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OZET

HeLa Kanser Hiicrelerini Etiketlemek Amaci ile Lipid

Bazlhi Nanopartikiil ile Transfeksiyonu

Fatma Ceren KIRMIZITAS

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Nelisa TURKOGLU

Es-Danisman: Dog. Dr. Murat DEMIRBILEK

Kanser, ¢cagimizda diinyada oliimlerin ve hastanin yasam Kkalitesi ve siiresini
diisiiren en 6nemli hastalik olarak belirtilebilmektedir. Giintimiizde geleneksel
tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasi ve/veya yan etkilere sahip olmasi nedeni ile
immiinoterapi yontemi gelistirilmistir. Kanser immiinoterapisi, kanser
hiicrelerinin yerini tespit etmek ve yok etmek icin hastanin immiin sisteminin
giclendirilmesine dayanan bir yontemdir. Kati lipid nanopartikiiller, 2000’li
yillarin basinda gelistirilen, baslica gen aktarim ¢alismalarinda kullanilan kendine
has avantaj ve dezavantajlar1 olan tasiyici sistemlerdir. Nanopartikiillerin hedef
hiicreye aktarimi en az yapisi ve Ozellikleri kadar 6nemli oldugundan, hedef
hiicrenin o6zelliklerine uygun c¢esitli ligandlar kullanilarak konjugasyonu ile

hedeflendirilme yapilmaktadir.

Sunulan tez c¢alismasinda kanser immiinoterapisinde kullanilmak {izere
hedeflendirilmis kati lipid nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyon
calismalarinin yapilmasi hedeflenmektedir. Ardindan HelLa serviks kanseri hiicre

hatt1 iizerinde gen aktarim etkinligi, mutajenitesi ve oksidatif stresi belirlenmistir.

XVi



Oktadesilamin bazh kati lipid nanopartikiiller (ON), tekli emiilsiyon (w/0) ¢oziicii
difizyon yontemiyle sentezlenmistir. Nanopartikiillerin  karakterizasyon
calismalarinin ardindan uygun segilen partikiil ile folik asit konjugat1 (OFAN) elde
edilmigstir. Nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri, ortalama pargacik boyutu
ve polidispersite indeksi (PDI) dinamik 1sitk sac¢ilimi (DLS) yontemi ile
belirlenmistir. Nanopartikiillerin morfolojik analizleri taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve atomik gii¢ mikroskobu (AFM) ile belirlenmistir.
Partikiillerin yapisini olusturan fonksiyonel gruplar ve kimyasal baglar Fourier
Dontistimli Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ile belirlenmistir. Oktadesilamin ve
folik asit bagh oktadesilamin nanopartikiillerin hiicre canliligt MTT analizi ile tayin
edilmistir. Sentezlenen nanopartikiiller ile transfer edilecek pEGFP N1-IL-6
plazmidi c¢ogaltilmis ve saflastirilmistir. HeLa serviks kanseri hiicrelerine
oktadesilamin ve folik asit bagh oktadesilamin nanopartikiiller ile gen aktarimi
yapilarak transfeksiyon etkinligi degerlendirilmistir. Transfeksiyon etkinligi 24
saat boyunca inverted mikroskop kullanilarak GFP 1simasinin takip edilmesiyle
belirlenmistir. Gen aktarimi ile hiicrelerde meydana gelen immiin yanitin
degerlendirilebilmesi i¢in transfekte edilmis HeLa serviks kanseri hiicreleri ile
makrofajlara farklilastirllmis THP-1 monosit hiicreleri ko-kiltiir modeli
olusturulmustur. 72 saatin ardindan vasatlar toplanarak nanopartikiillerin
antioksidan-oksidan kapasiteleri ve hiicre dongiisiine olan etkileri ilgili ticari kitler

kullanilarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: immiinoterapi, serviks kanseri, kati lipid nanopartikiil, gen

aktarimi
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Cancer is the most critical disease that decreases the quality and duration of the
patient's lifetime in every country in the world. Since these traditional treatments
are inadequate and/or have side effects, immunotherapy is in demand as a new
treatment method. Cancer immunotherapy is a method based on strengthening the

patient's immune system to locate and destroy cancer cells.

In the last 20 years, scientists aimed to reduce the side effects of potential
treatment methods with the integration of nanotechnology. Solid lipid
nanoparticles that have its own advantages and disadvantages are the carrier
systems used in gene transfer since the early 2000s. Since the targeting is the most

critical issue, nanoparticles conjugated with ligands to target cells.

In the presented thesis, we aimed to synthesize and characterize targeted solid
lipid nanoparticles to be used in cancer immunotherapy. Then, the gene transfer
activity, mutagenicity, and oxidative stress on the HeLa cervical cancer cell line
was determined. Octadecylamine-based solid lipid nanoparticles (ON) were

synthesized by a single emulsion (w/0) solvent diffusion method. Zeta potential
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values, particle size, and polydispersity index (PDI) of the nanoparticles using the
dynamic light scattering (DLS) method. Morphological analysis of nanoparticles
was determined by scanning electron microscopy (SEM) and atomic force
microscopy (AFM). The functional groups and chemical the particles were
determined by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). Cytotoxicity of
ON and OFAN were determined by MTT analysis. The cargo plasmid to be
transferred was amplified and purified. Transfection efficiency was determined by
monitoring GFP imaging using a fluorescence microscope for 24 hours. Transfected
HeLa cervical cancer cells and THP-1 monocyte cells differentiated into
macrophages were developed to create co-culture model The antioxidant-oxidant

capacities of nanoparticles and their effects on cell cycle were evaluated.

Keywords: Immunotherapy, cervical cancer, solid lipid nanoparticles, gene

delivery

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

Xix



1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Bulasic1 olmayan hastaliklar, diinya genelinde dliimlerin en énemli nedeni olarak
belirtilmektedir. Kanser ise, 6liimle sonuglanan bulasici olmayan hastaliklarin en
genis sinifin1 olusturmaktadir. Temelde kanser, zamanla gelisen ve viicut
hiicrelerinin kontrolsiiz boliinmesini iceren bir hastalik grubudur. Kanser hemen
hemen tim viicut hiicrelerinde gelisebilir ve her kanser tiriiniin kendine has
ozellikleri vardir. Ancak hastalig1 olusturan temel siirecler tiim kanser tirlerinde
oldukca benzerdir. Serviks kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik tani
konulan ve 6liimle sonug¢lanan doérdiincii kanser tiirtidiir. Gelismemis tilkelerde,
gelismis tUlkere nazaran bu hastaliga daha sik rastlanmaktadir [1]. Kanser
hastaliginin kisiye 6zgii olmasi nedeni ile tek ve stabil bir tedavi yontemi yoktur.
Tedavi yontemi; hastanin durumuna, hastaliin seyrine ve derecesine baglidir. Bazi
hastalar icin tek bir tedavi yontemi yeterli oluyorken bazi hastalar i¢in kombine
tedavi yontemleri tercih edilmektedir. Kanser tedavisinde tercih edilen geleneksel
yontemler; radyoterapi, kemoterapi, cerrahi miidahale yontemi ve hormonal
tedaviler seklinde belirtilmektedir. Geleneksel tedavi yontemleri hastanin
durumuna bagh olarak secilerek uygulanir. Kemoterapi ve radyoterapi yontemleri
en sik tercih edilen yontemler olmakla beraber hastanin giinliik hayatini olduk¢a
fazla etkileyebilecek yan etkilere neden olmaktadir. Ayrica cerrahi miudahele
yontemi ve hormonal tedaviler de her kanser tiirti icin tercih edilememektedir. Son
on yilda bahsi gecen bu tedavi yontemleri olduk¢a gelismelerine ragmen kanser
tedavisi icin hala yeterli olmamaktadirlar. immiinoterapi, birden fazla hedef ve
yonde kanser hiicrelerine saldirmak icin bagisiklik sistemini dinamik olarak
modiile eden yenilik¢i bir tedavi yontemidir. Kanser immiinoterapisi, konagin
bagisiklik sistemini giliclendirerek kanser hiicrelerini belirlemeye ve elimine
etmeye dayanan yeni bir stratejidir [2]. Immiinoterapi, prensip olarak iki ana
gruba ayrilmaktadir: pasif ve aktif immiinoterapi. Pasif immiinoterapi, immiin

sisteme ait hiicrelerin laboratuvar kosullarinda modifiye edilmesi ile immiin yanit



olusturulmasi esasina dayanir, hastanin immiin sistemine bagh degildir. Pasif
immiinoterapi monoklonal antikorlar ve adoptif hiicresel terapi olarak spesifik ve
spesifik olmayan seklinde yapilabilmektedir. Aktif immiinoterapi, tiimorlerin
bagisiklik sistemi tarafindan taninabilen, yabanci olarak tanimlanip daha sonra yok
edilebilen spesifik antijenlere sahip oldugu teorisine dayanmaktadir. Viicudun
immiin sisteme ait hiicrelerinin antijene 6zgi bir antitimor yanit olusturmasini
tesvik etmek amaciyla hastanin immiin sistemini uyarir. Immiin sistemin
uyarilmasi; asilama, immiinomodiilasyon veya spesifik antijen reseptorlerini
hedeflemeleri ile gerceklestirilmektedir. Aktif immiinoterapi; immiin kontrol

noktasi inhibitorleri, kanser asilari ve onkolitik virtisler ile yapilmaktadir [3], [4].

Gen aktarimi genel anlamda, belli hastaliklar1 tedavi etmek amaci ile yabanci
DNA’'nin konake1 hiicrelere aktarilmasi islemidir. Gen aktarimi ¢calismalarinda iki
ana etmenin dnemi vardir. Bunlar; transfer edilecek genetik materyalin ve tasiyici
vektorel sistemin oOzellikleridir. Bir tasiyici sistem; genetik materyali endositik
yolakta ilerlerken degrede olmadan biyolojik bariyeri gegerek hiicrenin
niikleusuna iletebilmelidir. Ideal bir vektériin sahip olmasi gereken bazi ézellikler
vardir. Bunlar; hedef hiicreye kargo elementin degrede olmadan iletilebilmesi,
yuksek miktarda kargo elementin tasinabilmesi, uzun siiren raf omru ve
tretiminin kolay ve tekrarlanabilir olmasidir. Gen aktarimi baglica fiziksel,
biyolojik ve kimyasal olmak tizere li¢ sekilde yapilabilmektedir. Nanoteknoloji,
nano-boyutlarda malzemelerin ve sistemlerin gelistirildigi bir teknoloji alanidir.
Nanoteknolojinin temel bilimler ile kombinasyon halinde kullanilmasi ile kanser
tedavisine yonelik bircok sistem gelistirilmistir. Nanopartikiiller gecen 30 yilda
kanser tedavisinde sik¢a kullanilan tasiyic1 sistemlerdir. Calismanin amacina
yontelik yapida ve boyutta sentezlenebilmeleri ve makropartikiillere kiyasla daha
kolay endositoza ugramalar ile gen aktarimi temelli tedavilerde sikca vektor
olarak kullanilmaktadirlar. Negatif yiike sahip DNA molekiiliiniin hedef hiicrelere
aktarilmasi icin 6zellikle pozitif ylike sahip nanopartikiiller tercih edilmektedir. En
sik kullanilan katyonik partikiiller, kati lipid nanopartikiillerdir. Kat1 lipid
nanopartikiiller, son 20 yi1ldir DNA ve RNA bazli gen aktariminda kullanilmaktadir.
Kati1 lipid nanopartikiiller, cesitli avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Uretim
yontemlerinin ucuz ve kolay olmasi, raf émriiniin uzun olmasi, biyouyumlu
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olmalar1 ve ¢ok cesitli uygulama alanlarina sahip olmalar gibi 6nemli avantajlari
vardir. Bunun yaninda zamanla partikiil boyutunun biiylimesi ve 6ngoriilemeyen

jellesme gibi dezavantajlara sahiptir [5], [6].

Nanopartikiillerin saglikli dokulara zarar vermeden hedef bolgeye iletilmesi
nanopartikillerin saghk alanindaki kullanilmasinin o6niindeki en biytk
engellerden birisidir. Nanopartikiill bazli aktarim sistemlerinde gelismis
gecirgenlik ve alikonma (EPR) kosullar1 saglanmadiginda hedefleme yapilmasi
gerekmektedir. Hedeflendirme; iletim yapilacak hedef hiicrenin c¢esidi ve
durumuna gore c¢esitli ligandlar ile nanopartikillerin konjugasyonu ile
yapilabilmektedir. Nanopartikiil hedeflemesi, spesifik olarak hedef hiicreye,
dokuya veya organa yoOnelik uygulanan bir tekniktir. Hedefleme iki sekilde
yapilmaktadir: pasif ve aktif hedefleme. Pasif hedeflemede tiimér dokularinin
etrafindaki ortamin saghkli dokulara gore daha asidik pH’a sahip olmasi1 esasina
dayanarak yapilan hedeflemedir. Ayni zamanda tiimér dokularinin EPR etkisi ile
partikiillerin toplanmalar1 goéz ontine alinmaktadir. Boylece pH ve boyut/ylik
duyarli nanotasiyici sistemler ile pasif hedefleme yapilabilmektedir. Fizyolojik
kosullardaki pH’da bozulmadan kalabilen ve hedef boélgenin sahip oldugu pH’da
tasidiklar1 kargo elemani salan ve 200 nm’den kiiciik boyutta pozitif yiik tasiyan
nanopartikiiller pasif hedeflemede sik¢a kullanilmaktadir. Aktif hedefleme, tiimoér
hiicrelerinin yiizeyindeki asir1 derecede eksprese olan ytizey reseptorlerinin hedef
alinmasina dayanan bir tekniktir. Aktif hedefleme pasif hedeflemeye kiyasla daha
zor kurgulanir ve olceklendirilir. Hedefleme genel olarak timoér hicrelerini
antikorlar, peptitler, aptamerler veya bazi kii¢lik molekiiller ile yapilabilmektedir.
Bir vitamin olan folik asit, folat reseptorii olarak bilinen bir tiimor ilisili antijene
baglanan hedefleme calismalarinda en sik kullanilan ligandlardan biridir. Folat
reseptori serviks, yumurtalik, bobrek ve beyin gibi bir¢ok tiimoér ¢esidinde asiri
derecede eksprese olurken saglikli hiicrelerde folat reseptoriiniin eskpresyonu ¢ok
azdir veya hi¢c olmamaktadir. Folik asitin molekiil agirliginin diisiik olmasi, suda
¢ozlinebilmesi, pH ve 1s1 gibi dis etmenlere karsi dayanikli olmasi, folat reseptore
karsi yliksek afinite sahip olmasi gibi nedenlerden dolayi oldukea sik kullanilan bir

liganddir [7], [8].



1.2 Tezin Amaci

Sunulan tez ¢alismasinda viral olmayan vektorler araciligl ile HeLa serviks kanser
hiicre hattina gen aktarimi yapilacak ve transfeksiyonun etkinligi
degerlendirilecektir. Literatiirde oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiillerin
gen aktarimi ¢alismalarinda basari ile kullanildig: bilgisi yer almaktadir ancak bu
nanopartikiillerin folik asit ile konjugat olusturarak timor hiicrelerinin
hedeflenmesi amacglanmaktadir. Ayn1 zamanda sentezlenen nanopartikiillerin
hiicre siklusuna etkisi, oksidan ve antioksidan kapasiteleri degerlendirilerek

literattire yeni bilgiler eklenmesi hedeflenmistir.
1.3 Hipotez

Bu calismada, daha 6nceden literatiirde gen aktarimi calismalarinda etkin olarak
kullanilan oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiillerin gelistirilerek timoér
hiicrelerinin hedeflenmesinde kullanilmas1 hedeflenmektedir. Sunulan bu tez
calismasi ile, geleneksel kanser tedavi yontemlerine alternatif olarak gelistirilen
immiinoterapi  yontemi i¢in  kullamilabilir =~ bir model olusturulacag:
diistiniilmektedir. Tez ¢alismasinda kullanilan kati lipid nanopartikiile folik asit
takilarak  konjugat olusturulmustur. Nanopartikiill hedeflendirilmesi ile
transfeksiyon etkinliginin arttirillarak aktarilmak istenen genin daha yiiksek
seviyede ifade edilmesi ve immiin yanitin indiiklenmesi amac¢lanmaktadir. Elde
edilen veriler ile literatiirde kanser immiinoterapisi alaninda kullanilan kati lipid
nanopartikiillerin antioksidan-oksidan aktivitelerinin arastirilmas1 ve hiicre
siklusuna etkilerinin degerlendirilmesi yoniindeki aciklarin kapatilacagi
diistiniilmektedir. Saghkl hiicreleri 6ldiirmeden kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi
ile yeni nesil hedefli ilaglarin gelistirilebilecegi diisiintiilmesi ile biyomalzeme ve

ila¢ alanlarinda katki saglanacagi hedeflenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Kanser

insanoglunun yazih ilk kaynaklarina dayanarak, kaydedilmis tarihin
baslangicindan bu yana, insanlar ve hayvanlarda kanser hastaligina dair izlere
rastlanmistir. Bu izlerden bazilar1 fosillesmis kemik tiimorleri, eski Misir'daki
insan mumyalar1 ve eski el yazmalan olarak belirtilebilir. Ornek olarak,
mumyalarda osteosarkom adi verilen kemik kanserini diisiindiiren biiyilime
goriilmesi ve bas ve boyun kanserinde goriilen kemik kafatasi yikimi 6érnek olarak
gosterilebilir. Kanser tanimi, daha kanser terimi tanimlanmadan 6nce, Edwin
Smith Papiriisii denilen ve eskiden Misirda okutulan bir ders kitabinin bir pargasi
olan yazitlarda kullanilmistir. Yangin tatbikati adi verilen bir aletle ¢ikarilmig
tlimor vakasi tarif edilmis ve hastalik hakkinda “Tedavi yok” denilmistir. Kanser
kelimesinin yaraticisi, “Tibbin Babas1” olarak kabul edilen Yunan hekimi Hipokrat
(M.0 460-370) olarak kabul edilmektedir. Hipokrat, iilser ve iilser olmayan
timorleri tamimlamak icin karsino ve karsinoma terimlerini kullanmistir.
Yunancada, yenge¢ anlamina gelen bu kelimelerin, kanserden yayilan parmak
benzeri ¢ikintilarin ve o bolgedeki siskinligin bir yengec seklini ¢agristirdigi icin
kullanildig1 diisiiniilmektedir. Roma hekimi Celsus (M.0. 28-50), daha sonra
Yunanca yengec terimini, Latince sozciik olan kansere ¢evirmistir. Baska bir Yunan
doktor olan Galen (MS 130-200) tiimorleri tanimlamak i¢cin oncos (Yunanca sislik)
kelimesini kullanmistir. Her ne kadar Hipokrat ve Celsus'un yengec¢ analojisi hala
kot huylu tiimorleri tanimlamak i¢in kullanilsa da Galen’in terimi artik onkoloji
uzmani olan kanser uzmanlarinin adinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir [9]

[10].

Kanser, anormal hiicrelerin normal sinirlarinin 6tesinde bliyiimesiyle karakterize
edilen ve daha sonra viicudun bitisik kisimlarini istila edebilen ve/veya diger
organlara yayilabilen genis bir hastalik grubu icin kullanilan genel bir terimdir.

Kanser hiicreleri, dokulardan koken alirlar, biiylidiikce ve bdoliindiikce



normaliteden uzaklagirlar. Kanser, coklu asamali bir hastaliktir, sebepleri hastadan
hastaya degisiklik gostermekle beraber tek bir nedeni yoktur ve viicudun hemen
her boliimiini etkileyebilir. Kanser olusmasina sebebiyet veren ajanlara karsinojen
ad1 verilir ve kimyasal, biyolojik ve fiziksel olarak cesitli tiirleri vardir. Kansere
sebebiyet veren baslica faktorler su sekildedir: iyonize radyasyon, ultraviyole
1sinlar, yas, yetersiz fiziksel aktivite, sigara ve alkol tiiketimi, beslenme ve diyet,
kimyasal maddeler, mikroorganizmalar ve genetik faktorlerdir. Kanser, genetik

faktorlerden daha ¢ok ¢evresel faktorlere baghdir.

Hastaligin en oOnemli nedeni olarak genlerde meydana gelen mutasyonlar
belirtilmektedir. Cogu kanser, hiicrelerin daha hizli béliinmelerini saglayan,
hiicrenin i¢ ve dis kontrollerden kacabilmesini saglayan ve programlanmis hiicre
6limiini engelleyen bir dizi mutasyonun etkisi ile olusur. Hiicrelerin mutasyonlar
etkisiyle boliinmeye devam etmesi lizerine, olusan kitle benign olarak adlandirilir.
Benign tlimorler metastaz yetenegine sahip degillerdir sadece bulunduklar yerde
biiyiiyebilirler. Malign timoérler ise koken aldiklar1 dokunun ¢evresindeki doku ve

organlara yayilabilme yetenegine sahiptirler.

2000 yilinda Douglas Hanahan ve Robert A. Weinberg yaptiklari ¢alisma ile kanser
hiicrelerinin biyolojik olarak alti temel 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir
(Sekil 2.1) [11]. Kanser hiicrelerinin biyolojik 6zellikleri, 2011 yilinda Douglas
Hanahan ve Robert A. Weinberg tarafindan yayinlanan yeni bir calisma ile on tane
olarak giincellenmistir. Eklenen o6zellikler; genomik instabilite ve mutasyonlar,
timori destekleyen inflamasyon, immiin yikimdan kaginabilmek ve enerji

metabolizmasinin yeniden programlanabilmesi olarak belirtilmistir [12].



Proliferatif sinyallerin

stirdiiriilmesi

Apopotoza kars1 direngli olma Antibiiylime faktorlerinden

kagma

Anjiyogenezi indiikleme Invazyon ve  metastaz

indiikleme

Replikatif 6liimstzlik

Sekil 2.1 Kanser hiicresinin alti temel 6zelligi[11]

Kanser, her hastanin viicudunda farkli doku ve organlarda ortaya cikabilir bu
nedenle ortaya ¢ikan belirtileri de farklilik gosterir. Her kanser tiiri kendine has
belirtiler gosterir ve bircok kanser tiirii baslangicta herhangi bir semptom
gostermezken hastaligin seyriyle beraber semptomlar belirginlesir. Baslica
gozlemlenen belirtiler sunlardir; agiklanamayan ve hizhi kilo kaybi, agr, halsizlik,
ates, sislik ve kanamadir. Bununla beraber unutulmamalidir ki, erken teshisle

beraber gelen iyi bakimin hayat kalitesi ve siiresi lizerine 6nemli bir etkisi vardir
[9].

Giliniimtuzde, bulasic1 olmayan hastaliklar diinya genelinde dliimlerin en 6nde gelen
sebebi olarak belirtilmektedir. Bu hastaliklardan kanser ise diinya genelinde
olimlerin en dnemli nedeni ve ¢agimizda diinya Ustiindeki her bir iilkede yasam

siiresini ve kalitesini diisiiren en 6nemli rahatsizlik olarak 6ngoriilmektedir [13].

Kanser, diinya ¢apinda ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir ve 2018'de yaklasik 9,6
milyon oOlime neden oldugu tahmin edilmektedir. Yakin gelecekte, kansere

yakalanan hasta sayisinda artis goriilecegi ve 2030 yilina kadar kansere bagh

7



Olimlerin sayisinin 13,1 milyona ulasacagil diisiiniilmektedir [14]. Diinya Saglk
Orgiitii kayitlarina gore, 172 iilkenin 91'inde 70 yasindan énceki éliimlerin ilk veya
ikinci nedenidir ve 22’sinde Ugiinci veya dordinci siradadir. Kiiresel olarak,
kanser her 6 olimden 1’inin nedeni olarak belirtilmektedir. Akciger, prostat,
kolorektal, mide ve karaciger kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri iken;
meme, kolorektal, akciger, serviks ve tiroid kanseri kadinlarda en yaygin olan
tiirlerdir [15]. Insidans, belirli bir siire icerisinde meydana gelen yeni vakalarin
sayis1 ve cografi bolgede, yillik olarak mutlak vaka sayisi veya yilda 100.000 kisi
basina oran olarak aktarilmaktadir. Kanser gelistirme riskini yaklasik olarak
belirlemek ve tlkeler ile diinya boélgeleri arasinda karsilastirma yapmak icin
kullanilmaktadir.  Birincil 06nleme stratejileri, bu oranin azaltilmasini
amaclamaktadir, ancak artan oranlar, bu alandaki basarisizlifi yansitmayabilir,
ancak erken tespitin (testler veya programlar), subklinik kanser vakalari
kesfedildiginde insidans oranlarinda gecici bir artisa yol acabilecegi diistintiliir.
Benzer sekilde, mortalite belirli bir bolgede ve donemde meydana gelen 6liimlerin
sayisidir ve 6liim orani yilda 100.000 kisi basina diisen 6liimlerin sayisidir. Oliim,

insidansin ve mortalitenin (6lmekte olan hastalarin orani) tirtintidiir [13].

2.1.1 Serviks Kanseri

Diinya capinda serviks kanseri, 2018 yilinda 570.000 vaka ve 311.000 o6limle
birlikte kadinlarda en sik tani1 konan dérdiincii kanser ve ayni zamanda dordiinci
onde gelen kanser olim nedenidir. Serviks kanseri, gelismekte olan veya
gelismemis lilkelerde meme kanserinin ardindan insidans ve mortalite acisindan
ikinci sirada yer almaktadir. Serviks kanserine bagh o6ltimlerin %80’i gelismemis
tilkelerde oldugu bilinmektedir. Serviks kanseri, kadinlarda genelde orta yasta (35-
44 yas) ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Cok nadir olarak 20°li yaslarda goriilebilir. Ayni

zamanda 65 yas Ustil kadinlarda yalnizca %15 oraninda gortliir [13].

Serviks kanseri ve buna bagh 6liim oraninin azaltilmasindaki gelismelere ve yok
edilme ihtimaline yonelik kiiresel iyimserlige ragmen, serviks kanseri ge¢cmiste
kalmis bir hastalik degildir, her 2 dakikada 1 kadin serviks kanseri nedeniyle
kaybedilmektedir. Serviks kanseri vakalari siirekli olarak artis gostermektedir.

Ayni zamanda, kanser tiirleri arasinda en 6ngoriilebilir olanidir. Erten tamn ile
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beraber hastalifin ilerlemeden durdurulmas:i ihtimali yiiksektir. Her hastada
gorulen bulgular farklilik gosterebilir. En sik goriilen bulgu, agrisiz kanama ile
vajinal akintidir. Ayrica, menstiirel dongii haricinde goriilen kanama, postkoital
kanama, mensturel donemdeki kanamanin normalden daha agir ve uzun siirmesi,

kilo kaybi, bel ve kasikta agr1 vb. belirtiler de sik¢a goriilur [16].

Serviks kanserinin bir¢cok nedeni vardir. Bunlar; birden fazla sekstiel partner,
erken yasta cinsel iligki, cinsel yolla bulasan enfeksiyon oykiisii, gen¢ yasta gebelik,
yluksek dogum sayisi, sigara ve tiitiin kullanimi, immiin sistemde zayiflama,
Human Papilloma Viriis (HPV) enfeksiyonu olarak belirtilebilir [17]. Ayrica
gelismemis tlilkelerde yasayan kadinlarin tedavi yontemlerine ulasamamasi ve
serviksin hijyeniyle de alakalidir. Bir¢ok arastirmaci glniimiizde, serviks
kanserinin kalitsal olarak neredeyse hi¢ aktarilmadigini diistinmektedir [18].
Biitiin nedenlerin yaninda HPV, serviks kanserinde karsinogenezde ana etmendir.
Bugiine kadar neredeyse 200 HPV cesidi tespit edilmistir fakat bunlarin hepsi
serviksi kanseri ile sonu¢glanmamaktadir. HPV 16/18 her li¢ servikal karsinomdan
ikisinin nedeni olarak belirtilir. Diinya genelinde ise HPV 31, 33, 35, 45, 52 ve 58,
en yaygin goriilen kanser tiirleridir [19]. HPV enfeksiyonunun patogenezi, gesitli
hiicresel proteinleri inhibe edebilen ve hiicre proliferasyonu, hiicre déngiisi ve
apoptoz gibi biyolojik strecgleri etkileyebilen viral onkoproteinlerin asiri
ekspresyonunu igerir. Servikal karsinogenezi indiikleyen viral ve konakg1 hiicresel
degisiklikler, hastaligin dogas1 hakkinda derinlemesine bilgi saglar ve spesifik
molekiiler hedefe yonelik tedavinin gelisimine ilham verir [20]. HPV enfeksiyonu

sonrasl, servikste goriilen patolojik degisimler Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2 Serviksin patolojik degisimi [20]

2.2 Kanser Tedavisinde Geleneksel Tedavi Yontemleri

Kanser, kisiye 6zgii bir hastaliktir bu nedenle tedavi yontemleri hastadan hastaya
degisiklik gostermektedir. Literatiirde radyoterapi, kemoterapi cerrahi miidahale
ve hormon tedavisi geleneksel kanser tedavileri olarak tanimlanmaktadir. Ayni
zamanda son yillarda immiinoterapi de kanser tedavisinde ylkselmekte olan ve

sikca basvurulan en 6nemli yontem olmustur [9].
2.2.1 Radyoterapi

Radyoterapi (RT) diger bir ismi ile radyasyon terapisi, kanser hiicrelerinin iyonize
radyasyon ile 6ldiriilmesine dayanan yontemdir. Radyoterapi, viicudun tamamini
veya yalnizca bir bolgesini hedef alarak yapilabilir. Tedavi stireci hastaligin seyri
ve hastanin saghk durumuna belirlenir. Gelistirilen bu farklh radyoterapi
yontemlerinde temel hedef, olabildigince fazla kanser hiicresini saglikli hiicrelere
zarar vermeden Oldiirmektir. Radyoterapi, genelde tlimorin kiiciiltiilmesi amaci ile
cerrahi miidahale 6ncesi hastalara uygulanir. Ancak radyoterapinin en biiyiik yan
etkisi kanserli hiicreleri 6ldiiriirken saglikli hiicrelere de zarar vermesidir. Bunun
yaninda kisinin glinliik hayatini etkileyecek sa¢ kaybi, kusma, istah kaybi gibi yan

etkileri de vardir. Giiniimiizde hala sik basvurulan bir tedavi yontemi olmasina
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ragmen doktorlar alternatif tedavi yontemlerini de g6z 6niinde bulundurmaktadir

[21].
2.2.2 Kemoterapi

Kemoterapi (KT), kanser tedavisinde en sik kullanilan yontemdir. Kematerapotik
ajanlar kullanilarak kanser hiicrelerinin yok edilmesine dayanan yodntemdir.
Literatlirde, lenfoma ve 16semi tlirlerinde olumlu sonuclari olan bir tedavi yontemi
oldugu kanitlanmistir [22]. Kemoterapi genelde diger tedavi yontemleri ile beraber
uygulanir. Tedavinin amaci, timoériun boyutlarini kiciltmek, hastada goriilen
semptomlarin etkilerini azaltmak, metastazi engellemek, viicuttaki toplam timor
hiicresi sayisin1 azaltmak olarak belirtilebilir. ileri seviye kanser hastalarinda
kemoterapi aciy1 azaltmak igin, cerrahi miidahale goérecek hastalarda tiimoér
boyutlarin1 kiiciiltmek icini cerrahi miidahale sonrasi viicutta kalan kanser
hiicrelerini 6ldiirmek icin bu tedavi yontemi tercih edilmektedir. Kemoterapi
uygulamalarinda kullanilan ilaglar aktivasyona ve inhibisyona dayal
mekanizmalarin  uyarilmasina bagli olarak timoér hiicrelerinin  6liime
yonlendirmesini saglar. Ancak radyoterapide oldugu gibi kemoterapi de hastanin
saglikl hiicrelerinde hasara neden olabilir ve giindelik hayatin1 olumsuz yonde

etkileyecek yan etkilere neden olabilir [21].
2.2.3 Cerrahi Miidahale Yontemi

Cerrahi miidahale yontemi hem tek basina hem de diger tedavi yontemleri ile
beraber kullanilabilmektedir. Tumoérli dokudan o6rnek alinmasi gereken
durumlarda veya metastaz yapmayan timor dokularinda kitlenin tamamen
uzaklastirilmasi amaci ile yapilmaktadir. Komsu saglikl hiicrelere hasar vermeden
timori uzaklastirmak i¢in diger yontemler ile timoriin boyutlarinin kiiciiltiilmesi
gerekmektedir. Gliniimiizde siklikla kullanilan bu yontemde hasarli dokunun

durumuna gore gelistirilen yontemler mevcuttur [9].
2.2.4 Hormonal Tedaviler

Hormonlar viicudun kendisi tarafindan iiretilen proteinlerdir. Ihtiyac durumunda
disardan verilebilen kimyasal maddeler de hormonlar olarak isimlendirilir.

Hormonlar, kanser tedavisinde o0zellikle prostat ve meme kanserlerinin
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tedavisinde seks hormonlarinin ila¢ olarak kullanilmasi ile yaygindir. Hormonal
tedavilerin kemoterapiden farki, hormonlarin hiicreye baglanmasi ve onlarin
biiylimesini engellemeleridir. Hormonal tedavilerde kullanilan ilaglar ii¢ sinifa
ayrilir; hormon sentez inhibitorleri, hormon reseptér antagonistleri ve hormon
takviyesi seklindedir. Her bir ila¢ farkl sekilde hiicreyi etkiler ve hitap ettigi

kanser tiira farkhdir.
2.3 Immiinoterapi

Son yillarda, kanser ve immiin sistem hiicreleri arasindaki iligkisi konusundaki
bilgimiz 6nemli 6lciide artmistir. Buna bagh olarak, yaygin olarak tercih edilen
kanser tedavilerinin yaninda hastaya ve hastalia spesifik olarak gelistirilen
tedaviler daha on plana ¢ikmaktadir. Cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi
ve hedeflendirilmis tedavilerin ardindan gelen kanser tedavisinin “besinci ayag1”
olarak tabir edilmektedir [23]. Bu tedavi yontemi, tek basina veya diger kanser
tedavileri ile c¢esitli kombinasyonlar olusturacak sekilde kullanilabilmektedir.
Literatirdeki bir dizi calismaya gore, radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi
yontemler ile sinerjisi halihazirda merak uyandiran bir arastirma konusudur [24].
Kanser immiinoterapisinin amaci, hastanin immiin sistem hiicrelerini
gliclendirerek kanser hiicrelerini belirlemek, bulmak ve yok etmektir. Gegen 20 y1l
boyunca kanser immiinoterapisi konusunda oldukca buiyiik adimlar atilmistir [25].
Oyle ki, klinik calismalarin ardindan elde edilen olumlu sonuglar ile immiinoterapi,
2013 yilinda Science dergisi tarafindan “Breakthrough of the Year” ilan edilmistir
[26]. Bu agiklamanin ardindan, immiinoterapi daha da 6n planda yer almaya
baslamistir. 2018 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip 6diiliinii, immiin sistemin kanser
hiicrelerini yok etmek konusunda kullanilmasini temel alan ¢alismalari ile James

Allison ve Tasuku Honjo isimli bilim insanlar1 kazanmistir [27].

Eski Misir'dan 18. yiizyilla kadar stiregelen tarih boyunca, bir¢ok yiiksek atesli
ataktan veya enfeksiyoz hastaliktan sonra timor biliylimesinin gerilemesi
vakasinin bildirildigi yaygin bir bilgidir. Ancak gelisen teknoloji ile beraber immiin
sistem ve kanser arasindaki iliski ancak 18. yiizyilin ortalarinda fark edilebilmistir.
18. yiizy1lin ortalarinda, iki Alman doktor Busch ve Fehleisen, erizipel enfeksiyonu

(Streptococcus pyogenes enfeksiyonu) sonrasi hastalarda timoér regresyonu
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vakalarini bagimsiz olarak bildirmistir. Literatiirde, kotii huylu tiimérlerin tedavisi
icin ilk sistematik immiinoterapi ¢alismasi, 1891 yilinda bir cerrahi onkolog olan
William B. Coley yapilmistir. Coley, hastanin bagisiklik sistemini uyarmak igin 1s1
ile inaktive edilmis Streptococcus pyogenes ve Serratia marcescens organizmalarini
hastaya enjekte etmistir. Coley baslattig1 bu proje ile beraber, cerrahi miidahale
yapilamayan ¢ogu sarkoma hastasi olan 1000’den fazla sayidaki hastada tiimérde
gerileme oldugunu gormistir [23], [28]. Bu proje ile Coley’in yasam boyu siirecek
olan ve bir¢ok bilim insanina 6rnek olusturacak kanser immiinoterapisi ¢alismalari
baslamistir. Coley’in 1891 yilindaki ilk anti-kanser c¢alismasindan sonra
immiinoterapi alanindaki 6nemli gelismeler; 1973 yilinda dentritik hiicrelerin
(DC) kesfi, 1989 yilinda ilk kimerik antijen reseptorlerinin (CAR) gelisimi, 1991
yilinda ilk timor antijeninin klonlanmasi ve 1995 yilinda ilk kontrol noktasi
molekiliintin yani sitotoksik T lenfosit iligkili protein 4’iin (CTLA-4) tanimlanmasi
olarak belirtilebilir [29]. 21. ylizyi1lda gelisen teknoloji ve yontemler ile yapilan
klinik calismalarin lisanslanmasi ile de imminoterapi c¢alismalar1 6nemini

arttirmistir.

immiinoterapinin avantajlari [2]:

“Immiinoinflamatuar” tiimériin tedavi etkisi iyidir ve uzun dénem sagkalim

orani 6nemli 6l¢lde iyilesmistir.

e Hedeflenebilir bir yontem oldugu icin kesinligi ve 6zgulliigu ytksektir.

e Uzun siire etkili olan bir yontemdir.

e Tedavi birden fazla timor tipini kontrol edebilir ve 6ldiirebilir.

e Tedavi, immiin yamti arttirmak ve timor hiicrelerini 6ldiirmek icin
viicudun kendi immiin sistemini kullanir.

e Viicudun immiin fonksiyonunu geri kazandirabilir ve gelistirebilir. Boylece
timor hiicrelerini bulur, yok eder ve tiimoriin niiksii ve metastazini 6nler.

e Tedavi sonrasi viicutta kalan residual timor hiicrelerini ve mikroskobik

lezyonlari viicuttan uzaklastirir.

e Geleneksel tedavi yontemlerine gore yan etkileri daha azdir.
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immiinoterapinin dezavantajlari [2]:

2.3.1

Ozellikle immiin kontrol noktasi inhibitérlerinin kullanimi, otoimmiin
hastaliklara ve hatta 6liime yol acan olumsuz sonuglar dogurabilir.

Baz1 hastalarda kullanimdan sonra gesitli spesifik olmayan toksik ve yan
etkiler ortaya c¢ikabilir.

immiinoterapi tedavisi aym anda bir¢cok faktorden etkilenmektedir. Bu
nedenle hastalarin sagkalim orani ve prognozu tahmin edilememektedir.
Tedavi maliyetleri oldukca ytiksektir.

Tedavi her hasta icin uygun olmayabilmektedir bu nedenle hassas bir
secicilik vardir. Timor tipi "immiin baskilama tipi" ve "immiin dislama tipi"

oldugunda, immiinoterapi tedavisinin etkisi zayiftir.

immiinoterapi Simiflandirilmasi

Kanser immiinoterapisi ¢alismalar1 genel olarak iki sekilde siniflandirilir; pasif ve

aktif imminoterapi. Sinifrlandirma, hastanin bagisiklik sisteminin mevcut

durumuna ve kullanilmasi planlanan terapétik ajanin etki mekanizmasina bagh

olarak yapilmaktadir. Pasif ve aktif kanser immiinoterapisi ¢alismalarinin

siniflandirilmasi Tablo 2.1'de gésterilmistir [30].

Tablo 2.1 immiinoterapi ¢alismalarinin siniflandiriimasi

IMMUNOTERAPI | AKTIF PASIF
SPESIFiK SITOKINLER ADOPTIF
OLMAYAN iMMUN KONTROL | HUCRESEL TERAPI
NOKTASI
INHiBIiTORLERI
SPESIFiK KANSER ASILARI | MONOKLONAL
ONKOLITIK ANTIKORLAR
VIRUSLER
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2.3.1.1 Pasif immiinoterapi

Pasif immiinoterapide asil amag laboratuvar kosullarinda tretilebilen terapotikler
kullanilarak mevcut anti-tiimor yanit1 arttirmaktir. Tedavi, immiin sistemi zayif ya
da islevsiz olan hastalarda tercih edilir. Tiimor hiicrelerine saldirmak i¢in hastanin
immiin sisteminden bagimsiz olarak tasarlanir, yalnizca immin sisteme ait
bilesenlerin laboratuvarda modifiye edilmesi ile yapilir. Pasif imminoterapi
yonteminde monoklonal antikorlar ve adoptif hiicre terapisi sik¢a kullanilan

molekillerdir [29], [31].

a) Monoklonal antikorlar (mAb), belirli bir B hiicresi tarafindan iiretilen ve
yuksek antijen affinitesine sahip biiylik yapay proteinlerdir. Antijen spesifik
olmalari sayesinde tiimor hiicresinin ytlizeyindeki epitoplara baglanma kapasiteleri
ylksektir. Geg¢tigimiz 20 yil boyunca monoklonal antikorlar, immiinoterapi
calismalarinda klinik ¢alismalarda en sik kullanilan ve US FDA (US Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanan tedavi yontemidir [32]. Ex vivo kosullarda
kanser hiicrelerinde iretilen antijenlere spesifik antikorlar iiretilir ve immiin
yaniti arttirmak amaciyla hastaya transfer edilir. Literatiirde, monoklonal
antikorlar direkt olarak kanser hiicrelerinin ylizeyinde yer alan antijene
yonlenmelerinden dolay1 hedeflendirilmis tedaviler olarak da isimlendirilir.
Tedavide kullanilan antikorlar; ¢iplak, konjuge, radyoaktif isaretlenmis, kimyasal
olarak isaretlenmis ve bispesifik monoklonal antikorlar olarak siniflandirilabilir.
Kanser immiinoterapisinde en sik c¢iplak monoklonal antikorlar kullanilir.
Herhangi bir radyoaktif isaretci veya ilag bulunmasina gerek kalmadan dogrudan
antijene baglanabilirler. Konjuge mAb, kematerapoétik ilaglar1 veya radyoaktif
isaretlenmis partikiillerin kanser hiicrelerine transferi amaci ile kullanilir.
Radyoaktif isaretlenmis mAb, ¢iplak antikorlara radyoaktif isaretcilerin eklenmesi
ile olusturulur. Kimyasal isaretlenmis mAb, kemoterapotik etkisi yiiksek
monoklonal antikorlardir. Bispesifik mAb ise yapisinda iki c¢esit antikor
tasimalarindan dolayi, ayni anda bu iki antikorun reseptorii olan farkl iki antijene
baglanabilirler. Radyoaktif veya kimyasal isaretlenmis monoklonal antikorlar

icerdikleri toksinler veya yaydiklar1 radyasyon ile hedef hiicreyi yok etmeyi
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hedeflerler[33]-[35]. Gliniimlizde cesitli kanser tiirlerini hedef alan monoklonal
antikorlar temelli birgok ila¢ gelistirilmistir. 1997 yilinda monoklonal antikorlarin
klinikte kullanilmasi ile FDA tarafindan onay alan ilk ila¢ rituximab (Rituxan,

Genentech) olmustur [32].

b) Adoptif hiicre terapisi, immiin sistemi uyarmak yerine ex vivo kosullarda dogal
ya da genetik olarak degisiklige ugratilmis T hiicrelerinin hastalara transfer
edilmesidir. 20.ytizyi1ldaki calismalar ile hiz kazanmistir. Yapilan c¢alismalarda,
timor hiicrelerinde saglikli hiicrelerde olmayan timor iligkili ya da tiimore
spesifik antijenlerin tasindigl anlasilmis ve boylece basarili adoptif T hiicresi
transferinin 6nemi kavranmistir. Transfer edilen hiicrelerin konakgidaki belirli bir
antijene hedeflendirilmesi ile konak¢idaki immiin yanit olusma asamasi atlanmis
olur. Hedeflenen immiin yaniti olusturabilmek i¢in, otolog hiicreler mutlaka timor
antijenlerini taniyacak sekilde, immiin yanit olusturabilecek sayida, tiimoér yiiki
bolgelerine ilerleyebilecek ve dolasimdan disariya ¢ikabilecek sekilde
tasarlanmalidir. T hiicrelerinin tiimor hiicrelerini yok etmesi amaci ile transferi iki
sekilde gerceklestirilir; var olan tiimor hiicrelerinden elde edilen tiimoér spesifik T
hiicrelerinin izolasyonu (TIL) ve tiimor hiicrelerinin spesifik olarak taninmasi icin
genetik olarak modifiye edilmis T hiticrelerinin kullanilmasi yolu. Her iki yontemde
de, T hiicre ex vivo olarak islem goriir ve ardindan tekrar hastaya transfer edilir
[36]. Tarihteki ilk basarili hiicresel terapi, otolog TIL araciligi ile ilerlemis melanom
hastasina yapilmistir. T hiicrelerinin genetik olarak modifiye edilmesi ile spesifik T
hiicresi reseptorii (TCR) elde edilir. TCR teknolojisi ile T hiicreleri ile timor
spesifik antijenler HLA taninmasi ile eslesirler. Bu dogal eslesme ile beraber
minimum diizeyde sitotoksik etki olusur. Fakat ayn1 zamanda TCR’lerin ylizeyde az
miktarda eksprese olmasi ve T hiicrelerinin in vivo kosullarda dmriinin kisa
olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Glinlimiizde genetik olarak modifiye edilmis
diger T hiicresi kimerik antijen reseptorleridir (CAR). CAR-T teknolojisi ile yapilan
ilk calismalar olumsuz sonuglar verse de glinlimiizde yontemin zorluklar1 asilmaya
baslanmistir. CAR-T teknolojisi ile ilgili diinya ¢apinda bir¢ok c¢alisma
yuritiilmektedir ve yakin zamanda olumlu sonuglar alinacagina inanilmaktadir

[37], [38].
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2.3.1.2 Aktif immiinoterapi

Tlimoére 6zgli immin yanitlarin daha ayrintih bir sekilde anlasilmasi, kanser
immiinoterapisine daha da odaklanmis bir yaklasimin arastirilmasina yol agmistir.
Aktif immiinoterapi, immiin sistemi uyararak kanser hiicrelerinin yok edilmesini
hedefler. Aktif immiinoterapi asilama, immiinomodiilasyon veya spesifik antijen
reseptorlerini hedeflemeleri ile yapilmaktadir. Yontem, immiin kontrol noktasi

inhibitorleri, kanser asilar ve onkolitik viriisler araciligi ile gerceklestirilir [29].

a) Kanser asilari, aktif imminoterapi c¢alismalarinda en sik Kkullanilan
yontemlerden birisidir. Amag, kanser hiicrelerinin yok edilmesi adina immiin yanit
olusturulmasi ve viicudun asilar sayesinde belirli peptit veya antijenleri hedefleyen
antikorlar1 iiretmesini saglamaktir. Asilar, tiimor hiicrelerinin tamamini, bir
pargasini veya saflastirllmis antijenlerini icerebilir. Kanser asilari; peptit bazl,
immiin hiicresi ya da dentritik hiicresi bazli ya da tiimor hiicresi bazl olabilir.
Kanser asilari, vicutta bulunan tiimor hiicrelerini hedef alir ve ayni zamanda
kanserin niiksiinii engeller. Kanser asilarinin uygulanmasinda bazi kisitlamalar
vardir. Bunlar; degisken antijen ekspresyonu, gili¢gli bir immin yanit
olusturamama, tiimoér mikrocevresinde immiin yanitin nétralize edilebilmesi

ihtimali ve zamanla etkinligin diismesi olarak belirtilebilir [31], [32].

e Peptit bazh asilar, timor hiicrelerinin yilizeyinde bulunan HLA molekiilleri ile
etkilesime giren timor antijenlerine karsi immin yanit olusturmak amac ile
tasarlanir. Antijene 6zgii tasarlanmalar1 sayesinde saglikli hiicrelerdeki toksik
etkileri azdir ancak tiimor antijen peptitleri ve hastanin HLA tipi iyi karakterize
edilmelidir. Peptit asilari, antijene 6zgii immiin yanitin diizenlenmesinde
givenilir bir yontem olarak diistiniilmektedir[39].

e Immiin ya da dentritik hiicresi bazh agilar, dentritik hiicreleri (DC), tiimor
antijenlerinin T hiicreleri tarafindan yakalanmasini ve islenmesini ve ardindan
immiin yanit olusmasini saglayan hiicrelerdir. Erken donem kanser asilarinda,
timor iliskili antijenler veya otolog tiimor hiicreleri ile monosit hiicrelerinden
elde edilmis dentritik hiicreler kullanilmistir. 2010 yilinda FDA tarafindan
prostat kanserinin tedavisi icin DC bazh ilk kanser asisi onay almistir.

Sipuleucel-T (Provenge, Dendreon Corp.) isimli ilag, hastanin kendi
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hiicrelerinin kullanilmasi ile anti-timo6r yanitin olusturulmasi hedeflenmistir.
Glinimuzde dentritik hiicresi bazhi asilar, sitokinlerle zenginlestirilmis ve
immiinojenisiteyi artiran in vitro Kkiiltiirleme tekniklerini kullanir. Ayrica
rekombinant teknoloji, T hiicrelerini ve NK hiicrelerini aktive eden biiyiime
faktorlerini veya interlokinleri salgilayan ve bu kanser asilarinin anti-kanser
bagisiklik yanitinda 6nemli bir iyilesme saglayan genetik olarak tasarlanmis
DC'leri uiretme kabiliyetini saglamistir. Kanser asilar1 arasinda ¢ok yaygin
olarak kullanilan ve gelistirilen bu yontem; prostat, kolorektal, bobrek, meme
kanseri, melanom, l6semi ve lenfomada test edilmistir [31].

e Tumor hiicresi bazli kanser asilari, tiimor hiicresinin tamamini immiin yanit
olusturmak amaci ile kullanir. Tiimoér hiicrelerinin ylizeyindeki antijenlere 6zgii
degildir ve boylece baglanabildikleri epitop yelpazesi daha genistir ve hastanin
kendi hiicrelerinin kullanilmasi (otolog) ya da bagka bir hastanin tiimoér
hiicrelerinin kullanilmasi (allojenik) ile hazirlanabilir. Timor hiicreleri elde
edildikten sonra, tek baslarina veya granitlosit makrofaj koloni uyaric1 faktér
gibi bir adjuvan ile kombinasyon halinde uygulanir. Klinik olarak, M-Vax (AVAX
Technologies) gibi timoér hiicresi bazh asilar, bircok farkli kanser cesidinin
tedavisinde kullanilabilmektedir [32].

b) Onkolitik viriisler, genetik olarak degistirilmis veya dogal olarak kanser

hiicrelerine niifuz ederek onlar1 6ldiirebilen viriislere denir. Viriisler yalnizca

kanser hiicrelerine etki ederek saglikli hiicrelere zarar vermezler. Boylece,
minimal yan etki ile beraber anti-tlimér yanit olusturulmus olur. Talimogene
laherparepvec (T-Vec), FDA tarafindan onay almis ilk onkolitik viriis bazl ilagtir.

Viral enfeksiyonlara karsi gelistirilen koruma mekanizmalarinin kanser

hiicrelerinin ¢ogunda bozuldugu goézlenmistir. Bu bozulmadan faydalanilarak

viriisler kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelere kiyasla daha yogun bir sekilde
cogalabilmektedir. Viriislerin saglikli hiicrelerde de ¢ogalabilmesinden dolayinda,
yalnizca kanser hiicrelerinde ¢cogalan onkolitik viriislerin gelistirilmesi ve tedavide
kullanilmasi ihtiyaci dogmustur. Son zamanlarda, kanser hiicrelerine 6zgii
replikasyon elde etme girisimleri yapilmis ve Reolysin adli bir reoviriis varyanti
(aktive edilmis Ras sinyal yoluna sahip hiicrelerde onkolitik davranis

sergilemektedir) gelistirilmistir. 1991 yilinda genetigi degistirilmis bir tip 1 herpes
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simplex viriisiindeki bir mutasyon ile beyin kanserinin tedavisinde olumlu sonug
alinmistir [40].

¢) immiin kontrol noktasi inhibitérleri, giiniimiizde klinik uygulamalarda en sik
kullanilan ve birgok kanser tiirii icin umut vaat eden bir yontemdir. T hiicreleri,
antijen sunan hicreler ve timor hiicreleri lizerinde eksprese edilen bir dizi
inhibitor reseptor ve ligand, yakin zamanda tiimoér mikrocevresindeki immiin
baskilanmasinin 6nemli Ogeleridir. T hiicresi aktivasyonunun diizenleyicileri
olarak biyolojik rollerinden dolayi, bu reseptor/ligand ciftleri "immiin kontrol
noktalar1” olarak adlandirilmistir. Bu kontrol noktalarinin bloke edilmesi basaril
bir tedavi kavrami olarak ortaya cikmistir. Immiin kontrol noktalari, immiin
yanitin diizenlenmesinde gorevli hiicre zar proteinleridir. Tiimor antijenleri bir
yanit olusturduktan sonra immiin enflamatuvar yanitin siirekli olarak aktive
edilmemesini saglamak i¢in, coklu kontroller veya "kontrol noktalar1" mevcut veya
aktive edilmistir. Immiin kontrol noktalari, var olan bir immiin yaniti durdurabilen
sinyallerdir. Bu sinyallerin, tiimor hiicreleri tarafindan fazla miktarda
ekspresyonu, kanser mikrogcevresinde tiimoér hiicresine spesifik T-hiicresi
immiinitesini etkiler. Immiin kontrol noktasinin inhibisyonunu iceren tedavilerin
amaci, negatif bagisiklik diizenini bozarak bagisiklik sistemini kullanmak ve
gliclendirmektir. 2011 yilinda, Ipilimumab isimli ila¢ klinik kullanimda immiin
kontrol noktasi ilaglar1 kullanilarak melanom hastalarinda tedavi imkanlari
saglanmistir. 2019 mart ay1 itibariyle kontrol noktalar1 bazl1 7 adet immiinoterapi
ilaci klinik uygulamalarda kullanilmaktadir [41]. iImmiin kontrol noktalarina
baglanan monoklonal antikorlar, sitotoksik T lenfositle iliskili molektil-4 (CTLA-4),
programlanmis hiicre 6limi protein 1 (PDL-1) ve programlanmis hiicre élimi
ligandi (PD-L1) ile baglant1 yaparlar [41].

o PD-1/PD-L1, PD-1 immiinoglobulin gen siiper ailesine mensup hiicre yiizey
reseptoriidiir. PD-1; dogal 6ldiiriicii T hiicreleri dendritik hiicreler, monositler ve B
hiicreleri lizerinde var olan ana immiin kontrol noktasi reseptoriidiir. Hiicrelerin
yapismasl ve cogalmasinda gorev alir. Normal kosullarda, PD-1'in iki ligandi
bulunur: PD-L1 ve PD-L2 ve bu ligandlar, %37 dizi homolojisini paylasir. Kanser
hiicreleri, immiin sistem hiicreleri tarafindan saldiriya ugradiginda PD-L1 ve PD-

L2 ekspresyon diizeyi artar ve T hiicrelerinin inhibisyonuna ve immiin kacisina
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neden olur. PD-1/PD-L1 yolagin1 hedefleyen immiin kontrol noktas: inhibitor,
melanom, renal hiicreli karsinom, kiiciik hiicreli akciger kanseri ve mesane kanseri
gibi cesitli kanser tiirlerinde belirgin klinik cevaplara neden olur. PD-1 ve PD-L1
arasindaki etkilesimin antikorlarla bloke edilmesi, kanser hiicrelerine karsi
bagisiklik tepkisini arttirir [42]. Bu yolu bloke etmek bagisiklik sisteminde
“frenleri serbest birakir” ve PD-L ifade eden tiimor hiicrelerinin saldirisina izin
verir. PD-1/PD-L1 baglantisinin inhibisyonunun 6nemi her gecen giin artmaktadir.
PD-1/PD-L1 yolagini hedefleyen monokonal antikorlar ile bir¢cok kanser tiirtinde
etkili tedavi sunan 2014 yilinda Nivolumab ve Pembrolizumab FDA tarafindan
onaylanmis ilk iki ilactir.

o CTLA-4, immiin yardimci uyarici protein CD28'in homologu olan bir
transmembran glikoproteinidir ve CD28'in fonksiyonunu noétralize eder. Her iki
molektl de antijen sunan hiicreler sirasiyla B7-1 ve B7-2 olarak da isimlendirilen
CD80 ve CD86’ya baglanir. CTLA-4, CD28’e kiyasla CD80 ve CD86’ya daha ytliksek
afinite ile baglanir. Boylece ligandlar: icin CD28'’i geride birakir. Normal kosullarda,
efektor T hiicrelerinde ve Treg hiicrelerinin ylizey bolgesinde az seviyede eksprese
edilir ve CTLA-4 inhibisyonu bu hiicreler ile hedeflenebilir. CTLA-4 inhibisyonu,
sitotoksit T hiicrelerinin aktivasyonunu arttirir. Boylece Treg hiicrelerine bagh
immiin blokaj inhibe edilir ve anti-tim6r aktivasyonu gozlenir. Yapilan ¢alismalar
ile beraber, 2011 yilinda CTLA-4 tedavisi icin gelistirilen Ipilimumab FDA
tarafindan onay almis ilk ilagtir. Hem CTLA-4 hem de PD-1, bagimsiz olarak
CD3/CD28'e bagl sinyal sistemi lizerinde fren gorevi goriir, bu da kontrol noktasi
inhibitorii tedavisinin etkili olmasi i¢in altta yatan bagisiklik tepkilerinin
gerektigini gosterir [43].

d) Sitokinler, cesitli hiicreler tarafindan iiretilen ve hiicrelerin bilyiimesi,
farklilasmasi ve yasam stirelerinin diizenlenmesinde gorev alan molekiiler agirhgi
30 kDa altinda olan protein grubudur. Sitokinler, immiin sistem hiicrelerinin kisa
mesafelerde parakrin ve otokrin tarzinda iletisim kurmasina izin veren dogustan
gelen ve uyarlanabilir bagisiklik sistemlerinin ana dizenleyicileridir. Bu
molekiiller diger terapi ajanlarindan farkli olarak direkt olarak immiin hiicrelerini
uyarirlar. Sitokinler ¢ogunlukla bir uyarana yanit olarak belirli bir siire boyunca

salinir ve dolasimdaki sinirh yar1 émiirleri nedeniyle etkilerinin kapsami kisithidir.
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TNF-a (timor nekroz faktorii), GM-CSF (grantilosit-makrofaj koloni uyarici faktor),
IFN- a (interferon alfa) gibi sitokinler ve ayrica IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-21 gibi
bazi interl6kinler aktif immiinoterapide gorev alan ajanlar olarak islev gorebilir.
Sitokinlerin immiin sistem iizerindeki etkisi birka¢ farkli mekanizma ile
aciklanabilir. Bunlar; hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve efektéor CD4 + ve CD8 +
T lenfositleri ve dogal Kkatil hiicrelerinin (NK) wuyarilmasi, graniilositler,
monositler/makrofajlar ve T lenfositlerin olusumuna neden olan hematopoietik
sistemin onciil hiicrelerinin proliferasyonunun ve farklilasmasinin uyarilmasi ve
IFN-y ve immiinoglobulinlerin immiin sistem hiicreleri tarafindan sentezinin
uyarilmasidir. Literatiirde ¢ok sayida hayvan tiimér modeli ¢alismasi, sitokinlerin
yuksek anti-tlimor aktivitesine sahip oldugunu gostermis ve bir¢ok farkl tiimor
tipinde denemeler yapilmistir [44]. Ozellikle; GM-CSF, IL-2, IFN-a-2b ve IL-12,
metastatik melanomda, IFN-a ve GM-CSF miyeloid 16semide ve IFN- a -2b, IL-2 ve
IL-12 bobrek kanseri lizerinde test edilmistir. Sitokinlerin kanser
immiinoterapisinde kullanilmasi; timor gerilemesini, metastaz olusumunun
onlenmesini, immiinolojik bellegin gelisimini ve artan sagkalim ile birlikte hastalik
niikks riskinin azaldigim1 gostermistir. Ancak, TNF-a, GM-CSF ve IL-2 gibi
sitokinlerin bazi klinik c¢alismalari, ciddi yan etkiler nedeniyle Kkesinlikle
sinirlandirilmistir. Bununla birlikte, sitokin (IL-2, GM-CSF, IFN- a) bazh biyolojik
terapi, geleneksel tedaviler ile kombine olacak sekilde kullanilmasi klinik olarak
gelistirilmektedir [30]. 1986 yilinda, IFN- a l6semi tedavisinde kullanilmak tizere
FDA tarafindan onay olan ilk sitokin olmustur. Ardindan IL-2, 1992 yilinda
metastatik bobrek kanseri icin ve 1998 yilinda ileri seviye melanom tedavisi icin

FDA tarafindan onay almistir [45].
2.4 Gen Aktarimi ve Nanoteknoloji

Gen aktarimi, ozellikle bir hastaligin tedavi edilmesi amaci ile genetik materyalin
transfer edilmesi olayidir. Kavram olarak onlarca yildir var olmasina ragmen, ilk
klinik arastirma 1990’da nadir goriilen bir immiin yetmezlik bozuklugu
hastaliginin tedavisi i¢cin ABD’de yapilmistir. Gegen 30 yil boyunca, cesitli
monojenik hastaliklardan bulasici hastaliklara, karmasik noérodejenereatif

bozukluklara ve kansere kadar genis bir uygulama alani vardir. 2017 yili verilerine
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gore, cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla yapilan gen transferi calismalarinin

belirli hastaliklara gore sayisi Sekil 2.3’te verilmistir [46], [47].

inflamatuvar Hastaliklar
oz Hastahklam

Mérclojik Hastaliklar

Gen [saretlemesi

Saghkh Gondlliler

Diger

Kardivovaskiiler Hastahiklar
EBulasic: Hastaliklar

Tek Gen Hastaliklam

Kanser I 1 I
500 1,000 1,500 2,000

g "]

Calisma Sayisi

Sekil 2.3 2017 yili verilerine gore gen transferi calismalarinin sayisi ile ilgili
hastaliklar [46]

Gen aktarimi tekniklerinde, iki ana maddenin 6nemi vardir; genetik materyal ve
tasiyici ajanin 6zellikleri. Ciplak deoksiriboniikleik asit (DNA) veya ribontikleik asit
(RNA) molekiilleri, endositik yolaktaki lizozomlar ve membranlar dahil bircok
biyolojik bariyeri gecerek bozunmadan bir hiicreyi transfekte edememektedir. Bu
nedenle enzimatik bozulmaya karsi, niikleik asitleri korumak i¢in tasiyici bir
sistemde tasinmasi gerekir [48]. Genetik materyali koruyan ve amaglanan hiicre
tipinin hiicresel veya ntikleer i¢ kismina transferini saglayan tasiyici ajanlar vektor
olarak adlandirlir. Tasiyici hedefe ulastiginda, hiicreyi transfekte etmek amaci ile
degrede olarak niikleik asitleri serbest birakmaldir. ideal vektér; genetik
materyali hiicrelere aktarmak icin etkili, toksik olmayan, immiinojenik ve

kanserojenik olmamalidir.

Basarili bir gen aktarimui igin iyi bir vektoriin sahip olmasi gereken bazi 6zellikler

vardir. Bunlar[49]:

e Konak hiicreye kolayca entegre olabilmesi,
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e Transferi yapilacak kargonun bozunmadan hiicrenin hedef bdlgesine
aktarilabilmesi,

e Uretiminin kolay, tekrarlanabilir ve cok miktarlarda yapilabilmesi,

e Saklama kosullarinda uzun siire stabil kalabilmesi,

e Hedef hiicreye aktarilan genin anlatim diizeyinin istenilen diizeyde
olabilmesi,

e Tasima kapasitesinin biliytik olmas;,

e Biyobozunur ve biyouyumlu olmasi olarak belirlenebilir.

Gen aktarimi temelde, degisiklige ugrayan hiicre tipine gore germ hatti hiicrelerine
ve somatik hiicrelere gen aktarimi olmak tizere ikiye ayrilir. Germ hatti hiicrelerine
gen aktariminda, sperm, yumurta, zigot ve erken dénem embriyolara aktarim
yapilabilmektedir. Ancak bu hiicrelerin hepsi, genetik olarak aktarilan hiicreler
oldugundan dolay1 bu hiicre aktarim yontemi bircok iilkede etik agidan dogru
kabul edilmedigi icin yasal degildir. Somatik gen aktariminda ise aktarilan genetik
materyal hedef hiicreye entegre olsa da degisiklik bir sonraki nesle aktarilmaz.
GuUniumiizde gelistirilen tim gen nakli c¢alismalar;, somatik hiicrelerine

yapilmaktadir [47].

Ayrica gen aktarimi sistemi, hedeflenen genlerin alici hiicreye aktarildigr ortama
gore ikiye ayrilir. Bunlar: laboratuvarda yapilan gen aktarimi (ex vivo) veya direkt
hastaya nakil (in vivo) olarak iki sekildedir. Ex vivo gen aktariminda, hedef
hiicreler hastadan temin edilir ve laboratuvar ortaminda kiiltiire edilir. Nakil
yapilacak hiicreler secilir, hiicre kiiltiiriinde in vitro aktarim yapilir ve hastaya
transfer edilir. Bu yontemde hastanin kendi hiicrelerini kullanmak, hiicrelerin
reddedilmemesi acisindan avantaj saglar. In vivo gen aktarimi ise, hedef hiicreye in
vitro kosullarda transfer yapilamamasi durumunda tercih edilen yontemdir.
Transferdeki hedefleme en biiylik problem olarak tespit edilmistir. Bu yontemde
gen nakli yapilan hiicreler in vitro ortamda degerlendirilmeden transfer

edildiginden, etkinlik transfer isleminin basarisina baghdir [50].

Gen aktarimi yontemleri li¢ ana gruba ayrilir. Bunlar; fiziksel, kimyasal ve biyolojik
gen aktarimidir. Fiziksel gen aktariminda, aktarilmak istenen genetik materyal

hedef hiicreye fiziksel bir kuvvet kullanilarak transfer edilir. Kimyasal gen
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aktariminda, kimyasal ajanlar kullanilarak hedef hiicreye aktarim yapilir. Biyolojik

gen aktarimi ise, genetik materyal in vivo veya in vitro kosullarda hiicrelere

ozellikle virtsler kullanilarak transfer edilir. Kullanilan ti¢ farkli yéntemin sisteme

0zgu avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.2’de gosterilmistir [51].

Tablo 2.2 Gen aktarim metotlarinin avantaj ve dezavantajlari [51], [52]

METOT AVANTA]J DEZAVANTA]J

FiZIKSEL Gen transferinde etkinlik | Ozel ekipmanlar gerektirir.
yuksektir. Hiicreleri fiziksel hasara
Her hiicre tipinde | ugratip, Oliime neden
uygulanabilir. olabilir.

Bolinen ve boliinmeyen | Uriin miktar diigiiktiir.
hiicrelerde kullanilabilir.

In vivo ve in vitro ortamda

verim ytiiksektir.

KIMYASAL Uriin miktan fazladir. Boliinmeyen hiicrelerde
In vitro ortamda etkinligi etkinligi disiktdr.
yuksektir ve sikca kullanilir. | In vivo sistemlerde
Hizlidur transfeksiyon etkinligi

duisiiktir.
Giivenli ve uygun maliyetli L
bir vé . Gen ekspresyonu = siiresi
ir yontemdir.
kisadir.
BiYOLOJiK Tasima kapasitesi fazladir. Gelecekte ortaya cikabilecek

Boliinen ve bdliinmeyen
hiicrelerde kullanilabilir.

In vivo ve in Vvitro
calismalarda verim
yuksektir.

biyogiivenlik  problemleri
vardir.

Maliyeti ytiiksektir.

Onkogenez ve insersiyonel
mutasyon riski vardir.
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2.4.1 Viral Vektorler

Vektorler viral ve viral olmayan vektorler olmak tizere iki sinifa ayrilir. Viral vektor
sistemlerinde virisler, hiicreye tutunmak ve genetik materyali in vivo veya ex vivo
ortamlarda aktarmak icin gelistirilen “kii¢lik” sistemler olarak diisiiniilebilir. Viral
vektorler, biyolojik tasima sistemleridir. Viral vektorlerin kendine has avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Viral olmayan sistemlere gore, daha yiliksek etkinlikte ve
daha dayanikhdirlar. Ayrica, beyin gibi baz1 bélgelerde daha etkin sekilde gen
aktariminda bulunurlar. Ancak, biyogtivenligin sorun olmasi, belirli hiicre tiplerine
hedefleme yapilamamasi, gen aktarimi isleminden sonraki 7-14 giin sonra
etkinligin diismesi ve virtiislerde DNA tasima kapasitesi viral olmayan vektorlere
kiyasla daha az olmasi gibi ciddi dezavantajlar1 vardir [53]. Literatiirde yer alan
calismalara gore en sik kullanilan viral vektorler; adenoviriisler, adeno-iliski
viriisler, herpes simplex virlis ve lentiviriislerdir. Adenovirisler; zarfsiz cift
zincirli DNA tasiyan viriisleridir ve 1953 yilinda adenoidlerden izole edilmistir.
7.5-30 kb araligindaki gen bolgesini transfer edebilirler. Béliinen ve boliinmeyen
hiicreleri enfekte edebilen vektorlerdir. Genoma entegre olmazlar ve dolayisiyla
gecici ekspresyon yaparlar. Transdiiksiyon etkinligi yiiksektir ve ekspresyon
birka¢ glin icinde baslar ancak immiin hiicrelerini tetiklerler. Adeno-iliski virtisler
(AAV); zarfsiz ve tek zincirli DNA tasiyan parloviris ailesine ait olan virtslerdir.
Yaklasik 5 kb’lik bir gen boélgesini transfer edebilir. Boliinebilen ve bdliinemeyen
hiicreleri enfekte ederler. Genoma entegre olabildikleri icin kalici ekspresyon
vardir. Transduksiyon etkinligi yiliksektir ve ekspresyon birkac hafta icinde baglar.
Hiicreler iizerindeki toksisite minimal diizeydedir. Uretim yontemlerinin kompleks
olmasi dezavantajidir. Herpes Simplex virilis (HSV); kendi genomunda 150 kb'lik
¢ift zincirli dogrusal DNA ve 80 gen bdlgesi bulunduran bir viriistiir. 30-50 kb
araligindaki gen bolgesini konakg¢iya transfer edebilir. Boliinebilen ve
boliinemeyen hiicreleri enfekte ederler. Genoma entegre olmazlar fakat konakgiy1
uyku haline gecirdikleri i¢cin ekspresyon uzun stireli ve stabildir. Ekspresyon birkag
saat icinde baslar. Ancak, transdiiksiyon etkinligi diisiiktiir, liretim yontemleri
komplekstir ve hiicreler tistiindeki toksik etkisi yiiksektir. Lentivirtsler, yaklasik 8
kb’lik yabanci gen bolgesini konak hiicreye transfer edebilir. Boéliinen ve
boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilen retroviriis formlaridir. Genome entegre
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olduklar i¢in kalic1 ekspresyon vardir. Genoma entegre olmalari ile beraber bazi
hiicreler bu viriislere karsi direng gelistirebilir ve hiicreler ustiindeki toksik

etkileri fazladir.

2.4.2 Viral Olmayan Vektorler

Viral olmayan vektorler, viral vektorlere alternatif olarak gelistirilmis vektorlerdir.
Viral olmayan vektorlerin avantajlari; biyouyumlu ve biyogiivenli olmalari, diisik
immiinojenite ve toksisiteye sahip olmalari, kimyasal olarak amaca uygun dizayn
edilebilme esnekligine sahip olmalari, yiksek gen tasima kapasitesidir. Viral

olmayan gen aktarimi fiziksel ve kimyasal yollarla yapilabilmektedir.

Fiziksel gen aktarimi baslica; gen tabancasi, elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve
sonikasyon yontemleri ile yapilir. Gen tabancasi yontemi, 1990’1 yillardan beri
ozellikle bitkilere gen aktariminda kullanilan bir yontemdir. Temelde, altin gibi
agir metal iceren partikiiller araciligl ile ¢iplak DNA'nin, hedef hiicrenin yiizeyine
dogrudan gonderilmesine dayanir [54]. Elektroporasyon, hiicre duvarini yiiksek
yogunluklu elektrik akimina maruz birakarak gecici destabilizasyonuna neden
olarak makromolekiillerin hiicre icine alinmasi prensibi ile uygulanir. Bu yontem
literattirde ilk olarak 1991 yilinda kayit altina alinmistir [55]. Mikroenjeksiyon,
fiziksel olarak hedef hiicreye gen transferinin en direkt yoludur. Yontem, cam
mikropipetler yardimi ile ilgili hiicrenin sitoplazmasina ya da c¢ekirdegine
aktarilacak kargonun gonderilmesi suretiyle yapilir. Sonikasyon ise ses dalgalari
kullanilarak hiicre duvarinda gegici destabilizasyona sebep olarak kargonun hiicre

duvarini asarak hedef hiicreye aktarimi saglanir [56].

Kimyasal yontemler ile yapilan gen aktarimi, biyolojik gen aktarimina alternatif
olarak gelistirilmistir. Kimyasal metotlar ile iiretilen tasiyicilar asagida belirtilen

su Ozellikler esas alinarak sentezlenmelidir:

e Belirli hiicrelere uygun tasarlanarak hedefleme yapmak igin
tasarlanabilmelidirler,
e DNA'y1 sitozolik yolaktaki niikleazlardan korumak icin yogun paketleme

yapabilmelidirler.
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e DNA'min siirekli veya belli araliklarla salinimini saglamak icin
tasarlanabilirler.
e Hedef bolgeye gore, DNA’dan sitoplazmada veya cekirdekte

ayrilabilmelidirler.

24.2.1 Nanopartikiiler Sistemler

Nano, Yunanca “ciice” anlamina gelmektedir. Fiziksel olarak bir nanometre (nm),
bir metrenin (m) milyarda biri 10 degerindedir. Ornegin, atomlarin biiyikligi
yaklasik 0,1 nm ve insan sa¢inin kalinligr yaklasik 100.000 nanometredir.
Nanoteknoloji, ilk kez 1959 yilinda Nobel Fizik Odiilii sahibi olan Richard P.
Feynman tarafindan ortaya atilmis bir kavramdir [57]. Nanoteknoloji, basta saglik
bilimleri, miihendislik, fizik, kimya ve biyoloji olmak lizere gesitli bilimlerin
kesistigi mulidisipliner bir alan olarak ifade edilebilir. En basit tanim ile
nanoteknoloji, nanoboyutlarda materyal ve cihazlar gelistiren bir teknoloji olarak
anlatilabilir. Giinlimiizde, 21. ylzyilin endiistriyel devrimi olarak tanimlanan bu
teknolojinin en 6nemli avantaji temel bilimler ile uygulamal bilimlerin birlikte
kullanilabilmesidir. Nanoteknolojinin saglik bilimleri alanindaki baz1 uygulamalari

Sekil 2.4’te gosterilmistir [14].

ilag Tastyici
Sistemler

Biyobelirteg

Haritalanmasi Gen Terapisi

Nanoteknolojinin
Saglik Bilimlerinde

Uygulamalari
Molekiler .
Goruntileme Tani ve Tespit
Hedeflenmis
Terapi

Sekil 2.4 Nanoteknolojinin saglik bilimleri alanindaki uygulamalari [14]
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Nanoteknoloji ile beraber 6zellikle kanser tedavisinde kullanilmak tizere bir¢ok
nanotasiyicl sistem gelistirilmistir. Bu sistemlerden en sik kullanilan ve en ¢ok
gelisim gosteren sistem nanopartikiillerdir. Nanopartikiiller, boyutlar1 10-1000 nm
arasinda degisen pargaciklardan olusan malzeme sinifidir. Yapilan ¢alismalarda,
boyutun pargaciklarin fizikokimyasal yapisi iizerine etkisi oldugunu tespit ettikce
nanoboyuttaki partikiillerin de 6nemi artmistir [58]. Nanopartikiillerin sahip
oldugu ozellikleri Sekil 2.5'te gosterilmistir. Gectigimiz otuz yilda 06zellikle
otoimmiin hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar ve ayrica
kanser tan1 ve tedavisinde kullanilmak tlizere yogun bir sekilde calisiilmaktadir
[59]. Bunlarin yaninda makromolekiillere gére daha kolay endositoza ugradiklar
icin gen tedavisi calismalarinda kullanilmak amaciyla sikca vektor olarak tercih
edilirler [60]. Literatiirde, nanopartikiillerin DNA, ilag, etken madde vs.
transferinde oldukca sik kullanilmasiyla beraber farkli yapilarda birgok
nanotasiyict sistem gelistirilmistir. Gelistirilen bu sistemler Sekil 2.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 2.5 Nanopartikiillerin 6zellikleri [61]
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Ozellikle nanotasiyic1 sistemlerin gelistirilmesi ile beraber, negatif yiiklii DNA ile
bag yapabilen pozitif yiikli tasiyicilar 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlar; katyonik

polimerler ve katyonik lipidler olarak siniflandirilabilmektedir.

Hidrofobik Kargo Polimerik Matriks

Polimerik Membran

O Terapotik Aian

L\ Ligand

Sekil 2.6 Sik kullanilan nanotasiyici sistemler. (A: Lipozomlar, B: Kat1 lipid
nanopartikiiller, C: Nano kiireler, D: Nanokapsiiller, E: Dendrimerler, F:
Polimerik miseller, G: Metal bazli nanopartikiiller, H: Manyetik
nanopartikiiller )[62]

a. Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller (PNP), 10-1000 nm araliginda bir boyuta sahip kati
koloidal pargaciklardir ve biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak
uyumlu polimerlerden veya kopolimerlerden iiretilir. ila¢ tasiyic1 icinde tasiyicinin
yuzeyine fiziksel veya kimyasal olarak baglanmis olarak tasinir. Bu nanotasiyici
sistemler sahip olduklar; kiiciik boyut, biyolojik olarak bozunabilirlik, suda
cozunurlik, toksik olmama, uzun raf 6mri ve depolama sirasinda stabilite gibi
avantajlarindan dolay1 etken madde tasiniminda sik¢a kullanilirlar. Polimerik
nanopartikiillerin temel islevi, farmasotik ajan1 belirli bir hedef bolgeye ileterek,
daha ytiksek bir ila¢ konsantrasyonu elde etmek ve ucucu ilaglarin stabilitesini ve
ilacin etkinligini ve verimliligini arttirmaktir. Polimerik nanopartikiillerin
siniflandirilmasi (Sekil 2.7), sentez yontemine gore yapilmaktadir: nanokapsiiller

ve nanokireler. Nanokiireler, ilacin bir matris sistemi icinde yayildig1 sistemlerdir.
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Nanokapsiiller ise, ilaci c¢evreleyen bir polimer zardan olusan Kkapsiiller
seklindedir. Nanopartiktler sistemlerde kullanilan polimerler hem dogal hem de
sentetik olabilmektedir. Calismaya uygun olarak kullanilacak polimerin se¢imi ¢ok
onemlidir. Polimer se¢imi yaparken polimerin, biyouyumlulugu ve
biyobozunurlugu, toksisite diizeyi ayrica yiiklenecek etken maddenin o6zellikleri,
dozu ve salim siiresi 6énemlidir. Sik kullanilan sentetik polimerler; Poli(laktid-ko-
glikolid asit) (PLGA), poli(glikolik asit) (PGA) ve Poli( laktik asit) (PLA) olarak
belirtilebilir [63], [64]. Sik kullanilan dogal polimerler ise jelatin, aljinat, albiimin
ve kitosan seklindedir. Tasiyic1 sistemlerde sentetik polimerler dogal polimerlere

gore Uretimi ve islenmesi daha kolay oldugundan daha 6n plandadir.

Etken Madde

Nanopartikiiller

\\\_/"'
Nanokiireler Nanokapsiiller

Sekil 2.7 Polimerik nanopartikiillerin siniflandirilmasi [64]
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b. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Kat1 lipid nanopartikiiller (KLN), 1991 yilindan beri polimerik nanopartikiillere,
lipozomlara ve emiilsiyonlara alternatif olarak gelistirilen Miiller ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen tasiyic sistemlerdir [65]. KLN’ler suda veya sulu siirfektan
madde ¢o6zeltisi icinde ¢oziinmiis halde bulunan boyutlar1 50-1000 nm arasinda
degisen kolloidal partikiillerdir. KLN’ler, kii¢iik boyutta olmalari, genis ylizey alani,
ilag yiikleme kapasitesinin fazla olmasi1 gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1
farmasotik calismalarda oldukca sik kullanilir. Ayrica kati lipid nanopartikiiller,
literatiirde var olan polimerik nanopartikiiller, lipozomlar ve emiilsiyonlar gibi
tasiyici sistemlerin sahip oldugu dezavantajlar1 asabilmek i¢in gelistirilmis tasiyici
sistemlerdir. Bu dezavantajlar; polimer degredasyonu ve sitotoksisitesi, biiyiik
capta lretim yapilamamasi, stabilitenin yetersizligi, ila¢ ka¢ag1 ve flizyonu,
fosfolipid degredasyonu, yiiksek maliyetli iiretim ve sterilizasyon problemleridir
[66].

KLN’Ler 2000 yilinda beri gen transferinde sik¢a kullanilmaktadir. Negatif yiikli
DNA veya RNA'nin tasinmasi igin tasarlanan sistemlerde, elektrostatik
etkilesimlerden faydalanmak amaci ile pozitif yiiklii tasiyicilar tercih edilmektedir.
KLN’ler yapisinda, benzalkonyum Kkloriir, setilpiridinyum Kklortir, setrimit, Tween
80 gibi pozitif yiikli siirfektanlar ile katyonik 6zellikte olmaktadirlar. KLN bazh
gen aktarimi ¢alismalarinda matriks ve siirfektan secimi transfeksiyon etkinligini
de etkileyeceginden dolay: hayati 6nem tasimaktadir. Kati lipid nanopartikiiller ve
transfer edilecek DNA'nin olusturdugu kompleks Sekil 2.8 ‘de gosterilen sekilde
olmaktadir. DNA, KLN'nin etrafindaki pozitif yiik ile dogal olarak birlesmekte ve bu
sekilde tasinmaktadir. KLN-DNA kompleksi hiicre icine endositoz ile alinir fakat
endozomal kagis mekanizmalari tam olarak belirlenmis degildir. Endositoza dair
literatiirde KLN recetesinde bulunan Tween 80 gibi bazi siirfektanlarin zar
gecirgenligini arttirdigi dolayisiyla transfeksiyon etkinliginde artisa neden
olduklarini gortilmiistiir. DNA'nin tutulmasinda ayrica yapidaki hidrofobik ve
hidrofilik kisimlarin uzunlugu ve tipi énemli yer tutmaktadir. Sekil 2.8’de KLN-

DNA kompleksinin hiicre icin endsitoz ile alindiktan sonra lizozomal
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destabilizasyon ile beraber DNA'nin sitozolde serbest birakilmasi gosterilmektedir

[67].

Sekil 2.8 Kati lipid nanopartikiil aracili gen aktarimi. (A: KLN ve DNA
kompleksinin olusmasi, B: KLN-DNA kompleksinin endositozu) [67]

Lipid bazli nanopartikiiller doért ana kisimdan olusur: katyonik bir polar bas grubu,
bir hidrofobik zincir, bir baglayici ve bir omurga alani. Katyonik bas grubu, DNA ve
lipid nanopartikillerin dogal olarak birlesmesinde 6nemli bir rol oynayan lipoplex
ad1 verilen bir kompleks olusturmak icin DNA molekiilii iizerindeki negatif yuikli
fosfat gruplarini ceker. Bir lipid nanopartikiiliin hidrofobik kismi bir steroid veya
bir alkil zincirinden olusur, uzunlugu ve tipi transfeksiyon etkinligini etkiler.
Baglayic1 grup, polar bas grubunu hidrofobik béliimle birlestirir ve lipid
nanopartikiillerin kimyasal stabilitesine, biyolojik olarak bozunabilirligine ve
transfeksiyon verimliligine etki eder. Omurga alani, kafa grubunu hidrofobik
alandan aywran bir yapr iskelesi gorevi gorir. Lipid nanopartikiillerin
hedeflenmesini ve hiicre i¢cine alimini arttirmak icin yeni yan zincirler eklenerek

manipiile edilebilir [48].
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Kati lipid nanopartikiillerin avantajlari [66], [68];

ila¢ saliniminin kontrollii ve/veya hedefli yapilabilmesi,

Biyouyumlulugun yiiksek olmas;,

Buharla sterilizasyonun yapilabilmesi,

Enkapsiile edilmis igerigin salinim kinetiginin daha kolay kontrol
edilebilmesi,

Tasiyic1  bilinyesinde tutulan biyoaktif bilesiklerin biyoyararlaniminin
arttirilabilmesi,

Var olan tasiyici sistemlerin eksiklerini asabilecek potansiyelde olabilmesi,
Tasiyic1 biinyesinde tutulan kararsiz bilesiklerin kimyasal korunmasinin
yapilabilmesi,

Biyopolimerik nanopartikiillere gore c¢ok daha kolay iretiminin
yapilabilmesi,

Sisteme 6zgl ¢oziicii gerekmemesi,

Kolay elde edilebilir hammaddeler ile ¢alisilabilmesi,

Cok uzun raf 6mriine sahip olmasi (bir yildan fazla),

Uygulama alani ¢ok yonlidiir,

Yiiksek 6lgeklerde ve uygun maliyetli tiretim yapilabilmesi,

Kargo elemanin transfer asamasinda stabil kalabilmesi,

Fazla miktarda kargo elemanin tasinabilmesi,

Suda ¢6ziinebilen molekiillerin aktarimi i¢in idealdir.

Kati lipid nanopartikiillerin dezavantajlari [66], [68];

Partikil boyutunun biiytimesi,
Ongériilemeyen jellesme egilimi,
Partikiillin tasidigi igerigi baz1 durumlarda serbest birakabilmesi,

Polimerik gecislerin beklenmedik dinamikleridir.
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2.5 Nanopartikiil Hazirlama ve Karakterizasyon Yontemleri

2.5.1 Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Kati lipid nanopartikiil sentezinde kullanilan ¢esitli birgok yontem vardir.
Kullanilan lipid, silirfektan ve eger varsa kosiirfektanin 6zelliklerine ve tasiyici
ajanin amacina yonelik olarak metot secilmelidir. Baslica yontemler; yiiksek
basingli homojenizasyon yodntemi, mikroemiilsiyon yontemi, emiilsiyon-¢oziici
evaporasyon yontemi, c¢Oziicii diflizyon yontemi, ¢oziicii enjeksiyon yodntemi,

coktiirme yontemi, siiperkritik akiskan yontemi ve sprey kurutma yontemidir.
2.5.11 Yiiksek Basin¢li Homojenizasyon Yontemi (HPH):

Kat1 lipid nanopartikiil sentezinde gilivenilir ve uygun bir yontemdir. Yiiksek
sicakliklarda (sicak HPH) veya oda sicakliginin altinda (soguk HPH)
gerceklestirilir. Bu yontemde, sivi dar bir bosluktan yiiksek basingla itilir. Partikiil
boyutunun kti¢tltiilmesi ytiksek kesme gerilimi ve kavitasyon kuvvetleri nedeniyle
saglanmaktadir. Homojenizasyon tekniginde iki genel yaklasim vardir: sicak ve
soguk  homojenizasyon. Sicak  homojenizasyon tekniginde  KLN'lerin
hazirlanmasinda kullanilan lipidler, erime noktalarinin 5-10°C iistiinde 1sitilarak
eritilir. Kargo erimis lipidlerde ¢o6zilir ve ardindan lipidin erime noktasinin
tzerindeki bir sicaklikta homojenizasyon islemi icin sicak sulu bir strfektan
cozeltisi icinde dagitilir. Hedeflenen partikiil boyutu elde edilene kadar dongii
tekrarlanabilir. Numunenin oda sicakliginda sogutulmasi ile KLN'ler elde edilir.
Soguk homojenizasyon tekniginde, tasinacak etken madde/ila¢ eritilmis lipid
icinde c¢ozdiiriiliir, ardindan sivi azot veya kuru buz vasitasiyla lipidin icgine
hapsedilir. Hizli sogutma, lipid matrisinde ilacin kati bir ¢ozeltisinin olusumuna
neden olur. Kati1 ¢6zelti daha sonra mikropartikiil boyutuna getirilir. Kati1 lipid
mikropartikiiller, emiilsiyonlastiricilar iceren soguk sulu bir faz iginde ¢ézdiirtlir
ve akabinde oda sicakliginda homojenlestirilir. Soguk homojenizasyon,
homojenlestirme sirasinda sicakliga bagh ila¢ degredasyonu ve sulu faza ilag
yayllimi sorunlarinin tstesinden gelir. Bununla birlikte, ilacin erimis lipid icinde
cozdiriilmesi ve homojenlestirme islemi sirasinda iiretilen sicaklik nedeniyle

ilacin 1siya maruz kalmasi 6nlenememektedir [69].
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2.5.1.2 Mikroemiilsiyon Yontemi:

Mikroemiilsiyonlar, lipid faz, siirfektan, kostirfektan (yardima siirfektan madde)
ve sudan olusan berrak, termodinamik olarak kararli, mikroheterojen
dispersiyonlardir. Suya mikroemiilsiyonlarin eklenmesi, ince pargaciklar olusturan
lipid fazinin ¢ékelmesine yol agar. Gasco arastirma grubu, KLN'lerin hazirlanmasi
icin bu teknigi kullanmistir. Oncelikle, lipid (yag asidi/gliserit) eritilir ve ila¢ erimis
lipid icinde dagitilir. Su, slirfektan ve kosiirfektan madde, lipidin erime sicakligina
esit bir sicakliga kadar 1sitilir. Bu sulu siirfektan ¢ozeltisi, seffaf mikroemiilsiyon
elde etmek icin hafifce karistirarak lipide ilave edilir. Bu mikroemiilsiyon daha
sonra 2-10°C’de manyetik karistiricida suda ¢oézdiirtiliir. Soguk sulu ortamda lipid
damlaciklarinin hizi bir sekilde yeniden kristallestirilmesi ile KLN'ler iiretir.
KLN'lerin, karistirma islemi nedeniyle degil, ¢okelme nedeniyle olustuguna dikkat
edilmelidir. Elde edilen lipid nanopartikiiller, su ile yikanabilir ve liyofilize

edilebilir [69].
2.5.1.3 Emiilsiyon-Céziicii Evaporasyon Yontemi

Lipid, sulu bir fazda emiilsiyon haline getirilmis, suyla karismayan organik ¢6ziicii
(kloroform veya sikloheksan) igerisinde ¢ozdiiriliir. Coziiciiniin buharlastirilmasi
lizerine, lipidin sulu ortam icinde ¢okelmesi nedeniyle nanopartikiil dispersiyonu
olusur. Ortalama partikiil boyutu organik fazdaki lipid konsantrasyonuna baglidir.
Diistik lipid ytzdesi (%5) ile daha kii¢iik partikiiller elde edilebilmektedir. Artan
lipid icerigi ile, dispersiyon fazdaki viskozite artar¢ ve buna bagh olarak
homojenizasyon verimliligi azalir. Bu teknigin avantaji, transferi yapilacak icerigin
termal bozulmasinin 6nlenmesidir. Bu yontemin en biyiik dezavantaji, kullanilan

organik ¢oziictilerin kalintilar1 toksik olabilmesidir [68], [69].
2.5.14 Coziicii Difiizyon Yontemi

KLN’lerin sentezinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. ilk adim, lipid iceren
kismen su ile c¢oziinebilen bir ¢o6ziicii ile su emiilsiyonu iginde bir ¢oziicii
hazirlamaktir. Benzil alkol veya biitil laktat gibi toksisitesi az, suyla karisabilen
coziciller kullanilmaktadir. Lipid emiilsiyonunun suya aktarilmasi ve stirekli

karistirilmasi ile lipid fazin damlaciklari, organik ¢oziiciiniin difiizyonu ile beraber
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lipid nanopartikiiller olarak katilasir. Cokelen partikiiller su ile yikanir ve santrifiij
edilir. Ardindan, siispansiyon ultrafiltrasyon ile saflastirilmasi ile benzilalkoliin
neredeyse %99,8'i elimine edilir. Yiiksek enkapsiilasyon orani, homojenizasyon
isleminin atlanmasi, kolay olgeklendirilebilme, kolay ve tekrarlanabilir sentez
basamaklar1 bu yontemin avantajlar1 arasindadir. Ancak, emiilsifikasyon islemi
sirasinda ilacin sizdirilabilmesi riski, siispansiyonden uzaklastirilmasi gereken ¢ok

fazla suyun olmasi gibi dezavantajlara da sahiptir [66], [69].
2.5.1.5 Coziici Enjeksiyon Yontemi

KLN sentezi icin temel ilke ¢oziicli difiizyon metoduna benzemektedir. KLN'ler,
suda ¢oziinebilen bir ¢6ziicii icindeki bir kati lipid ¢ozeltisinin suyla hizla enjekte
edilmesiyle hazirlanir. Bu yontemde normal olarak kullanilan ¢oéziictiler aseton,

etanol, izopropanol ve metanoldur [70].
2.5.1.6 Coktiirme Yontemi

KLN’ler ¢o6ziicii evaporasyon teknigine benzer bir ydntem olan ve ¢oziici
gereksinimi ile karakterize edilen ¢oktiirme yontemi ile sentezlenir. Gliserit,
organik bir ¢6ziicii (kloroform vb.) icerisinde ¢ozdiirilir ve ¢ozelti sulu bir fazda
emiilsifiye edilir. Coziliciniin buharlastirlmasindan sonra, lipid c¢oker ve
nanopartikiiller olusturur. Organik c¢ozilcilerin  kullanilmasi  bariz  bir

dezavantajdir [70] .
2.5.1.7 Siiperkritik Akiskan Yontemi

Bu yontem KLN iiretimi i¢in nispeten yeni bir tekniktir ve ¢6ziicii olmadan liretim
avantajina sahiptir. Bu teknolojide toz ve nanopartikiil hazirlanmasi i¢in c¢esitli
varyasyonlar vardir. Gaz doymus c¢oOzeltiler, lipid malzemenin eritilmesine
yardimci olurken, daha sonra lipid eriyik, gaz doymus ¢o6zeltiler ile birlikte basing
altinda siiper kritik akiskan icinde ¢oziliir. KLN, siiperkritik karbondioksit
cozeltileri (RESS) yonteminin hizli genislemesi ile hazirlanabilir. Karbondioksit (%

99.99) bu yontem i¢in bir ¢oziict olarak iyi bir secimdir [66], [71].
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2.5.1.8 Sprey Kurutma Yoéntemi

Sulu bir KLN ¢6zeltisini bir ilag¢ tirtiniine donistiirmek icin liyofilizasyona alternatif
bir prosediirdiir. Liyofilizasyondan daha ucuz bir yontemdir. Bu yontem, ytliksek
sicaklik, kesme kuvvetleri ve parcacigin kismi erimesi nedeniyle partikiil
birikmesine neden olur. Bu yontemde, en az 70°C ve Uzeri erime noktasina sahip
lipidler kullanilabilmektedir. Literatiirde ¢ok sik kullanilan bir liretim yontemi

degildir [66], [71].
2.5.2 Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Sentezlenen KLN'lerin karakteristik ozellikleri transfeksiyon etkinligi acisindan
olduk¢a 6nemlidir. Ortalama partikil ¢api, boyut, polidispersite indeksi ve yiikii,
nanopartikiillerin fiziksel stabilitesini ve in vitro dagilimini etkiler. Partikil boyutu
ve zeta potansiyel dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) yontemi ile belirlenir.
Nanopartikiillerin morfolojik 6zellikleri genellikle taramali elektron mikroskopisi
(SEM) ve atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) ile kimyasal yapisi fourier doniisiimlii

kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ve ile tayin edilmektedir.
2.5.2.1 Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS)

Literatiirde, partikiil boyutunu belirlemenin en hizli ve en popiiler yéntemi foton-
korelasyon spektroskopisi (PCS) veya dinamik 1s1k sa¢ilimidir (DLS). DLS, nano ve
mikron alti1 boyutlarda kolloidal siispansiyonlardaki Brownian nanoparg¢aciklarinin
boyutunu belirlemek icin yaygin olarak kullanilir. Tek renkli 1s181in (lazer)
Brownian hareketindeki kiiresel parcaciklarin bir c¢6zeltisine parlatilmasi, 1s1k
hareketli parcaciga carptiginda Doppler kaymasina neden olarak gelen 1s181n dalga
boyunu degistirir. Bu degisiklik parcacigin boyutu ile ilgilidir. Foton korelasyon
spektroskopisi (PCS), DLS'ye dayali olarak partikiil biiytikliigii ve boyut dagiliminin

dogru tahmini i¢in en sik kullanilan teknigi temsil eder [72].
2.5.2.2 Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) direkt gorsellestirmeyle morfolojik inceleme
yapilmaya imkan saglar. SEM karakterizasyonu i¢in, nanopartikil numunesi
oncelikle liyofize edilerek kuru bir forma doniistirilir. Ardindan altin gibi bir

iletken ile kaplanarak numune tutucu tuzerine yerlestirilir. Numune odaklanmis
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ince bir elektron demeti ile taranir. Ornegin yiizey 6zellikleri, numune yiizeyinden
sacillan ikincil elektronlardan elde edilmektedir. SEM tarafindan elde edilen
ortalama boyut, dinamik 151k sacilmasiyla elde edilen sonugclarla karsilastirilabilir.
Ayrica, bu teknikler zaman alici, maliyetlidir ve siklikla boyutlandirma dagilimi

hakkinda tamamlayici bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir [72].
2.5.2.3 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM)

Bu teknik ayn1 zamanda tarama kuvveti mikroskobu olarak da bilinmektedir.
Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), partikiil boyutu o6l¢ciimiinde ultra ytksek
cozunurlik sunar ve atom olgeginde bir prob ucu kullanilarak mikron alti
seviyedeki numunelerin fiziksel olarak taranmasina olanak saglar. Ozelliklere bagh
olarak, numuneler genellikle temasl veya temassiz modda taranir. Temas modu
sirasinda, topografik harita, probun numune boyunca yiizeye dokundurulmasiyla
ve prob temassiz modda iletken ylizey ilizerinde asili kalmasiyla olusturulur.
AFM'nin baslica avantajlarindan biri, iletken olmayan numuneleri herhangi bir 6zel
islem gormeden goriintiileme yetenegidir. Bu 6zellik hassas biyolojik ve polimerik
nano ve mikroyapilarin goriintiilenmesini saglar. Ayrica AFM (herhangi bir
matematiksel hesaplama olmadan), ¢esitli biyolojik kosullarin etkisini anlamada
yardimci olan boyut, boyut dagilimi ve gercek resmin en dogru tanimini saglar

[72].
2.5.2.4 Yiizey Yiikii

Partikil boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli nanopartikiillerin
temel Ozellikleridir. Yiizey yiikii ve yik yogunlugu, nanoparcaciklarin biyolojik
cevre ile etkilesimini ve ayrica biyoaktif bilesiklerle elektrostatik etkilesimlerini
belirler. Kolloidal materyalin stabilitesi genellikle nanopartikiillerin zeta
potansiyeli ile analiz edilir. Zeta potansiyeli, yiizey yiikiiniin dolayl bir 6l¢tisidiir.
Dis Helmholtz diizlemi ile kesme yilizeyi arasindaki potansiyel fark
degerlendirilerek elde edilebilir. Taneciklerin stabilitesini saglamak ve birikmesini
onlemek icin zeta potansiyel degerleri (pozitif veya negatif yliksek zeta potansiyel
degerleri) elde edilir. Zeta potansiyel degeri -10 mV ile +10 mV arasindaki
partikiiller genellikle noétral, +30 mV ve listiinde olanlar katyonik ve -30 mV’un altinda

olanlar ise anyonik olarak degerlendirilmektedir. Yiiksek zeta potansiyele sahip
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partikiller, verilen kosullar altinda elektrostatik itme ile koloidal dispersiyonu

stabilize edebilir.
2.5.2.5 Fourier Doniisiumlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Karmasik ve spesifik orneklerin Kkarakterizasyonunda Kkullanilan Fourier
Dontistimii Kizilotesi Spektrometresi (FT-IR), adsorbantlarin nanopartikiil ytlizeyi
uzerindeki varligini  belirlemek igin  kullanilmaktadir. IR  spektrumu,
nanopartikilin  yapisindaki atomlarin  arasindaki baglarin  molekiiler
vibrasyonuyla olusan frekanslara denk gelen absorpsiyon piklerinden olusur. Her

madde kendine 6zgi bir spektruma sahiptir [73].
2.6 Nanopartikiillerin Tiimér Hiicrelerine Hedeflendirilmesi

Nanopartikiillerin hastalikli dokulara segici olarak iletilmesi, nanotip alanindaki en
biiyiik sorunlardan birisidir. Ideal nanopartikiil bazl terapétikler, aktif terapotik
ajanlarin tiimor hicreleri hari¢ hedef disi etkileri en aza indiren veya ortadan
kaldiran patolojik dokulara spesifik hedeflere sahip olmalidir. Nanopartikiiler
aktarim sisteminde, gelismis gecirgenlik ve alikonma (EPR) uygun olmadiginda
veya verimsiz oldugunda patojenik bolgelere spesifik iletim icin hedefleme yapmak
gerekmektedir. Hedeflendirme, hedef hiicrenin tipine ve durumuna secici olarak
baglanmay saglayacak hedefleme ligandlar ve nanopartikiillerin konjugasyonu ile
yapilan bir tekniktir. Hedefleme, spesifik bolgelere, organlara, dokulara veya
hiicrelere yapilabilmektedir. Pek ¢ok arastirma, displastik ve patolojik dokular i¢in
benzersiz olan veya bunlar iginde yukar1 dogru diizenlenmis hiicre yiizeyi
bilesenlerine 6zgli ligandlari, nanopartikiil yiizeyine konjuge ederek hedefleme
yapmayl amaglamistir. Bu hedef ligandlara 6rnek; kiiciik molekiiller, polipeptit
esasli peptitler, protein domainleri, antikorlar ve aptamerler seklindedir. Tiimoér
hiicrelerine hedefleme temelde iki sekilde yapilabilmektedir: Pasif ve aktif
hedefleme. Timor hiicrelerinin nanopartikiil aracili hedeflenmesi Sekil 2.9’da

gosterilmistir.
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Sekil 2.9 Timor hiicrelerinin nanopartikiiller ile hedeflenmesi [74]

2.6.1 Pasif Hedefleme

Pasif hedefleme, tiimoér dokusundaki kan kilcal damarlarinin spesifik 6zelliklerine
dayanir. Kan kilcal damarlarinin yogunlugu ve yeni kan damarlarinin olusumu
tiimor dokularinda sik goriiltir. Timor dokusundaki kan damarlari; timor tipine,
konumuna ve biiylime derecesine bagh olarak ~ 100-300 nm c¢apinda endotel
hiicreler astarindaki defekt ve gevsek yapi ile karakterize edilir. Diisiik perisit
seviyelerine sahip olan bu endotelyumdaki araliklar sizdirir bir yapiya sahiptir.
Boylece yaklasitk 100 nm ve alti boyutuna sahip nanopartikiillerin kan
damarlarindan ge¢gmesine ve tiimor mikrogevresine ulasmasina izin verir. Normal
dokular genellikle endotelde yaklasik 5-10 nm ¢apinda ¢ok daha kiiciik gozenekler
icerir. Timor dokusu, timor endotelinin sizintih dogasina ek olarak, lenfatik
drenajin distk oldugu bir yapidadir. Sonug olarak, nanotasiyicilarinin girisine
miisaade ederek ve drenaji engelleyen bu yapi nanopartikiillerin tiimér dokusunda

birikmesine neden olur. Bu iki faktor, pasif hedeflemede kullanilan ve gelismis

41



gecirgenlik ve alikonma (enhanced permeability and retention, EPR) etkisi olarak
adlandirilan bir etkidir. EPR, nano ve mikro boyuttaki partikillerin timor
dokularinda toplanmalarina neden olmaktadir. Pasif hedeflemede, tasiyic
sistemler timor hicrelerine 6zgi o6zellikler gosteren timor mikrogevresi ve
partikiliin sahip oldugu boyut/yik gibi oOzellikleri kullanarak yapilmaktadir.
Tumor hiicrelerinin, normal hiicrelere kiyasla biiyiimeleri ve metabolik aktiviteleri
olduk¢a hizlidir. Timoér dokusunu olusturan hiicreler, timoér dokusunun
damarlanmasi 6ncesinde hipoksik sartlardadir. Bu nedenle ihtiyaci olan enerjiyi
karsilayabilmek i¢in, normal hiicrelere kiyasla ¢ok daha faza glukoz molekiili
tiiketmektedirler. Tiim bunlara bagh olarak da tiimériin etrafindaki bolgede asidik
bir ortam olusmaktadir. Nihayetinde, fizyolojik pH’da (7,4) stabil kalabilen ve
hedeflendikleri bolgede pH degisimi ile tasidiklar1 maddeyi salabilen nanotasiyici
sistemler gelistirilerek, bu tasiyicillarin uyari-cevap etkisinden faydalanarak,
tasidiklar1 kargolarin1 birakmalar1 saglanabilmektedir. Bu sebeple pH duyarh
nanotasiyicilar kullanilabilinmektedir. Ayrica partikiiler sistemlerin sahip oldugu
ylik ve boyut pasif hedefleme icin olduk¢a 6nemlidir. 200 nm’den kii¢lik boyuta
sahip ve katyonik 6zellik gosteren nanopartikiillerin tiimoérli dokuda biriktigi ve
burada katyonik olmayan tasiyicilara gore daha fazla kalabildigi bilinmektedir
[75]-[77]. Pasif hedeflemede nanopartikiiller, polietilen glikol (PEG) gibi kan ile
uyumlu hidrofilik polimerler ile kaplanir. Bunun nedeni, retikiiloendotelyal
sistemlerin (RES) organlar tarafindan tutulup yok edilmesini engelleyerek
partikiillerin dolasimda daha uzun siire kalabilmesini saglamaktir. Uzun siireli
dolasim, daha fazla nanopartikiillerin kan damarlarindan ekstravaze olmasina ve
timor dokusunda birikmesine izin verir. Tiimorlerin pasif hedeflenmesi hala bazi

dezavantajlarla karsi karsiyadir. Bunlar:

1. EPR etkisi, kan damarlarinin ¢okluguna ve sizinti1 derecesine bagli oldugu
icin farkli kanser tiirlerinde olduk¢a heterojendir. Baz1 kanser tiirleri insanlarda
EPR etkisine dair herhangi bir kanit géstermemistir.

2. PEG polimerleri veya PEGilasyon ile kaplama tasiyicinin hiicre igine
alinmasinda ve endozomal kagista 6nemli bir azalmaya neden olur. Bu, 6zellikle
gen vektorleri durumunda diisiik anti-tiimoér etkisinin birincil nedenidir, ¢linki
genler oncelikler kanser hiicrelerine girebilmeli ardindan sitozole ulasmak icin
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endozomal bdlmeden kagabilmelidir. Gen aktariminda, PEGilasyon ve PEG ile
kaplanmis katyonik lipidler incelenmektedir. Timoér mikrogevresinin spesifik
ozelliklerine yanit olarak timordeki PEG kaplamasinin ¢ikarilmasi yoluyla
hiicresel alimin iyilestirilmesi i¢in bazi stratejiler kullanilabilir.

3. Dokular arasindaki ytksek basing¢ ve hiicre dis1 matrisin varligl nedeniyle
bazi tlimorlerden transfer ¢cok verimsizdir.

4. Ozellikle tekrarlanan uygulamalarda PEGilasyon islemine ragmen
nanopartikiillerin bir kisminin RES tarafindan kandan temizlenir. Bu, toksisiteye,
yan etkilere ve immiin yanita neden olur.

5. Bazi PEG formiilasyonlari, nanopartikiillerin hizli bir sekilde yok edilmesine
neden olan anti-PEG antikorlarinin liretimi nedeniyle tekrarlanan uygulamalarda

avantajlarini kaybederler.

Bu dezavantajlar, pasif hedeflemeye dayanan bazi FDA onayl ilaglarin, klinik
calismalarda lipozomal olmayan ilaglara kiyasla neden 6nemli anti-tiimor etki
gostermedigini aciklamaktadir. Bu {riinler esas olarak daha yiiksek dozlarin
uygulanmasina izin veren, hastalar tstiindeki yan etkilerinin (kusma, bulanti ve
daha az kemik iligi defekti) daha tolere edilebilir olmasi nedeniyle onaylanmistir
[76], [78]. Pasif hedefleme ile nanopartikiiller hedef hiicreye iletilebilmekte fakat
hiicresel alimi1 olumlu yonde tetikleyecek herhangi bir etkileri bulunmamaktadir.
Pasif hedeflemedeki eksiklik, tasiyici sistemleri aktif hedefleme ydntemlerine

basvurmaya yonlendirmistir.
2.6.2 Aktif Hedefleme

Aktif hedefleme, tiimor hiicrelerinin ylizeyinde asir1 eksprese edilen spesifik yiizey
reseptorlerine baglanan spesifik ligandlarin kullanimini igerir. Bu yo6ntem,
reseptor aracili endositoz 6zellikle sitozol veya c¢ekirdegin hiicre i¢i etki alanlarina
niikleik asit tasiyan nanopartikiiller i¢cin uygun bir yontemdir. Aktif hedefleme
sistemleri pasif hedefleme sistemlerine kiyasla daha zor kurgulanir ve
Olgeklendirilir. Nanopartikiiller genellikle, tiimoér hiicrelerini aktif olarak
hedeflenmesi i¢in antikorlar, peptitler veya aptamerler ve bazi kiiciik molekiiller

ile modifiye edilir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Aktif hedeflemede kulanilan ligandlar [76]
2.6.2.1 Antikorlar

Monoklonal antikorlar, ani ve degisken mevcudiyetleri ve molekiiler hedeflere
yuksek afiniteleri ve oOzgullikleri nedeniyle hedef ligandlar olarak yaygin
kullanilan makromolekiillerdir. Bu hedefleme ligandlar1 genellikle 150 kDa'lik bir
molekiiler agirliga sahiptir ve yiiksek baglanma afinitesi gosterirler. Arastirmaya
uygunluklar1 ve in vivo hedefleme ligandlarinin tiimor sadece EPR etkisine bagh
kalmadan, hedefleme ligandlar1 olarak kabul edilen antikorlar nanotasiyici
hedeflemesinde sik¢a kullanilmaktadir. Literatiirde, 2014 yilina kadar kirkin
tzerinde antikorlar ile aktif hedefleme yapilmasi amaglanan c¢alisma
bulunmaktadir. Ancak nanopartikiilerin antikor ile hedeflenmesinde bazi major
problemler bulunmaktadir. Bunlar; antijen baglanmasi (mAb’nin yiiksek hedef
ozgulligli ve afinitesi olmali, nanopartikiile baglanan molekiill o6zgiilligi
bozmamalidir), konjugasyon (mAb-nanopartikiil konjugati yiliksek verimli ve
bolgeye 06zgli olmali), kan dolasiminda bulunma siiresi (mAb-nanopartikiil
konjugati dolasim sirasinda kararh olmalidir). Ek olarak, sistemde immiinojenite

ve saflik diger endiselerdir. Viicut, antikorlar1 yabanci proteinler olarak
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algilayabilir ve bunlari temizleyerek hedeflenen nanopartikiillerin etkisini gecersiz
kilabilir. Monoklonal antikorlarin nanotasiyici hedeflemesinde siirekli kullanimu ile
biiyiik 6l¢iide ¢apraz tiir antikor immiinojenisitesi meydana gelmektedir. Tiim bu
kaygilar ile beraber antijen baglanma fragmani (Fab’), tek zincirli degisken
fragmanlar (ScFv) ve peptitler gibi antikor fragmanlarinin kullanimi1 kismen

immiinojenisite sorununun tistesinden gelmeyi hedeflemektedir [78], [79].
2.6.2.2 Peptitler

Peptitler, diisiik molekil agirhgr (yaklasik 1kDa), ideal doku penetrasyon
kabiliyeti, immiinojenisitenin olmamasi, turetim kolaylhigi gibi ozellikleri ile
antikorlardan ve antikor analoglarindan daha avantajli bir secenektir. Cesitli
peptitler, tiimor hiicrelerinin yilizeyinde asir1 ekspere edilen tiimore spesifik
epitoplart taniyabilmesi ile aktif hedefleme sistemi olarak kullanilabilir.
Literatiirde, gecen son on yilda nanopartikiillerin peptit molekiilleri kullanilarak
hedeflendirilmeye dayanan bir¢ok c¢alisma yer almaktadir. Antikorlar gibi
peptitlerin de birgok farkli nanotasiyic tipi (metalik, polimerik, dendrimetik ve
miseller) ile konjugat yapabildigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda ¢ok sayida
etkili in vitro peptit (protein kinaz CK2 ve glioma gibi) olmustur. Bununla beraber,
in vivo kosullarda ¢alisan peptitlerin proteolize, degisken toksik etkilere ve hiicre
sinyallesmesi lizerinde farkli etkilere sahip olduklari, alerjik duyarlilasmay: tesvik
edebildikleri ve oral biyoyararlanmaya uygun olmadiklar1 i¢in daha zorlayic
gorinmektedir. Ek olarak, peptit sentezinin maliyetleri baz1 6zel uygulamalar i¢in

engelleyici olabilir [78], [79].
2.6.2.3 Aptamerler

1990’ yillarda Szostak, Gold ve Joyce gruplar tarafindan gelistirilmelerinden bu
yana, aptamerler ayr1 bir ligand sinifi olarak tanimlanmaktadir [80]. Aptamerler,
birka¢ niileotitten olusan kisa tek zincirli niikleik asit dizileridir. Kiigiik
molekiillerden biiyiik proteinlere kadar bircok biyokimyasal hedefi baglama
potansiyeline sahip cesitli yapilardir. Bu, aptamer dizilerinden tiiretilir; yaklasik
12-20 nikleotit uzunlugundaki bir 5 've 3' konsensiis bolgesi tamamen veya
kismen rastgele secilmis niikleotitlerin merkezi bolgesini cevreler. Rastgele bolge,

tipik olarak 1013 ve 1015 benzersiz diziler saglayan aptamer havuzunun cesitliligini
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belirler. Kiglik, yiliksek derecede hassas olan, biyobozunur yapida ve
immiinojenisitesi diisiik olan yapilardir. Aptamerler, kimyasal olarak antikorlara
¢ok benzeyen fakat daha fazla avantaja sahip yapilardir. Ilk olarak, aptamerler
kiiciik yapili olduklart i¢in tiimor hiicrelerinden igeri daha kolay alinirlar. Cesitli
kiigiik molekiiller ile konjugat aptamerler ise daha spesifik c¢alismalar
yapilmaktadir. Ikincisi, aptamerler tipik olarak immiinojenik degildir. Ugiinciisii,
monoklonal antikorlara kiyasla daha yiiksek 6zgilliik ve afiniteyle reseptorlere
baglanirlar. Son olarak ise aptamerler kolay 6l¢eklendirilebilir ve uygun maliyetli
yapilardir. Tiim bu avantajlari ile aptamerler nanopartikiil hedeflemesi i¢in ¢ekici
ligandlardir [81]. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar ile beraber, cesitli timoér
hiicrelerinin aktif olarak hedeflenmesi i¢in aptamerler ile farkhh tirdeki

nanopartikiil sistemlerinin denemesi olumlu sonuglar vermistir [82]-[84] .
2.6.2.4 Kiiciik Molekiiller

Kiiciik molekiller, farkli yapilara ve o0zelliklere sahip o6nemli bir hedefleme
grubudur ve bu da onlar1 nanopartikiillerin fonksiyon kazanmasi i¢in oldukga
uygun bir sinif haline getirir. Kii¢iik boyut ve diisiik molektiler agirlik ayrica ¢oklu
ligandlarin nanopartikiillere baglanmasina izin verir. Tiim kii¢iik molekiil bazl
hedefleme ligand1 arasinda folik asit, timor hiicrelerinin hedeflenmesi icin en

yaygin kullanilan liganddir.

Folat reseptori (FR) yumurtalik, bobrek, akciger, beyin, endometriyal, kolorektal,
serviks, meme ve prostat kanseri gibi bir¢ok kati tiimér hiicresinde yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. Bununla beraber, saglikl hiicrelerde folat reseptor tiimorlii
hiicrelere gore cok azdir veya hi¢ yoktur. Nanotasiyici sistemlerin folik asit ile
olusturulan konjugasyonu ile ylizeyinde asir1 miktarda folat reseptoér bulunan
kanser dokularinin hedeflenmesi ve boylece kisisellestirilmis ve hedeflendirilmis
tedavi tekniklerinin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Folik asit; molekiil agirliginin
diisiik olmasi (441 g/mol), suda ¢oziinebilir olmasi, ph, 1s1 ve ¢esitli solventlere
karsi dayanikli olmasi, tasiyici ajanlar ile kolay konjugasyon yapabilmesi, toksik
olmamasi, folat reseptore yiiksek afiniteye sahip olmasi ve kiiciik boyutundan
dolay1 hiicreden igeri kolay girebilmesi gibi bircok avantaja sahip bir liganddir.

Folik asit cesitli metabolik yollarda tek karbon transfer reaksiyonlari icin 6karyotik
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hiicreler tarafindan gerekli olan suda ¢oziinebilir temel bir vitamindir (vitamin
B9). Hiicre proliferasyonlari i¢in gerekli olan niikleotit bazlarinin biyosentezinde
rol oynar. Timor hiicrelerinin metabolik faaliyetleri saglikli hiicrelere gore ¢ok
daha fazladir, bu nedenle daha fazla folik asit ve diger vitaminlere gereksinim
duyarlar. Timor hicrelerinin vitamine olan ihtiyacinin artmasi ile beraber
ylizeyinde yer alan folat reseptorii miktar1 da artmaktadir. Yiizeyde yer alan FR
yogunlugu ve tiimor hiicresinin ilerleme derecesi arasinda pozitif bir korelasyon
vardir. Literatiirde yer alan in vivo ve in vitro ¢alismalarin pek ¢ogunda folik asit ile
kimyasal tasiyic1 konjugatlarinin FR hedeflenmesi amaciyla hiicrelere daha fazla
ulasiminin daha fazla oldugu gorilmiistiir [85]-[89]. Nanotasiyici sistemlerin folat
reseptoriine hedeflendirilmesi ile reseptér aracili endositoz Sekil 2.11'de
gosterildigi gibi baslatilmis olur. Islem folik asit konjuge nanotasiyic1 sistemlerin
hiicre ylizeyi tizerindeki FR'lere baglanmasiyla baslar. Plazma membrani ice dogru
biikilir ve sonunda hiicre i¢i ayr1 bir kompartiman olusturur. Endositik
vezikiillerin (endozomlar) pH degeri diiser, olusan asidik ortam ile beraber FR'nin
folat konjugatin1 serbest birakmasi saglanir. Ardindan membrana bagh FR’ler,
hiicre yiizeyine geri donerler. Ayni zamanda, FR’lerden salinan konjugatlar
endozomdan kacarak sitoplazmada transfer edilecek elemanin salinmasi saglanir

[90].

FR
hedeflendirilmig
KLN

Endozom
Reseptor

Kargonun serbest
Birakilmasi

KLN -
Endozomal degradasyon

Sekil 2.11 Folat konjuge KLN'lerin FR aracili endositozu [91]
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2.7 In Vitro Ortamda Nanopartikiil-Hiicre Etkilesimleri

2.7.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiltiri, belirli kosullar altinda belirli bir dokudan veya organdan izole
edilen belirli huicrelerin uyarlanmasi ve ¢ogaltilmasna dayanan tekniktir. Kiltir
terimi, dogal kosullar taklit eden uygun kosullarda hayatta kalmak ve biiylimek
anlamina gelir. Hayvan hiicrelerinin ve dokularinin kiiltiirt, hiicrelerin, dokularin
ve organlarin dondrden izole edilmesini ve in vitro ortamda biiyiitiilmesini iceren
genel ve yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. In vitro kiiltiiriin bir¢cok hiicrenin
islevlerini incelemek icin en dogru sonu¢ veren ve kiymetli metot oldugu
kanitlanmistir. Belirli bir hiicre grubu, hiicresel aktivitelerini, farklilasmalarini ve

cogalmalarini incelemek i¢in biiylik miktarlarda kiltiirlenebilir.

Hiicre kiltiirinde c¢alisilan hiicre hatlari; primer, sekonder ve devamli hiicre
hatlar1 olmak iizere ii¢ baslikta tanimlanmaktadir. Hiicre hatlarinin Sekil 2.12’de
sematik gosterimi bulunmaktadir. Primer hiicre hatlar, belirli bir dokudan veya
organdan cesitli yollarla (mekanik veya enzimatik) izole edilen ve kiiltiire alinan
ilk hiicrelerdir. Bu hiicreler, heterojendir, kontaminasyon ihtimalleri yiiksektir ve
ancak 8-9 kere pasajlanabilirler. Biiylime hizlarn yavastir ancak izole edildikleri
doku veya organ hakkinda en dogru bilgiyi verirler. Sekonder hiicre hatlari, primer
hiicre hatlarinin 100 kereye kadar pasajlanabilen ancak daha sonra {ireme
yeteneklerini kaybeden hiicre hatlaridir. Bu hiicre hatti fibroblastoid tipi
hiicrelerden olusmaktadir. Devamli hiicre hatlar1 ise, timor hiicreleri ya da
manipiile edilmis hiicrelerin kiltlir edilmesi ile olusturulan hiicre hatlaridir.
Devamli hiicre hatlar 6liimsiiz hiicre hatlar1 olarak da bilinmektedir. Diger hiicre
hatlarina gore daha iyi karakterize edilmis, kiiltiir ortaminda daha hizly, siirekli ve
gliclii biiytiyebilen ve kullanilacagi her seferde bir kaynaktan izolasyona ihtiyag

duyulmayan hiicre hatlaridir [92], [93].
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Sekil 2.12 Primer, sekonder ve devamli hiicre hatlar1 [93]

HeLa Hiicre Hatti

HeLa hiicreleri, 1950’lerde Henrietta Lacks adl1 bir hastanin serviks dokusundan
izole edilen ve laboratuvar kosullarinda calisilan edilen ilk insan hiicre hattidir.
Oldukca agresif bir kanser hiicre hattidir, durmadan boliime kapasitesine
sahiptirler ve literatiirde 70000’den fazla ¢alismada kullanilmistir [94]. HeLa

kanser hiicrelerinin 6zellikleri Tablo 2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3 HelLa hiicrelerinin 6zellikleri

HELA (ATCC® CCL-2™)
Organizma Homo sapiens, Insan
Doku Serviks
Hastalik Adenokarsinom
Yas 31
Cinsiyet Kadin
Morfoloji Epitelyal
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THP-1 Hiicre Hatti

THP-1 hiicre hatt;, 1980 yilinda Tsuchiya ve ark. tarafindan akut monositik
losemili bir hastanin kanindan izole edilen bir insan monositik l6semi hiicre
hattidir.  THP-1 hiicreleri morfoloji ve farklilasma o6zelliklerinde birincil
monositlere ve makrofajlara benzerler ve bu nedenle in vitro ¢alismalarda sikca
tercih edilmektedirler. Bu hiicreler biyiik, yuvarlak tek hiicreli bir morfoloji

gosterir [95]. THP-1 hiicrelerinin 6zellikleri Tablo 2.4’te gosterilmistir.

Tablo 2.4 THP-1 hiicrelerinin 6zellikleri

THP-1 (ATCC® TIB-202™)
Organizma Homo sapiens, Insan

Doku Periferik kan

Hastalik Akut monositik
l6semili
Yas 1
Cinsiyet Erkek
Morfoloji Monosit
2.711 Sitotoksisite Analizi

Sitotoksisite, nanopartikiillerin in vitro g¢alismalarinda biyolojik degerlendirilme
icin kullanilan en 6nemli 6zelliklerinden birisidir. Test edilen materyalin c¢esitli
mekanizmalar ile sebep oldugu hiicre 6liimiinii belirlemek i¢in ucuz, giivenilir ve
tekrarlanabilir testlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Sitotoksisite; kolorimetrik, boyama,

luminometrik ve florometrik olarak test edilebilmektedir.
MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolium bromiir) testi, 1980

yilinda Mosmann tarafindan gelistirilen sitotoksisiteyi degerlendirmek icin en

yaygin kullanilan kolorimetrik testlerden biridir. Glintimiizde, MTT kullanim1 en
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yaygin olan sitotoksisite testlerinden biridir. Bir¢ok hiicre hattinda kullanilabilir ve

ISO (10993.5) standartlari iginde yer almaktadir.

Bu test, canli hiicrelerin mitokondrilerinde meydana gelen dehidrojenazlar ile suda
¢ozlinebilen sar1 tetrazolium tuzunun suda ¢ozliinmeyen mor formazan
kristallerine enzimatik doniisimiine dayanarak hiicre canhligin1 tespit eder.
Boylece belli dalga boyunda ¢6ziinmiis formazan kristallerinin konsantrasyonu
Olctilerek metabolik olarak aktif hiicre sayisina dair 6l¢ctim yapilmis olur. Formazan
molekiili, hiicre zarn icin gecirimsiz 0zelliktedir bodylece saglikli hiicrelerde
birikme yapar. Bu testin diger testlere gore belli bashh bazi avantajlar1 vardir.
Bunlar; yiiksek tekrarlanabilirlik, kolaylik, giivenilirlik ve sitotoksisitenin yani sira
hiicre canliliginin da analiz edilebilmesidir. Ancak MTT testinin baz1 dezavantajlari
da vardir. Ornegin; test edilen kimyasalin tetrazolyum tuzu ile reaksiyon
verebilmesi, baz1 hiicrelerdeki mitokondriyal aktivitenin 6ldiikten sonra da devam

edebilmesi gibi durumlarda MTT testi yanilabilmektedir [96], [97].
2.7.1.2 Antioksidan- Oksidan Kapasite Analizi

Oksidanlar, hem viicudun icinde hem de disinda iiretilebilen ve diger hiicresel
molekiiller ile reaksiyona girebilen reaktif molekiillerdir. Bu molekiillerin
Uretiminin sonucu olarak hiicrede oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidan
molekilleri reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak
siniflandirilabilir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel oksidatif metabolizmanin
dogal yan turtnleridir ve hiicre sagkalimi, 6liimi ve farklilasmasi, hiicre sinyali ve
inflamasyonla iliskili faktor tiretiminin modiilasyonunda 6nemli roller oynar.
Viicutta oksidan molekiillerinin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in bir antioksidan
savunma mekanizmasi vardir. Oksidan molekiiller bu savunma sistemini astiginda
ise kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar ve yaslanma
gibi olaylar meydana gelmeye baslar. Oksidan antioksidan seviyelerindeki
dengesizlik ve antioksidan savunmanin asilmasi durumunda oksidatif stres

durumu meydana gelir.

Hiicreler ile etkilesime giren 0zellikle nanopartikiiller gibi bir¢cok biyomalzeme
vicuttaki oksidatif stresi indiikleyebilmektedir. Nanopartikiillerin yiizey alani ve

yluzeyinde yer alan hidroksil gruplarinin yogunlugu ROS iiretimini etkilemektedir.
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Literatiirde yer alan c¢alismalarda, 6zellikle metal nanopartikiillerin hiicrelerde
oksidatif strese neden oldugu ayrica hayvan deneylerinde de olumsuz sonuglara

sebep oldugu gosterilmistir [96], [98], [99].
2.7.1.3 Hiicre Siklusundaki Etkilenmenin incelenmesi

Biyomalzemelerin biyolojik sistemler ile etkilesimleri sonucu sitotoksisite ve
oksidatif strese sebep olma o6zelliklerinin yanisira hiicre dongiisiine etkilerinin
incelenmesi de olduk¢a 6nemlidir. Okaryotlarda hiicre doéngiisii iki ana dénemden
olusmaktadir: DNA replikasyonu ve mitoz icin gerekli besinleri iliretmek ve
hiicrenin biiylimesini iceren interfaz asamasi ve hiicrenin boéllinerek iki yavru
hiicre olusturdugu mitoz (M) asamasi. Bir hiicrenin yasaminin neredeyse tamami
li¢ bolime ayrilan interfazda harcanir: G1(Gap phase 1), S (Synthesis phase) ve G2
(Gap phase 2) fazlari. G1 fazinda hiicre biiyiir ve hiicre béliinmesi icin gerekli olan
enzimleri Uretir. S fazinda DNA kopyalanir. Son olarak, G2 fazinda hiicre biiylimeye
devam eder ve mitoz i¢in gerekli islemleri gerceklestirirr Hem G1 hem de G2
fazlarinda, hiicrenin béliinmesinde 6nemli adimlar i¢cin hazirlanmasini saglayan
kontrol noktalar1 vardir. Mitoz (M) fazi, gercek hiicre boliinmesine karsilik gelir ve
oldukea fazla miktarda enerji gerektirir. Mitozda bir¢ok asama olmasina ragmen
(profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz), temelde hiicrenin ¢ekirdek ve
sitoplazmik iceriginin béliinmesinden olusur. Hiicre siklusunda, fazlar arasindaki
kontrol noktalarinda diizenleyici molekiiller gérev alir. Bu diizenleyici molekiiller
basta siklinler ve siklin-bagiml kinaz kompleksi (Cdk) olarak isimlendirilmislerdir
ve bulunduklari faza gére farkli konsantrasyonlarda olabilirler. insanlarda dért tip
siklin vardir; G1siklinler (siklin D), G1/S siklinler (siklin E), S siklinler (siklin A) ve
M siklinleri (siklin B). Adlandirmadan da anlasilacagi gibi, her bir siklin hiicre
dongiisiinde belirli bir faz, gecis veya faz seti ile iligkilidir ve o fazin veya periyodun
olaylarin1 yonlendirmeye yardimci olur. Ornegin, M siklin, niikleer zarf bozulmasi
ve kromozom yogunlasmasi gibi M fazi olaylarini tesvik eder. Bir pro-mitotik hiicre
dis1 sinyal alindiktan sonra, G1 siklin, G1 fazina 6zel Cdk kompleksleri (Cdk2, Cdk4
ve Cdk6) ile baglanarak, hiicreleri S fazina hazirlamak i¢in aktif hale gelir ve S
siklinleri ile DNA replikasyonu i¢in gerekli enzimlerin ekspresyonunu tesvik eden

transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu tesvik eder. G1 siklin-Cdk
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kompleksleri ayrica S fazi inhibitorleri olarak islev goéren molekiillerin
ubikitinasyon icin hedeflenerek parcalanmasini1 da saglar. Aktif S siklin, S fazina
6zel Cdk kompleksi (Cdk2) ile baglanarak, DNA replikasyonun baslamasini ve
hiicre dongiistinlin S fazina ge¢mesini saglar. M siklinler ise Cdk1 ile baglanarak

hiicredeki mitozu baslatir [100]-[102].

Hiicre dongiistindeki diizensizligin timor olusumuna neden oldugu gorulmustiir.
Ozellikle hiicre déngiisiinde inhibitér gérevi yapan p53 ve retinablastom (Rb) gibi
timor baskilayict  genlerdeki fonksiyon kayiplar1t hiicrelerin  kontrolsiiz
cogalmasina ve boylece tiimor olusuma neden olmaktadir. Normalde Rb hiicreleri,
hiicrelenin G1 fazindan S fazina gecisinden sorumlu proteinlerin
transkripsiyonunu indiikleyerek hiicre proliferasyonunu negatif yonde regiile
eder. Hicrenin G1 fazindan S fazina gecisi geri doniisimsiiz bir olaydir ve eger
kontrol noktalarindan gegilebilirse DNA replikasyonu baslar. G1 fazindan S fazina
gecis siklin D, Rb ve evreye 6zgli Cdk’lar tarafindan kontrol edilmektedir. Siklin D,
aktive olduktan sonra Cdk4/Cdké6 ile kompleks olusturur. Olusan Cdk kompleksleri
tarafindan fosforile edilen Rb, inaktivasyona neden olur. Fosforilasyona ugrayan ve
inaktif hale gecen Rb’nin hiicre dongiistine etkisi, aktifken S fazina geciste gorev
alan genlerin transkripsiyonel aktivitesini saglayan transkripsiyon uzama faktori
(E2F) ile saglanmaktadir. E2ZF'nin serbest birakilmasi ile beraber G1/S ve S fazina
gecisicin gerekli olan bazi spesifik siklin ve genlerin transkripsiyonunu saglar. Rb
ile ile iliskili olan E2F, hiicre dongiisiinde DNA replikasyonu, onarimi ve apopotozis

gibi 6nemli olaylarda goérev yapmaktadir [101].

Rb’nin ardindan tanimlanan bir diger timor baskilayici gen p53°’tiir. p53, DNA
hasari, hipoksi durumu, onkogenler ve oksidatif stres gibi bir¢cok kosuldan
etkilenerek aktive edilebilen kisa dmiirli (yaklasik 20 dakika) bir transkripsiyon
faktoridiir. p53, multifonksiyonel bir proteindir ve hiicrelerin farklilasmasi,
yaslanmasi ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel olayda gérev almaktadir. p53, bazi DNA
hasar1 formlarina cevaben p21 genini aktive eder. p21 baz1 siklin ve kompleks
olusturduklar1  siklin  bagimh  kinazlara (Cdk4-6/SiklinD, Cdk2/SiklinE,
Cdk2/SiklinA ve Cdk2/SiklinA) baglanarak bunlar: inhibe eder. Ayrica p21 geni,
DNA replikasyonu icin gereken komplekse (PHNA, Proliferating cell nuclear
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antigen) baglanip DNA polimerazin baglanmasini engeller ve DNA sentezini
durdurur. p53 geni ayn1 zamanda G1/S ve G2/M evrelerindeki kontrolde de gorev
almaktadir. Literatiirde, mitotik ig iplikleri inhibitorleri ile yabanil tip p53 hiicreye
birlikte aktarildiginda hicre siklusunun G2 evresinde durmusken p53
yoklugundaki ploid ile hiicrelerin boliinmeye devam ettigi gozlenmistir. Boylece,
DNA replikasyonunu inhibe etme yetenegi ile hasarli DNA'nin yeni hiicrelere
gecmesini engelleyer. Ayrica, DNA sentezi esnasinda olusan hasarlarin mitoz
bolinme baslamadan tamir edilmesi ve hasarli DNA’'nmin yeni hiicrelere

aktarilmasinin engellenmesi saglanmistir [102].
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3

MATERYAL VE METOT

3.1

3.1.1

3.1.2

Materyal

Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi (Shimadzu)

Ultrasonik su banyosu (Bandelin Sonorex)

Sonikator (Bandelin Sonoplus)

Manyetik karistirici (Variomag Mono)

UV-Vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)
Calkalamali inkiibatér (Mikrotest MCI55)

Santrifiij cihazi (Beckman Coulter Allegra X-30 R)

Mini santrifiij cihaz1 (Hermle. Z 206 A)

Vorteks (Velp Scientifica)

ZetaSizer (Malvern ZEN 3600 Nano ZS)

Liyafilizator (Telstar Cryodos)

FT-IR (Perkin Elmer Spectrum 100)

COz2 inktibator (Esco, CelCulture CO2 INCUBATOR)
Otoklav (Hirayama)

Invert mikroskop (Zeiss, Zen Blue2)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss, EVO® LS 10)
Biyogiivenlik kabini (Mikrotest MLF120

Elisa reader (Biotek PowerWave XS2)

Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometers)

Atomik gii¢ mikroskobu (Shimadzu SPM 9600)

Kullanilan Sarf Malzemeler

Hiicre kiiltir flasklar (T25) (TPP 90026)
Hiicre kiiltir flasklar: (T75) (TPP 90076)
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e Thoma Lami (ISOLAB 075.03.002)

e Pipetucu 1000 pL (ISOLAB TB1000)

e Pipetucu 200 pL (ISOLAB TB200)

e Pipetucu 10 pL (ISOLAB TB010)

e 96 kuyucuklu plaka (TPP 92096)

e 24 kuyucuklu plaka (TPP 92024)

e 6 kuyucuklu plaka (TPP 92006)

e Hiicre kryo (dondurma) tiipler (ISOLAB 09111102)

e 15 ml'lik steril falkon tiipler (CORNING 352095)

e 50 ml'lik steril falkon tiipler (CORNING 352070)

e Steril tek kullanimlik pipetler (2 ml) (TPP TP94002)
e Steril tek kullanimlik pipetler (5 ml) (TPP TP94005)
e Steril tek kullanimlik pipetler (10 ml) (TPP TP94010)
e Transwell insert aparati (0.4 um por ¢ap1) (CORNING 3413)
e Steril petri kab1 (ISOLAB 08102061)

e Steril Oze (ISOLAB 08201001)

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar, Besiyerleri ve Kitler

e Kanamisin (Duchefa Biochemie K0216.0010)

e Luria Broth (LB) (Sigma Aldrich L3522)

e Luria Agar (LA) (Sigma Aldrich L3147)

e Oktadesilamin (Sigma Aldrich 305391-25G)

e Kloroform (Sigma Aldrich 102442)

e Tween 80 (Sigma Aldrich P1754)

e Folik Asit (Sigma Aldrich F7876)

e PBS tablet (Sigma Aldrich 524650)

e EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride)
(Thermo Fisher Scientific 22980)

e NHS (N-hydroxysuccinimide) (Thermo Fisher Scientific 24500)

e Dulbecco's Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM) (Biological
Industries 01-052-1A)

e F-12 (HAM) Nutrient Mixture (Biological Industries 01-095-1A)
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e Penisilin-Streptomisin (Biological Industries 03-031-1B)

e Fetal Bovine Serum (Biological Industries 04-007-1A)

e Tripsin-EDTA (Biological Industries 03-052-1A)

e Tripan mavisi (Sigma T8154)

e Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide %98 (MTT-Sigma M5655)

e Dimetil Siilfoksit (DMSO-ChemCruz sc358801/Carlo Erba 508001)
e Human IL-6 ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific EH2IL6)

e Total Antioxidant Status (TAS) Test Kit (Rel Assay Diagnostics)

e Total Oxidant Status (TOS) Test Kiti (Rel Assay Diagnostics)

e (D1 Human ELISA Kit (Bioassay Technology Laboratory E3586Hu)
e p53/TP53 ELISA Kit (Bioassay Technology Laboratory E1711Hu)
e QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (QIAGEN 12963)

3.2 Metot

3.2.1 IL-6 Kodlayan Plazmidlerin Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Tez calismasinda, aktarilacak gen bolgesi olan IL-6 ve GFP (green fluorescence
protein) eksprese eden plazmid (Addgene Plasmid 111933: pEGFP N1-IL-6)
firmadan saplama kiiltiirde doniistiiriilmiis bir bakteri icinde temin edilmistir. IL-
6, enfeksiyonlara ve doku hasarina cevaben iretilen pleotropik bir sitokindir.
Fibroblastlar, vaskiiler endotelyal hiicreler, mast hiicreleri, makrofajlar, dendritik
hiicreler ve T ve B hiicreleri dahil olmak tizere ¢oklu hiicre tipleri bu sitokinin
tretimi ile iliskilidir. Gen aktarimi c¢alismalarinda kullanilacak olan plazmidin
haritasi Sekil 3.1'de gosterilmistir. Bakteriyel kiiltiir, steril bir kiirdan yardimau ile
alinmis ve 100 pg Kanamisin/mL LB Agar iceren petri kaplarina ekilmistir. Ekimin
ardindan petriler 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Ureyen koloniler
arasindan bir tanesi secilerek, 100 pg Kanamisin/mL LB Broth sivi besiyerine
aktarilmistir. Sivi besiyeri 37 °C’'de 200 rpm’de bir gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin sivi besiyerindeki bakterilerin yogunlugu, UV visible
cihazinda 650 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Cihazda blank degeri olarak LB
Broth kullamilmistir. Izolasyon islemleri, alkali lizis, adsorpsiyon, yikama ve

desorpsiyon asamalarini iceren QIAGEN Inc® (Almanya) sirketinin kit
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protokoliine uygun olarak kitin tampon cozeltileri ile yapilmistir. izolasyon
ardindan plazmid DNA’larin (pDNA) saflik analizi Nanodrop cihaz kullanilarak
spektrofotometrik o6l¢iim ile belirlenmigtir. Ol¢iim 260/280 nm absorbans

degerlerinde yapilmistir.
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Sekil 3.1 Plazmid haritas1 [103]

3.2.2 Oktadesilamin Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Tez c¢alismasinda kullanilacak olan nanotasiyici sistemler oktadesilamin
kullanilarak sentezlenecektir. Oktadesilamin, yapisinda barindirdigi amin
gruplarinin protonlanmasi ile pozitif yiik kazanabilen ve bdylece DNA ile dogal
olarak etkilesim kurabilen bir lipid molekilidiir. Oktadesilaminin kimyasal yapisi

Sekil 3.2’de gosterilmistir.

H,C
NH,
16

Sekil 3.2 Oktadesilaminin kimyasal yapisi
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Oktadesilamin bazlh kati lipid nanopartikiiller tekli emiilsiyon (w/o) c¢oziici
difizyon yontemi ile sentezlenmistir. Nanopartikiiliin lipid fazini oktadesilamin
soliisyonu, strfektan fazini ise Tween 80 soliisyonu olusturmaktadir. Sabit
konsantrasyondaki lipid faz ve farkli konsantrasyonlardaki Tween 80 soliisyonu ile
calismalar yapilmistir. Her bir formiilasyonda, belirtilen miktarda oktadesilamin
tartilmis ve belirtilen hacimdeki kloroform icinde ¢ozdiiriilmiistiir. Olusturulan
¢Ozelti, manyetik karistirici listiinde Tween 80-PBS ¢ozeltisine icinde 100 pL pipet
kullanilarak damla damla damlatimistir. Karisim homojenizasyonu saglamak
adina buz banyosunda belirlenen siire ve giicte sonikasyon islemi uygulanmistir.
Sonikasyon isleminin ardindan organik c¢o6ziiciinin wuzaklastirilmas: icin
nanopartikiil ¢cozeltisi 4 saat boyunca 1000 rpm’de oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Nanopartikiil sentez yontemi Sekil 3.3’te sematik olarak gosterilmistir.
Karisim, 4 saatin ardindan ¢oktliirme ve yikama islemleri i¢in santrifiij edilmistir.
Birinci ¢oktiirme islemi 30 dakika 6500 rpm ve +4 °C’de yapilmistir. Bu adimin
ardindan siipernatant alinarak tekrar ¢éktiirme islemi yapilmistir. ikinci ¢éktiirme
asamasl, 1 saat 11500 rpm ve +4°C’de yapimistir. Coktliirme isleminin ardindan
pelet 40 mL distile suda ¢ozdiiriilerek yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi 30
dakika 11500 rpm ve +4°C’de yapilmistir ve bu islem 3 kez tekrarlanmistir. En son
yikama isleminden sonra pelet 5 mL distile suda ¢ozdiriilerek, liyofilizatorde

kurutulmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Oktadesilamin-kloroform ¢ozeltisi
(Lipid Faz)

'

Tween 80- PBS ¢ozeltisi Sonikasyon Evaporasyon Nanopartikiil sulu ¢ozeltisi
(Siirfektan Faz)

Sekil 3.3 Nanopartikiil sentez asamalari
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3.2.3 Oktadesilamin Nanopartikiil-Folik Asit Konjugatinin Hazirlanisi

Oktadesilamin nanopartikiiller liyofilizatérde kurutulmus ve -20 °C’de muhafaza
edilmistir. 2 mL 0,02 gram Folik Asit-PBS ¢6zeltisine 0,001 gram NHS eklenmis ve
1 saat boyunca 1000 rpm ve +4 °C’de karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Ardindan
0,001 gram EDC eklenmis ve 1 saat boyunca 1000 rpm’de +4 °C’de karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bittiginde, 3 mL 2 mg nanopartikiil ¢ozeltisi
eklenmistir. Bir gece boyunca 1000 rpm’de +4°C’de karanlik ortamda inkiibe
edilmigstir. Bir sonraki giin, 1 saat 11500 rpm +4 °C’de kosullarinda ¢oktiirme
amaci ile santrifiij yapilmistir. Ardindan 30 dakika 11500 rpm +4 °C’de bir kez
yikama yapilmistir. Pelet 5 mL distile suda ¢ézdiiriilerek liyofilizatorde kurutulmak

tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4 Sentezlenen Oktadesilamin Nanopartikill ve Oktadesilamin

Nanopartikiil- Folik Asit Konjugatinin Karakterizasyonu

Sentezlenen nanopartikiil dispersiyonlarina ait pargacik boyut, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel analizleri Zetasizer cihazi kullanilarak yapilmistir.
Morfoloji tayini, Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM) ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile yapilmistir. Fourier Dontisiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ile

orneklerin kimyasal bag analizi yapilmistir.
3.24.1 Boyut, Polidispersite indeksi (PDI) ve Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen nanopartikiillerin ortalama pargacik boyutu, polidispersite indeksi
(PDI) ve zeta potansiyeli degerleri, dinamik 1s1k sacilimi (DLS) metodu ile tayin
edilmistir. Kurutulmus nanopartikil 6rnekleri, 1/10 oraninda distile su ile diliie
edilerek (100 pL 6rnek/ 1 mL distile su) d6lciim yapilmistir. Yapilan analizler 4,0
mV He-Ne lazer lamba (633 nm) ile donatilmis Zetasizer Nano ZS (Malvern
Insruments, UK) cihazinda 0,89 cP viskozite ve 78,54 kirilma indeksi degerleri

kullanilarak +0,1 °C hassasiyeti ile 25 °C’de 3 tekrar seklinde yapilmistir.
3.2.4.2 Taramali1 Elektron mikroskobu (SEM)

Sentezlenen oktadesilamin (ON) ve oktadesilamin-folik asit konjuge
nanopartikiillerin (OFAN) morfolojik 6zellikleri, taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile tayin edilmistir. Her iki nanopartikiil érnegi de SEM cihazi i¢in uygun
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stablara damlatilarak oda sicakliinda kurutulmustur. Ardindan, iletken 6zellikte
olmamalarindan dolayi, 6rnekler goriintii alinmadan 6nce altin ile kaplanmistir.
Nanopartikiillerin boyutlari, ylizey morfolojisi ve sekilleri yiiksek vakum altinda
30000x biiytitmede ikincil elektron yontemi ile taramali elektron mikroskobunda

incelenmistir.
3.2.4.3 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM)

Sentezlenen oktadesilamin ve oktadesilamin-folik asit konjuge nanopartikiillerin
morfolojik 6zellikleri atomik giic mikroskobu (AFM) ile belirlenmistir. Analiz
temassiz modda, sinyal frekans1 1 Herz olacak sekilde yapilmistir. 1 ym x 1 pm
boyutunda bir alanda ¢ekim yapilmistir. Nanopartikiil dispersiyonlari, mika

disklerin tizerine damlatilip oda sicakliginda kurutularak analiz edilmistir.
3.24.4 Fourier Doniisiumlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Morfolojik analizler zeta potansiyel analizinin ardindan uygun bulunan
nanopartikiiller dogrudan ATR (Attenuated Total Reflectance) atagmani
kullanilarak analiz edilmistir. Optimize nanopartikiillerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar ve kimyasal baglari, fourier doniisiimlii kizilotesi spektoskopisi (FT-IR)

cihazi ile 3 tekrar seklinde tayin edilmistir.
3.2.5 Hiicre Kiiltira Calismalari

Sunulan tezde sentezlenen ve optimize edilen oktadesilamin ve oktadesilamin-folik
asit konjuge nanopartikiillerin in vitro deneyleri HeLa insan serviks kanser hiicre
hatt1 (ATCC® CCL-2™) ve THP-1 insan l6semi monosit hiicre hatt1 (ATCC® TIB-
202™) kullanmilarak yapilmistir.

3.2.6.1 Hiicrelerin Canlandirilmasi

Onceden dondurulmus hiicre hatlar1 -196 °C sicakhgindaki sivi azot tankinda
kryotiipler icerisinde muhafaza edilmektedir. Calisilacak hiicre hatti sivi azot
tankindan alinarak hizl bir sekilde ¢ézduriilmistiir. Céziinen hiicre 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin sonunda siipernatant atilarak pelet hiicreye
uygun tamamlanmis besiyerinde ¢ozdiiriilmiistiir. Pipetaj yapilarak hiicre iyice
cozdirildiikten sonra hiicre kiiltiir flasklarinda 37°C %5 CO:2 kosullarinda
inklibasyona birakilmistir. Hiicrelerin flaskin ytlizeyine tutunmalar1 ve yogunluklari
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inverted mikroskop ile takip edilmistir ve hiicre yogunlugu %80-90’a ulasana dek
iki glinde bir besiyeri degistirilmistir. Hiicreler %80-90 konflent olduklarinda ise
pasajlama islemi yapilmstir. Calismada kullanilan HeLa hiicreleri adherent
(vapiskan) ve THP-1 hiicreleri ise siispanse kiltlrlerdir. Her iki hlicredeki santrifiij
kosullar1 aynidir fakat HeLa hiicreleri bulunduklar: yiizeye tutunarak ¢ogaldiklari
icin yatay, THP-1 hicreleri ise siispanse Kkiiltiirde biuyidiikleri icin dikey

pozisyonda inkiibe edilmistir.
3.2.6.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi, bulunduklari flasktan baska bir flaska zarar gérmeden
transfer edilmesi islemidir. Hicreler, %80-90 konfluent oldugunda pasajlama
islemi yapilmistir. HeLa hiicreleri (yapiskan hiicre) pasajlanmak i¢in bulunduklari
ylzeyden tripsinizasyon ile ayrilmalar1 gerekmektedir. Flasktan besiyeri
uzaklastirilmis ve 1X Tripsin-EDTA eklenerek enzimin optimum c¢alisma
kosullarin1 saglayabilmek adina 37°C’de 2 dakika inkiibe edilmistir. Bu silirenin
sonunda hiicrelerin bulunduklar: yiizeyden ayrilip ayrilmamalar1 mikroskop ile
gozlenmistir. Ayrilma gozlendiginde hiicrelere tripsin enzimini inaktive edebilmek
icin uygun ve tamamlanmis besiyeri eklenerek yikama islemi yapilmistir. Eklenen
besiyerinin detripsinizasyon icin kullanilan tripsinin en az iki kat1 kadar
kullanilmasi gerektigi goz oniinde bulundurulmustur. Yikama isleminden sonra
hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda stipernatant
uzaklastirilarak pelet uygun ve tamamlanmis besiyerinde nazikce ¢ozdurilmistir.
Pipetaj isleminin ardindan yeni hiicre kiiltiir flasklarina aktarilmis ve uygun
biiylime kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicreler inverted mikroskop ile takip
edilmis ve %80-90 konfluent olduklarinda pasajlama islemi tekrar edilmistir. THP-
1 hiicreleri (stispanse hiicre) tripsinizasyon islemine gerek duymaksizin flasktan
falkona direkt aktarilarak santrifiij edilmektedir. Santrifiijiin ardindan siipernatant
atilarak pelet uygun ve tamamlanmis besiyerinde c¢ozdiiriilerek yeni flasklara
aktarilarak uygun biliyiime kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmasi

inverted mikroskop ile her giin takip edilmistir.
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3.2.6.3 Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik Kontrolii

Sunulan tez ¢alismasinda yapilacak deneylerde hiicrelerin ekilmesinden o6nce
sayllmasi gerekmektedir. Hiicre-besiyeri siispansiyonundaki canli ve 6li hiicreler
tripan mavisi kullanilarak hesaplanmistir. Tripan mavisi ile stispansiyondaki canl
hiicreler 151k altinda beyaz ve parlak goriintirken, 6li hiicreler mavi ve mat
goziikmektedir. Hiicrelerin pasajlanmasi veya ekilmesi islemlerinden 0Once
hiicrelerin sayimi gergeklestirilmistir. Santrifiijiin ardindan pelet uygun ve
tamamlanmis besiyerinde ¢ozdiiriilmustir. Pipetaj isleminin ardindan 10 pL hiicre
stispansiyonu alinarak 10 pL tripan mavisi ile karistirtlmistir. Hiicre- tripan mavisi
karisimindan 10 pL alinarak Thoma lamina aktarilmistir. Sayim lamdaki 16 esit
kareden olusan sayma bdlgesinin 4 tanesinin sayilip ortlamasinin alinmasi ile

yapilmistir. Sayimin ardindan canli hiicre sayisi (3.1) esitligi ile bulunmustur.

Canli hiicre Thoma laminda sayilan hiicre sayisinin ortalamasi * 3.1)
sayisl - Diliisyon faktori * Toplam hacim * 104 '
3.2.6.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler ihtiya¢ halinde kullanildiktan sonra, daha sonra da kullanilabilmek adina
dondurulma islemi (kriyopreservasyon) yapilmaktadir. Kriyopreservasyon ile
dondurulmus hiicreler yeniden kullanilmak tizere eritildiklerinde canlilik ve
fonksiyonel ozelliklerinin ytliksek oranda korunmasi amag¢lanmistir. Hiicreler ¢ok
hizli sogutulduklarinda olusan bu kristallerinin mekanik parcalanmaya sebep
olmasi veya ¢ok yavas sogutulduklarinda hiicrenin dehidrasyonu nedeni ile hiicre
Olimleri olabilmektedir. Ani 1s1 degisimlerine karsi dondurma islemi esnasinda
DMSO gibi kriyoprotektan maddeler kullanilmaktadir. HeLa ve THP-1 hiicreleri,
hiicre pasajlanmasi protokoliinde belirtildigi tizere santrifiij edilmis ardindan 1 mL
(%90 FBS, %10 DMSO) dondurma soliisyonunda ¢ozdirilmiustir. Hiicre-
dondurma soliisyonu kriyotiiplere aktarilarak -20 °C’de 30 dakika muhafaza
edilmistir. Kriyotiipler ardindan -80°C’ye transfer edilerek saklanmistir. Oda
kosullarinda hiicreler ilizerinde toksik etkiye sahip DMSO’nun etkisini en aza

indirmek i¢in hiicreler kademeli olarak sogutulmustur.
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3.2.6 Sentezlenen Oktadesilamin Nanopartikill ve Oktadesilamin

Nanopartikiil- Folik Asit Konjugatinin Sitotoksisitesi

Gen aktarim araci olarak sentezlenen ve karakterizasyon islemleri tanimlanan
oktadesilamin nanopartikiil ve oktadesilamin nanopartikiil-folik asit konjugatinin
in vitro sitotoksisitesi MTT analizi ile tespit edilmistir. Bu ¢alismada sitotoksisite,
laboratuvar ortaminda sentezlenen nanopartikiillerin hiicreler tizerindeki
toksisitesini belirlemek icin yapilmaktadir. Bu analiz i¢cin HeLa hiicreleri 96
kuyucuklu kiiltiir plakasina 1x10> hiicre/ kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Plaka,
37°C %5 CO:2 kosullarinda 24 saat inkibasyona birakilmistir. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, esit sayida kuyucuklara ayri ayr1 olarak farkh
konsantrasyonlarda (15 pg/pL, 25 pg, 35 pg/pL, 45 pg/ul ve 55 pg/upl)
oktadesilamin nanopartikiil ve oktadesilamin nanopartikiil-folik asit konjugati
eklenmistir. Pozitif kontrol olarak DMSO ve negatif kontrol olarak DMEM-F12
besiyeri kullanilmistir. Analiz her bir konsantrasyon icin 8 tekrar olarak
yapilmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir plakas1 37°C %5 CO2 kosullarinda tekrar 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan besiyeri kuyucuklardan uzaklastirilmig
ve her bir kuyucuga steril PBS ile 1/10 oraninda diliie edilen 50 pL. MTT ¢ozeltisi
(5 mg/mL) eklenerek, 4 saat ayni kultiir kosullarinda inkiibe edilmistir. 4 saatlik
inkiibasonun ardindan MTT kuyucuklardan uzaklastirilarak 100 pL DMSO
eklenerek, mor formazan kristallerinin enzimatik olarak déniisiimii gozlenmistir.
96 kuyucuklu kiiltiir plakas1 ELISA okuyucuda 570 nm absorbans degerinde
Olctlerek, hiicrelerin canlilik degerleri belirlenmistir. Degerlendirme yapilirken,
negatif kontroltiin 570 nm’de 6lciilen absorbans degeri %100 hiicre canlihigl olarak

kabul edilerek, nanopartikiillerin sitotoksisite degerleri hesaplanmistir.

3.2.7 Nanopartikiill-pDNA Konjugatinin Hiicrelere Transfeksiyonu ve

Transfeksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Transfeksiyon islemi yapilmadan bir giin 6nce, HeLa hiicreleri 6 kuyucuklu kiltiir
plakasina her bir kuyucuga 5x10> hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Plakaya
2 mL %10 FBS iceren DMEM-F12 besiyeri ilave edilmistir. Transfeksiyondan bir
saat once besiyeri, serum icermeyen DMEM-F12 besiyeri ile degistirilmistir. Bu

esnada, oktadesilamin nanopartikiil-pDNA konjugati, oktadesilamin nanopartikiil-
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folik asit-pDNA konjugati ve pDNA 6rnegi hazirlanmis, etkilesim ve stabilizasyon
icin bir saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Konjugatlar, her bir
kuyucuk icin ayr ependorf tiipte hazirlanmistir. Tiipe 6ncelikle belirlenen miktarda
plazmid DNA eklenerek 100 upL serum icermeyen DMEM-F12 besiyerinde
cozdurulmiustir. Ardindan belirlenen miktarda nanopartikiil eklenerek tipiin agzi
kapatilmis ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir ve inkiibasyonun ardindan her bir
kuyucuk icin, belirlenen miktarda konjugat ile transfeksiyon yapilmistir.
Transfekte edilen HeLa hiicreleri 4 saat boyunca 37°C %5 CO2 kosullarinda inkiibe
edilmistir. 4 saat inkiibasyonun ardindan besiyeri, serum ilaveli DMEM-F12 ile
degistirilmistir. Transfeksiyon etkinliginin degerlendirilmesi GFP 1simasi1 ile
yapilmistir. Kat1 lipid nanopartikiil ile aktarilan plazmid DNA’da yer alan GFP
kodlayan bélgenin eksprese olmasiyla beraber, uygun dalga boyunda florasan 1s1k
altinda 1s1ma gozlenebilmektedir. Transfekte olmus hiicrelerdeki isimalar florasan
atagmanli inverted mikroskopta 24 saat boyunca gozlenmistir. Transfeksiyon
etkinligi, hiicrelerin faz kontrast ve florasan goriintiilerinin karsilastirilmasi ve
goruntiilerin sayilmasi ile belirlenmistir. Hesaplamalar yapilirken sayim plakanin 3
farkli bolgesinden ve 3 tekrarli olacak sekilde gortintii alinip sayimi ile yapilmistir.

Plaka diizeni Sekil 3.4’te gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.4 Transfeksiyon calismalarinda 6 kuyucuklu plaka diizeni

3.2.8 Transfekte Edilmis HeLa Hiicrelerinin Makrofaj Hiicreleri Uzerine

Etkisinin Ko-Kiiltiir Yontemi ile Belirlenmesi

Sentezlenen oktadesilamin ve oktadesilamin-folik asit nanopartikiilleri ile
transfeksiyon sonrasi makrofaj hiicreleri lizerine etkisi, ko-kiiltiir yontemi ile
belirlenmistir. Bu islem i¢in, monosit hiicrelerinden makrofaj hiicrelerine
farklilasma protokolii uygulanmistir. THP-1 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalarin her
bir kuyucuguna 10 ¢ hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Her bir kuyucuga 1
mL %10 FBS iceren RPMI besiyeri eklenmistir. 200 mM PMA-RPMI ¢o6zeltisi damla
damla eklenmistir. THP-1 hiicrelerinin hiticre kiltiirii flaskina yapismasi, 96 saat
boyunca inverted mikroskop ile takip edilip incelenmis ve goriintiillenmistir.
Transwell insert aparati, THP-1 hiicrelerinin farklilasma siireci bittiginde 6
kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir. Aparatin alt kismina THP-1 hiicreleri st
kismina ise her bir kuyucukta 5x105> hiicre/kuyucuk olacak sekilde HeLa hiicreleri

ekilmistir (Sekil 3.5). Sekil 3.5 BioRender ile c¢izilmistir. Hiicreler 72 saat boyunca
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beraber kiiltiire edilmistir. 72 saatlik inkiibasyonun ardindan kuyucuklardan
besiyerleri toplanmistir. Elde edilen vasatlar, IL-6 seviyeleri daha sonra test
edilmek tizere -80°C’'de muhafaza edilmistir. HeLa hiicreleri ile uyarilarak
makrofajlara doniistiiriilen THP-1 hiicrelerinin ko-kiltirii ¢alismasinin ardindan
IL-6 seviyeleri ticari olarak temin edilen Human IL-6 ELISA Kit prosediiriine uygun
olarak tespit edilmis, absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak oOl¢lilmistiir. Sitokin seviyeleri pg/mL cinsinden

degerlendirilmistir.

HelLa
Hucreleri

THP-1
Hicreleri

Sekil 3.5 Ko-kiiltiir yonteminde hiicrelerin ekimi (www.biorender.com ile
cizilmistir)

3.2.9 Sentezlenen Oktadesilamin ve Oktadesilamin-Folik Asit

Nanopartikiillerin Hiicre Siklusuna EtKisinin Incelenmesi

HeLa serviks kanseri hiicre hatt1 kullanilarak stres modeli olusturulmustur. CD1 ve
p53/TP53 kantitatif degerlerinin tayin edilmistir. HeLa hiicreleri 24 kuyucuklu
plakaya, her bir kuyucuga 10> hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24 saat 37
°C’'de, %5 CO2 iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Transfeksiyon islemi
esnasinda kullanilan nanopartikiil miktari, HeLa hiicrelerinin iizerine eklenerek 72
saat boyunca uygun kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmistir. Oktadesilamin ve
oktadesilamin-folik asit konjugati ile inkiibe edilen hiicreler santrifiijlendikten -80
°C’de 1 saat muhafaza edilmistir. 1 saatin ardindan 5000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant ile analiz yapilmistir. Kontrol grubu olarak
herhangi bir nanopartikiil ile islem gormemis HeLa hiicreleri kullanilmistir. Strese
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maruz birakilan HeLa hiicreleri, Human Cyclin D1 ELISA Kit ve Human p53/Tumor
Protein ELISA Kit prosediirlerine gore islem goérmiistiir. Her bir 6rnek 3 tekrar
olacak sekilde calisilmistir. Elde edilen sonuglar, firmanin o6nerdigi metot ile
hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucundaki degerler ile sentezlenen oktadesilamin

bazli kati lipid nanopartikiillerin hiicre siklusuna etkisi degerlendirilmistir.

3.2.10 Sentezlenen Oktadesilamin ve Oktadesilamin-Folik Asit

Nanopartikiillerin Antioksidan Kapasite Calismasi

HeLa serviks kanseri hiicre hiicre hatt1 kullanilarak stres modeli olusturulmustur.
Sentezlenen oktadesilamin ve oktadesilamin-folik asit nanopartikiillerin
antioksidan- oksidan kapasiteleri belirlenmistir. HeLa hiicreleri 24 kuyucuklu
plakaya, her bir kuyucuga 1x105 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24 saat
37 °C'de, %5 CO2 iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. Transfeksiyon islemi
esnasinda kullanilan nanopartikiil miktari, HeLa hiicrelerinin lizerine eklenerek 24
saat boyunca uygun kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmistir. Oktadesilamin ve
oktadesilamin-folik asit konjugati ile inkiibe edilen hiicreler santrifiijlendikten
sonra -80 °C’'de 1 saat inkiibe edilmistir. 1 saatin ardindan 15 dakika 5000 rpm’de
santrifiij edilmistir ve slipernatant ile analiz yapilmistir. Kontrol grubu olarak
herhangi bir nanopartikiil ile islem gérmemis HeLa hiicreleri kullanilmistir. Strese
maruz birakilmis HeLa hiicreleri TAS (Rel assay, Total Antioxidant Status Kit) kiti
ve TOS (Relassay Total Oksidant Status Kit) kiti prosediirlerine uygun olarak islem
gormiustir. Her bir 6rnek 3 tekrar olacak sekilde ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar,
firmanin onerdigi metot ile hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucundaki degerler ile
sentezlenen oktadesilamin bazlh kati lipid nanopartikiillerin antioksidan- oksidan

kapasiteleri degerlendirilmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 IL-6 Kodlayan Plazmidlerin Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Sunulan tez ¢alismasinda, IL-6 ve GFP gen boélgelerini kodlayan ve kanamisine
direngli plazmid gen aktarimi ¢alismalarinda kullanilmak tizere tercih edilmistir.
Saplama Kkiiltiirde temin edilen Escherichia coli DH5a susu, oncelikle steril bir
kiirdan kullanilarak kanamisin igeren LB Agar iceren petri kaplarina ekilmistir.
Ardindan 37 °C'de statik kiiltirde bir gece inkiibasyona birakilmistir. Petri
kaplarinda yer alan segici besiyerinde goriilen bakteri kolonileri Sekil 4.1'de

gosterilmistir.

Sekil 4.1 Secici besiyerinde gozlenen bakteri kolonileri
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Petride lireme gosteren kolonilerden bir tane secilerek, erlenmayer sisedeki
kanamisin iceren LB Broth sivi besiyerine aktarilmistir. Siv1 kiiltiir 37 °C’de 200
rpm’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin sivi besiyerindeki bakterilerin
yogunlugu, 650 nm dalga boyunda UV visible cihazinda 6l¢ilmiistiir. Cihazda blank
degeri olarak LB Broth kullanilmistir. Siv1 besiyerindeki bakterilerin yogunlugu,
0,5 olarak ol¢lilmiistiir. Bu deger bakterinin logaritmik biliyiime fazinda oldugunu
ve izolasyon icin yeterli miktarda bakteriye ulasildigini gostermektedir. Calismada
kullanilacak plazmidi igeren bakterinin uzun siireli depolanmasi ve saklanmasi i¢in
bu asamadan sonra dondurma islemi yapilabilmektedir. Bakteri erlenmayer
siseden falkon tiipe aktarilarak oda sicakliginda 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak pelet dondurulmak iizere %20 gliserol
(w/v) c¢ozeltisinde ¢ozdurilmiis ve 1 mL’lik ependorf tiiplere alikotlanmistir.
Dondurulan bakteri kiiltiirii depolanmak iizere -80 °C’ye aktarilmistir. Plazmid
DNA izolasyonu, QIAGEN Inc® (Almanya) firmasindan temin elinden Plasmid Plus
Maxi Kit ile firmanin 6nerdigi kit protokolii ve kitin tampon ¢6zeltileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Plirifikasyon ¢alismasi 3 set halinde yapilmistir ve elde edilen
plazmid DNA’larin yogunluk ve saflik degerleri Nanodrop cihazi ile 260 nm ve 280
nm absorbans degerlerinde olgiilmiis ve hesaplanmistir. Izole edilen pDNA

orneklerinin yogunluk ve saflik degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1 izole edilen pDNA yogunluk ve saflik degerleri

ug/uL A260/A280
pDNA 1 1,91 1,82
pDNA 2 2,48 1,80
pDNA 3 2,46 1,86

Literatiirde yer alan c¢alismalara gore, analizlerde kullanilmadan 6nce “DNA
kalitesi” mutlaka spektorofotometrik, jel elektroforezi veya florometrik analizler
ile degerlendirilmelidir. Spektorofotometrik olarak, DNA izolasyonu isleminin
ardindan 260 nm ve 280 nm absorbans degerlerinde Ol¢iimler yapilarak DNA
yogunlugu ve safhigr degerleri degerlerine ulasilabilmektedir. izole edilen pDNA

saflig1 genellikle ~1,8-2,0 arasinda ise DNA “saf” olarak tabir edilebilir. Eger bu
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oran kayda deger bir 6l¢ciide diistikse (<1,6), 6lciim yapilan absorbans degerlerinde
veya yakinlarinda giiclii sekilde emilen proteinlerin, fenoliin veya diger
kontaminant maddelerin varligini gosterebilir. Aksine absorbans okumalari
esnasinda DNA ve RNA arasinda ayrim yapilamadigindan bu deger kayda deger bir
Olcide yiiksekse (22,0) numunedeki RNA'nmin varliginin orani arttirdigr ve
kontaminasyona sebep oldugu soylenebilir [104], [105]. Bu verilere gore, transfer
edilmek istenen plazmid DNA’'nin izolasyonu isleminin ardindan elde edilen 3

pDNA 6rnegi de kullanima uygun olarak elde edilmistir.
4.2 OKktadesilamin Bazli Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Calismada kullanilmak tizere oktadesilamin bazli kati1 lipid nanopartikiiller tekli
emiilsiyon (w/o) ¢oziicii difiizyon yontemi ile sentezlenmistir. Uretilen
nanopartikiillerin formiilasyonu Tablo 4.2’de belirtilmistir. Nanotasiyici sistemler
lic farkh formiilasyonda ti¢ tekrar seklinde ayni laboratuvar kosullarinda ve ayni
malzemeler kullanilarak iiretilmistir. Sentez isleminin ardindan o6rneklerin ilk
olarak boyut, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyelleri belirlenmistir. Gen
aktarimi c¢alismalarinda kullanima wuygun bulunan bir formiilasyon ile
okatadesilamin nanopartikiil-folik asit konjugati olusturulmustur. Calismanin
devaminda kullanilmak tuzere segilen partikiiller liyofilize edilip kurutularak, -

20°C’de muhazafaza edilmistir.
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Tablo 4.2 Sentezlenen oktadesilamin nanopartikiil isim ve formiilasyonlari

Nanopartikiil Lipid faz Siirfektan Faz Sonikasyon
Ismi Lipid molekiil Coziicii | Siirfektan | Coziicii | Siiresi | Giicii
molekiil
Formiilasyon

ON-1 0,062 gram 4 mL 3 gram 50mL | 50sn | %30
oktadesilamin | kloroform | Tween PBS amp.

80
ON-2 0,062 gram 4 mL 1,5gram | 50mL | 50sn | %30
oktadesilamin | kloroform | Tween PBS amp.

80
ON-3 0,062 gram 4 mL 1 gram 50mL | 50sn | %30
oktadesilamin | kloroform | Tween PBS amp.

80

4.3 Oktadesilamin Bazlh Kati Lipid Nanopartikiil-Folik Asit

Konjugatinin Hazirlanisi

Sentezlenen li¢ farkli formiilasyona ait partikiil 6rnekleri boyut, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel ozellikleri agisindan degerlendirilmistir. Ardindan
calismaya en uygun olan formiilasyon segilerek liyofilize edilmistir. Liyofilize
edilmis nanopartikiiller ile olusturulan konjugat tekrar boyut, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel oOzellikleri acisindan degerlendirilmistir. Segilen
oktadesilamin nanopartikiil ve oktadesilamin nanopartikiil-folik asit konjugati ile

morfolojik ve kimyasal analizler tamamlanmuistir.

4.4 Oktadesilamin Nanopartikiil ve Oktadesilamin
Nanopartikiil-Folik Asit Konjugatinin Karakterizasyonu

Sentezlenen oktadesilamin nanopartikil ve oktadesilamin-folik asit konjuge

nanopartikiiller sentezlendikten morfolojik ve kimyasal analizleri yapilmistir.

Partiktillerin boyut, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel analizleri
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Zetasizer ile belirlenmistir. Elde edilen partikiillerin morfolojik analizleri SEM ve

AFM ile kimyasal 6zellikleri ise FT-IR ile tayin edilmistir.
4.4.1 Boyut, Polidispersite indeksi (PDI) ve Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen nanotasiyici sistemlerin boyut, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyel gibi gen aktariminda oldukc¢a 6nemli olan 6zellikleri Zetasizer analizi ile
belirlenmistir. U¢ farkli formiilasyon denenmis ve ii¢ tekrarh olacak sekilde analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te verilmistir. ON ismi verilen
oktadesilamin nanopartikil orneklerinden segilen ON-1 isimli nanopartikil
calismanin devaminda kullanilmak tizere secilerek dncelikle folik asit ile konjugat

olusturmus ardindan karakterizasyon calismalar1 yapilmistir.

Tablo 4.3 Nanopartikiillerin Zetasizer analizi sonuglari

Nanopartikiil Boyut (nm) PdI Zeta Potansiyel
ismi (mV)
ON-1 129 £5,02 0,3 +33+7,8
ON-2 976 +10,30 0,3 +40,2 £6,3
ON-3 1068 £11,01 0,2 +31 15,3
OFAN 150 £ 6,40 0,4 +35 %5,2

Calismada kullanilacak olan nanotasiyici sistemlerin formiilasyon calismasinda
lipid faz sabit tutulurken sturfektan fazin konsantrasyonu degistirilmistir.
Konsantrasyonlar sirasi ile %6, %3 ve %1,5 Tween 80 iceren c¢ozeltiler olarak
belirlenmis ve partikiiller sirasiyla ON-1, ON-2 ve ON-3 olarak isimlendirilmistir.
ON-1, en yiiksek siirfektan konsantrasyonuna sahiptir ve pargacik boyutu
129+45.02 nm olarak belirlenmistir. Ardindan ON-2, ve ON-3 formiilasyonlarinda
%3 ve %1,5 oraninda siirfektan icermektedir ve sirasiyla parcacik boyutu
976+10,30 ve 1068+11,01 olarak belirlenmistir. Literatiirde yer alan Doktorovova
ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, gen aktariminda kullanilmak iizere
sentezlenen ve karakterizasyon c¢alismalar1 yapilan pozitif yikli kati1 lipid
nanopartikiillerin yapilarindaki stirfektan molekiilliniin konsantrasyonu arttikca

parcacik boyutunun kiiciildiigii goriilmustiir [106]. Benzer olarak, 2017 yilinda
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Botto ve arkadaslari, pozitif yikli KLN sentezinde cesitli siirfektanlar1 farkh
konsantrasyonlarda deneyerek silirfektan konsantrasyonu ve parcacik boyutu
baglaminda bu tez calismasinda verilen degerler ile paralel sonuclar ortaya
koymustur [107]. Polidispersite indeksi terimi, bir boyut dagiliminin homojen
olmama durumu olarak tanimlanmaktadir. PDI terimi boyutsuzdur iki parametreli
bir 6lciimiin ardindan elde edilen bir sayidir. Literatiire gore lipid bazh tasiyic
sistemlerde, bir boyut dagiliminin degeri 0,05 ve 0,7 degerleri arasinda olmalidir.
0,7'den buyiik olan PDI degerleri numunenin ¢ok genis partikiil boyutu dagilimina
sahip oldugunu ve DLS teknigi ile analiz edilmeye uygun olmadigini
gostermektedir [108]. Ozellikle gen aktarimi calismalarinda bu degerin 0,7’den
kiiciik olmasina dikkat edilmektedir. Tablo 4.3’te goriildigi lizere sentezlenen
tliim nanopartikillerin PDI degerleri 0,7’den kii¢iik olarak bulunmustur. Ayrica
nanopartikiillerin endositozunda ve DNA ile interaksiyonunda parcacik boyutu ve
PDI ile zeta potansiyel de olduk¢a 6nemlidir. Tablo 4.3’te belirtilen zeta potansiyel
degerleri incelendiginde tiim 6rneklerin yiiksek pozitif ytk tasidig1 goriilmektedir.
Olgiillen zeta potansiyel degeri, DNA ve KLN arasindaki etkilesimin derecesi
hakkinda bilgi vermektedir. Calismanin amacina uygun olarak negatif yiiklii DNA
ile “dogal” olarak etkilesime girebilecek ve pDNA'nin kanser hiicrelerine ytiksek
verimde aktarilabilmesini saglayabilecek partikiiller elde edilmistir. Literatiirde
yer alan bilgiye gore, pDNA transferinde kullanilmak amaci ile sentezlenen
KLN’lerin yiiksek pozitif 6zellik gostermeleri gerektigi belirtilmektedir. Yiku +30
mV ve Ustiinde olan KLN’lerin DNA ile daha saglam baglandig1 ve ayni zamanda
tasinan DNA konsantrasyonun arttigl belirlenmistir. pDNA ve KLN’nin yiik orani
(+/-), hedef hiicreye transfer ve transfeksiyon etkinligi acisindan oldukg¢a biyolojik
etkinligi arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bahsi gegen yiik oraninin arttirilmasi
ile KLN-aracili gen aktarimi isleminde stabilite ve etkinligin de orantili olarak
arttignr gorilmiistiir [67]. Benzer sekilde, Tabatt ve arkadaslari, plazmid DNA
transferinde kullanilmak tizere tirettigi KLN 6rneklerinin zeta potansiyelinin +37,8
ile +41,2 mV skalasinda oldugu ve DNA’y1 oldukca etkin transfekte ettigi
gozlenmistir [109].

Calismada kullanilmak tizere tli¢ farklh formiilasyonda ON sentezlenmis, Zetasizer
cihazi ile yapilan analizleri sonunda tez ¢alismasinin devaminda kullanilmak tizere
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ON-1 isimli nanopartikiil secilmis ve folik asit konjugati olusturulmustur. OFAN
olarak isimlendirilen nanopartikiil 6rneginin parcacik boyutu, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyeli Tablo 4.3’te verilmistir. Tablo 4.3’te goruldiugu gibi,
parcacitk boyutu 150+6,40, PDI 0,4 ve zeta potansiyeli +35+5,2 olarak
bulunmustur. ON-1 ve OFAN partikiilleri karsilastirildiginda parcacik boyutunun
ve PDI degerinin arttig1 ancak zeta potansiyelin ¢ok fazla degismedigi goriilmiistiir.
Literatiirde, 2020 yilinda Yassemi ve arkadaslarinin c¢alismasinda KLN’lerin
pargacik boyutu folik asit ile konjugat olusturmadan 6nce 227,8+6,93 nm, PDI
degeri 0,3 olarak; konjugat olusturduktan sonra ise 258+12,74 nm ve 0,2 olacak
sekilde degistigi gozlenmistir. Yine aymi calismada parcacik boyutu ve PDI
degisirken zeta potansiyelin kayda deger bir dl¢iide degismedigi gbzlenmistir [89].
Zeta potansiyel, siirfektan ve lipid molekiiliiniin konsantrasyonu ve cinsinden
etkilendigi bilinmektedir. Yapilan tez c¢alismasindan elde edilen veriler ile
literatiirde yer alan giincel ¢alismalarda belirtilen veriler paralellik gostermektedir
[88], [110]-[112].

4.4.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Sunulan tez ¢alismasinin devaminda, karakterizasyon calismalar1 ON-1 ve OFAN
isimli nanopartikiil 6rnekleri ile devam etmistir. SEM analizi icin 6rnekler, yliksek
vakum altinda altin ile kaplandiktan sonra 30000x biiytitmede incelenmistir. ON-1

isimli nanopartikiile ait SEM gortintiisi Sekil 4.2’de, OFAN isimli nanopartikiile ait

SEM goriintiisi ise Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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EHT =10.00kV WD = 6.0 mm Signal A =SE1 Mag = 30.00 KX

Sekil 4.2 ON-1'e ait SEM gortuntusu

-

EHT =10.00 kV WD = 6.0 mm Signal A = SE1 Mag = 30.00 K X

Sekil 4.3 OFAN'ye ait SEM gortintiisi

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilen SEM goritintiilerine gore, elde edilen nanopartikiiller
kiresel sekilli, dar boyut dagilimina sahiptir. Ayrica pargacik boyutlarinin 100-200
nm araliginda oldugu goriilmektedir. ON-1 ve OFAN isimli nanopartikiillerin

analizden once kurutularak hem KLN matriksindeki hem de KLN ¢evresindeki su
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uzaklastirilmistir. Kurutma isleminden dolay1 SEM analizinde elde edilen boyutlar
Zetasizerda elde edilen boyutlardan daha kiiciik olarak bulunmustur. Literatiirde
Liu ve arkadaslarinin yaptifi ¢calismada, folat konjuge KLN'lerin boyutlar1 SEM
gorintiileri DLS yontemi ile elde edilen sonuglar ile farklilik géstermektedir. DLS
yontemi sonucu, 254.5+5.8nm olarak olciilen boyut SEM analizinde ~ 140 nm
olarak bulunustur. Ayrica ilgili calismadaki SEM goruntileri sunulan tez
calismasinda elde edilen partikillerin SEM goruntiileri ile benzerlik
gostermektedir [113]. Dolatabadi ve arkadaslar1 2014 yilinda Compritol bazli KLN
sentezlemis ve partikiil morfojisini SEM analizi ile belirlemistir ve partikiillerin
yuvarlak sekilli ve dar boyut dagilimina sahip oldugunu belirtmislerdir [114]. 2016
yilinda, Sabzichi ve arkadaslar1 MCF-7 hiicrelerine Letrozol transferi amaci ile folat
konjuge KLN sentezi ve karakterizasyonu yapmigtir. ilgili calismada, verilen SEM
goruntiisii sunulan tez ¢alismasindaki SEM goriintiisii ile benzerlik gostermistir
[115]. Yapilan tez c¢alismasinda ve literatiirde yer alan galismalara istinaden
sentezlenen, optimize edilen ve karakterizasyon islemleri yapilan KLN’lerin folik
asit ile konjugasyon isleminin ardindan SEM gorintiilerinde kayda deger bir

degisiklik goriilmedigi sdylenebilmektedir.
4.4.3 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM)

ON-1 ve OFAN isimli partikiillerin AFM cihaz1 ile karakterizasyon islemleri
yapilmistir. Ornekler, 1 um x 1 pm boyutunda bir alanda, temassiz modda sinyal
frekans1 1 Herz olacak sekilde analiz edilmistir. Mika disklerin tzerine
damlatilarak oda sicakliginda kurutulan 6rneklerin AFM gortintiileri Sekil 4.4 ve

Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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5.00 pm 10 pm x 10 pm

Sekil 4.5 OFAN'ye ait AFM goriintiisi

78



ON-1’e ait AFM goriintiisu Sekil 4.4’te, OFAN’ye ait AFM goriintiisi ise Sekil 4.5'te
gosterilmistir. Her iki sekilde de nanopartikiillerin yuvarlak sekilli ve nano boyutta
oldugu goriilmiistiir. Ayni zamanda nanotasiyici sistemlerin lipid bazh yapisindan
dolay1 agregatlar olustugu gozlenmistir. SEM analizinde oldugu gibi AFM
analizinde de KLN’lerin folik asit ile konjugasyonundan sonra yiizey
morfolojilerinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Kumar ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, farkl stirfektan molekiiller kullanilarak KLN’ler sentezlenmis ve
ilag tasiyic1 sistemler olarak kullanilmistir. Bu c¢alismada verilen AFM
goruntiilerinde de DLS analizinden elde edilen parcacik boyutundan daha biiytk
boyutlu partikiller gozlenmistir. Bu olayin nedeni lipid bazli partikiillerin
agregasyona olan egilimi olarak belirtilmistir [116]. 2010 yilinda Vighi ve
arkadaslari, Na1300 noroblastoma hiicre hattina pDNA transfer etmek amaci ile iki
farkl katyonik lipit bazli nanopartikiil sentezlemistir. Sentezlenen nanopartikiiller
DLS yontemi ile analiz edildikten sonra uygun bulunanlar AFM ile analiz edilmistir.
Elde edilen verilere gore, DLS ve AFM analizleri sonucu partikiil boyutlar1 ve

yogunlugu paralellik gostermektedir [117].

Son yillarda nanopartikiillerin sik kullanildig1 alanlardan birisi gen/ila¢ aktarimi
calismalardir. Literatiirdeki bilgiye gore, 200 nm ve altinda parc¢acik boyutuna
sahip partikillerin, kan dolasiminda daha fazla seyahat edebildigi ve penetrasyon
kabiliyetinin daha fazla oldugu bilinmektedir [25]. Partikil boyutu ki¢ik olan
nanopartikiiller, EPR adi1 verilen timoér mikrogevresindeki anormal derecede
sizdiran ve fonksiyonunu kaybetmis lenfatik drenaj nedeniyle kati tiimorlerde
birikme egilimindedirler. Nanoboyutlardaki tasiyici sistemlerin dokuya girisi
saglanir, drenaj engellenir ve partikiillerin tiimoér dokusunda birikmesi saglanir.
Sunulan tez ¢alismasinda, DLS metoduna dayanan Zetasizer analizi, SEM ve AFM
analizleri ile sentezlenen oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiilerin ve
oktadesilamin nanopartikiil-folik asit konjugatinin boyutlarinin 200 nm altinda
oldugu ve morfolojisinin tasarlanan c¢alisma i¢cin uygun oldugu belirlenmistir.
Karakterizasyon islemleri, partikiillerin kimyasal yapisinin belirlenmesi i¢in FT-IR

ile devam etmistir.
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4.4.4 Fourier Transform Infrared (FT-IR)

Pargacik boyutu, polidispersite indeksi ve yiik degerleri belirlenen ve uygun
gorulen partikiller morfolojik olarak da analiz edilmis ve ¢alismanin amacina
uygun gorilmiustir. ON-1 ve OFAN isimli nanopartikiillerin, yapisinda barindirdig:
fonksiyonel gruplarin ve kimyasal baglarin varligi FT-IR analizi ile belirlenmistir.
IR spekturumu ile sentezlenen nanopartiktillerin yapisindaki kimyasal baglar Sekil
4.6’da gosterilmistir. FT-IR analizi ile KLN’lerin yapisindaki kimyasal baglarin ve
fonksiyonel gruplarin titresimi ile elde edilen spektrum 4000-650 cm-! skalasinda

belirlenmistir.
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Sekil 4.6 Sentezlenen nanopartikiillerin FT-IR spekturumlari

Sekil 4.6’da folik asit, OFAN, ON-1 ve oktadesilaminin FT-IR analizi sonucu elde
edilen spektrum gosterilmistir. Sekilde de goriildigi gibi ON-1 ve OFAN, saf
oktadesilamin ile neredeyse ayni karakteristik piklere sahiptir. Ayni zamanda
OFAN, islem gormemis folik asite 6zgli karakteristik pikleri de spekturumunda
barindirmaktadir. Sekil 4.6’da verilen IR spekturumuna gore, oktadesilaminin

yapisinda bulunan baglar; 2920 cm1, 1610 cm ve 1110 cm-! yakinlarinda pik
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veren sirasiyla C-H, N-H ve C-N gerilmelerini temsil etmektedir. Bu gerilmeler
oktadesilaminin yapisinda bulunan karakteristik bantlardir ve saf oktadesilamin,
OFAN ve ON-1 partikiillerine ait spektrumda goriilebilmektedir. Verilen IR
spekturumunda gorildigi tizere, belirtilen li¢c bantin yogunlugu ii¢ farkh
spekturumda farkliik gostermektedir. Saf oktadesilaminde goriillen bu g
karakteristik bag, ON-1'den ve OFAN’den daha keskin ve belirgindir. Bu yogunluk
farki, partikiil yiizeyine ve saf maddeye eklenen molekiillerin olusturdugu yeni
kimyasal baglardan kaynaklanmaktadir. Bununla beraber saf folik asit ve OFAN’ye
ait spektrumlarda da benzerlik gorulmektedir. Folik asit, yapisinda bulunan primer
amin (R-NH2) uc¢ ve karboksil u¢ (-COOH) bulundurmaktadir. Oktadesilaminin
yapisinda bulunan terminal amin grubu ile bag kurarak amide grubu olusturur. Saf
folik asitin yapisinda bulunan 1712 cm-! ve 1557 cm-! gerilmeleri sirasiyla amin
grubundaki N-H ve asitmerik gerilmelerden kaynaklanan C=0 kimyasal
baglarindan kaynaklanmaktadir. IR spektrumunda, saf folik asit ve OFAN isimli
nanopartikiiliin sahip oldugu baglarin varlig: tespit edilmistir. Sekil 4.6’da verilen
IR spektrumun analizi sonucu, oktadesilamin bazli nanopartikiil 6rneklerinin saf
oktadesilamin ile ayni kimyasal baglara sahip oldugu ve elde edilen
nanopartikiillerin folik asit ile basarili bir konjugat olusturdugu sonucuna
varilmistir. Azandaryani ve arkadaslarinin yaptigi calismada, polimer-lipid hibrit
nanopartikiillerin folik asit ile konjugasyonu yapilmistir. Belirtilen c¢alismada
sunulan folik asitin FT-IR spektrumu ve kimyasal yapisi hakkinda elde edilen
bilgiler Sekil 4.6’da verilen spektrumu dogrular niteliktedir [118]. Ayrica 2012
yiinda Varshosaz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, kronik myeloid l6semi
hiicre hattina (K562) ila¢ transferi amaci ile lipid matriks olarak oktadesilamin
kullanilarak KLN sentezlenmis ve folik asit ile konjugasyon olusturulmustur. Bu
calismada, verilen FT-IR grafigi; oktadesilamin, folik asit ve bu iki molekiiliin
konjugasyonuna ait spektrumlari, bu calismada elde edilen spektrumlara benzerlik

gostermektedir [119].
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4.5 Hiicre Kiltiirii Calismalari

Sunulan tez ¢alismasinda; sentezlenen, optimize edilen ve karakterize edilen ON-1
ve OFAN nanopartikiillerin in vitro deneyleri HeLa serviks kanser hiicre hatt1 ve
THP-1 insan 16semi monosit hiicre hatti kullanilarak yapilmistir. HeLa hiicre hatti
%10 FBS iceren DMEM-F12 besiyerinde, THP-1 hiicre hatt1 %10 FBS iceren RPMI
besiyerinde 37°C %5 CO2 kosullarinda biiyttilmistir. Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de bu

calismada kullanilan hiicrelerin 10x faz kontast hiicre goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.7 HeLa serviks kanser hiicrelerinin 10x faz kontrast gortinttsiu
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Sekil 4.8 THP-1 hiicrelerinin 10x faz kontrast goriintiisii

4.6 Oktadesilamin Nanopartikiil ve Oktadesilamin

Nanopartikiil- Folik Asit Konugatinin Sitotoksisitesi

Karakterizasyon islemleri sonucu, ON-1 ve OFAN nanopartikiilleri ¢alismanin
devaminda kullanilmak {zere seg¢ilmistir. Se¢ilen nanopartikiillerin in vitro
sitotoksisite analizleri HeLa hiicre hattinda MTT analizi ile belirlenmistir. ON-1 ve
OFAN isimli 6rnekler farkli konsantrasyonlarda (15 ug/uL, 25 ug/uL, 35 pg/uL, 45
ug/uL ve 55 pg/ul) olacak sekilde ekilmistir. Her bir konsantrasyon 8 tekrar
olarak calisilmistir. Yapilan MTT analizinde, negatif kontrolii 570 nm’deki 6lgiilen
absorbans degeri %100 hiicre canliligl olarak kabul edilerek hiicre canlhhgi
oranlar1 hesaplanmistir. Analiz edilen farkli konsantrasyonlarin HeLa hiicreleri

uzerindeki in vitro sitotoksisite analizi sonuglar Sekil 4.9'da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Cesitli konsantrasyonlarda ON-1 ve OFAN partikiillerinin HeLa hiicreleri
tzerindeki sitotoksik etkisi

ON-1 i¢in hiicre canlilig1 degerleri 15 pg/uL icin %85 (* 5,2), 25 pug/uL i¢cin %75
(£1,3), 35 pg/uL icin %65 (£4,3), 45 pg/uL icin %61(£3,5) ve 55 pg/pL icin %60
(¥2,3) olarak belirlenmistir. OFAN icin hiicre canlilig1 degerleri 15 pg/uL i¢in %78
(¥3,3), 25 pg/pL igin %55 (%2,8), 35 pg/uL icin %61 (*2,5), 45 ug/puL icin %60
(¥1,7) ve 55 pg/uL icin %65 (%1,5) olarak belirlenmistir. Elde edilen hiicre
canlihigr degerlerine gore, sentezlenen nanopartikiillerin degerlendirilen

konsantrasyonlarinin hepsinde canlilik %55’in lizerindedir.

Nanopartikiler sistemler basta gen aktarimi amaci ile olmak tizere kanser
immiinoterapisinde yogun olarak kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin in vitro ve in
vivo denemelerinde en onemli faktorlerden birisi kabul edilebilir miktarda toksik
etkiye sahip olmalaridir. Nanomalzemelerin hizli, glivenli ve basarili bir sekilde
glinliik hayata entegrasyonunda herhangi bir potansiyel gilivenlik ve cevresel
sorunla karsi karsiya gelmemek adina, sitotoksisite degerlendirme c¢alismalari

onem arz etmektedir [96].

Literatiirde Fabregas ve arkadaslari, 2014 yilinda mikroemiilsiyon yontemi ile
stearik asit, oktadesilamin ve Poloxamer 188 bazli yeni bir katyonik KLN

gelistirmistir [120]. Sentezlenen pozitif yiikli KLN 2 fakhi konsantrasyonda
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HEK293T (embriyonik bobrek hiicresi hatti) hiicre hattina uygulanmis ve herhangi
bir toksik etkiye rastlanmamistir. Ardindan 2017 yilinda Fabregas ve arkadaslari
gelistirdikleri KLN’leri HeLa hiicrelerine pDNA ve RNA transferinde kullanilmak
uzere kullanmis ve pDNA:KLN konjugatinin da hiicreler tizerinde herhangi bir
toksik etkisine rastlanmamistir [121]. 2018 yilinda Karagdz ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, L929 fare fibroblast hiicrelerine pEGFP-C1 plazmidini aktarmak
lizere mikroemiilsiyon yontemi ile Precirol ATO-5 bazli 3 farkli KLN sentezlenmis
ve hiicreler lizerindeki sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Her bir KLN i¢in 6 farklh
konsantrasyon (3, 5, 7, 10, 15, 20 pL/kuyucuk) analiz edilmis ve sentezlenen her
iki KLN’nin uygulanan hi¢bir dozunda hiicre canliligi %50’nin altina diismemis ve
transfeksiyon c¢alismalari icin uygun bulunmustur [122]. Ayrica literatiirde, akciger
endotel hicrelerinin hedeflenmesi ve gen susturulmasi amaciyla KLN
kullanilmistir. Toksisitenin tolere edilebilir derece oldugu ve tedavi siirecinde akut

toksisiteye dair herhangi bir kanit gézlenmemistir [123].

4.7 Nanopartikiil-pDNA Konjugatinin Hiicrelere Transfeksiyonu

ve Transfeksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Gen aktarimi temelli immiinoterapi ¢alismalarinda, calismanin temelini hedef
hiicreye tasinacak gen bolgesi ve vektorel sistem olusturmaktadir. Gen aktarimini
calismalarinda viral olmayan yontemler viral yontemlere gore daha kolay sentez
yontemlerine sahip, daha kolay karakterize edilebilen ve daha az toksik etkiye
sahip sistemlerdir. Hedef hiicreye gerceklestirilen transfeksiyonun etkinligi,

aktarilan genin hiicrede eksprese olmasi ile degerlendirilebilmektedir.

Bu calismada, HeLa hiicrelerine ON-1 ve OFAN isimli tasiyici sistemler kullanilarak
IL-6 ve GFP kodlayan gen bdélgelerini iceren pEGFP N1-IL-6 plazmidi aktarilmistir.
Transfeksiyon 24 saat boyunca gozlenmistir. Gen aktariminda kullanilmak tizere
secilen plazmidin IL-6 gen bolgesinin C terminal ucunda bir raportér gen olan
GFP’yi eksprese eden gen boélgesi bulunmaktadir. Transfeksiyon etkinligi, hedef
hiicrelerde aktarilan plazmitteki GFP gen bolgesinin eksprese olmasi sonucu
yayilan yesil 1stmanin goriintiillenmesi ile belirlenmistir. Transfeksiyon islemi i¢in
hazirlanan nanopartikiil-pDNA konjugatlarinin zetasizer analizi sonuglar1 Tablo

4.4’teki gibidir. Elde edilen verilere gore her iki partikiiliin de zeta potansiyel
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degerlerinden DNA ile konjugasyonun basarili bir sekilde gerceklestigi

soylenebilmektedir.

Tablo 4.4 Nanopartikiil-pDNA Konjugatlar:1 ve pDNA'nin Parc¢acik Boyutu, PDI
Ve Zeta Potansiyel Degerleri

Konjugat pDNA Boyut Pdl Zeta
ismi (nm) Potansiyel
(mV)
ON-1 (35 pg) 1pg 135 6,3 0,3 +21,8 +4,1
OFAN (35 pg) 1ug 155 +6,8 0,3 +25+7,6
pDNA 1ug 1025 +13,6 0,7 -11,0 £6,7

Transfeksiyon etkinliginin degerlendirilmesi, plazmitin hiicrelere ON-1 ve OFAN
isimli nanopartikiiler kullanilarak ve ¢iplak DNA olarak transfer edilmesi ve
kiyaslanmasi ile gerceklestirilmistir. Her bir transfeksiyon serisi 3 tekrar seklinde
calisiimistir. Transfeksiyon etkinligi, hiicrelerin ayni objektifte ¢ekilen faz kontrast
ve florasan goriintiilerinin sayilmasi ve kiyaslanmasi ile hesaplanmistir. Plakanin
her bir kuyucugunun 3 farkl bolgesinden ¢ekilen 3 farkli fotografin sayilmasi ile
transfeksiyon etkinligi belirlenmistir. Sekil 4.10’da transfekte edilen HeLa
hiicrelerinin 24. saatteki 10x objektifte inverted mikroskop kullanilarak cekilen faz
kontrast ve florasan goriintiileri gosterilmistir. 24. saatte transfeksiyon etkinligi
sirasiyla OFAN, ON-1 ve pDNA i¢in %82 (¥2,8), %71 (+1,5) ve %16 (+£0,9) olarak
belirlenmistir. Calismanin amacina uygun olarak folik asit ile HeLa hiicrelerinin
yuzeyindeki folat reseptore hedeflendirilmis transfeksiyonun etkinligi en

yuksektir.
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Sekil 4.10 Transfeksiyon sonrasi 24. saat HeLa hiicrelerinin10x objektifte
goruntiileri A) OFAN aracili transfeksiyon faz kontrast goriintiisii B) OFAN
aracili transfeksiyon florasan goriinttisii C) ON-1 aracili transfeksiyon faz
kontrast gortintlisii D) ON-1 aracili transfeksiyon florasan goriintiisii E) pDNA
ile transfeksiyon faz kontrast goriintiisii F) pDNA ile Transfeksiyon florasan
goruntusu
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Hedef dokuya herhangi bir tasiyici ara¢ olmadan DNA transferi islemi en basit ve
ayn1 zamanda en giivenilir fiziksel/mekanik yontemdir. Ciplak DNA, niikeazlar
aktivitesinden korunmak icin herhangi bir protein, lipid veya baska bir molekiiller
ile ilisigi olmayan DNA'y1 ifade etmektedir. Ancak DNA’'nin niikleazlar tarafindan
hizli degredasyonu nedeni ile ¢iplak DNA hedef dokulara istenilen oranda
iletilemez ve ifade seviyesi oldukca diisiik olur. Bu nedenle, DNA'nin iyonik
etkilesimler yolu ile DNA ile kompleks olusturabilecek bir lipid, inorganik malzeme
veya polimer ile aktarilmasi ile c¢oziilebilmektedir. Literatiirde nanopartikiiler
sistemler ve c¢iplak DNA'nin karsilastirildigi bir¢ok calisma vardir. 2017 yilinda
Rasoulianboroujeni ve arkadaslar1 gen aktarimi calismalarinda lipofektamin ve
katyonik lipozomlar ile DNA-nanopartikiil kompleksleri olusturmus ve ¢iplak DNA
ile HEK-293 hiicrelerinde transfeksiyon etkinligini degerlendirmistir. Calismada
lipofektamin ve katyonik lipozom aracili transfeksiyonun ¢iplak DNA ile yapilan
transfeksiyondan neredeyse 8 kat daha ytliksek oldugu goriilmiistiir. Kayda deger
bir artis goriilen etkinligin sebebinin partikillerin net pozitif yiikiinden
kaynaklandig1 belirtilmistir [124]. 2019 yilinda Varli ve arkadaslari, oktadesilamin
bazli kati1 lipid nanopartikiiler sistemler ile indiiklenmis pluripotent hiicre elde
etmek amaci ile somatik hiicrelerin tekrar programlanmasi icin Yamanaka
faktorlerinin aktarilmasi ¢alismalarinda kullanilmistir. Calismada L929 fibroblast
hiicrelerine gen aktarimi yapilmis ve transfeksiyon etkinligi 72% (* 0.04) olarak
hesaplanmistir [125]. Literatiirde katyonik kati lipid nanopartikiillerin gen
aktarimi ¢alismalarinda kullanildigi bir¢ok ¢alisma vardir. Bunlardan birisi, 2010
yilinda Vighi ve arkadaslarinin yaptigi Na1300 miirin néroblastoma hiicre hattina
oktadesilamin bazli 2 farkli nanopartikiil ile transfeksiyon yapilmistir.
Oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiillerin gen aktarimi ¢alisma amaci ile in
vitro degerlendirmesi sonucu, ¢iplak DNA’ya oranla KLN bazli konjugatlarin

etkinligi %12 olarak belirtilmistir [117].

Nanopartikiillerin tip alaninda kullanilmasinin 6niindeki en biiylik engellerden
birisi hedef dis1 transferdir. Nanopartikiil aracili kanser immiinoterapisinde hedef
hiicrenin c¢esitli mol-lekiiller ile hedeflenmesi oldukg¢a sik tercih edilen bir
yontemdir. Folat reseptdr, tiimor hiicrelerinde saglikli hiicrelere kiyasla asir
eksprese olan bir reseptordiir. Bobrek, serviks, meme ve yumurtalik kanseri
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hiicrelerinde saglikli hiicrelere kiyasla daha fazla eksprese olmaktadir. Serviks
kanseri hiicrelerini nanopartikiiller ile hedeflemenin bir¢ok yolu vardir. Bunlarin
cogu hiicrelerin ylizeyinde asir1 eksprese olan reseptorlere, digerleri ise kok
hiicrelerin kullanimina dayanan stratejilere dayanir. Literatiirde kati1 lipid
nanopartikiillerin folik asit aracili hedeflemesine dayanan bir¢ok calisma vardir.
2019’da Yassemi ve arkadaslari, MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine kemoterapotik
ilac transferinde oktadesilamin bazli KLN’lerin folik asit ile hedeflendirilmesi
calismasi yapilmistir. Calismanin sonucunda, FA konjuge KLN’lerin etkinliginin
daha ytiksek oldugu ve ayni zamanda biyouyumlu ve toksik etkiye sahip olmadigi
gorilmiistir [89]. Liu ve arkadaslari, gen aktarimi SKOV3 insan ovaryum kanseri
hiicre hatt1 (folat reseptor pozitif) ve A549 insan akciger hiicre hatti (folat reseptor
negatif) olmak iizere 2 hiicre hattina folat reseptoriine hedeflendirilmis KLN’ler ile
gen aktarimi yapilmistir. GFP 1simasi ile belirlenen transfeksiyon etkinligi ile
SKOV3 hiicre hattinda kayda deger bir oranda artis gortulmustiir. A549 hiicre
hattina yapilan gen aktariminda ise folat reseptor ekspresyonu goriilmemesinden
kaynakli transfeksiyon etkinliginde herhangi bir artis gorilmemistir [113].
Literatiirde folat reseptoriine hedeflendirilmis nanopartikiillerin kanser
immiinoterapisinde kullanildig1 bircok ¢alisma vardir [89], [126], [127]. Sunulan
tez calismasinda, transfeksiyon etkinligini arttirmak icin oktadesilamin bazl kati
lipid nanopartikiiller HeLa hiirelerinin ylizeyindeki folat reseptorlerine
hedeflendirilecek sekilde tasarlanmistir. Sonug olarak folik asit konjuge KLN’lerin,
KLN’ye ve ciplak DNA'ya gore daha etkin bir sekilde gen aktarimi yaptigi
gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglarin giivenilirligi literatiirdeki calismalar ile

desteklenmistir.

4.8 Transfekte Edilmis HeLa Hiicreleri ve Aktiflestirilmis
Makrofaj Hiicrelerinin Ko-Kiiltiir Modeli ile Sitokin Yanitinin
Belirlenmesi

Bu calismada, oktadesilamin ve oktadesilamin-folik asit nanopartikiiller ile HeLa

hiicrelerine IL-6 kodlayan gen aktarimi yapilmistir. Transfeksiyon isleminden 96

saat O6nce, THP-1 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 10 ©

hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Her bir kuyucuga 1 mL %10 FBS iceren
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RPMI besiyeri ve 1 mL 200 mM PMA-RPMI ¢6zeltisi damla damla eklenmistir. THP-
1 monosit hiicrelerinin makrofajlara déniisimii 96 saat boyunca gozlenmis ve
goruntilenmistir. 96 saatin ardindan THP-1 hiicrelerinin PMA ile etkilesiminin
ardindan hiicreler kiiltiir plakalarinin yilizeyine yapismistir. Hiicresel farklilasma
ve fenotipik degisimlere ait gorlntiiler Sekil 4.11'de gosterilmistir. Hiicre
farklilagsmasi siireci sona erdiginde, THP-1 hiicrelerinin bulundugu 6 kuyucuklu
plakalara Transwell insert aparati yerlestirilmistir. Aparatin lst kismina Sekil
3.4’'te belirtilen plaka diizeninde HeLa hiicreleri 5x10> hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmistir. 72 saatlik inkiibasyonun ardindan HeLa serviks kanseri
hiicresi/THP-1 monosit hiicresinden farklilastirilan makrofajlardan olusan ko-
kiltir modelinden slipernatantlar toplanarak ticari kit araciligi ile sitokin yaniti
tayini yapilmistir. 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak protein

degerleri ol¢iilmiistiir. Elde edilen preotin degerleri Sekil 4.12’de gosterilmistir.

1980 yilindan beri, THP-1 hiicreleri direkt primer hiicrelerin kullanilmasinin
miimkiin olmadig1 biyolojik sistemlerde en sik tercih edilen hiicre hattidir. Uygun
calisma kosullarinda THP-1 hiicre hatt1 in vitro ortamda makrofajlar icin en sik
tercih edilen hiicre hattidir [128], [129]. 2020 yilinda Yalman ve arkadaslar,
kitosan katkili stearik asit polimeri sentezlenmis ve biyomalzeme olarak kullanimi
degerlendirilmistir. Calismada immiinotoksisite deneyleri icin 200 mM PMA ile
farklhlastirilan THP-1 hiicreleri kullanilmistir [130]. 2019 yilinda Biriken, in vitro
arastirma sistemleri gelistirmek amaci ile THP-1 hiicrelerinin PMA’ya farkh
konsantrasyonlarda ve maruz kalma strelerindeki farklilasmasi
degerlendirilmistir. Yapilan calismalarin ardindan 20 ng/mL konsantrasyonunda
PMA ile 48 saat boyunca farkhlastirilan THP-1 hiicrelerinde en yiiksek hiicre

canlilig1 ve en belirgin fenotipik hiicresel degisim gozlendigi belirtilmistir [131] .
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Sekil 4.11 THP-1 monosit hiicrelerinin 200 mM PMA ile etkilesimi sonrasi saat
bazinda fenotipik degisimi A: 0. saat, B: 24. saat, C: 48.saat, D: 72. Saat, E: 96.
saat

91



=
h

Human IL-6 ELISA Kit

IL-6 Konsantrasyonu (pg/mL)
= = =
NOR D 8 O N R
—
-
'—'

(=]

OFAN ON-1 pDNA DMEM/F12

Sekil 4.12 Ko-kiiltiir calismasinin ardindan hiicrelerin IL-6 sitokin salinimi

Sekil 4.12’de verilen sonucglara gore, OFAN ve ON-1 kullanilarak ve herhangi bir
tasiyici sistem kullanilmadan ¢iplak DNA ile transfekte edilen hiicrelerdeki IL-6
protein konsantrasyonu karsilastirilmistir. Negatif kontrol olarak transfekte
edilmemis, DMEM-F12 besiyerinde ¢ogaltilmis HeLa hiicreleri kullanilmistir. En
yiksek IL-6 protein konsantrasyonu OFAN ile kullanilan ko-kiltiir modelinde
gozlenmistir. Aktiflesmis makrofajlar, immiin yaniti diizenlemek ve siirdiirmekle
gorevlidirler. Devamli bir immin yanit i¢in makrofajlar, molekiil agirhig disiik
olan metabolitler (reaktif oksijen radikalleri, eikosanoidler), sitokinler (IL-6, IL-10,
TNF-a), adezyon molekilleri (fibronektin, trombospondin), enzimler (lizozim,
kollajenaz ve elastaz) gibi iirtinlerin salinmasina baslarlar. IL-6, akut faz yanitlar
ve inflamasyon gibi c¢esitli hiicre fonksiyonlarindan sorumlu olan dogal
immiinitede gorev alan pleiotropik bir sitokindir. Travma, enfeksiyon ve diger
stresler esnasinda IL-6 lokal doku boélgelerinde sentezlenir, sistemik dolasima
girer ve karacigeri C-Reaktif Protein (CRP) gibi akut faz proteinleri iiretmesi icin
uyarir. Literatirde yer alan c¢alismalarda gen aktarimina dayali ko-kiltir
modellerinde sitokin yanmitin degerlendirilmesine dair bir calismaya
rastlanmamistir. Yamagata ve arkaslarinin 2007 yilinda yaptig1 calismada, 2 farkh
gen aktarim araci ile hiicrelere gen aktarimi yapilmis ve molekiil yapilari,
aktiviteleri ve sitokin yanitlar1 degerlendirilmistir. 2 tip poli(l-lizin) sentezlenmis

ve CHO hiicrelerine lusiferaz eksprese eden plazmid DNA aktarimi yapmistir. Gen
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aktarimi isleminin ardindan hiicrelerdeki sitokin seviyeleri dl¢iilmiistiir. Katyonik
ozellikte olan her iki tasiyici sistem i¢in de pDNA transferinin ardindan sitokin
seviyelerinde kayda deger bir fark goriilmemistir [132]. Literatiirde ayrica 2017
yilinda Akarsu ve arkadaslari, Toxoplasma gondii ile muamele edilen Caco-2 insan
kolon kanseri hiicreleri ile THP-1 hiicre hatlarinin ayr1 ayr1 ve beraber kiiltiire
edilmelerinden sonra sitokin saliniminda meydana gelen degisimleri
gozlemlemislerdir. Toxoplasma gondii inflamatuar sitokinlerin uyarilmasini
stimile eden bir protozoon olarak gii¢lt hiicresel yanita neden olmaktadir. Bunun
calismanin sonucunda, beraber Kkiiltiire edilen hiicrelerin ayr1 ayr1 Kkiiltiire
edilmelerinden daha etkili sitokin yanit olusturdugu ve 24. Saatte sitokin
tretiminin arttigr gosterilmistir [133]. 2011 yilinda Suchi ve arkadaslari, IL-6'nin
ozafagus kanserinin biyolojik aktiviteleri lizerindeki etkilerini kemosensitivite
acisindan degerlendirmistir. Bu ¢alismada KYSE170 ve TE13 isimli iki 6zafagus
karsinom hiicre hattina ticari olarak temin edilen lipofektamin ile IL-6 gen bolgesi
aktarilmis ve cisplatine karsi biyoljik aktivitesi kemosensitivite agisindan
degerlendirilmistir. Calismanin sonunda 6zafagus karsinom hiicrelerinde {iretilen
IL-6 proteinlerinin cisplatine karsi diren¢ sagladigi ve gelecek calismalarda
molekiiler mekanizmasinin degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir [134].
Literatiirde ayrica 2018 yilinda Biriken ve arkadaslari, THP-1 hiicrelerinin PMA ile
uyarildiktan sonra makrofajlara farklilasmasinin ardindan sitokin yanitlarinda
meydana gelen degisimleri incelemistir ve THP-1 hiicrelerinin makrofajlara
farklhilastiktan sonra. Yapilan literatiir taramasi ile sunulan tez c¢alismasi ile ayni
perspektife sahip bir ¢alismaya rastlanmamistir. Kanser hiicrelerinin en 6nemli
ozelliklerinden birisi olan immiin sistemden kagisin engellemesini hedefleyen gen
aktarimina dayali bu tez ¢alismasinda, ko-kiiltiir modeli olusturularak sitokin yanit
degerlendirilmistir. OFAN ile serviks kanseri hiicre hattina hedeflendirilmis
nanopartikiiller ile transfeksiyon isleminin ardindan farkhlastirilmis makrofaj
hiicrelerindeki sitokin yanitinin diger 3 ko-kiiltiir modeline goére daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir. OFAN ve diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh  bir farktir (p<0.05). Bu sonug, kat1 lipid nanopartikil temelli
hedeflendirmenin basarili oldugunu ve farklilastirilmis makrofaj hiicrelerinin

uyarildig ve sitokin salinimin basladig: seklinde yorumlanabilmektedir.
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4.9 Sentezlenen Oktadesilamin ve Oktadesilamin-Folik Asit

Nanopartikiillerin Hiicre Siklusuna Etkisinin incelenmesi

Sunulan tez c¢alismasinda, HelLa serviks kanseri hiicre hatt1 kullanilarak
nanopartikiillerin hiicre siklusuna etkisi degerlendirilmistir. CD1 ve p53/TP53
kantitatif degerlerinin tayini icin HeLa hiicreleri 24 kuyucuklu hiicre plakaya
ekilmis ve 24 saat uygun kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
dolunca, kuyucuklara 35 pg/uL oktadesilamin nanopartikiil ve oktadesilamin-folik
asit konjugati eklenerek 72 saat ayni kosullarda inktibe edilmistir. Ardindan hiicre
vasati toplanarak 1 saat 80 °C’de muhafaza edilmistir. 1 saatlik inkiibasyonun
ardindan hiicreler santirfiij edilerek stipernatantlar toplanmistir. Kontrol grubu
olarak herhangi bir nanopartikil ile islem gérmemis HeLa hiicreleri kullanilmistir.
Human Cyclin D1 ELISA Kit ve Human p53/Tumor Protein ELISA Kit
prosediirlerine uygun olarak strese maruz kalan HeLa hiicre hattinin analizi
yapilmistir. Analiz, her bir nanopartikiil i¢in 3 tekrar seklinde yapilmistir ve analiz
sonuglart firmanin 6nerdigi metot ile hesaplanmistir. ON-1 ve OFAN isimli
nanopartikiillerin HeLa hiicrelerinde hiicre siklusuna etkileri Sekil 4.13 ve Sekil

4.14’de gosterilmistir.

Human Cyclin D1 ELISA Kit

~
[=]

Cyclin D1 Degeri(ng/mL)
BN W R O O
o o o o o o

1

o

OFAN ON-1 Hela

Sekil 4.13 OFAN ve ON-1 isimli nanopartikiillerin HeLa hiicreleri lizerindeki
Cyclin D1 aktivitesine etkisi
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insanlarda bulunan dért tip siklinden biri olan D tipi siklin ayn1 zamanda G1
siklinleri olarak da bilinmektedir. Okaryotik hiicrelerde siklus, mitozdan sonra G1,
S VE G2 fazlarindan olusan interfaz ve mitoz asamalarindan olusmaktadir. G1
fazinda, hiicre ¢evresini kontrol ederek sinyal alir, hiicre biiylimesini indiiklenir ve
DNA replikasyonu hazirligi yapilir, RNA sentezi baslatilir. Hiicre siklusunda cesitli
kontrol noktalar1 vardir, bunlardan birisi ise siklin D1’'in goérev aldigi G1-S
fazindadir. Biyomalzemelerin hedef hiicrede meydana getirdigi mutasyonlardan
dolay1 hiicre siklusunda hatalar meydana gelir. Siklusta fazlar arasi gecis ilgili
hazirlik yapilmadan olursa genetik materyal dogru bir sekilde kopyalanamaz ve
hiicrede hasar meydana gelir [135]. p53 geni (timor protein 53), anlatimi
sonucunda p53 proteini tliretilen, hiicre siklusunda 6nemli bir diizenleyici olarak
gorev yapan bir tiimor siipresor gendir. Eger bir hiicre hasara maruz kalmissa veya
DNA’s1 hasar gormiis ise p53 proteini o hiicrenin hiicre siklusunu tamamlamasini
engeller. Okaryotik hiicrelerde meydana gelen kanserlerin biiyiilk cogunlugunun
nedeni p53 genindeki mutasyonlar sonucu islevini kaybetmesidir [136]. Kanser
immiinoterapisinde kullanilmak {izere tasarlanan nanopartikiillerin hiicre
siklusuna etkisinin in vitro degerlendirilmesi ¢alismanin bir sonraki adimlar i¢in
olduk¢a Onemlidir. Ancak literatiirdeki calismalar hiicrelere p53 geninin KLN
aracili transferi [137], [138] ve p53’liin c¢alisma mekanizmasina etki eden
molekiillerin aktarilmasi [139], [140] tzerinedir. Direkt olarak sentezlenen
nanpartikiliin hiicre siklusunda p53’e olan etkisi degerlendirilmemistir. Bu
baglamda sunulan tez c¢alismasi ile literatiire yeni bir perspektif kazandirilmak

istenmistir.

OFAN ve ON-1 nanopartikiilleri ile kiiltiire edilen HeLa hiicrelerinin siklin D1
degerinde kontrol grubuna gore artis goriilmiistiir. Ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamh bir artis degildir (p>0.05). Yapilan analiz ile sentezlenen
oktadesilamin bazli kati lipid nanopartikiillerin HeLa hiicrelerinde siklin D1
degerini arttirdigl tayin edilmistir. 2018 yilinda Wang ve arkadaslari, meme
kanseri tedavisinde kullanilmak {izere kurkumin yiikli kati lipid bazh
nanopartikiiller sentezlemis ve antikanser etkileri arastirilmistir. Sonug olarak,
sentezlenen KLN'lerin kontrol grubuna gore siklin D1 degerini azaltarak hiicre
siklusunda inhibitér etkisi gosterdigi tespit edilmistir. ilag¢ tasiyic1 sistemler de
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kullanilan nanotasiyici sistemlerin hiicre siklusuna etkisi, ilacin tasinmasi ve hiicre
siklusunun yavagslatilarak kanser hiicrelerin yok edilmesi a¢isindan 6énem arz
etmektedir [141]. 2020 yilinda Kumar ve arkadaslarinin ¢alismasinda, kitosan
kaph ferulik asit yiiklii kati lipid nanopartikiilleri ile kolon kanseri hiicrelerine
hedefleme yapmak icin folik asit ile konjugati olusturmustur. Olusturulan
konjugatin fizikokimyasal analizlerinin ardindan HT-29 insan kolon kanseri hiicre
hattinda  antikanser  etkileri  degerlendirilmistir. ~ Yapilan  c¢alismada,
nanopartikiillerin HT-29 hiicre hatti uistiinde siklin D1 degerlerini istatistiksel

olarak anlamli olmayan bir sekilde diisiirdiigii bulunmustur (p>0.05) [110].

Kemoterapi ve radyoterapi sonrasi kanser hiicrelerinin yasamasi onarim
yollarindaki hasarlara bagh olabilir. Hiicre siklus kontrol noktalarinda ve DNA
onarim yollarindaki molekiiler bilesenlerin daha iyi anlasilmasi i¢in ve calismalar

klinik ¢alismalarla da desteklenmelidir.

= Human p53/Tumor Protein ELISA Kit -
35 -

20

p53/tp53 degeri(ng/L)

OFAN ON-1 HELA

Sekil 4.14 OFAN ve ON-1 isimli nanopartikiillerin HeLa hiicreleri tizerindeki
p53/TP53 aktivitesine etkisi

Yapilan analiz sonucunda, OFAN nanopartikiilii ile kiltire edilen HeLa
hiicrelerinin p53/TP53 degerinde kontrol grubuna gore artis goriilmesine karsilik
ON-1 nanopartikili ile kiiltiire edilen HeLa hiicrelerinde kontrol grubuna gore

azalma gorulmiistiir. Ancak bu azalma ve artma degerleri istatistiksel agidan
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anlaml degildir (p>0.05). Literatiirde, 2015 yilinda Cunha tarafindan yapilan tez
calismasinda, glioblastoma hiicre hattina kemoterapi ile birlikte uygulanabilecek
gen terapisi lipid bazh tasiyic1 sistemler ile miRNA modiilasyonuna dayanan bir
tedavi yontemi tasarlanmistir. Bu yontemde sentezlenen nanopartikiillerin p53
degerlerine bakilarak hedeflenmis, nanopartikiillerin herhangi antikanser etkiye

sahip olmadigini gostermistir [142].

4.10 Sentezlenen Oktadesilamin ve Oktadesilamin-Folik Asit

Nanopartikiillerin Antioksidan Kapasite Calismasi

Sunulan tez calismasinda, HeLa serviks Kkanseri hiicre hatt1i kullanilarak
oktadesilamin ve oktadesilamin-folik asit nanopartikiillerin antioksidan- oksidan
kapasiteleri belirlenmistir. Antioksidan- oksidan kapasitesinin kantitatif tayini icin
HeLa hiicreleri 24 kuyucuklu plakaya, her bir kuyucuga 105 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekilmis ve 24 saat 37 °C'de, %5 CO2 iceren ortamda inkiibasyone
edilmistir. Transfeksiyon islemi esnasinda kullanilan nanopartikiil miktari, HeLa
hiicrelerinin iizerine eklenerek 24 saat boyunca uygun kiiltiir kosullarinda
inklibasyona birakilmistir. Oktadesilamin ve oktadesilamin-folik asit konjugati ile
inkiibe edilen hiicreler santrifiijlendikten -80 °C’'de 1 saat inkiibe edilmistir. 1
saatin ardindan 15 dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmistir ve slipernatant ile
analiz yapilmistir. Kontrol grubu olarak herhangi bir nanopartikiil ile islem
gormemis HeLa hiicreleri kullanilmistir. Analiz TAS (Rel assay, Total Antioxidant
Status Kit) kiti ve TOS (Relassay Total Oksidant Status Kit) kit prosediiriine gore
gerceklestirilmistir. Her bir o6rnek 3 tekrar olacak sekilde calisilmistir ve sonuglar
firmanin onerdigi metot ile hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucundaki degerler ile
sentezlenen oktadesilamin bazl kati lipid nanopartikiillerin antioksidan- oksidan
kapasiteleri degerlendirilmistir. ON-1 ve OFAN isimli nanopartikiillerin HeLa
hiicrelerinde antioksidan- oksidan Kkapasitesi Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da

gosterilmistir.
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TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITESI

aanl

OFAN Hela

e e
N W R W o

Antioksidan Kapasitesi (nM)

L
=y

Sekil 4.15 ON-1 VE OFAN isimli nanopartikiillerin HeLa hiicreleri izerindeki total
antioksidan kapasitesi

TOTAL OKSIDAN KAPASITESI

111

OFAN Hela

Oksidan Kapasitesi (nM)
e 2 g2 Ll
P " R N B

2
)

Sekil 4.16 ON-1 VE OFAN isimli nanopartikiillerin HeLa hiicreleri tizerindeki total
oksidan kapasitesi

Sekil 4.15’te sentezlenen OFAN ve ON-1 isimli nanopartikiillerin kontrol
hiicrelerine gore total antioksidan kapasiteleri gosterilmistir. Bu veriye gore, her
iki partikul de kontrol hiicrelerine gore antioksidan kapasiteyi istatistiksel olarak

anlamh bir sekilde distirmiistiir (p<0.05). Biyomalzemelerin hiicre ¢alismalarinda
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kullanilmasi planlanirken, hiicrede meydana gelebilecek oksidan-anitoksidan
dengesizligi de hesaba katilmaldir. Bu dengesizlik ile beraber oksidatif stres
kaynakli hastaliklar goriilebilmektedir. Folik asit konjuge OFAN, ON-1'den daha
yiksek oranda antioksidan kapasiteye sahiptir. Biyolojik aktivitelerinin yanisira
folik asit ayni zamanda anioksidan o6zellige sahip bir molekiildiir ve reaktifleri
inhibe etmektedir. Literatirde, folik asitin anitoksidan aktivitesinin belirlenmesi
ve folik asit-nanopartikiil konjugasyonuna dayali ¢alismalar yer almaktadir. Josji ve
arkadaslar, folik asitin serbest radikalleri inhibe ederek potansiyel bir anitoksidan
olarak kullanilabilecegini kanitlamislardir [143]. AbouAitah ve arkadaslar silika
nanopartikiilleri folik asit ile konjugat olusturarak sentezlemis ve kanser
hiicrelerine HeLa serviks kanser hiicre hattina ve HepG2 hepatoselliiler karsinom
hiicre hattinda ilag tasinimini ve nanopartikiillerin antioksidan-oksidan
kapasitelerini  degerlendirmistir.  Sonuclara gore, folik asit konjuge
nanopartikiillerin antioksidan 6zelliginin istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
artis gosterdigi kaydedilmistir (p<0.05) [144]. Sekil 4.16’da OFAN ve ON-1’in total
oksidan kapasitesi gorilmektedir. OFAN, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalma gostermistir (p<0.05). ON-1 ise kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli olmayan bir sekilde artma goéstermistir (p>0.05).

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 kiyaslandiginda sentezlenen nanopartikiillerin kontrol
grubuna gore artis azalislarin  birbirini dogrular nitelikte oldugu
gorilebilemektedir. OFAN, ON-1 isimli nanopartikiile gore daha yiiksek
antioksidan 6zelligine ancak daha diisiikk oksidan kapasitesine sahiptir. ilgili
calismalar g6z oOntne alindiginda sunulan tez c¢alismasinda OFAN isimli
nanopartikiiliin antioksidan 6zellige sahip oldugu ve literatiirdeki ilgili ¢calismalar
ile  desteklendigi soylenebilmektedir. Literatiirde oktadesilamin  bazh
nanopartikiillerin hiicreler tizerindeki antioksidan- oksidan kapasitesinin
degerlendirilmesine dayali herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Elde edilen
verilen, sonraki ¢alismalar i¢in 6ncti nitelikte oldugu ve bu sonuglar ile sunulan tez

calismasinin literatiire katkida bulundugu sdylenebilmektedir.
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