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OZET

MEME KANSER HUCRELERINDE, ABCE1 VE eRF3
PROTEINLERININ siRNA TASIYAN NANOPARGCACIKLARLA
INHIBE EDILMESI

BAGDAT BURCU CENGiz
Yuksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. EMIR BAKi DENKBAS
Mart 2013, 74 sayfa

Nanoteknolojinin en onemli UrUnlerinden olan nanopartikiler sistemler birgok
hastalik icin teshis ve tedavi amaciyla kullaniimaktadir. Kitosan nanopartikiiller;
biyobozunurluk, yliksek biyouyumluluk, disik toksisite ve pozitif yukli olmasi gibi
Ozellikleriyle kanser teghis ve tedavisinde olduk¢a yaygin bir kullanima sahiptir.
Kanser tedavisinin geleneksel yaklasimlari olan cerrahi, kemoterapi, radyoterapi
gibi tedavilerin yerini, timoére 6zgl hedeflenmis yeni nesil tedaviler almaktadir.
Hedefe yonelik tedaviler saglikli hicrelere zarar vermedigi ve yulksek segicilige
sahip olduklar icin oldukga ilgi goérmektedirler. Ayrica, bu tedavilerde ilag
yuklenmis nanopartikullerle yuiksek etkili tedaviler gelistirilebilmektedir. Kanser
tedavisinde dikkat ceken diger bir yenilik ise mRNA dizeyinde etki etmeyi

amaclayan siRNA tedavisidir.

Sunulan tez kapsaminda meme kanseri tedavisi igin kitosan nanopartikuller
kullanilmis ve hazirlanan nanopartikilere siRNA yuklenerek ABCE1 ve eRF3
proteinlerinin inhibe edilmesi amacglanmistir. Calismanin ilk bolimunde, kitosan
polimeri asetik asitte ¢ozindukten sonra uygun pH’a ayarlanmis ve TPP ile capraz
baglanarak kitosan nanopartikiller elde edilmistir. iyonik jelasyon ydntemi ile

hazirlanan kitosan nanopartikullerin 6nce zeta-sizer'da boyutlari ve yukleri



Olculmiug daha sonra AFM, SEM gibi morfolojik tekniklerle partikullerin topografisi
incelenip, bu degerlendirmeler sonucunda istenilen 6zellikte nanopartikuller elde
edilmistir. eRF3 siRNA, ABCE1 siRNA ve kontrol siRNA kitosan nanopartiktillere
yuklenmistir. Calismanin ikinci béliminde meme kanseri hucre hatti olan MCF-7
uzerine siRNA yUklU nanopartikuller eklenmis ve nanopartikullerin kanser hicreleri
uzerindeki etkilerine bakilmistir. RTCA ile hucreler hicre yasam indikslerine
bakilmistir. WST-1 testi yapilarak da hicre 6lilerine bakilmistir. Olen hicrelerin
apopototik-nekrotik yolaklardan hangisinin sectiginin belirlenmesi i¢in hicreler
boyanarak floresan mikroskop yardimiyla incelenmistir. Elde edilen sonuglar,
siRNA yuklu kitosan nanopartikillerin ABCE1 ve eRF3 proteinlerini inhibe ederek
meme kanseri hucrelerinde etkin bir sekilde proliferasyonu durdurdugu

gorulmustar.

Anahtar sozciikler: Kitosan nanopartikiller, kanser tedavisi, siRNA tedavisi,
ABCE1l, eRF3



ABSTRACT

INHIBITION OF ABCE1 AND eRF3 PROTEINS IN BREAST
CANCER CELL LINES WITH siRNA LOADED NANOPARTICLES

BAGDAT BURCU CENGiz
Master of Science, Department of Nanotechnology and
Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. EMiR BAKi DENKBAS
March 2013, 74 pages

Nanoparticulate systems are the most important output of nanotechnology and can
be used for diagnosis and treatment of many diseases. Chitosan nanoparticles
have a widespread use in cancer treatments due to its properties such as
biocompatibility, biodegradability and low toxicity. Novel tumor targeted therapies
take places of surgery, chemotherapy and radiotherapy type conventional
treatments. Targeted therapies preferred because of their specificity and minimal
effect on healthy cells. These studies include drug loaded nanoparticulate systems
which can help to the development of more effective cancer treatments. siRNA
treatments which has an effect on an effect on mRNA level, are another novel

technique for cancer treatment.

The presented study proposed the application of siRNA loaded chitosan
nanoparticles on cell lines to inhibit ABCE1 and eRF3 proteins for breast cancer
treatment. In the first part of the study, chitosan polymers dissolved in acetic acid
and crosslinked with TPP in a certaion pH to form nanoparticles. Particles
prepared with ionic gelation method, characterized with zeta-sizer for size
distribution and surface charge, then examined topologically with AFM and SEM to
determine the desired nanoparticle forulations. Control, ABCE1 and eRF3 siRNA'’s



were loaded to chitosan nanoparticles. The affect of the siRNA loaded chitosan
nanoparticles on breast cancer cell line (MCF-7) was observed in the second part
of the study. A RTCA was used to determine the cell index of the nanopatrticle
applied cell lines. Moreover, WST-1 test was performed to determine the cell
viability after the nanoparticle application. Fluorescent microscopy techniques
were used determine whether the apoptotic or necrotic pathways were chosen by
the cells after nanoparticle application. Results shows that, ABCE1 and eRF3
loaded chitosan particles dramatically reduces the proliferation of the breast

cancer cells.

Keywords: Chitosan nanopatrticles, cancer treatment, SIRNA treatment, ABCEL,
eRF3
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1. GIiRIS
GUnumuzin en onemli saglik problemlerinden biri olan kanser, arastirmacilarin
uzerinde en ¢ok galistigi hastaliklardan biridir. Kanser, hicrelerdeki DNA yapisinin
bozulmasi sonucu, hucrelerin kontrolsuz bir sekilde bolinmesi ve ¢ogalmasidir
[1].Kadinlarda en ¢ok gorulen kanser tipi olan ve meme hucrelerinde baslayan
meme kanserinin gorulme sikh@r ginden gune artmaktadir [2]. Dunyada gorulme
sikligi ise ylUksek olan kanser turlerinden biridir [3]. Yapilan arastirmalar meme
kanserinin genellikle memedeki somatik hucrelerdeki genetik degisimlerden

kaynaklandigini gostermektedir [4].

Kanser teshis ve tedavisinde pek c¢ok klasik ydntem olmasina ragmen,
arastirmacilar klasik yontemlerin sahip oldugu yan etkiler sebebiyle yeni yontemler
uzerinde arastirmalar yapmakta, en etkili tedaviyi bulmak igin galismaktadirlar.
Arastirmalar sonucunda kanser tedavisinde basarili ¢alismalar elde edilmis ve
klasik yontemler zamanla yerini yeni tedavilere birakmaya baslamistir. Geleneksel
kemoterapotik ajanlar kanserli hlcredeki proliferasyonu durdurabilmekte fakat
kanserin ileriki evrelerinde Ozellikle metastaz durumunda kemoterapi ile tedavi
orani azalmaktadir [5]. Ayrica bu kemoterapik ajanlar sadece kanserli bolgedeki
DNA hasarinin disinda saglikli hucrelere de hasar verebilmektedir [6]. BUtin bu
sebeplerden dolayi son yillarda kanser tedavisinde yeni nesil bir yontem olarak
spesifik timor hedeflemeye yonelik yeni metodlar gelistiriimekte ve tercih sebebi
olmaktadir. Hedefli tedavi strecinde kullanilan ajanlar yalnizca hastalikh bolgeye
gonderilebilmektedir ve  bodylece saglikh  hucrelerin  zarar  gormesi
engellenebilmektedir [7]. Bu da hedefli tedavinin yuksek segicilige sahip ve daha
etkili oldugunun gostergesi olmaktadir [8]. Kanser tedavisinde yeni bir hedefli
calisma yontemi olan siRNA tedavisi ise direkt olarak sorunlu geni veya sorunlu
genden sorumlu mRNA'y1 hedef almaktadir [9]. Bu yeni nesil tedavi ydntemi olan
hedefli tedavide kullanilan ajanlarin hdcre igine alinmalarini kolaylastirmak ve
daha da etkili olmasini saglamak icin kiguk boyutlariyla tercih sebebi olan
nanopartikuller kullanilmaktadir [10]. Nanopartikuller kullanilarak yapilan bu
tedavideki amag, geleneksel tedavilerdeki olumsuzluklari en aza indirmek, etken
maddenin hdcresel yuzeylere etkin bir sekilde tasinimini saglamak, ilagtan

kaynaklanabilecek toksisiteyi minimuma indirmek, vicudun herhangi bir bdlgesine



zarar vermeden sadece tUmorli dokuya ulastirmak ve ilacin ¢6zunurlGgunu
artirmaktir [10].

Kanser tedavilerinde en ¢ok kullanilan biyobozunur polimerler arasinda kitosan en
cok dikkat ceken ve en cok Uzerinde calisilandir. Hiicre hedefleme calismalarinda
ve bircok biyomedikal uygulamada kimyasal modifikasyona uygunlugu,
toksisitesinin olmamasi, biyoaktif 6zellikleri sebebiyle tercih edilmektedir [11; 12;
13; 14].

Protein sentezinin uzama basamag! kanser tedavisi arastirmacilar i¢in oldukca
dikkat cekmektedir. ABCE1 ve eRF3 proteinleri protein sentezinin translasyon
basamaginda gorev almaktadir. Bu ylUzden protein sentezinin translasyon
basamaginda gorev alan eRF3 ve ABCE1 proteinlerinin baskilanmasinin kanser

tedavisine yeni bir bakis agisi getirecedi dugunulmektedir.

Sunulan calismanin hedefi, meme kanseri tedavisinde kullanilmak Uzere siRNA
yukli kitosan nanopartikillerin  hazirlanmasi, karakterize edilmesi ve bu
partikillerin kanser hticrelerine gonderilerek oradaki istenen proteinleri hedefleyip
kanserli hucrelerinin  proliferasyonuna engel olmasidir. Nanopartiklllerin
hazirlanmasinda kitosan nanopartiktller kullaniimig, yontem olarak iyonik jelasyon
yontemi secilmis ve bu kitosanlar TPP ile gapraz baglanmistir. Bu partikullerin
zeta-sizer, AFM, SEM ile boyut-yik dagilimina bakip, karakterizasyon ve
topografik 6zellikleri incelendikten sonra boyut ve ydlklerinin  uygunlugu
belirlenmistir. En uygun partikuller segildikten sonra eRF3 siRNA, ABCE1 siRNA
ve kontrol siRNA yiUklenmis partikiller hazirlanmistir. Calismanin devaminda
MCF-7 hucre hatti ekimi yapilmig, hucreler ¢ogaltiimis ve nanopartikuller hicrelere
eklenmistir. Nanopartikullerin hucreler Uzerindeki etkilerine bakildiktan sonra,
RTCA cihazi ile hicre sayimi yapilmis ve zamana baglh olarak hicre
proliferasyonuna bakilmistir. En son olarak hucreler ikili boyama ydntemi ile
boyanmis ve hicre etkilesimleri  apopototik-nekrotik  mekanizmalarin

degerlendiriimesi igin fluoresan mikroskop yardimiyla incelenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Nedir?

Kanser; ekonomik olarak gelismis Ulkelerde ve gelismekte olan Ulkelerde, en ¢ok
O0lime sebep olan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer almakta ve sigara, fiziksel
tembellik, beslenme sekli gibi faktorler kanser oranini gunden gune artirmaktadir
[2]. 2008 yilinda elde edilen verilere gore dunyada 12.7 milyon kanser vakasi
gérulmis ve 7.6 milyon kanser vakasinin olumle sonuglandigi belirtiimis,
bayanlarda en ¢ok gorllen kanserin meme kanseri, erkeklerde ise akciger kanseri

oldugu kaydedilmistir [2].

Kanser, hucre ¢ogalmasindaki dengenin bozulmasi ve hicre 6lumuine yol agan
genlerde meydana gelen pek ¢ok degisiklik sonucu hucrelerin anormal bir sekilde
blyumesidir [1]. Hucre farkllasmasi veya c¢ogalmasi, hormon ve blylime
faktorlerinin miktariyla iligkilidir [16]. Canhlarin tim yasam faaliyetleri igin gerekli en
basit yapi tasi olan hudcreler, yasam dongulerini kontrol altina alirlar ve eger bu
dongude bir seyler yanlis giderse yani bazi hicreler duzensiz buyurse ve vucuttaki
diger yapilara zarar verirse, kanser olugsmaya baslar [16]. Hlcre dongusinde
saglikh hicreler, kansere sebep olan ajanlarla karsilagabilirler [17]. Kansere sebep
olan maddeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik kanserojen maddeler olabilir ve bu

maddeler saglikli hucrelerin buyumesini ve onarimini engeller [17].

Kanser hiucreleri, saglikli hicrelere goére kendilerini daha fazla yonetebilme
Ozelligine sahiptir ve buyUmeleri gevreden bagimsiz olarak ilerler [18]. Bu
hacrelerin  farklilasmasi gen mekanizmasiyla aciklanabilir ve duzenli gen
transkripsiyonu 6nce dokularda farklilagir [18]. Doku kultirtiinde saglikli hicreler
bazi bluyume faktorleri varliginda gelisir ve yasam sureleri sinirli olmakla beraber
yaklasik 50 kez bolunebilirler ve bir stre sonra proliferasyon durur. Buna karsilik
kaltur ortamindaki kanser hucrelerinin bluyume faktorlerine gereksinimleri azdir
cunkl birikerek yigilma yaparlar ve apoptoz yoklugunda hucreler sonsuz
bolunebilmektedir [19]. Ayrica kanser hucreleri in vivo ortamda yasamlarini
surdurebilmek igin kan dolasimi saglama ve bagisiklik sisteminin kontrolinden

kurtulma gibi yetenekler de gosterirler [19].
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Sekil 2.1. Klltdr ortamindaki normal hicreler ve kanser hticreleri [19]
Sekil 2.1.’e gbére normal hucreler birbirine temas ettiklerinde Greme dururken,

kanser hucrelerinde Ureme devam etmektedir [19].

2.1.1. Kanser Tedavisinde Geleneksel Yontemler

Kanser tedavisinde cerrahi tedavi, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedaviler yillardir
yaygin olarak kullaniimaktadir. Buylyen kanser hucreleriyle savasan immun
sistem icin biyolojik tedavi de kanser tedavisinde bir yontem olmustur. Her

tedavinin kendi icinde farkli proseddrleri, riskleri ve yan etkileri bulunmaktadir [20].

2.1.1.1. Cerrahi

Cerrahi girisim, kanser tedavisinde en eski, en basarili yontemlerden biridir ve
bolgesel bir tedavidir. Tumor, kdken aldi§i dokular ve lenf nodilleriyle sinirli
kalabildigi durumlarda tam iyilesme saglanabilmektedir [21]. Cerrahi uygulama
yapilacak hastanin 6nce kanser gelisimi incelenmeli, daha sonra tumorin
metastaz yapip yapmadigina, hangi evrede olduguna ve son olarak ameliyat
risklerinin neler olacagina bakilmalidir [22]. Modern kanser cerrahisi tumaorun
dogrudan alinmasi ve mimkin oldugu durumlarda lenf noddllerinin
cikariimasindan olugsmaktadir [21]. Kotuye giden kanserlerde ise ameliyat oncesi
veya sonrasl birincil timor hicrelerini yok etmek icin adjuvan terapi uygulanir ve
bdylece tiumorde klgulmeler gozlenir [17]. Yapilan birgok cerrahi tedavide

hastanin ameliyattan sonra yagsam kalitesinin arttigi da kanitlanmigtir [23; 24].



2.1.1.2. Radypoterapi

Radyoterapi, kanser hastalarinin yaklasik olarak %50’sinde tedavi amacli olarak
kullaniimaktadir ve bu tedavi ile pek ¢ok hastada basariya ulasiimigtir [25].
Radyoterapi, sadece uygulandigi bolgedeki hucreleri etkilemektedir [26].
Radyasyonun dozu normal hucrelerin etrafindaki hassasiyete gore belirlenir [27].
Amag, tumor hucrelerin bolunmesini durdurup yenilenemez hale getirmek ve
radyasyonun saglikli huacreler etrafindaki etkinligini azaltip tGmor hucreleri
etrafindaki etkinligini artirmaktir [27]. Bu yontem, birgok kanser c¢esidinin
tedavisinde kullaniimakla birlikte cerrahi, kemoterapi veya immunoterapiyle birlikte
yapilan tedavilerin bir parcasi da olabilmektedir [25]. X-ray, gama Isinlari ve
elektron 1ginlari, kanser tedavisinde kullanilan radyasyon cesitleridir [28].
Radyasyon, tumor hacrelerinde bulunan DNA'ya zarar vererek hicrelerin yapisini
bozar, hucre bolunmesini engeller, kompleks biyokimyasal reaksiyonlara sebep
olarak hucre olumunu saglar [29; 30]. Hucreye verilen zarar ise absorblanan

radyasyon dozu ile dogru orantihdir [31].

2.1.1.3. Kemoterapi

Kanser hicrelerinin biylime edilimleri saglikh hicrelerin tersine daha fazladir
cunkl buyume faktorlerine karsi hassasiyetlerini kaybetmislerdir [32]. Kanser
hdcrelerinin kontrolsiz blyumesi veya kontrolstiz boliunmesi kemoterapiye karsi
olan duyarlliklariyla O6nlenebilir [32]. Kimyasal ajanlar kullanilarak kanser
hdcrelerinin  buyumesini engelleyen veya yok olmasini saglayan yonteme
kemoterapi denmektedir [33]. Kemoterapiyle, kanser hucrelerin yayilmasi

engellenebilir veya kanser tamamen tedavi edilebilir.

Kemoterapdtik ajanlar, kan dolasimina katilarak kanser hicrelerini pargalamayi
hedefleyen ilaglardir ve vucuttaki tim kanser hucrelerini etkileyebilirler bu yuzden
kemoterapi, radyasyon gibi lokal bir uygulama olmayip sistemik bir tedavi surecidir
[34]. BazI hastalarda kemoterapi tek basina bir tedavi yontemi olmakla birlikte,
bazi hastalarda da cerrahi girisim veya radyasyonla birlikte uygulandiginda bir

tedavi yontemi olabilmektedir [17].

Kemoterapi i¢in uygulanan bu ilaglar kan dolasimina katildiginda, kan veya lenf
damarlarn yoluyla vicudun bagka bolgelerine gidebilirler ve olusturduklari
toksisiteden dolay! kan hucreleri, sa¢ hucreleri ve intestinal bolge etkilenebildigi

icin sa¢ dokulmesi, mide bulantisi gibi yan etkiler gorulebilir [34].
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2.1.1.4. immiinoterapi

immiin sistem viicuttaki yabanci maddeleri taniyabilen ve denetleyebilen bir
sistemdir. immiinoterapi ise kanser tedavisinde kanser hiicreleri icin daha fazla
oldurtcu olarak tasarlanmig terapoétik antikorlar gerektirmektedir [35]. Kanser
immunoterapisi, kotu huylu timoarler igin immadn sistemin 6zgunligunu ve Ustun
gucunu kullanan bir yontem olmustur. Kanser hucreleri patojenlerden daha az
immunojenik olmalarina ragmen, immun sistem tumorla hucreleri hic aksamadan
taniyarak savasip yok edebilen bir sistemdir [36]. TUumor hucreleri bazi spesifik
molekullerle bluyurler ve kemoterapi hucrelerdeki hicre bolinmesini engellerken
antikorlar da bu spesifik molekillere engel olarak kanser hiicrelerinin yayilmasini
engellerler [17]. Makrofajlar, T-lenfositler ve dogal oéldirict hicreler, anti-timor
immun cevapta hucreler i¢in dldurtciu olan yani sitotoksik etkileyici hicreler olarak
nitelendirilirler [37; 38].
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uyarici madde)

inaktif antij cerpazen APC antijeni igler.
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Sekil 2.2. Prostat kanserinde T-hucrelerinin immunoterapideki davranigi

immiinoterapinin basarisi bazi kanser hiicrelerinde kendini gdsteremeyebilir.
immiin sistem kanser hiicrelerine karsi antikor tiretmesine ragmen tiimor hiicreleri
buna karsi onlem alip, hicre zarlarinda immuan sistemin taniyacadi antijenleri
bulundurmayip normal hucre gibi davranabilmektedir [39; 40]. Bu yluzden de

immunoterapi her kanser tipinde tedavi edici olamamaktadir [39; 40].

immiinoterapi sitokin ve antikorlari kapsayarak kanser tedavisinin bir parcasi

olmustur [41]. Sitokin tedavisi immun sistemi aktive etmek ve etkinligini artirmak



icin tasarlanmistir. interferon, sitokin proteinlerinin en iyi bilinenlerindendir.
Arastirmacilar interferon alfa ile birka¢ ¢esit kanseri kontrol altina alarak basari

elde etmislerdir [42].

2.1.1.5. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi, hedeflenmis dokuyu uygun dalga boyu ile uyararak, ila¢ ve
IsI§In kombinasyonu ile doku hasarini gerceklestirir [43]. ilag, tedavide genelde
sistemik olarak kullanilirken, lazer kaynagindan gelen 1sik absorblanarak bolgesel
tedavi de gerceklestirilebilmektedir [43; 44]. Fotodinamik terapide hedef hlcreye
once foto-uyarici ajan verilir ve sitotoksik maddelerin Uretimi 151gin absorblanmasi
ile baslar [45]. Fotodinamik terapi ilaglari belli dalga boyundaki i1siga duyarlidir ve
bu ilaglar hastaya damar yoluyla verildikten sonra ila¢ tumorla dokuda birikir ve
Isik ile uyarildiginda tumorli dokuyu yok eder [46; 47]. Hiperisin, tUmorlerin
fotodinamik terapisinde kullanilan dogal bir fotosensitizordir ve en yaygin
kullanilan dogal ilacgtir [48]. Non-invaziv ve bolgesel hedefli olmasi yonulyle cerrahi

tedavi ve radyoterapiden Ustundur [43].

enjeksiyon ile Bir stire sonra Fotouyanct igik ile yokedilir.
fotouyarici timdriin birlikte aktif hale gelir.
icine yogunlagr.

http:f funsm. litepharm.com/ruvyan3fengfteck_03fteck_03.php

Sekil 2.3. Hastaya fotodinamik terapinin uygulanigi

2.1.1.6. Hipertermi

Kanser tedavisinde 1sinin kullanimi yillardir sire gelmektedir ve bir hastanin isi ile
meme kanseri tedavisi ilk olarak 5000 yil 6ncesine dayanan “Edwin Smith
Papirus’u” adi verilen en eski cerrahi dokimanda yer almaktadir [12]. 1800’lG
yillara bakildiginda ise yuksek atesten sonra tumorin buyumesinin kontrol altina
alindigi gozlenmistir [49].



Hipertermi, radyoterapi ve kemoterapi gibi kanser tedavilerini birlestirerek
uygulanan ve tumorld hucrenin sicakligini 40-43°C’ye c¢ikararak uygulanan bir
yontemdir ve bu yontem tumaorin kan akigini artirirken oksijen konsantrasyonunu
da artirmaktadir [50]. Radyoterapi ve i1sinin birlestirilerek kullanildigi bu yontemde,
Is1 ilk olarak hucreleri etkilerken, radyasyon ile birlikte uygulandiginda DNA’ya
hasar verdigi gorulmustur [51; 52]. Yapilan calismalarda yaklasik olarak 41-

42°C’den sonra hicrelerin zarar gérdigu gézlemlenmistir [53].

3 5 | —‘ T ’_‘[ E——— | | T —

r — - 4

102 |- - - 102 -

3 E E 3

= F 3 - 3

s C . E 3

S - . . -

3 = -3 a

O 10 E 3 107 F E

® 2 5 F =

% - : > 2

» " i

©107 E 107 E

>l - : : :

R | | SN | J e P S R, SRS 1y

39 40 41 42 43 44 0 30 60 90 120
Sicaklik (°C) Sure (dk)

Sekil 2.4. Isinin artmasi veya Isiya maruz kalma suresinin artmasi ile hiicre
Olimuandn ilisilendiriimesi grafigi [12]
Hipertermi; bdlgesel, lokal veya tium vicuda uygulanig olarak farkli metodlar
icermektedir. Lokal hipertermi, kigUk bir bdlgeye yani sadece tumorli alana
uygulanir ve bu yontemde mikrodalga, radyo dalgalari gibi enerjiler kullanilr,
bolgesel hipertermi tUmorin oldugu organa dogrudan uygulanir, tum vicuda
uygulanan hipertermi ise genelde metastaz yapmis olan tumor tedavisinde

uygulanmaktadir [50].



2.1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokularindaki hucrelerin kontrolsuz bir sekilde buyumesiyle
olusur ve dunyada akciger kanserinden sonra en sik gorulen kanser tipidir [54; 55].
Erken yasta ergenlik, ge¢ yasta menopoza girme, menopoz sonrasi donemde
kadinlarda obezite gibi faktorler 6strojen hormonunu artirmakta ve boylece meme
kanseri riskini de artirmaktadir, cocuk dogurmak ise bu riski azaltmaktadir [55].
Dogum kontrol haplari, menopoz sonrasi kullanilan hormon bantlari, alkol, sigara,
genetik faktorler ve genlerdeki degisim de kanser riskini artiran sebepler arasinda

yer almaktadir [56].
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Sekil 2.5. Memenin makroskobik gorintisu [57]

2.1.2.1. Meme Kanseri Turleri ve Teshisi

Meme kanseri turleri hlcresel Ozelliklerine, tedavilerine, yasam suresini
etkileyislerine ve yayillmalarina goére farklilagirlar. Meme kanseri duktuslarin ya da
lobuluslerin epitelinden kaynaklaniglarina gore duktal ve lobuler olarak ikiye ayrilir
[58]. Meme kanserinin bir kismi ‘lobul’ adi verilen sut bezlerinden, bir kismi da
loblllerle meme ucunu baglayan meme kanallarindan kdken almaktadir ve eger
kanser meme kanallarin duvarindaysa ‘ductal karsinoma’ , lobullerdeyse ‘lobuler

karsinoma’ adini almaktadir [59].



Meme kanserini belirlemedeki tek ve en onemli faktor ise invaziv olup olmadigidir
[59]. invaziv olmayan kanser [in situ], kanal ve lobdillerin etrafindadir ve yayihm
gOstermez. Bu da kendi i¢inde ‘ductal karsinoma in situ’ ve ‘lobller karsinoma in

situ’ olarak ikiye ayrilir [59].

In situ duktal karsinom heterojen bir lezyon grubunu ifade etmektedir [60]. Bunlar
duktus sistemi icinde kalmig, invazyon gostermeyen malign epitelyal hidcre
proliferasyonunu ifade eder [61]. Bu karsinom tlrinde meme sit kanallarinda
anormal hicreler bulunur ve bunlar bayuk, sayilabilir ve yag bezesi seklindedir [59;
60; 61; 62]. Tedavisi genellikle cerrahi girisim veya cerrahi girisimden sonra
destekleyici radyoterapi ile birlikte uygulanmaldir ve eger tUmor

uzaklastirilamazsa zamanla invaziv bir kanser sekline donusebilir [63].

in situ lobiiler karsinom, st bezleri etrafindaki anormal hiicreler olup biyopsi veya
mamografi ile teshis edilebilmekte ve genellikle kadinlarda menopoz dOncesi
donemde gorulmektedir [58; 59]. Mikroskobik olarak lobuluslari doldurup
genisleten, Uniform, yuvarlak, genellikle kiiclik ve kohesiv olmayan hicrelerin solid
proliferasyonu gorulir ve genel olarak nekroz yoktur. Duktal karsinom hicrelerine

gore kuguk, uniform ve non-kohezivdir [64].

Invaziv meme kanseri ise en yaygin kanser tirii olmakla beraber heterojen timor
grubuna sahiptir ve olustugu bolgenin disina sigrayabilir yani meme disindaki
bolgelere de yayilabilir [65]. invaziv meme kanseri de kendi icinde invaziv duktal
ve invaziv lobuler olarak ayrilir [65]. Meme kanserlerinin dortte Ugu invazif duktal
karsinoma aittir [58]. Memenin duktus epitelinden gelisen timor olmakla birlikte,
hissedilebilir, sert kivamli ve c¢evreye vyayllmayacak gorunumde Kitleler
olusturmaktadirlar [66]. Sinirlar dizensiz ve dedisken boyutludur, koheziv
Ozellikleri azalmigtir ve tani koydurucu bir 6zelligi de malignite bulgular tagiyan,
ancak tek tek duran hicrelerdir [67]. invaziv meme kanserinin %10’unu siit
bezlerinde gorulen invaziv lobule karsinoma olusturmaktadir ve bu karsinom
tipinde kitle pek hissedilmez daha ¢ok meme dokusunda incelmeler hissedilir ve
memeden parga alinarak teshis edilir [65]. Hucreleri, invaziv duktal karsinomanin
hicrelerine gore daha kiuguk boyutludur ve daha dizensizdir [68]. Genelde gozle

gOralur kitle olusturmadigi igin mikroskobik tani konulamaz [64].
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Bunlar diginda enflamatuar meme karsinomu ve paget karsinomu da diger meme
kanseri turleridir. Enflamatuar meme kanseri, sut kanallarinda ortaya c¢ikar ve
memede o0dem, hiperemi, hassasiyet gorullr, biyopsi yapilarak teshis edilebilir
[64]. Paget karsinomu ise, meme karsinomlu hastalarin %1-2 sinde goérulur ve
tumorin meme ucuna gogu olarak adlandiralabilir [64; 69]. Meme basi
epidermisinin invazyonu once meme basinda kasinti ve yanma hissiyle baslar,
epitel kalinlagir ve meme basinda erozyon ortaya cikar [58]. Paget hastaligi

cogunlukla duktal karsinomun ilk evrelerinin sinyalini vermektedir [70].

2.1.2.2. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanserinin tedavisi hastaligin evresine gore planlanmalidir. TUmaorun yeri ve
sinirlart belli oldugu zaman, meme kanserindeki ilk tedavi, hormon tedauvisi,
kemoterapi, immun terapi ve radyoterapiyi iceren destekleyici tedaviyle birlikte

cerrahi girisimdir [54].

Erken meme kanseri tedavisinin en onemlilerinden biri cerrahidir. Lokal tedavi
ancak hastaligin memenin disina tasmadigi durumlarda uygulanabilir ve eger
hastalik yayllmigsa ameliyata yardimci sistemik kemoterapi uygulanir [58]. Her

meme kanseri tipinde farkli cerrahi girisimler uygulanmaktadir.

-Lobuler in sitl karsinomlarda memenin tumunun c¢ikariimasi yani total

mastektomi,

-intraduktal karsinomlarda total mastektomi veya radyoterapi destekli eksizyonal

biyopsi yani sipheli lezyonun gikarilmasi,

-invazif timoérlerde memenin timi, meme cildinin ve lenf bezlerinin timinin

alindig1 modifiye radikal mastektomi veya radyoterapiyle destekli cerrahi,
-Paget hastaliginda total mastektomi veya modifiye radikal mastektomi,

-Gizli meme kanserlerinde ise modifiye radikal mastektomi uygulanmasi dnerilen

cerrahi tedavilerdir [71].

Meme kanserinin erken tedavisinde siklikla cerrahiye ek olarak radyoterapi
kullaniimaktadir. Radyoterapi, meme kanserlerinde lokal ileri hastalikta tUmoru
klgultmek igin neo-adjuvan kemoterapi ile beraber pre-operatif, meme koruyucu
olarak ameliyattan sonra lokal niksleri 6nlemek amaciyla post-operatif, 6zel

durumlarda metastatik hastalikta hafifletici yani palyatif amaglarla kullanilir [72].
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Tumor ne kadar kugukse, radyoterapi ile ortadan kaldiriimasi da o kadar kolay olur
¢unkl, buyuk tumorler icin gerekecek yuksek doz radyasyon, g¢evredeki normal

dokulara da zarar verebilmektedir [58].

Kemoterapi, daha sonraki cerrahi girisimi kolaylastirmak, lokal kontrolu arttirmak,
uzun vadeli sonuglari dizeltmek amaciyla sistemik tedavinin lokal tedaviden 6nce
yapiimasidir ve lokal ileri meme kanserinde verdigi yuksek yanit orani,
enflamatuar meme kanserinde tek tedavi bigcimi olmasi, bu tedavinin vazgecilmez

bir tedavi oldugunu gostermistir [73].

Tumor immunoterapisi tedavide yeni bir alandir. Pasif immuUnoterapide hastaya
anti-tumor etkisi olan lenfoid hdcre Urtnleri enjekte edilirken, aktif immunoterapide
ise, hastaya tumor antijenleri enjekte edilerek kendi immun sisteminin bu

antijenleri uyarmasi sonucu tumor hucrelerini yok etmesi saglanir [58].

Meme kanseri hormona duyarh bir timdr oldugu igin ve birgok meme kanseri
proliferasyonlarinin devami 0strojenlere bagimli bulundugu icin bu hucreler
hormonal manipulasyonlara yanit verir [74]. Meme kanserinin hormonal
tedavisindeki hedef, tUmoér hicresinin  dstrojenlerin  etkisinden  yoksun
birakilmasidir [75]. Metastatik meme kanserinde hormon tedavisi, etkisi yuksek ve
yan etkisi az oldugu icin hastanin semptomlarini hafifletip, timor yukinU azaltarak

yasam suresini uzatmak icin palyatitif amach kullanilir [74].

2.1.3. Kanser Tedavisinde Yeni Yaklagimlar

Gunumuzde geleneksel tedaviler haricinde birgok yeni tedavi yaklagsimi ortaya
konmustur. Giderek farkllasan bu calismalar gelecekte geleneksel ydntemlerle
beraber ve tek baslarina uygulanarak kanser tedavilerinde daha etkin rol
oynayacaklardir. Bu sekildehenuz kullaniimakta olan tedavilere gére daha yuksek

sagkalim oraniyla kanser tedavisi yapilmasi beklenmektedir.

2.1.3.1. Kanser Tedavisinde Nanoteknoloji Yaklagimlari

Nanoteknoloji alanindaki c¢alismalarda 21. yuzyll baglarinda basarilar elde
edilmeye baslanmis ve arastirmacilar nanoteknoloji sayesinde ¢ok kiguk
boyutlarda molekuler malzemeler, daha gugclu elektronik araglar ve yenilikgi
malzemeler Uretmislerdir [76]. Nano boyuttaki materyaller metrenin milyarda biri
kadar yani hucreden daha kuguk boyuttadirlar ve bu kuguk boyutlarindan dolayi

gerek hucrenin yuzeyindeki gerekse hucre igindeki biyomolekullerle kolayca
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etkilesebilmektedirler [77]. Nanoteknolojinin bir pargasi olan nanopartikuller
kullanilarak ilacin dolagim suresi, ila¢ etkinligi ve ilacin etkisi artirilabilmektedir
[78].

Nanoteknoloji kanser igin iki genel yaklagimda bulunmustur; bunlardan ilki tGmor
hedeflemek amacli ilag ve goruntileme ajani yuklenmis nanopartikil gibi nano-
vektorlerin geligtiriimesi digeri de kansere dair biyolojik sinyallerin bulunabilmesi
amaciyla geligtiriimis yuksek islem hacmine sahip nanosensorlerdir ve
uygulamalar sayesinde kanserde erken teshis ve daha iyi tedavi hedeflenmektedir
[79].

2006 yilinda Nie ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada kanser teshisi igin
kuantum parcaciklarin gelistiriimesi amaclanmistir. Silika ¢ubuklarin igine hem
kuantum parcaciklar hem de demir oksit kristalleri yerlestirilerek cift fonksiyonlu
parcaciklar olusturulmustur. Demir oksitler sayesinde spesifik hucreleri
hedeflemekte, kuantum parcaciklar sayesinde de yuksek goruntu kalitesine sahip

olmakta bdylece en iyi goruntu kalitesi elde edilebilmektedir [80].

Tamorlerin hedeflenmesinde EPR (artan gegirgenlik ve retansiyon) etkisinin etkili
bir sekilde kullanimini saglayan polimerik misellere antitimaor antikorlar baglanarak
immunomiseller olusturulmakta ve bunlarin ¢esitli kanser hicrelerine baglandigi

yapilan ¢calismalarda gosterilmistir [81].

Saghkh doku kan damarlan

Saghkli-Doku ﬂ O Kanserli doku

4
/O

l % ilag molekiilleri ‘ Tumor hicresinde

gelismis olan delik

kan damarlan
() Nanopartikulli ilag

Sekil 2.6. EPR etkisiyle timorli dokularda nanopartikil birikmesinin sematik

gOsterimi [82].

Sekil 2.6. da endotel hicreler tarafindan gevrelenmis olan saglikh htcreler siki bir
sekilde dizilmigtir. Bu yuzden ilagh nanopartikullerin kagigi saglhkh hucrelerde

engellenirken tumorlh  hicrelerin - bosluklu  yapida olmasindan dolayi ilagli
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nanopartikuller endotel hucrelerin arasindan sizmaktadir ve bodylece tumorlu

dokuya ilagh nanopartikiller dagiimaktadir [82].

2.2.3.2. Kanser Tedavisinde Molekuler Hedefler

Kanser tedavisinde bir yontem olan kemoterapide kullanilan ilaglar DNA’nin
yapisini bozarak etkinlik gosterir ve sadece kanser hucrelerini segmez diger
bdlinen hlcrelerin de 6limine sebep olabilir [6]. Molekuler hedefli kanser ajanlari
ise geleneksel kemoterapdétik ajanlardan oldukg¢a farklidir. Bu yeni tip ajanlar
saglkh hacrelere zarar vermeden sadece kanser hucrelerindeki molekullere
hedeflenmis ve kanser hucrelerinin  direng  gostermeyecedi  sekilde

tasarlanmislardir [32].

Kanser tedavisinde cesitli hedef molekiller galisiilmaktadir. Hicre dongusind,
hdcre 6lumunu, protein sentezini, hiicre buyumesini ve hucresel sagkalimi kontrol
eden genler, proteinler ve yolaklar kansere 6zgu yaklagsimda tercih edilmektedir
[83].

2.1.3.2.1. Protein Sentezi

Organizmalarin DNA’'nin nikleotid dizisinde saklanan ve nesilden nesile aktarilan
genetik bilgiyi kullanabilmesi igin, hucre c¢ekirdeginde, bu bilgiyi iceren kismin
RNA’ya aktarimi (transkripsiyon) ile mRNA’nin olusmasi gereklidir [19].
Sitoplazmada mRNA’'nin aktardigi bilginin okunmasi sonucu protein sentezi
gerceklesir [19]. Protein sentezinin baglayabilmesi igin dnce DNA replikasyonu
gerekir yani polimerazlar tek ipligi kalip olarak kullanabildikleri igin iki ipligin kUguk
bir bolgede ayrilmasi gerekir [84]. DNA replikasyonundan sonra protein sentezi 4
basamakta gerceklesmektedir. Bu basamaklar; amino asitlerin aktivasyonu,

sentezin baglamasi, zincirin uzamasi ve sentezin sonlanmasidir [85].
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2.1.3.2.1.1. Aminoasitlerin Aktivasyonu

Hucre sitoplazmasinda bulunan 20 amino asitin her biri kendilerine 6zgu
tRNA’larla esterlesmektedir ve her biri bir amino asitin tRNA’lara baglanmasi,
spesifik ve magnezyum bagiml olan aminoagil-tRNA sentetaz adi verilen enzimler
sayesinde esterlesmektedir [84; 87]. Amino asitin senteze katilabilmesi icin dnce
aktiflesmesi gerekir ve bu aktiflesme de sitozolde dogru amino asitin dogru

tRNA’ya baglanmasi igin enerji harcanan suregtir [19].

2.1.3.2.1.2. Sentezin Baslamasi
Protein sentezinde hiz kisitlayici olay olarak adlandirilan sentezin baglama

asamasinda tum bilesenler bir araya gelmelidir ve bu bilesenler;

-iki ribozomal alt birim,
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-Sentezlenecek proteinin mRNA’si,
-mRNA’daki ilk kodona uygun aminoagcil-tRNA
-GTP (enerji kaynagi),

-Baslangig faktorleridir (g tane IF) [84; 88].

Sentez, polipeptit zincirinin amin ucundan baslar ve mRNA Uzerindeki ilk kodon
her daim metiyonindir [19]. mMRNA molekult IF proteinlerinin yardimiyla dnce
ribozomun kiguk alt birimlerine baglanir ve daha sonra mRNA 5’-ucundan 3’-
ucuna dogru okumaya baslar [88]. Baslangi¢ kodonuna met-tRNAi molekulu
baglanarak ribozomun buylk ve kuguk alt birimleri proteinleri P(peptid) ve
A(amino) bolgelerini meydana getirir, bunlar birleserek protein sentezi baglar ve

gerekli enerji de GTP den saglanir [88].

2.1.3.2.1.3. Zincirin Uzamasi

Sentezin basglamasiyla birlikte uzayan polipeptid zincirinin karboksil ucuna
aminoasit eklenmesidir ve uzama suresince ribozom, okunan mRNA’nin &’
ucundan 3’ ucuna dogru ilerlemeye devam eder ve aminoasitini veren tRNA
serbestlesip, peptidil tRNA bdlgesine kayar ve A bolgesi yeni bir amino agil-tRNA
icin hazir hale gelir [84].

2.1.3.2.1.4. Sentezin Sonlanmasi

mRNA’daki u¢ sonlanma kodonundan birisi (UAA, UGA, UAG) A bdlgesine gelince
GTP kullanilarak peptid zincir sentezi durur, release faktorler ile terminasyon
kodonu reaksiyona girince peptid-tRNA birbirinden kopar ve bdylece sentezlenen
protein ribozomdan sitozole salinir ve ayni anda ribozom mRNA’dan ayrilir [88].
Okaryotlardaki tek faktdor eRF’dir [84].

2.1.3.2.2. Kanser Tedavisinde Protein Sentezi

Hucre proliferasyonun dizenlenmesinde ve hicre homeostasinin onariminda
protein sentezinin 6nemi oldukga buyuktur [89]. Hucre dongusu ve protein
sentezinin kanser hucrelerinde anahtar goérevi vardir ve protein sentezi uzama
basamagi kanser arastirmalarinda oldukga ilgi ¢ekmektedir [90]. Kanser
gelisimindeki duzensizlikte protein sentezinde hem anti-apoptotik hem de pro-
mitotik etkiler rol oynamaktadir [91; 92]. Anti-apoptotik proteinlerin yari émdarleri
kisa olduklari icin protein sentezinin durmasi ve hlcre Olumu oldukga hizl

gerceklesir [93].
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Apoptoz normal dokulardaki hicrelerin kaybi yani protein sentezi seviyesinde bir
bélimde programlanmig hdcre Olumiu anlamina gelmektedir [89; 94]. Apoptoz
malignant tumorlerde gergeklesirken onlarin buyumesini geciktirerek, kanser
hlcrelerinin radyasyon, kemoterapi, hormon ablasyonu gibi tedavilerine cevabini
hizlandirmaktadir [89].

Proteozom, tum Okaryotlar, arkeobakteriler ve bazi bakterilerde bulunan proteolitik
aktiviteye sahip bir komplekstir ve proteozom inhibitérleri kanser hicre
kiltarlerinde apoptozu uyararak anti-timor aktivite gdstermektedirler [95].
Proteozom, hicre dongusu, endositoz, transkripsiyon, apoptozis ve protein sentezi
gibi birgok hicresel olayda gorev alan proteinlerin yikimini saglayarak bu hicresel
mekanizmalara katkida bulunmaktadir [96; 97; 98]. Proteozom inhibitorleri spesifik
olarak bolunebilen tumor hucrelerinde apoptozu uyarmaktadir [95]. Yapilan bir
calismada saglikli ve kanserli hastalarin plazmalari karsilastirilmis ve kanserli
hastalarda proteozom miktarinin daha fazla arttigi géralmus, bunun sonucunda da
proteozom inhibitorlerinin spesifik olarak g¢ogalabilen hlcrelerde apoptoza neden

olduklari ve diger anti-kanser ilaglara gore daha etkili oldugu gdsterilmistir [95; 99].

Protein sentezinin uzama basamagi kanser arastirmacilar icin oldukga ilgi
cekmektedir ve protein sentezinde kodonlarin A’dan P’ye yer degistirmesinden
sorumlu EF2 yeni tedavilere ve geleneksel tedavilere katkida bulunmasi agisindan
iyi bir hedeftir [89]. Yeni bir ilagc olan Ontak, EF2’yi hedeflemek Uzere dizayn
edilmis ve hematolojik timor tedavilerinde protein sentezinin inhibisyonuyla hicre

Olumund saglayarak tumor tedavisinde basariyla kullaniimigtir [90].

2.1.3.3. Diger Hedeflemeler

Kanser tedavisinde kullanilan geleneksel kemoterapiler secici olmadiklari igin
saghkh hicrelere de =zarar verebilmekte, hedeflenmis terapdtikler ise
kemoterapinin aksine segici olduklari igin yalnizca kanser hicrelerini dldurmekte
ve saglikli hiicrelere zarar vermemektedir [100]. Kanser hedefli terapilerde antikor
veya kuguk molekiller kullaniimakta ve bunlar timor igin daha spesifik ve daha az
toksik olmasi sebebiyle tercih edilmektedir [101]. GUnUmuzde her ne kadar
kanserin mortalite hizi veya sagkalim suresi diuzelmediyse de, farkh tumor
varliklarinin 6zellikleri ve yolaklari belirlenmistir [101]. Hedefli tedaviler tiumor
gelisimi ve buyumesini gerektiren spesifik molekillerle interfere olarak kanser

hdcrelerinin proliferasyonunu engeller [102]. Hedefli kanser tedavisinin gelisiminde
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yolaklar son derecede onemli rol oynamaktadir [103]. Hedeflenmis terapide iki
farkli yaklagim vardir: ilkinde hedef proteinlerle interfere olan monoklonal antikorlar
veya kuguk molekiler ilaclarla dogrudan timor antijenleri hedeflenir, digerinde ise
dolayl bir yol olan anti-kanser ilaglar tumor yuzeyindeki reseptorlere baglanan

tumor spesifikleri kullanarak timora hedeflemektedir [101].

Cesitli hedef molekullere yonelik molekuler antikorlar, yuksek segicilik, olumlu
toksisite profilleri ile kanser hedefli tedavilerden biri olmustur [104]. Vaskuler
endotelyal bluyume faktori’'ni (VEGF) hedefleyen ve monoklonal antikor olan
Bevacizumab’in [Avastin; Genentech], anjiyogenezi engelleyerek kanser geligimini
durdurdugu gosterilmistir [101; 105; 106].

Epitelyal buylime faktéri reseptoérleri (EGFR, HER2) ve ligandlari insan tiumor
hicreleri Uzerinde bulunmaktadir ve normal epitel hicreler ile ¢cok sayida tumor
epitel hucrelerinin ylzeylerinde yuksek miktarda eksprese olma o6zelliklerinden
dolay! yeni bir hedef olarak segilebilecek 6zelliklere sahiptir [100]. Kiguk molekdl
inhibitorleri de hedef tedavide kullanilan diger bir yontem olmakta, monoklonal
antikorlara gore daha az spesifite gostermekte ve oral yolla kullaniimaktadir [102].
Imatinib (Gleevec, NOVARTIS Pharma), Bcr-Abl flizyon geninin tirozin kinaz
enzim aktivitesini durdurarak, hicre igi sinyal mekanizmalarini engelleyen ve
I6semi hucrelerinin proliferasyonunu inhibe eden kiguk organik bir molekuldur
[100]. Tirozin kinazlar hicre sinyalleri ile interfere olarak hicresel sulrecleri
durdurmaktadirlar [102].

2.1.3.4. siRNA Tedavisi

RNA interferans bitkilerde, bazi omurgasizlarda ve memelilerde bulunan, hedef
mRNA’'ya komplementer, cift zincirli RNA’larin hucreye verildiginde bunlarin
sitoplazmada mRNA’ya baglanip degredasyonda dolayisiyla translasyona engel
olmasinda rol oynadigi gen susturma mekanizmasidir ve bu mekanizma direkt
sorunlu geni veya ondan kodlanan mRNA'yI hedefler [9]. siRNA’ nin mRNA ile

etkilesimi sentezden onceki zararli proteinlerin Uretimini azaltir [54].
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Sekil 2.8.de gosterilen siRNA calisma mekanizmasi siRNA’nin protein sentezinde
kullanilan ve hastaligr dreten mRNA'y1 nasil etkisiz hale getirdigini gostermektedir
[108]. Cift zincirli RNA’lar kesici ile ayrilir. siRNA’lar RNA uyariml susturma
kompleksi (RISC) ile birlesir ve agilmamis halde olur. Antisens zinciri mMRNA'’ yi
hedeflemek igin aktif RISC kompleksine rehberlik eder. En son olarak da mRNA
ayriir ve etkisiz hale gelir [107]. Cift zincirli RNA olan dsRNA, RNA
baskilama(silencing) mekanizmasi tarafindan kirllarak  21-23  nukleotid
uzunlugundaki kiguk interfere edici RNA’y1 (siRNA) olusturur ve bu siRNA’lar da,
tamamlayicc  mRNA molekullerini arayip baglayan RNA-indukli susturma
kompleksi (RISC) tarafindan antisens, tek zincirli RNA (ssRNA) yapisina
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donasturalir [109]. RISC; antisense diziye sahip siRNA zincirini, kendisine
komplementer olan mRNA’yl1 Watson-Crick baz eslesmesine goére bulmasi ve
hibridlesmesi igin rehber olarak kullanir ve bu enzim kompleksi hedef mMRNA'nin 5’
ucundan olgcerek 10. ve 11. nUkleotidler arasindaki fosfodiester bagini
endonukleaz aktivitesiyle keser [110]. siRNA, uzun zincire sahip dsRNA’dan dogal
yolla Uretilmis olmasina ragmen, 21 nukleotitli sentetik siRNA, RNAi (RNA
interferans)’yi etkileyebilir ve sentetik sSiRNA memeli hlcrelerinde gen susturmayi
tetikleyebilir [111].

Etkili gen baskilama uretimi igin sadece birkag siRNA molekulinun varliginin
yeterli olmasi sebebiyle siRNA olduk¢ca onemlidir [112; 113]. siRNA, spesifik
genlerin fonksiyonel analizinde, kanser hicrelerinde gen ekspresyonunda, cesitli
tedavi edilemeyen hastaliklarin terapdétiklerinin gelisiminde, g6z, akciger gibi lokal
hedeflemelerde, genetik bozukluklarin tedavisinde genis Ol¢lide kullaniimaktadir
[54; 114]. siRNA, in vivo sistemik hedefleme sistemlerinde biyo-uyumlu, biyo-
bozunur, immunojenik olmayan, etkili sekilde hiicre hedefleme ve sadece
ilgilenilen MRNA’yI hedefleme gibi karakteristik 6zelliklere sahip olmalidir [54]. in
vivo ve in vitro ¢alismalarda hucrelerde siRNA kullanimi hizli degredasyona ve

zayIf hlcresel alima engel olmaktadir [112].

2.2. Kitosan Nanopartikiiller

Kitin, boceklerin ve deniz kabuklularinin yapisinda yer alan beyaz renkte, biyo-
bozunur ve toksik olmayan, selilozdan sonra dogada en fazla bulunan ikinci dogal
biyopolimerdir [11; 12; 13]. Kitosan ise kitinin deasetile edilmesiyle olusan ve
yuksek biyouyumluluk, biyolojik olarak bozunabilme, non-toksik ve yluzeyde
tutunma gibi mukemmel Ozellikleri olan, biyomedikal ve endustriyel
uygulamalardaki ideal kullanimiyla dikkat ¢geken dogal bir katyonik polimerdir [11;
12; 13].
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Sekil 2.9. Kitosanin Kimyasal Yapisi (115)

Kitosan'in buyuk bir molekuler agirhiga ve pozitif yike sahip olmasi nedeniyle
negatif yUkli ylzeylere yapismasi, film ve jel formulasyonlarinda olabilmesi
endustride yaygin kullanimini gerektirmistir [13]. Ayrica jel formunun, kontrolll ilag

salim formulasyonlarinda kullanilabildigi raporlanmistir [116; 117; 118].

Kitosan ilag tasiyici sistemlerde ve 6zellikle gen terapide genis bir kullanim alanina
sahiptir ve pozitif yikinden dolayi negatif yliike sahip DNA ve protein ile etkili bir
sekilde kompleks olusturur [114; 119; 120]. Kitosanin molekuler agirhgina bagl
olarak DNA-kitosan partikul kompleksinin ortalama boyutu 100-600 nm arasinda
degisim gostermektedir [120]. Birgok calismada kitosan, dusuk toksisiteye sahip
olma, biyolojik olarak uyumlu olma ve biyolojik olarak bozunabilme gibi
Ozelliklerinden dolayr siRNA tastyicisi olarak kullaniimistir [114]. Kitosan
nanopartikilint sodyum tripolifosfat ile gapraz baglamak igin basit komplekslesme
ve iyonik jellesme olmak Uzere iki yontem vardir ve bu iki yontem de kitosanin
molekuler agirligina, konsantrasyonuna, kitosan/TPP oranina ve pH a bagli olarak

500 nm den daha kuguk partikul elde edilmesini saglar [114].

100-200 nm boyutlarinda hazirlanabilen kitosan nanopartikuller, taginma sirasinda
siRNA’ yiI degredasyondan korur ve hucreye yabanci nukleik asitlerin daha etkili
aktariimasini saglar [121]. Kitosan’in yuksek degredasyon derecesi onun pozitif
yukunu artirdigi gibi siRNA'ya da daha iyi bir baglanma gergeklestirmektedir ve
bunun sonucunda kitosanin protonlanmig amin gruplari negatif yikli siRNA'yi

notralize etmekte ve siRNA’nin hicre igine alimini kolaylastirmaktadir [121].

Kitosan nanopartikiller hem kanser tedavisinde hem de goéruntilenmesinde anti-
kanser ajan olarak kullaniimaktadir [122]. Diger nanopartikullere gore ilag
saliminda EPR (artan gegirgenlik ve retansiyon) etkisiyle timoér dokularinda daha

fazla lokalize olmaktadirlar ve daha fazla kullaniimaktadirlar [123]. Suda
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¢ozunebilen polimer-ilag konjugatlari yiksek gecirgenlikteki kan damarlarina sahip
kati tumorleri hedefleyebilir, yani; kitosan da suda ¢ozunebilen bir polimer oldugu
icin timor hedeflemesi mumkuindar [124]. CUnkld geleneksel anti-kanser ilaglar
yuksek toksisiteye sahiptir ve suda ¢oézinurllkleri daguktiur [125]. Yapilan in vitro
ila¢c salim galigmalari, kitosan nanopartikilin boyut ve kararliligi, enkapsulasyon
etkinligi gibi 6zelliklerini 6ne gikarmaktadir [126]. Kiguk partikil boyutuna ve pozitif
yuke sahip kitosan nanopartikuller, diger kitosan turevlerine gore daha iyi anti-
timor etkinligi gdstermektedir [127]. Kitosan nanopartikillin anti-timéral
mekanizmasi hiicrenin normal olarak 6limani tetiklemesiyle iligkilidir [127]. In vitro
ortamda yapilan galismalarda hucrelerin yasama surelerinin kisalmasi, negatif
ylzey yukunin azalmasi, DNA’nin parcalanmasi gibi gugcli aktiviteler, kitosan
nanopartikilin timoran etkinligini  azalttigint  kanitlamigtir [127]. Buatun bu
sebeplerden dolayl kitosan nanopartikullerin kanser tedavilerinde kullanimi

gunden gune artmaktadir.

2.3. ABCE1 Proteini

ABC tasiyicilar karakteristik sekilde organize olmus polipeptit veya protein
domainlerinin fonksiyonlarini gerektirir ve insanda 49 uyesi bulunmaktadir [128].
ABCE1 geni ABC (ATP baglayici kaset) coklu gen ailesi tUyelerinden biri olmakla
birlikte baglayici etkisi olan nukleotidleri icerir ve nakil olmasi mumkuan dedgildir
[126]. ABCE1 geni, sadece memeli hicrelerde bulunan interferon ile induklenmis
ribonUkleaz L’nin inhibisyonu ile iligkilendiriimis olan proteini sifreler [129; 130].
Son vyillarda yapilan c¢alismalarda ABCE1’in protein sentezi c¢alismalarinda
ribozomal alt birim ve Ust birimin birbirine baglanmasinda ve ayrilmasinda gérev
aldigi ve protein sentezinin sonlandiriimasinda rol oynadigi gosterilmistir [129;
131]. ABCET’in fonksiyonlarinin ilk bulusu siRNA vektorinin ABCE1 genini
hedeflemesi ile olmustur [129]. Translasyon, kanser gibi patolojik gelisimlerde ¢ok
onemli bir slire¢ olmaktadir ve terapdétikler icin ABCE1'i potansiyel hedef
yapmaktadir [129]. Liu ve arkadaslarinin yapti§i bir galismada ABCE1 proteini ve
MRNA 48 akciger tumodr dokusu orneginde asiri derecede eksprese edilmis ve
ABCET’in ekspresyonu akciger kanserinin klinik evresi ve olusumuyla
iligkilendirilmistir [133].
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2.4. eRF3 Proteini

Hucre cogalmasi ve kanser gelisiminde translasyonun iligkisini destekleyen
kanitlar vucut gelisiminde gorulmektedir ve baslangig, uzama ve sonlanma
faktorlerinin fazla ekspresyonunu igcermektedir [134; 135; 136]. Ribozomal A
bdlgesine baglanan ve Okaryotik translasyonun sonlanmasinda goérev alan ve
eRF1 ve eRF3 olmak Uzere iki tane serbest birakici faktor vardir [137]. eRF1, ¢
sonlanma kodonunu tanir ve bu kodonlardan gelen sinyali peptidil transferaz
bdlgesine transfer eder [138]. eRF3 ise hidroliz enzimi olan kiguk GTPaz'dir ve
eRF1’in aktivitesini artirir [139]. Yapilan ¢alismalar eRF3’Un hlcre dongusu, hicre
iskeleti olusumu ve kanser olusumundaki genlerle alakali oldugunu gdstermistir
[140]. eRF3 hiicre dongusunde G1-S fazi gecislerinin dizenlenmesini ve zincir
sonlanma basamaginda eRF1’'in GTP bagimh uyarici oldugu durumlarda protein
sentezinin duzenlenmesini kontrol etmektedir [139; 141]. Yapilan calismalarda
eRF3a’nin siRNA’lar kullanilarak azaltiimasi, hicrenin G1 fazinda yakalanmasini
saglamaktadir ve eRF3’in mTOR yolaginda dizenleyici olarak gorev Ustlendigi

gOsterilmigtir [140].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda gercgeklestirilien c¢alismalar baglica U¢ ana boliumden
olusmaktadir. Ilk bdlimde uygun pH'da kitosan nanopartikiller hazirlanmistir.
Kitosan nanopartikili hazirlamak igin TPP gapraz baglayici olarak kullaniimistir.
Bu boélimde partikuller, farkli pH’larda ve farkli derisimlerde capraz baglayici
kullanilarak hazirlanmig ve zeta-sizer ile boyutlarina ve yuklerine bakilmis, AFM ve
SEM ile goruntu ve boyutlar kontrol edilerek en uygun olani segilmistir. Burdan
elde ettigimiz en uygun pH ve en uygun derisimdeki TPP’de elde edilen
partiktllerden siRNA yUklu partikuller hazirlanmistir. Bu agsamada eRF3 siRNA,
ABCE1l siRNA ABCE1-eRF3 siRNA ve kontrol olarak doért farkli nanoparcacik

hazirlanmistir.

ikinci bélimde, MCF-7 timér hiicreleri kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak hiicre hatlari
hazirlanmis, inkibe edilmis ve belli sayiya ulastiktan sonra well-plate’lere ekimi
yapillmigtir. Bu well’lere hazirlanan nanopargaciklar ve kontrol grubu iginde
medium uygulanmistir ve nanopargaciklarin hudcreler Gzerindeki etkilerine
bakilmistir. Daha sonra gergek zamanli hlucre analiz sistemi ile hucre sayimi
yapilmis ve zamana bagh hlicre proliferasyonlarina bakilmistir. En son olarak da

apoptoz- nekroz goruntuleri degerlendirilmigtir.

3.1. Kimyasallar

Kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarinda bulunan kitin’in deasetiasyonu sonucu
elde edilen ve 25 °C’de saf suda ¢ozuldugunde 20-300 cp viskoziteye sahip dusuk
molekul agirlikh kitosan (Sigma-Aldrich,ABD) kullaniimistir. Kitosan ¢ozeltisini
hazirlamak igin organik ¢6zucu olan %100 ultra saf asetik asit [Riedel-de Haén,
Almanya] kullanilmistir. NaOH (Fluka, Isvicre), kitosan ¢ézeltisinin pHini
ayarlamamiz igin kullanilmigtir. Capraz baglayici olarak Tripolifosfat (TPP; Sigma,
ABD) kullanilmistir. Hazirlanan nanopargaciklarin igine hapsolmasi i¢cin eRF3
SiRNA, ABCE1 siRNA ve kontrol olarak insan genleri ile iligkisi olmayan, ates
bdcegdi lusiferaz enzimi siRNA kullaniimistir. Hicresel uptake’in belirlenmesinde
ise nanoparcgaciklarin isaretlenmesi igin floresein kullaniimistir. Ekimi yapilan ve
kullanilan htcreler MCF-7 timor hicreleridir. Nanopargaciklarin sitotoksisitelerinin
belirlenmesinde de boya olarak tripan mavisi isaretlemek amaciyla kullaniimigtir.
Hicre ekiminde pozitif kontrol olarak medium, negatif kontrol olarak ise H,O'li

medium hucrelere uygulanmistir.
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3.2. Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kitosan nanopartikiller iyonik jelasyon yontemi ile
hazirlanmistir. 0,25 gram dusik viskozite ve %80 deasetilasyona sahip kitosan,
%71’lik asetik asit igerisinde ¢ozunerek %0,25’lik (w/v) kitosan c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Kitosan ¢ozeltisinin pH’in1 4,0-5,0'e ayarlayabilmek igin 10 M’lik
NaOH ¢dzeltisi damla damla manyetik karistirici Gzerinde karismakta olan kitosan
gOzeltisine damlatiimigtir. Kitosan ¢ozeltisi igin en uygun pH bulunup
sabitlendikten sonra 12 ml kitosan ¢oOzeltisi max. hizda manyetik karistirici
uzerindeki bir behere alinarak, Uzerine, %0,15, %0,20, %0,25 ve %0,3’luk TPP
cOzeltileri (w/v) damla damla eklenmistir. TPP eklendikten sonra bu ¢ozelti oda
sicakliginda 30 dk en yuksek karigtirma hizinda karismistir. Daha sonra bu ¢ozelti
tuplere alinarak 12000 rpm de 10 dakika santrifujlenmistir. Yine 12000 rpm de 10
dakika iki kez yikanmistir. Bdylece kitosan nanoparcaciklar boyut-yuk analizi ve

karakterizasyon igin hazir hale gelmigtir.
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Sekil 3.1. Kitosan nanopartikillerin hazirlaniginin sematik gosterimi

3.2.1. Kitosan Nanopartikiillerin Boyut ve Yuk Analizi
Hazirlanan kitosan nanopartikillerin  bayuklUklerini, dagilimlarini ve yuklerini

belirlemek igin Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir.
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Zeta-Sizer dinamik, statik ve elektroforetik 1sik sagilma yontemleri ile
calismaktadir. Dinamik 11k sagiimasini kullanarak mikrondan nanometreye kadar
partikil ve molekll boyutu, elektroforetik i1sik sacilmasini kullanarak da zeta
potansiyeli 6lgmektedir. Bu ¢alismada yikanarak ¢okturulen kitosan nanopartikuller
deiyonize su ile seyreltiimis ve seyreltildikten sonra yaklagik 2 ml hacimli 6rnek
¢Ozelti, polistiren kuvet icerisine konulmustur. Deneyler polistiren kivet i¢erisindeki

ornek ¢ozeltinin igerisinden lazer 1$1gin gegirilmesi sonucu gergeklestirilmigtir.

3.2.2. Kitosan Nanopartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kitosan nanopartikullerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) (Nanomagnetics, UK) ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) (FEI, Quanta 200 FEG, ABD) kullaniimigtir. Ayni zamanda zeta sizer'da
elde edilen verileri karsilagstirmak amaciyla da AFM ve SEM kullaniimistir ve
bdylece boyutlari bir kez daha kontrol edilmistir. Hazirlanan 6rneklerin  geometri,

sekil ve boy dagilimlari da bu mikroskoplarla belirlenmistir.

AFM bir tdr taramali u¢ mikroskobudur. Yaklasik 20 vyl o6nce Gerd
Binnig ve Heinrich Rohrer tarafindan gelistiriimeye baslanmis atomik kuvvet
mikroskobu, mekanik bir ucun 6rnek yuzeyini algilamasi ile ¢aligmaktadir [142;
143]. Cihaz ¢ok ylksek ¢ozunurlikteki bir taramali kuvvet mikroskobu olmakla
beraber nanometre skalasindaki 6rneklerin dahi ylzeylerinin mekanik 6zelliklerinin
arastirmasini kapsamaktadir [143]. Tipik bir AFM sistemi mikro boyutta manivela
probu ve onun altina yerlestiriimis molekuler sivri bir ugtan olusmaktadir [144].
AFM manivelanin sivri ucu 6rnek Uzerindeyken yuzey ile fiziksel etkilesim
halindedir. Ornegin yiizeyini yukari asagdi dogru hareket eden bu sivri ug tararken
lazer 1511 manivelaya ¢arpar ve yuzey ile sivri ug arasindaki kuvvet olgulir [144].
Manivela yuzeyi tarayarak U¢ boyutlu goruntu olusturabilmektedir. En onemli
avantaji 6zel bir hazirlama iglemi olmadan &rneklerin dogrudan her ortamda

goruntulenebilmesidir [142].
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Sekil 3.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu’nun (AFM) sematik géranimda

Nanopartiktllerin AFM (Nanomagnetics,UK) goriuntisunt elde etmek igin érnekten
10 ul ahnmis ve mika yuzey Uzerine damlatilarak azot gazi altinda kurutulmus, oda
kosullarinda goéruntuleri alinmistir. Géruntuler 300 kHz rezonans frekansi ve 40

N/m kuvvet sabitine sahip silikon ug kullanilarak dinamik modda alinmistir.

3.3. siRNA Yuklu Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

0,5 gram dusuk vizkozite ve %80 deasetilasyona sahip kitosan, %71’lik asetik asit
icerisinde ¢ozunerek %0,50’lik (w/v) kitosan ¢ozeltisi hazirlanmigtir ve yari yariya
seyreltilip %0,25’lik (w/v) kitosan ¢ozeltisi elde edilmistir. Kitosan ¢ozeltisinin pH’ini
4,5’e ayarlayabilmek icin 10 M'hk NaOH ¢o6zeltisi damla damla manyetik karistirici
Uzerinde karismakta olan kitosan ¢ozeltisine damlatilmistir. 12 ml kitosan ¢ozeltisi
max. hizda manyetik karistirici Uzerindeki bir behere alinarak, tzerine %0,20’lik
TPP c¢ozeltisi (w/v) ile beraber siRNA damla damla eklenmigtir. TPP ile beraber
eklenen siRNA’larin nanopartiktllerin igine hapsolmasi beklenmistir. Calismada
eRF3 siRNA, ABCE1 siRNA ve kontrol olarak insan genleri ile iligkisi olmayan,
ates bocegi lusiferaz enzimi siRNA'i ile nanopargagciklar hazirlanmistir. TPP-siRNA
eklendikten sonra bu ¢ozelti oda sicakliginda 30 dk en ylksek karistirma hizinda
karismigtir. Daha sonra bu c¢ozelti tiplere alinarak 12000 rpm de 10 dakika
santriftjlenmistir. Yine 12000 rpm de 10 dakika iki kez yikanmistir. Boylece siRNA

yuklU kitosan nanopargaciklar hicre galismalari igin hazir hale gelmistir.
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3.4. Kitosan Nanopartikillerin Hiicre ile Etkilestiriimesi

MCF-7 ve Hela tumor hdcreleri kultir ortaminda c¢ogaltilarak hucre hatlarn
hazirlanir. Hucreler %10 FCS, %1 antibiyotik iceren DMEM-F12 kiltur ortaminda
flasklarda 37C°de karbondioksit etuvinde inkube edilir. Hucreler yeterli sayiya
ulagsincaya kadar 2 gun ara ile besi ortaminin vasati degigtirilir. Belli sayiya ulasan
kaltarler tripsin ile kaldirilarak 24 well platelere (20.000htcre/well) ekimi yapilir. 24
welllerdeki hucreler belli bir sayica ulastiklarinda, serum ve antibiyotik igeren
vasatlar, serum ve antibiyotik igermeyen vasat ile degistirilir. Well'lere, hazirlanan
nanopartikiller uygulanir. Belirtilen sireler sonunda nanopartikillerin etkileri
arastinlir. Nanopartiklller hazirlanirken, TPP ¢o6zeltisinin icerisine 1 ml floresein
cOzeltisi eklenir. Nanopartikul hazirlanma prosedlri aynen uygulanir. Sonrasinda
hdcrelerin bulundugu, 24 well platelere hazirlanan nanopartiktl ¢oézeltisinden 1 mi
eklenir. 1 saat inkiibasyon sonrasinda 3 kez mediumla yikanan hucreler inverted

floresan mikroskobunda goérintilenir.

3.5. Hazirlanan Tum Nanopartikillerin Hucre ile Etkilesimi

Hucre kultard in vitro kosullarda hucrelerin kontrolli sartlar altinda yetistiriimesi
surecidir. Hucrelerin Uremeleri igin ortama cesitli besiyerler eklenmelidir ve bu
besiyerlerin iginde de aminoasitler, vitaminler, glikoz ve organik maddeler, sigir
serumu, sigir ve tavuk embriyon ekstreleri, sigir amniyotik sivilari
bulunabilmektedir [145]. Hlcre kulturinde in vivo ortamda yapilamayan deneyler
belirli bir hucre hattindan alinip ¢ogaltilan hicrelerde in vitro olarak yapilabilir ve
buna goére bir sonuca varilabilir. Hicre kaltirinin tarihgesi 1800'IU yillarda
baglamis ve ilk basarili calisma 1907 yilinda Ross Harrison tarafindan kurbaga
embriyolari ile yapilan deneyde normal fonksiyonun in vitro olarak da
uygulanabilirligi gdsterilmis ve bu c¢alisma doku kultiranan gergek baslangici
olarak kabul edilmistir [146].

Hucre kulturd tumor tedavisi, somatik gen tedavisi, kemik iligi nakli, agi, hormon

uretimi, yapay deri gibi birgok alanda kullaniimaktadir [147].
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3.5.1. MCF-7 Hucrelerinin In vitro Kulturtiniin Hazirlanmasi

Dondurulmus sekilde -80 C° de derin dondurucuda bulunan kriyottplerdeki MCF-7
hicreleri derin dondurucudan alinarak ¢ézulir. %10 FCS, %10 DMEM-F12 , %1
penisilin/streptomisin solusyonundan olusan besiyeri ortami hazirlanir. Cozilen
MCF-7 hucreleri falkon tup igerisine koyulur ve uzerine 1 ml hazirlanan
medyumdan koyulur ve 2000 rpm’de 1,5 dk santiflj edilir. Santriflj sonrasinda
siipernatant atilir ve pellet 4 ml medyum ile siispanse edilip 25cm? lik flaska
aktanlir. Flaskin kapagi hafif gevsetilir ve flask 37 C° de %5 CO; iceren inkubatore
koyulur. Her 24 saatte bir flask yuzeyinde hucrelerin ¢ogalmalari mikroskobik
olarak incelenir. Hucrelerin ¢ogalmalarina bagli olarak yuzey kaplamasi

tamamlandiginda kultdr tripsinize edilerek hicreler yeni bir flaska aktarilir.

Cizelge 3.1. MCF-7 hucrelerinin hicre kultir ortaminda gogaltiimasi

Hucre Tiru: MCEF-7 hicreleri
Kiltir kabu: 25 cm*|Uk polistren flask (yiizeyi, hiicre tutunmasina uygun)
Kultur vasati: %10 Fetal sigir serumu iceren DMEM-F12; %1 penisilin

streptomisin.

Rutin sub-kiltir: 1/3

Kiltiir ozelligi: Monolayer
Toplam hacim: 5ml

pH: 7,2-75
Sicakhk: 37+0,5°C

inkiibasyon ortami: % 5’lik CO2

Belli sayiya ulagsan kdultirler tripsin ile kaldinlarak 96 well platelere
(5.000hUcre/well) ekimi  yapilir. 96 welllerdeki hucreler belli bir sayiya
ulastiklarinda serum ve antibiyotik iceren vasatlar, serum ve antibiyotik icermeyen

vasat ile degistirilir. Welllere hazirlanan nanopartikiller uygulanir. Belirtilen sureler
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sonunda nanopartikullerin etkileri arastirilir.  Kontrol grubu olarak wellere sadece

medium ilave edilir.

3.5.2. MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Toksisitenin Belirlenmesi

Toksik oldugu dusunulen maddenin hicre Uzerindeki etkisi dikkate alinarak hucre
sayisini belirlemek amaciyla yapilan testler sitotoksisite testleridir. Hlicre sayisinin
belirlenmesi hicre kiltirld galismalarindaki en énemli amaclardan biridir. Spesifik
enzimler, boya veya substratlar kullanilarak sadece canli hucreler veya sadece 6lU
hicreler sayilabilmektedir. Yapilan ¢alismada hazirlanan nanopargaciklarin MCF-
7 kanser hucre hatti Uzerindeki sitotoksik etkisi WST-1 metodu ve tripan mavisi ile
boyanarak incelenecektir. WST-1 yapisinda tetrazolyum tuzlari bulunmaktadir ve
bu tuz canh hicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimiyle formazan
kristallerine donusmektedir.Bu test canli hiicre sayisini vermektedir ve canli hiicre
sayisindaki artis ile birlikte mitokondriyal enzim aktivitesindede artis olmakta
bunun sonucunda formazan kristallerinin miktari artmakta ve formazan kristalleri
artisi koyu renk olugsumuna sebep olmaktadir bu da hicre sayisiyla dogru
orantilidir [148].

NO: NO,
1
~ 1
| RS
N _N NAD* NADH N—H
N
N / EC=H EC N_ / N
S0;Na \ ) ’ S0:Na
S0;Na S0;Na
WSE1 Formazan

Sekil 3.3. WST-1 yapisinda tetrazolyum tuzlar formazan kristallerine

donusmesinin sematik gosterimi [149]

Toksisite deneyi icin 96 well plate kullanilir. ilk asamada MCF-7 kanser
hiicrelerinin 96 well platelere her bir kuyucuga 5x10° hiicre diisecek sekilde ekimi
yapilir ve 24 saat inkUbasyona birakilir. 24 saat sonunda hucrelerin well plate
yuzeyine tutunup tutunmadidi kontrol edilecektir. Kuyucuklardaki medyum

bosaltilir. Kuyucuklara 100 pl medium koyulur. Kitosan nanopartikil, ABCE1
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SsiRNA, eRF3 siRNA, kontrol siRNA, ABCE1-eRF3 siRNA, kontrol siRNA yuklu
nanopartikaller, ABCE1 siRNA yUkli nanopartikiller ve eRF3 siRNA yuklu
nanopartikiller hicrelere ilave edilerek 72 saat inkibe edilir. Pozitif kontrol olarak
sadece medium hiicrelere uygulanir. inkiibasyon sonunda well platelerdeki
medium bosatilir. Fenol red’siz DMEM kullanilarak hazirlanan DMEM-F12
medium’dan 100 pl kuyucuklara koyulur, tzerine 10 ul WST-1 ¢Ozeltisi eklenir. 37
°C’de 4 saat inklbasyondan sonra hicre canhliginin tespiti icin 96 kuyucuklu
platelerin absorbans yodunluk degerleri ELISA plate okuyucuda 420-480 nm'de
okunur. Canli hucreler sari renk olustururken, Ol hucrelerde renk olusumu

g6zlenmez.

Cizelge 3.2. 96 well-plate’e ekilen hicreler Uzerine eklenen partikil ve siRNA’lar

Medium eRF3 siRNA

Nanopartikdl ABCEL1-eRF3 siRNA
Kontrol siRNA Nanopartikll-ABCE1 siRNA
Nanopartikil-Kontrol siRNA Nanopartikil- eRF3 siRNA
ABCE1 siRNA

ikinci asamada yukarida belirtildigi gibi hicrelerin ekimi yapilip nanopartikiillerle
etkilestrildikten sonra enzim ile kaldirilarak tripan mavisi ile boyanip otomatik hicre
sayim cihazi ile sayilir. Bu sayimda mavi boyanmig hucreler o6lu, parlak ve
boyanmamis hticreler canli hicreleri géstermektedir. Sayim cihazi otomatik olarak
canli ve Olu hucre oranlarini vermekte olup buradan nanopartikullerin

sitotoksisitesi tespit edilecektir.
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3.5.3. xCELLigence RTCA ile MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Proliferasyonun
Belirlenmesi

xCELLigence sistemi, etiketleme gerektirmeyen gercek zamanli hucre sayim
cihazidir. Sistem elektriksel empedansi dlgerek calismaktadir. Empedans dlgimu

yasayan hicre sayisi ve morfolojisi hakkinda niceliksel bilgiler vermektedir.

Elektrotlarin Uzerindeki hucrelerin varligi, elektrot-¢ozelti ara yuzeyindeki iyonik
ortami etkiler, bunun sonucunda da elektrot empedansi artar. Ne kadar ¢ok hucre
elektroda tutunursa, empedanstaki artista o kadar ¢cok olur. Elektrot empedansi
hicre indeksi (Cl) olarak adlandirilir. E§er ortamda hiicre yoksa veya hucreler
elektroda iyi tutunmadiysa Cl degeri sifir olur. Elektroda ne kadar ¢ok hicre

tutunursa, Cl degeride o kadar ¢ok buyur.

MCF-7 kanser hucreleri normal flasklarda cogaltihp belli bir sayiya ulasildiktan
sonra hucrelere 0,5 ml tripsin-EDTA eklenir ve flask 3-4 dakika inklbatérde
bekletilir. inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin mikroskobik olarak flask yiizeyinden
ayrilip ayrilmadiklari kontrol edilir. Hucrelerin ylizeyden ayrildiklari mikroskobik
olarak incelendikten sonra, flaska medium eklenip hicreler falkon tlipe aktarilarak
2000 rpm’de 1,5 dakika santrifij edilir. Santriflij sonrasinda slUpernatant kismi
uzaklastirilir ve tpun dibinde kalan hicre pelleti Gzerine 1ml DMEM-F12 medium
eklenerek suspanse edilerek hucre sayimi yapilir. Hicre sayimi yapildiktan sonra
gercek zamanl hucre analiz sistemi (RTCA SP instrument, Roche, Almanya) ile
hicre IC50 (inhibisyon konsantrasyonu) belirlenir. Htcreler 20.000/well olacak
sekilde altin kaplhi 96 well plate ekimi yapilacak hucrelerin bir giin stre ile RTCA-
SP sisteme bagl inkUbator proliferasyonu takip edilecektir. E-plate’in her welline
100 pl medium koyulur. E-plate etivde bulunan xCELLigence’e yerlestirildikten
sonra plate ile cihazin ayni sicaklida gelmesi igcin 10 dakika beklenir. 1 dakika
cihazda background okumasi yapildiktan sonra e-plate cikarilir. Tekrar e-plate
etive vyerlestirilip, 10 dakika beklenir. 10 dakika sonunda okuma baglatilir.
Hucrelerin plate’e tutunmasi ve ¢gogalmasi igin 24 saat bekletilir. 24 saat sonunda
hicreler growth fazina gectiginde ekstraklar uygulanir. E-plate ettivden ¢ikarilir,
wellerdeki medyumlar bosaltilir ve tekrar tum kuyucuklara 100 yl medyum konulur
ve kontrol sSiRNA, ABCE1 siRNA, eRF3 siRNA, ABCE1-eRF3 siRNA, nanopartikul,
kontrol siRNA yukli nanopartikil, ABCE1 siRNA yukli nanopartikil ve eRF3

siRNA yUkli nanopartikul hucrelerin Uzerine ilave edilerek 96 saat sure ile
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kultart yapilacak ve 30 dakika ara ile sistemden gergek zamanli olarak empedans
Olcumu alinacaktir. Boylece cihaz monitdorinden zamana bagh hucre
proliferasyonu kayit edilerek gbzlenir. Sonunda zamana bagli hiicre proliferasyonu
gOsteren bir grafik ve yine zamana ve miktara bagl IC50 degerlerini gosteren bir

grafik elde edilecektir.
3.5.4. ikili Boyama Yéntemi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Hucre olimleri morfolojik ve biyolojik olarak degerlendirildiginde apoptotik ve
nekrotik olarak ayrilmaktadir. Apoptoz programli  hicre oOlumu olarak

adlandirilirken, nekroz hasar yolu ile 6lum anlamini tagimaktadir [150].

Hlcrede nekroz toksik madde varligi ve oksijen yetersizligi gibi sebeplerden
kaynaklanabilir ve hicrede sisme gortlir. Apoptoz ise fizyolojik ve patolojik
sebeplerden olmaktadir. Apoptoz olan hucrelerin komsu hucrelerle baglantisi

kalmaz ve hlcrede kuagulme goralur [150].

96 well platelere ekilen hucreler konfuluent hale geldikten sonra siRNA’ler ve
partiktle yuklenmis siRNA’ler uygulanmistir. 48 saat sonra ise Annexin
V/Propdyum iyodit boyamasi yapilmistir. Boyama icin, hiicre mediumu cektikten
sonra , hucreler 2 kez PBS ile yikanmistir. Kuyucuk basina 100 pl 1:200 oraninda
seyreltiimisl FITC isaretli Annexin V ve 1:200 oraninda seyreltiimis 100 ul
Propidyum iyodit eklenmigtir. Oda sicakhginda, karanlikta 15 dk bekleyen hicreler,
PBS ile yikandiktan sonra floresan mikroskobu (Leica DMI70, Almanya) altinda
incelenmistir. ikili boyama sonucunda canli ve apoptoza girmis tim hiicrelerin
cekirdekleri Annexin V boyasi ile boyanirken, nekroza ugramig hicreler propidium
iyodid ile boyanmistir. Pl floresan boyasi yalnizca membran butlinligu bozulmus
Olu hucreleri boyayabilmekte, canli hucreleri boyayamamaktadir. Fakat hucre
nekroza ugradiginda veya hucre zari hasar gordugunde hucre igerisine girer ve

cekirdegi kirmiziya boyar.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Sunulan tez c¢alismalari kapsaminda siRNA tedavisinde kullanilimak Uzere
oncelikle kitosan nanopartikuller sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Kitosan
polimeri daha onceki bolumlerde de ayrintili olarak agiklandigi gibi sahip oldugu
ustin fizikokimyasal (reaktif amin ve hidroksil gruplari, polikatyonik 6zellik, metaller
ile selat olusturabilme vb.) ve biyolojik Ozelliklerinden (dusuk toksisiteye sahip,
biyolojik uyumlu ve biyolojik olarak bozunabilen) dolayi tercih edilmistir [11; 12; 13;
114]. Yapillan c¢alismalar kapsaminda oOncelikle kitosan nanopartikillerin
hazirlanmasi asamasinda boy-boy dagilimina etki eden temel parametrelerden
hazirlama ortami pH degeri ile poliiyonik gapraz baglanma isleminde kullanilan
capraz badlayici derisimi degistirilerek farkh boy-boy dagilimina sahip
nanopartikiler yapilarin hazirlanmasi ve siRNA uygulamalar i¢in hedeflenen

nanopartikuler yapilarin elde edilmesi gerceklestiriimigtir.

4.1 Kitosan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
Hazirlanan kitosan partikuller boyut dagilimi, yuzey yukl ve topolojik o6zellikleri

incelenerek karakterize edilmistir.

4.1.1. Nanopartikiil Boyut Analizi

Bu bolumde kitosan nanopartikullerin hazirlanmasinda literatirde yer alan ve
benzer calismalarda siklikla kullanilan iyonik jelasyon yontemi [151; 154]
kullaniimis ve yapilan galismalar kapsaminda kullanilacak biyolojik molekduller ile
uygun bir sekilde bir araya getiriimeleri saglanmigtir. Ortam kosullarinin
nanopartikul boyutuna etkisini incelemek amaciyla; pH degeri ve ¢apraz baglayici
(TPP) derisimi degistirilerek bir seri deney yapilmistir. Yapilan deneysel ¢calismalar

sonucunda 100-150 nm boy araliginda kitosan nanopartikiller elde edilmistir.

4.1.1.1. Cozelti pH’ Inin Nanopartikiil Boyutuna Etkisi

Kitosan, zayif baz 6zelligi tasiyan bir polisakkarittir. Notr durumda veya pH’in
7,0'den buyuk oldugu durumlarda ¢oézinememektedir. Asidik ortamda kitosanin
amin gruplar pozitif yuklenmekte ve daha kuglik boyutta partikliller elde
edilmektedir. Ortam pH’l degistirilerek farkli boyutlarda partikiller elde edilmis ve
Cizelge 4.1. de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli pH’larda %0,25’lik (w/v) kitosan ¢dzeltsine 0,30%’luk (w/v) TPP
eklenmesiyle elde edilen boyut 6zellikleri (n=3)

pH Boyut (nm)
4,0 318 +14,4
4,4 202 £35
45 114 +8,33
4,6 219 £18,9
50 228 £50
350 -
300 -
250 -
F 200 -
£
L
& 150
100 -
50 -
0 T T T T 1
4 4,4 4,5 4,6 5
pH

Sekil 4.1. Kitosan ¢dzeltisin pH’inin, nanopartiktl boyutuna etkisi
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Kitosan nanopartikiller, Alpar ve arkadaslarinin siRNA hedeflemek amagli
yaptiklari kitosan nanopartikillerin karakterizasyonu c¢alismasindaki yonteme
benzer bir sekilde hazirlanmistir. Calisma kapsaminda elde edilen en kiguk
kitosan nanopartikiller makalede de belirtildigi gibi pH 4,5°da elde edilmistir ve
boyutlari da makaledeki boyutlarla karsilastirildiginda daha kuguktr [114].

4.1.1.2. Capraz Baglayici Konsantrasyonunun Nanopartikiil Boyutuna Etkisi

Yapilan calismada zit yuklu iyonlarin komplekslesmesine bagli olarak iyonik
jelasyon yontemi kullanilmigtir. Pozitif yUkli olan kitosan, polianyonlarla ¢apraz
baglanirken hem hucre i¢ci hem de hucreler arasi baglar yapmaktadir. Kitosanin
amin gruplari ve TPP’nin fosfat gruplari arasinda hicreler arasi baglar
olusmaktadir. Bunun sonucunda da, partikil boyutu onemli derecede kitosan
¢cOzeltisi ve TPP’nin karigimina baglidir. Cizelge 4.2. de kitosanin derigimi sabit
tutulup, farkli derigsimlerde capraz baglayici ajan olan TPP kullanilarak

hazirlanarak nanopartikuller yapilmis ve boyutlari kaydedilmigtir.

Cizelge 4.2. pH 4,5'de %0,25’lik (w/v) kitosan ¢dzeltsinin gesitli derisimlerde TPP
eklenmesiyle elde edilen boyut 6zellikleri (n=3)

Capraz Baglayici
Ajan Boyut (nm)
Konsantrasyonu
%0,15 570 £10,44
%0,20 367 4,9
%0,25 222 16,94
%0,30 114 +2,89

Sekil 4.2 ye goére Kitosan/TPP (w/w) orani arttikga partikil boyutunda da artma
gorulmektedir. Gan ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptidi bir galismada, kitosan-
TPP nanopartikullerin ylzey yuka, partikil boyutu ve morfolojik 6zellikleri Gzerinde
calismalar yapilmis ve artan kitosan/TPP oraniyla, kitosan nanopartikillerin

boyutunda da artis oldugu ve bu artisin da dogrusal oldugu bulunmustur [150].
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2011 yihinda yapilmis olan baska bir galismada ise kitosan nanopartikullerin
boyutlari Gzerinde kitosan/TPP agirlikga orani arttikga, kitosan nanopartikullerin
boyutlarinin arttigi tekrar vurgulanmis ve bunun sebebinin gapraz baglayici ajan
olarak kullanilan TPP’nin, kitosan molekdillerinin amin gruplariyla 5 farkli noktadan
capraz bag yaparak, dusuk agirlik oraninin amin gruplari Uzerinde daha etkili
capraz baga sebep oldugu ve bunun sonucunda da daha kiguk partikil boyutunun
elde edildigi gozlemlenmistir [153]. Bu bilgilere gore, sunulan ¢alismada ki elde

edilen veriler de literaturt dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.2. Capraz baglayici derisiminin kitosan nanopartikil boyutuna etkisi

4.1.2. Nanopartikiil Yiik Analizi

Yapilan c¢alismalar kapsaminda ¢Ozeltinin  pH1 ve c¢apraz baglayici
konsantrasyonu kitosan nanopartikullerin yukine etki eden parametreler olarak
belirlenmis olup, elde edilen sonuglar detaylariyla alt bagliklar halinde
verilmektedir. Yapilan deneysel c¢alismalar sonucunda 25-30 mV zeta

potansiyeline sahip kitosan nanopartiklller elde edilmistir.
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4.1.2.1. Cozelti pH’ Inin Nanopartikiil Yiikine Etkisi

Sunulan bu calismada, pH degistirilerek farkli boyutlarda nanopartiktller
uretilmigtir. Cizelge 4.3. de goéruldugu gibi farkh pH larda ¢apraz baglanma sadece
nanopartikil boyutunu degdil ayni zamanda partikillerin yuzey yukinu de

etkilemektedir.

Cizelge 4.3. Farkh pH’larda %0,25’lik kitosan ¢dzeltsine 0,25’lik TPP eklenmesiyle

elde edilen yuk 6ézellikleri (n=3)

pH Zeta Potansiyel
(mV)

4,0 23,5 10,78

4,4 23,7 +1,11

4,5 27,6 £0,90

4,6 23,4 +0,64

5,0 12,1 £1,81

Kitosan nanopartikullerin pozitif yukle yukli olmasi partikullerin topaklanmasini
engellemektedir. Ylzey yuku kitosanin amin gruplarinin protonlanmasina bagh
olarak artis gostermektedir. Sekil 4.3’'e gore 4,0-4,6 pH araliginda daha ylksek
yuzey yukune sahip nanopartikiller gorulmektedir. pH 5,0 de ise yuzey yukunde
duslis gozikmektedir. Dulslsin sebebi ise, kitosan molekilindeki —NH3"
gruplarinin proton yukunun azalmig olmasi ve bunun sonucunda da kitosan
uzerideki artan amino gruplarinin etkisiyle daha genis ¢apraz baglar yapmasidir
[153]. Literaturdeki c¢alismalarda, sunulan tez kapsamindaki c¢alismayi
desteklemektedir. Kitosan nanopartikullerle yapilan bir c¢alismada farkh pH
araliklarinda c¢ozeltiler hazirlanarak partikuller elde edilmis ve yluzey yuklerinin
farkh pH degerlerinde farkli karakteristikler gosterdigi gorilmus en pozitif ytkle
yuklenmis partikalin ise pH 4,5 da oldugu goézlemlenmigtir [150]. Alpar ve
arkadaslarinin yapigi ¢alismada da pH 4,5 degerinin en uygun pH olarak segilmis

olmasi sunulan ¢alismayi desteklemektedir [114].

38



30 -
25 - I
20
N
£
s 15
(]
) 1
10 - i
5 .
0 T T T T 1
4 4,4 4,5 4,6 5
pH

Sekil 4.3. Kitosan ¢dzeltisi pH’inin, nanopartikil ylukine etkisi

4.1.2.2. Capraz Baglayici Konsantrasyonunun Nanopartikiil Yiikiine Etkisi

Kitosanin jelimsi yapisi molekul i¢ci ve molekuller arasi yaptigi Hidrojen
baglarindan kaynaklanmaktadir. Sulu ¢dzeltileri daha esnek bir zincir yapisina
sahiptir. Bu da zincirler arasindaki elektrostatik etkilesimden kaynaklanmaktadir.
Kitosan, asetik asitte ¢ozulup, TPP ile c¢apraz badlandiginda pozitif yuklu
nanopartikuller olugsmaktadir. Kitosan ve TPP’nin karigma orani partikul boyutunu
etkilemektedir. Farkl kitosan/TPP (w/w) oranlarinin partikil boyutuna etkisi

Cizelge 4.4. de verilmigtir.

Sekil 4.4.’e gore kitosan/TPP oranindaki artis yuzey yukinde de artisa sebep
olmaktadir. Ama tum kitosan/TPP oranlarinda nanopartikil pozitif yUkle
yuklenmigtir. Bulmer ve arkadaslarinin kontrolli salimda kullanmak tzere yaptigi
kitosan nanopartikiller de farkli oranlarda hazirlanmis ve kitosanin pozitif yiktne
bagh olarak, kitosan/TPP oranin artigi ile yuzey yukundeki artisinda dogrusallik
gosterdigi kaydedilmistir [153].
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Cizelge 4.4. pH 4,5'de %0,25’lik (w/v) kitosan ¢ozeltsinin ¢esitli derisimlerde TPP
eklenmesiyle elde edilen yuk 6zellikleri (n=3)

Capraz Baglayici | Zeta Potansiyel
Konsantrasyonu (mV)
%0,15 30,8 £1,92
%0,20 27,9 +2,30
%0,25 27,6 0,95
%0,30 22,0 £0,77
35
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< 20 -
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Sekil 4.4. Capraz baglayici derigiminin kitosan nanopartikil yikine etkisi

4.1.3. Kitosan Nanopartikullerin Morfolojik Karakterizasyonu

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
kullanilarak kitosan nanopartiktllerin morfolojik degerlendirmeleri yapiimistir. Elde
edilen SEM ve AFM goruntileri Sekil 4.5. ve 4.6.’da verilmigtir. Elde edilen SEM
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ve AFM goruntulerinden anlagilacagi gibi kitosan nanopartikullerin ortalama
bayudkltklerinin yaklagik olarak 40-80 nm aralidinda oldugu goézlemlenmistir.
Topografik acidan de@erlendirildiginde olduk¢ga dizgun, kiresel formda ve

monodisperse olduklari anlasiimaktadir.

Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen kitosan nanopartikillerin boyutlar
literaturdeki diger calismalardaki partikullerin boyutlariyla kiyaslandiginda [151;
154] oldukga kuguktur.

0,0

Sekil 4.5. Nanopartikullerden alinan AFM goruntuleri
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Sekil 4.6. Nanopartikullerden alinan SEM goruntuleri

4.2. Nanopartikillerin Hiicre ile Etkilegsimi Sonuglar

Kitosan nanopartikuller karakterize edildikten ve boyutlari belirlendikten sonra Hela
hicre hattiyla etkilestiriimis ve davranigi incelenmistir. Hela hucre hattiyla
etkilestirilen floresein yukli nanopartikullerin,hticrelerle etkilestigi hlcrelerin igine
girdigi gdzlemlenmigtir. Sekil 4.5. de géruldugu gibi partikullerin bir gogu hicrelerin
icine girmis ve floresan mikroskobu altinda i1sima vermigtir. Ayrica nano
partiktllerin hicre ¢ekirdeginin igine girmedigi ve gogunlukla sitoplazmada biriktigi

gOrulmustar.
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Sekil 4.7. Nanopartikullerle etkilestiriimis Hela hicre hattinin 20 kat bayatilmas

floresan mikroskobu goruntisu

4.3. Hiicre Canlilik Testi Sonuglari

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler asagida sunulmustur. Calismadaki
RCTA sonuglari ve WST sonuglari genellikle benzer veriler vermigtir. Sekil 4.8. ve
sekil 4.9.’a gore iki duzenekte de kontrol grubu ve nanopartikil grubu arasinda
blayuk bir fark gézlemlenmemektedir. Ancak RCTA'nin WST-1 sonuglarina goére
daha kesin sonuglar verdigi bilinmektedir. Ayrica, WST-1 sonuglari 72 saat RCTA
sonuglari ise 96 saatlik sonuglardir.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve nanopartikil grubu RCTA karsilastirmali hiicre indeksi
grafigi
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Sekil 4.9. Kontrol grubu ve nanopartikal grubu WST-1 sonuglari
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Yapilan g¢alismada kontrol siRNA uygulanan grup ve kontrol grubunda da benzer
sekilde anlamli bir fark gozlemlenmemigtir. Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.’e gbére hem
WST-1 testi hem de RCTA testleri birbirlerine uyumlu sekilde gérinmektedir.
Kontrol grubu, kontrol siRNA grubu ve nanopartikil grubunun birbiriyle paralel
halde Ozellikler gostermesi testlerin de birbirini dogruladigini goéstermektedir.
Ayrica 2009 yilinda 95-D ve NCI-H446 kanser hidcre hatlari Gzerinde yapilan
calismada, sitotoksisite galismalari icin MTT testi uygulanmig, kontrol siRNA
uygulanan hucreler ve uygulanmayan hucreler kiyaslanmis ve kontrol siRNA
uygulanan hucrelerde, hucre buyumesi ¢ok az engellenmis fakat siRNA

uygulanmayan hucrelerle arasinda pek fark olmadigi da gézlemlenmigtir [132].
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Sekil 4.10. Kontrol grubu ve kontrol siRNA grubu RCTA karsilagtirmali hiicre

indeksi
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Sekil 4.11. Kontrol grubu ve kontrol siRNA grubu WST-1 karsilagtirmali sonugclari

Hucre ¢cogalmasina etki gostermesi beklenen ABCE1 ve eRF3’e ait siRNA'larin
hicrelere tek tek ve birlikte uygulanmalarinin sonuglari ise kanser calismasi
acisindan Umit vericidir. Sekil 4.12.°de goruldigu gibi kontrol grubu ve kontrol
SiRNA grubuna gore ABCE1 ve eRF3 siRNA’larinin tek tek ve birlikte uygulandigi
gruplarda hucre cogalmasi ciddi bir oranda azalmistir. Uygulanan 5 pmol
miktarindaki siRNA’larin dozaji arttirilarak bu calismanin tekrarinin yapilmasi,
siRNAlarin etkisi hakkinda daha c¢ok bilgi verecektir. Yine de veriler normalize

edildiginde, hucre ¢ogalmasi % 85’e kadar azalmaktadir.

Katas ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada siRNA yuUklU kitosan nanopartikullerle
cahisilmig, partiktller karakterize edilmis, hucredeki aktivitelerine bakilarak
sitotoksisite testi yapilmistir. Yapilan sitotoksisite testi, kitosan nanopartikul
uygulanan hicrelerde ciddi bir azalma olmadigini fakat siRNA yUkli nanopartikul
uygulanan hucrelerde %18-%40 oraninda canlilikta azalma oldugunu gostermistir
[114]. Baska bir c¢alismada ise ABCE1-siRNA'nin, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda onemli Olgide hucre ¢ogalmasini inhibe ettigi gozlemlenmistir
[132]. 2010 yihinda yapilmis bir calismada RNA'’yiI hedefleyen ABCE1-siRNA’nin
akciger kanser hucresi olan NCL-H446 hicre hatti Uzerindeki proliferasyonu
incelenmis ve 72 saatlik sitotoksisite testi sonucunda ABCE1-siRNA’nin kanser

hicrelerini %60-%70 oraninda inhibe ettigi gérulmustir [155]. Kontrol grubuyla
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kargilastirildiginda ise ABCE1 proteinini ciddi oranda baskiladigi da galismanin
sonuglarinda yer almaktadir [155]. ABCE1l proteini, ribozomal alt birim ve
ribozamal Ust birimin baglanmasi ve ayrilmasinda dolayisiyla da protein sentezinin
sonlandiriimasinda rol oynamaktadir bunun sonucunda da ABCE1 fin
baskilanmasi ile protein sentezinde yavaglama veya durma gergeklesecek boylece

de tumorla hacrelerin de ¢cogalmasi engellenmis olacaktir.

Meme kanseri hiicre hattit MDA-MB-231 kullanilarak CXCR4 gen ekspresyonunun
azaltimasini hedefleyen bir calismada, iki farkli siRNA kullaniimistir ve bu
siRNA’lerin hem tek tek hem de ikisi ayni anda hucreye verilerek kanser hucreleri
Uzerindeki etkilerine hem in vivo hem de in vitro ortamda bakilmistir [156]. Iki farkli
siRNA ayni anda hlcreye uygulandiginda, tek tek uygulanan siRNA’lara gore
MmRNA ve protein seviyesinde kanser hucrelerinde CXCR4 ekspresyonunun
baskilanmasinda ¢ok daha etkili olmustur [156]. Bu da kanser hdcreleri igin
hedeflenmis geni susturacak farkli siRNA’larin birlikte uygulandiginda tez

kapsaminda sunulan ¢alismada oldugu gibi daha etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. Kontrol, Kontrol siRNA, eRF3 siRNA, ABCE1 siRNA ve ABCE1-eRF3
siRNA gruplarinin karsilastirmali RCTA hicre indeksi sonuglari
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Sekil 4.13. Hicre ¢ogalma egrilerinin zamana gore grafiklerinden elde edilen
egimler
Calisma sonucunda S$ekil 4.13.e goére elde edilen hicre c¢ogalma egrilerinin
egimleri alindiginda hdcre ¢odalma miktarlari hakkinda bir bilgi vermektedir.
Kontrol grubuna gore, siRNA verilen tum gruplar daha az ¢cogalmistir. Hatta bu
oran ABCE1 ve eRF3’Un birlikte uygulandigi noktada %85e kadar cikmistir.
Bunun oOtesinde siRNA uygulamak icin tasarlanan  nanopartikillerle
transfeksiyonun ¢ok daha arttigi gértlmektedir. Benzer sekilde RTCA sonuglarina
bakildiginda Sekil 4.14. ve S$ekil 4.15.’de gorildigu gibi serbest siRNAlar
uygulandiginda hemen etki gostermis ancak doérdincli gine dogru etkilerini
kaybetmislerdir. Ote yandan, nanopartikiille birlikte verilen siRNA’larin etkileri

kontrolli salim 6zelliklerine uygun sekilde ilerlemistir.

PC-3 tumor huacrelerinde VEGF'yi hedefleyerek yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda, partikile ydklenmis VEGF-siRNA  misellerinin, partikile
yuklenmemis VEGF-siRNA misellerine gore tumoér hicrelerini gok daha fazla
inhibe ettigi gozlemlenmistir [157]. Tez kapsaminda yapilan c¢alismada da
nanopartikile yuklenmis siRNA ile yapilan hdcre canhlik testinin kanser
hicrelerini daha fazla inhibe ettigini géstermektedir. Calismanin sonucu literatlri

dogrular niteliktedir.
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ABCE1 ve eRF3 siRNA'nin birlikte uygulanmasi sonucu ise ¢ok daha fazla kanser
hicresi inhibe olmaktadir. eRF3 ve ABCE1 proteinleri, protein sentezinin
translasyon basamaginda onemli bir yere sahiptir ve protein sentezinin
sonlandiriimasinda gorev almaktadir. Tumor hucreleri saglikli hucrelere gore ¢ok
daha fazla kapasitede protein translasyonuna sahiptir o yizden eRF3 ve ABCE1
proteinleri kanserli hucrelerde ¢ok daha fazla uUretilmektedir bu yizden ABCE1-
eRF3 siRNA'nin hilicreye verilmesi sonucu kanser htcrelerinin ¢ogalmasi ¢ok

daha fazla engellenmis olmaktadir.

Ribozomal A boélgesine baglanan eRF3 proteinin gorevi, protein sentezinin
translasyonun etkinligini artirmak ve durdurucu kodonlari tanimak ve peptidil
transferaz bolgesine transfer etmektir. Chauvin ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismaya gore, eRF3 proteininin siRNA ile susturulmasi sonucu durdurucu
kodonlarda artis gorulmus bununda translasyon uzama basamaginin etkinligini

azalttigr gézlemlenmistir [158].
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Sekil 4.14. ABCE1 siRNA ve nanopartikule yiklenmig ABCE1 siRNA’nin hicre

cogalmasi uzerine etkileri
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Sekil 4.15. eRF3 siRNA ve nanopartikile ylklenmis eRF3 siRNA’nin hiicre

¢ogalmasi uzerine etkileri

Nanopartiktule yuUklemis ABCE1-eRF3 siRNA’nin, nanopartikile yuklenmemis
ABCE1-eRF3 siRNA’ya gore hlicre ¢ogalmasinda ki artisi daha fazla inhibe ettigi
Sekil 4.16.’da gorulmektedir. ABCE1-siRNA'nin ve eRF3-siRNA'nin daha énceki
yapllmig olan c¢alismalarda kanser hucreleri sayisindaki artisi dusirddga,
nanopartikile yuklenmis siRNA’nin da hicreyle etkilestiginde nanopartikil
yuklenmemis siRNA’ya oranla hicreleri daha fazla inhibe ettigi gézlemlenmistir
[157-158]. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak hem ABCE1-siRNA hem de eRF3-siRNA
yuklenmis kitosan nanopartikillerin MCF-7 hicreleri Uzerindeki etkinliginin yani
hicre ¢ogalmasindaki artigi inhibe etmesinin daha ¢ok olmasi beklenmistir ve

sonuglar da bunu dogrulamigtir.
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Sekil 4.16. Kontrol grubu, ABCE1-eRF3 siRNA ve nanopartikile yiklenmis
ABCE1-eRF3 siRNA WST-1 kargilastirmali sonuglari

4.4. Apoptoz/Nekroz Sonuglari

Sunulan tez ¢aligmalari kapsaminda, ABCE1 ve eRF3 proteinlerinin siRNA’lari ile
(ve bunlarin nanopartikillere yuklenmis formlari) MCF7 hucreleri ile etkilestirilip
ikili boyama ydntemi ile boyanmis ve hucre etkilesimleri apopototik-nekrotik
mekanizmalarin degerlendiriimesi icin floresan mikroskop yardimiyla incelenmistir.
Bu amacla sirasiyla serbest eRF3 ve ABCE1 siRNA (ve bunlarin bir arada verildigi
uygulama), kitosan nanopartikillere yuklenmis erf3 ve ABCE1 siRNA (ve bunlarin
birlikte yuklenmis formu) ile herhangi bir molekdl yuklenmemis kitosan
nanopatikullerin boyama sonrasi elde edilen mikroskop fotograflari Sekil 4.17.-

Sekil 4.24.’de sunulmustur.
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Sekil 4.17. MCF-7 hucrelerine eRF3-siRNA uygulandiktan sonra ikili boyama ile

elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri
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Sekil 4.18. MCF-7 hucrelerine ABCE1-siRNA uygulandiktan sonra ikili boyama ile

elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri



Sekil 4.19. MCF-7 hucrelerine eRF3-ABCE1 siRNA uygulandiktan sonra ikili

boyama ile elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri



Sekil 4.20. MCF-7 hticrelerine nanopartikile yiklenmis eRF3-siRNA

uygulandiktan sonra ikili boyama ile elde edilen apoptoz-nekroz goruntileri



Sekil 4.21. MCF-7 hucrelerine nanopartikile yluklenmis ABCE1-siRNA

uygulandiktan sonra ikili boyama ile elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri



Sekil 4.22. MCF-7 hicrelerine nanopartikile yiklenmis ABCE1-eRF3-siRNA

uygulandiktan sonra ikili boyama ile elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri



Sekil 4.23. MCF-7 hucrelerine kitosan nanopartikul uygulandiktan sonra ikili

boyama ile elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri



Sekil 4.24. MCF-7 hucrelerine kontrol-siRNA uygulandiktan sonra ikili boyama ile

elde edilen apoptoz-nekroz goruntuleri
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Yapilan galismalarinin tamaminda hucre etkilesimlerinin 48. saatinde elde edilen
bulgulara yer verilmistir. Bu baglamda daha onceki bolimlerde ozetlendigi gibi
(RCTA ve WST1 bulgularn ile ilgili agiklamalar) serbest siRNA uygulamalarinin
nanopartikulle birlikte yapilan uygulamalardan daha az etkin olmasi
beklenmektedir. Oysa apoptoz ve nekroz degerlendirmelerinin yapildigi
zamanlamanin sureg itibariyla serbest siRNA'nin daha etkin oldugu zamana
karsilik geldigi anlasiimaktadir. S6z konusu degerlendirmenin daha sonraki
zamanlarda vyapilmasi durumunda dogal etkenler nedeniyle saglikli
degerlendirmeler yapilamayacagdl dusunuldiginden c¢aligsmalar bu sekilde
gerceklestirilimistir. Ote yandan elde edilen mikroskop goriintiileri genel olarak
degerlendirildiginde serbest siRNA calismalarinda bagil olarak daha fazla nekrotik
etkinin meydana geldigi (6zellikle karisim durumunda), nanopartikll ile birlikte
siRNA uygulamalarinda bu etkinin nispeten daha az oldugu anlagiimaktadir (Sekil
4.17.- Sekil 4.22.). Ayrica serbest siRNA ve nanopartikdl ile birlikte yapilan karigim
uygulamalarinda da benzer sonuglar dikkat gekmekte (Sekil 4.19., Sekil 4.22.) ve
bu uygulamalarin tamaminda apoptotik etkinin baskinhgi net olarak
gorunmektedir. Bunun yani sira kontrol siRNA grubu ve nanopartikeller ile yapilan
calismalardan elde edilen goruntuler karsilastirildiginda nanopartikillerin gok daha
dusuk bir nekrotik etkiye sahip oldugu anlasiimistir (Sekil 4.23., Sekil 4.24.).
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5. SONUGLAR

Sunulan tez kapsaminda ki tum c¢alismalar sonucunda elde edilen bulgular ve

bulgularin i1s1g1 altinda ortaya konulan sonug 6zetleri agagida sunulmustur.

>

ilk olarak kitosan nanopartikiiller iyonik jelasyon yéntemi ile hazirlanmig ve
boy-boy ve ylk dagihmina etki eden hazirlama ortam pH'I ve c¢apraz
baglayici konsantrasyonu degistirilerek siRNA uygulamasi i¢in hedeflenen

en uygun kitosan nanopartikuller elde edilmistir.

Kitosan nanopartikullerin boyut analizi igin zeta boyut analiz cihazi
kullanilmig, optimizasyon c¢alismalari sonucunda en kuguk partikil boyutu

114 nm bulunmustur.

Capraz baglayici konsantrasyonunun artmasiyla partikil boyutunun
kiguldigu ve daha az pozitif ylkle ylklendigi tespit edilmistir. siRNA
calismasinda kullanacagimiz partikillerin boyutunun klclk ve daha pozitif
yukle yuklenmesini istedigimiz i¢cin en uygun c¢apraz baglayici

konsantrasyonu %0,25 (w/v) olarak segilmistir.

Ortam pHInin, partikil boyutunda ve vyukinde degisiklikler yaptigi

gozlemlenmis ve kitosan nanopartikul i¢in en uygun pH 4,5 secilmigtir.

Kitosan nanopartikillerin morfolojik karakterizasyonlari ise AFM ve SEM
kullanilarak yapilmistir. Morfolojik incelemeler sonucunda partikullerin

kUresel yapiya sahip olduklari belirlenmisgtir.

Elde edilen AFM ve SEM goéruntilerine goére de kitosan nanopartikillerin
boyutlari degerlendirilmistir. AFM ve SEM’ de alinan goruntuler partiktllerin

boyutunun 40-80 nm arasinda oldugunu gostermektedir.

Kitosan nanopartikuller hucre ile etkilestiriimis ve hicre i¢ine girdigi ve daha
¢ok sitoplazmada biriktigi floresan mikroskobu ile elde edilen gdrintulerde

gorulmustar.

Hucre canlilik testi icin meme kanser hicre hatti olan MCF-7 segilmigtir.
Sitotoksisite testi icin WST-1 metodu secilmis ve gergcek zamanli hicre
analiz sistemi (RTCA) kullanilarak birbirlerini dogrulayan grafikler elde

edilmigtir.
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» Hucre canhlik testi igin kontrol grubu olarak medium kullaniimis.

Karsilastirma yapabilmek ve etkilerini gorebilmek igin MCF-7 hucrelerine
bos nanopartikul, kontrol siRNA ve siRNA yuklenmis nanopartiktl ayri ayri
eklenmistir. Well’de ki diger htcrelere de farkh miktarlarda ABCE1 siRNA,
eRF3 siRNA, ABCE1-eRF3 siRNA ile bunlarin nanopartikile yuklenmis
halleri eklenmistir. Kontrol ve nanopartiktl grubu arasinda ¢ok fazla bir fark
gozlemlenmemig, kitosan nanopartikullerin hucrelerde toksik etkisinin

olmadigi sonucuna variimigtir.

ABCE1 ve eRF3 proteinlerinin protein sentezinin translasyon basamaginda
onemli bir yer tuttugu ve bunlarin inhibe edilerek hicre ¢odalmasini azalttigi

tespit edilmigtir.

ABCE1 siRNA  yuklenmis  nanopartikuller ~ kanser  hucrelerine
uygulandiklarinda, kontrol siRNA ve ABCE1-siRNA uygulanan hucrelere
gore hdcre ¢ogalmasini daha fazla azalttigi gdézlemlenmigtir. Ayni sekilde
eRF3 siRNA yuklenmis nanopartikuller kanser hlcrelerine
uygulandiklarinda, kontrol siRNA ve eRF3-siRNA uygulanan hucrelere gore
hicre ¢cogalmasini daha fazla azalttigi gézlemlenmistir. ABCE1-siRNA ve

eRF3-siRNA'nin etkinliginde ciddi oranda bir fark gdozukmemektedir.

ABCE1 siRNA, eRF3 siRNA karistirilarak hicreye verilmis ve tek tek
hicreye verilmelerine gbére daha fazla sitotoksik etki yarattig
g6zlemlenmigtir. ikisinin karistirihp nanopartikile yiiklenmesiyle hiicre

canhliginda ki artis daha da azalmistir.

Hlcre olumlerinin morfolojik olarak degerlendiriimesi icin ABCE1 ve eRF3
proteinlerinin siRNA’lari ile (ve bunlarin nanopartikillere ytklenmis formlari)
MCF7 hiicreleri ile etkilestirilip, Annexin V ve Propidium iyodid kullanilarak
ikili boyama yontemi ile boyanmig ve hicre etkilesimleri apopototik-nekrotik
mekanizmalarin degerlendiriimesi i¢in floresan mikroskop yardimiyla

incelenmigtir.

Apoptoz/nekroz sonuglari degerlendirildiginde eRF3-siRNA ve ABCEL1-
siRNA’ nin hdcreler Uzerinde nekrotik etkinin, nanopartikile yuklenmis

formlarinda ise apoptotik etkinin daha baskin oldugu gézlemlenmigtir.
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» Apoptoz/nekroz sonuglari nanaopartikullerin ¢ok dusuk oranda nekrotik

etkilerinin oldugunu gostermektedir.

» Tez kapsaminda yapilan tim calismalar dikkate alindiginda, siRNA
yuklenmis kitosan nanopartikiller ile ABCE1 ve eRF3 proteinleri inhibe
edilerek meme kanseri tedavisi ¢alismalarina katkida bulunacak sonugclar
elde edilmistir.
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