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GLIOBLASTOMA HUCRELERINDE INTEGRIN a10°UN PLGA NANO
PARTIKULLERINE YUKLENMIS siRNA ILE BASKILANMASI

OZET

Kanser, diinyada olim nedenlerinin basinda gelen bir hastaliktir ve birgok g¢esitleri
bulunmaktadir. En tehlikeli kanser sinifina dahil olabilecek bir kanser tiirii de glioblastoma
kanseridir ve beyin ¢evresine yayilabilen en yaygin ve 6liimciil bir tiimordiir. Histolojik
olarak nekroz ve endotel proliferasyon ile tamimlanan glioblastoma, yetigkin bireylerde
goriilen en yaygin ve agresif birincil beyin tiimoriidiir. Tan1 ve tedavisinde bir¢ok zorluk
yasanmaktadir. Bu olumsuzluklar1 en aza indirgemek amaciyla nano tasiyici sistemler ile
ilacin kontrollii ve hedefli iletimi miimkiin hale getirilmeye baglanmustir. Ayrica, kanser
hiicrelerinde fazla eksprese olan genlerin ve iiriinlerinin bilinmesiyle bu genlerin terapotik
hedef oldugu calismalar artmistir ve bu dogrultuda tiimdr bolgelerinde fazla eksprese olan
genlerin susturulmasina yonelik ¢aligmalar giiniimiizde odak noktas1 olmustur. Riboniikleik
asit (RNA)’y1 segici bir sekilde hedefleyebilen antisens oligoniikleotidler ile antisens
teknolojisi bu alanda 6nemli ajanlar sunmaktadir. Bu terapotik ajanlardan biri olan kiigiik
enterferans yapan (si-RNA)’lar ile hedeflenmis mesajct RNA (mRNA)’nin pargalanmast
miimkiin hale gelmistir. Boylece kanser hiicresinin gelisimine sebep olan protein susturularak
kanser tedavisi gerceklestirilebilir. Integrinler, a ve B zincirinden olusan heterodimerik hiicre
yiizeyi reseptorleridir ve hiicre dis1 matrisi hiicre iskeletine baglarlar. Ayrica timdr hiicreleri
tizerindeki hiicre dis1 matris ve integrin reseptorleri arasindaki etkilesimlerin, hiicre gogii ve
proliferasyonu gibi tiimor hiicresi siireclerinde dnemli bir rol oynadig: bildirilmistir. Ozellikle,
integrin 10 proteinini ifade eden ITGA10 geninin yiiksek ifadesi, glioma hastalarinda daha
kotii bir genel hayatta kalma olasiligi ile iligkili oldugu gdsterilmistir.

Biz de galismamizda, biyouyumlu, biyobozunur ve ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
tarafindan insanlar tizerinde kullanimina onay alinmis bir polimer oldugu igin Poli (D,L-laktid-
ko-glikolid) (PLGA) nanopartikiilleri ile glioblastoma hiicrelerine terapotik madde olan
integrin a.10’u hedefleyen siRNA’nin taginabilmesini ve sonugta kanser hiicresindeki degisimi
incelemeyi amacladik.Boylece, PLGA nanopartikiilleri ile siRNA taginmasiin etkinligi,
PLGA nanopartikiil aracili siRNA’nin glioblastoma hiicrelerindeki integrin a10’u baskilama

etkinligi ve integrin o10’un baskilanmasi ile kanser hiicrelerindeki degisikligin incelenerek
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PLGA nanopartikiilleri ile tasinan siRNA’nin glioblastoma hiicrelerindeki integrin al0’u

hedeflenmesiyle glioblastoma kanseri igin olasi bir terap6tik yaklagim one siiriilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: gen tedavisi, PLGA, nano tasiyici, si-RNA, integrin, glioblastoma
kanseri
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SUPPRESSION OF INTEGRIN a10 IN GLIOBLASTOMA CELLS BY siRNA
LOADED WITH PLGA NANOPARTICLES

SUMMARY

Cancer is a disease that is one of the leading causes of death in the world and has many
varieties. The type of cancer that may be included in the most dangerous class of cancer
is glioblastoma cancer, and it is the most common and deadly tumor that can spread
around the brain. Glioblastoma, histologically defined by necrosis and endothelial
proliferation, is the most common and aggressive primary brain tumor seen in adult
individuals. There are many difficulties in diagnosis and treatment. In order to
minimize these negativities, controlled and targeted delivery of the drug has started to
be made possible with nano carrier systems. In addition, studies in which these genes
are therapeutic targets have increased with the knowledge of overexpressed genes and
their products in cancer cells, and accordingly, studies aimed at silencing
overexpressed genes in tumor sites have become a focus today. Antisense
oligonucleotides, which can selectively target RNA, and antisense technology provide
important agents in this field. With siRNA, one of these therapeutic agents, it has
become possible to break down the targeted messenger RNA. In this way, cancer
treatment can be performed by silencing the protein that causes the development of the
cancer cell. Integrins are heterodimeric cell surface receptors consisting of a and 3
chains and bind the extracellular matrix to the cytoskeleton. It has also been reported
that the interactions between the extracellular matrix and integrin receptors on tumor
cells play an important role in tumor cell processes such as cell migration and
proliferation. In particular, the high expression of the ITGA10 gene, which expresses
the integrin 10 protein, has been shown to be associated with a worse overall survival
probability in glioma patients.

In our study, we aimed to examine the transport of siRNA targeting the therapeutic

substance integrin a10 to glioblastoma cells with poly lactic co glikolic asid (PLGA)

XVi



nanoparticles, as it is a biocompatible, biodegradable polymer approved for use on
humans by the FDA, and ultimately the change in the cancer cell. Thus, the efficiency
of siRNA transport with PLGA nanoparticles, the efficacy of PLGA nanoparticle-
mediated siRNA to suppress integrin al0 in glioblastoma cells and the change in
cancer cells by suppression of integrin 10 will be examined. In conclusion, it can be
suggested that SiRNA carried by PLGA nanoparticles could be a possible therapeutic
approach for glioblastoma cancer by targeting integrin a10 in glioblastoma cells.

Keywords: gene therapy, PLGA, nano-carrier, si-RNA, integrin, glioblastoma

cancer
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1. GIRIS

Glioblastoma kanserinin ve diger kanser gesitlerinin kesin ve etkili bir tedavisi
olmamakla birlikte giiniimiizde mevcut olan terapotik yaklasimlarin da ciddi yan
etkileri olabilmektedir. Kanser tedavisi i¢in kullanilan kemoterapotik ilaglar
hedeflenen tiimor bolgesi disinda saglikli hiicreleri de etkileyebilmektedirler.
Dolayistyla, kanser hiicrelerinin 6liimiine sebep olacak ila¢ dozundan daha fazlasi
hastaya uygulanarak etkin dozun hedeflenmis bolgeye ulagsmasi saglanmaya
calisilmaktadir. Bu durumun da insan sagligi, cevre ve ekonomi acisindan onemli
dezavantajlar1 olmaktadir. Ayrica kanser tedavisi i¢in gelistirilen ilaglar ile beklenen

diizeyde sonuclar alinamadigindan gen diizeyinde tedavi yaklagimi gelistirilmistir.

Histolojik olarak nekroz ve endotel proliferasyon ile tanimlanan glioblastoma, yetiskin
bireylerde goriilen en yaygin ve agresif birincil beyin timériidiir [8]. Hiicre tipleri ve
boyutlarinda, mitoz sayilarinda ve damar olusumu ve nekroz dagilimlarinda biiyiik
farkliliklar gozlemlenebildiginden glioblastoma heterojen bir tiimdr olarak da
tanilanmaktadir [9]. Genel olarak bu kanserin tedavisi ameliyat, radoterapi ve
alkilleyici kemoterapi ile gerceklestirilmeye calisilmaktadir [8]. Ancak uygulanan

tedaviler ile istenilen diizeyde sonuglarin alinamadigi da bir gergektir.

Genel olarak tiimor bolgelerinde, bazi1 genlerin fazla ekspresyonunun oldugu ve bazi
genlerin ise baskilandigi bilinmekte. Dolayisiyla kanser gelisiminde veya kanser
hiicrelerinin sag kaliminda 6nemli olabilecek fazla eksprese olan genlerin ya da gen
tiriinlerinin susturulmasiyla tiimoriin kiigiilmesi hatta yok edilmesi saglanabilir. Anti-
timor etkilerinin yaninda toksik etkileri ¢cok fazla olan ila¢ uygulamalarinin yerine
yalnizca hedeflenmis gen iizerinde etki gosterebilen SIRNA’lar da kanser tedavisinde
umut vadeden yeni terapotik ajanlardir. RNA interferans (RNAI) mekanizmasinin bir
bileseni 0lan siRNA, rehber RNA olarak gorev alir ve Deoksiriboniikleik asit (DNA)
metilasyonu, histonlarin modifikasyonu ve mRNA yikimini gergeklestirir [10]. Birgok
kanser c¢alismasinda fazla eksprese olan genin susturulmasi siRNA ile

gerceklestirilerek kanser tedavisi i¢in 6nemli sonuglar alinmisti [11, 12]. Bir¢ok



avantajinin  yanit sira siRNA’lar dolasimda yer alan niikleazlar tarafindan
parcalanabilmesi ve hedefe ulagsmasinin engellenebilmesi, hiicre i¢ine yeterli miktarda
alinamamas1 ve hedef dis1 hiicreler tarafindan da alinmasi gibi dezavantajlara da
sahiptir [13]. Dolayisiyla, terapotik bir ajan olarak siRNA kullanilmak istendiginde

nano tastyici sistemler ile taginmasi tercih edilmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar, hedeflenen tiimor bdolgeleri
disinda saglikli hiicrelere de etki edebilmekteler. Ayrica, hedeflenmis bolge disinda
baska bolgelere de yayilim gostermeleri gerekli olan dozdan daha fazla miktarin
canliya uygulanmasini gerektirmektedir. Dolayisiyla ilag etken maddesinin hedef disi
bolgelere gitmesinin engellenmesi ve yalnizca gerekli olan dozda ilacin
uygulanabilmesi i¢in nano tasiyici sistemler kullanilmaktadir. Bu tasiyici sistemler ile
hedeflenen bolgeye istenilen ilacin gerekli dozu tasinabilmektedir. Kullanilacak nano
tastyicinin canli i¢in zararli bir etkisinin olmamasi i¢in biyouyumlu ve biyobozunur
Ozellikte olmasi Onemlidir. Bu g¢alismada kullanilacak nano tastyici ise PLGA
nanopartikiiliidiir. FDA tarafindan onaylanmis ve biyolojik olarak parcalanabilen
PLGA, kontrollii ve siirekli salim, diisiik toksisite ve biyolojik uyumluluk gibi 6nemli
Ozelliklere sahip olmasindan dolayi ilag verme sistemlerinde kullanilabilmektedir [14].
Ayrica nanopartikiillerin kafatasi i¢i tiimdre ve normal beyin dokusuna niifuz etme
yetenekleri de in vivo ¢alismalarla gosterilmistir [15]. Bu dogrultu da hedeflenen
glioblastoma hiicrelerinde etkili bir sekilde siRNA ile baskilanma gerceklestirebilmek
icin siRNA’lar PLGA nanopartikiilleri ile tasiacaktir.

Bu calismada PLGA nanopartikiil aracili siRNA’larin hedefi ise glioblastoma
hiicrelerindeki  integrinlerdir ~ ve  integrinler = hedeflenerek, integrinlerin
susuturulmasinin kanser tedavisi a¢isindan etkileri arastirilacaktir. Transmembran alfa
(o) ve beta (B) heterodimerleri olan integrinler, hiicre dig1 matris ligandlarina, hiicre
ylizeyi ligandlarina ve ¢0Oziniir ligandlara baglanabilen bir hiicre yapisma
reseptorleridir [16]. Ligand baglanma siirecinde, integrinlerin sinyalleri hiicrenin i¢
kismina iletebildigi ve ligand baglama afinitesini diizenleyen hiicre i¢i sinyalleri de
alabildigi bilinmektedir [16]. Dolayistyla, tiimér hiicreleri tizerindeki hiicre dig1 matris
ve integrin reseptorleri arasindaki etkilesimlerin, hiicre gogii ve proliferasyonu gibi
tiimor hiicresi siireclerinde énemli bir rol oynadigi bildirilmistir [17]. Ozellikle kati

tiimorlerin baslamasi, ilerlemesi ve metastazi i¢in ¢ok onemli olan ¢esitli hiicresel



islevleri de diizenledigi bilinmektedir [18]. Yapilan bir ¢alismada da integrin 10
proteinini ifade eden ITGAL10 geninin yiiksek ifadesi, glioma hastalarinda daha koti

bir genel hayatta kalma olasiligi ile iliskili oldugu gosterilmistir [17].

Sonugta bu arastirmada, PLGA nanopartikiilleri aracili siRNA’nin glioblastoma
hiicrelerine  tasinmasi  incelenecektir. Ayrica, hedeflendirilmis siRNA’nin
glioblastoma hiicrelerinde integrin a10’u baskilama etkinligiyle kanser hiicrelerindeki

degisikliklerin in vitro analizi yapilacaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 KANSER

Kanser, gliniimiizde gelisen teknoloji ve artan bilgi birimine ragmen tedavisi en zor ve
bazi durumlarda hala iyilestirici bir tedavisi olmayan bir hastalik. Kanser, apoptoza
ugramasi gereken hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir ve
kanserli kitlenin cerrahi operasyon ile c¢ikarilmasi, kansere ozgii ilag kullanimu,
radyasyon tedavisi ve kanser hiicrelerinin kendiliginden kaybolmasi gibi siiregler
olmadig: siirece kanserli hiicreler biiyiimeye devam edecegi de bilinmektedir [19].
Kanserin 6liimciil olmasindaki en 6nemli nedenler arasinda tiimor hiicrelerinin hayatta
kalabilmeleri i¢in gelistirebildikleri mekanizmalardir. Besinler, kemokinler,
fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri, endotel hiicreler ve normal epitel hiicreleri timoriin
mikrogevresini olusturur ve bu bilesenler birbirleriyle etkileserek tiimoriin
biliylimesine, hastaligin ilerlemesine ve hatta ilaglara kars1 diren¢ mekanizmasinin
olusmasina sebep olmaktalar [20]. Timor hiicrelerinin ¢ogalma hizi, hiicre disi
besinlere bagh olmakla birlikte daha diisiik veya degisen besin kosullarina kanser
hiicreleri daha iyi uyum saglamaktadir [21]. Ayrica kanserin meydana geldigi dokuya
hatta insana gore farkli 6zellikte olmalari tedavi yontemi gelistirmeyi zorlastirtyor ve
tek bir tedavi yontemine degil de bir ¢ok farkli tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmasina sebep oluyor. Bunlara ek olarak, kanserli hiicrenin metastaz yetenegi de
hastaligin daha da ciddilesmesine sebep oluyor. Kanserlerin genetik temelli
olabilceginin yani sira kanserin en biiyiik nedeninin ¢evresel kosullar oldugu da
gozlemlenmektedir. Stres, tiitiin kullanimu, fiziksel hareketsizlik ve asir1 viicut agirligi
gibi faktorler kanser riskini artirmaktadir [22]. Kanser tedavisinin ilk ve en 6nemli
asamasini tani siireci icermektedir. En etkili tani siirecini riskli, zaman alic1 ve pahali
olmasina ragmen histolojik biyopsi oldugu i¢in kanserin erken teshisini destekleyecek
ve kisisellestirilmis terapi i¢in biyo-spesifikasyonlara dayali olarak popiilasyonun
smiflandirabilecek teshis yontemlerine ihtiyag vardir [23]. Tani asamasinin ardindan
ise en onemli ve en zor ikinci asama olan tedavi siireci olmaktadir. Bu zamana kadar

kanser tedavisi i¢in farkli tedavi yontemler uygyulanmistir. Hastaligin zorlu



mekanizmasindan dolay1 baz1 yontemler bir arada da kullanilabilmesine ragmen hala
net bir tedavi yontemi yoktur. Genel itibariyle kanser tedavisi igin kullanilan
yontemler, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hipertermi, cerrahi yaklagimlar ve
gen tedavisidir. Her tedavi yonteminin avantajlarinin yaninda olumsuz etkileri ve

basarisiz sonuglari oldugu i¢in bu yontemler gelistirilmeye calisilmaktadir.

2.1.1 Cerrahi yaklasimlar

Kanser tedavisi icin kullanilan yontemlerin en eskisi olan cerrahi yontemde kanserli
doku ve ¢evresindeki saglikli doku kenariyla birlikte kesilerek daha etkili sonug
alinmaya calisilir [24]. Cerrahi yontemin kanser tedavisindeki etkinligini komsu
organlarin ve kan damarlarinin lokal tutulumunun kapsami gibi timorii etkileyen
faktorler ve yas gibi hastayla ilgili faktorler etkileyebilir [25]. Kanser tedavi siirecinin
sonucunu belirleyen en onemli etken iyi planlanmis ve yiiksek Kkaliteli cerrahi
miidehaledir ve parca almanin en 6nemli amaci da hastaligin maksimum bolgesel
kontroliinii saglamaktir [26]. Cerrahinin zamanla gelisimiyle birlikte farkli cerrahi
yaklagimlar meydana ¢ikmistir. Kanserin karmasik yapisindan dolayi da birden fazla
yontemin bir arada kullanimi daha i1yi sonuglar vermistir. Bu duruma 6rnek olarak
adjuvan radyoterapi ile transanal endoskopik mikrocerrahinin birlikte kullaniminin,
daha iyi erisim, daha iyi par¢a alimi ve goriiniirlik sonuglandigi verilebilir [27].
Kanser cerrahisinde alinan sonuglara gore gelistirilen yeni cerrahi yontemlere, timor

cevresindeki normal dokuya daha az zarar veren transoral cerrahi de 6rnek verilebilir

[28].

2.1.2 Kemoterapi

Hastaliklarin tedavisinde kimyasallarin kullanimi olarak ifade edilen kemoterapi
terimi, 20. ylizyilin basinda kanseri tedavi etmek i¢in kullanilmaya baslanmistir [29].
Kemoterapi, bir ¢ok kanser gesiti i¢in bir tedavi yontemi olmasi ile birlikte 12 kanser
cesiti i¢in de tedavi sonucunda hastaliksiz hayatta kalmayi saglamaktadir [30]. Timor
bliylimesinin inhibisyonu, hiicre ve cevresi i¢inde farkli diizeylerde olabildigi
gercegine ragmen kemoterapinin amaci hiicre ¢ogalmasini ve tiimor ¢ogalmasini
engellemektir [31]. DNA sentezinin inhibisyonu, RNA sentezi inhibisyonu ve piirin
sentezinin inhibisyonu gibi kemoterap6tik ajanlarin etki mekanizmalar1 genis
olmasma ragmen yan etkileride olduk¢a fazladir [32]. Benzer ¢oziiniirlik ve

gecirgenlik, optimize edilmis doz oranlari, oOrtiisen toksisitelerin olmamasi ve farkl



terapotik mekanizmalar gibi kosullar saglanarak farkli kemoterapétik ilaclarin birlikte
uygulanmasi ile daha etkili sonuglar alinmasi beklenilmektedir [33]. Kemoterapiyi,
cerrahi tedaviden sonra uzak metastazlarin uzun siireli baskilanmasi amaciyla yapilan
ameliyat sonrasi kemoterapi ve primer tiimoriin hacmini ve bdlgesel lenfadenopati
seviyesini azaltmak i¢in kullanilan ameliyat oncesi kemoterapi olmak {izere ikiye
ayirabilmekteyiz [34]. Ayrica kanser kemoterapdtikleri de ajanin ¢ogunun dolasimda
ve tiimor dokusu dahil olmak iizere ¢esitli organ ve sistemlerin hiicrelerine dogrudan
etki etmesine saglayan parental yol ve bagirsak mikrobiyotasinin enzimatik sistemleri
tarafindan metabolize edilerek karacigerde de metabolik doniigsiimlere ugradigi oral

yol olmak {iizere iki sekilde uygulanabilir [35].

2.1.3 Radyoterapi

Kemoterapiye gore daha az yan etkiye sahip olan radyoterapi, daha iyi lokal timor
kontrolii ve hastaligin yayilmasinin azalmasini saglayarak kanser tedavisi i¢in 6nemli
bir tedavi secenek olmustur [36]. Kanser bilylimesini geciktirme ve radyasyona maruz
kalmis tiimori ortadan kaldirma o6zelliklerinin yani sira tiimor mikrogevresindeki
bagisiklik aktive edici ve baskilayici sinyaller arasindaki dengeyi degistirir ve immiin
aracili sistemik tiimor gerilemesine de neden oldugu gdzlemlenmistir [37]. On tedavi
olarak kullanilan radyoterapi, ilerlemis tiimorleri olan hastalarda semptomlar: giderir,
yasam kalitesini artirir ve iyonlastirict radyasyon, DNA hasarin1 uyararak timor
hiicresi 6liimiine sebep olabilir [38]. Kanser biyolojisinin kisiden kisiye degistigi
gerceginin Ogrenilmesiyle birlikte kisilestirilmis tedavinin 6nemi ortaya ¢ikti. Bu
dogrultuda, radyoterapi ile fiziksel hedeflendirme yapilabilir ve cerrahi ve kemoterapi
ile de birlikte kullanilabilir [39]. X 1sinlari, elektron iginlari, proton 1sinlari gibi 1ginlar
kullanilarak yapilan tlimor radyoterapisi ile meme kanseri, akciger kanseri, 6zofagus
kanseri, rektum kanseri, rahim agzi kanseri, prostat kanseri, melanom, yumusak doku

sarkomu ve lenfoma gibi kotii huylu timérlerin tedavisi gergeklestirilebilir [40].

2.1.4 Immiinoterapi

Tiimor biyolojisi ile alakali bilgi birikiminin artmasiyla birlikte kanser hiicrelerinin
bagisiklik sisteminden nasil kagtigi ile ilgili bilgi birikimi artt1 ve dolayisiyla kanser
tedavisi de bu yonde sekillendi [41]. Kanserin bagisikliktan kacan hiicreler ile
baslayabildigi bilindigi i¢in bu dogrultuda gelistirilen immiinoterapi ile tiimore 6zgii

immiin yanit1 uyararak tiimor hiicrelerini segici olarak hedeflemeyi amaglanmaktadir



[42]. Dolayisiyla kanser immiinoterapisinin amaci viicudun kendi bagigiklik
sisteminin etkinligini artirarak kanserle dogal miicadeleyi saglamaktir [33].
Immiindterapi, akciger kanseri hari¢ birgok kati kanserde basarili sonuglar vermistir
ama T hiicreleri ile antijen sunan hiicreleri veya tiimor hiicrelerinin etkilesimlerini
modiile ederek c¢alisan bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin kullanilmasi ile
akciger kanserinde de etkili olmustur [43]. Antijen isleme ve sunumu, bagisiklik
sisteminin anormal protein ekspresyonu karsisindaki tavrini belirlemesini saglar ve
anti timor immiin yanit1 uyaran antijenler de timor mutasyonlu antijenler, tiimorle
iliskili antijenler ve kanser-testis antijenleridir [44]. Bagisiklik mikrocevresini
diizenleyerek bagisiklik sistemini gili¢lendiren immiinoterapi, immiin kontrol noktasi
inhibitorleri, hiicresel immiinoterapiyi, eksozom immiinoterapisini igerir ve terapotik
etkisi de immiin mikrogevre ve tiimér mutasyon yiikiinden etkilenir [45]. Kanser
tedavisinde etkili bir yontem olabilen immiinoterapi, ¢oklu kati ve hematolojik
maligniteler icin degisen ve spesifik etki mekanizmasi ile ilgili olan benzersiz toksisite

profillerine sahiptir [46].

2.1.5 Hipertermi

Hipertermi, etkinligi uygulanan sicakliga ve siireye bagli olarak atesin uyarilmasiyla
bir hastaligin tedavi edilmesidir [47]. 41-42°C'nin lizerindeki sicakliklarda hiicreler
6ldiigii i¢in hipertermi yontemiyle viicudun kanserden etkilenen bolgesinin sicaklig
arttirilarak gerceklestirilir [48]. Hipertermi, kanser tedavisi i¢in 6nemli yontemler olan
radyasyon, kemoterapi ve immiinoterapi tedavilerinin etkinligini arttirabilmekte [49].
Hipertermi mantiginda sicaklik 39-42°C'ye gelmesiyle kan akisi arttig1 i¢in tiimdrlerin
oksijenlenme durumunu biiyiik O6lciide iyilestirerek radyasyon ve kemoterapinin
sitotoksik etkilerine kars1 daha duyarli olmasimi saglar ve viicudun tiimore karsi
bagisiklik tepkisini iyilestirir [50]. Hipertermi uygulamasi lokal ve tiim viicut
hipertermisi olarak ikiye ayrilabilir ve lokal hipertermi yiizeysel tiimor bolgelerde etki
gosterirken, tiim viicut hipertermisi, metastatik ve daha lokalize kanseri tedavi etmede
daha etkili ama toksik etkisi de vardir [51]. Farkli yontemler uygun kosullarda bir
araya getirildiginde sonug¢ daha etkili olabilmekte ve hipertermi uygulamasimin diger
yontemlerle birlikte uygalanislari calisilmakta. Bu dogrultuda farkli bir bakis agis1 olan
nanopartikiil bazli hipertermi de tiimor immiinojenisitesini ve timodr gegirgenligini

arttirma gibi olumlu sonuglar1 olmustur [52].



2.1.6 Gen tedavisi

Bilimdeki geligsmelerle birlikte bir¢cok hastaligin ortaya ¢ikmasinda genler tizerindeki
degisikliklerin sebep oldugu gézlemlenmistir. Bu durumda da tiim hiicreleri, dokular
etkileyen degil yalnizca hastaliga sebep olan geni veya genleri etkileyebilecek
tedavinin daha etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Saglikl1 olan hiicrelere de herhangi
bir kimyasal miidahale olmayacagi i¢in tedavi amagli uygulanacak sistemin yan
etkileri o oranda ¢ok daha az olacaktir. Gen tedavisi de en basit tanimiyla hastaliklarin
tedavisinde veya 6nlenmesinde DNA ya da RNA’larin kullanilmasidir [53]. Tedavi
amacli, hedef hiicreye genetik materyalin verilmesi olarak tanimlanan gen tedavisi ile
kanser ¢aligmalarinin yani sira monogenik hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak tizere bir¢ok hastalik i¢in de galisiimaktadir
[54]. Genel anlamda, gen tedavisi ile mutasyona ugramis bir genin normal kopyasi
verilebilir, RNA'sin1 hedefleyen sorumlu genin ekspresyonu azaltilabilir, faydali bir
gen ilavesi edilebilir ve mutant genomu modifiye edilebilir [55]. Ayrica, gen
ifadesinin zamansal ve mekansal 6zgilligii oldugu igin gen terapisinde de gen
ifadesinin temel (constitutive) mi yoksa diizenlenmis mi olduguna goére zamansal
ozgillik; gen ifadesinin belirli bir beyin bolgesi veya hiicre tipi ile sinirli olup
olmadigina da uzaysal 6zgiirliik belirler [56]. Kanserden dolay1 6liim orani diger tiim
hastaliklardan dolay1 6liim oranlarindan yapilan bir ¢ok aragtirmaya ragmen daha
fazladir. Bunun en 6nemli nedeni kanserlerin tani ve tedavisindeki yetersizliklerdir.
Kanser tedavisinde kullanilan en 6nemli tedavi yontemi kemotrerapi olmasina ragmen
kemoterapinin yan etkileri faydalarimin oniline ge¢mektedir. Dolayisiyla, kanserli
hiicrelere uygulanacak maddenin en az yan etkiye sahip olmasi gerekmektedir. Kanser
caligmalarinda genellikle, kanserli hiicrelerde bir veya birka¢ genin fazla eksprese
edilmesi veya baskilanmasi seklinde genetik kusurlar olugsmasiyla tiimorlerin meydana
geldigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda gen tedavisi, kanser ¢alismalari i¢cin 6nemli
bir alan olusturmaktadir. Tiimor antijenlerinin ve biiyiime faktorlerinin gen aktarimu,
gen modifiyeli antijen sunan hiicreler, in vivo gen diizenleme, intihar gen tedavisi ve
dogal onkolitik viriisler ve bakteriler yani sira kiigiik interferans yapan RNA'lar ve
mikro interferans yapan RNA'larin ortaya ¢ikmasiyla antisense oligoniikleotidlerinde

dahil oldugu farkli stratijeler ile kanser tedavi yontemleri gelistirilmektedir [57].



2.1.7 Glioblastoma Kanseri

Gelisen teknoloji ve biyoloji bilimindeki bilgi birikime ragmen kanser tiim hastaliklar
icinde 6lime en ¢ok sebep olmast ile hala birinci siralardadir. Bu hastalik bulundugu
dokuya, yapisina ve hatta kisiye bagli olarak degisiklikler gostermektedir.
Glioblastoma da insidansi1 yasla birlikte artmasina ragmen her yasta insanda olabilen
ve noroglial kok veya progenitér hiicreleri etkileyen genetik degisikliklerden
kaynaklanan ig¢sel bir beyin timoridir [58]. Glioblastomalar yalnizca glial
hiicrelerden degil noral kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip ¢oklu hiicre tiplerinden de
kaynaklanabilmekte ve genellikle beyinde meydana gelmesine ragmen beyin sapi,
beyincik ve omurilikte de goriinebilirler [59]. Dolayisiyla, beyin ¢evresine yayilabilen
en yaygin ve oliimciil bir tiimor olan glioblastoma, transkripsiyon profilleri, genetik
ve epigenetik tarafindan tiimorlerin tanimlanmasiyla en kapsamli genomik olarak
karakterize edilebilir kanser tiirtidiir [60]. Bu hastaligin kotii prognoza sahip olmasinin
nedeni yiiksek derecede tiimor i¢i hiicresel heterojenite, plastisitedir ve ayrica orijinal
tiimorden evrimsel olarak farkli olacak sekilde glioblastoma hiicrelerinin yiiksek niiks
etme Ozelligidir [61]. Ayrica glioblastomayr birincil ve ikincil olarak
siiflandirilmasina ragmen histolojik olarak ayirt edilemezler ama genetik ve
epigenetik profilleri bakimindan farklilik gosterirler [62]. Farkli genetik yollar yoluyla
birincil ve ikincil olarak smiflandirilan glioblastomada; epidermal biiylime faktor
reseptorii (EGFR) amplifikasyonu, PTEN mutasyonu ve kromozom 10'un tamami
kaybr ile birincil glioblastoma, TP53 mutasyonlarin1 ve 19q kaybi ile de sekonder
glioblastoma tanimlanmaktadir [63].

Normal hiicrelerin etkilenmesi, timoriin anjiyogenezi uyarabilmesi ve mevcut
vaskiilatiire uyum saglayabilmesi, bagisiklik hiicre fonksiyonlarini baskilayabilmesi,
beyindeki yabanci elementleri tanimasi ve bunlarla savagsmasi gereken mikroglia ve
makrofajlar etkisiz hale getirebilmesi seklinde bir cok mekanizmaya etki etmesi ile
gerceklesir [64]. Timor hiicrelerinin normal hiicreleri etkilemesinde, tiimorle iligkili
makrofajlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve perisitler dahil olmak {izere integrin
reseptorlerini eksprese edebilme yetenegi etkilidir ve bu durumda integrin aracili
sinyal yollarmin, glioblastomada tiimoéral hiicre olusumuna sebep oldugu
gozlemlenmistir [65]. Bu kanserin tedavisindeki en 6nemli zorluk da terapotik amagh
gonderilen maddenin, besin tasinmasi, homeostaz ve viicut ile beyin arasindaki
iletisimden sorumlu olan kan-beyin bariyerini (BBB) gecemiyor olmasidir [66].

Timorlii bolgenin tedavisi igin bu bariyerin gecilmesi gerektiginden fiziksel ve



kimyasal agidan uygun ozelliklere sahip olan nano-tasiyicilar ile yapilan deneyler
sonucunda kan-beyin bariyeri boyunca etkin bir tasima yapabildikleri gozlemlenmistir
[66].

2.2 GEN SUSTURMA STRATEJILERI

Niikleik asitlere karsi savunma mekanizmalar1 olarak gelistirilen gen susturma, RNA
sentezini Onleyen transkripsiyonel gen susturma ve transkripsiyon sonrasi gen
susturma stratejilerini kullanir [67]. RNA miidahalesi ile dogrudan inhibisyonu veya
cinko parmak niikleazlari, transkripsiyon aktivatorii benzeri efektdr niikleazlar ile
DNA diizeyinde genomik modifikasyon yoluyla gen ifadesinin modifikasyonu
saglanabilir [68]. Ayrica gen susturma stratejisi, diziye 6zgli hedefleme hem mutant
hem de vahsi tip alellerin susturulmasi seklinde ya da tek basina mutant alelin
susturulmasi seklinde gerceklestirilebilir [69]. Biyoloji bilimindeki bilgi birikimin
artmas1 ile yeni stratejiler veya bilinen mekanizmalarin farkli versiyonlarin
uyarlamalar1 seklinde hastaliklarin tedavileri i¢in yeni gen susturma yontemleri
geligtirilmekte. Bunlara bir ornek olarak da RNA aracili bir antiviral savunma
mekanizmasindan yararlanarak gelistirilen virlis kaynakli gen susturma stratejisidir
[70]. Bu yontem de hem RNA hem de DNA bitki viral kaynaklari ile bitkilerdeki hedef
genleri spesifik olarak susturulmasidir [71]. Dolayisiyla, varolan ve gelistirilmeye
calisilan gen susturma stratejileri ile hastalik etkenine gen diizeyinde miidahale edilir.
Sonugta da transkripsiyonel gen susturmada kromatin yeniden sekillenmesi yoluyla
dogrudan gen transkripsiyonuna sebep olabilirken, transkripsiyon sonrast gen

susturma startejisinde ise mRNA tizerinde islem gerceklestirilir [72].

2.2.1 Antisens Teknoloji

Yaygin ve nadir goriinen hastaliklar i¢in 6nemli bir teknoloji olan antisens teknolojisi,
Watson-Crick baz eslestirmesi ile hedef RNA’lara baglanabilecek kisa modifiye
edilmis  oligoniikleotitlere ~ dayanir  [73].  Oligoniikleotit  kimyast  ve
formiilasyonlarindaki gelismeler ile ayn1 zamanda ¢ogu monogenik hastaligin genetik
temeli ve tam insan genom dizisinin bilinmesiyle bu teknoloji de gelismektedir [74].
RNA'y1 secici bir sekilde hedefleyebilen antisens oligoniikleotidler ile antisens
teknolojisi ilag kesif platformu olmustur [75]. Ayrica, tek sarmalli antisens
oligontikleotitleri ve RNA interferansi ile gen susturma uygulamalar1 tedavisi oldukca

zor olan norolojik hastaliklar i¢in de kullanilabilmektedir [76]. mRNA isleme
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stirecinin engellenmesi, Riboniikleaz H aktivasyonu, DNA ile ii¢clii sarmalin olugumu,
oncii. MRNA (pre-mRNA) eklemesinin inhibisyonu/modiilasyonu, pre-mRNA
destabilizasyonu ve mikro RNA (miRNA)'lar1 hedefleme siiregleriyle antisens
oligoniikleotitler hedef hiicreleri etkiler [77]. Dolayisiyla tek amag gen
ekspresyonunun spesifik inhibisyonudur ama hedef mRNA'nin bloke edilmesine veya
bozulmasina dayali ¢esitli yontemler vardir [78]. Antisens oligoniikleotitler spesifik
olarak tek bir proteini inhibe ettikleri i¢in spesifik olmayan, hedef dis1 etkilerin
goriilmesi oldukg¢a sinirlidir [79]. Anstisens oligoniikleotitlerin verimliligi oligomer
uzunluguna, niikleaz direncine ve baglanma kinetigine bagli oldugu bilinmekte ve bu
oligoniikleotitlerin omurgasinda ve seker bilesenlerinde yapilan modifikasyonlar ile

terapotik uygulamalar igin daha uygun hale getirilebilmekteler [80].

2.2.1.1 RNAi mekanzimasi

Bitkilerin viral patojenlere karsi savunma mekanizmasi olan RNA susturma yolu
Hamilton ve Baulcombe tarafindan kesfedilmis ve daha sonra da hayvanlarda bu
mekanizmanin karsiligi olan RNAI mekanizmasi {lizerine ¢alismalar yapilmistir [81].
Dolayistyla RNAI, memeli hiicrelerinde bulunan, RNA molekiilleri tarafindan hedef
gen ekspresyonunun veya translasyonunun diziye 6zgii bir sekilde baskilandigi veya
susturuldugu bir mekanizmadir [82]. Hedefin yok edilmesi veya baskilanmasi
isleminde yer alan yaygin RNAI tiirleri kisa interfering RNA, kisa sa¢ tokas1t RNA ve
mikro RNA’dir ve bu siireg RNA ile hedef mRNA's1 arasindaki tamamlayiciliga
dayanmaktadir [83].

shRNA MiRNA
N

DICER isleme siireci

N

RISC aracili mRNA degredasyonu

1

Gen susturma

SiRNA
1111011411100 11

Sekil 2.1: RNAi mekanizmasi [1].
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Cift sarmalli RNA tarafindan uyarilmasi, etkisinin sistemik olmasi ve kalitsal olmasi
RNAi mekanizmasinin 6nemli ozellikleridir [84]. RNAi aracili gen susturma
mekanizmasi, ¢ift zincirli RNA’nin kiiglik interferans RNA’lara pargalanmasi ve bu
kiiciik RNA parcalarinin ayn1 kokenli mRNA iizerinde etki eden ve onu bozan bir
RNA kaynakli susturma kompleksine katilmasi seklinde iki asamada gergeklesir [85].
RNAIi mekanizmasinin ilk adimida uzun ¢ift zincirli RNA, DICER enzimi tarafindan
kisa ¢ift zincirli miRNA ya da siRNA’lara ayrilir ve bu kisa ¢ift zincirli RNA parcalari
sitoplazmaya giderek mekanizma aktiflesir [86]. RNA kaynakli susturma kompleksine
(RISC) ¢ift zincirli RNA pargasinin bir zinciri (yolcu zincir), komplekse dahil olan
Argonaute proteini tarafindan pargalanir ve RISC kompleksine dahil olan diger zincir
de hedef mRNA ile esleserek siRNA yada miRNA — RISC kompleksinin hedef
mRNA’ya baglanacagi ve mRNA’nin parcalayacagi i¢in gen ekspresyonunun
susturulmasina ya da baskilanmasia sebep olur [86]. RNAi mekanizmasinin en
onemli iki bileseni siRNA ve miRNA’dir.Yapay olarak sentezlenip insan viicuduna
transfekte edilen siRNA ¢ift sarmalli RNA iken endojen olan miRNA ise tek sarmalli
RNA’dir ve miRNA temelde hedefin 3'-translasyon ge¢irmemis bolgesi iizerine etki
edebilirken SIRNA, mMRNA’nin herhangi bir pargasi tizerinde etki edebilir [87]. Ayrica
birden fazla genin ifadesini etkileyebilen miRNA, kusurlu baz c¢iftli bir sa¢ tokasi
segmenti iceren, kodlamayan kiiciik RNA molekiilleri iken belirli bir geni susturmak
icin kullanilan siRNA ise genellikle ekzojendir ve miikemmel tamamlayici cift

sarmall1 yapilar olusturur [88].

2.2.1.2 RNAi Temelli Gen Baskilama Bilesenleri

RNAi1 mekanizmasinda yer alan baglatici, gen susturma siirecinin efektorleri,
yiikselticileri ve ileticileri gibi farkli gérevleri olan birgok bileseni vardir ama temel
olarak RNAi mekanizmasinda DICER, RISC, miRNA ve siRNA gorev almaktadir
[85].

DICER

Riboniikleaz III ailesinin bir iiyesi olan Dicer enzimi, ¢ogu kiiciikk diizenleyici
RNA’nin biyogenezinde, endojen ve eksojen substratlarin iglenmesinde ve hiicresel
stireglerin diizenlenmesinde gorev alir [89]. Dicer enzimi genellikle, iki katalitik alan,
bir N-terminal DExH/D alani, bir DUF283 alani, bir PAZ alam ve bir ¢ift sarmalli
RNA baglama alan1 igerir ve zun ¢ift sarmalli substratlardan siRNA, firkete(hairpin)
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RNA substratlarindan da miRNA iretimini saglar [90]. Dicer enziminin RNA
baglayici alan1 olan PAZ domaini, ¢ift zincirli RNA substratlar1 tanir ve Rnase 111
alanlar1 tarafindan tam olarak istenilen boyutta tiriinler tiretilir [91]. Ayrica, enzimin
N terminal helikaz alan1 da pre-miRNA’larin firkete halka yapilari ile etkilesime girer
cift zincirli RNA substratlari arasinda ayrim yapar [92]. siRNA ve miRNA iiretildikten
sonra gen susturma igleminin gergeklesmesi i¢in Dicer enzimi tarafindan {iretilen bu
tirtinler RISC’e yiiklenir [93]. Cift zincirli RNA’dan siRNA iireten Dicer enzimi ayni
zamanda olusan siRNA’nin RISC proteiniyle birlesmesinde de rol oynar [94]. Dicer
enzimi, Okaryotlar arasinda benzer olmasina ragmen farkli metazoan model
organizmalarinda, substrat isleme ve segicilik gibi 6zellikler agisindan farkliliklar

icermektedir [95].

RISC

RISC, tasidigr rehber ¢ift zincirli RNA pargasi ile hedef mRNA’nin tam anlamiyla
eslestigi durumlarda, mRNA’nin fosfodiester omurgasini keserek 3’-hidroksil ve 5’-
fosfat terminallerini birakan iki degerlikli metal iyonuna bagimli bir enzimdir [96].
siRNA ve miRNA aracili gen diizenlemesinde 6nemli rolii olan RISC biiyiime,
gelisme ve metabolik bozukluklar gibi siiregleri de etkilemektedir [97]. RISC
kompleksinin ¢ekirdeginde Argonaute ailesi proteinleri vardir ve kiiciik RNA’lar bu
protein ile birleserek RISC kompleksi olustururlar [98]. Argonotlar, hemen hemen tiim
Okaryotlarda bulunur ve Argonaute proteinleri, N-terminali, kiiclik RNA baglamadan
sorumlu olan PAZ alani, katalitik faaliyetler saglayan Orta ve PIWI alanlarina sahiptir
[99]. Diziye 6zgii mRNA boliinmesi veya translasyonel baski yoluyla okaryotik gen
ekspresyonunun degistirilmesinde RISC kompleksi goérev alir ve kompleksin
¢ekirdeginde yer alan Ago proteinleri de siRNA’larin rehber dizisinin se¢imine,
tamamlayict mRNA’larin hedeflenmesine ve boliinmesine yardim eder [100]. SIRNA
veya miRNA’larin iki zincirini igerirken RISC aktif degilken, tek zincirleri ¢ikmis
hedef mRNA igin rehber dizileri kalmis siRNA veya miRNA var iken RISC kompleksi
aktiftir [101].

MiRNA

MikroRNA (miRNA)’lar ilk Rosalind Lee tarafindan Caenorhabditis elegans’ta
tanimlanmis ve gen ekspresyonunu diizenleyen ve endojen kaynakli protein

kodlyaman RNA’larin bir ailesidir [102]. Birgok hiicresel siireci ve gelisim yolunu

13



etkileyen mikroRNA’larin Rnase Il enzimi olan DROSHA ve DICER enzimleri
tarafinda sirasiyla ¢ekirdekte ve sitoplazmada biyogenez siiregleri gergeklestirilir
[103]. Sonrasinda, hedef genleri susturmak i¢in 22 baz uzunlugunda olan
miRNA/miRNA dupleksleri AGO proteini ile birleserek RISC olusur [104].
Genomdaki genlerin iicte birini diizenleyen 2000’den fazla miRNA insanda bulunmus
ve miRNA’lar hastaliklarla iligkili olduklari igin terapdtik hedef olmusturlar [105].
miRNA, translasyonel baskilama ve mRNA bozunmasi yoluyla gen susturulmasi
seklinde genleri diizenler ve gen susturma islemi de argonaut proteini ve kilavuz
iplikten olusan miRISC tarafindan gergeklestirilir [106]. Ayrica mikroRNA’larin
farklilasma, ¢ogalma ve apoptoz gibi hiicresel siirecleri diizenledigi bilinmektedir

[107].

SIRNA

Kiigiik interferans yapan RNA, mRNA veya plazmit DNA gibi genetik ilaglar, hastalik
etkeni olabilecek genleri susturarak, terapotik proteinleri eksprese ederek veya gen
diizenleme metodlar ile potansiyel gen terapileridir [108]. Bunlar arasindan RNAI
mekanizmasinin bir bileseni olan siRNA, hedef mRNA ile esleserek gen ekspresyonu
susturabilme 06zelligine sahiptir [109]. Bu o&zellik de siRNA’nin genetik temelli
hastaliklarm tedavisinde kullanilabilcek bir terapdtik arag olmasini saglar. Ozellikle
bir ya da birka¢ genin fazla eksprese olmasiyla ortaya ¢ikan kanser hastaliginin
tedavisinde etkili bir silah olarak kullanilabilir. siRNA’nin sentetik olarak tiretilmesi
de hedefe yonelik tedavi i¢in Onemli bir ara¢ olmasimi saglamaktadir. Timor
bolgesinde fazla eksprese olan ya da eksprese oldugu i¢in kanser olusumunu tetikleyen
gene Ozgii sentezlenen siRNA ile gen ekspresyonu susturulur ve timor gelisimi
baskilanabilir. Ayrica, siRNA yalnizca tedavi araci olarak degil bir gen ekspresyonunu
baskilayarak o genin islevini aragtirmada kullanilabilir. siRNA tasariminin ilk asamast,
siRNA’nin rehber gorevinde olmasindan dolay1, hedef geni degerlendirerek baslar ve
uzunluk, niikleotid icerigi ve 6zgiilliiglin belirlenmesi ile de en islevsel siRNA iiretimi
gerceklestirilir [110]. Terapdtik arag olarak siRNA’nin kullanimi oldukga etkili
olabilir ancak hiicre i¢ine alinmasindaki yetersizligi ve hedef dis1 yerleri etkilemesi
gibi hiicre disinda yasanan zorluklarla beraber endozomal yikim ile karsilagmasi ve
tasiyicindan salinmasi gibi hiicre i¢inde yasanan zorluklarla da kars1 karsiyadir [13].
Dolayisiyla, siRNA terapotik ara¢ olarak canli viicuduna uygulanir ancak ¢iplak

siRNA’larin biiyiikk boyutu ve negatif yiikii, plazma zar1 boyunca difiizyonlarini
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engeller, hiicre ici birikimi onler ve ayrica serum ve dokularda enzimler tarafindan
bozulmaya kars1 oldukca hassas oldugu i¢in yarilanma 6mrii oldukga kisadir [111].
Dolayisiyla, siRNA, viriislerin neden oldugu kanserler, hepatitler, genlerin hatali
calismas1 ve diizensiz ekspresyon nedeniyle metabolik ve genetik bozukluklar igin
terapotik bir ara¢ olarak kullanilabilmesi i¢in kimyasal modifikasyonlar ile
termodinamik stabilitenin ve niikleaz aktivitesine direncin  gelistirilmesi
gerekmektedir [112]. Kimyasal modifikasyonlara 6rnek olarak riboz modifikasyonlar,
fosfat omurga modifikasyonlar1 ve eslenik gruplarinda degisiklik verilebilir [112].
Ayrica, siRNA’lardan istenilen oranda verim alabilmek,stabilitesini korumak ve
hedefe ulasabilmesi i¢in tasiyici sistemlere ihitiyag vardir. siRNA’nin canli viicuduna
verilirken tagima aract olarak negatif yiiklii niikleik asitlerle komplekslesmeyi ve
endositozu tesvik eden dis hiicre zarlarina baglanmayi kolaylastirdigi i¢in pozitif yiikli

olan polimerik tasiyicilar tercih edilmektedir [113].

2.2.1.3 RNAI Terapétiklerin Uygulama Alanlari

Diziye 0zgli transkripsiyon sonrasi genin susturulmasina neden olan RNAI
mekanizmast gen fonksiyonunu analiz etmek i¢in hizli ve uygun bir ydntem
saglamaktadir [114]. Dolayisiyla patolojiye sebep olan genlerin susturulmasina
yonelik caligmalar da kronik viral enfeksiyonlar igin tedavi yontemi olarak ilgi
gormektedir [115]. Yapilan bir ¢alismada RNAi teknolojisi ile norotoksik bir proteinin
tiretimi engellenmis ve norotoksik proteinlerin neden oldugu dejeneratif noérolojik
hastaliklarin tedavisi i¢in de terapotik bir yaklasim olabilecegi diistintilmistiir [116].
Otoimmiin hepatit modelinde fareleri karaciger yetmezligi ve fibrozisten korumak igin
hedef olan Fas geninin, SiRNA ile hedeflenmesi sonucunda Fas ekspresyonunun
susturularak karaciger hasarinin Onlenebilmesi seklinde terapétik bir  vaatte
bulunulmustur [117]. RNAi mekanizmasi, kanser gen terapisi i¢in yaygin olarak
kullanilmakta ve 6rnek olarak da kronik miyeloid 16semi hastaligin tedavisi i¢in BCL-
2’nin, kat1 tiimorlerde VEGF’in ve karaciger tiimoriinde PLK1’in siRNA ile

hedeflendirilmesi ¢alismalar1 verilebilir [118].

2.3 INTEGRINLER

Transmembran o-f heterodimerleri olan integrinler, hiicre dis1 matris ligandlarini ve
hiicre yiizeyi ligandlarini taniyan hiicre yapigsma reseptorlerinin bir siiper ailesidir [16].

Integrinlerin tiim a ve B alt birimleri, elipsoidal bir kafa olusturan biiyiik kiiresel NH2
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terminal hiicre dis1 alanlarina, ince bir transmembran alani ve 4 integrini hari¢ hepsi
60 amino asitten daha az olan nispeten kii¢iik bir sitoplazmik kuyruk igerirler [119].
Hiicre dis1 ligandlarin, integrinin hiicre disi1 alanlariyla ve hiicre i¢i sinyallesme ve
hiicre iskeleti proteinlerinin de integrinin sitoplazmik kuyruklar1 tarafindan
baglanmasi seklinde ilerleyen siire¢ sayesinde integrinler, biyokimyasal sinyalleri ve
mekanik kuvveti plazma zar1 boyunca ¢ift yonlii olarak iletir [120]. Biiyiik bir hiicre
dis1 alana, bir transmembran alanina ve genellikle kiiciik bir sitoplazmik kuyruga sahip
olan 18 a alt birimi ve 8 B alt birimi ile integrinler farkli baglanma 6zelliklerine, doku
dagilimlarina ve biyolojik fonksiyonlarina sahip 24 farkli integrini bir araya getirirler
[121]. ki transmembran alani yakindan etkilesime girerek biikiilmiis bir formda
oldugunda integrinler inaktif iken transmembran pargalar1 arasinda daha az etkilesim
ile diiz bir konformasyonda oldugunda ise aktif formdadir [122]. Kiimelenmis ve aktif
olan integrinler, kinazlar1 ve sinyal adaptoriinii dahil edip aktivasyonlarini saglayarak,
hiicre gogii, hiicre sagkalim ve hiicre ¢cogalmasi gibi dnemli yolaklarin sinyallerini
diizenler [123]. integrin heterodimerleri arasinda énemli 6lciide fonksiyonel drtiisme
gosterse de fareler lizerinde yapilan arastirmalara gore ¢cok sayida integrinin benzersiz
islevi destekledikleri belirtilmistir [124]. Integrin ligandlari, biiyiime faktorleri,
sitokinler ve matris parcalayici gibi diger proteinleri de bagladiklar i¢in integrinleri
siniflandirmak zor iken fibronektin i¢indeki minimal hiicre yapigma bolgesinin RGDS
dizisine eslenmesi ile ve hiicre yapigsmasini bloke eden antikorlardan yararlanarak
integrinler bagarili bir sekilde smiflandirilabilir [125]. Integrinlerin matrisi yeniden
sekillendirebildigi ve tiimor hiicrelerinin istilasim1 kolaylastirdigir bilinmekte ve
metastaz i¢in gerekli olan sinyal yolaklarini da reseptor tirozin kinazlarla birleserek
aktiflestirdigi diistiniilmektedir [126]. Timor bolgelerinde fazla eksprese olan ya da
baskilanan genler, proteinler 6grenildik¢e bu dogrultuda caligsmalar da artmaktadir ve
integrinler de kanserli hiicrelerde fazla eksprese edildikleri i¢in kanser ¢alismalarinda
hedef olmusturlar. Dolayisiyla kanser c¢alismalarinda integrinlerin hedef haline
gelmesinde ki en 6nemli sebepler, kat1 tiimorlerin baslamasi, ilerlemesi ve metastazi
icin ¢cok Onemli olan ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenliyor olduklarinin
gbzlemlenmis olmasidir. [18]. Sonug olarak, integrinler hiicre yapismasi, gelisim,
bagisiklik tepkileri ve hiicre i¢in ¢ok dnemli olan hiicre i¢i yollar1 diizenledigi icin

canli i¢in 6nemlidir [127].
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2.3.1 Integrin a10

Betal integrin ailesinin bir liyesi olarak karakterize edilen integrin 10, tip Il kolajene
baglanir ve kolajen baglayici integrin alt birimleri al, a2 ve all ile iligkilidir [128].
Integrin a10, en ¢ok kikirdak i¢eren dokularda ve fibréz dokularda bol bulunan simirli
bir doku ekspresyon paterni gosterdigi bilinmektedir [129]. Ayrica integrin al10, kemik
gelisiminden sorumlu olan osteoblastlarin zengin oldugu alanlarda da bulunurlar ve
farelerde integrin alO’u silerek yapilan bir ¢alisma sonucunda uzun kemiklerin
biiyiimesinin normalden daha ge¢ oldugu gozlemlenmis [130]. Metastaz ve hayatta
kalma riski ile iligkili olan integrin al0’u kodlayan ITGA10 geninin ekspresyonu
primer tiimorlere gore metastatik tiimorlerde daha yiiksek oldugu da belirtilmistir
[131]. Belirli tiimorlerin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilen integrin a10B1’in yliksek dereceli glioma tiimoér dokusunda ve hastadan
tiiretilen glioblastom hiicre hatlarinda fazla eksprese edildigi ve glioblastom
hiicrelerinin canlilig1 ve gogiinde rol oynadigi gosterilmistir [17]. Bir galismada, ¢esitli
hiicre soylarina farklilasma kapasitesine sahip olan mezenkimal kok hiicrelerin, sahip
olduklart integrin a10 seviyesi ile kondrojenik farklilasma potansiyellerinin dogru

orantili oldugu belirtilmistir [132].

2.4 NANOTEKNOLOJi

Nanoteknoloji, 1 ile 100 nm arasinda degisen nanometre Ol¢eklerinde yapilarin ve
molekiillerin incelendigi nanobilimi kullanarak islevsel hale getirmeye ¢alisir [133].
Nanoteknoloji, tarim, sulama/su filtrasyonu, gida isleme ve paketleme, hayvan yemi
ve su uiriinleri yetistiriciligi gibi glinliik yagam i¢in 6nemli olan bir¢ok alanda kullanimi
mevcuttur [134]. Ayrica, evde hamilelik testlerinde altin nanopargaciklarin kullanimi
gibi gesitli tibbi testler ve taramalarda nanoteknoloji kulanilmaktadir [135]. Nano
Ol¢ekli malzemelerin, yiiksek yiizey-hacim orani, gelismis reaktivite, iyi etkinlik
sunma, spesifik molekiilleri hedefleyebilen fonksiyonel gruplarla
islevsellestirilebilmeleri, fiziksel 6zelliklerinin kasith olarak ayarlanmasi ve farkhi
malzemelerin kombinasyonu seklinde hazirlanabilmeleri gibi 6zelliklere sahip
olmalarindan dolay1r nanoteknoloji olduk¢a oOnemlidir [136]. Dolayisiyla nano
teknoloji, maddeyi nanometre Olgeginde karakterize eden, manipiile eden ve

diizenleyenen bir calisma alan olarak rafine nanomalzemeler, dagitim sistemleri ve
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hiicre izleme sistemleri dahil bir¢cok alanda kullanilir [137]. Nanoteknolojinin en

onemli katkis1 nanopartikiillerin saglik alaninda kullanimlart olmustur.

2.4.1 Nanopartikiil

Nanoteknolojinin gelisimiyle birlikte nanopartikiillerin saglik alaninda o6zellikle de
ilaglarin taginmasinda kullanimi1 énemli bir alan olusturmustur. Nanopartikiiller, ilag
etken maddelerinden biiyiik oldugu i¢in ila¢ etken maddelerinin taginmasinda oldukca
Oonemli bir yere sahiptirler. Amaca yonelik olarak istenilen malzemede ve istenilen
boyutta hazirlanabiliyor olmasit avantajli bir kullanim sunmaktadir. Ayrica
malzemenin ¢esidine gore iizerinde de degisiklikler yapilabilmesi Ozellestirilme
acisindan da faydalidir. Nanopartikiiller, kullanim amacina, yarilanma Omriine ve
insan sagligina etkisi gibi bir ¢ok parametreye gore ilk asamada organik, inorganik
olarak daha sonra organik nanopartikiiller de lipid bazli, polimer bazli gibi
smiflandirilabilir. Polimer nanopartikiiller, lipozomlar ve miseller gibi lipid bazli
tastyicilar, dendrimerler, karbon nanotiipler ve altin nano partikiiller gibi nano
tagiyicilar, hedefe yonelik ilag dagitimi, goriintiileme, radyasyon duyarlilastiricilar,
apoptozun arastirtlmasit ve sentinel lenf diigliimii haritalamas1 gibi c¢esitli
uygulamalarda kullanilir [138]. Nanopartikiiller farkli maddelerden yapilabildikleri
icin farkli ozelliklere sahip olmalarina ragmen hepsinin sahip olmasi gerek ortak
ozellikler vardir. Diisiik toksisite, yiiksek biyouyumluluk, yiiksek gilivenlik,
biyobozunur, diisiik immiinojenisite, pozitif yiiklii ylizey, yliksek gen transfeksiyon
verimliligi, seri Uretim ve diisiik maliyet insan viicuduna girecegi ve en etkili bir
sekilde hedefi hedefe tasiyabilmesi i¢in nanopartikiiliin sahip olmasi gereken
Ozelliklerdir [87]. Nanopartikiiller bir ¢ok farkli etken maddenin tasinmasinda
kullaniliyor. Tedavi amagli kullanilabilen polifenoller, proteinler ve peptitler gibi bazi
biyoaktif maddelerin zayif ¢oziiniirlikleri ve gastrointestinal sistemlerdeki az
emilebilirliklerinden dolayr etkili sonuglar alinamadigi i¢in nanopartikiillerin
sekillendirilebilir fizikokimyasal 6zellikleri ve gelistirilmis gegirgenlik 6zellikleriyle
ila¢ etken maddesi hedeflenen bolgeye etkili bir sekilde tasiir [139]. Ayrica
nanopartikiiller, ilacin terapdtik etkinligini artirma ve yan etkileri azaltma gibi
Ozelliklere sahip olmakla birlikte immiinolojik temizleme, renal temizleme, enzimatik
ve mekanik bozulma, vaskiiler endotel, hiicre dis1 matris, hiicre zar1, lizozom ve zar
pompalart gibi hedefe ulasmada zorluk cikartacak engelleri de asabilmesi icin de

optimize edilebilir [140]. Daha spesifik ila¢ hedefleme ve dagitimi, terapdtik etkilerin
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korunmasi, toksisitede azalma, gilivenlik ve biyouyumluluk gibi konulardan dolay1

nanopartikiiller her gece giin gelistirilmeye ¢alisiliyor [141].
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Sekil 2.2: ilag dagitiminda kullanilan bazi nano partikiiller [2].

Nanopartikiil ile ilaglarin taginmasi 6zellikle kanser calismalarinda arastiriliyor.
Gelisen teknolojiye ragmen kanser tedavisinde bir ¢ok yan etkisine ve sonuglarinin
cok da parlak olmamasina ragmen kemoterapi en ¢ok tercih edilen tedavi metodu.
Kemoterapi ile uygulan etken madde yalnizca hedef bolgeyi etkilemedigi ve saglikli
hiicrelere de zarar verdigi i¢in insanlara ciddi anlamda zarar veren yan etkileri mevcut.
Dolayisiyla ila¢ etken maddesinin yalnizca hedefi etkilemesi hem yan etkileri 6nemli
bir miktarda azaltacak hem de direkt tiimdrlii bolgeye uygulanacak ilag miktar1 tam
olarak olmas1 gereken miktarda olacaktir.

Nanopartikiillerin boyutu ilag etken maddelerinin biiytikliigiinden ¢ok daha biiyiiktiir.
Dolayisiyla ile bir nanotasiyict icerisine birden fazla ilag etken maddesi yiiklenebilir
ve yliklenen ilag hedeflenmis bolgeye pasif ve aktif hedefleme olmak {izere iki farkli
sekilde taginabilir. Tlim6r dokusunun morfolojik yapist ile normal dokunun morfolojik
yapisinda farkliliklar olmaktadir. Tiimor dokusunda hiicreler arasinda biiytlik bosluklar
oldugu icin nanopartikiil icerisinde ila¢ etken maddesi oraya daha kolay ulasabilir.

Ayrica ilag etken maddeleri ¢ok daha kiiciik oldugu icin saglikli dokular arasindaki
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bosluklara da yayilarak sagliklt hiicreleri de etkileyebilir. Bu sekilde, c¢esitli
biiyiikliikteki molekiillerin tiimér dokusunda, normal dokularda miimkiin olmayan
sekilde aklimiile olmalarina artmis gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi denir ve bu
siirecin gerceklesmesi i¢in nanotasiyicinin boyutu 10-100 nm arasinda olmasi, renal
eliminasyona ugramamak i¢in notr veya anyonik yiikte olmasi gibi 6zelliklere sahip
olmasi gerekmektedir [3]. EPR etkisi tiimor olusumuyla baglantili oldugu igin bu
durumdan yararlanilan ¢alisma alani1 sinirhidir ve bu strateji, interstisyel s1vi basinci,
hizli biiyliyen tiimor hiicrelerin lenf damarlarini sikistirmasi ve tiimoér dokusu
heterojenligi gibi zorluklarla da kars1 karsiya kalmaktadir [142]. Diger taraftan pasif
hedeflemede, tasiyici olarak katyonik lipozomlar kullanilirsa, timor endotel
hiicrelerinde eksprese edilen negatif yiiklii fosfolipid bas gruplar ile aralarinda
olusacak elektrostatik ¢ekimden de yararlanilir [143]. Pasif hedeflemenin etkili
olabilmesi i¢in ila¢ dagitim sistemlerinin uzun siire dolasimda olmas1 gerekir ve bunun
icin de tastyici yiizeyinin iyi ¢oziinmiis ve esnek bir ana zincire sahip suda ¢oziiniir

belirli polimerlerle modifiye edilmesidir [144].
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Sekil 2.3: EPR etksinin mekanizmasi [3].

Aktif hedefleme ise nanopartikiil yiizeyine konjuge olan ligandlar ile hiicre
yiizeyindeki reseptorlerin etkilesimi sonucunda nanopartikiillerin endositoz ile hiicre
icine girmesine dayanir [145]. Kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada ilag tasiyict
sistem, hedef hiicre lizerinde fazla eksprese olan reseptdre baglanabilmesi igin
antikorlar, peptitler, aptamerler, folik asit ve kii¢iik molekiiller gibi ¢esitli ligandlar ile
konjuge edilir [146]. Ayrica kati tiimor hiicreleri, metastatik tiimor hiicreleri, ilaca

direngli tiimor hiicreleri ve kanser kok hiicreleri tarafindan spesifik olarak taninma ve
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i¢sellestirilebilme, uyaran yoluyla terapétikleri verimli bir sekilde serbest birakabilme
ve yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesi gibi ozellikler ile aktif hedeflenmis polimerik
nanopartikiiller ideal tasiyicilardir [147]. Aktif hedefleme de tiimoriin hedeflenmesi
disinda anjiyogenezin yeni damar sistemi de hedeflenebilmektedir [143]. Boylece, anti
anjiyojenik ajan ile timor damar sisteminin hedeflenerek tiimoriin beslenmesini
engellenecektir ve endotelin hedeflenmesi anjiyojenik, kardiyovaskiiler ve

norodejeneratif hastaliklarda tedavi yontemi olmustur [148].
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Sekil 2.4: Aktif hedeflendirme [4].

2.4.2 Lipozomlar

Genellikle 100-500 nm ¢apinda olan lipozomlar, polar fosfat bas grubu ve hidrofobik
lipid kuyruklaria sahiptir ve sulu ortamlarda, hidrofobik kuyruklar kendi kendine
birleserek ¢ekirdeginde su olan lipofilik c¢ift katmanli bir zarla ¢evrili kiiresel yap1
meydana gelir [149]. Nanopartikiillerin en 6nemli 6zelligi olan modifikasyonlara
ugrayabilme lipozomlar i¢in de gegerlidir. Terapotik bir tasiyici olarak islevsellik
kazanmak i¢in molekiillerin digariya baglanmasi veya molekiillerin ya sulu ¢ekirdekte
ya da lipit ¢ift katmanlarina yani molekiilerin iceriye baglanmasi saglanabilir [150].
Lipozomlar, énemli fizikokimyasal, iyi biyouyumluluk ve biyobozunurluk, diisiik
toksisite, ila¢ hedefli dagitim ve kontrollii ilag salinimi gibi 6zelliklere sahiptir [151].
Hazirlama ydtemine bagl olarak ¢cok katmanli vezikiiller, kiigiik tek lamelli vezikiiller
ve biiyilik tek lamelli vezikiiller olmak tizere siniflandirilabilirler [152]. Lipozomlarin,
as1 tasiyicisi, tibbi goriintiileme, kozmetik alani ve ilag tasiyicist gibi bir ¢ok

biyomedikal alaninda kullanimlari mevcuttur [153].
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2.4.3 Dendrimerler

Bir merkezden yiizeye dogru anyonik, ndtr ve katyonik dallariyla karakterize edilen
simetrik, kiiresel, mono-dagilmig ve homojen nanometrik molekiillerdir [154].
Cekirdek, tekrarlayan molekiiler birimlerden olusan i¢ katmanlar ve yiizeydeki
terminal gruplar olmak iizere ii¢ bilesenden olusan dendrimerlerin terminal gruplar1 ve
boyutlar1 amaca yonelik olarak sentez sirasinda kontrol edilir [155]. Dendrimerler,
hiicre zarlarina kolayca niifuz eder, onlarla kompleks olusturan her seyin hiicresel
alimin1 arttirdigl i¢in iyi absorpsiyon ve biyoyararlanim Ozellikleri vardir ama
modifikasyonlarla diizenlemesi gereken de sitotoksisiteleri mevcuttur [156]. Ayrica,
dendrimer boyutuna, terminal ve ¢ekirdek bdliimlerine, konsantrasyona, sicakliga, pH
gibi ozelliklere bagl olarak iyi bir tastyict olmasi igin ¢oziiniirliik, kontrollii salim,
hedeflenen dagitim ve biyoaktiflerin korunmasi 06zellikleri arttirilabilir [157].
Dolayisiyla, boyutlari, kiiresel sekilleri, kontrollii katman yapisi, ¢oklu yiizey islevleri
ile terapotikler ve diger biyoaktif ajanlarin teslimi ve hedeflendirilebilir ilag molekiilii
tasima, gen transfeksiyonu, teshis, goriintiileme araglari ve biyosensorler gibi

biyomedikal uygulamalarda kullanilir [158].

2.4.4 Miseller

Amfifilik blok kopolimerlerin, kritik misel konsantrasyonu tizerinde belirli
¢oziiciilerde kendi kendine bir araya gelmesiyle olusturulan nanopargaciklara miseller
denir ve gida, kozmetik ve tip gibi farkli alanlarda da kullanimi mevcuttur [159]. Her
blokta tekrar eden birimlerin kimyasal yapisi, blok kopolimer konsantrasyonu ve
iyonlasabilir gruplar iceren bloklar igin sicaklik ve iyonik giic gibi cevresel
parametreler ¢ozeltideki misellerin boyutunu ve morfolojisini etkiler [160]. Biyolojik
olarak uyumlu ve biyo-pargalanabilir olan misellerin i¢ine problar ve kontrast ajanlar
dahil edilerek tiimor teshisi, goriintiileme rehberliginde terapi ve teranositik i¢in de
kullanilabilir ve Poli(etilen glikol) (PEG) ile de biyouyumlulugu, stabiliteyi ve gizlilik
etkisi artirilir [161]. Ayrica, diizenli, ters ve tek molekiillii tiirleri bulunan miseller, ilag
dagitimi i¢in kiiglik boyut, daha az toksisite, ilac1 ¢6ziindiirme ve hedeflenebilirlik gibi
ozelliklerinden dolay1 tercih edilebilmekte ama kirilgan yapilarindan dolayr uzun

dolasimli ve siirekli salimli olmalari zordur [162].
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2.4.5 Karbon nanotiipler

Silindire sarilmis grafit tabakasindan olusan karbon nanotiip, grafen silindirlerinin
diizenlenmesindeki farklilik ile tek duvarli karbon nanotiip ve ¢ok duvarli karbon
nanotiip ile ikiye ayrilir [163]. Suda ¢oziiniir olan karbon nanotiipler, mononiikleer
fagosit sistem organlarina tutulmadigi ve renal atilim ile sistemik dolasimdan
temizlendigi bilinmektedir [164]. Yiiksek kargo yiiklemesi tagima yetenekleri, igsel
stabiliteleri ve dolasimi uzatabilecek yapisal esneklik gibi 6zellikleri ile tek duvarlt
karbon nanotiipler ilag dagitim sistemi olarak gelistirilebilmekte [165]. Ayrica karbon
nanotiipler, yiiksek iletkenlik, elastikiyet, diisiik agirlik, giiclii, sert malzeme olmasi ve
nano boyutlu ¢ekirdekleri ve genis ylizey alanlar1 nedeniyle biyomolekiillerle konjuge
olabilme ozellikleri de mevcuttur [166]. Karbon nanotiiplerin yilizeyinde yapilan
degisiklikler ile hidrofilikleri ve hiicre zar1 ile etkilesimleri degisir ve sulu ¢ozeltideki
¢ozliniirliklerinin artmasiyla da sitoplazmaya gegisleri de kolaylasir [167]. Sentez
ozelliklerine bagli olarak karbon nanotiiplerin toksik etkisinde de degisiklikler

gozlemlenmektedir [168].

2.4.6 Metalik nanopartikiiller

Toksik olmayan biyolojik materyallerin kullanimi, kullanilan malzemeye ve miktarina
bagli olarak nanopartikiil 6zelliginin degistirilebilmesi ve nanopartikiilii sentezlemek
icin gerekli olan bilesenlerin kolay bulunmasi ve ¢esitli olmasi da dogal olarak
sentezlenen metalik nanopartikiillerin avantajlaridir [169]. Biyolojik sentez ile iiretilen
metalik nanopartikiillerin, malzeme bilimi, fizik, elektronik, sensor teknolojisi,
hastalik teshisi ve ila¢ dagitim sistemleri gibi ¢ok ¢esitli alanlarda kullanimi vardir
[170]. Metalik nanopartikiiller arasinda yaygin olarak kullanilan giimiis, altin ve ¢inko
gibi metallerin onemli diizeyde antibakteriyel aktiviteleri vardir [171]. Metalik
nanopartikiillerin 6nemli bir bileseni bitki Ozleridir ve bitki 6zleri kullanilarak
sentezlenen metalik nanopartikiiller, gelismis timor spesifikligi ve nispeten az toksik
etkilere sahiptir [172]. Timor hiicrelerinin, sicaklik ile apoptoza gotiiriilebildigi
bilinmekte ve metal kombinasyonlartyla manyetik nanopartikiiller elde edilerek kanser
hiicrelerinin dogrudan oldiiriilmesine yol agan manyetik alan altinda 1sitilabilirler

[173].
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2.4.7 Polimerik nano tasiyicilar

Emiilsifikasyon, nanogdkeltme, iyonik jelasyon ve mikroakiskanlar gibi ¢esitli
teknikler ile monomerlerden veya onceden olusturulmus polimerlerden sentezlenen
polimerik nanopartikiiller, c¢ok c¢esitli yap1 ve Ozellikleriyle biyolojik olarak
parcalanabilir, biyouyumlu, depolama sirasinda kararli olmalar1 ve yiizeylerinde
amaca yonelik degisiklik yapilabilme gibi 6zellikleriyle ilag dagitimi i¢in tercih edilen
materyallerdir [174]. Polimerleri dogal ve sentetik olarak siniflandirdigimiz zaman
heparin, albiimin, kitosan ve jelatin dogal polimerler grubunda; polietilen glikol, poli-
L-glutamik asit, poli (laktik-ko-glikolik asit), poli (sebasik asit) ve poli (akrilik asit)

sentetik polimerler grubundadirlar [5].

Polimerik
kabuk

Polimenk
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cekmdek

Nanokapsiil Nanokiire

Sekil 2.5: Polimerik nanopartikiiller [5].

Solvent buharlagsmasi, emiilsifikasyon/coziicii diflizyonu, nano ¢okeltme ve
emiilsifikasyon/ters tuzlama gibi yontemler ile yapilan polimer nanokapsiiller
polimerik bir kabuk ile c¢evrili, ilacin genellikle ¢oziildiigii yagl bir cekirdekten
olusurken, nano ¢okeltme yontemi ile yapilan pozitif nanokiireler ise ilacin i¢inde
tutulabildigi veya yiizeylerine adsorbe edilebildigi siirekli bir polimerik ag iizerine
dayanmaktadir [175]. Polimerik nanopartikiiller, uzun siire dolasimda kalma, siirekli
sistemik dagitim ve hem pasif hem de aktif mekanizmalar yoluyla daha iyi hedefleme
ozellikleriyle klinik acisinda avantajlidir [176]. Ayrica, biyobozunur olan polimerik
parcalar, doku miihendisligi, ortopedik cihazlar, kardiyovaskiiler uygulamalar ve asi

uygulamasi gibi ¢esitli alanlarda da kullanilmaktadir [177].
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2.4.7.1 Poli laktik ko glikolik asit (PLGA) nanopartikiil
PLGA, amaca yonelik olarak oranlar1 optimize edilen poli (laktik asit) ve poli (glikolik
asit)’in polimerlesmesiyle elde edilen sentetik termoplastik alifatik biyouyumlu

polyesterdir [178].

O Laktik

asit

HO"

Glikolik

3 O asit
Sekil 2.6: PLGA polimerinin yapisi [6].

FDA tarafindan insanlar iizerinde kullanim izni olan PLGA, proteinler, peptitler,
genler, asilar, antijenler ve insan biiyiime faktorleri gibi bir¢cok ajani tasiyabilir,
biyouyumlu, biyolojik olarak bozunabilir ve toksik etkisi de oldukga diistiktiir [179].
Ayrica, hem hidrofobik hem de hidrofilik ilaglar1 kapsiilleme yetenegine sahip oldugu
icin PLGA ¢ok tercih edilen nanotasiyict bir sistemdir [180].
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Sekil 2.7: PLGA’nin sentezi ve degradasyonu [7].

PLGA nanopartikiilii tagiyici olarak viicutta kullanildigir zaman tasidig: iiriinii hedefe
ulastirdiktan sonra hidrolize olabilir ve ortaya ¢ikacak iiriinler de glikololik asit ve
laktik asit oldugu i¢in krebs dongiisiine katilarak metabolize edilirler [181].
Dolayistyla bu 6zelligi ile de canli igin herhangi bir toksit etkisi olmaz. Istenilen

boyutta iiriin liretme ve ilag veya as1 bilesenlerininin islevlerini kaybetmeden giivenli
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bir sekilde dahil etme yetenegi ile daha ¢ok ¢oziicli buharlagtirma yontemi tercih
edilmesine ragmen emiilsifikasyon, solvent buharlastirma ve organik faz ayirma gibi
cesitli teknikler ile PLGA partikiilleri hazirlanabilir [182]. Bu 6zelliklerinden dolayi
bircok calismada tercih edilmektedir. PLGA mikro ve nano partikiilleri, diyabet,
kanser, kalp rahatsizlig1, viral enfeksiyon, otoimmiin hastaliklar ve kikirdak hasar1 gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde ©nemli tastyic1 sistem olabilecegini gosteren
calismalar vardir [183]. Yapilan bir ¢alismada da antikanser ajanlarin PLGA
nanopartikiilleri ile glioma dokusuna etkili bir sekilde tasindigi belirtilmistir [184].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizin deneysel asamalariinin nanopartikiil tiretim ¢aligmalar1 Bezmialem
Vakif Universitesi, Saglhik Bilimler Enstitiisii, Farmasotik Biyoteknoloji laboratuvar
ve hiicre kiiltiirii calismalar1 da Bezmialem Vakif Universitesi, Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi laboratuvarlarinda 29.09.2021 — 16.06.2022 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.

3.1 GEREC

3.1.1 Cihazlar

Tez asamasi boyunca kullanilan cihazlarin bilgileri asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Adi Cihaz Firmasi Kullanim Amac1

Derin dondurucu Ugur, Haier Hiicre hatlarinin ve gesitli

(-20°C, -80°C) ¢ozeltilerin uzun siire
saklanmasinda
kullanilmastir.

Buzdolabi (+4°C) Beko Ornekler, tampon ve sok
¢Ozeltilerin
saklanmasinda
kullanilmastir.

Buz makinesi Scotsman Soguk kosullar gereken

caligmalarda buz

eldesisinde kullanilmistir.

Santrifiij Hettich Yiksek hizda ayristirma
gerektiren tiim
calismalarda

kullanilmastir.

27



Tablo 3.1 (devam) : Kullanilan cihazlarin listesi.

Otoklav

Niive

Deneylerde kullanilan
malzemelerin
sterilizasyonunda

kullanilmistir.

Distile su cihazi

Sartarius Stedim Biotech

Tim molekiiler
calismalarda

kullanilmistir.

Floresan mikroskop

Zeiss

Hiicrelerin
gorlintiillenmesinde

kullanilmastir.

Etiv

Niive

Bazi cam tiiplerin ve
otoklav sonrasi
malzemelerin
kurutulmasinda

kullanilmistir.

Karbondioksitli etiiv

Niive EC 160

Hiicre kiiltiiri
calismalarinda

kullanilmastir.

Laminar flow kabin

Niive MN090/120

Deneysel ¢aligmalarda

kullanilmuastir.

Otomatik pipetler

Thermo, Eppendorf

Tum molekiiler

caligmalarda
kullanilmastir.
Mikropipet ucu (1, 200, Neptune Tiim ¢ozeltilerin
1000 pl) hazirlanmasinda
kullanilmastir.
Spektrofotmetre — ISOLAB Nanopartikiil 6l¢timiinde
polistiren kiivetler kullanilmistir.
PCR Cihaz1 Bio-Rad cDNA sentezi igin

kullanilmastir.
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Tablo 3.1(devam) : Kullanilan cihazlarin listesi.

Sogutmal1 Santrifiij Cihaz1

Niive NF1200

RNA izolasyonu
asamalarinda

kullanilmustir.

Isitic1 Blok

Denville Scientific

Orneklerin
hazirlanmasinda

kullanilmastir.

Vorteks

Stuart

Kiigiik hacimdeki
sollisyon ve mixleri
homojen hale getirmede

kullanilmastir.

pH metre

Hanna Instruments

Cozeltilerin pH
ayarlanmasinda

kullanilmastir.

Ceker ocak

Vortice

Cesitli ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda

kullanilmastir.

Sicak su banyosu

Niive BM 30

Cesitli ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda

kullanilmastir.

Ultrasonikadr

Bandelin Sonorex

Cozeltilerin
homojenizasyonunda

kullanilmastir.

Siringa (2.5-5 ml)

Biotech

Nanopartikiil olusumunda

kullanilmastir.

Multiskan™ GO
Mikroplaka

Spektrofotometre cihazi

Thermo Scientific

Protein konsantrasonunu

Ol¢mek i¢in kullanilmistir.

4’li Dikey jel elektroforez

tank1

Biorad Life Sciences
Research, ABD

Jele yiiklenen proteinlerin
yiirlimesi i1¢in

kullanilmustir.
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Tablo 3.1 (devam) : Kullanilan cihazlarin listesi.

Gli¢ kaynag1

Biorad Life Sciences
Research, ABD

Elektroforez cihazinin
calismasi i¢in

kullanilmustir.

Filtre kagitlar1 ve PVDF

membran

Biorad Life Sciences
Research, Kaliforniya, 68

Amerika

Protein bantlarinin jelden
transferi i¢in

kullanilmastir.

Trans-blot turbo transfer

Biorad Life Sciences

Jel tizerindeki proteinlerin

: Denville Scientific Inc.,
ABD

sistemi Research, Kaliforniya, PVDF membrana
Amerika aktarilmasi i¢in
kullanilmustir.
Calkalayicr/karistiric BioRocker™ 2D Rockers | Membranlarin yikanmasi

ve ¢Ozelti icinde
bekletilmesi i¢in

kullanilmistir.

Mikro santrifiij

Micrefuge ® 20R
Centrifuge, Beckman

coulter

Ependorflarda olan
cozeltilerin santrifiijii i¢in

kullanilmastir.

ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay)

VARIOSKAN FLASH,

Thermo scientific

siRNA miktarlarinin

Ol¢timiinde kullanilmastir.

Hassas tart1

Precisa

Kimyasal maddelerin
miktarlarin1 6lgmede

kullanilmustir.

3.1.2 Kimyasallar ve Kitler

Tez agsamasinda deneysel siire¢lerde kullanilan kimyasallar ve kitler asagidaki

tabloda yer almaktadir.
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Tablo 3.2: Kullanilan kit, kimyasal listesi.

Kimyasal ad1, Kit Marka Kullanim Amac1
PBS (Fosfat tamponlu Gibco-Invitogen, USA, | Hiicre kiiltiiriinde yikama
tuz) Lot # 20031084R soliisyonu olarak

kullanilmaistir.

Fetal Sigir Serum (FBS)

Gibco-Invitogen, USA,
Lot # 10500

Hiicre kiiltiiriinde
besleyici serum olarak

kullanilmaistir.

Tween 80

Sigma-Aldrich, p1754-
1L, Lot:BCBZ9052

Nanopartikiil olusumunda

surfaktan olarak

kullanilmuastir.
Diethyl pyrocarbonate Sigma #159220 RNase-igermeyen su
(DEPC) hazirlamakta
kullanilmuastir.
Tris bazi T1503-sigma, Lot Bufferlarin
#SLBN7135V hazirlanmasinda
kullanilmuastir.
Hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich Tampon ¢ozeltilerin pH
ayarlamalarinda
kullanilmistir.
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich Tampon ¢ozeltilerin pH
ayarlamalarinda
kullanilmistir.
PLGA; Poly(lactic-co- Sigma-Aldrich USA Nanopartikiil
glycolic acid)” (50:50), p2191-5G, Lot # hazirlanmasinda
mol wt 30,000-60,000 MKCJ9489 kullanilmastir.

DMSO (Dimethyl

sufoxide)

Merck, Darmstadt,

Almanya

Hiicre kiiltiiriinde
pasajlamada

kullanilmistir.

DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s
Medium)

Gibco Waltham,
Massachusetts, ABD

Hiicre kiltirinde

kullanilmistir.
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Tablo 3.2 (devam): Kullanilan kit, kimyasal listesi.

Blastag 2X qPCR
MasterMix

Abm,

cDNA senetezinde

kullanilmastir.

Human itgal0 (esirnal)

Sigma-Aldrich, Lot

Intehrin 010 proteinin

#PYW baskilanmasi i¢in
kullanilmuastir.
ITGAX Rabbit pAb ABclonal, Lot Western deneylerinde
#3561170007 protein tayini i¢in

kullanilmaistir.

BCA Protein Test Kiti

Thermo Fisher Scientific,

Protein konsantrasyonunu

ABD belirlemek i¢in
kullanilmaistir.
4X Laemmli tampon Biorad Life Sciences Orneklerin kuyuya

sollisyonu

Research, ABD

diizgiin ylirlimesi i¢in

kullanilir.

Prestained protein ladder

Thermo Scientific,
Product# 26619, Lot
#00146407

Protein bantlarinin

%35 Yagsiz siit tozu

Sigma 70166

Membrana aktarilan
proteinlerin bloklanmast

icin kullanilmistir.

Luminol substrat

K-12045-C20; Advansta-
WesternBright ECL HRP

Membran goriintiilerinin

alinmasi i¢in

Substrate, San Francisco, kullanilmustir.
ABD
BrightGreen 2X gPCR | Abm, Cat# MasterMix-S- | qPCR igin kullanilmistir.
MasterMix-No Dye XL
2-propanol J.T.Baker RNA izolasyonu igin
kullanilmistir.
Chloroform One step Biobasic, Lot: Hiicre pelletlerinden
RNA reagent N116DROJ RNA izolasyonu yapmak

icin kullanilmistir.
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Tablo 3.2 (devam): Kullanilan kit, kimyasal listesi.

RNase icermeyen su Germany, Lot No: RNA caligmalarinda

154038017 kullanilmustir.
cDNA Kiti Abm One Script RT cDNA sentezi igin
cDNA synthesis Kit, kullanilmaistir.
#6214
Aseton Isolab, Lot no: PLGA’nin ¢oziilmesi i¢in

LRO183307ALQ kullanilmaistir.

RIPA lizis buffer (10X) Lot : 2557620 Hiicre pelletlerinden

protein ekstrakte etmek

i¢in kullanilmstir.

Proteaz inhibitor kokteyl Millipore, Protein ekstrakte ederken
Lot:DAM1770354 proteinlerin zarar
gérmemesi igin
kullanilmuastir.
Western Bright™ Sirius Advansta, USA, Lot: Proteinlerin
140728-63 goriintlilenmesi icin
kullanilmuastir.
Western Bright™ Advansta, USA, Lot: Proteinlerin
Peroxide 140815-05 goriintiilenmesi igin
kullanilmistir.
Quant-iT™ RiboGreen™ Invitrogen by Thermo Nanopartikiil i¢erisindeki
RNA Reagent Fisher Scientific RNA miktarini1 6lgmede
kullanilmistir.

3.1.3 Tampon ve cozeltiler

3.1.3.1 Biiyiitme medyumlari

%10 FBS besiyeri

%10 FBS (Fetal bovine serum), %89 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(4.5 g/L glukoz) %1 Penisilin/Streptomisin kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyeri kullanalmadigi siireclerde buzdolabinda (+4°C) bekletildi.
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3.1.3.2 Nanopartikiil sentezinde kullanilan cozeltiler

RNase-icermeyen su

2 litre distile su igerisine 2 ml Dietil pirokarbonat (DEPC) eklenerek geker ocak altinda
24 saat bekletilmistir. Hazirlanan %2 (w/v) DEPC - H:0O tiim deneysel ¢aligmalarda
sterilizasyon i¢in kullanilmak iizere oda sicakliginda saklanmustir.

Tween 80 c¢ozeltisi

19 ml DEPC su igerisine 1 ml tween 80 eklenip homojenizatorde karistirilarak stok
¢Ozelti hazirlanmastir.

Tris-EDTA (TE Tampon) stok cozeltisi

0,5 M 1 mL EDTA ve 1 M 5 mL Tris kullanilarak hazirlanir. Hazirlanan ¢ézeltinin
tizerine 496 mL DEPC (dietilpirokarbonat) su eklenerek hazirlanmistir.

3.1.3.3. Western blot deneylerinde kullanilan ¢ozeltiler

1.5 Molar (M) Tris Baz (pH:8.8)

45,35 g Tris baz 250 ml distile su igerisinde karigtirict yardimiyla ¢ozdiiriiliir.
Cozdiirme isleminden sonra pH degeri 1 milimolar(mM) HCl ile 8.8’¢ ayarlanir.

0.5 Molar (M) Tris Baz (pH:6.8)

15,175 g Tris baz 250 ml distile su igerisinde karistirici yardimiyla ¢ozdiiriiliir.
Cozdiirme isleminden sonra pH degeri 1 milimolar(mM) HCl ile 6.8’e ayarlanir.

5X Yiikleme tamponu

10 ml loading buffer hazirlandi; 5 ml %87 gliserol, 2.5 ml 1M Tris (pH:9) ve 1 ml SDS
(%20) karistirildi ve son olarak spatula ucuyla bromophenol blue eklendi. Daha sonra
kullanim1 kolaylastirmak i¢in 1.5 mI’lik ependorflara aliquatlandi.

10X Yiiriitme tamponu (pH:8.8)

500 ml hazirlandi; 15.14 g Tris baz (final konsantrasyonu 0.25 M), 72.05 g glisin (
final konsantrasyonu 1,92 M) 500 ml distile su igerisinde magnetik karistirici ile
¢oziildi. Son olarak 5 g SDS de eklendi ve karigtirildi.

10X Transfer Tamponu (pH:8.3)

500 ml hazirlandi; 15.14 g Tris baz (final konsantrasyonu 0.25 M), 72.05 g glisin (
final konsantrasyonu 1,92 M) 500 ml distile su icerisinde magnetik karistirict ile

¢Ozildi.
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1X Transfer tamponu

500 ml hazirlandi; 50 ml 10X transfer buffer, 100 ml %20 metanol ve 350 ml distile
su eklendi ve karistirildi. Sonrasinda %0.05 SDS ekleyip biraz calkalandi ve 4 °C
kaldirildi.

10X TBS (pH:7.4)

500 ml hazirlandi; 6.055 g tris baz ve 45 g NaCl tartilarak magnetik karistiricida 500
ml distile su i¢inde ¢6ziildii.Cozdlirme isleminden sonra pH degeri 1 milimolar(mM)
HCl ile 7.4’¢ ayarlanir.

1X TBS

Hazirlanan 10X TBS’den 1X hazirlandi. 100 ml 10X TBS ve 900 ml distile karistirilir.
IX TBS-T (pH:7.4)

50 ml 10X TBS, 450 ml distile su ve 0.5 ml Tween20 karistirildi. Toplamada 500 ml

hazirlandi.

3.2 YONTEM
3.2.1 PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Bu calisma i¢in tasarlanan nano ilag tasiyict sistemde, laboratuvarimizda en sik
kullanilan yontemde optimizasyon yapilarak rasyonel bir dizayn uygulanmistir.
Organik c¢oziiciilerin niikleotid yapilarint bozdugu bilinmektedir. Bunun igin
laboratuvarimizda kullanilan yontem modifiye edilmistir. Bu modifiye yontem daha
once denenmis ve yayina donistiriilmiistiir [185]. Bu yontemde dnce nano-tagiyici
hazirlanmig daha sonra si-RNA bu hazirlanan nano-tasiyiciya ajitasyon ile
yiiklenmistir. PLGA polimerinden nanopartikiillerin tiretimi i¢in su i¢inde yag i¢inde
su ¢ift emiilsiyon (W/O/W) buharlastirma teknigi kullanilmistir [186]. 5 ml aseton
icerisinde 50 mg PLGA eklenerek ultrasonik banyoda ¢6ziilmiistiir (yag fazi). Tween
80 1:20 oranonda seyreltilerek stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok Tween 80
¢ozeltisinden 1 ml alinarak 19 ml DEPC (0.2 mg/ml) — H20’ya eklenmistir (su fazi).
Tween 80 ve DEPC — H20 karisimi pipetaj yapilarak homojenize edilip ve igerisine
balik atilarak manyetik karistiricinin iizerine alinmistir. Hazirlanan PLGA — aseton
karisimi karistiricinin iizerinde bulunan Tween 80 — DEPC — H20’ya yaklasik 20 cm
uzakliktan siringayla damlatilmistir. Manyetik karistiricinin lizerinde gece boyunca

birakilarak aseton buharlastirilmistir.
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3.2.2 siRNA’nin PLGA nanopartikiilerine yiiklenmesi

Hazirlanan nanopartikiil stispansiyonundan 500 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorfa
konulmus ve 66 pl’si atilmistir. -20’den alinarak buz iizerinde bekletilen siRNA’dan
66 pl alinarak ependorfa koyulmustur. siRNA-PLGA nanopartikiilii — Tween 80-
DEPC-H20 ¢ozeltisi 10 dk boyunca 30-40 saniye siddetli vorteks 20-30 saniye buz
tizerinde bekletilmistir. Bu sekilde siRNA’nin PLGA nanopartikiilii tarafindan

enkapsiilasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.3 PLGA nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Temelde W/O/W yontemi kullanilarak hazirlanan nanopartikiiller Zetasizer Nano ZSP
cihaziyla Dynamic Light Scattering (DLS) metodu kullanilarak boyut olgiimleri
gerceklestirilmistir. Lazer 1s1k sacilimina dayanan oOl¢iimlerde tek kullanimlik
disposable kiivetler kullanilmistir. Hazirlanan PLGA nanopartikiillerinden 1 ml
kiivetlere konularak 6lgiim alinmistir. Yapilan DLS 6l¢iimlerinde nanopartikiillerin
boyutu, ¢api, yogunlugu ve PDI sonuglar1 elde edilmistir. Nanopartikiillerin mono-

dispersity indeksi ve boyutu sayi, hacim ve yogunluk olarak analiz edilmistir.

3.2.4 siRNA-PLGA nanopartikiillerinin enkapsiilasyon verimi (%EE)

[k olarak PLGA nanopartikiilii yapilmistir. 50 mg PLGA tartilarak 5 ml aseton
eklenmis ve ultrasonik banyoda PLGA nin ¢dzlilmesi saglanmistir. 19 ml DEPC’li su
ve Iml Tween 80’den magnetik karistirict iizerinde stok Tween 80 c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan stok Tween 80 ¢ozeltisinden 1 ml alinarak 19 ml DEPC’li
su lizerine eklenmis ve magnetik karistiricinin {izerine alinmistir. 5 ml asetonda
¢oziilen PLGA 2.5 ml’lik siringaya cekilerek hazirlanan DEPC’li Tween 80 ¢ozeltisi
tizerine damlatilmistir. Magnetik karistirict lizerinde gece boyu birakilarak asetonun
ucmast saglanmistir. Aseton ugtuktan sonra PLGA ¢o6zeltisinden 3 ml alinmis ve 396
ul’si atilarak 396 pl siRNA eklenmistir. 10 dakika boyunca buz-vorteks islemi
gerceklestirilerek siRNA’nin PLGA nanopartikiillerine yiikleme islemi yapilmistir.
Hazirlanan 3 ml siRNA-PLGA iizerine 3 ml Tris-EDTA (pH:7.4) ilave edilerek
karistirtlmistir. Karistirildiktan hemen sonra 200 pl 6rnek alinarak 20,000 g 20 dk 4
C°’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant kisim aliarak Quant-iT
Ribogreen ile 1:1 oraninda karistirilarak Elisa cihazi ile 500 nm’de 6l¢iim alinmustir.
Olgiim sonucunda elde edilen siRNA konsantrasyonunu hesaplamak igin standart

sapma grafigi kullanilmistir.
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Konsantrasyon egrisi, Quant-iT Ribogreen eklenerek elde edilen siRNA 6rneklerinin
1000 ile 0 ng/ml arasindaki farkli konsantrasyon egrisi kullanilarak siipernatant
kisminda bulunan siRNA miktar1 Ol¢lilmiistiir. 0 ve 1000 ng/ml arasinda siRNA
ornekleri hazirlanmis ve Orneklerden ve Quant-iT Ribogreen’den 1:1 oraninda
karistirtlmistir. Elisa cihazi ile 500 nm’de 6l¢im alinmig ve standart sapma grafigi
olusturulmustur. Elde edilen standart sapma grafigi ile siRNA konsantrasyonlar
hesaplanmustir. Elde edilen veriler ile enkapsiilasyon verimi(%EE) asagida gosterilen

denklem kullanilarak da hesaplanmuistir.

PLGA igerisinde bulunan siRNA
% EE = x 100

Toplam kullanilan siRNA

3.2.5 Hiicre Hatlar1 ve Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada glioblastoma hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicre hatti Bezmialem Vakif
Universitesi Tibbi Biyoloji laboratuvarimizda mevcuttur. Tiim hiicre hazirlama
islemleri laminar kabinde steril ortamda gergeklestirilmistir. Hiicreler %10 FBS (Fetal
Bovine Serum) ve %1 Streptomisin soliisyonu igeren katkili DMEM (Sigma,
Germany) besi yeri iceren steril T75 lik hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C de %5 CO2
ortaminda 4-5 giin inkiibe edilmistir. Hiicreler konfluent hale geldiginde, flasklardaki
besiyeri 10 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ile degistirilmis ve 5 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda flask hafifce ¢alkalanarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi
saglanmis, olusan hiicre siispansiyonu 50 ml steril falkon tiiplere aktarilmis, hiicreler
tizerine 10 mL taze besiyeri (DMEM yada MEM) eklenerek Tripsin ile nétralize
edilmis ve hiicreler 1500xg de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim aspire
edildikten sonra hiicre pelletine 2 ml taze besiyeri eklenmis ve steril pastor pipetle
stispansiyon haline getirilmistir. Hiicre sayimi i¢in hiicre siispansiyonundan alinan 10
pL hiicre 10 pL tripan mavisi soliisyonu ile karistirilmis, Bu karigimin 10 pL.’si Thoma
lamina pipetlenerek hiicreler mikroskop altinda sayilmis ve hiicre konsantrasyonu
belirlenmistir. Sayim isleminden sonra yeni bir steril 15 ml lik Falkon tiip iginde
calisilacak hiicre stok siispansiyonu (20-30 hiicre/100pL) hazirlanmig. 100 pL hiicre
siispansiyonundan 96’lik hiicre kiiltiir plaklarina pipetlenmis. Plaklardaki hiicreler
kontrol ve degisik konsantrasyonlardaki test maddelerinin eklenmesinden sonra 37°C

de 24 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.6 MTT ile Hiicre Canhlik Tayini

Nano ilag tasiyici sistemin sitotoksik etkisini gostermek i¢in hiicre canliligini
belirlemek i¢in kolorimetrik bir analiz olan 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilmistir. Tiim hiicre hatlari, 2500-7500
arast degisen yogunlukta 96 oyuklu plakalara ekilmis ve hiicrelerin adaptasyonunu
saglamak tiizere, hiicreler % 5 CO2 inkiibatoriinde 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra, siRNA yiiklii PLGA tedavi gruplari ile hiicreler 24, 48 ve 72 saat siireyle
muamele edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicrelere 10 ul MTT soliisyonu (5 mg / ml)
uygulanmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her kuyuya 100 ul
DMSO ile muamele ederek karanlikta 37 C°’de 15 dk inkiibe edilmis ve 570 nm’de
“microplate” okuyucusunda (LUMIStarOmega, BMG Labtech, Almanya)
Ol¢lilmiigtir. Muamele edilmeyen kontrol grubunun canliligi% 100 olarak kabul
edilecek ve tedavi edilen hiicrelerin nispi hiicre canliligt (%)= [100x(Sample
Abs)/(Control Abs)] bu formiile gére hesaplanmistir. MTT gibi hiicre canlilik testleri
96-kuyucuklu hiicre kiiltlir kaplarinda gergeklestirileceginden, her bir tedavi dozu 3
farkli kuyucuk kullanilarak test edilmistir.

3.2.7 Hiicre Gogii Deneyi

24 well plate 20 nM siRNA-PLGA uygulancak 3 kuyu ve 3 kuyu da kontrol grubu
olacak sekilde kuyulara hiicreler ekilmistir. Hiicrelerin adaptasyonunu saglamak i¢in
% 5 CO?2 inkiibatoriinde 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan hiicrelerin iizerindeki ¢ozelti atilmadan 1000 veya 200 pl’lik pipet ucu ile
kuyularin ortasindan ¢izik atilmistir. Sonrasinda eski besiyeri atilarak taze besiyeri
eklenmis ve tedavi gruplarina da siRNA yiikli PLGA eklenmistir. 24, 48 ve 72.
saatlerde alinacak mikroskop goriintiilerinin degerlendirilmesi i¢in madde uygulandigi
anda da birka¢ kuyudan ¢iziklerin goriintiisii alinmistir. Plate, 37 °C'de % 5 CO2
inkiibatoriine kaldirilmis ve 24, 48 ve 72. saatlerde 4X biiylitmede goriinti alinmig ve

sonrasinda analiz edilmistir.

3.2.8 Western Blot

siRNA’lar ile yapilacak integrin ol0’un susturulmasinin etkinligini 6lgebilmek
amaciyla protein diizeyinde analiz yapilmistir. Bunu i¢in de western blot yapilmistir.
Ornek hazirlama, yiiriitme, transfer ve gériintiileme seklinde 4 kisimdan olusan bir

siirectir. Ilk asamada protein &rnekleri hazirlanmistir. Western Blot i¢in dnceden
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toplanan ve -20 °C'de muhafaza edilen hiicre pelleterinden protein izolasyonu
yapilmustir. Orneklere proteaz inhibitdrleri karisimi ve 1X RIPA’dan olusan karisim
hazirlayip 6rneklere uygulanmistir. Ornekler homojenize edilmis ve 30 dk buzda
bekletilmistir. Daha sonra 4 °C'de 15 dk santrifiijlenmistir. Toplanan siipernatanlar
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) igin kullanilmustir.
Orneklerin protein konsantrasyonlart Multiskan™ GO Mikroplaka Spektrofotometre
cihaz1 ve Pierce BCA Protein Test Kiti kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin esit
miktarda protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra her bir ornek igin 20 pg
protein ornegi, 3.5 L 4X laemmli tampon soliisyonu, RIPA ve dH20 ile 18,5 pl'ye
tamamlanmis ve bu sekilde protein karisimi hazirlanmistir. Daha sonra bu karisim
95°C’ de 6 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda elektroforez zamanina kadar ornekler
+4°C buz lizerinde inkiibe edilmistir. % 14 Bis-Tris Poliakrilamid protein jeli 4’lii
dikey jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. Protein isaret¢isi olarak PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder kullanilmis ve jel igerisine yiiklenmistir. Elektroforez
icin gerekli tampon soliisyonu eklendikten sonra sonra giic kaynagi kullanilarak
proteinlerin agirliklarina gore ayristirilmasi saglanmustir.  Jeller elektroforez
sonrasinda tanktan alinmis ve Kuyularin oldugu kisim kesilmistir. Proteinleri jelden
membrana aktarmak i¢in dncesinde tampon soliisyonu hazirlanmistir. PVDF membran
metanolde Kullanilan filtre kagitlart ve PVDF membran transfer i¢in hazirlanan
tampon sollisyonu igerisinde 1slatilmistir. Trans-blot turbo transfer sistemi kullanilarak
jel tizerindeki proteinlerin PVDF membrana aktarilmasi saglanmistir. Membranlar,
bloklama ¢o6zeltisi olan Tris tamponlu salin (TBS-T) (%0.1 Tween igeren
tamponlanmis Tris salin) ile hazirlanan %35 yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilip TBS-T igerisinde 3 kez yikama yapilmistir. TBS-T ile hazirlanan %5
yagsiz siit tozu iginde seyreltilen ITGAX Rabbit ve GAPDH primer antikorlarina
daldirilarak gece boyunca inkiibe edilmistir. TBS-T ile ii¢ kere yikandiktan sonra
membranlar ¢alkalayici/karistirict iizerinde TBS-T ile hazirlanan %5 yagsiz siit tozu
icinde seyreltilmis peroksidaz-bagl anti-mouse ve anti-rabbit ikincil antikorlar ile oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda ii¢ defa daha TBS-T ile
yikama islemi gerceklestirilmistir. Kemiliiminesans algilama reaktifleri igerisinde
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Sonrasinda protein goriintiilemeleri Fusion FX7

(Vilber Lourmat) sistemine sahip CCD kamera altinda luminol substrat ile yapilmistir.
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3.29gPCR

24,48 ve 72. saatlerde kazima yontemi ile toplanan hiicre pelletlerinden Kit
kullanmadan “One step RNA reagent” ile RNA izolasyonu yapilmistir. Bu iglem igin
one step RNA reagent ile birlite kloroform, izopropil alkol, %75 etanol ve RNase-
icermeyen su kullanilmistir. Izolasyon asamalari tamamlandiktan sonra dl¢iim alinmis
ve elde edilen RNA’nin temziligi ve konsantrasyonu kontrol edilmistir. RNA
izolasyonundan sonra Abm one script RT cDNA synthesis kiti ile cDNA sentezi
yapilmistir. 200 ng RNA’dan cDNA sentezlenecegi i¢in isleme RNA konsantrasyon
sonuglarina gore Orneklerden ka¢ mikrolitre alinacagi hesaplanip kit protokoliine
uyulmus ve son asamada 6rnekler PCR cihazinda 42 C°’de de 30 dk ve 85 C°’de 5 dk
inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lardan Real time polimeraz zincir reaksiyon
(PCR) cihazinda kantitatif polimeraz zincir reaksiyon (qPCR) gerg¢eklestirilmistir.
qPCR i¢in ¢alisilan 6rneklerde apoptotik genlerin ekspresyon seviyeleri incelenecegi
icin bax (forward: ATC CAG GAT CGA GCA GGG CG,; reverse: GGT TCT GAT
CAG TTC CGG CA), bcl-2 (forward: GTT CCC TTT CCT TCC ATC C; reverse:
TAG CCA GTC CAG AGG TGA G), cas-3 (forward: TGC CTG TAA CTT GAG
AGT AGA TGG,; reverse: CTT CAC TTT CTT ACT TGG CGA TGG) ve pten
(forward: TCC CAG TCA GAG GCG CTA TG; reverse: CAC AAACTG AGG ATT
GCA AG) primerleri ve housekeping olarak da f-actin (forward: GCG AGA AGA
TGA CCC AGA T; reverse:GAG GCG TAC AGG GAT AGC) primerleri
kullanilmigtir. BrightGreen 2X gPCR MasterMix-No Dye kiti ile qPCR igin 6rnekler
hazirlanmis ve es zamanli PCR cihazinda 95 C°’de 10 dk inkiibe edip, 15 saniye 95
C°’de, 20 saniye 60 C°’de, 40 saniye 72 C°’de 40 dongii asamasindan sonra 5 saniye
65 C° ve 5 saniye 95 C°’de PCR islemi gergeklesmistir. PCR’dan sonra Cq degerlerine
gore 284CT hesaplanmis ve kontrol gruplari ile madde uygulanan gruplardaki hedef

genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 PLGA nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Yontem kisminda bahsedildigi sekilde PLGA nanopartikiileri hazirlanmis ve siRNA
yiiklenmistir. Hazirlanan nanopartikiilerin siRNA yiiklenmeden 6nceki ve sonraki

asamadaki karakterizasyonu Zetasizer Nano ZSP cihaziyla DLS metoduyla boyut

Olctimleri yapilmastir.

4.1.1 Bos PLGA nanopartikiillerinin karakterizasyonu

Y 6ntem kisminda bahsedildigi sekilde PLGA nanopartikiileri hazirlanmistir. Zetasizer
Nano ZSP cihaziyla DLS Metoduyla nanopartikiilerin boyutu, ¢ap1, yogunlugu ve Pdl

sonuglari elde edilmistir. Nanopartikiillerin boyutu say1 (number), hacim (volume) ve

yogunluk (intensity) olarak analiz edilmistir.

Resuits
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 166.0 Peak 1: 182.2 100.0 58.48
Pdl: 0.115 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.967 Peak 3:  0.000 0.0 0.000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.1: Bos PLGA nanopartikiiliiniin siddet¢e dagilim1 (Intensity).
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Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 166.0 Peak 1: 203.1 100.0 67.09
Pdl: 0.115 Peak 2:  0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.967 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Volume
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Sekil 4.2: Bos PLGA nanopartikiiliiniin hacimce dagilimi (Volume).

Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 166.0 Peak 1: 145.5 100.0 52.59
Pdl: 0.115 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.967 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Number
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Sekil 4.3: Bos PLGA nanopartikiiliiniin sayica dagilimi (Number).
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4.1.2 siRNA-PLGA nanopartikiillerinin karakterizasyonu
PLGA nanopartikiilleri hazirlandiktan sonra yontem kisminda belirtildigi sekilde
siRNA yiiklenmistir. SIRNA yiiklenen nanopartikiilerinin karakterizasyonlari, say1

(number), hacim (volume) ve yogunluk (intensity) olarak analiz edilmistir.

Resuits
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 161.2 Peak 1: 171.8 100.0 4578
Pdl: 0.044 Peak 2:  0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.868 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

AT T S S S T s G L B G S S R S
D1 T PP ,\ ........................
s .
g b i\
& ;
%20 .......................................................
=
s
= 10

0

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Sekil 4.4: PLGA nanopartikiiliiniin siddetge dagilimi (Intensity).

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 161.2 Peak 1: 187.8 100.0 55.15
Pdi: 0.044 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.868 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality Good
Size Distribution by Volume
BT R RS T .
5 204 -
<
@
E .
§ T SRR e
0
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.5: PLGA nanopartikiiliiniin hacimce dagilimi (Volume).
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Results

Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 161.2 Peak 1: 146.9 100.0 45.83
Pdl: 0.044 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.868 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Number
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Sekil 4.6: PLGA nanopartikiiliiniin sayica dagilimi (Number).

Tablo 4.1: Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil boyut dagilimlari.

Intensity | % Volume % Number % | Pdl
PLGA 182.2 100 | 203.1 100 | 1455 100 | 0.115
SiRNA- | 171.8 100 | 187.8 100 | 146,9 100 | 0.044
PLGA

Daha o6nceki ¢aligmalar referans alinarak dnce W/O/W buharlastirma teknigi PLGA
nanopartikiilii tretilmis ve sonrasinda kisa vortkes-buz yontemiyle siRNA
yiklenmistir. Si-RNA yiiklii PLGA nanopartikiilii elde etmenin farkli yontemleri
olmasma ragmen 6nce bos PLGA iretip sonrasinda PLGA yiiklenmesi yontemi
laboartuvarimizda daha once yapilan ¢alismalardan yola ¢ikarak tercih edilmistir.
Laboratuvarimizda gergeklestirilen bir 6nceki tez ¢aligmasinda bu yontem ile daha
kiigiik boyutlu ve en yiiksek gen susturma etkinligine sahip nanopartikiil tretildigi
gosterilmistir [185].

Yapilan aragtirmalar sonucunda, tiimor hiicrelerinde eksprese edilen integrinlerin,
metastaz, hayatta kalma ve proliferasyona katkida bulundugu goézlemlenmistir [18].

Bu dogrultuda interginlerin siRNA ile baskilanmasi terapotik bir yaklagim olabilecegi
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disiiniilmiistiir. Ayrica, siRNA’nin bozunmadan tasinmast icin de PLGA
nanopartikiillerine siRNA yiiklenmistir. Kan-tiimor bariyeri, 40-200 nm araliginda
vaskiiler fenestrasyonlar sergiledigi bilindigi i¢in beyin tiimoriine etkili bir tagima
yapilabilmesi i¢in hazirlanan nanopartikiil boyutlarinin bu aralikta olmasi
gerekmektedir [187]. Hedeflenen bolge bir beyin tiimor bolgesi oldugu igin bu bilgiler
1s1ginda etkili bir tagimanin olabilmesi i¢in Oncelikle hazirlanan nanopartikiillerinin
karakterizasyonu yapilmstir. Ilk nanopartikiil denemesinde boyutu 200 nm’i ge¢mis
olmasia ragmen daha sonra yapilmis ve siRNA yiliklenmis nanopartikiil boyutlar
olmasi gereken aralik i¢cinde olduklar1 gozlemlenmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin
dar boyut dagilimina sahip olmasi yani polidispersite indeksi (PdI) degerinin 0.2’den
kiiciik olmasi genelde istenmektedir [188]. Bizim ¢alismalarimizda sonuglar 0.2°den
kiiciik oldugu tespit edilmistir. Sonugcta, Pdl degerinin sifira yakin olmasi daha yiiksek

kapsiilleme verimliligine ve ilag yiiklemesine sebep olmaktadir [189].

4.2 SIRNA-PLGA namopartikiillerinin enkapsiilasyon verimi (% EE)

Su i¢inde yag icinde su ¢ift emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma metoduyla olusan PLGA
miselleri igerisinde enkapsiile edilen siRNA, su ve tampon c¢ozeltilerinin buldugu
ortama salim gerceklestirir. PLGA partikiilleri igerisinde en kapsiile edilen siRNA
gereg ve yontem kisminda verilen enkapsiilasyon verimi (%EE) formiilii kullanilarak

hesaplanmuistir.

Standart sapma
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Sekil 4.7: siRNA standartlarinin standart sapma grafigi.
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[k olarak standart siRNA &rneklerinden standart sapma grafigi olusturulmustur.
Standart sapma grafiginden elde edilen formiil ile baslangi¢ta salinan siRNA
konsantrasyonu hesaplanmistir. Baslangi¢ siRNA mikatarindan baslangicta salinan
siRNA konsantrasyonu ¢ikarilarak PLGA igerisinde kalan siRNA hesaplanmis ve elde
edilen degerler enkapsiilasyon verimliligi frmiiliine koyularak % enkapsiilasyon

verimliligi % 48,81 olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.2: % Enkaspsiilasyon verim sonucu.

Baslangic Baslangicta Baslangicta PLGA EE%
SiRNA salinan siRNA salinan siRNA icerisinde kalan
konsantrasyonu mikari konsantrasyonu SiIRNA
(eksitasyon)
2640 ng/ml 49495 1351,497 ng/ml 1288,503 ng/ml 48,81

Kapsiilleme verimliligi, esas olarak polimerin molekiiler agirligina, bilesimine ve
ilagla etkilesimine gibi bir¢ok faktore bagli olarak degiskenlik gdsterildigi
belirtilmistir [190]. Ayrica PLGA'nin hidrofobik dogasi ve siRNA ile PLGA
arasindaki elektrostatik etkilesimlerin olmamasi nedeniyle, PLGA nanoparikiillerine
verimli bir sekilde kapsiillemenin zor oldugu da ifade edilmistir [191]. Ayn1 zamanda
enkapsiilasyonu hesaplayabilmek i¢in deney diizeneginde giiclii santrifiij asamasi
oldugu i¢in nanopartikiil icerisinde kalan siRNA miktarii Onemli o6l¢iide
diisiirebilecegini de diistinmekteyiz. Dolayisiyla bizim elde ettigimiz enkapsiilasyon

verimliligi oldukga 1yidir.

4.3 MTT Sonuclan

Integrin 010 proteinini baskilamasi amaciyla hiicrelere uyguladigimiz siRNA yiiklii

PLGA nanopartikiillerin hiicrelere sitotostik bir etkisinin olup olmadigini
gozlemlemek icin MTT deneyi yapilmis ve 570 nm’de Ol¢lim alinmistir. Cihazin

verdigi absorbans degerleri ile hiicre canlilig1 hesaplanmistir.
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Tablo 4.3: Madde uygulandiktan 96 saat sonraki hiicre canlilik oranlari. Kontrol
grubuna yalnizca DEPC’li medyum uygulanmis.

Uygulanan Hiicre
madde Canhlihigi (%)
20 ng siRNA- 85,46
PLGA

4 ng siRNA- 84,27
PLGA

1 ng siRNA- 86,40
PLGA

0.5 ng siRNA- 92,42
PLGA

Tablo 4.4: 72 saatlik inkiibasyon sonrasi.

Uygulanan Absorbans
madde degerleri

20 ng siRNA- | 0,893
PLGA

20 ng siRNA | 0,771

PLGA 1,087

Tablo 4.5: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmis hiicrelerin canlilik orani.

Saat Hiicre
Canlihigi (%)

24 saat 80,32

48.saat 47,82

72.saat 60,33

Yapilan deneylerden aldigimiz sonuglara gore uyguladigimiz siRNA yiikli PLGA
nanopartikiillerinin hiicreler tizerinde dikkate deger sitotoksik etkisi olmamustir.

Ayrica yaptigimiz bir calismadan alinan absorbans degerlerine gore hiicrelere,
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nanopartikiile yiiklemeden uygulanan siRNA, nanopartikiile yiiklenen siRNA’ya gore
canlilik oranin1 daha ¢ok azaltabildigi yorumunu yapmak miimkiindiir. Diger taraftan
20 nM SiRNA-PLGA uygulanmis hiicrelerin canlilik orani 24.saatte %80’lerde iken
48. saatte %47’ lere diismiis ve 72. saatte %60’lara ¢ikmistir. Hiicre kiiltiirii sartlar1 ve
48. saatte siRNA mekanizmasinin etkinligi ile integrin o 10 baskilanmasinin bir
sonucu olarak da hiicre canliliginda azalma meydana gelmistir yorumu yapilabilir.

Kendi sonuglarimiz ile benzer ¢alismalarin sonucunu karsilastirarak daha dogru yorum
yapmak miimkiin olur. Literatiir taramalarindan biri olan PLGA nanopartikiilleri ile
U87 hiicre hattinin hedeflendigi bir ¢alismada, 200 pg PLGA/mL ve daha yiiksek
konsantrasyonlardaki PLGA ’nin hiicrelerin canliligini azalttigi gézlemlenmistir [187].
Rat glioma hiicre hatt1 iizerinde yapilan bir baska ¢aligmada da ise PEG ile modifiye
edilmis ve kitosan kapli PLGA nanopartikiillerinin sitotostik bir etki gostermedikleri
gosterilmistir [184]. Hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada da bos
PLGA nanopartikiillerinin ve scrambled siRNA yiiklii olan PLGA nanopartikiilleirnin
sitotoksik etkisi karsilagtirilmis ve bizim c¢alismalarimiza benzer sekilde Onemli
sitotoksik etkisi olmadigi gosterilmistir [192]. Hepatoseliiler karsinom tasiyan
farelerde polietilen glikolle modifiye edilmis PLGA nanopartikiilii ile siRNA
iletiminin hedefli bir sekilde iletilebilmesi amaciyla yapilan farkli bir ¢alismada da
MTT deneylerinde PLGA’ya yiiklenmis ve serbest (0.2 uM) siRNA‘in sitotoksik
etkileri kontrol gruplarina gore karsilastirildiginda dikkate alinabilecek sitotoksik bir
etkilerinin olmadigi gozlemlenmistir [193]. Literatiirle dogru orantili olarak, bizim
caligmalarimizda da FDA tarafindan onayli olan PLGA’nin hiicre canlilig1 iizerinde
toksik bir etkisi olmadig kiiltiir ortaminda gézlemlenmistir. Ayrica, siRNA yiiklii
PLGA’nin da dikkate deger 6l¢iide bir toksik etkisi olmadigini bizim ¢aligmalarimizda

da gosterilmistir.

4.4 \Western blot

Yapilan calismalar ile PLGA nanopartikiiliine integrin al0 siRNA’s1 yiiklenerek
glioblastoma hiicre hattindaki integrin ol0’un baskilanmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda western blot deneyleri yapilarak protein diizeyinde integrin al0’un
baskilandig1 incelenmistir. Ayrica, tiim hiicrelerde eksprese oldugu bilinen GAPDH
antikoru da bu ¢alismada kiyaslama igin kullanilmistir. siRNA uygulanan hiicreler ile

herhangi bir miidahale yapilmayan hiicrelerde bant kalinliklarina gore bir kiyaslama
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yapilarak hedef proteinin baskilandigr gozlemlenmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan GAPDH proteininin, SIRNA-PLGA uygulanan ve kontrol gruplarinda ayni
kalinlikta ve 37 kDa’da bant verdigi gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismanin deney
asamasinda bir hata olup olmadigim1 kontrol etmek amaciyla GAPDH antikoru
kullanildig1 i¢in sonugta yapilan deneyin dogrulugu gosterilmistir. Calismanin asil
amaci integrin al0’un baskilanabildigini gdstermektir. integrin 010’un 150 kDa’da
bant vermesi bekleniyordu ve sonucta her iki grupta 150 kDa’da bant vermistir.
SIRNA-PLGA uygulanan grubun 150 kDA’da verdigi bant madde uygulanmayan
kontrol grubunun verdigi banttan daha ince oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla

SiRNA ile integrin a10’un baskilandigi gézlemlenmistir.

20 nM
SiRNA-
PLGA Kontrol
kDa
~180 - - integrin 010
L - -
~130 - - (150 kDa)
~100 -
[ ——
~55 —
~40 - u <+— GAPDH
~35 — - (37 kDa)
~25 —
~15 — .

Sekil 4.8: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmis ve kontrol gruplarindan ekstrakte edilen

proteinler ile yapilan western blot goriintiisii.

Western blot deneyi ile PLGA nanopartikiiliiniin etkili bir sekilde siRNA’y1
glioblastoma hiicrelerinin membraninda bulunan integrin 10 proteinine iletebildigi
gosterilmistir. Ayni zamanda siRNA’nin PLGA nanopartikiiliine sorunsuz bir sekilde

yiiklenebildigini ve bozunmadan hiicreye aktarabildigi gosterilmistir.
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4.5 Cizik Deneyi

integrin 010 siRNA’s1 PLGA’ya yiiklenerek U87 hiicre hattindaki integrin 010
proteini hedef alindi. PLGA’nin siRNA’y1 hiicre icine tasiyarak integrin ol10’un
baskilanmasiyla hiicre gogiinde gorev alan bir protein baskilanmistir. Baskilanmanin
sonucunu gozlemleyebilmek amaciyla ¢izik deneyi yapilmistir. 24 saat 6nce plate
ekilen hiicrelerin besiyeri atilmadan dnce pipet ucu ike kuyulara ¢izik atilmis ve taze
besiyeri ile SIRNA-PLGA uygulamast yapilmistir. Floresan mikroskobun 4X
bliyiitmesi ile 24, 48 ve 72. saatlerde goriintii alinarak c¢izik atilarak olusturulan
mesafeler power point programinda hesaplanmis ve madde uygulanan ve kontrol

gruplarindaki degisiklikler karsilastirilmistir.
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Tablo 4.6: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmis ve kontrol gruplarmnin ¢izik deneyinin
4X biiylitmede floresan mikroskopu goriintiileri.

20 nM siRNA-PLGA Kontrol

24,
saat

48.
saat

72.
saat
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Tablo 4.7: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmis ve kontrol gruplarinin ¢izik deneyinin

analizi.

24 .saat 48.saat 72.saat
20 nM siRNA- 10.16 cm 7.86 cm 5.38cm
PLGA
20 nM siRNA- 7.53 cm 5.36 cm 420 cm
PLGA
20 nM siRNA- 7.71 cm 6.40 cm 5.99 cm
PLGA
Kontrol 454 cm 2.21cm 1.47 cm
Kontrol 7.29cm 3.70cm 2.35¢cm
Kontrol 5.96 cm 3.69cm 2.06 cm
Kontrol 7.9cm 6.49 cm 5.34 cm

Sonuglar1 Excel ile t test analizini gergeklestirdigimizde 24. saatte p<0,065, 48. saatte
p<0,046 ve 72. saatte p<0,042 sonuglarina varilmistir. Dolayisiyla, 48. ve 72. saatlerde
siRNA ile baskilanmanin hiicre gocii lizerinde anlamli bir degisiklige sebep oldugu
tespit edilmistir. Ayrica bir tekrarimizda da 72. saatte ¢izigin kapanmasi kontrole gore
madde uyguladigimiz gruplarda daha az olmustur. Elde ettigimiz sonuglar ile literatiir
taramas1 karsilastinlmistir. Kanser patogenezinde yer aldigi bilinen bir genin
baskilandigi bir ¢alismada, kanser hiicresinin yatay yonde go¢ etme yetenegini
degerlendirmek i¢in hiicre dig1 matrise benzeyen matrijel kullanilarak yara iyilestirme
deneyleri yapilmis ve matrisi sindiren ve polikarbonat membrandan gegen hiicre sayisi
incelenmistir [194]. Calismalarinin sonuglar1 deney diizeneginin etkisiyle de anlamli
olmustur. Yaptiklar1 uygulamanin hiicre gogii tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in ¢izik
deneyi yapan bir bagka grup ise ¢izik attiktan sonra fetal sigir serumu (FBS) icermeyen
ortamda hiicreleri kiiltiire etmis ve sonrasinda sonuglar1 degerlendirmisler ve anlamli
sonuglar elde etmisler [195]. Benzer sekilde, kanser gelisimi, metastazi ve prognozu
ile yakindan iligkili olan bir proteinin glioma hiicre hatlar1 lizerindeki migrasyona
etkisini siRNA ile baskilama yapilarak, FBS oranlarinin farkli oldugu ortamlarin
mevcut oldugu Transwell tahlilleri yapilmis ve net sonuglar elde edilmistir [196].
Malign melanom hiicre hatt1 ile yapilan ¢calismada monoklonal antikor inhibitorleri ile
integrin 10 inhibe edilip integrin a.10’un migrasyona etkisi arastirilmis ve bunun igin
hem yara kapanma (¢izik deneyi) hem de Boyden Chamber sistemindeki jelatin kapl

filtreler kullanilmis ve ¢izik deneyinde O6nemli bir fark olmamasina ragmen diger
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sistemde ise kemoatraktana yonelik hiicre gociiniin inhibe edildigi gézlemlenmis
[128]. Bizim c¢alisgmamizda yalnizca ¢izik deneyi yapildi ve herhangi bir
kemoatraktana yonelme veya farkli oranlarda FBS’in oldugu bir deney diizenegi
kurulmadi. Dolayisiyla yaptigimiz ¢izik deneylerinde anlamli sonuglarimizda
olmasma ragmen Wenke ve arakadaslarmin elde ettigi ¢izik deneyinin sonucuna
benzer sekilde net sonuglar alinamamustir.

Bizim ¢alismamiza benzer olarak glioblastoma hiicre hatlarinda siRNA aracili integrin
al0 antikorundan olusan antikor-ila¢ konjugati ile integrin alO baskilanmis ve
baskilamanin hiicre gé¢ii lizerine etkisini arastirmak i¢in jelatin kapli transwell filtreler
kullanilmis [17]. Deneylerinin sonucunda da hiicre gogiiniin siRNA uygulamasi ile
azaldigin1 gostermigler [17]. Kiiltiirde yaptigimiz ¢izik deneylerinin tekrarlarindan
birinde hiicre gogiiniin azaldigim1 gézlemlemistik. Ancak kiiltiir sartlarindan dolay1
diger deney tekrarlarinda benzer sonuglar alamamistik. Diger taraftan integrin a.10’un
metastatik 6zelliklerini incelemek i¢in bizim ¢alismamizda ki gibi inhibe etmek yerine
hiicrede fazla ekspresyonunu saglayarak incelemek miimkiindiir. Bu dogrultuda,
serumsuz besiyerinde siispanse edilip transwell insortlerine ekilen integrin o.10’u fazla
eksprese eden hiicreler kontrol hiicrelerine gore daha fazla gog¢ ve istila sergiledikleri
gosterilmis [129]. Tim bu litaratiir sonuglar1 ve bizim sonuglarimiz dogrultusunda
integrin  a10’un baskilanmas1 ya da asir1 ekspresyonu hiicrelerin metastatik

ozelliklerini etkileyebilecegini diislinliyoruz.

4.6 qQPCR

U87 hiicre hattina uyguladigimiz siRNA-PLGA nin gen diizeyinde etkisini incelemek,
apoptotik gen ekspresyon seviyesindeki degisiklikleri gozlemek icin qPCR
yaptlmistir. Hiicrelere 20 nM SiRNA-PLGA uyguladiktan 24, 48 ve 72 saat sonra
hiicreler toplanmistir. Toplamda 6 farkli 6rnek i¢in RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Apoptotik genler olan bax, bcl-2, kaspaz-3, pten genleri ve
housekeping olarak B-aktin geni igin forward ve reverse primerleri ile gPCR i¢in
ornekler hazirlanmis ve qPCR yapilmistir. Cihazin verdigi Tablo 4-7’de gosterilen Cq
degerleri ile 244CT degerleri her 6rnek igin hesaplandi ve ekspresyon seviyeleri analiz

edilmistir.
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Tablo 4.8: Cq degerleri.

SiRNA24 | sSiRNA48 | siRNA72 K24 K48 K72
B-Actin 28,27 26,26 25,74 26,63 24,60 27,08
B-Actin 28,17 26,30 25,20 26,43 24,74 26,74
Bax 31,21 31,03 20,42 31,38 28,20 31,28
Bax 31,95 30,60 29,08 31,35 28,85 31,21
Bcl-2 31,75 31,87 32,97 30,01 34,03 32,72
Bcl-2 31,37 32,17 31,53 30,29 33,97 33,31
Kaspaz-3 |3096 30,63 30,42 29,30 30,54 31,50
Kaspaz-3 | 3107 30,37 30,03 29,59 30,19 31,54
Pten 33,05 32,82 32,09 32,07 33,86 33,48
Pten 32,83 33,28 32,29 32,90 33,33 33,13
Bax
3,50
~ 3,00
8]
= 2,50
< 2,00
=
S 1,50
o
S 1,00
o
% 0,50
<Z: 0,00
°é -0,50
=
§ -1,00
Heol
= 1,50
-2,00

H24h m48h m72h

Sekil 4.9: 20 nM SiRNA-PLGA uygulanmis gruplarda 24, 48 ve 72.saatlerde Bax
geninin ekspresyon seviyeleri.
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Bcl-2
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[N
N
o
o
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8,00
W 24h
6,00
m48
4,00
H 72h
2,00

0,00

rolatif mRNA ekspresyonu (2-ddCt)

-2,00
-4,00

Sekil 4.10: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmig gruplarda 24, 48 ve 72.saatlerde Bcl-2
geninin ekspresyon seviyeleri.

Caspase-3
3,00
2,50
2,00

1,50
W 24h

1,00

W 48h
0,50

H72h
0,00

-0,50

rolatif mRNA ekspresyonu (2-ddCt)

-1,00

-1,50

Sekil 4.11: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmig gruplarda 24, 48 ve 72.saatlerde
Kaspaz-3 geninin ekspresyon seviyeleri.
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Sekil 4.12: 20 nM siRNA-PLGA uygulanmig gruplarda 24, 48 ve 72.saatlerde Pten
geninin ekspresyon seviyeleri.

Interginlerin, sinyal iletimi, gen ekspresyonu, proliferasyon, apoptoz regiilasyonu,
istila ve metastaz ve anjiyogenezdeki rolleri gibi onemli yolaklar1 etkileyen
gorevlerinin olduklar1 c¢aligmalarda gosterilmistir [197]. Yapilan bir ¢alismada
integrinlerin apoptoz tizerindeki etkisi farkli durumlarda degerlendirilmis ve sonugta
ayni integrin farkli hiicre tiplerinde farkli yollara baglanabildigi i¢in bir durumda
hayatta kalma sinyaline sebep olurken diger taraftan apoptozu uyarabilmektedir [198].
Dolayisiyla c¢alisilan integrin ve hiicre tipine bagli olarak integrinin etki ettigi
mekanizmalarda farkliliklar olabilmektedir. Diger taraftan integrinler, hiicre dis
matrikse hiicreleri baglar ve matristen sitoplazmik kinazlarin, biiyiime faktorii
reseptorlerinin ve iyon kanallarinin aktivitelerini diizenleme gibi mekanik ve kimyasal
sinyallere aracilik eder [199]. Bu durumda integrinlerin hiicreleri farkli sekillerde
etkilemesine sebep olabilecegini gdstermektedir.

Biz de ¢aliygmamizda temel olarak 4 gen iizerinden integrin a10’un apoptotik siireg ile
iliskisini incelemistik. Primer olarak kullandigimiz genlerden biri olan Bel-2 proteini,
apoptozu kontrol etmede ve gesitli apoptotik uyaranlara yanit olarak hiicre sagkalimini
arttirmada rol oynadig1 bilinmektedir [200]. Dolayisiyla Bcl-2, programlanmis hiicre
oliimiinii engellemektedir [201]. Bcl-2 ile iligkili X proteini (bax) ise mitokondriyal
diizenlenmis hiicre Oliimiiniin bir uygulayicisidir [202]. Kaspazlar, apoptozun
baslatilmasi ve yiiriitiilmesinde dnemli rollerinin olduklar1 bilinmekte ve bu aileye

dahil olan kaspaz 3’de iyi bilinen bir uygulama proteazidir [203]. Son olarak da PTEN,
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insan sporadik kanserlerinde genellikle inaktive edilen ve her yerde eksprese
edilebilen bir tiimor baskilayicisi oldugu bilinmektedir [204].

gPCR ile elde ettigimiz Cq degerlerine gére yaptigimiz analiz sonucunda integrin
a10’u baskilayan siRNA-PLGA uygulamasinin U87 hiicre hattinda 48. saatte bcl-2,
ve pten genlerinin ekspresyonunu dikkate deger bicimde arttigit AACT degerlerinin
2’den yliksek olmasi ile tespit edilmistir. Calismalarimiz boyunca, 48. saatte siRNA-
PLGA uygulamasinin etkili oldugu gézlemlenmistir ve bu deney sonucunda da
uygulanan maddenin 48. saatte anlamli sonug verdigi gézlemlenmistir. Ayrica, 24 ve
72. saatlerde AACT degerleri 2’den az oldugu igin kontrol ve madde uygulanan

gruplarin apoptotik gen ekspresyonlarinda farklilik olmadigi gozlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

PLGA nanopartikiiliiniin {iretilmesi, siRNA’nin nanopartikiile yiiklenmesi, U87 hiicre
hattina uygulanmasi ve hiicre kiiltiirii diizeyinde meydana gelebilecek degisikliklerin
arastirtlmas1 seklinde 4 asamadan olusan bir proje gergeklestirilmistir. PLGA
nanopartikiilii literatiirde de laboratuvarimizda da daha dnce basarili sonuglar alinan
w/o/w yontemi ile tiretilmis, Zetasizer cihaziyla da karakterizasyon islemi yapilmis ve
enkapsiilasyon verimi hesaplanmistir. Sonrasinda hiicrelere uygulanmak istenen
konsantrasyonda siRNA ile yiiklendi ve hiicre hattina taze besiyeri ile birlikte
verilmistir. Oncelikle MTT deneyleriyle hiicrelere uyguladigimiz siRNA yiiklii PLGA
nanopartikiillerin sitotostik etkisi arastirilmistir. FDA tarafindan onayli PLGA
nanopartikiiliiniin siRNA ile birlikte uygulanmasiyla da toksik etkinin ¢ok az oldugu
gozlemlenmistir. Integrin 010 siRNA’smin  yiikli PLGA nanopartikiillerinin,
siRNA’y1 hiicre i¢ine tasiyabildigi ve geni baskilayip baskilamadigin1 gozlemlemek
i¢in western blot deneyleri yapilmistir. Western blot deneylerinde, kontrol gruplarina
gore siRNA uygulanan hiicre gruplarinda integrin o10’un 6nemli 6l¢iide baskilandigi
gdzlemlenmistir. Integrin al0’un migrasyonda gorevli olan bir protein oldugu
bilindiginden ¢calismamizin hiicre gocii izerindeki etkisini incelemek i¢in ¢izik deneyi
yapildi ve 24, 48 ve 72. saatlerdeki degisiklikler gozlemlenmistir. Sonuglar kiiltiir
sartlarindan dolay1 degiskenlikler gostermesine ragmen 48. ve 72. saatte anlamh
sonuglar aldigimiz deney tekrarlari olmustur. Integrin a10’un baskilanmasi apoptotik
genlerin ekspresyonunda nasil bir degisiklik yapar sorusuna cevap verebilmek i¢in de
qPCR yapilmis ve bax, bcl-2, kaspaz-3 ve pten genlerinin ekspresyon seviyeleri
aragtirtlmistir. Sonuglarda bcl-2 ve pten ekspresyonunun 48. saatte dikkate deger
bigimde arttigi gozlemlenmistir. Ancak 24 ve 72. saatlerde anlamli sonuglar
alimmamistir. Calismalarimizin sonuglar1 genel itibari ile bekledigimiz sekilde
olmustur. Deneylerimizde integrin ailesinden yalnizca bir proteini hedef aldigimiz i¢in
ciddi farkliliklarin gbézlenmemesi tahmin edilen bir durumdu. Dolayisiyla, PLGA
nanopartikiilleri ile tasinan siRNA’nmn glioblastoma hiicrelerindeki integrin a10’u
hedeflenmesi, glioblastoma kanseri igin olas1 bir terapotik yaklasim olabilecegi igin

deneylerin gelistirilerek tekrarlanmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Devam edecek
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deneyler ve sonrasinda hayvanlar {lizerinde yapilabilecek deneyler sonucunda hem

kanser tedavisi i¢in hem hedefe yonelik ila¢ tagima i¢in 6nemli sonuglar alinabilir.
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