ve amino asitler gibi hucre
blylimesi ve cogalmasinda etkili olan 5 temel sinyalle etkilesir [40].
Bunlarin aminoasit disinda hepsi TSC1 (tuberous sclerosis 1, diger adiyla
‘Hamartin’ ) ve TSC2 (tuberous sclerosis 2) proteinlerinin aktivitesini

kontrol ederek mTORC1 aktivitesini dizenlerler [41].

TSC1 ve TSC2 Rheb (ras homolog enriched in brain, Rheb geni tarafindan
kodlanan GTP badglayici protein) GTPaz igcin GTPaz aktive edici protein
(GAP) olarak gorev yapar [42]. GTP bagl Rheb proteini mTORC1 ile
etkilesip onun kinaz aktivitesini uyarir. TSC1-2 Rheb proteinini GDP bagh
inaktif haline donustlirerek mTORC1 aktivitesini negatif olarak dizenler
[43]. Bluyume faktorleri TSC1-2’ nin aktivitesini engelleyip mTORC1'i
aktive ederken genotoksik stres, enerji acigi, oksijen azligi gibi durumlar
ters etki yaparak mTORC1'i inhibe eder [44].

Insilin ve insiilin benzeri biiyiime faktérleri (IGF ler), PI3K ve ras yolagini
aktive eder[45]. Bu yolaklarda efektdr kinaz olarak gérev yapan protein
kinaz B (akt/ PKB), ekstraseliller sinyal dlzenleyici kinaz 1/2 (ERK 1/ 2
) ve ribozomal S6 kinaz (RSK 1) TSC1/2 kompleksini fosforilasyon yoluyla
inaktive ederek mTORC1'i aktiflestirir [46]. Tumér nekroz faktori-a
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(TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinler blyime faktérlerine benzer bir
mekanizmayla mTORC1'i aktive eder. IkB kinase B (IKKb) TSC1'i fosforile
ederek bu kompleksin inhibe olmasina neden olur [47]. Hlcre blayimesi,
cogalmasi ve gelismesinde temel dlizenleyicilerden biri olan Wnt sinyal
yolagi normalde TSC1/2 proteinini aktive eden glikojen sentaz kinaz 3b
(GSK3-b)'I inhibe ederek mTORC1 aktivasyonunu sadlar [48]. Blyime
faktéri uyarimlarina benzer olarak, disltk enerji ve oksijen seviyeleri,
DNA hasarn gibi bircok stres faktdéri de TSC1/2 lzerinden mTORC1i
etkiler. Hlcrede hipoksi ve disuk enerji durumlarina cevap olarak
adenozin monofosfat aktive protein kinaz (AMPK) tarafindan TSC2'nin
GAP aktivitesi arttirllarak mTORC1 inhibisyonu gergeklestirilir. Hipoksi
ayni zamanda TSC2'nin fonksiyonlarini arttiran REDD1 (regulated in
development and DNA damage response, DDIT4) proteininin
ekspresyonunu indlkler [49]. DNA hasari da TSC2 ve PTEN (fosfataz ve
tensin homologu ) ekspresyonunu uyaran; p53 bagimli transkripsiyona

gereksinim duyan birgok mekanizma ile mTORC1’e sinyal iletir [50].

Lésin ve arjinin gibi aminoasitler de mTORC1'i aktive edebilir ve MTORCL1'i
aktive eden bilylume faktorleri sinyalleri igin de gereklidir [51].
MTORC1'in aminoasit bagimli aktivasyonu igin Rag GTP az’larin gerekli
oldugu anlasiimistir [52]. Memeliler, Rag A ya da Rag B ile Rag C ya da
Rag D iceren heterodimerler halinde Rag A’ dan Rag D’ye kadar 4 cesit
Rag protein formuna sahiptirler. Heterodimerlerin iki Uyesi nukleotit
baglama bdlgelerinde karsilikli  bulundugu icin Rag A/B GTP'ye
baglanirken Rag C/D GDP’ye baglanir. Bilinmeyen bir mekanizma yoluyla
aminoasitler, heterodimerlerin mTORC1 in raptor bileseni ile etkilestiren
GTP ile Rag A/B nin baglanmasini saglar [53]. Bu etkilesim sonunda
mTORC1 sitoplazmadan Rag GTPazlarin regulatér isimli yapinin Gzerinde
bulundugu lizozom ylzeyine yerlesir [54]. Rag GTPazlar gibi regulator

yapl da mTORC1'in aminoasitlerle uyarimi igin gereklidir.

17



2.3.2 mTORC1’in Subsratlari ve Hiicresel Fonksiyonlari

Blylime faktorleri ve besinler (6rnegin aminoasitler, enerji ) mTORC1
bagimli olarak gerceklesen protein sentezi, hilicre kitlesinde ve
boyutunda artis (hicre blytmesi), proliferasyon ve hiicre metabolizmasi
gibi slrecleri uyarir [55]. Bu durumun aksine bahsedilen faktérlerin
yetersizligi ya da hicrelerin strese girmesi durumunda suboptimal
hiicresel kosullara uyum sadlamak icin mTORC1'in aktivitesi azaltilir.
Indirgenmis mTORC1 sinyal seviyeleri hiicrelerin besin yetersizligi
durumunda hicresel yapilar parcalayip kucgik molekullere cevirmek
suretiyle sag kalim siiresini uzatip degredatif bir stireg olan makrootofajiyi
uyarir. TORC1 mayalarda ve memelilerde, mTORC1'in ribozomal RNA ve
ribozom proteinlerinin transkripsiyonunu arttirma vyoluyla ribozom

biyogenezini uyarir [56].
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Biiyiime Amino
Faktorleri asitler

Sekil 3. mTORC1'in hicre blyimesi ve proliferasyonundaki etkisi
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Bliyiime faktorleri

Sekil 4. mTORC2'nin hiicre proliferasyonuna ve canliligina etkisi

S6 kinazl (S6K1) ve 4E-BP1 (6karyotik translasyon baslama faktori 4E
baglayici protein), raptor-mTOR’a baglandigi bilinen memeli proteinleridir
[57]. Raptor-mTOR S6K1l‘in AGC aiesinden kinazlarla korunmus
hidrofobik kismi ile fosforile ederek aktivasyonunu sadglar.

Raptor mTOR sinyal yolagindaki S6K1 (ribozomal S6 protein kinaz) ve
4EBP1 (Okaryotik translasyon baslama faktorl 4E badlayici protein ) gibi
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alt hedeflere baglanarak mTORCL1 ile etkilesimlerini saglar [58]. mTOR
sinyal yolaginda S6K1‘in hidrofobik motifi (thr389) ve 4EBP1‘in farkli
alanlarinin (Thr37/46, Thr70, Ser65) mTOR/Raptor aracili fosforilasyonu
gerceklesir[59]. Raptor proteininde meydana gelen bir mutasyon 4EBP1’e
baglanmayr ve mTORC1 aracih 4EBP1 fosforilasyonunu engeller. Bu
durum da, mTORCI1 sinyal yolaginda raptor-4EBP1 etkilesiminin ne kadar
onemli oldugunu go6stermektedir. Besin ve bilylime faktori
yetersizliginde raptor-mTOR etkilesimi artar.

Hicre blyumesi, hiicre dénglisii asamalari, hiicre cogalmasi gibi olaylar
TORC1'in fonksiyonlarindandir [60]. mTORC1’e bagl olarak kontrol edilen
hicre boyutu organlarin ve organizmalarin boyutunu belirler.
mTORC1,S6K1'i fosforile ederek yoluyla ribozomal proteinlerin
ekspresyonunu saglar[61]. Diger taraftan, 4EBP1'i fosforile ederek eLF4E
(Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E) tzerindeki inhibisyon etkisini
ortadan kaldinir. Siklin-D1,c-myc, Bcl-2, Bcl-XL, VEGF gibi proteinlerin
ekspresyonunu saglar.

MTORC1 mekanizmasi yoluyla hiicre bliylimesi ve ¢odalmasinin inhibe
edilmesi tamamen anlasilamamis olsa da, protein sentezinin azalmasina
baglanmaktadir. Kisacasi mTORC1 sinyal yolaginin en iyi tanimlanan 2
substrati olan S6K1 ve 4EBP1 translasyonda rol oynamaktadir [62]. S6K1
inaktivasyonu mRNA bashgdi 5-metilguanozinde bulunan elF3 translasyon
baglatict kompleks ile iliskilendirilmektedir. mTORC1 translasyonu
arttirmak igcin S6K1'i fosforile ederek elF3 kompleksini aktiflestirir [63].
S6K1’in subsratlari, translasyonun kontrolinde goérev alan ribozomal
protein S6, elF4B, eEF2K (eukaryotic elongation factor 2 kinase ) PDCD4
(programmed cell death 4),CBP80 (cap-binding protein of 80 kDa) ve
SKAR (S6K1 Aly/REF-like target) gibi proteinleri icerir. 4EBP1, mRNAS5-
cap’ a baglanan baslatici faktér elF4E baglanip inhibe ederek translasyon
baskilayici olarak goérev yapar. 4EBP1 mTORC1 araciligiyla fosforile
edilince elF4E’ den ayrilir ve bu yapi Uzerindeki inhibitér etkisi ortadan
kalkar. elF4E, elF4AG ve elF4A ile birleserek translasyon bagslatici
kompleksi olusturur [64].
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mMTORC1 ayrica transkripsiyonel peroksizom proliferatér-aktive reseptoéri
ve sterol dilzenleyici element bagdlayici proteinleri aktive ederek
lipogenezi uyarir. Sonuc¢ olarak mTORC1 protein ve lipit sentezini kontrol

ederek hicre biyuimesinde gérev alir [65].
2.3.3 mTORC2 ve Etkilestigi Molekiiller

mMTORC1’e gbre daha az bilinen metabolik yoldur. mTORC2 besinlere karsi
duyarsiz olmasina ragmen insilin gibi bliyime faktorlerine cevap verir.
mTORC2 akt, serum ve glukokortikoid indiklenmis protein kinaz 1
(SGK1) ve protein kinaz C-a gibi AGC alt familyasina ait kinazlari kontrol
eder. Akt gesitli yapilarin fosforilasyonu yoluyla metabolizma, canllik,
apoptoz, bliiyime ve c¢odalma gibi bircok hlicresel asamada rol oynar.
mMTORC2 akt'yi hidrofobik motifinden (Ser473) fosforile ederek aktive
eder [66]. mTORC2 hicre iyon transferi ve blylimesinde goérevli SGK 1’i
aktive eder.

mTORC2 tarafindan aktive edilen bir diger AGC kinaz ise PKC-a’dir.
mMTORC2 PKC-a uyarimiyla hicre aktin iskeletini etkileyerek htcre seklini
kontrol eder [67].

2.3.4 Kanserde mTOR Sinyal Yolaginin Rolii

Gilncel arastirmalarin  sonuglari mTOR sinyal yoladinin kanser
patojenitesindeki ©6nemini vurgulamaktadir. mTORC1 ve mTORC2
tarafindan kontrol edilen PI3K sinyal yoladi insan kanserlerinde
mutasyona ugramis haldedir. mTORC1 tarafindan aktive edilen p53’ln
azhdi bircok kanserde gérilen bir durumdur [68]. Ayrica bazi kanserlerde
mMTOR kompleksi tarafindan kontrol edilen Tsc1/2, serin tireonin kinaz 11
(Lkb1), PTEN, ndérofibromatozis tip 1 (Nfl) gibi proteinleri kodlayan
genlerin mutasyona udgradigi gortlmustir [69]. mTOR sinyal yolunun
onkojenik aktivasyonu kanser hicrelerinin blylmesini ve g¢ogalmasini
saglayan prosesleri indlikler. mTORC1 tarafindan kontrol edilen 4E-
BP1/elF4E seviyeleri timor olusumunda merkezi bir rol oynamaktadir.
4EBP1/2 azhdi sonucu aktive olan translasyon, hiicre doénglsi ve

cogalmasini destekler. Ayrica 4E-BP1/elF4E Akt sinyalinin onkojenik
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etkisi mMRNA translasyonu, hiicre bliyumesi ve tumoér ilerlemesi gibi
hiicresel olaylari kontrol eder [70]. elF4E, hicre canhhdi, hicre
déngilsunin ilerlemesi, anjiyogenez, enerji metabolizmasi ve metastazi
dizenleyen proonkojenik proteinlerin sentezlenmesi icin gerekli olan
mMRNA translasyonunu etkiler. mTOR aktivasyonuyla artan ribozom
biyogenezi hiicre cogalmasini destekler.

Kanser hucrelerinde lipid sentezi artigi tipik bir belirtidir ve bazi hlcreler
zar olusumu icin yad asitleri sentezlemek zorundadir. PI3K sinyali
prolipojenik faktor SREBP1 aktivasyonunu saglar ve mTORC1 onkojenik
ve blUyume faktdérl sinyallerinin SREBP1’e gegisinde goérev alir [71].
SREBP1, lipogenez ve nukleotit biyosentezi icin gerekli olan riboz-5
fosfatin olustugu pentoz fosfat sinyal yolagi bilesenlerinin ekspresyonunu

da etkiler.
2.3.5PI3K /Akt Sinyal Yolagi

Fosfotidilinositol-3 kinazlar (PI3K) lipid kinaz ailesini olustururlar. Inositol
fosfolipidlerin inositol halkasinda 3" OH grubunu fosforile ederek ikincil
mesajci fosfotidil inasitol-3,4,5-trifosfat’i(PI-3,4,5-P3) olustururlar. Akt
bu fosfolipidlerle etkilesime gecerek membran i¢ zarina yerlesir ve burada
PDK1 ve PDK2 tarafindan aktive edilir. Akt, aktive olarak hiicre canlihgi,
hicre ddngusu prosesleri ve hlcre buyumesinde goérev alan cesitli

subsratlari kontrol eder [72].

Akt, timor bdyimesi ve anjiyogenezde temel dlzenleyici olarak goérev
alir. Hayvanda yapilan bir calismada, Akt'nin siRNA teknigiyle inhibisyonu

yumurtalik timdérinin bayumesini ve anjiyogenezi engellemistir.

mTOR ise Akt tarafindan kontrol edilir ve protein sentezi, hicre
proliferasyonu, timor blylmesinde gbrev alir. Rapamisin ve analoglar
(CCL-779, RADO001,AP-23573) mTOR aktivasyonunu FK506-bagdlayici
proteine badlanarak inhibe eder [73]. Yapilan calismalara gére bu
bilesenler geleneksel olarak kullanilan kemoterapi aracglariyla sinerjistik
olarak calisir ve timoér bayumesini inhibe eder. Akt mTOR’u ve P70 S6K1’i

aktive ederek tumoér bldyumesini dizenler. Dolayisiyla kanserde PI3K,
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Akt, mTOR ve p70 S6K1 inhibisyonu PI3K/Akt'nin aktivasyonunu inhibe
eder. Bu sinyal yolagi normal hicrelerde hiicre proliferasyonu ve

canhliginda goérev alir [74].

2.4 Transferrin ve Reseptori
2.4.1 Transferrin

Transferrinler 80 kDA molekdiler agirlikta olan 679 aminoasitlik diziden
olusan demir baglayici buyik glikoprotein ailesidir. Transferrinin temel
olarak 3 cesidi vardir. Serum transferrini kanda, amniyotik sivida,
serebrospinal sivida, lenf ve sut gibi yapilarda bulunur [75]. Ovo
transferrin kuslarda ve sdringenlerin yumurta salgilarinda bulunur.
Laktoferrin ise sltte, gdzyasinda, tikrikte ve diger salgilarda bulunur.
Serum transferrini hiicrelere ve dokulara demir saglamakla gorevlidir.

Transferrin polipeptit zinciri yapisal olarak benzer fakat gérev olarak farkli
olan N- ve C- lob olarak tanimlanan 2 homolog yaridan olusur. 2 lob kisa
bir peptid ile baglanir [76]. Her iki lob da demir baglayan bdlgelere
sahiptir. Metal baglanma bdlgesinde Fe+3, trozinden gelen 2 Oksijen,
histidinden gelen 1 nitrojen, aspartik asitten gelen 1 oksijen ve sinerjist
anyon olan karbonattan gelen 2 oksijenle olusan oktahedral yapi ile
koordine edilir. Bu yapi ile transferrinin her 2 lobuna 2 tane Fe+3’ in
ylksek ilgiyle baglanmasi saglanir. pH 7.4'te transferrin iki adet Fe+3
(ferrik demir) ‘i baglayip transferrin reseptériine baglanir ve daha sonra
PH'nin diasmesiyle konformasyonel degisiklige ugrayan transferrin
sayesinde demir salinir. Bikarbonat demirin transferrinin spesifik
bélgesine ylksek affiniteyle baglanmasi icin gereklidir ve ayni zamanda
demirin salinmasinda da gorev alir. Transferrin, demiri tutarken ve
salarken konformasyonel degisiklige ugrar bu durum transport protein

reseptdérinin segici olarak tanimasinda énemli rol oynar [77].
2.4.2 Transferrin Reseptorleri

Insan transferrin reseptorii 1 (TfR1): yaklasik 90 kDa molekiiler agirlikta

olan 2 6zdes monomerden olusan transmembran proteinidir. Monomerler
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Cys89 ve Cys 98 ‘de 2 disdilfit bagiyla baglanir. NH2 -terminal sitoplazmik
bélgeye (1-67 birimleri), tek transmembran gecisine ( 68-88 birimleri) ,
blyuk hicre disi boélime ( 89-760 birimleri) sahiptir. Ekstrastler kisim
transferrin baglayici bolge icerir [78]. TRF1, endoplazmik retikulumda
sentezlenir ve post translasyonel modifikasyonu fosfat ve acil gruplariyla
olur. Eritrositler disinda butin hicrelerde bulunan transferrin
reseptérinin sayisi hlicrenin demir ihtiyacinin bir belirtecidir. Hlcre igine
transferrin reseptorleriyle demir alinmasi endositik bir islemdir [79].
Transferrin reseptoértinin 90 kDa ‘luk birimlerinin her ikisi de birer

transferrin molekill baglayabilmektedir.

2.4.3 Transferrin Reseptorii ile Demirin Tasinmasi
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Endosomal membrane

Sekil 5 Transferrin reseptériiyle demirin tasinmasi [80].

Transferrin molekili apo formdayken iki bélumd birbirinden ayri
durumdadir. pH 7.4 ortaminda apo transferrin bir demir iyonunun
baglanmasiyla monoferrik, iki demir iyonunun baglanmasiyla diferrik yani
holo transferrin haline gelir. Diferrik transferrin hicre ylzeyindeki

transferrin reseptér 1’ e baglanir. Olusan diferrik transferrin- transferrin
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reseptéri kompleksi klatrin kapli endozom ile sitoplazmada tasinir.
Proton pompasinin etkisi sonucu ortamin asitlesmesiyle demir
transferrinden salinir ve 2 dederlikli metal tasiyici yoluyla endozomdan
disan verilir. Apo transferrin ve transferrin reseptor 1 hiicre ylzeyine geri

ddéner ve nétral pH’ ta birbirinden ayrilirlar [81].

2.4.4 Kanser Hiicresinde Transferrin Reseptoriu ve Demir

Metabolizmasi

Tumor hicrelerinde transferrin reseptérinin asirt ifadelenmesinden
dolay! transferrin, timor hlicre hedeflemesinde yaygin olarak kullanilan
aracilardan biridir [82]. Transferrin reseptorlerinin meme, yumurtalik,
glioma ve glioblastoma gibi beyin kanserlerinde ylUksek derecede ifade
olan transferrin reseptért bulunmustur [83] [84]. Bunlara benzer
bulgular transferrin protein ailesini potansiyel kanser belirteci haline
getirmistir.

Cesitli dokularin malign hucrelerinde yapilan analizlerin sonucunda
reseptor ekspresyonuyla hicre proliferasyonu arasinda pozitif iliski
oldugu gorulmuistir [85]. Malign hicrelerde DNA sentezinde demir
kofaktdr olarak gorev alir ve hiicre dongilsl prosesleri demir araciligiyla
kontrol edilir [86]. Tumor hicrelerinin canliigi icin TfR1 reseptdrindn
bollugu oldukca O6nemlidir. Bu durum ozellikle adaptif immin sistem
fonksiyonlarinda ve gelismesinde transferrin reseptért 1'in merkezi rol

oynamasindan dolayi hematopoetik timarler icin gegerlidir [87].

Demir, DNA sentezinde ve dolayisiyla hicre proliferasyonunda gorev alan
ribonukleotit redlktaz gibi intraselller enzimlerin kofaktéridir [88]. TfR1
‘in ekpresyonu malign hicreler gibi hizli bir sekilde ¢ogalan hicrelerde
yuksek seviyededir ve koétd prognozla iligkilidir [89]. Meme kanseri
Uzerine yapilan arastirmalar da kétd huylu meme kanseri hlcrelerinde
normal meme hiicresine oranla daha fazla TfR sentezlendigi gozlenmistir.
Bu sonu¢ kanser hucrelerinin bélinme hizindaki artis ve ylksek
proliferasyon 6zelligi nedeniyle demire normal hicrelerden daha fazla

ihtiyac duymasindan kaynakhdir [88].
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2.5 Gen Tedavisi

Gen tedavisi, hastaligin iyilesmesini saglayan ya da ilermesini yavaslatan
genetik materyallerin bir vektor araciligiyla hiicrelere gonderilmesini konu
alir. Bu hedefte basarili olabilmek icin gerekli en temel asama; genetik
materyali glvenilir ve etkili bir bicimde hlcre icine iletebilecek vektorler

gelistirmektir [90] .

Gen tedavisi karmasik ve yeni gelismeler gerektiren bir sirectir.
Varsayilan sorunlar iyi anlasiimali, hatali gen dogru tespit edilebilmeli ve
bu genin calisan kopyasi kullanilabilir olmahdir. Tedaviye ihtiyac duyan

hicreler iyi tanimlanabilir ve ulasilabilir olmalidir.

Gen tedavisi iki sekilde olabilir;

e Gamet gen tedavisi: gametlerin (sperm ve yumurta) genomlarina
entegre edilen fonksiyonal genlerle degisiklige ugratiimasidir. Bu
sayede yapilan degisiklikler kalitsal hale gelir ve bir sonraki nesile
aktarilabilir. Teorik olarak, bu yaklasim genetik hastaliklarin
Onlenmesi igin etkili bir tedavidir. Fakat teknik zorluklar ve etik
nedenler bu yaklasimin uygulanabilirligini engellemektedir [91].

e Somatik gen tedavisi: tedavi amacgh kullanilan genlerin hastalarin
somatik hucrelerine transfer edilmesi yaklasimidir. Genlerde
yapilan modifikasyonlar yalnizca hastay! etkiler kalitsal olarak

yavrulara aktarilmaz [92].
2.5.1 Gen aktarimi

Gen tedavilerinin ¢gogunda amag, hastaliga neden olan genin normal
genle degistiriimesidir. Burada temel sorun bu genlerin hastanin hedef
hicresine nasil iletilecegidir. Bu amacg igin kullanilan ve vektér olarak
adlandirilan molekdtller mevcuttur. Vektoérler cok spesifik olmakla birlikte
bir ya da birkag genin iletimini etkili bir sekilde saglamali, immin sistem
tarafindan taninmamali, stabil olmali ve wuzun slreli gen ifadesi
saglamalidir. Hastaya gonderilen bu molekiller alerjik reaksiyona ya da

inflamasyona neden olmamalidir.
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Vektorlerin iletimi in-vivo ve ex-vivo olmak Uzere iki sekilde yapilabilir.
Yaygin olan metod hastadan elde edilen hlcrelerin kullaniimasidir. Ex
vivo gen terapide hicreler viicut disinda modifiye edildikten sonra tekrar
hicre icine transplante edilir. Klinikte uygulanan bazi tedavilerde, kandan
ya da kemik iliginden alinan hlicreler laboratuvar ortaminda cogaltildiktan
sonra istenilen geni tasiyan viruslerle etkilestirilir. Virtsler hicre icine
girerek istenilen geni hlicre DNA’sina iletir. Daha sonra laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilan hiicreler damar yoluyla hastaya enjekte edilir. In
vivo yontemde ise hastanin hastanin vlicudundan hcreler alinmayip,
vektorler ve normal genler hedeflenen hlicreyi bulmak Ulzere hastanin

damar sistemine enjekte edilir.
2.5.2 Altin Nanopartikiiller

Son yillarda yapilan arastirmalarda altin nanopartiklller ilag hedefleme
kontrolli salim gibi birgok nanoteknolojik uygulamada o6nemli yer
tutmaktadir [93]. Klresel altin nanopartikiller optoelektronik 6zellikler,
genis ylzey hacim orani, yuksek biyouyumluluk ve dlsik toksisite gibi
boyut ve sekil ile ilgili birgok avantaja sahip olmasindan dolayi
biyonanoteknoloji alaninda énemli bir yere sahiptir. Altin, inert bir madde
oldugundan dolayi asidik ortamdan etkilenip oksidasyona udramaz.
Kidresel altin nanopartikiller sulu c¢ézeltide farkh renklerde bulunur
(kahverengi, turuncu, kirmizi, mor vb. ). Cekirdek boyutu 1’den 100 nm
‘ve kadar degisebilir ve boyuta bagli olarak 500 den 550 nm ‘ye kadar pik
verir [94]. Altin nanopartiklller ylzey plazmon rezonans o6zelligi
sayesinde gorunur ve yakin kizildtesi i1sik bdlgesinde 1sik absorbsiyonu ve
sacilimi yaparak goruntileme ve algilama problarinda
kullanilabilmektedir [94].

Altin nanopartikiller Gzerindeki sitrat, tiyol ve diger gruplar, tiyol yer
degistirme reaksiyonlari sayesinde oligonlkleotitler gibi bircok
biyomolekille baglanabilir. Altin nanopartiklllerin bu 6zelligi antisens
tedavi gibi hedefleme calismalarinda 6nemli hale gelmesini saglamistir

[95]. Yer degistirme reaksiyonlari organik molektllerin  ve
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biyomolekdllerin altin nanopartikiller Gizerine baglanmasini saglar. Bunun
yaninda elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler gibi kovalent
olmayan baglanma sekli de daha basit bir yol olarak kullanilabilir.
Kovalent olmayan etkilesimler salim kolaylhdi ve geri déntsebilir dogasi
nedeniyle iletim ve sensér calismalarinda daha genis kullanim alanina
sahiptir. Kovalent baglanma daha o6nemli oldugu gorintileme

calismalarinda tercih edilmektedir.

Altin nanopartikiller ylzeylerine ilistirilen molekdulleri (antikanser ilaglari,
oligonukleotitler vb.) hlcre ici etkilesimlerle (pH) ya da disaridan verilen
uyarimlarla hedeflenen hucrelere birakmakadir [96]. Nanopartiklllerin
hicre igerine girisini kolaylastirmak icin kullanilan ligandlar hcre
zarindaki reseptorlerle etkileserek olusturulan altin  nanopartikdl
kompleksinin sitoplazmaya yoOnelmesini saglar. Altin nanopartikil
kullanilan aktarim calismalarinda ylUzeye yerlestirilen ligandlar bu agidan

cok dnemlidir.
2.5.3 Antisens Oligoniikleotitler

Antisens oligonikleotitler yaklasik 15-20 nukleotit uzunlugunda olan
hedef RNA'nin spesifik bdlgesiyle baz eslesmesi yapabilen DNA veya RNA
parcalaridir [97]. Antisens oligontkleotitler RNA transportunu, birlestirme
ve translasyon islemlerini engelleyerek etki ederler. Lipozomlar gibi
yapilarla hicre icine gdnderilebilirler [98]. Antisens oligonukleotitler
hedef mMRNA molekdll ile baz eslesmesi yapar ve olusan RNA AS-ODN
heterodubleks yapi RNAaz H araciliiyla parcalanir, bu yolla translasyon
durmus olur.

Antisens oligonukleotitlerin  hlcre igerisinde endojen nukleazlar
tarafindan parcalanmasini engellemek amaciyla AS-ODNler Uzerinde
bircok modifikasyon yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda fosforotiat
oligontkleotit, fosfodiester ile RNA nukleotitlerinde bulunan 2’ (OH)
grubuna sahip riboz sekerinin modifiye edilmesiyle fosfotiorat

oligonuklotitler sayilabilir [99].
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Baska bir modifikasyon sekli de ribozun 2’ OH grubundan alkillenmesi
seklinde olmustur. 2’ O-(2 metoksietil ) MOE gruplan ya da 2'-0,4-C
metilen koprist eklenmistir. Fakat bu modifikasyon antisens
oligonlikleotitlerin endojen nilikleazlardan kagmasini saglarken hedef

mRNA’ya olan ilgisini azaltmistir.
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Sekil 6. Antisens oligonukleotitlerin etki mekanizmasi
2.5.4 siRNA'lar

Kidguk inhibitér RNAlar “'Small interfering RNA (siRNA)”, ayni zamanda
“short interfering RNA” ya da “'silencing RNA” olarak da bilinir. 20-25 baz
cifti uzunlugunda kodlanmayan RNA'lardir. Hlicrede yapilan siRNA’lar
memelilerde bulunmaz ancak, dsRNA ve shRNA’dan ‘Dicer” enzimi
yardimiyla Uretilir. SiRNA’lar RNAaz III nukleaz kullanarak ya da kimyasal

sentez yoluyla da Uretilebilir.

RNA dizenleyici enzim olarak gbérev yapan adenozin deaminaz ADAR,

dsRNA dan dicer tarafindan siRNA Uretilmesini engeller. Dicer enzimi
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siRNa’y1 RNA aracili baskilama kompleksine (RISC) tasir. Burada bulunan
katalitik bilesen argonat siRNA'y1 tek zincirli hale getirerek mRNA’ya
baglanmasini saglar. Bu sireg, mRNA’nin parcalanmasli ve gen

susturulmasi seklinde ilerler [100].

siRNA'nin hedef mRNA'yla ylksek ilgiyle eslesmesi siRNA'nin gen
susturulmasi calismalarinda uygun aracg olarak gortlmesini saglamistir.
Bu spesifik baglanma hastalik vyapici genlere muidahalede ilag
gelistirilmesi icin kullaniimistir. siRNA’lar kullanilarak istenmeyen bir
proteinin ifadesi engellenebilir ya da mRNAsiI baskilanabilir. Sonucta,
inhibitor RNAlar kanser tedavisi icin de Uretilmekte ve kullanilabilirligi

incelenmektedir.
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3 DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kimyasal Maddeler ve Hiicreler

Hlcre kultlrd ve elektroforez malzemeleri; dMEM-high glukoz, fetal sigir
serumu (FBS), L-glutamin, antibiyotik (Penisilin- Streptomisin), tripsin
EDTA, PBS, DMSO, tripan mavisi, MTT, SDS, %230 akril-bisakril
sollisyonu, merkaptoetanol, etidyum bromur, agaroz, APS, TEMED, tris
baz, HCL, NaOH, tris-HCL, gliserol, brom fenol mavisi, ksilen siyanol,
glisin, coomasie brillant blue, methanol, asetik asit, borik asit, EDTA, BSA

Sigma (ABD) firmasindan temin edilmistir.

Amin fonksiyonalize altin nanopartikiller, Sigma (ABD) firmasindan

siparis edilmistir.

mTOR poliklonal antikoru ve anti rabbit sekonder antikor Proteintech
(Manchester) firmasindan alinmistir. mTOR’a karsi siRNA Dharmacon,
(Almanya) mTOR antisens oligontkleotitler Sentegen (Ankara)
firmalarina siparisle sentezlettirilmistir. MDA-MB-231 insan metastatik

meme kanseri hlcreleri Sigma (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.1 MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatti

Insan epitelyal meme adenokarsinomudur. Plevral eflizyondan elde
edilmistir. YUksek derecede invasiv ve kotl prognozludur. Baslangicta
Ucli negatif olan bazal benzeri grupta yer alsa da daha sonra klaudin 3 -
4 ve Ki67 proliferasyon markirinin distk ifadesiyle *Claudin Low’ sinifinda
yer almistir. Epidermal blylime faktérli (EGF) ve transforming growth
factor alpha (TGF a) pozitiftir.

3.2 Hiicre Kiiltiri Cahismalar
3.2.1 Besiyeri Hazirlanmasi

% 88 DMEM-high glikoz, %10 fetal bovine serum, %1 antibiyotik ,%1 L-
glutamin olacak sekilde maddeler bir tuapte kanistirilmis ve

vortekslenmistir. Daha sonra,+4 °C' de saklanmistir. Hicreler, %5 CO:
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iceren ortamda 37°C’de inkiibe edilmistir. iki giinde bir pasajlanarak

cogaltiimistir.

3.2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi

Deneyler arasinda hicreler dondurularak saklanmistir. Hucrelerin

dondurulmasi dereceli olarak asadida aciklandigi bicimde yapilmistir.

Kullanilan aracglar: Faz kontrast mikroskop ( OLYMPUS-CKX53SF, JAPAN),
CO, etavu (Sanyo, MCO-18AC,JAPAN), tripsin EDTA, besiyeri, FBS,
DMSO, santrifltij, pasteur pipeti, ependorf tip, 1000 ml lik pipet ve pipet
uglari, buz, +49C ,-20°C, buzdolabi (Argelik), derin dondurucu, sivi azot
tanki.

Etlvdeki hicreler, agzi etlv icerisinde kapatilarak disari alinir ve
mikroskopta hicrelerin canlihdi degerlendirilir. Hlcre kabinin hicre
olmayan kosesinde biriktirilen besiyeri, pasteur pipeti ile cekilir. Baska bir
pipet ile 2-3 ml tripsin kiltlr kabina eklenir. 37°C’de etlivde 2 dk beklenir.
Etivden alinin hiicrelerin tripsin ile muameleleri sonrasi kalkip kalkmadigi
mikroskopta incelenir. Pipet ile hucreler ve tripsin bir tipe alinir ve
Uzerine bir miktar besiyeri eklenir. Santrifiijde 5 dk 1200 devirde
santrifdjlenir. Dondurma tlpU Uzerine hicre tipi, islem tarihi, kag kez
pasajlandigi ve kullanilan besiyeri yazilir. Dondurma tlpQ icine 700 pl
kaltdr ortami, 200 ul FBS, 100 ul DMSO konulup buz Gzerinde bekletilir.
Santrifij sonrasi tlupun dibinde olusan hicre peletinin Gzerindeki
supernatan pasteur pipeti ile cekilerek atilir. Dondurma tuplnde
hazirlanan sollsyonla hicre peleti karistilip hlcrelere zarar verilmeden
hepsi ¢ekilir. Dondurma tlpine alinir. +4 °C ‘de 3-4 saat-20°C’'de 1 gece(

8-10 saat), varsa bir slire -80°C’de bekletilir. Sonra da azot tankina alinir.

3.2.3 Donmus Hiicrelerin Coziilmesi

Kullanilan araglar: Su banyosu ( Hacettepe Universitesi / markasiz)/, CO2
etlvl, beher, distile su, ocak, % 70 lik alkol, tlp, besi yeri, pipet, santriflj
(MPW, 350R, Polonya,) pasteur pipeti, kdltir kabi, faz kontrast

mikroskop.
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Dondurma tlpu 1sinan su banyosu (37°C) icine koyulur. 1-2 dk beklenir.
Su banyosundan dondurma tlapu alinir. Bir tlp icerisine 7-9 ml besiyeri
eklenir. Dondurma tlpu icerisindeki hicre karisimi gekilip tipe koyulur.
Pipetaj yapildiktan sonra 1200 devirde 5 dk santrifijlenir. Santrif(j
sonrasl sipernatan pasteur pipeti ile cekilerek atilir. Tipln dibindeki pelet
Uzerine besiyeri eklenir. Pipetleyerek karistirihr. Karisim kultir kabina
aktanlir. Kaltir kabina 2 ml besiyeri eklenir. Faz kontrast mikroskopta
hiicreler kontrol edilir. Kiltir kabi hafifce adzi acilarak inkibatore

yerlestirilir.
3.2.4 Hiicrelerin Altkiiltiiri ( Pasajlama)

Kullanilan aracglar: Faz kontrast mikroskop, tripsin EDTA, besiyeri,

santrifif, pasteur pipeti.

Etivdeki hicreler agzi kapal bir sekilde etiivden alinir ve mikroskopta
incelenir. Hucre kabinin hicre olmayan kdsesinde biriktirilen besiyeri
pasteur pipeti ile gekilir. Baska bir pipet ile 2-3 ml tripsin EDTA kultdr
kabina eklenir. 37°C'de etlivde 2 dakika bekletilir. Etlvden alinan
hicrelerin tripsin ile muamele sonrasi kapta serbestlesmesi mikroskopta
incelenir. Pipet ile hucreler ve tripsin bir tipe alinip Gzerine bir miktar
besiyeri eklenir. Santrifijde 5 dk 1200 devirde santriftjlenir. Santriflj
sonrasi tipln dibinde olusan hicre peleti tGzerindeki stipernatan pasteur
pipeti ile gekilerek atilir. Pelet Gzerine besiyeri eklenir. Eklenen besiyeri
ile bir iki kez pipetaj yapilir. Hlcreler ve besiyerinden olusan karisim 4’e
bolundr. Hucrelere zarar vermeden 4 kultir kabina esit olarak htcreler
ekilir. Kultar kaplarinin Gzerine 2 ml besiyeri eklenir. Kiltlir kabina ekilen
hicreler mikroskopta kontrol edilir. Kaltlir kabi Gzerine htcre tipi islem
tarihi ve kullanilan besiyeri yazilir. Kiltlr kaplari agzi hafifce kapatilarak

etlv igerisine yerlestirilir.
3.2.5 Tripan Mavisi Atma Testi ile Hiicre Sayimi

Kullanilan araclar: Hulcre slspansiyonu, tripan mavisi, cam pipet,

mikrotlp, hemositometre, mikroskop.
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Santriflijlenen hicre pelleti 10 ml besi ortami eklenerek ¢éztlmuistir. 100
Ml hicre suspansiyonu mikrotlipe eklenmistir. Hlcre sispansiyonunun
Uzerine 100 pl %4'lUk tripan mavisi ¢ozeltisi eklenmistir. Karisimdan bir
damla alinarak hemositemetreye konulmustur. Hemositometrenin
incelenecek kismi mikroskop altinda bulunup mikroskop altinda
boyanmamis hicreler saylmistir. Ortalama hicre sayisl
hesaplanmistir(N). Sulandirma oranimiz 2 oldugundan mililitredeki hiicre
saylsi A= Nx2x10% ml formdillyle hesaplanmistir. Hlcre siispansiyon
hacmimiz 10 ml oldugundan sonug 10 ile carpilmistir. Tim sayim islemi

spesifik olmayan boyanmanin engellenmesi igin 5 dakikada bitirilmistir.

MDA-MB-231 meme kanseri hlicreleri ile tripan mavisi atma testi ile hiicre
sayimi ve MTT testi deneyi planlanarak hiicre blyime edrisi gizilmistir.
Deney 3 adet 6'li kuyularda her adet bir gine denk gelecek sekilde
24h,48h,72h olarak planlanmistir. Her kuyuya 1,7x10> hlicre /ml olacak
sekilde ekim yapilmistir.

3.2.6 MTT Hiicre Canlhiligi Testi

Her kuyuya 1,7x105 hicre /ml olacak sekilde hlicre ekimi yapilmistir ve
hicreler 24, 48 ve 72 saat boyunca Uuretilmek Uzere etlve
yerlestirilmistir. 2,5mg/ 1ml steril PBS icinde MTT stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. 24 saat sonunda her kuyudaki 6rnekler tGzerindeki besi
ortami gekilerek 600 ul serumsuz besi yeri ve 60 ul MTT c¢ozeltisi olacak
sekilde kuyulara eklenmistir ve 6rnekler 3 saat boyunca CO; etuviinde
inkibe edilmistir. 3 saatin sonunda etlvden alinan 6érnekler Gzerindeki
ortam cekilerek 400’er pl DMSO eklenmistir. Formazan Kkristallerinin
DMSO ile ¢d6zinmesi igin beklendikten sonra her kuyudan 200 ul
stipernatant alinarak 96 gozIi kiltar kabina konulmustur. Optik yogunluk
icin 570 nm’de mikroplate okuyucu (Molecular Devices, Sunyvale) ile

spektrofotometrik olarak élcim yapilmistir.
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Tablo 2 Kultlr kaplarinin 6zellikleri
Petri Kaplar Ortalama Calisma | Calisilan Besi ortami
Yluzey Alani (cm2) Miktari (ml)
35mm 8 2
60mm 21 5
100mm 55 12
150mm 152 30-40
Kultar kaplan Ortalama Calisma | Calisilan Besi ortami
Ylzey Alani (cm2) Miktari (ml)
25 6
75 15
150 30-40
Gok Kuyulu Plaklar Ortalama Calisma | Calisilan Besiortami
Ylzey Alani (cm2) Miktari (ml)
6 kuyu 9.5 2
12 kuyu 4 1
24 kuyu 2 0.5
48 kuyu 1 0.25
96 kuyu 0.32 0.1

36




3.3 Altin Nanopartikiiller

0 -
ST >"T"NH,

- in

Sekil 7. Altin nanopatikillerin amin gruplari ile baglanmasi

15 nm capinda, amin grubu ile islevsellestiriimis, PEG 5000 kaph H>O
icinde suspanse haldeki altin nanopatiktller Sigma- Aldrich firmasindan
temin edilmistir. Nanopartiktlller, 1 ml’ lik kiiguik tip halinde gelmistir ve
+4 °C’'de saklanmistir. Nanopartikillerin pozitif yUkli ylzeyi sayesinde
transferrin proteini, antisens oligonukleotitler ve siRNA ile elektrostatik

etkilesimi saglanmasi amaglanmistir.

3.4 Antisens Oligoniikleotitler

MTOR mRNAsina eslenik 5'-CTTCGAGACATGAGTCAGCTTTT-3' dizisine
sahip AS-ODN Sentegen firmasinda sentezlenmis, HPLC saflastirmasi
yapilmis olarak temin edilmistir [101]. mTOR oligonukleotitleri
bilgilendirme kilavuzunda belirtildigi gibi 716,70 pl Tris EDTA (TE)
tamponu ile ¢ozulip 100 mM stok c¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen

cOzelti yaklasik 20 pl'lik bélimler halinde -20 9C’de saklanmistir.

3.5 siRNA’lar

mMTOR mRNAsinin  katalitik bdlgesine komplementer olan 5'-
CUUCGAGACAUGAGUCAGCUUTT-3' dizisine sahip siRNA tasarlanmis ve
(Dharmacon, Almanya ) firmasindan saglanmistir [101]. 1ml deiyonize

suda ¢ozulip hicrelere 10 ul olarak uygulanmistir.

3.6 Poliakrilamid Jel Eletroforezi Calismalan

Protein karisimlarinin homojenligi, safligi veya alt birim kompozisyonu

gibi 6zelliklerin incelenmesinde kullanilan bir ydntemdir. Poliakrilamid jel

37



elektroforezinde (PAGE) proteinler destek materyali jel Uzerinde
uygulanan elektriksel alanin etkisiyle jel boyunca hareket ederler. Protein
bayuklagu, protein yUki, protein sekli ve jelin por blyukligu protein
yurime hizina etki eder. YUkl molekdllerin elektrik alanda ayrilmalarini
elektroforez saglar. Eksi ylklerle cevrili proteinler akim verilince pozitif
kutba dogru yurirler. Proteinler molekiler agirlik ve yilklerine gore

birbirinden ayrilir.

e SDS: sodyum dodesil sulfat (deterjan). Proteinlerin etrafinda
negatif yik katmani olusturur.

e PAGE: poliakrilamid jel elektroforezi. Akrilamid capraz badglayici,
poliakrilamidli porlu matriksi olusturur

e APS: amonyum persulfat. Akrilamid polimerizasyonunu katalize
etmek icin tetrametilendiamin ile birlikte kullanilir (% 10’luk APS).
Polimerizasyon baslaticidir.

e TEMED: Hizli jellesmeyi saglar. Katalizordur.

e AKRILAMID ve BISAKRILAMID: Protein analizinde jel bileseni olarak
kullanihrlar.

e TRIS HCL: Tampon olarak kullanilir. Birbirine zit iyonlari emme

yetenedine sahiptir. Boylece pH seviyesini sabit tutar.
3.6.1 Elektroforez Stok Cozeltileri Hazirlanmasi

%30 Akrilamid/Bisakrilamid cozeltisi(100 ml)

29.2 g akrilamid ve 0.8 g N,N’-Metilen-bis-akrilamid tartiimigtir. Distile

su ile ¢ézulip 100 ml'ye tamamlanmistir.

%10 (W/V) SDS (100ml)

10 gr SDS tartilmistir 90 ml distile su ile manyetik karistiricida karisticida

¢6zinmesi saglanmistir ve distile su ile 100 ml’'ye tamamlanmistir.
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1.5 M Tris-HCL, pH 8.8 (100 ml)

18.15 g tris baz tartihp 80 ml distile suda c¢ozulmustlir. 6N HCL
kullanilarak pH 8.8’e ayarlanmistir. Toplam hacim distile su ile 100 ml'ye

tamamlanmistir.

1.0 M Tris-HCL pH:6.8 (100 ml)

12 g tris baz tartihp 80 ml distile su ile ¢ézUlmustir. 6N HCL kullanilarak

pH 6.8’e ayarlanmistir. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.

Ornek viikleme cozeltisi, Laemmli sample buffer (4x), 10 ml

1M tris-HCL......cccccvvenenes 250 MM...oiiiiieees 2.5 ml
Gliserol ....cccoovvveiiieeen %40.....ciiiieeeeeens 4.0 mi
SDS... B oY S TSRS 800 mg
Brom fenol mavisi.......... %0.01...oiiiieeeen 1.0 mi

Yluritme tamponu, pH 8.3, 1L (1x)

3,03 g (25mM) tris baz, 14.4 g( 192 mM) glisin ve 1g (%0.1) SDS distile

su ile 1 L'ye tamamlanmistir.

%10 (W/V) APS

100 mg amonyum persilfat tartilip 1 ml distile su igerisinde ¢ézulmustur.

APS kullanmadan hemen énce hazirlanmistir.
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3.6.2Jellerin Hazirlanmasi

AYIRICI JEL % 10 ‘luk ISTIFLEME JELI % 5'lik
H20 4.0 ml H20 1.4 ml

%30 akril-bisakril 3.3 ml %30 akril-bisakril 0.33 ml
1.5M, pH8.8 Tris-HCL | 2.5 ml 1.0 M, pH6.8 Tris-HCL | 0.25 ml
%10 SDS 0.1 ml %10 SDS 0.02 ml
%10 APS 0.1 ml %10 APS 0.02 ml
TEMED 0.004 ml TEMED 0.02 ml

3.6.2.1 Ayirici Jel

Proteinlerin ylrtdagu kisim, ayirici “running ya da resolving” jel olarak
tanimlanir. Jel icin gerekli olan malzemeler yukarda listelenmistir.
Malzemeler karistiriimadan 6nce jelin dokilecegi camlar hazirlanmistir.
Ince cam 6n tarafa gelecek sekilde ince ve kalin camlar st Uiste getirilmis,
diz bir zemin Uzerinde camlarin alt kisimlari sifirlandiktan sonra jel
dékme aparatina yerlestirilmistir. Iki cam arasinda sizma olmadi§indan
emin olunduktan sonra 6zel taraklar iki camin arasina yerlestirilmistir.
Taraktan yaklasik 1 cm asadisina gizik atilip istifleme ve ayirma jeli
cozeltilerin sinirlart  belirlenmistir. Cizik hizasina kadar ayirnic jel
dékulmastir. Bu jel icin gerekli malzemeler tlipe konulmustur, APS ve en
son TEMED eklenmistir. Jelin donmamasi icin hazirlanan ¢ozelti
beklemeden iki cam arasina pipet yardimiyla dékidlmustidr. Jel tamamen

donduktan sonra istifleme jeline gegilmistir.

3.6.2.2 Istifleme Jeli

Taraklarin oldugu kisim istifleme ‘'stacking” jel olarak tanimlanir. Bu jel
icin gerekli malzemeler bir tipte hazirlanmis ve donmus ayirici jelin
Uzerine cam hizasina kadar eklenmis ve tarak takilmistir. Jelin donmasi

beklenmistir.
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3.6.3 Orneklerin Hazirlanmasi

3.6.3.1 Transferrinin Jelde Yiiriitiilmesi Icin Hazirlanan

Ornekler

Transferrin 0,04 g olarak tartilip 1 ml distile su icerisinde ¢6zulerek stok
¢bzelti hazirlanmistir.200, 100, 50, 25 pg transferrinin farkl dozlari seri
sulandirma vyoluyla elde edilmistir. Transferrin &rneklerinin disulfit
baglarinin kirilmasiyla jelde vylrimesi arasindaki iliskiyi incelemek

amaciyla érneklere % 0.5 olacak sekilde merkaptoetanol eklenmistir.

3.6.3.2 Transferrin, Antisens Oligoniikleotit ve Altin

Nanopartikiil Etkilesimleri

Tablo 3 transferrin ve AuNP etkilesimi icin hazirlanan preparatlarin

miktarlar
1 2 3 4 5 6 7 8
5ug TF | 10pug TF | 25pg Tf | 50 ug TF | 5ug 10pg 25ug 50ug
TF+ TF+ TF+ TF+
2,5l 2.5pl 2.5 pl 2.5yl
AuNP AuNP AuNP AuNP

Transferrin 0,04 g olarak tartilip 1 ml distile su icerisinde ¢6zillerek stok
cbzelti hazirlanmistir. Transferrinin farkh miktarlardaki gozeltileri seri
sulandirma yoluyla elde edilmistir. Ornekler 1.jelde 5, 10, 25, 50 g
transferrin ve ayni 6rneklere 2.5 pl altin nanopartikll olacak sekilde
ayarlanmistir. Farkli miktardaki transferrinler ependorf tlplerde altin
nanopartikil ile etkilestirilmis 37°C’de sicak su banyosunda 1 saat
bekletilmistir. 2. Jel igin disUlfit baglarinin kirilmasiyla transferrin ve altin
nanopartiktllerin etkilesimi arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla
transferrin érneklerine % 0.5 olacak sekilde merkaptoetanol eklenmistir

ve daha sonra altin nanopartiktllerle etkilestirilmistir.
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Tablo 4 Transferrinin AuNP'lere baglanmasinin incelendigi preparat

miktarlari
1 2 3 4
200pg 100pg 200 pg 100 pg
Tf Tf Tf (MetOH) Tf
+ (MetOH)
2,5 ul +
AuNP 2,5 ul
AuNP
5 6 7 8 9
200ug 100pg 200pg 200pg 200ug
Tf Tf Tf Tf(MetOH) Tf (MetOH)
+ + + + +
2,5 pul 2,5 ul 2,5ul 2,5l 2,5ul
AuNP AuNP AuNP AuNP AuNP
+ + +
4,08 ug 4,08 ug 4,08 ug
ASODN ASODN ASODN
(kaynatilmis)

Tablo 5 Transferrinin oligonukleotit etkilesimlerinin PAGE'te incelenmesi

icin hazirlanan preparat miktarlari

1 2 3 4 5 6 7 8
4,08ug 2,72 Ug 2,72ug 2,729 4,08ug 2,72 g 2,72 Ug 2,72 ug
ASODN | ASODN ASODN ASODN ASODN ASODN ASODN ASODN
+ + + + + +
50ug 100pg 2,5ul 2,5 pl 2,5ul 2,5l
Tf Tf AuNP AuNP AuNP AuNP
+ 50ug | +
Tf 100ugTf

Tablolardaki 6rnekler 1:1 oraninda yudkleme tamponu ile karistirilarak

kuyucuklara yiklenmistir. Ornekler 100 voltta 25 dakika yurutilmistir.

Altin nanopartiklllerin agregasyonunu engellemek igin her galismadan
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6nce uzun sire vorteksleme islemi vyapilmistir. Transferrin, altin
nanopartiktller ve oligonltkleotitler tabloda belirtilen miktarlarda
ependorf tlpler icinde 37°C’'de sicak su banyosunda 1 saat
etkilestirilmistir.

3.6.4 Orneklerin Poliakrilamid Jel Elektroforezine Eklenmesi
Elektroforez tankinin ici kosturma tamponu ile doldurulup hazirlanan jel
tanka yerlestirilmistir. Tarak dikkatli bir sekilde cikariimistir. Hazirlanan
ornekler 6rnek ylukleme tamponuyla 1:1 oraninda karistirilarak her

kuyuya 20 pl olarak yuklenmistir. 100 voltta 2 saat boyunca brom fenol

mavisinin jeldeki hareketi takip edilerek érnekler yurttilmaustar.

3.6.5Poliakrilamid Jelin Boyanmasi

Elektroforez isleminden sonra proteinlerin goérinlir hale getirilmesi
Coomassie Brillant Blue(CBB) R-250 ile boyama islemi yapilmistir.% 40
metanol, % 10 asetik asit icinde hazirlanmis % 0.1 lik CBB R-250 icinde
jeller 30 dakika boyanmistir. %40 metanol, % 10 asetik asit icerisinde

boya acma islemi yapiimistir.
3.7 Agaroz Jel Elektroforezi Calismalari
3.7.1 Elektroforez Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

10X Tris borat EDTA tamponu (TBE) 100ml

10.8 g tris-bas tartiip 5.5g borik asit 60 ml distile suda manyetik
karistiricida isitilarak ¢ézdurulmustir. Karisima 4 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0)

eklenerek son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

6X Yukleme tamponu

0.025 g brom fenol mavisi ve 0.025 g ksilen siyanol tartiip 7 ml distile
suda ¢oézulmauistur. Karisima 3 ml gliserol eklenerek son hacim 10 ml'ye

tamamlanmistir.

43



Tris EDTA tamponu (TE) 100ml

12.11gr tris baz tartiip 100 ml distile suda c¢dzdurtlmustlir pH 7.5'e
ayarlanmistir. 1.86 g EDTA 10 ml distile suda cozdurulip pH 8.00%e
ayarlanmistir. Hazirlanan EDTA ¢dzeltisinden 2 ml alinip 10 ml tris baz

cozeltisine eklenmistir.

Etidyum bromir

0.25 g etidyum bromur 25 ml distile suda ¢ézulmustar.

0.5 M EDTA (50ml)

9.3 g EDTA tartiip 20 ml distile suda ¢6zidlmustir. NaOH ile PH 8'e

ayarlanmistir. Son hacim distile su ile 50 ml’'ye tamamlanmistir.

% 3’ LUK Agaroz Jel

1x 50 ml TBE tampon igerisinde 1.5 g agaroz ¢ozulmusttr. Cozelti geker
ocakta kaynayana kadar isiltilmistir ve rengi saydamlastiktan sonra
atesten alinarak 60°C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Sogumadan sonra
50 mllik ¢ozeltiye 2 pl etidyum bromilr c¢ozeltisi eklenmistir. Yatay

elektoforez sisteminde taraklar yerlestirilip jel dokdlmustuir.
3.7.2 Orneklerin Agaroz Jel Elektroforezine Yiiklenmesi

Tablo 6 Transferrin oligonukleotit ve AuNP etkilesimlerinin agaroz jelde

incelenmesi igin hazirlanan preparat miktarlan

1 2 3 4 5 6 7 8
4,08ug | 2,72 ug | 4,08ug | 2,72ug | 4,08ug | 2,72 4,08 ug 4,08 pg
ASODN | ASODN | ASODN | ASODN | ASODN | ug ASODN ASODN
+ + + ASODN | (kaynatilmis) | (kaynatilmig)
100 pg | 100 ug | 2,5 pl + + +
Tf Tf AuNP 2,5ul 2,5ul 2,5 ul
AuNP AuNP AuNP
+
Tf(MetOH)
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3.8 AuNP bagh ASODN ve siRNA’larin MDA-MB-231 Hiicrelerine

Uygulanmasi

MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerine mTOR’a 6zgti AS-ODN ve siRNA,
transferrinli veya transferrinsiz AuNP iceren preparatlar uygulanmistir.
Hicrelerin ¢ogalmasi/canlihgl 24, 48 ve 72 saat olmak Uzere 3 ginlik
MTT deneyleriyle takip edilmistir. -80 °C’de saklanan hicreler ¢ozilip 75
cm? lik kulttr kaplarina ekilip istenilen cogunluga ulasmasi icin etivde
inkiibasyona birakilmistir. Hicreler istenilen cogunluga ulastiktan sonra 6
kuyulu kdltar kaplarina ekim yapilmistir. Her bir érnek icin 3 adet 6
kuyulu kalttr kabi olmak lGzere toplamda 7 6rnek icin 21 adet 6 kuyulu
kaltlur kabina her kuyuya 100.000 hicre gelecek sekilde ekim yapilmistir.
Hicreler, monolayer olmasi igin 1 gun inklibe edildikten sonra 6érnekler
hicrelerle etkilestiriimistir. 24 saat sonunda her oOrnedin (zerindeki
besiyeri gekilerek 600 pl serumsuz besiyeri 60 pl MTT ¢ozeltisi her kuyuya
eklenmis 3 saatlik inklibasyon sonunda gekilen ortamlar yerine 400°er pl
DMSO eklenmis 30 dakika beklenmistir. Optik yogunluk 6lgiimu igin her
kuyudan 200’er ul ve 3’er érnek alinarak 96 kuyulu kaplarda mikroplaka
okuyucuda (Molecular Devices, 100-250V, 3.5 A) 570 nm de okuma

gerceklestirilmistir. Diger 2 glin icinde ayni islemler tekrarlanmistir.

3.9 Immiinhistokimya GCalismalari
3.9.1 Hiicrelere Orneklerin Uygulanmasi

-80 °C’de saklanan MDA-MB-231 meme kanseri hlicreleri ¢dzlllp, 75 cm?’
lik ktlttr kaplarina ekilmistir ve hicrelerin gogalmasi icin 37°C’lik etlivde
inkiibasyona birakilmistir. Immiinhistokimya galismalarinda kullanilan 8'li
plaklara ekim yapabilmek igin tripan mavisi ile hicre sayimi yapilmistir.
(0.4 g tripan mavisi 100 PBS icinde ¢dzlUlmustir.) Her kuyuya 12.800
hicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Hlcrelerin monolayer olmasi igin 1
gun beklendikten sonra farkli o6rneklerle hucreler etkilestirilmistir.
Cukurlarda sirasiyla kontrol hlcreleri, siRNA, AS-ODN, siRNA+AUNP+TTf,
SiRNA+AUNP, AS-ODN+AuNP, AS-ODN+ AuNP+Tf uygulanmis hlcreler
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dretilmistir. Preparatlar kuyulara eklendikten sonra hicreler 24 saatlik

inkilbasyona birakilmistir.
3.9.2Floresan Boyama

Kdltir ortamindan cikarilan hicreler UGzerindeki besi ortami cekilerek
atilmistir. Her kuyu 3’er kez fosfat buffered saline (PBS) ile yikanmistir.
Fiksasyon islemi icin ortama aseton eklenip 10 dakika beklenip ve 30 dk
boyunca kurumaya birakilmistir. PBS ile 3 kez yikama yapildiktan sonra
blokaj islemi gerceklestirilmistir. %1 lik bovine serum albimin (BSA),
%10 normal keci serumu, % 0.1 PBS-Tween ile ¢dzelti hazirlanip 200’er
Ml kuyulara eklenmistir ve 1 saat beklenmistir. Primer antikor 1:1000
oraninda %1 PBS-BSA ile sulandirihip 200’er ul kuyulara eklenmistir ve
oda sicakhdinda 2.5 saat inklibasyona birakilmistir. PBS ile yikama
isleminden sonra sekonder antikor eklenip oda sicakliginda 30 dakika
karanlk ortamda beklenmistir. Yikama isleminden sonra DAPI ile 2 dakika
etkilestirilen hucreler tekrar yikanmistir ve alkolle seri muamele yoluyla

kapama islemi gercgeklestirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Hicre Kiiltiiru Cahismalari Sonucunda Edilen Veriler

MDA-MB-231 hicrelerini (Sigma, ABD) laboratuvar sartlarimizda
cogaltmak ve deneyler icin yeterli hiicre saglayabilmek icin hiicrelerin

Ureme Ozellikleri belirlenmistir.

A
60
y=11,3x-0,4
50 RZ = 0,9297 48’6
€
~
< 40
o
i
>
I 30
g e (0 24 48 72
e 203 A~ Dogrusal (0 24 48 72)
._g
10
0
0 24 48 72
e ) 24 48 72 13,6 20,6 28,6 48,6
Zaman (saat)
B
4,5
4
35
= 3
> y =0,4149x + 2,1809
3 25 R?=0,9914
o )
S
2 2
x
= 1,5
1
0,5
0
0 24 48 72
—Seri 1 2,610069793 3,025291076 3,353406718 3,883623531

zaman (saat)
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MTT hcre canliligi testi

3,55

3,5 3,46
T
= 345 3’122 1
O 34 l
S 3,35
E 33 3,2[73
>
= 3,25 l
E 32
= 3,15
3,1
3,05
24 48 72
oD 3,273 3,422 3,46

saat

Sekil 8. MDA-MB-231 insan metastatik meme kanseri hicrelerinin
cogalma profili. Tripan mavisi atma testi ile hiicre sayimi (A), Hicre
cogalmasinin logaritmik ifadesi ve ikilenme siiresinin saptanmasi (B). MTT

testiyle hiicre gogalmasinin standardize edilmesi (C)

Sekil 7A’da gorildiuga gibi, hiicrelerin gogalmasi (¢ glin boyunca izlenmis,
tripan mavisi ile boyanmayan hicreler sayillmis ve ikilenme sulresi
logaritmik cogalma Gizerinden hesaplanmistir (B). Hlicrelerin 6zgul Greme
hizi 0.018 sa-!, ikilenme siresi ise 39 saat olarak hesaplanmistir. MTT
testi ile spektroskopik dederlendirmede hiicrelerin verdigi absorbansin,
24, 48 ve 72 saatlik degerleri; 3.273 + 0.05, 3.4 + 0.07, 3.46 + 0.02

olarak bulunmustur.

4.2 Poliakrilamid Jel Eletroforezi Calismalari Sonuglari

Transferrin  AuNP’lere baglandiktan sonra poliakrilamid (PAGE)
elektroforezinde yirutilerek baglanma incelenmistir. 5, 10, 25 ve 50 ug
olmak lzere farkli miktarlarda transferrin, altin nanopartikl ile 37°C ‘lik
sicak su banyosunda 1 saat etkilestirilmis ve 100 mV akimda poliakrilamid
jelde kosturulmustur. SEKIL 9'da serbest ve AuNP ile etkilestirilmis

transferrinlerin elektroforez gérintisu yer almaktadir.
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Sekil 9. Serbest transferrin ve altin nanopartikille etkilesmis transferrinin
elektroforetik analizi. 1) 5 pug Tf, 2) 10ug Tf, 3) 25ug Tf, 4) 50 ug Tf,
5)5ug Tf + 2,5 yl AuNP  6) 10 ug Tf + 2.5 yl AuNP  7)25 ug Tf+2.5
Ml AuNP 8) 50 pg Tf+2.5 pl AuNP

Transferrinin altin nanopartikillerle etkilestirilmesi soucunda ilk 3
miktarda geri kalma gozlenmezken 50 pug TF kuyucugunda bir miktar geri

kalma gbézlenmistir.

Altin nanopartikillere transferrin baglanmasini saglayabilmek igin
nanopartiktllerle etkilestirme dncesinde transferrin % 0.5 v/v eklenen
farkli miktarlardaki transferrin c¢ozeltileri 37°C'de 30 dakika su
banyosunda bekletilmistir. Bu deneylerin sonucunda elde edilen
preparatlara AS-ODN’ler de eklenmistir. Bu preparatlarin PAGE profili
Sekil 10’ da verilmektedir.
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Sekil 10. Indirgenmis ve indirgenmemis transferrinle etkilestirilmis AuNP
lerin altin nanopartiklil ve AS-ODN ile baglanmalarinin elektroforezle

incelenmesi
1.)200 pg Tf (MetOH) + 2,5 ul AuUNP +4,08 pg ASODN(kaynatiimis)
2.)200 pg Tf (MetOH) + 2,5 pl AuNP +4,08 ug ASODN
3.)200 pg Tf + 2,5 pyl AuNP+ 4,08 ug ASODN
4.)100 pg Tf+ 2,5 pl AuNP
5.)200 pg Tf + 2,5 pl AuNP
6.) 100 pg Tf (MetOH) + 2,5 ul AuNP
7.)200 pg Tf(MetOH) + 2,5 pl AuNP
8.)100 pg Tf
9.) 200 ug Tf
10.)Bos

Sekil 10’da goraldiiga gibi, AuNP etkilesimi dncesi indirgenen transferrin
ile ilgili bantlar (1,2,6 ve 7) jelin cukurlarinda takili kalirken
indirgenmemis transferrin preparatlar jelde yUrtyUp ilerleyebilmislerdir.
AS-ODN’lerin altin nanopartikillere transferrin (Gzerinden baglanip
baglanmadigini anlayabilmek icin yapilan PAGE sonucu Sekil 11.de

gbériulmektedir.
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Sekil 11.Transferrin ile mTOR antisens oligonUkleotitlerin etkilesiminin

poliakrilamid jelde incelenmesi

1.) Bos

2.) 200 pg Tf

3.) 100 ug Tf

4.) 200 pg Tf(MetOH) + 4,08 ug ASODN

5.) 100 pg Tf(MetOH) + 4,08 pg ASODN

6.) 200 pg Tf +4,08 pg ASODN

7.) 100 pg Tf+ 4,08 ug ASODN

8.) 200 pg Tf (MetOH) + 4,08 ug ASODN (kaynatiimis)
9.) 200 pg Tf+ 4,08 pg ASODN (kaynatiimis)

10.)Bos

Oligonukleotitlerle transferrin etkilesimi transferrin yine indirgendiginde
gerceklemis ve ASODN ile baglanan indirgenmis transferrin jelde geri
kalmistir (4,5 ve 8 numaral kuyucuklar). Oligontkleotitlerin isitilarak
denatlire edilmesinin transferrine baglanmasinda bir katkisi olmadigi

gbzlenmigstir.

4.3 Agaroz Jel Elektroforezi Calismalari Sonuglari
AS_ODN leri serbest ve bagl bigcimde takip edebilmek icin agaroz jel
elektroforezi ile deneyler tekrarlanmistir. Sekil 12 ASODN’lerin AuNPlere

baglanmasini ve transferrinin baglanmadaki rolini gostermektedir.
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Sekil 12 mTOR antisens oligonlkleotitlerin altin nanopartikillere
baglanmasinin ve badlanmada transferrinin rolinin agaroz jel

elektroforezinde incelenmesi.

|

4,08 ug ASODN

2. 2,72 yg ASODN

3. 4,08 uyg ASODN + 100 pg Tf

4. 2,72 uyg ASODN + 100 pg Tf

5. 4,08 pg ASODN + 2,5 pl AuNP

6. 2,72 uyg ASODN+2,5 ul AuNP

7. 4,08 ug ASODN (kaynatilmig) + 2,5 pl AuNP+ Tf(MetOH)
8. 4,08 ug ASODN (kaynatilmis) + 2,5 pl AuNP

Antisens oligonikleotitlerin serbest transferrine badlandigi 3. ve 4.
kulvarlardaki oligontkleotit bantlarinin zayifigi blyik bir kisminin bagli
oldugunu ve cukurda kaldigini gostermektedir. Transferrin bagli AuNP
lere de baglanma oldugu (7 numarali kulvar) ancak tek basina AuNP
ylzeyine baglanmadigi (5. Ve 6. kulvarlar) goérilmektedir. Boylece,
transferrin molekdllerinin  AuNP’leri reseptdre yonlendirmek disinda

ASODN baglanmasini da sagladigi goralmdistdr.

4.4 AuNP bagh ASODN ve siRNA’larin MDA-MB-231 Hiicrelerine

Uygulanmasi Sonuglari

Serbest, AuNP’ye bagl ve transferrinle islevsellestirilmis AuNPlerle bagh

ASODN’ler MDA-MB-231 hicrelerine uygulanmistir. Uygulanan tim
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preparatlarda derisim 4.08 ug ASODN, 200 ug indirgenmis transferrin ve
2.5 ul AuNP olacak sekilde uygulanmistir.

Sekil 13’te hlicre canlihdinin MTT ile 6lgim sonuglari gorilmektedir (A).
Canlilik kontrol hlcrelerinin ytzdesi olarak ifade edilmistir (B). Sonuglar,

deney ortalamasi = standart sapma olarak verilmektedir.

A
3
2,5
)
o 2
E
€ 1,5
He ] 4
o
:0
E
1
S
0,5 . . * *
. = ] L
24h 48h 72h
H Kontrol 0,663 1,438 2,196
B ASODN 0,506 1,243 2,177
ASODN+AuUNP 0,411 1,216 1,968
B ASODN+AUNP+Tf 0,106 0,161 0,133

Zaman (saat)

H Kontrol EASODN ASODN+AuNP B ASODN+AUNP+Tf
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24 h 48h 72h
H ASODN 76,3 86,43 99,1
ASODN+AuUNP 62 69,54 89,64
B ASODN+AuUNP+Tf 15 11,19 6

Zaman (saat)

HASODN ASODN+AuNP B ASODN+AuUNP+Tf

Sekil 13.Transferrinle modifiye edilmis ve mTOR antisens oligontikleotit
bagli altin nanopartikillerin uygulandigi MDA-MB-231 meme kanseri
hicrelerinin ¢odalma grafigi. Hicre canlihdi 3 gin boyunca MTT ile
izlenmistir. Sonuglar kontrole gbére uygulanan d&rneklerin kontrol

hicrelerine gore ylzde canlilik £ standart sapma seklinde verilmistir.

Kontrol hiicrelerine gore, hiicre canliigi serbest ASODN ve AuNP bagli
ASODN uygulanmasiyla ve ASODN+AuNP 6rnekleri icin istatistiksel olarak
anlamli bulunmazken AS-ODN +AuNP+Tf 6rnedindeki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p <0.05).
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24h,48h,72h MTT verileri
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Sekil 14 Meme kanseri hicrelerine transferrinle modifiye edilmis ve mTOR
siRNA bagl altin nanopartiktl uygulanmis meme kanseri hiicrelerinin

c¢ogalmasi. Hicre codalmasi 3 glin boyunca MTT testi ile izlenmistir.

Sonuglar kontrole gére uygulanan o6rneklerin ylzde canlihidi + standart
sapma seklinde verilmistir. Kontrole goére hicre canliigi siRNA igin
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken siRNA +AuNP +Tf drnegindeki

fark istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05 ).
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4.5 Immiinhistokimya Calismalari Sonuclari

ASODN ve transferrinle modifiye AuNP’lerin hicrelerdeki mTOR
ekspresyonunu incelemek tGzere immunhistokimya deneyleri yapilmistir.
Sekilde mTOR antikoru araciligiyla boyanan hicrelerin mikrograflari

gorulmektedir.

Sekil 15. Kontrol (A) ve serbest ASODN (B), ASODN bagh AuNP (C) ve
Tf ve ASODN ile islevsellestirilmis altin nanopartikll uygulanan

hicrelerde(D) mTOR ekspresyonu.

MDA-MB-231 hicreleri 8 kuyulu plaklara ekildikten sonra yukarida
belirtilen preparatlar uygulanmistir. Uygulamadan 24 saat sonra mTOR
antikoruyla yapilan immunohistokimya inceleme sonuclari kontrol
hlcrelerine oranla tim uygulamalarin mTOR ekspresyonunu azalttigini
ancak en beligin ekspresyon azalisi ile birlikte hiicre sayisinda da
azalmaya transferrin ve AS-ODN ile islevsellestirilmis AuNPlerin neden

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 16. Transferrin ve mTOR siRNA ile islevsellestiriimis altin
nanopartikdl uygulanan hicrelerde mTOR ekspresyonu
A: Kontrol B: siRNA C: siRNA+AuNP D: siRNA+AuNP+Tf

SiRNA uygulanan hiicrelerde de AS-ODN uygulamasina benzer sonuglar
elde edilmistir. MDA-MB-231 hicrelerinde, 6zellikle transferrin ve siRNA
ile islevsellestirilmis AUNP uygulamasiyla mTOR ekspresyonunda azalma

ve hlcre sayisinda disme meydana gelmistir.
4.6 Tartisma

Kanser tedavisinde 6nemli yaklagsimlardan biri de gen tedavisidir. Gen
tedavisinde istenen bir proteinin ekspresyonunu saglamak icin genetik
bilgi hicrenin DNA’sina aktarilir (gen aktarimi) ya da ekspresyonu
istenmeyen proteinin olusumu sentez dncesi MRNA diizeyinde eslenigi ile
engellenir (ASODN, antisens oligonukleotit, tedavisi) [102]. ASODN
hastalikla iliskili genlerin modulasyonunu saglayan hedefe 6zgil tedavi

ajanlart olma potansiyeline sahiptir. DNA ilaclar olarak da adlandirilan
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antisens oligonukleotitlerin etkin olabilmesi icin biyolojik bariyerleri
asarak hedef bdlgeye ulasmasi gerekmektedir. Bunun igin cesitli tasima
sistemleri gelistiriimektedir. Yapilan bir calismada akciger kanserinde
PKC-a hedeflenmesi icin antisens oligonlkleotitlerin katyonik olmayan
lipozomlar icine enkapsile edilmesiyle bir tasima stratejisi gelistirilmistir
[103]. Oligonukleotit aktarimi icin yapilan bir baska calismada siRNA,
demir oksit nanopartikullerinin iki farkli polimerle kaplanmasiyla elde
edilen manyetik nanopartiklllerle hicrelere aktanlmistir [104]. Ming-
Zhen Zhang ve arkadaslari MCF-7 meme kanseri hicrelerinde folat
reseptér alfanin inhibisyonu igin ASODN’leri kuantum noktalarla
tasimiglardir [105]. Bu calismalarin yaninda oligontkleotitlerin iletiminde
kullanilacak miseller, dendrimerler, nanokurecikler, nanokapsuller gibi
nanometrik yapilar mevcuttur [106] [107]. AuNP’ler (ktreler, rodlar gibi
farkh sekil ve boyutlarda, hem yanhz hem de manyetik cekirdek etrafinda
kaplama olarak) medikal uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan
nanopartiklllerin basinda gelmektedir [108, 109]. Altinin ylzey plazmon
ozelligi nedeniyle optik cihazlar ile izlenebilmesi yaygin kullaniminin
gerekgelerinden biridir. Altin inert ve biyouyumludur. -SH grubu tasiyan
ajanlar altin yuzeylere kolaylikla immobilize edilebilir [110]. Sang-Mi
Ryou ve arkadaslar altin nanopartiklil DNA konjgatlariyla shRNA iletimi
gerceklestirmislerdir. p53 genine 6zgun shRNA HEK293 ve Hela insan
hicre hattina altin nanopartikil aracilidiyla etkili bir sekilde iletilmistir
[111]. Tasima sistemlerinin yaninda hedefleme hem ilag hem de gen
tedavilerinin basarisinda kritik 6neme sahiptir. Genellikle kanser
hicrelerine 6zgl ve/veya kanserlesme slrecinde ekpresyonu artan
molekdilleri  (genellikle reseptorler) hedefleyen ajanlar (6rnegin
antikorlar, aptamerler, folik asit ve transferrin) kullanilarak hedeflenir
[112]. Ancak, aktif ajanlari hem hicreye hedeflemek hem de hicre igine
alinmalarini saglamak sorundur. Burada hedefleme ajaninin dogru
secilmesi ve tasiyiciya dogru immobilizasyonu o6nemlidir. Literatlirde
transferrin ile basarili hedefleme vyapilabilecegini godsteren calismalar

vardir [113-115]. Transferrin modifiye AuNPler transferrin kapl olmayan
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AuNPlere goére, teropatik ajanlarin kanser hicresine daha etkin bicimde
iletmistir [115]. Bir baska calismada transferrin konjuge lipit kapli
polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikllleri SKBR-3 meme kanseri
hicrelerine aromataz inhibitéri,7-(4-amino)feniltiyo-1,4-androstadin-
3,17-dion (7-APTADD), iletiminde kullaniimistir. Flow sitometri ile meme
kanseri hlcrelerinde transferrin reseptorinin ylksek derecede ifade
edildigi gosterildikten sonra transferrin ile hedeflenmis nanopartikdllerin
hedeflenmemis olanlara oranla hicre icine alinmada cok daha etkili
oldugu gosterilmistir. Bu sonuclari destekleyecek sekilde tezde 24 saatlik
sonuglara gére MDA-MB-231 meme kanseri hlcrelerine hedeflenmeyen
AuNP-ASODN uygulandiginda mTOR’a bagdli hiicre canlihdi % 38 azalirken
transferrin ile hedeflenmis AuNP-ASODN uygulandiginda hicre canliligi
%85 oraninda azalmistir. Sonucta, transferrin ile hedeflenmis
nanopartiktllerin hedeflenmemis nanopartiktllere gére daha etkili oldugu
gbzlenmistir [116]. Bu tez calismasinda da benzer sekilde transferrin gen
aktarimini etkinlestirmistir. 2007 vyilinda Iwamaru ve arkadaslan
tarafindan yapilan calismada glioma hulcrelerinde mTOR’un rapamisin ve
siRNA ile inbisyonunun karsilastirilmasi yapiimistir. Yapilan bu calisma
sonucunda mTOR’un rapamisin ile inhibisyonunda mTORC1-raptor
(mTOR’un rapamisine duyarli bodlgesi) bdlgesinin baskilandigi ve
dolayisiyla mTOR’un butin fonksiyonlarinin baskilanamadigi anlasiimistir.
Diger taraftan siRNA ile yapilan incelemede siRNA'nin mTOR’un
rapamisine hassas olmayan bdlgeyede etki edebildigi icin hem hicre
¢ogalmasinin inhibisyonunda hemde hiicrelerin rapamisine karsi
duyarhliginin artmasinda daha etkili bir mekanizma oldugu gorilmistir
[101]. Yapilan calismaya benzer sekilde tezde mTOR’un yalnizca
rapamisine hassas bolimid dedil mTOR’un bitin fonksiyonlarini
etkileyebilecek  katalitik  bdlgesine  hedefleme  yapimistir ve
oligonukleotitlerin hedef bdlgesine iletilmesi icin altin nanopartiklllerle
tasiyici bir sistem olusturulmustur. Sonucta baskilanmanin % 80-90
oranlarinda oldugu gortulmustir. mTOR inhibisyonunun kanser

tedavisinde kullanilma potansiyeli Uzerine yapilan bir baska calismada
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hem mTOR’a karsi gelistirilen siRNA’lar hem de rapamisin 6zofagus
skuam htcreli karsinomada mTOR/P70S6k sinyal yolaginin inhibisyonu
icin kullanilmistir.  Sonuglar immiunohistokimya ve western blot
calismalariyla incelendiginde hiicrelere ayri ayri siRNA ve rapamisin
uygulandiginda mTOR’un etkilestigi proteinler olan 4EBP1 ve P70S6K’In
fosforile olmus formlarinin 6nemli derecede azalmis oldugu gorulmustuir.
Hicrelere mTOR siRNA ve rapamisin birlikte uygulandiginda ise
baskilanmanin daha da arttigi rapamisin ve siRNA’nin birbirlerinin
etkilerini arttirdigi  sonucuna varilmistir. Tezde imminohistokimya
calismalarinda mikrograflari verilen siRNA ve siRNA-AuNP-Tf uygulanmis
kanser hlcrelerinde protein miktarinin ve hicre sayisinin énemli oranda
azalmasi bu calismayi desteklemistir [117]. Bu tezde mTOR, ASODN
tedavisi icin ilk kez kullanimistir. mTOR’un inhibisyonunun kanser
tedavisinde kullanilma potansiyeli géz 6nline alindiginda meme kanseri
hicrelerinde etki gdsterecek bir nanopartikidl sistemi olusturulmustur.
Ayrica, AuNPlerin inert ve biyouyumlu olmalari; yluksek afiniteyle
gerceklesen reseptor ligant etkilesiminden ve hicre icine alinmadan
(reseptér aracii  endositoz) yararlaniimasi tezde gelistirilecek
nanopartikil sisteminin diger sistemlere Gstlnligudir ve 6zgin yonadur.
Bu Ozellikler, bu tezin 6nemli ciktilari arasinda sayilabilir. Sunulan tez
kapsaminda vyapilan calismalarda AuNP’ler Uzerine hedefleme ajani
transferrin ve mTOR inhibisyonu icin eslenik ASODN immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. ASODN'lerin yaninda mTOR mRNAsina 6zgu siRNA'lar
da transferrinle islevsellestirilmis altin nanopartikillere baglanarak meme
kanseri hucreleri Uzerindeki etkisi incelenmistir. Dolayisiyla, tez
kapsaminda hazirlanip, 6zellikleri saptanan ve meme kanseri hicreleri
Uzerindeki etkileri belirlenen islevsellestirilmis altin nanopartikiller, diger
nanoilag gelistirme ve gen tedavisi yaklasimlarl igin bilgi verici olup
tedavide kullanilma potansiyeli degerlendirilebilecek bir sistem

olusturabileceklerdir.
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5 SONUCLAR

1. MDA-MB-231 insan metastatik meme kanseri hucrelerinin
laboratuvar sartlarimizda ikilenme sliresinin 39 saat oldugu
saptanmistir.

2. Amin (NH2) grubu tasiyan altin nanopartiktller (AuNP) indirgenmis
transferrin baglanarak islevsellestirilmistir. Transferrinin
indirgenmemis formunun altin ylzeyine tutunmadigi saptanmistir.
Transferrinin indirgenmesiyle yapisinda olusan degisim karboksil ve
histidin gibi negatif yUkli gruplarin AuNP ylzeyindeki amin
gruplariyla etkilesimini saglamis olabilecegi distinulmustdr.

3. mTOR’a 6zgl antisens oligonUkleotitler altin nanopartiktllere
baglanmistir. Baglanmanin transferrin {zerinden gergeklestigi
gbzlenmistir. Transferrinin polar bdélimleriyle hem AuNP hem de
ASODN’lere baglanabildigi belirlenmistir.

4. Meme  kanseri hicrelerine  uygulanan  serbest ASODN
molekdillerinin hiicre gogalmasini kontrol hiicrelerine gore, 24
saatte % 24, 48 saatte %14 ve 72 saatte % 0.9 oraninda azalttigi;
AuNP bagli sekilde ise 24 saatte % 38, 48 saatte % 30, 72 saatte
% 10 oraninda azalttigi ancak bu farklarin istatistiksel olarak énemli
olmadigi belirlenmistir.

5. Hucrelere transferrin ve ASODN ile islevsellestirilmis AuNP
uygulandiginda ise 24 saatte % 85, 48 saatte % 89 ve 72 saatte
%93 oraninda azalttigi saptanmistir. Sonuglar kontrol hicreleri ile
karsilastirildiginda sonug anlamh bulunmustur.

6. Meme kanseri hicrelerine uygulanan serbest mTOR’a 6zgu siRNA
molekdllerinin hicre ¢cogalmasini 24 saatte % 10, 48 saat sonra
% 23 ve 72 saat sonra %16 oraninda azalttigi ancak bu farklarin
istatistiksel olarak dnemli olmadigi belirlenmistir.

7. Hucrelere transferrin ve mTOR’a 6zgu siRNA ile islevsellestirilmis
AUNP uygulandiginda ise 24 saatte % 82, 48 saatte % 57 ve 72
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saatte %93 oraninda azalttigi saptanmistir. Sonuclar kontrol
hicreleri ile karsilastirildiginda sonug anlamh bulunmustur.

. Kontrol MDA-MB-231 hlcrelerinde immunhistokimya incelemesi ile
mMTOR ekspresyonu saptanmistir.

mTOR ASODN ve siRNA bagl altin nanopartikillerle etkilesen
hiicrelerde mTOR ekspresyonu kontrole goére azaldigi gordlmis
ancak transferrin ve ASODN ile veya siRNA ile islevsellestirilen altin
nanopartiktllerin uygulandigi hiicrelerde mTOR ekspresyonu hig
gorilmemis ve hilicre sayisinin da etkin bicimde azaldigi histolojik
bulgularla desteklenmistir.

. Sonug olarak, hazirlanan transferrin ve ASODN veya siRNA ile
islevsellestirilmis altin nanopartiklllerin metastatik meme kanseri
hicrelerinin proliferasyonunu etkin bicimde  engelledigi
belirlenmistir. Gelistirilen AuNP’lerin etki mekanizmalarinin,
hicrelerin metastatik o6zelliklerine etkilerinin, diger hicreler
Uzerindeki muhtemel sitotoksik etkilerinin ileri calismalarda acikliga
kavusmasi ile terapdtik potansiyeli olan bir malzeme elde
edilebilecegi dustnllmistlir. Ayrica, deney hayvanlari (zerinde

tumor modelleri Gzerinde daha ileri galismalara da yol agabilecektir.
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