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OZET

MCF-7 Kanser Hiicre Hattinin Kalsiyum Fosfat Nanopartikiilii

Kullanilarak interlokin-6 SitoKini ile Etiketlenmesi

Seda GENC

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabili Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Doc. Dr. Nelisa TURKOGLU

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére, 2020 yilinda yaklasik 10 milyon kisi kanserden
hayatini kaybetmistir. Bu 6liimciil hastaligin tedavi sliresi boyunca zahmeti, maliyeti
ve hastaya olan yan etkileri olduk¢a biiylik 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda
geleneksel tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasi, alternatif bir tedavi yontemi olan
immiinoterapinin gelismesine yol acmistir. Boylelikle, temel sorunlarin en aza
indirgenmesi, son yillarda olduk¢a adindan s6z ettiren yeni nesil immiinoterapi ile
mimkiin olabilmektedir. Terapotik genlerin hedef hiicrelere transfeksiyonu
“vektor” olarak adlandirilan tasiyici sistemlerle miimkiindiir. Molekiiler biyoloji ve
nanoteknoloji alanlarinin ortak calismasi ile gelistirilen nanopartikiiller, kanser
immiinoterapisinde olduk¢a popiiler olan nanotasiyicilardir. Kendine 6zgii avantaj
ve dezavantajlara sahip olan kalsiyum fosfat nanopartikilleri in vitro ve in vivo gen

aktarim ¢alismalarinda umut veren bir yaklasim olmustur.

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, kanser immiinoterapisinde kullanilmak tizere
birlikte cokeltme yontemi kullanilarak kalsiyum fosfat nanopartikiilleri (CaP)
sentezlenmis ve karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Ardindan, sentezlenen
nanopartikiiller araciligiyla MCF-7 meme kanser hiicre hattina IL-6 ve GFP genini
kodlayan plazmid aktarimi gergeklestirilmistir. Kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin
partikiil boyutu, zeta potansiyel degerleri ve boyut dagilim indeksi (PDI) dinamik
151k sacilimi (DLS) yontemiyle Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Xiil



Nanopartikiillerin kimyasal yapis1 ve sahip oldugu fonksiyonel gruplar, Fourier
Doniisiim Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ile tespit edilmistir. Partikiillerin
morfolojik o6zellikleri, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik giic¢
mikroskobu (AFM) ile belirlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin sitotoksisite
calismalar1 L929 fare fibroblast hiicreleri izerinde MTT analizi ile gerceklesmistir.
Ardindan, sentezi ve karakterizasyon ¢alismalar1 tamamlanan nanopartikiiller ile
transferi gerceklestirilecek olan pEGFP N1-IL-6 plazmidi c¢ogaltilmis ve
saflastirilmistir. MCF-7 hiicrelerine nanopartikiil araciigiyla aktarilan genin
transfeksiyon verimi degerlendirilmistir. Transfeksiyon etkinligi, floresan atagmanh
inverted mikroskop ile 24 saat boyunca GFP 1simasinin takip edilmesiyle tayin

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Immiinoterapi, meme kanseri, kalsiyum fosfat nanopartikiil,

gen aktarimi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Labeling of MCF-7 Cancer Cell Line with Interleukin-6 Cytokine

Using Calcium Phosphate Nanoparticle
Seda GENC

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nelisa TURKOGLU

According to the data of the World Health Organization, approximately 10 million
people died from cancer in 2020. The inconvenience, cost and side effects of this
fatal disease during the treatment period are of great importance. In this context,
the insufficiency of traditional treatment methods has led to the development of
immunotherapy, which is an alternative treatment method. Thus, minimizing the
basic problems is possible with the new generation immunotherapy, which has
become popular in recent years. Transfection of therapeutic genes into target cells
is possible with delivery systems called "vectors". Nanoparticles developed by the
joint work of molecular biology and nanotechnology are highly popular
nanocarriers in cancer immunotherapy. Calcium phosphate nanoparticles, which
have their own advantages and disadvantages, have been a promising approach in

in vitro and in vivo gene transfer studies.

In the presented thesis, calcium phosphate nanoparticles (CaP) were synthesized
and characterization studies were carried out by using the co-precipitation method
to be used in cancer immunotherapy. Subsequently, plasmid encoding IL-6 and GFP
gene was transferred to MCF-7 breast cancer cell line by means of synthesized
nanoparticles. Particle size, zeta potential values and size distribution index (PDI)
of calcium phosphate nanoparticles were determined by dynamic light scattering
(DLS) method using Zetasizer Nano ZS device. The chemical structure and functional

XV



groups of nanoparticles were determined by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR). Morphological properties of the particles were determined by
scanning electron microscopy (SEM) and atomic power microscopy (AFM).
Cytotoxicity studies of synthesized nanoparticles were carried out by MTT analysis
on L929 mouse fibroblast cells. The cargo plasmid to be transferred was amplified
and purified. The transfection efficiency of the gene transferred to MCF-7 cells via
nanoparticle was evaluated. Transfection efficiency was determined by monitoring

GFP imaging using a fluorescence microscope for 24 hours.

Keywords: Immunotherapy, breast cancer, calcium phosphate nanoparticle, gene

delivery

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kanser, en genis tanimiyla kontrolsiiz hiicre béliinmesi olarak tanimlanmaktadir.
Diinya genelinde 6nemli bir halk saghgi sorunu olan kanser, oliimlerin baslica
nedenleri arasinda yer almaktadir. Hastalik diinyanin her yerinde yaygin olarak
gorilmektedir. Fakat insidansi, 6liim orani ve hayatta kalma oranlar1 diinyanin
farkl bolgeleri arasinda kayda deger derecede farklilik gosterir, bu da niifus yapis,
cografi konumu, yasam kosullari, genetik ve cevresel faktorler gibi bircok etmenle
iliskili olabilir [1]. Kanser hiicrelerinin kendine 06zgli temel 6zelliklerinin
bulunmasinin yani sira her kanser olusumu bulundugu doku tipine gore
isimlendirilir ve farklihk gosterir. Kanser hastalig1 cesitli tiirlere sahip olmasina
ragmen, tiim tirleri icin anormal hiicrelerin kontrol dis1 diizensiz olarak cogalmasi
ortak noktadir. Meme kanseri, diinyada en ¢ok tani konulan ikinci kanser tiirii
olmakla birlikte kadinlarda goriilen kanserlerin %30’unu olusturmaktadir [2].
Kanserle miicadelede pek c¢ok tedavi yontemi miimkiindir. Kanser tedavi
modaliteleri; hastanin ihtiyaglarina, tiimoriin tiirtine, hastanin ve hastaligin
durumuna bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Geleneksel tedavi yontemleri;
kemoterapi, radyoterapi, cerrrahi miidahale ydntemi ve biyolojik yontemler
grubunda yer alan hormon tedavisi olarak siniflandirilmaktadir. Tim bu farkh
tedavi yaklasimlari tek basina kullanilabildigi gibi birbirlerine yardimci olmak adina
birlikte de kullanildig1 goriilmektedir. Uzun yillardir kullanilmakta olan geleneksel
tedavi sekillerinin avantajlari oldugu kadar dezavantajlar1 da s6z konusudur. En ¢ok
tercih edilen kemoterapi ve radyoterapi tedavileri sonrasinda, hasta kiside giinliik
hayati olumsuz yonde etkileyecek yan etkiler goriilmesi kag¢inilmaz olmaktadir.
Ayrica cerrahi yontem, tlimoriin boyutu ve viicut igerisindeki konumuna bagh
olarak olarak her zaman tercih edilememektedir. Biyolojik tabanl tedaviler ise her
kanser tiirlinde istenilen etkiye sahip olamayabilir. Her birey, saglikli hiicrelerin
yaninda kanser hiicrelerini de viicudunda barindirir. Bagisiklik sistemi sayesinde

normal hiicreler, istenmeyen hiicreleri yakalar ve yok eder. Kanser olusumunda



gorev alan cesitli gen gruplari, mekanizmalar ve mutasyonlar sonucu saglikl
hiicreler bu gorevini yerine getirmekte zorlanir. Bu sebeple geleneksel yontemlere
alternatif olarak gelistirilen immiinoterapi, bagisiklik sistemini bir¢cok yoénden
tetikleyerek farkli mekanizmalarla kanser hiicrelerini hedefleyen ve 6ldiirmeyi
amaclayan oldukca yenilik¢i bir tedavi seklidir. Kanser immiinoterapisi, hastaya ve
hastaliga 6zgl bir yaklasim sergileyerek hedefe yonelik tedavi saglamaktadir [3],
[4]. Immiinoterapi alaninda kullanilan bashca efektér mekanizmalar; makrofajlar,
dendritik hiicreler (DC), noétrofiller, dogal 6ldirticiiler (NK), T ve B lenfosit
hiicreleridir. Tedavi bazli en ¢ok kullanilan bilesenler; sitokinler, monoklonal
antikorlar ve immiin sisteme 6zgi hiicreler olarak siniflandirilmaktadir. Temel
olarak immiinoterapi, pasif ve aktif olarak iki gruba ayrilmaktadir. Pasif
immiinoterapi, kisinin kendi savunma sistemi tarafindan iiretilen ¢esitli proteinleri
esas alarak kanserle miicadele etme temeline dayanmaktadir. T hiicreleri ve kanser
antijenlerine spesifik olan antikorlar pasif immiinoterapi grubunda yer almaktadir.
Aktif immiinoterapi ise, immiin yanit olusturmak icin bagisiklik sisteminin i¢ ve dis
uyaranlarla uyarilmasi sonucu faaliyet gosteren bir yaklasimdir. Bu yontem icin
kullanilmakta olan molekiiller; sitokinler, kanser asilari, onkolitik viriisler ve immiin

kontrol noktalari olarak sayilmaktadir [5].

Gen tedavisi, kalitsal bozukluklar ve kanser gibi hastaliklarin olusmasindan sorumlu
olan gen bolgelerinin yeniden diizenlemesi ile ¢igir acan bir stratejidir. Tedavi
amaciyla, hiicre icerisine gonderilecek olan niikleik asitlerin gen aktarim
sistemlerinin etkili, giivenli ve kalic1 olmas1 gerekmektedir. DNA, RNA, siRNA gibi
biyomolekiiler sistemlerin belirli hiicrelere gen aktarimini saglamak viral ve viral
olmayan vektorler ile miimkiindir. Her iki yaklasiminda kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlar1 mevcuttur. Ylksek giivenirlik, yiiksek gen tasima kapasitesi,
biyouyumluluk, diisiik oranda immiinojenik tepki, diisiik toksisite gibi avantajlara
sahip viral olmayan grupta yer alan nanopartikiiler sistemler birka¢ on yildir
oldukga sik kullanilmaktadir [6]. Nanopartikiiler sistemler, nanoteknoloji alaninin
gelismesiyle ivme kazanmis nanometrik ¢apta gelistirilen nanoparcaciklardir. Bu
sayede hiicre zarina kolayca niifuz edebilmekte ve zardan gecebilmektedir.
Nanopartikiillerin klinik tedavi uygulamalarinda, gen tedavilerinde, hiicre ici
biyolojik stireclerin izlenmesinde ve yiiksek etkide transfeksiyon yapabilme

ozelligine sahip oldugu pek ¢ok arastirmada rapor edilmistir. Nanopartikiillerin
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polimerik, lipid, inorganik, misel, dendrimer ve karbon tiipleri gibi cesitleri
bulunmaktadir [7]. Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri biyouyumluluk ve biyolojik
olarak parcalanabilirligi bakimindan essiz 6zellikler sunan nanomalzemelerdir. Gen
iletimi ve etkili transfeksiyon i¢in yaklasik 40 yildir var olan nanopartikiiller gesitli

metotlar ile sentezlenerek giiniimiizde kullanilmaya devam etmektedir [8].
1.2 Tezin Amaci

Onerilen tez calismasinda, Rejeneratif Doku ve Hiicre Kiiltiirii laboratuvar:
biinyesinde, gen aktariminda kullanilacak olan nanotasiyicilarin sentezi,
karakterizasyonu, sitotoksisitesi ve pEGFP N1-IL6 plazmidinin g¢ogaltilarak
saflastirma calismalar gergeklestirilecektir. Sunulan ¢alismada amacimiz, viral
olmayan vektorler grubunda yer alan biyouyumlu kalsiyum fosfat nanopartikiilleri
araciligiyla meme kanser hiicre hattinin hedeflendirilmesi ve tiimor hiicrelerine

aktarilan genin transfeksiyon veriminin degerlendirilmesi olmustur.
1.3 Hipotez

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, gen aktarimi ¢alismalarinda yiiksek derecede
kullanilma potansiyeline sahip nanopartikiiler sistem olan kalsiyum fosfat ile
inflamatuvar yanitta ve kanser patogenezinde o6nemli rol oynayan sitokinler
kullanilarak tiimoér hiicreleri hedeflendirilmistir. Boylece, kanser tedavisinde
kullanilan yeni nesil immiinoterapi yontemi ig¢in kullanilabilir bir model
olusturulacagi 6ngoriilmektedir. Gen aktariminda kullanilmak iizere sentezlenen
nanotasiyicilar ile transfeksiyon etkinliginin arttirilmasi ve kanser hiicrelerinde
daha yiiksek seviyede ifade edilecek olan hedef genin bagisiklik sistemini
indiiklemesi amaclanmaktadir. Geleneksel kanser tedavi yontemlerine alternatif
olarak gelistirilen terapotik ilaclarin yayginlastirilmas: ile ilag sektord,
biyomiihendislik ve tip alanlarina katki saglanacagi, ayni zamanda tedavi stirecinde
gerceklesen saglikli hiicrelerin de 6lmesi gibi karsilasilan problemlere ¢6ziim yolu

olmasi distiniilmektedir.
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GENEL BILGILER

2.1 Kanser

2.1.1 Kanser Tanimi ve Tarihgesi

Eski ¢aglara kadar uzanan ve tarih boyunca insanlar ve hayvanlarda gorilen
kanserin izlerine, fosillesmis kemik tiimorleri, Misir’daki insan mumyalari ve eski el
yazmalari gibi kanitlara dayanilarak rastlanilmistir. Mumyalarda osteosarkom adi
verilen kemik kanserini diisiindiiren biliytime goriilmesi, bas ve boyun kanserinde
goriilen kemik kafatasi yikimi kanitlara 6érnek olarak verilebilir. Bu ylizdendir Kki,
yluzyillardir hayatimizda olan bu hastalia dair tip tarihi boyunca sayisiz
arastirmanin yapilmasi sasirtict degildir. Kanser tanimy, ilk olarak M.0O. 3000’lerde
Edwin Smith Papiriisii olarak isimlendirilen ve eskiden Misir’da okutulan bir cerrahi
ders kitabinin bir pargasi olarak Misir'da ortaya ¢ikmistir. Kanser, hentiz kanser
terimi olarak kullanilmadan 6nce pek ¢ok bilim insani tarafindan farkh sekilde
isimlendirilmistir. Kanser terimi ilk defa “Tibbin Babasi” olarak adlandirilan Yunan
doktor Hipokrat (M.0. 460-377) tarafindan kullanilmistir. Hipokrat'in, organizmada
sifasi olmayan yeni yapilanmalar olarak gordiigii, 6zellikle iilseri ve lilsere meydan
olan tiimoérleri tanimladig1 goriilmiistiir. Viicut yiizeyinde yavas biiylime seyreden,
kirmizi, sicak, agrili ve diger hastaliklardan farkh karaktere sahip olan sisliklere
Hipokrat, “karkinos” ya da “karkinoma” adini vermistir. Baska bir Yunan hekimi olan
Galen (M.S. 130-200) “oncos” adin1 kullanirken, Romal1 hekim Celsus (M.0. 28-50)

ise yengece benzeyen fiziksel yonii nedeniyle “kanser” adini vermistir [9].

Turk tip tarihinde ise kansere “seretan” adi verilmistir. Tarsuslu Osman Hayri
Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserinde seretan, findik ya da
kiiciik yumru biuytikligiinde, agrili, etrafi vaskiiler bir sistem tarafindan olusum
gosteren olarak tanimlanmaktadir. Serafeddin Sabuncuoglu'nun “Cerrahiye-i
Ilhaniye” adl eserinde (1465) ise seretanin ¢evresinin daglanarak kitlenin kesilmesi
onerilir. Ancak uzun zamandir duran ve biiyiik olan kitlenin daglanmamasi gerektigi
belirtilmektedir. Kanser tizerinde ilk bilimsel, mikroskobik inceleme Marcello

Malpighi (1628-1694) tarafindan yapilmistir. Antony van Leeuwenhoek (1632-
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1723) tek mercekli mikroskobu gelistirerek kanserin daha iyi anlasilmasi i¢in biiytik
adimlar atmistir. Glinlimiizde bilinen bir¢ok kanser tiiriinii ise Morgagni (1682-

1771) tanimlamis ve primer tiimorleri sekonder yani ikincil timoérlerden ayirmistir

[10].

Kanser, viicudumuzun yapitasi olan normal hiicrelerin dilizensiz olarak
boliiniip cogalmasiyla anormal bir biliylime saglayan, sonrasinda diger doku ve
organlara yayilma gosterebilen kisaca kontrolsiiz hiicre bdliinmesi olarak
nitelendirilen bir hastalik grubudur. Kanserli dokularda, hiicrelerin ¢ogalmasi ile
apoptozis arasindaki denge bozulmustur. Hiicrelerin olmasi gerekenden daha fazla
sayida c¢ogalmasi durumunda, hiicre o6limiinin gerceklesmemesi anormal
hiicrelerin asir1 artisina sebep olmaktadir. Viicudun herhangi bir yerinde meydana
gelen tlimorler, benign (iyi huylu) veya malign (koétii huylu) olabilir. Benign
timorler, belirli bir bolgede cogalma gosterirler ve metastatik 6zellige sahip
degildirler. Yani viicudun diger kisimlarina yayilma gostermezler. Malign tiimorler
ise olusum gosterdigi bolgede biliyliyerek cogalma gosterir ve yakin ¢evresindeki
organ ya da dokular1 da istila eder. Boylece kanser dokusu, ¢evre dokularla

etkilesmeye gecerek viicuttaki normal fizyolojik akis1 bozmus olur.
2.1.2 Kanser Epidemiyolojisi

Diinya Saghk Orgiitii'niin verilerine gére 2020 yilinda tehlikeli ve éliimciil olan
hastaliklarin basinda gelen kanser sebebiyle yaklasik 10 milyon kisi hayatini
kaybetmistir. Yakin gelecekte, kansere yakalanan hasta sayisinda artis goriilecegi ve
2030 yihi itibari ile kanser sebebiyle gerceklesen 6lim sayisinin 13,1 milyona
ulasacagi ongorilmektedir [11]. En yaygin goriilen kanser tirleri meme kanseri,
akciger kanseri, kalin bagirsak kanseri, prostat kanseri ve cilt kanseri olurken,
kanserden oOlenlerin sayisi en fazla akciger kanseri, kolokteral kanseri, karaciger
kanseri ve mide kanserinden kaynaklanmistir. 2018 yilinda erkeklerde goriilen en
olimciil kanser tiirleri akciger kanseri %22, karaciger kanseri %10,2, mide kanseri
%10,5 ve kalin bagirsak kanseri %9 iken kadinlarda goériilen en 6liimciil kanser
tlirleri meme kanseri %15, akciger kanseri %13,2, kalin bagirsak kanseri %9,5 ve
rahim agz1 kanseri %7,5 olmustur [12]. Bununla birlikte, 2008-2017 tarihleri

arasinda, kadinlarda meme ve kolorektal kanserlerinde azalma goriilmistiir.



2017'de akciger kanseri, diger kanser tiirlerine kiyasla daha fazla 6liime sebebiyet

vermeye devam etmistir [13].
2.1.3 Kanser Etiyolojisi

Kanserin olusum siirecinde kanser tiiriine gore farklilik gosteren pek cok etken rol
oynamaktadir. Kanser etiyolojisi ve olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hem kalitsal hem kazanilmis (edinsel) etmenler etkinlik gostermektedir.
Kalitsal olan etmen, anormal genin nesilden nesile aktarilmasi temeline
dayanmaktadir. Kanser hastalarinin ¢ok az bir kisminin (%5-10) kalitsal gecis
gosterdigi belirlenmistir. Nadir olarak goriilen ailevi gecisli kanser tiirlerine 6rnek
olarak, cocuklarda goriilen retinoblastom verilebilir. Ailesel hastaliklarda kanser
gelisme gostermesine ragmen aileye mensup bazi bireylerde kanser gortilmeyebilir.
Cinsiyete bagli olarak kadinlarda meme, serviks ve over kanseri erkeklerde ise
prostat ve testis kanseri goriilme riski fazladir. Kazanilmis faktorler ise fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak 3 baslik altinda toplanabilir. Radyasyon ve ultraviyole
1sinlari, DNA yapisinin bozularak kanser olusum riskini artiran fiziksel faktorlerdir.
Sigara, alkol ve alkilleyici ajanlar kimyasal faktoérler grubunda yer alirken, biyolojik

faktorler ise viriis kaynakhdirlar [14].
2.1.4 Kanser Gelisimi

Kanser gelisimi (karsinogenez), fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarin neden
oldugu DNA bozulmalar1 sonucunda ortaya c¢ikan genetik veya epigenetik
degisimlerden kaynaklanan c¢ok kademeli bir siirectir. Kanser olusumundan
sorumlu 3 6nemli gen mevcuttur. Bunlar: onkogenler, tiimoér baskilayici genler ve
DNA tamir genleridir. Normal genler olan proto-onkogenler mutasyonlar sonucu
onkogenlere dontiserek kanser olusumunu tesvik eder. Tiimor baskilayici genler ve
DNA tamir genleri ise onkogenlerin aksine kanser olusumunu inhibe etmekten
sorumludurlar. Hiicre donglsiiniin Kkontroliindeki degisiklikler kansere 0zgii
belirleyicidir. Genetik materyal hasarlandigi zaman hiicrenin buna verecegi ilk
yanit, hasar1 tamir etmektir. Tamir edilemeyecek vaziyette olan hasar durumunda
ise hiicrenin cevabi1 kendini apoptoza siiriiklemek olacaktir. Hilicre dongiisiinde
bulunan proto-onkogenler, onkogenler ve tiimor baskilayici genler hiicrenin
apoptoza siiriiklenmesini ya da c¢ogalmasini kontrol eder. Meydana gelen

mutasyonlar, hiicrenin pozitif veya negatif kontroliinde degisiklige yol acarak
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normal yapidaki hiicrenin isleyisini bozar ve Sekil 2.1’te gosterildigi gibi kontrolsiiz
cogalmasina neden olur. Mutasyonlar sonucu olusan kanser hiicrelerinin malign
ozellik kazanmasi, cevrelerindeki dokunun, organlarin ve hatta organizmanin
yasamini tehdit eder. Boylece metastaz olarak adlandirilan ikinci siire¢ baslamis

olur. Metastazlar, kanserden kaynaklanan birincil 6liim sebebidir [15], [16].

- ‘

Ilk mutasyon ikinci mutasyon Ugiincii mutasyon ve
sonraki mutasyonlar

Kontrolsiiz biiylime

Sekil 2. 1 Hiicrede mutasyonlar sonucu meydana gelen kanser olusumu

2.1.5 Kanserin Molekiiler Ozellikleri

2000 yilinda tnli iki bilimi insani Douglas Hanahan ve Robert A. Weinberg
yaptiklar1 arastirmalar dogrultusunda, kanser hiicrelerinin hiicre boéliinmesine
sebep olan sinyallerin siirdliriilmesi, biiylime baskilayicilarindan kagis, invazyonun
ve metastazin aktiflesmesi, bolliinme temelli o6limsiizligiin saglanmasi,
anjiyogenezin tesvik edilmesi ve hiicre 6liimiine direng gostermeleri bakimindan 6
temel biyolojik 6zellige sahip oldugunu tiim diinyaya géstermislerdir (Sekil 2. 2)
[17].

2011 yiinda Douglas Hanahan ve Robert A. Weinberg tarafindan sunulan yeni bir
calisma ile kanser hiicrelerine dort 6zellik daha eklenmistir. Yeni kazandirilan
ozellikler; timor hiicresini destekleyen inflamasyon, genomik instabilite ve
mutasyonlar, immiin sistem tarafindan gergeklesecek olan yikimdan kac¢inabilmek

ve enerji metabolizmasinin tekrar aktif hale getirilmesi belirtilmistir [18].



Proliferatif sinyallerin
stirdiiriilmesi

Antibiliyiime
faktorlerinden kagma

Invazyon ve metastazin
aktiflesmesi

Anjiyogenezin tesvik
edilmesi

Replikatif 6liimstizlik

Sekil 2. 2 Kanser hiicresinin alt1 temel 6zelligi [17]

2.1.6 Meme Kanseri

2020 yilinda diinya ¢apinda, meme kanseri teshisi konan 2,3 milyon kadin ve meme
kanseri sebebiyle hayatini kaybeden 685.000 kisi bulunmaktadir. 2020 yilinin sonu
itibari ile son 5 yi1l icerisinde 7,8 milyon kadina meme kanseri teshisi konulmus ve
bu da onu diinya ¢apinda en sik tani konan kanser tiirti yapmaktadir. Meme kanseri,
kadinlarda genellikle ergenlikten sonra goriilmeye baslamakta ve ilerleyen yaslarda

artan bir oranla ortaya ¢cikmaktadir [19].

Meme kanseri, memenin glandiiler dokusunda bulunan kanallarin (%85) ya da
lobtillerin (%15) epitel hiicrelerinde olusum gostermektedir. Baslangicta, kanserli
biiylime ortaya c¢iktig1 kanallar ya da lobiiller ile sinirhiyken, zamanla ilerleyerek
invaziv 6zellik kazanir ve ¢evredeki meme dokusunu istila eder. Daha sonra lenf
diigiimleri gibi yakin bolgelere (bolgesel metastaz) ve ardindan diger organlara
(uzak metastaz) yayilhim gostererek ilerleyebilir [19]. Kalitsal gen mutasyonlari
kanseri tetikleyen bazi etmenlerdendir. Meme kanserinin en sik rastlanan nedeni
ise BRCA1, BRCA2 ve PALB-2 genlerindeki mutasyonlardir. Meme kanser riskini
artiran diger faktorler; yas, obezite, genetik yatkinlik, radyasyona maruz kalma,

tireme 6ykiist, alkol ve tiitiin kullanimi olarak sayilabilir [20]. Meme kanserinin en



gliclii risk faktori ise kadin cinsiyetidir. Erkeklerin sadece %0,5-1’'inde meme

kanseri goriilmektedir.

Meme kanserinin tedavisinde hastaligin erken tani ve teshisi ile %90 veya daha
ylksek oranda hayatta kalma olasilig1 bulunmaktadir. Fakat bu oran, iilkenin saghk
sisteminin giiciine, cografi konumuna, mali degerlerine, egitim ve /veya dogurganlik
oranlarina bagli olarak diinya genelinde farkhiliklar géstermektedir [21]. Yayinlanan
bir calisma ile 158 tilkedeki kanser kontrol planlar incelendiginde, yiiksek gelirli
tilkelere kiyasla diistik gelirli tilkelerdeki meme kanser teshis programlarinin daha
az oldugu bildirilmistir [22]. Ge¢miste tiim meme kanserleri cerrahi yontem olarak
mastektomi adi verilen memenin tamamen alinmasi olarak tedavi edilmekteydi.
Glinlimiizde ise neredeyse tiim kanser cesitlerinde yaygin olarak kullanilan
radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi ve immiinoterapi yo6ntemleri

kullanilmaktadir [23].
2.1.7 Kanser Tedavisinde Geleneksel Tedavi Yontemleri

Kanser hastaliginin seyri kisiden Kkisiye farklilik goéstermektedir. Bu nedenle
uygulanacak tedavi yontemlerinin hastalara 6zgii olmas1 gerekmektedir. Tedavi
yonteminin belirlenmesi i¢in tiimo6riin bulundugu doku, boyutu ve biyolojik
ozellikleri gibi baz1 kriterler goz oniline alinmaktadir. Geleneksel kanser tedavi
uygulamalari; radyoterapi, kemoterapi, cerrahi miidahale ve hormonal yontemler

olarak siniflandirilmakta ve tekli ya da birlikte olacak sekilde kullanilabilmektedir.
a) Cerrahi Yontem

Cerrahi yontem, teshis edici, engelleyici, iyilestirici ve destekleyici 6zelliklere sahip
olmasi bakimindan kanser tedavisi ve kontroli i¢in uzun yillardir kullanilmakta
olan temel yontemlerdendir [24]. Saglikli diger dokulara zarar vermeden, kanserli
dokuyu viicuttan tamamen ¢ikarmak i¢in hastanin ameliyat olmasi en iyi segenektir.
Fakat tiimor metastatik 6zellik kazanarak yayillma gostermis ise cerrahi yontem
tercih edilmemektedir. Timoriin boyutunun biiyiik oldugu ve yayilim gosterdigi
durumlarda, cerrahi yontem yerine radyoterapi ve kemoterapi tercih edilmektedir.
Cerrahi yontemde, tiimorlii dokunun durumuna gore lazer cerrahi, elektro cerrahi,

robotik cerrahi, kriyo cerrahi gibi birden ¢ok cesidi mevcuttur [25].



b) Kemoterapi

Kemoterapi (KT), kanser tedavisinde en sik kullanilan yontem olmakla birlikte
kanser hiicrelerinin 6ldiirmesini esas almaktadir. Bu amagla kemoterapétik ajanlar
kullanilarak biiyiik yapili timoérlerin kiiciiltiilmesi, metastatik 6zelligin 6nlenmesi
ve timorli hiicre ve doku sayisinin azaltilmasi hedeflenmektedir. Genellikle diger
tedavi yontemleri ile birlikte kullanilan bu yéntem ile meme kanseri, mesane
kanseri, gastrik kanseri, cilt kanseri, akciger kanseri gibi ¢cok ¢esitli kanser tiirleri
tizerinde olumlu sonuglar alindigi bilinmektedir. Avantajlarinin yani sira
dezavantajlar1 da bulunan kemoterapétik ilaglarin, kanserli hiicreler ile birlikte
saglikli hiicrelere de zarar vererek 6ldirdigi bilinmektedir. Dahasi, tedavi sonrasi
hasta kisinin yasamini olumsuz yénde etkileyecek kusma, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi,

istah kaybi ve psikolojik sorunlar gibi yan etkileri goriilmektedir [25], [26].
c) Radyoterapi

Radyoterapi (RT), kanserli hiicrelerin iyonize 1sinlarina maruz birakilarak yok
edilmesi temeline dayanan tedavi yontemidir. Radyoterapide, kanserli dokunun
oldugu bolge tespit edilerek viicudun tlimiiniin 1s1na maruz kalmasini énlemek
amaclanmaktadir. Fakat tedavi alani igerisinde kalan ve kanserli hiicrelere komsu
olan normal hiicrelerin 6lmesi kag¢inilmaz olabilmektedir [16]. Radyoterapinin
saglikli hiicreler iizerinde olumsuz etki gostermesinde bircok faktér 6nemli rol
oynamaktadir. Bu etmenler; tedavinin uygulanacagi alanin genisligi, hasta kisinin
yast ve genel saglik durumu, toplam ya da giinliik 151n maruziyeti ve tedavinin
kalitesi olarak siralanabilir. Kemoterapide oldugu gibi radyoterapi tedavisi
sonrasinda da hastanin gilinliik hayatini olumsuz etkileyecek yan etkiler

gorilmektedir [27].
d) Hormonal Tedavi

Hormonlar viicutta dogal olarak sentezlenen protein grubudur. I¢ salg bezleri
tarafindan tUretilerek kan dolasimina katilir ve hiicre yilizey reseptorlerine
baglanarak doku ve organlarin davranislarini kontrol ederler. Hormonlar,
kemoterapi ilaclarindan farkh olarak dogal yollarla iiretilir ve kanser tedavisinde
ila¢g olarak kullamlirlar. Ozellikle meme kanseri [28], prostat kanseri [29] ve
endometriyum kanseri [30] tedavi siire¢lerinde uygulanirlar. Hormonal tedavide

kullanilan ilaglar, kanser hiicre ylizeyinde bulunan reseptorlere baglanarak
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timorin biiylimesini tesvik eden hormonlarin baglanmasini engeller ve bdylece
kanser hiicrelerinin biiylimesi baskilanmis olur. Hormon tedavisinde kullanilan her

ilacin isleyis bicimi ve etkiledigi hiicre gruplari farklilik géostermektedir [25].
2.2 Immiinoterapi

Immiinite, viicuda sonradan dahil edilen toksin, mikroorganizma gibi yabanc
bilesenlerin bagisiklik sistemi tarafindan taninarak viicudun kendisini korumalk,
diren¢ gostermek amaciyla savunma sistemini de kullanarak zararli maddeyi yok

etmeyi hedeflemesi olarak tanimlanabilir [31].

Kanser immiinoterapisi, spesifik tedaviler arasinda yer almaktadir. Kelime anlami
olarak bireyin immiin yani bagisiklik sistemini kullanarak, kanser hiicreleriyle
savasmasinl ve yok etmesini saglayan tedavi yontemidir [26]. Son yillarda yapilan
calismalar ile kanser tedavisinde olduk¢a popiiler olan immiinoterapi hastaya ve
hastaliga 6zgii bir yaklasim sergileyerek hedefe yonelik tedavi saglamaktadir.
Kemoterapi, radyoterapi, cerrahi miidahale ve hedeflendirilmis tedavi yontemleri
ile birlikte de uygulanabilen immiinoterapi, bu yontemlere katilarak kanser
tedavisinin “besinci adim1” olarak kabul edilmistir [32]. Kanser immiinoterapisinde
asil amag, hastanin kendi savunma sistemini aktif kullanarak anti-kanser yanitin
olusturulmasi ve kanser ile miicadele edilmesi esas alinmaktadir. Tlimorle iliskili
bagisiklik hiicreleri, timor olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Timoér mikro
ortami (TME) icinde yer almakta olan bagisiklik hiicreleri, tiimériin olusumunda ve
biiylimesinde 6nemli rol oynar. Bu tliimorle iliskili bagisiklik hiicrelerinin tlimori
yok edici yani apoptoza siirtikleyici ya da timort destekleyici yani proliferasyonunu

saglayacag fonksiyonlara sahip olabilecegi bilinmektedir [33].

Tarih boyunca kanser hastalarinda yiiksek atesin ve/veya bulas faktorlerinin tiimoér
boyutunu Kkiiciilttiigline dair pek ¢ok acgiklama yer almistir. Bu bilgiler
dogrultusunda kotii huylu tiimoériin histolojik olarak dogrulanmasi ancak 18.
yiizyiln ikinci yarisinda miimkiin olmustur. iki Alman doktor Busch ve Fehleisen
tarafindan kanser hastalar1 {izerinde erizipel (Streptococcus pyogenes)
enfeksiyonunun bagimsiz olarak tiimoéri kiigiilterek gerilettigi bulunmustur [32].
1891 yilinda ise Amerikali cerrah William B. Coley tarafindan gelistirilen ilk
sistematik immiinoterapi ¢calismasi, “Coley’in toksinleri” olarak adlandirilan 1s1 ile

inaktive edilmis bakterilerin kanser hastalarina enjekte edilmesiyle olmustur. Coley
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tarafindan baslatilan bu proje sonucunda, biiyiik cogunlugu sarkoma hastasi olan

binlerce kanser hastasinda tiimor gerilemesi oldugu kaydedilmistir [34], [35].

Coley’in bulusunun ardindan literatiirde anti-kanser ¢alismalar1 adina pek ¢ok
onemli gelisme kaydedilmistir. Basariyla elde edilen klinik c¢alismalar
dogrultusunda kanser immiinoterapisi, 2013 yilinda Science dergisi tarafindan
“Breakthrough of Year” olarak adlandirilmistir [36]. Giintimiizde gelisen bilim ve
teknolojinin katkisiyla immiinoterapi alaninda sayisiz ¢alisma yapilmis ve 6nemi

biiytik ol¢iide artmistir.
2.2.1 Kanser immiindiizenleme

Glniimiizde kanser hiicrelerinin viicuttaki normal hiicrelerden biyokimyasal
farkliliklar nedeniyle ayrilmakta olmasiyla birlikte bagisiklik sistemi tarafindan
taninabildigi bilinmektedir. Immiin sistem hiicreleri tiimér hiicrelerini taniyarak
yok etme potansiyeline sahiptir. Kanser hiicrelerinin ise ¢esitli mekanizmalarla
bagisiklik sisteminin eliminasyonundan kacabilecegi dinamik bir dénem olarak
adlandirilan immiino-diizenleme sistemi mevcuttur. Immiino-diizenleyici hipotezi
Sekil 2.3’te goriildiigii gibi “Elimination (Yok etme)”, “Equilibrium (Denge)” ve

“Escape (Kagcis) olmak tizere lic asamadan olusmaktadir [37].

Ik asama olan eliminasyonda, malign veya potansiyel olarak malign hale gelen ve
DNA onarim mekanizmalart tarafindan onarilamayan hiicreler baslangicta
bagisiklik sistemi tarafindan immiino-gézetim yoluyla tanimlanabilir ve 6ldiriiliir.
Eliminasyonun ardindan ikinci asama, bagisiklik sistemi tarafindan tahrip
edilemeyen tiimor hiicrelerinin tamamen yok edilemedigi ancak ilerlemesinin
ontline gecildigi denge fazidir. Bu asamada, timor hiicreleri bagisiklik sistemi ile
birlikte var olmaya devam eder. Yani hem immiin gézetimde oldugu gibi bagisiklik
hiicreleri tarafindan oldiiriiliir hem de eliminasyondan kagmay1 basaran kanser
hiicreleri yeniden mutasyonlar olusturarak boliinmeye devam eder. Denge fazi,
immiin diizenleme sisteminde en uzun siiren ve teorik olarak yillarca siirebilecegi
diistiniilmekte olan asamadir. Sistemin li¢clincii asamasi olan kagis evresinde ise
kanser hiicreleri, bagisiklik sistemi tarafindan kontrol edilemeyebilir ve

eliminasyon eksikligi nedeniyle biiyliyerek metastaz yapabilir [38].
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Sekil 2. 3 Kanser immiindiizenleme siirecinin ti¢ fazi [37]

2.2.2 immiin Sistemin Efektér Mekanizmalari

Immiinite dogal ve adaptif (kazanilmis) olarak iki kategoriye ayrilmaktadir (Tablo
2.1). Viicudun kendi savunma sisteminin bulundugu c¢esitli mekanizmalar dogal
immiinite olarak adlandirilirken, zararl bilesenlere ait antijenlerin viicuda yapay
yollarla verilmesi adaptif immiinite olarak adlandirilir. Dogal immiinite hiicreleri;
makrofajlar, dendritik hiicreler, notrofiller ve dogal 6ldiiriiciiler (NK) iken adaptif

immiin hiicreleri; T ve B lenfositleridir [39].
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Tablo 2. 1 Dogal ve kazanilmis immiin sistemin 6zellikleri [40]

DOGAL ADOPTIF
- . ¢ Aninda reaksiyon e Gecikmis reaksiyon
TEPKI SURESI
. e Spesifik olmayan e Spesifik
OZGULLUK
e Ayni  patojenlere e Ayni  patojenlere
HAFIZA maruz kalindiginda maruz kalindiginda
ayni yanit gosterilir bagisiklik
kazanilmis olur
e Makrofajlar e T lenfositleri
e Dentritik hiicreler e B lenfositleri
HUCRE e Dogal oldirtctler
BILESENLERI (NK)

1. Makrofajlar: Makrofajlar kanser ve ¢esitli hastaliklarin listesinden gelmek icin
savunma sistemlerini kullanarak anormal hiicreleri tespit etme ve yok etme
yetenegine sahip dogal bagisiklik sisteminin 6nemli kritik bilesenidir. Ayrica
viicuttaki hiicresel atiklar1 ve yabanci bilesenleri fagositoz yoluyla sindirerek ¢opg¢ii
hiicreler olarak da adlandirilmaktadir [39]. Dogustan bagisiklik sisteminin bir
parcasi olan makrofaj hiicreleri sinir sistemi, karaciger, akciger, bag doku, kemik ve
eklem bolgelerinde bulunmaktadir. T hiicrelerine antijen sunan hiicreler olarak
gorev yaparlar. Makrofajlar, makrofaj aktive edici faktorler ile aktive olarak ya da
antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisite mekanizmasini kullanarak tiimoér

hiicrelerini elimine ederler [41].

2. NK Hiicreler: NK (dogal 6ldiiriicti) hiicreleri kanser hiicrelerini hedef alan ve
onlar1 sitotoksik graniiller salarak lizize ugratan hiicrelerdir. NK hiicreleri
hematolojik kanserlerde ve metastatik yayilmanin kontrol edilebilmesinde énemli
rol oynayan anti-tiimoér bagisikliginin temel faktoérlerindendir. NK hiicreleri, timor
hiicrelerinin yiizeyindeki NK reseptérlerine baglanarak aktif hale gecerler. Onceden
duyarhilastirlmaya ve kanser hiicresi antijenlerine ihtiyac duymadan

dontstirilmiis ya da degistirilmis hiicreleri hedefleyebilmekte ve dogrudan
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oldiirebilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde T hiicresi immiinoterapi ¢alismalarina
alternatif olarak NK hiicre bazli immiinoterapi alaninda yeni gelismelere yol agmasi

oldukg¢a heyecan verici olmaktadir [42], [43].

3. Dendritik Hiicreler: Iimmiin sistemin énemli diger bir parcasi olan dendritik
hiicreler (DC) esas olarak profesyonel antijen sunan hiicrelerdir. Beyin, testis ve gz
haricinde diger tiim dokularda bulunmaktadir [44]. Olgun olmayan bu hiicrelerin
aktive olabilmesinin ilk adimi olgunlagmasinin saglanmasidir. Bu baglamda DC’lerin
once timor hiicreleri ile karsilasmasi gerekmektedir. Ardindan sayilarini cogaltarak
olgun hale erisim saglamis olurlar [33]. DC'nin temel fonksiyonlar1 3 ana bashk

altinda incelenir [44]:

i) Diger immiin sistem hiicrelerine antijen sunumu ve tiimor hiicrelerini

fagosite ederek T hiicresi aktivasyonu icin sinyaller saglayabilmek,
ii) Immiin tolerasin olusturulmasi ve siirekliligini koruyabilmek,

iii) Ozellikle follikiiler DC'de olmak iizere humoral (bellek) immiiniteyi
olusturmak ve gelistirmek lizere B hiicreleri ile etkilesime girebilmektir.
4. T lenfositleri: Viicuttaki kemik iligi kok hiicrelerinden farklilasarak olusan T
hiicreleri kazanilmis bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasidir. Béliinlip ¢ogalarak
hiicresel savunmada rol oynayan T hiicrelerinin farklilagsmasi sonucunda, sitotoksik
T hiicreleri (CD8+), yardimci T hiicreleri (CD4+) ve TCR gibi alt siniflar1 mevcuttur.
Adaptif T hiicre tedavisi timor immiinitesinde belirli metastatik ve primer timor
hiicrelerini ortadan kaldirmak icin lenfositlerin anti-tiimor 6zelliklerini kullanan
umut verici ve en 6nemli role sahiptir. Bu yontemde, tolerize edici olmayan bir
ortam altindaki lenfositler ex-vivo olarak uyarilir, daha sonra aktive edilmis T

hiicreleri hastalara yeniden verilir. T hiicrelerinin baslica iki gérevi vardir;
a) kanser hiicrelerini dogrudan oldiirtirler,

b) tiimor antijenlerini taniyarak immiin sistemin diger mekanizmalarini aktif hale

getirirler [45], [46].

Son yillarda, 6zellikle kisiye 6zgii ve hedefe yonelik olan CAR-T (kimerik antjen

reseptorii) hiicre tedavisinin kanser immiinoterapisinde ¢i8ir actig1 soylenebilir.

5. B lenfositleri: B lenfositleri humoral immiin yanit olusturarak viicudun

savunmasinl saglayan immiin sistem hiicreleridir. Yani B lenfositleri plazma
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hiicresine farkllasip antikor iiretimini saglayarak viicudun humoral (sivisal)
savunma mekanizmasini gercgeklestirmektedir. B lenfositleri yabanci antijenleri
taniyarak onlara karsi cesitli antikorlar1 iireterek patojen mikroorganizmalari
etkisiz kilabilmekte ya da fagosite 0Ozelligi gosteren diger hiicreleri aktive
edebilmektedir. B lenfositleri sentezledikleri immiinoglobulin-(Ig) reseptorlerini
hiicre membraninda tasimalari 6zelligi ile diger lenfositlerden ayrilir. Bu reseptorler
antijenlere karsi 6zgiil reseptorleri olusturarak antikor gelisimini saglamis olurlar

[46].
2.2.3 Immiinoterapinin Siniflandirilmasi

Kanser immiinoterapisinde ¢ok cesitli yaklasimlar yer almakta ve uygulanmaktadir
(Sekil 2.4). Bu dogrultuda immiinoterapi, genel olarak aktif immiinoterapi ve pasif

immiinoterapi olmak iizere iki baslik altinda incelenmektedir (Tablo 2.2) [47].

Tablo 2. 2 Immiinoterapi ¢calismalarinin siniflandiriimasi

IMMUNOTERAPI AKTIF PASIF
e Kanser asilari e Monoklonal
SPESIFIK e Onkolotik virtisler antikorlar
e Sitokinler e Adoptif hiicresel
SPESiFiK OLMAYAN e Immiin kontrol terapi
noktasi
inhibitorleri

2.2.3.1 Aktif immiinoterapi

Aktifimmiinoterapide, baskilanmis immiin sistemin laboratuvar ortaminda sentetik
olarak sentezlenebilen cesitli biyolojik uyaranlarla uyarilarak tiimér hiicrelerinin
oldiriilmesi amacglanmaktadir. Bu yaklasimda, konake¢1r bagisiklik sistem
hiicrelerinin tiimo6r hiicreleri yiizeyinde bulunan tiimérle iliskili antijenlere
hedeflendirilmesi s6z konusudur [48]. Aktif immiinoterapi yonteminde kullanilan
biyolojik ajanlar: kanser asilari, immiin konrol noktasi inhibitorleri ve onkolotik

viruslerdir.

16



a) Kanser asilari: Aktif immiinoterapinin kanser tedavisinde kullanilan ve son
yillarda devrim niteliginde olan kanser asilari, timor hiicrelerini hedefleyerek
onlarin ortadan kaldirilmasini amaglar. Kanser asilari, tiimorle iliskili veya tlimore
0zgu antijenlere karsi in vivo olarak tlimore spesifik bagisiklik tepkisini indiiklemek
icin tasarlanmistir Asilar, profilaktik ve terapotik kanser asilari olarak iki genis
kategori altinda siniflandirilmaktadir. Profilaktik tedavide kullanilan asilar, kanser
gelisim siirecinde olusabilecek muhtemel enfeksiyonlar1 yok etmeyi amaglar. Rahim
agz1 kanseri ile iliskili olan Insan Papilloma viriisiinii (HPV) hedef alan Cervarix ve
Gardasil asilar1 US FDA tarafindan onaylanmistir. Terapotik kanser asilari ise
viicutta mevcut olan kanser hiicrelerini hedef alir ve kanserin niiksetmesini
onleyebilir. Terapotik kanser asilari otolog ya da allojenik hiicrelerin kullanimiyla
tlimore 0zgii peptit veya antijenleri hedefleyerek antikor olusumunu saglamaktadir.
Kanser asilari icerik olarak peptit bazli, dendritik hiicre bazl ve tlimor hiicre bazl

olabilir [49].

b) Onkolotik virisler: Onkolitik viriis tedavisi, genetik olarak modifiye edilmis ya
da dogal yollarla hiicrelere hedef gosterilen viriislerin replikasyonu temeline
dayanarak tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir. Melanom hastalifinda
onkolotik virls tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmis ilk virtis 2015 yilinda
talimogene laherparepvec (T-VEC) olmustur. Ayrica, virtsler cesitli kanser tiirleri
icin kemoterapoétik ajanlar ve bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri ile kombine

olarak klinik ¢alismalarda ele alinmaktadir [50].

¢) immiin kontrol noktasi inhibitérleri: Kanserli hiicrelerin immiin sistemden
kacisi bilinen en belirgin 06zelliklerindendir. Bu durumda, bagisiklik sistemi
aktivasyonu hem tiimor kontroliinii saglamakta hem de otoimmiinitenin
diizenlenmesinden sorumlu olmaktadir [51]. Fakat T hiicrelerinin kontrolsiiz
aktivasyonuna bagh olarak bagisiklik kontrol noktalar1 otoimmiinitenin
baskilanmasina sebep olabilir. Bagisikligin kritik iki noktasi, programlanmis hiicre
6limi protein 1 reseptori (PD-1) ve sitotoksik T lenfositle iliskili molekiil-4 (CTLA-
4) olarak bilinmektedir. 2018 yili Nobel Tip Odiilii “bagisikligin negatif
diizenlemesinin baskilanmasiyla kanser tedavisi konusundaki kesifleri” adina James
P. Allison ve Tasuku Honjo arasinda paylasilmistir. James P. Allison 1990’ yillarda

CTLA-4 molekiiliiniin T hiicrelerinde bir fren gérevi gordiiglinii tespit etmis ve bu
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freni inaktif edecek bir baska molekiil (antikor) tasarlamistir. Kesfedilen CTLA-4
etki mekanizmasi ile inaktif T hiicrelerinin aktivasyon etkinligi artmistir. Ardindan,
Tasuku Honjo 1992 yilinda PD-1 reseptoriine baglanarak immiin sistemin aktive
olmasini saglayan programlanmis hiicre olimu ligandlar1 (PDL-1/PDL-2) ile
arasindaki mekanizmayi bulmustur. PD-1’in de tipki CTLA-4 gibi bir fren islevi
gordiigini fakat farkli mekanizmalarla calistigini gostermistir. Ciinkii, PD-1
reseptoriiniin ekspresyonu CTLA-4 mekanizmasinin aksine tiimoér hiicrelerinin
olimiine neden olmaktadir [48], [52]. Immiin kontrol noktasi bazli olan
imminoterapotik ilaclar gliniimiiz itibari ile klinik calismalarda olduk¢a popiler

durumdadir [53].

d) Sitokinler: Hiicrelerin biiylimesi, farklilasmasi ozellikle immiin sistemin
diizenlenmesinde ve inflamasyonunda rol oynayan kii¢iik protein gruplaridir. Bu
protein ya da peptit molekiilleri immiin ve enfeksiyon gibi ortaya c¢ikan
hastaliklarda cesitli gorevleri yerine getirmek lizere bagisiklik sistemine ait farkh
hiicre tipleri tarafindan dogal olarak salgilanir ve immiin hiicrelerini dogrudan
uyarirlar. Interferonlar (IFN), interldkinler (IL), kemokinler, monokinler ve bilyiime
faktorleri sitokinlere 6rnek olarak verilebilir. Sitokinlerin sayica ¢ok fazla olmasi ile
farkli fonksiyonlara sahip olmalar1 dogru orantilidir. Bazi sitokinler, kanser
hiicreleriyle savasmak adina T hiicre yamitin1 aktif kilarak artirabilir ya da
baskilayabilir. Literatiirde, kanser tedavisi i¢in kullanilmis olan interloékinlerin ve
interferonlarin kanser immiinoterapisi tizerindeki etkileri arastirilmaya devam
etmektedir. [FN-a, IFN-3, [FNA-);, [FN-x ve IFN-w interferon ailesinin tiyeleridir.
Interferonlarin dendritik hiicre aktivasyonuna ve olgunlasmasina yardimci olmak,
bagisiklik hiicrelerine antijen sunarak anti-timor yanitin olusmasini saglamak ve
NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini arttirarak immiin yanit olusumunu
gliclendirmek adina kanser immiinoterapisinde c¢esitli mekanizmalar1 mevcuttur.
Ozellikle IFN-a rekombinant teknolojisi ile ilk olarak iiretilen ve kanser
immiinoterapisinde en yaygin kullanilan sitokin olma o0zelligindedir. CD8+
sitotoksik T hiicreleri ve CD4+ yardimci T hiicreleri tarafindan salgilanan IL-2, IL-7,
IL-12, IL-15, IL-21 gibi bazi interlokinler de kanser immiinoterapi alaninda gorev
alan énemli ajanlardir. interlékinlere ait cesitli mekanizmalar; antikor salinimy,
hiicre proliferasyonu, T hiicre yanitinin gelisimi ve farklilasmasi gibi islevler olarak

sayilabilmektedir.
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e [L-6 sitokini:

- IL-6, bagisiklik ve enflamatuvar olaylarini diizenleyen, enfeksiyonlara ve doku
hasarina cevaben iiretilen kii¢iik protein yapili pleotropik bir sitokindir.

- Fibroblastlar, mast hiicreleri, dendritik hiicreler ve T ve B hiicreleri olmak iizere
genis bir hiicre yelpazesi tarafindan olusan medyatorlerdir.

- B lenfosit cogalmasi ve Ig yapiminda gorev alirlar.

- Anjiyogenezi ve kanserli hiicrelerin biiylimesini direkt olarak inhibe ederek
tlimorde regresyonun saglanmasi gibi etkilerinin oldugu gosterilmistir.

- Hiicre farklilasmasi, bagisiklik ve apoptoz gibi bircok onemli gorevleri
bulunmaktadir.

- Bir ¢ok hiicresel olayda 6nemli role sahip olan IL-6 sitokin seviyesinin
arttirilarak apoptotik yolak lizerinde etkili oldugu bircok calismayla birlikte
gorilmiistiir. [54], [55], [56].

Sonu¢ olarak sitokinlerin kanser immiinoterapisinde kullanilmasi; timor
boyutlarinda kiiciilme, metastaz olusumunun Oniine ge¢ilmesi, immiinolojik
hafizanin gelisimini ve hastaligin tekrar ortaya c¢ikma olasilifinin azaldig
gorilmiistiir. FDA tarafindan 16semi tedavisinde kullanilmak tizere 1986 yilinda ilk
olarak onay alan sitokin IFN-a olmustur. 1992 ve 1998 yillarinda ise IL-2 sitokini

FDA tarafindan onay alan ikinci sitokin olmustur [57], [58].
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Sekil 2. 4 immiinoterapide kullanilan gesitli tedavi yaklasimlari
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Pasif immiinoterapi

Pasif immiinoterapi, patojenlere karsi viicudun dogal bagisiklik sistemini kullanma
temeline dayanmaktadir. Viicut tarafindan dogal olarak iiretilen terapotikler ile
kanser hiicrelerine karsi direkt olarak savunma gelistirilmis olmaktadir. Pasif
immiinoterapide sikca kullanilmakta olan hedefe yonelik tedavi sekli monoklonal

antikorlar ve adoptif hiicre terapisi ile miimkiin olmaktadir [59].

a) Monoklonal antikorlar: Terapotik antikorlar olarak da bilinen monoklonal
antikorlar (mAb) gliniimtzde klinikte en yaygin kullanilan ve US FDA tarafindan
onaylanan hedefe yonelik kanser immiinoterapisidir. mAb'ler kanser hiicrelerinin
antijenlerine spesifik olarak baglanarak bagisiklik sisteminin aktive edilmesinde ve
kanser hiicrelerini apoptoza siiriikleyen ¢esitli toksik maddeler ile konjuge edilerek
timorin o6ldiirtilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [47]. Monoklonal antikorlarin
siniflandirilmasi, etki mekanizmalarina gore degisiklik gostermektedir. Antijene
baglanarak hedefi lizize etmek icin kullanilacak olan antikorlarin etki
mekanizmalari; antikora bagh hiicresel sitotoksisite (ADCC), antikora bagimli hiicre
fagositozu (ADCP) ve komplemente bagh sitotoksisite (CDC) bulunur. Literatiirde,
monoklonal antikorlar bir dizi tiimoér tipinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, meme kanseri tedavisi icin trastuzumab (anti-Her-2),
lenfoma tedavisi icin rituximab (anti-CD20) mAb ilaglaridir [50]. Rituximab
(Rituxan, Genentech) ayrica 1997 yilinda FDA tarafindan onay alan ilk mAb ilaci

olma 6zelligi tasimaktadir [60].

b) Adoptif hiicre terapisi: Yonlendirilmis hiicre transferi ile hedefe yonelik spesifik
bir yaklasim saglayan hiicre bazli immiinoterapi tedavi seklidir. T hiicrelerinin ex
vivo kosullarda dogal ya da genetik olarak modifiye edilmesiyle hastalara yeniden
transfer edilmesini igeren T hiicre terapisidir. T hiicre etkinligini arttirmak igin
sitokinler gibi immiin sistem modiilatorleri kullanilarak kombinasyon halinde
hastaya transferi saglanabilmektedir. Ayrica adoptif hiicre tedavisinde ¢esitli T
hiicreleri kaynaklari ve tiirleri kullanilir. Kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla T
hiicrelerinden elde edilen tiimor spesifik hiicrelerinin (TIL) izolasyonu ile hiicre
transferi gergeklesebilir. Timor antijenlerini taniyan genetik olarak tasarlanmis T

hiicrelerinden kimerik antijen reseptorii (CAR) ve T hiicresi reseptori (TCR) elde

20



edilebilir. CAR ile tasarlanmis T hiicre (CAR-T) tedavisi giinlimiizde ve diinya

capinda en umut verici tedavi sekillerinden biri olmustur [61].
2.3 Gen Terapi

Molekiiler biyolojideki son arastirmalar, 6zellikle rekombinant DNA teknolojisinin
gelismesiyle birlikte genetik kaynakli ve kazanilmis hastaliklarin tedavisine care
olunabilecegini gostermektedir. Gen terapi olarak adlandirilan bu yoéntem,
hastaligin temelinde yatan islevsel olarak hatali ya da eksik gen bolgelerinin
diizeltilerek hedef hiicrelere transfekte edilmesine denir [62], [63]. Boylelikle
mutant olan gen tarafindan tiretilen protein ifadesi, ilgili genin diizenlenmesiyle
hedef hiicrelerde normal gen ekspresyonun saglanmasini ve hiicresel fonksiyonlari
yenileyerek dogru yanitlarin olusmasini amag¢lamaktadir [64]. FDA (Food and Drug
Administration) bu amag¢ dogrultusunda gen terapisinin U¢ Onemli yolla

diizenlenebileceginin altini ¢cizmistir. Bunlar;

i) mutasyona ugramis olan gen yerine terapotik genin ekspresyonunu
saglamak,
ii) mutant ya da asir1 ekspresyon ile uygunsuz islevi olan hedef genin inhibe

edilmesini saglamak,
iii) hedef gene terapotik genleri ekleyerek modifiye etmek. Uygunsuz islevi olan
genlerin nakavt ya da inhibe edilmesi, antisens ve siRNA teknikleri

kullanilarak 6zellikle tedavi edilemez hastaliklar icin umut kaynagi olmustur.

Virtisler lizerinde ¢calismasiyla ilk gen tedavisinin kesfi 1970 yilinda Martine Cline
tarafindan ortaya atilmistir. Bu ¢alismasiyla genetik materyalin tasinmasinda araci
olarak retroviriislerin hem in vivo hem de in vitro ortamda genlerin
transfeksiyonunu saglayabildigini gostermistir [62]. 1990 yilinda Martine Cline fare
kemik iligine yabanci geni entegre etmeyi basarmistir. 1990 yilinda 6nemli diger bir
gelisme Micheal Blaese ve William French tarafindan Adenozin deaminaz (ADA-
SCID) geni eksikliginden dolay1 immiin yetmezlik goriilen iki cocugun retrovirtis
vektori araciligiyla tedavi edilmesi olmustur [65], [66]. FDA tarafindan insanlarda
gen terapisi denemelerinin onaylanmasi ilk kez 14 Eylil 1990 yilinda klinik
calismalarla olmustur [65]. Gen terapisinde klinik olarak kullanilmakta olan
ilaclarin resmi olarak onaylanmasi ile simdiye kadar farkl iilkeler tarafindan iki

diizineden fazla gen terapi c¢alismas1 basariyla sonuglanmistir. Geleneksel
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tedavilerle basar elde edilemeyen bazi hastaliklarin tedavisi bu ilaglarla miimkiin
kilinmaktadir. Ornegin, Spinal Muskiiler Atrofi (SMA) ad1 verilen hastaligin tedavisi
Zolgensma gen terapisiyle ve hemofili hastalifinin tedavisi ise Luxturna gen terapisi
ile yapilmaktadir [67]. Bilim insanlar1 bu zamana kadar gen terapisi ile sadece
dogustan gelen hastaliklar1 degil, ayn1 zamanda kanser, diyabet, monogenik ve
kardiyovaskiiler gibi ¢esitli hastaliklarin da tedavisi icin c¢alismalarini
stirdiirmektedirler. Gen terapisinde kullanilan hastaliklarin yiizdesi 2017 verilerine

gore Sekil 2.5’te gosterildigi gibidir.

Kanser hastaliklar 9465
Tek gen hastaliklar1 %611,1
Enfeksivon hastaliklar %7
Kardiyovaskiiler hastahkiar 9:6.9
Nérolojik hastaliklar 21,8
Gz hastaliklar % 1.3
inflamatuvar hastaliklar %0.6
Diger hastaliklar 232.2
Gen isaretleme % 1,9
Goniilli kahhmelar 92,2

P99000000

Sekil 2.5 2017 verilerine gore gen terapisi ile klinik uygulamalar [68]

Gen terapisinde uygulanan ¢alismalarin basarili ve etkili sonuclar vermesi, terapotik
genin hedef hiicreye transferini saglayan “vektor” olarak adlandirdigimiz tasiyici
sistemlerin uygun bir bicimde elde edilmesine baghdir. Ciplak DNA tek basina
hiicreye giremez ve uzun siire aktivasyonunu koruyabilmesi miimkiin degildir.
Mikroenjeksiyon yontemi ile DNA'nin hiicreye entegre olmasi oldukga basit bir
yontem olmasina ragmen gen ekspresyonu oldukea diisiiktiir. Ayrica ¢iplak DNA'nin
hiicreye tek basina girisi ¢esitli niikleazlar tarafindan parcalanmasiyla sonuglanir.
Bu yiizden molekiiler tasiyici sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir [7], [69]. ideal bir

vektoriin ozellikleri sunlardir;

- Konakg1 hiicreye kolayca entegre olabilmeli,
- Hedef dokuya 6zgii olarak ¢ogaltilmali ve saklama kosullarinda stabil kalabilmeli,

- Izolasyonu ve saflastirilmasi kolay ve tekrarlanabilir olmals,
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- Uygun isaretleyici (marker) genleri bulundurmali,
- Gen ifadesi uzun olmali ve hedef hiicreye belirlenen diizeyde gen anlatimini
saglayabilmeli,

- Toksik 6zellik gostermemeli [70].

Gen terapisinin siniflandirilmas1 hedef hiicreye gore farklhilik gostermektedir.
Bunlar temel olarak somatik hiicre terapisi ve esey hiicre terapisi olarak iki gruba

ayrilir.
e Somatik Hiicre Terapisi

Terapotik genin, hastanin somatik (diploid) hiicrelerine aktarilmasina somatik
hiicre terapisi denmektedir. Bu yontemde hastanin somatik hiicrelerinde genetik
modifikasyonlar meydana getirilerek hastaligi tedavi etme amaglanmaktadir.
Somatik hiicre terapisi, kalitsal degildir ve gendeki degisiklikler sadece somatik
hiicre tlzerinde oldugundan dolay1 ebeveynlerden c¢ocuklarina genetik gecis
engellenir. Boylelikle mutant olan gen ve modifikasyonlar hastayla sinirh kalir ve
gelecek nesillere aktarilmamis olur. Somatik hiicre gen terapisi kisa stireli bir hiicre
tedavisi olmasina ragmen pek cok hastaligin tedavisinde kullanilmasi uygun ve

kabul goriilmektedir [71].
e Esey Hiicre Terapisi

Yumurta ve sperm ile birlikte gametlere veya preimplantasyon embriyolarina
yapilan degisiklikleri kapsar. Bu yontemde genetik modifikasyonlar gelecek
nesillere aktarilir ve soylar boyu kalici etki goriliir. Genetik ve kalitimsal
hastaliklarda oldukga etkili olan bir yontem olmasina ragmen etik acidan 30’dan
fazla tilkede yasaklanmistir [67]. Ancak 2015 yilinda Cinli bilim insanlar1 CRISPR-
Cas9 teknigini kullanarak embriyonik kék hiicreler tizerinde genetik modifikasyonu
gerceklestirdiler. Genetik analiz sonucunda 26 embriyonun sadece 4’liniin gen
ifadesinin basariyla degismesi bu teknigin daha fazla gelistirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir [72]. Su anda klinik olarak kullanilmasi onaylanan mevcut bir

germ hiicre terapisi yoktur.

Hedef genlerin alic1 hiicrelere entegre edilmesi islemi, ortamina gore ex vivo ve in
vitro olarak isimlendirilir. Ex vivo gen iletimi laboratuvar ortaminda gergeklesirken,

in vivo ortamda ise gen iletimi hastaya direkt olarak nakledilir. Ex vivo gen

23



aktariminda, hastanin hiicreleri toplanir, laboratuvar ortaminda kiiltiire edilir ve
modifiye edilerek degistirilir. Daha sonra nakil yapilacak olan hedef hiicreler
secilerek gen aktarimi hiicre kiiltiirii ortaminda in vitro olarak gergeklestirilir. Bu
yontemde hastanin otolog hiicrelerinin kullanilma sebebi bagisiklik sistemi
tarafindan kolayca reddedilememesi olmasidir. In vivo gen aktariminda ise, anormal
isleyisi olan genin normal kopyasi spesifik hiicrelerin dogrudan hedeflenerek
hastaya iletilmesi ile saglanir. Sonug¢ olarak saglikli genin asir1 ekspresyonu ile

terapotik olarak fayda saglanmasi beklenilir [67], [73].
2.3.1 Gen Aktariminda Tasiyici Sistemler

Gen terapisinde dikkat edilmesi gereken pek c¢ok nokta vardir. Alici hiicrenin
spesifik olarak dogru hedeflenebilmesi, DNA ya da RNA niikleik asitlerinin
aktariminda kullanilacak olan vektoriin dogru se¢imi olduk¢a 6nem arz eder.
Tasiyic1 vektorler genetik materyali hiicrelere, dokulara ve tiim organlara tasir [74].
Tasiyic1 sistemler, genetik materyalini iyi koruyabilmeli ve paketleyebilmelidir.
Ayrica boyutu, hedef dokuya olan toksik etkisi, biyouyumlulugu, biyolojik olarak
parcalanabilirligi ve dolasim siirecinde kalabilme siiresi gibi pek cok o6zellik
yoniinden incelenmektedir [69]. Halen yapilan gen terapisi ¢alismalarinda pek ¢ok
aksaklik ve eksiklik mevcuttur. Bu da gen aktarim sistemlerini sinirli kilmaktadir.
Gen aktarim sistemleri viral vektorler ve non-viral vektorler olarak 2 ana bashk
altinda siniflandirilir. Viral vektérler biyolojik yontemler, non-viral vektoérler ise
fizikokimyasal yontemler olarak da bilinir. Her stratejinin kendine 6zgii avantajlari

ve dezavantajlar1 mevcuttur (Tablo 2.3) [6], [75].
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Tablo 2. 3 Gen aktariminda viral ve non-viral vektorlerin 6zellikleri [6]

Vektor Avantaj Dezavantaj
Viral Yiiksek transfeksiyon e Gen tasima kapasitesi
etkinligi gosterir oldukga sinirlidir
Gen aktarimda viriislerin e Uretim asamasi zordur
dogal mekanizmasindan e Toksisiteye neden olabilir
faydalanilir e Immiin yanit olusturabilir
Endozomal Kkacis igin
dogal mekanizmalari
bulunur
Non- Immiinojenite olma e Transfeksiyon etkinligi
viral ihtimali distiktir distktir
Gen tasima kapasitesi e Yiksek doz kullanimi
ylksektir toksik etki olusturabilir
Sentez asamasi kolay ve e icsel tropizm eksikligi
tekrarlanabilir e Endozamal Kkacgis igin
e Endozomal kagis icin basarisiz olma ihtimali
aktiflestirilebilir
2.3.1.1 Viral Vektorler

Sahip oldugu niikleik asite gore DNA ve RNA virtisleri mevcuttur. Virtisler kendi
genetik materyalini cogaltma yetenegine sahiptirler. Bu 6zellige dayanarak viriisiin
genetik materyali gen tedavisi amaciyla modifiye edilerek konakei hiicre igerisinde
cogaltilmas1 saglanir [76]. Viral vektorler, 2017 verilerine gore gen terapide
kullanilan tasiyic1 sistemlerin %67’sini olusturmaktadir [68]. Buraya kadar
bahsedilmis olan pek ¢ok hastaligin tedavisine umut olabilmek i¢in uzun yillardir
kullanilmakta olup, ¢alismalarin basariyla sonug¢landig1r goriilmiistiir. Fakat
viriislerin elde edilme siireci, liretimi olduk¢a maliyetli kilar ve ayni zamanda gen
aktariminda sinirh kapasiteye sahip olmalar1 da kullanim alanlarimi sinirlar [69].
Gen aktariminda en ¢ok kullanilan viral vektorler Sekil 2.6’da gosterildigi gibi
retroviral vektorler, adenoviral vektorler, adeno iligkili viral vektorler, herpes

simpleks vektorleri olmustur [68].

25



Adenoviriis %20.5
Retrovirlis %17.9
Plazmid DNA 9516.6
Adeno ilizkili viriis % 7.6
Lentiviriis %37,3
Vaccinia viriis %6.6
Lipofeksivon %44
Poxviriis %4

Herpes simplex viriis %3.5
Diger vektorler 068.4
Bilinmeyen %3.3

09090900 000OGO

Sekil 2. 6 2017 verilerine gore gen tedavisinde kullanilan vektorler [68]
a) Retroviral vektorler

Kii¢ciik RNA virtsii olarak bilinirler. Moloney murin l6semi oncoretroviris (MMLV)
kaynakl virtisler olup, klinik deneylerde calisilmaktadir. Viral genomdan cDNA
sentezleyerek konake¢i genomuna nasil entegre oldugu Howard Temin ve David
Baltimore tarafindan viriisiin yapisinda bulunan ters transkriptazin kesfi ile ¢oziime
kavusmustur [77]. Boylelikle kromozomal entegrasyonu saglayabilmesi icin konak
hiicrenin mitoz béliinme evresinde olmasi ve cekirdek zarinin ortadan kaybolmasi
gerekmektedir [78]. Ancak hiicre boliinmesi bazi hiicre tiplerinde viriise karsi
diren¢ kazandirabilir [79]. Ayrica Sadece bdliinen hiicreleri enfekte etmesi
calismalarin ex vivo diizeyde olmasiyla da kisith kalmistir. Yapisinda bulunan gag,
pol ve env genlerine sahip li¢ transkripsiyon bolgesi sayesinde replikasyonu
gerceklestirir. Mevcut genlerin ¢ikarilarak yerine terapotik genlerin eklenmesiyle
gen terapisi icin degisiklige ugratilirlar [80]. Gen terapisi i¢in retroviriislerin
kullanilmasina dair ilk calismalar 1980’lerde baslamistir. Klonlama kapasitesi 8 kb
olan bu virusler kanser, beyin tiimort gibi ¢alismalarda da kullanilmaktadir. Fakat
mutasyon olusturmasi ¢alisma faaliyetlerini sinirli kilan diger bir neden olmustur

[81].
b) Adenoviral vektorler

Zarfsiz ve yaklasik 30-40 kb genoma sahip cift iplikli DNA virtsleridir. Yaklasik 25
y1l once tedavilerde kullanilmalar: tavsiye edilmistir. Ad2 ve Ad5 serotipleri gen

tedavisi i¢in kullanilan vektor tipleridir. 100’den fazla iiyesi bulunan adenoviral
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vektor bulunmaktadir. Birinci kusak adenoviral vektorlerde gec¢ viral
ekspresyonunu kodlayan E1 ya da E1 ve E3 bolgeleri ¢ikarilir. E2 ve E4 bolgelerinin
de c¢ikarilmasiyla ikinci kusak vektorler elde edilir. Son olarak iigiincii kusak
vektorleri de tiim viral genomun silinmesiyle karakterize edilir. Uciincii kusakta
sadece ITR (‘ters donmiis uc tekrarlar-inverted repeats’) ve paketleme sinyali (w)
silinmez. Bu vektor tiirleri gutles ya da gutted olarak adlandirilir [82]. Adenoviral
vektorler hem ¢ogalan hem de ¢cogalmayan hiicrelerde gen ekspresyonunu etkin bir
sekilde yapabilmektedirler. Transfeksiyon verimi yiiksek olan tasiyici vektorler
olmasina ragmen immiinojenitesi kisa siireli ekspresyon saglar. Bu ylizden uzun
streli tedavileri gerektiren hastaliklar i¢in kullanimlarn kisith olmaktadir. Ayni
zamanda kismen toksisiteye sebep olmalar1 bakimindan ¢alisma alanlar1 pek ¢ok
tedavi i¢in sinirhidir [83]. Pek ¢ok hiicresel diizeyde gen ekspresyonunu basarili
olarak gerceklestirebilmis olsalar da akut solunum yolu enfeksiyonlarinin %5-10’

una da sebep olurlar [82].
c) Adeno-iliskili viral vektorler

Zarfi bulunmayan tek sarmalli DNA viriisiidiir. Parvoviriis ailesinin iiyesi olan
Adeno iligkili viriislerin (AAV) replike olabilmeleri i¢in herpes simpleks viriisii ya da
adenoviriis gibi diger viriislere ihtiyaclar1 vardir [84]. Tek sarmalli genomu Rep
(replikasyon), Cap (kapsid) ve aap (diizenleme) olmak tlizere 3 gen icerir. 4,8
kilobazlik (kb) genoma sahiptir [85]. Bu da kisa dizili DNA tasiyabilme kapasitesine
sahip olmas1 sebebiyle vektoriin kullanimini kisitlar. Hemen hemen her adeno
iliskili virtiis, serotip 2 kaynakl olarak meydana gelmistir. AAV5, AAV6 ve AA8
serotipleri sirasiyla kistik fibroz, kas distrofisi ve hemofili gen tedavilerinde
kullanilmak icin gelistirilmistir [86]. Klinik asamalar1 cesitli deneysel terapotik
uygulamalarda umut 15181 olmustur fakat cogu kiside noétralizan antikor bulunmasi

bu vektorler icin sorun teskil etmektedir [86].
d) Herpes Simpleks vektorleri

152 kb’lik genoma sahip, c¢ift sarmalli DNA virisidiir. Viral ve hiicresel
proteinlerden olusan amorf bir tegument tabakasina ve 12 viral glikoproteini iceren
konakel hiicreden elde edilen lipit bir zarf yapisina sahiptir [87]. Herpes simpleks
viriisleri genoma entegre olmaz fakat latent kalma mekanizmasi ile uzun streli

ekspresyon saglarlar. Herpes simpleks viriisleri diger viriislere oranla daha biiyiik
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genom kapasitesine sahiptir. Gen aktarimi icin tedavi edilecek hastaliga dair birden
fazla gen bulunmaktadir. Bu da daha biiylik DNA tasima kapasitesi anlamina gelir.
Bu 6zelligi boylece herpes simpleks viriislerine avantaj saglamaktadir [88]. Herpes
simpleks viriisii serotipleri olan HSV1 VE HSV2 ¢ogunlukla enfeksiyonlara neden
olurlar. HSV1 genelde korneay etkileyerek korliige hatta ciddi boyutlari 6ltime bile
neden olabilirken, HSV2 ise genital enfeksiyonlara ve ucuk olusumuna sebebiyet

verir [89].
2.3.1.2 Non Viral Vektorler

Viral vektor sistemlerinin immiinolojik ve sitotoksik etkileri, tasima kapasitesinin
disik olmasi, iretiminin maliyetli olmasi, kalite kontroliiniin ve
tekrarlanabilirliginin zor olmasi gibi dezavantajlar1 sebebiyle biyolojik yontemlere
alternatif olarak non-viral vektorler olan fiziksel ve kimyasal yontemler

gelistirilmistir.
e Fiziksel Yontemler

Fiziksel vektorler, ekzojenik niikleik asitler ve hatta proteinler dahil ¢esitli kargolari
hiicrelere aktarmak icin fiziksel kuvvet uygulanmasi temeline dayanmaktadir.
Asagida belirtilmis olan fiziksel metotlar da manyetik, ultrasonik, basin¢ ve lazer

gibi cesitli teknikleri ihtiva etmektedir.

En basit ve en kolay teknik olan ilk fiziksel yontem c¢iplak DNA’ nin hiicreye
aktarilmasidir. Fakat c¢iplak DNA’'nin mikroenjeksiyonu diistik transfeksiyon
etkinligi ile sonuglanmaktadir. DNA molekiiliiniin fosfat gruplarina sahip
olmasindan dolay1 hidrofilik yapisi, boyutunun biiyiikligi, negatif ytiklii olmasi ve
en 6nemlisi hiicreye geciste cesitli enzimatik parcalanmalara maruz kalarak kendini
koruyamamasi olarak sayilmaktadir. Bu nedenle gen terapisinin etkinligini
arttirmak icin birden ¢ok yontem gelistirilmistir [90].

a) Elektroporasyon

Elektrik akiminin kullanilmasiyla hiicreler iizerinde gecici porlar olusturarak
DNA’y1 hiicre zarindan gecirmeyi amaclayan bir tekniktir. Elektroporasyonda
hiicrenin c¢ift tabakali lipid zar1 bozulur. Yiiksek transmembran potansiyeli

olustuktan sonra kargo, endositoz yolu ile hiicreye girer [91]. Teknik, ilk kez 1982’

de Neumann tarafindan fare liyoma hiicrelerini transfekte etmek icin kullanilmistir.
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1991’ den beri ise in vivo gen transferinde kullanilmaya devam etmektedir [92].
Elektroposyon ile transfeksiyon verimi c¢iplak DNA'nin transfeksiyonuna kiyasla
1000 kat daha basarili olmustur [93]. 2020 yi1linda Harris ve Elmer T hiicrelerinin
transfeksiyonu icin elektroporasyonun basarili bir yontem oldugunu bildirmislerdir
[91]. Elektroporasyonun arastirilma ve uygulama alanlar1 genis bir yelpazeye sahip
olsa da transfeksiyon etkinligi ve hiicre canhliginin diisiik olmasi en biiyiik

dezavantajidir.
b) Gen Tabancasi

Diger adi biyolistik gen transferi olarak da bilinen gen tabancasi gen iletimi icin
eskilerden beri kullanilan fiziksel metottur. Bu yontem gen aktarimui icin ilk olarak
1987 yilinda bitkiler iizerinde kullanilmistir. Daha sonra hem in vivo hem de in vitro
olarak hayvan hiicreleri iizerinde de kullanilmaya devam etmistir. Yontem, DNA
kaph altin parcaciklarinin hizlanmasi i¢in basingh inert gazinin kullanimina
dayanmaktadir [94]. Boylece DNA kapl partikiillerle bir bombardiman elde edilmis
olur. Gen transferinin verimliligi mikromolekiillerin yogunluguna, boyutuna ve
bombardimanin giiciine baglidir. Gen tabancasi simdiye kadar ¢esitli gen terapi ve
klinik deneylerde yer almistir. Basit ve hizli olmas1 yoniinden avantajhidir. Fakat
hiicre derinligine transfekte olamayan niikleik asitin penetrasyonu hiicre ylizeyinin
transfeksiyonuyla sinirli kalir [94]. Ote yandan gen aktarim etkinliginin yiiksek
olmasi icin saf altin parcalarinin kullanilmak zorunda olmasi maliyet agisindan diger

bir dezavantaj teskil etmektedir [95].
c) Sonoporasyon

Sonoporayon ultrason dalgalarinin kullanilarak hiicre zarinda porlar agilmasini
saglayan bir yontemdir. Gegici olarak olusan bu porlar makromolekiillerin gecisine
izin verir. Bu yoniiyle elektroporasyon teknigiyle benzerlik gostermekte fakat onun
kadar etkili gen iletimi saglayamamaktadir. Yontem ultrasonik dalgalarinin hiicreler
lizerine temasi ile ortaya c¢ikan enerji sonucunda, olusan mikro kabarciklarin
genislemesiyle Kkavitasyon olusumuna ve bunu takiben mikrokabariklarin
cokmesine dayanir [96]. Bu kabarciklar sayesinde hiicre zarinda goézenekler
olusmaktadir. Basit ve glivenilir bir yontem olmasi 2000’lerden beri gen tedavisinde
in vitro ve in vivo olarak uygulanmasini saglamistir. Son yillarda cesitli kanser

tiirlerinin tedavisinde kullanilmaya devam ettigi de goriilmektedir [97], [98].
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d) Manyetofeksiyon

Manyetik kuvvetler olusturarak gen transferinin saglandg yontemdir. Manyetik
parcaciklar ya da nanopartikiiller DNA ile birlestirilerek kompleks bir yapi
olusturulur. Daha sonra bu manyetik parcaciklar hedef hiicreye ilgili terapotik geni
iletmek icin manyetik alan ile yonlendirilir. Manyetofeksiyon yonteminin in vitro

olarak etkili bir transfeksiyonu i¢in tic 6nemli adim vardir;
a) disiik miktarda vektor dozu,

b) yliksek manyetofeksiyon/transdiiksiyon verimliligi elde etmek i¢in azaltilmig

inkiibasyon siiresi,

c) kolaylikla DNA materyalini igerisine alamayan hiicreler icin gen aktariminin

miimkiin hale getirilmesi [99].

Yontemin transfeksiyon verimi hizli ve etkili olmasina ragmen manyetik alan,
kaynagindan uzaklastikca pargaciklarin hiicreye penetrasyon derinligini

sinirlamaktadir [74], [92]
e) Optoporasyon ya da Fotoporasyon

Lazer temelli olarak gen transferini kolaylastirmak i¢in hiicre zarin1 daha gegirgen
hale getiren ve por olusumunu saglayan diger bir fiziksel tekniktir. Yontem,
1980’lerde kullanilmaya baslamistir. Yiiksek diizeyde odaklanmis lazer i1sini
sayesinde kiiltiir ortamindaki ekzojen niikleik asitlerin hiicrelere girisini saglar
[100]. Genetik materyalin, sadece belli bir hiicreyi hatta ¢cekirdek ya da mitokondri
gibi organelleri hedefleyebilmesi dalga boylar1 ve gii¢c yogunluklar: ile miimkiin
olmaktadir [95]. Membran tlizerinde olusan gézenekler lazer kaynakli stres dalgalari
(LISW) sayesinde meydana gelir [94]. Ilginctir ki bu delikler hiicrelerde 6liimciil
yaralanmalara sebep olmaz ve hiicre kendini bir saniyeden daha kisa bir siirede
onarabilir [101]. Yiiksek yogunluklu lazer, hiicreyi hedefledigi zaman zar
gecirgenligini arttirmak icin membran iizerinde plazma iiretir. Dahasi bu plazma
por olusumuna yardimcit ikinci sok dalgalarimn iireten kabarciklar
olusturabilmektedir [92]. Yontemin non-invazif, giivenli ve yeniden olusturulabilir
olmasi avantajli yonlerindendir. In vitro ¢alismalarda basarili uygulamalari
olmustur. Fakat daha derin dokulara penetrasyonu sinirli kapasitedir. Bu nedenle in

vivo ¢alismalar deri ve kas gibi bolgelerle sinirli kalmistir [95]. Ayrica optik lazerler
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cok biiyiik ve maliyetlidirler. Daha da 6nemlisi lazer 1sinlamasi hiicreleri tek tek
hedeflemede oldukea etkili olmalarina ragmen genis hiicre popiilasyonlari icin bu

maalesef miimkiin degildir [101].
¢ Kimyasal Yontemler

Kimyasal metotlar, biyolojik ve fiziksel yontemlere alternatif olarak ytliksek verimli
transfeksiyon ve uzun siireli gen ekspresyonu saglamak amaciyla tasarlanmistir.

Amaclarina gore birkag gruba ayrilabilirler:

1. DNA’y1 niikleazlardan ve kandaki diger bilesenlerden korumak i¢in DNA ile

yogunlastirilmis kompleks olusturanlar,
2. Belirli hiicre tiplerine spesifik gen hedeflemesi icin tasarlanmis olanlar,

3. DNA'nin sitozole ya da ¢ekirdege tasinmasini kolaylastirmak i¢in tasarlanmis

olanlar,
4. Siirekli ve kontrollii gen ekspresyonu saglamak icin tasarlananlar [102].

Viral olmayan kimyasal vektorler, endositoz yolunu kullanarak hiicrelere giris
saglayabilirler. Gen aktariminda en ¢ok kullanilan kimyasal vektorler lipozom bazl,

polimerik bazli, grafen bazli ve diger inorganik nanotasiyicilardir [103].
2.3.2 Nanopartikiiler Sistemler

Nanoteknoloji kavrami ve nanoteknolojinin énemi ilk kez Nobel Fizik Odiilii sahibi
olan Richard P. Feynman tarafindan 1959 yilinda kesfedilmistir [104].
Nanoteknoloji, saglik ve fen bilimlerinin ortak bir paydada bulustugu, belirli bir
amaca hizmet etme acgisindan nano boyutlu yeni irinlerin gelistirildigi
multidisipliner bir alandir. Nanoteknolojideki gelismeler ile ozellikle saghk
bilimlerindeki ¢alisma alanlar1 Sekil 2.7’de gosterildigi gibi olduk¢a genis bir
yelpazeye ulasmistir [11]. Nanotibbin bir alt béliimii olan nanoonkoloji, kanserin
teshis ve tedavisinde nanoteknolojiden faydalanir. Bu dogrultuda, nano o6lgekli
malzemeler kullanilarak kanserin tani ve tedavisine farkli bir boyut
kazandirilmistir. Kuantum noktalar1 ve nanoshell gibi bir¢cok nanotasiyici bu amagla
gelistirilmis ve aralarinda en c¢ok kullanilanlar1 ise nanopartikiiler sistemler

olmustur. Kanser immiinoterapisi icin umut verici bir firsat niteligi tasiyan
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nanopartikiiller (NP’ler) kanser hiicrelerini tanimak ve tiimoériin ortadan

kaldirilmasinda rol oynamak gibi farkli boyutlarda bir platform saglamaktadir.

ilac Tasiyic

Sistemler [

Tani ve
Gen Terapisi Tespit
/, Nanoteknolojinin
Biyomedikal
Uygulamalari
Molekdiler Hedeflenmig

Goruntileme Terapl

N 4

Biyobelirteg
Haritalanmasi

Sekil 2. 7 Nanoteknolojinin biyomedikal alanindaki uygulamalari [11]

NP'ler, boyutlar1 10-1000 nm arasinda degiskenlik gosteren ve farkl sekillere sahip
kiiglik parcaciklardan olusan malzemeler sinifidir. NP’ler sekilleri bakimindan 0D,
1D, 2D, 3D boyutlarina sahip olabilirler [105]. NP’ler sahip olduklar1 yiik, sekil,
ylizey alanlar1 ve nano 6lgekli boyutlar: ile essiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahiptir (Sekil 2.8) [104]. Nanopartikiil tabanli uygulama sistemleri, amaca ve
hedefe yonelik olarak tasarlanabilir. Nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri;
hiicre i¢i salinimi, bozunmadan kalabilmesi ve bagisiklik hiicreleri ile basarili bir
sekilde etkilesebilmesi acisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu sebeple, NP’lerin
sahip oldugu cesitli morfolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri X 1s1n1 kirinimi (XRD), X
1sin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), kizilotesi (IR), SEM (taramali eleketron
mikroskobu), AFM (atomik giic mikroskobu), TEM (transmisyon elektron
mikroskobu), Brunauer-Emmett-Teller (BET) gibi karakterizasyon teknikleri
kullanilarak tespit edilmelidir. Optimize edilmis olan nanomalzemeler,
makromolekiillere kiyasla endositoza daha kolay ugrayarak hiicre icine alinir.

NP’ler, terapotik molekiilleri ve niikleik asitleri ylikleme kapasiteleri, biyolojik
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dagilimlari ve biyouyumluluklari sayesinde son otuz yildir ¢esitli hastaliklarin tani
ve tedavisinde 0zellikle de gen aktariminda nanotasiyicilar olarak kullanilmaktadir.
Nanopartikiiller DNA, RNA ve ila¢ gibi biyoaktif molekiilleri hiicre icindeki
parcalanmalara karsi koruma o6zelligine sahiptir. Boylece, nanopartikiiller
literatiirde var olan gen aktarim calismalarinda en c¢ok tercih edilen vektorler
olmuslardir [106]. Literatiirde yer alan ¢alismalar dogrultusunda gelistirilmis olan
nano tasiyict sistemler; polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, dendrimerler,
miseller, kati lipid nanopartikiiller, inorganik nanopartikiiller olarak

gruplandirilmaktadir (Sekil 2.9).
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Sekil 2. 8 Nanopartikiillerin 6zellikleri [104]
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inorganik Nanopartikiiller

Kalsiyum fosfat NP Karbon nanotiip Demir oksit NP Mezogdzenekli silika NP Altin NP

Organik Nanopartikiiller

Polimerik NP Lipozomal NP Kati lipid NP Misel NP Dendritik NP

Sekil 2. 9 Gen aktariminda en ¢ok kullanilan nanopartikiiler sistemler
2.3.2.1 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiilleri

Gen terapisi basta olmak lizere cesitli amacglala hedef gen gruplarinin ya da
biyomolekiillerin, belirli hiicre tiplerine aktarilmasi icin son 30 yildir sentetik
vektorler arasinda yer alan kalsiyum fosfat nanopartikiilleri kullanilmaktadir. Gen
terapisinde plazmid DNA olarak bilinen kiiciik boyutlu dairesel molekiillere
yerlestirilen terapotik genlerin, hiicre membranini asmasi boyutlar1 ve yitikleri
sebebiyle olduga zordur. Ayrica, hedef niikleik asitlerin istenilen hiicrelere
aktariminda, hiicre membranini gectikten sonra cekirdege ulasabilme yolunda
cesitli enzimatik faktorler tarafindan bozulmalari s6z konusu olabilmektedir. Hedef
genlerin tasiyici vektorlere yiiklenerek hiicrelere transfeksiyonu hem yéntemin
oldukc¢a kolaylastirilmasini hem de biyomolekiilleri kendi icerisine dahil ederek

bozulmadan aktarilmasini miimkiin kilmistir [107].

Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri ilk kez 1973 yilinda Graham ve Van Der Eb
tarafindan gen aktariminda kullanilmistir. Kalsiyum fosfat, kemik ve dis gibi memeli
sert dokusunda bulunan inorganik biyomalzemelerdir. Ek olarak kalsiyum ve fosfat
bilesenleri viicutta dogal olarak bulunduklar1 igin biyolojik olarak

biyoparg¢alanabilir ve biyouyumlu 6zellik géstermektedir. Boylece kan dolasiminda
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sorun teskil etmeden aktif olarak bulunabilen, hedef genlerin bulundugu molekiiler
kargo elemanlarini tasiyabilen ideal bir sistemdir [108]. Ayrica, partikiillerin hiicre
icine alinim1 diger bir deyisle endositozu kolaylikla olabilmektedir. Hiicre igerisine
alimdan sonra meydana gelecek olan paketlenerek uzaklastirilma olaylarin
kolaylikla tolere edebilir ve dogal mekanizmasi sayesinde endozomal kagisi
saglayabilir. Nanopartikiiler sistemlerin biiytlik bir avantaji da tekrarlanabilir sentez
sunmasl ve istenilen diizeyde fonksiyonellestirme ve islevsellestirilebilir olmasidir.
Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri diger inorganik vektorlere kiyasla daha yiiksek
yiikleme kapasitesine sahiptir. icerisinde barindirdigi Ca*? ve P043 molekiilleri
sayesinde ylizey alanlar1 oldukca yogun ytik ile doludur. Bu sayede pek ¢ok organik
molekiil ile baglanabilme sansina sahiptirler [109]. Kalsiyum fosfat
nanopartikiillerinin boyut, sekil, yiik, ylizey alani, yiizey kimyasi, morfolojik ve
kimsayal yapis1 bakimindan 6nemli parametreleri bulunmaktadir. Partikiile 6zgii

avantaj ve dezavantajlar Tablo 2.4’te gosterildigi gibidir.

Tablo 2. 4 Kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin avantaj ve dezavantajlari [110]

Avantaj Dezavantaj
¢ Yiikleme kapasitesi yiiksektir e Hizli ¢okelti olusturur
e Biyouyumlu ve e Partikil boyutlarn yiiksek
biyopargalanabilir olabilir
e Sentezi basit, maliyeti diisiiktiir e Hiicre icerisinde gerceklesen
e Toksik etkisi diisiiktiir erken bozunma sebebiyle
e Hiicre membranina transfeksiyon verimi dﬁ$ﬁk
penetrasyonu giicliidiir olabilir

Niikleik asitlerin, cesitli ila¢ sistemlerinin ve diger molekiiler bilesiklerin hiicreye
girisi, biyomalzemeler ve kargo elemanlarinin sahip oldugu yiikler ve aralarindaki
elektrostatik ¢cekimden kaynaklanmaktadir. DNA yapisinda bulunan fosfat grubu
nedeniyle negatif ytikliidiir. Kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin bilesimininde yer
alan pozitif ytikli kalsiyum iyonlari ile DNA omurgasinda bulunan fosfat bilesikleri
baglanarak biyomolekiiller arasinda gii¢li bir afinite olusmasini saglamaktadirlar
(Sekil 2.10) [111]. Etkinligi arttirmak icin kalsiyum fosfat nanopartikiil yiizeyinin

pozitif yiik gruplariyla kaplandigi literatiirde yer alan bilgiler arasindadir.
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Kanser basta olmak tlizere bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in in vitro ve in vivo ortamda
nanopartikiiler sistemlerden faydalanilmaktadir. Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri
bu amagla kullanilmakta olan giivenli ve en yaygin mineral sistemlerindendir.
Kanser terapdétikleri hidrofobik yapida ve biiytik boyutlu olduklarindan dolayi hiicre
icerisine alinim1 oldukc¢a zordur. Nanoparcaciklar, bu maddelerin hiicre zarindan
gecisini kolaylastirmaktadir. Terapotik biyomolekiillerin transfeksiyonu, hastaliga
sebep olan genin susturulmasi ve ila¢ tasima sistemleri gibi biyomedikal
uygulamalar ve klinik arastirmalarda kalsiyum fosfat partikiilleri olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir [107]. Literatiirde, kalsiyum fosfat nanopartikiillerin oldukg¢a cesitli
metotlar ile sentezi mevcuttur. Bunlardan bazilari: ¢6keltme metotu, solvotermal
yontemi, hidrotermal reaksiyon, mikroemiilsiyon ve elektrodepozisyondur [112].
Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri dahil olmak iizere nanoparcaciklarin sentezinin ve
gen aktariminin basarili olmasi segilecek olan hiicre hatti, ortam sicakhgi,
sterilizasyon, pH, partikiillerin c¢okelme siiresi, reaksiyon siiresi, kullanilan

kimyasallarin konsantrasyonu gibi parametrelere baghdir [113].

Ca2t | A
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Sekil 2. 10 Kalsiyum fosfat nanopartikiilii ile niikleik asit arasindaki etkilesim
[114]
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Cihazlar

e Atomik glic mikroskobu (Shimadzu SPM 9600)

¢ Biyogiivenlik kabini (Mikrotest MLF120)

e (COzinkiibator (Esco, CelCulture CO2 INCUBATOR)

e (Calkalamali inkiibatoér (Mikrotest MCI55)

¢ Elisa reader (Biotek PowerWave XS2)

e FT-IR (Perkin Elmer Spectrum 100)

e Hassas terazi (Shimadzu)

e Invert mikroskop (Zeiss, Zen Blue2)

e Jel goriintiileme sistemi

e Kuru blok sitici

e Liyafilizator (Telstar Cryodos)

e Manyetik karistirici (Variomag Mono)

e Mikrodalga Firin

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

e Otoklav (Hirayama)

e Santrifiij cihaz1 (Beckman Coulter Allegra X-30 R)

e Sonikator (Bandelin Sonoplus)

e Taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss, EVO® LS 10)

o Ultrasantrifiij cihazi

e UV-Vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

e Vorteks (Velp Scientifica)

e Zeta-Sizer (Malvern ZEN 3600 Nano ZS)
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3.1.2 Kullanilan Kitler, Kimyasallar ve Besiyerleri

e Agaroz (Sigma Aldrich A9539)

¢ Dimetil Siilfoksit (DMSO-ChemCruz sc358801/Carlo Erba 508001)

e DNA ladder (Sigma Aldrich D0428)

¢ DNA loading dye (Sigma Aldrich G7654-5ML)

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

e Ethanol (Sgma Aldrich E7023)

e F-12 (HAM) Nutrient Mixture (Biological Industries 01-095-1A)

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

o Fosfat Buffered Saline (PBS)

e Kanamisin (Duchefa Biochemie K216.0010)

e Luria Agar (LA) (Sigma Aldrich L3147)

e Luria Broth (LB) (Sigma Aldrich L3522)

e Magnezyum nitrat (Sigma Aldrich 203696)

e Penisilin-Streptomisin (Biological Industries 03-031-1B)

e QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN 12963)

¢ Sodyum sitrat (Sigma Aldrich PHR1416)

o TAE Buffer (Sigma Aldrich 574797)

e Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT-Sigma M5655)

e Tripan blue (Sigma T8154)

e Tripsin-EDTA (Biological Industries (03-052-1A)
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3.1.3 Kullanilan Sarf Malzemeler

o 24 well plate (TPP 92024)

e 6 well plate (TPP 92006)

e 96 well plate (TPP 92096)

e Hiicre kryo tiipler (ISOLAB 09111102)

e Hiicre kiiltiir flasklar (T25) (TPP 90026)

e Hiicre kiiltir flasklar (T75) (TPP 90076)

e Pastor pipeti (1 ml) (ISOLAB 08402001)

e Pipetucu 10 pl (ISOLAB TB10)

e Pipet ucu 200 pl (ISOLAB TB200)

e Pipetucu 1000 pl (ISOLAB TB 1000)

e Serolojik pipetler (10 ml) (TPP TP94010)

e Serolojik pipetler (2 ml) (TPP TP94002)

e Serolojik pipetler (5 ml) (TPP TP94005)

e Steril falkon tiipler (15 ml) (CORNING 352095)
e Steril falkon tiipler (50 ml) (CORNING 352070)
e Steril 6ze (ISOLAB 08201001)

e Steril petri kab1 (ISOLAB 08102061)

e Thoma lami (ISOLAB 075.03.002)
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3.2 Metot

3.2.1 IL-6 Kodlayan Plazmidlerin Cogaltilmasi ve Saflastirilmasi

Tez ¢alismasinda, MCF-7 kanser hiicre hattinin transfeksiyonu IL-6 (interlékin-6) ve
GFP (Green flourescence protein) gen bolgelerini tasiyan ve kanamisin
antibiyotigine duyarli plazmid ile yapilmistir. Gen ekspresyonunun takibi, yesil
floresan 1sitma saglayan GFP proteini sayesinde miimkiin olmustur. Plazmid
(Addgene Plasmid 111933: pEGFP N1-IL6) E.coli DH5alpha susu igerisinde kiiltiire
edilerek firmadan temin edilmistir. Plazmid haritasina ait gorsel Sekil 3.1’de
gosterildigi gibidir.

Konstanrasyonu 35 gr/L olan LB Agar 100 mL ¢6zelti olacak sekilde otoklavda steril
edilerek hazirlanmis ve icerisine 1:1 oraninda kanamisin antibiyotigi ilave
edilmistir. Bakteri kiiltiirti, 100 pg Kanamisin/mL LB Agar iceren petri kaplarina 6ze
yardimiyla ekilmistir. Ekimin ardindan petri kaplar1 bakteri kolonilerinin olusumu
icin bir gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin konsantrasyonu
20 gr/L olan LB Broth siv1 besiyeri 100 mL ¢ozelti olacak sekilde otoklavda steril
edilerek hazirlanmis ve icerisine 1:1 oraninda kanamisin antibiyotigi eklenmistir.
Kolonilerden bir tanesi secilerek 100 pg Kanamisin/mL LB Broth iceren erlen
icerisine 6ze yardimiyla ekilmistir. Koloniler ¢ogaltilmak tizere bir gece boyunca
37°C 400 rpm’de inkiibe edilmistir. Ertesi gilin bakterilerin yogunlugu,
spektrofotometri cihazi ile 650 nm dalga boyunda absorbans degeri oOlciilerek
bulunmus ve blank degeri olarak LB Broth sivi besiyeri kullanilmistir. Saflagtirma
islemleri sirasiyla alkali lizis, adsorpsiyon, yikama ve desorpsiyon asamalarindan
olusmaktadir. QIAGEN Inc ® (Almanya) firmasindan temin edilen kit soliisyonlari
ile kit protokoliine uygun olarak izolasyon yapilmistir (Sekil 3.2). Izolasyonun
ardindan elde edilen plazmid DNA’larin (pDNA) saflik tayini icin Nanodrop cihazi
kullanilmistir. Spektrofotometrik 6l¢tim, 260/280 nm absorbans degerleri dikkate
alinarak yapilmistir. Plazmid DNA’larin ikinci tayini icin agaroz jel elektroforezi
yapilarak pDNA’larin goriintiilenmesi saglanmistir. %0,6'lik agaroz olacak sekilde
40 ml TAE buffer c¢o6zeltisi hazirlanmis, 100V 1h kosullarinda pDNA’lar
yuriitiilmistiir. Ardindan pDNA’larin UV 151k altindaki goriintiisii kaydedilmistir.
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Sekil 3. 1 Plazmid haritas1 [115]

o g \
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LB Agar g¢ozeltisi Bakteri ekimi Koloni olusumu LB Broth cézeltisi Saflastirma

Sekil 3. 2 Plazmidleri ¢ogaltma ve saflastirma asamasi

3.2.2 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiiliiniin Sentezlenmesi

Tez calismasinda pDNA’larin kanser hiicresine in vitro transfeksiyonu, non-viral
vektor olan ve inorganik partikil grubunda yer alan kalsiyum fosfat
nanopartikillerinin sentezlenmesiyle gerceklesmistir. Sekil 3.3'te gosterilen
nanopartikiliin yapisindaki kalsiyum iyonlarinin, DNA'nin yapisinda bulunan fosfat

gruplariyla etkilesim kurarak iyonik kompleks olusturdugu bilinmektedir.
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Sekil 3. 3 Kalsiyum fosfat molekiiliiniin kimyasal yapis1 [116]

Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri ¢okeltme metodu kullanilarak sentezlenmistir.
Sentez i¢in; kalsiyum nitrat, diamonyum hidrojen fosfat ve stabiliteyi saglayan ajan
olarak sodyum sitrat/magnezyum nitrat bilesenleri kullanilmistir. Bilesenler
belirtilen miktarlarda tartildiktan sonra sirasiyla kalsiyum nitrat (25 mL),
diamonyum hidrojen fosfat (25 mL) ve sodyum sitrat/magnezyum nitrat (50 mL)
ayr1 beherlerde olmak tizere distile su icerisinde manyetik karistirici yardimiyla
cozduriilmistiir. Hazirlanan soliisyonlar 80°C’ de 35 dakika boyunca bekletilmistir.
Bu asamadan sonra kalsiyum nitrat ve diamonyum hidrojen fosfat 60°C’de 7 dakika
boyunca manyetik karistirici tizerinde karistirilmistir. Stabiliteyi saglayacak olan
ajanlar ayri ayr1 hazirlanmis olan karisimlarin {izerine 6 dakika boyunca 100 pl'lik
pipet yardimiyla yavas bir sekilde damlatilarak eklenmistir. Hazirlanan sulu
cozeltiler sonik prob (%50 ampl., pulse on: 4 sn, pulse off: 2 sn) altinda 15 dakika
boyunca bekletilerek homojenizasyon islemi saglanmistir. Ardindan hazirlanan
cozeltiler 20 mL santrifiij tiiplerine esit olacak sekilde aktarilip 40.000 rpm’ de 20
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra slipernant kisim
uzaklastirilarak, pelet kismi1 10 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir (Sekil 3.4).
Hazirlanan nanopartikill, daha sonraki c¢alismalarda kullanilmak {zere

liyofilizatorde kurutularak +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3. 4 Nanopartikiil sentez asamalari

3.2.3 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

Sentezlenen kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin karakterizasyon calismalar1 dért
farkh cihazla yapilmistir. Bunlar; Zeta-Sizer Cihazi, Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM)
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Fourier Doniisimli Kizilotesi

Spektroskopisi (FT-IR).

a) Zeta-Sizer Cihazi; sentezlenen nanopartikiil dispersiyonlarinin ortalama pargacik
boyutunun, zeta potansiyel analizlerinin ve polidispersite indeksinin (PDI)
hesaplanmasi icin kullanilmistir. Cihaz, zetasizer kiivetinde bulunan c¢o6zelti
icerisinden 633 nm’lik kirmizi lazer 151k gecirilmesi ile sagilan 15181n 90°’lik aciyla
yerlestirilen dedektorler tarafindan Olglilmesi temeline dayanmaktadir.
Nanopartikiiliin yukarida bahsedilen 6zelliklerinin degerlendirilmesinde dinamik
151k sac¢ilimi (DLS) yontemi kullanilmaktadir. Kurutulmus olan nanopartikiil distile
suile 1/10 oraninda (100 pl 6rnek/1 mL distile su) diliie edilmis ve ortam sicakligi
25°C olan ZetaSizer (Malvern, Nano ZS) cihaziyla yiik ve boy-boy dagilimlari

belirlenmistir.
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b) Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM); yiiksek ¢Ozlinirlikli taramali elektron
mikroskobu olup, sentezlenen nanopartikiilin morfolojik 06zelliklerinin
belirlenmesi icin kullanilmistir. Analiz, nanopartikiil ¢ozeltisinin mika diskleri

tizerine damlatilarak oda sicakliginda kurutulmasiyla gerceklestirilmistir.

c) Taramali Elektron Mikroskobu (SEM); hazirlanan kalsiyum fosfat
nanopartikiliiniin morfolojik 6zelliklerinin tayini i¢in kullanilmistir. Atomik giig
mikroskobunda oldugu gibi nanopartikiil ¢ézeltisi SEM cihazindaki uygun stablara
damlatilmis ve oda sicakliginda kurutularak 6l¢iimii yapilmistir. SEM cihazinda
gorinti, yliksek voltaj altinda elektronlarin numune tlizerine odaklanmasi ve gesitli
sinyallerin yayilmasi ile edilir. Boylece nanopartikiillerin yiiksek ¢ozuntrlikli tig
boyutlu ylizey gorintiisi, ikincil taramali elektron mikroskobu ile net bir sekilde

elde edilmis ve incelenmistir.

d) Fourier Dontistimli Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR); nanopartikiil ¢ozeltisi
filizatorde kurutularak FT-IR analizi i¢cin hazir hale getirilmistir. Pelet, dogrudan
ATR (Attenuated Total Reflectance) ilinitesi ile analiz edilerek IR spektrumlar: elde
edilmistir. Fourier dontisimli Kkizilotesi spektroskopisi ile kalsiyum fosfat
nanopartikiiliinii olusturan molekiillerin i¢cindeki kimyasal baglarin yapisi ve

molekiil i¢i fonksiyonel gruplarin tayini yapilmistir.
3.2.4 Plazmid DNA / Nanopartikiil Konjugatinin Hazirlanmasi

E.coli DH5alpha susundan amplifiye edilen pDNA ve sentezlenen kalsiyum fosfat
nanopartikiliiniin stabilitesini saglamak ve sonrasinda uygun transfeksiyon ajani
olarak kullanilabilmeleri icin pDNA (1lpg/3pL)/nanopartikil (40pg/40uL)
konjugati hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler, plazmid DNA ve nanopartikiiliin
etkilesmesi amaciyla 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ardindan Zeta-Sizer (Malvern) cihazi ile 25° C'de konjugatlarin biiyiikligl ve zeta

potansiyel analizleri yapilmistir.
3.2.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, sentezi ve karakterizasyon c¢alismalar1 yapilan
kalsiyum fosfat nanopartikiiliiniin ve pDNA/nanopartikiil konjugatinin in vitro
hiicre kiiltiirti galismalar1 MCF-7 insan meme kanser hiicre hatti (ATCC ® HTB-22 ™)

kullanilarak yapilmistir.
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3.2.5.1 Hiicrelerin Canlandirilmasi

MCF-7 hiicre kiltiri, 196°C sicakligindaki sivi azot tankinda kryotiipler igerisinde
dondurulmus sekilde muhafaza edilmektedir. Dondurulmus stok hiicrelerin
kullanilabilmesi icin ¢ézdiirme islemi gerceklestirilmistir. C6zdiirme islemi, hiicre
canlilig1 icin son derece 6nem arz etmekte ve bundan dolay: islem oldukc¢a hizli
gerceklestirilmektedir. Coziinen hiicreler, 4 mL uygun besiyeri ile pipetaj yapilarak
1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant pipet
yardimiyla cekilerek atilmis, pelet kismi ise hiicre hattina uygun olan besiyeri ile
hiicre yogunluguna gore tamamlanarak c¢ozdiriilmiistiir. Pelet, besiyeri ile
dikkatlice pipetaj yapilarak hiicre kiiltiir flasklarina aktarilmistir. Uzerine hiicre adi,
acilma tarihi ve pasaj sayisi yazilan flasklar 37°C %5 CO:2 kosullarinda inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin yogunlugu ve ylizeye tutunmalari inverted mikroskop ile
takip edilmistir. Hiicreler %80-90 yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemi
yapilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan MCF-7 hiicreleri monolayer (yapiskan)
kiltiir o6zelliginde oldugu icin hiicre kiiltir kaplar1 yatay bir sekilde

konumlandirilarak inkiibe edilmistir.
3.2.5.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Cogalan hiicreler %80-90 konfluent seviyesine ulastiklarinda pasajlanarak, hiicre
kiiltiiriiniin béliinmesi saglanir. ilk adim, hiicrelerin icerisinde bulundugu besiyeri
pipet ile cekilerek uzaklastirilmistir. Subkiiltiir olusturmadan 6nce, monolayer
kiltir olan MCF-7 hiicreleri ylizeye bagh olarak tiredikleri i¢in kiiltiir kabindan
ayrilmasi, tripsinizasyon islemi ile saglanmistir. Flask icerisine 1X Tripsin-EDTA
eklenerek, enzimin optimum ¢alisma sicakligi olan 37°C’de 2 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Ylizeyden ayrilan hiicrelerin kontrolii inverted mikroskop ile
saglanmistir. Enzimin aktivasyonunu inhibe edebilmek i¢in, enzim miktarinin en az
iki kati kadar tamamlanmis uygun besiyeri ile yikama islemi yapilmistir.
Detripsinizasyon isleminin ardindan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak, pelet hiicre kiiltlirtine
uygun ve tamamlanmis olan besiyerinde pipetaj yapilarak ¢ozdiriilmistir.
Hiicreler taze besiyeri igceren hiicre kiiltiir kaplarina aktarilarak 37°C’de inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin iireme hiz1 her giin inverted mikroskop ile takip edilmis olup,

%80-90 konfluent seviyesine ulastiklarinda pasajlama islemi tekrarlanmistur.
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3.2.5.3 Hiicre Sayisinin Belirlenmesi ve Canlilik Tayini

Tez c¢alismas1 boyunca in vitro hiicre kiiltiir deneylerinin her asamasinda canh
hiicreler sayilarak, ekilecek hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Canli ve
oli hiicrelerin tayini icin tripan mavisi kullanilmistir. Olii hiicrelerin membran
biitiinligi bozuldugu i¢in sitoplazmalari mavi ile boyanir ve mat bir goriintii elde
edilir. Canli hiicreler ise boyayi hiicre icine hapsedemediginden dolay1 boyanmaz ve
parlak goriiniirler. Hiicrelerin sayimi, pasajlanma ve ekilme islemlerinden 6nce
gerceklestirilmistir. 10 pL tripan mavisi ve 10 pL hiicre slispansiyonu pipetaj
yapilarak karistirilmis ve hazirlanan karisim Thoma laminin her iki bélmesine 10 pL
olacak sekilde paylastinlmistir. inverted mikroskop kullanilarak 16 esit kareden
olusan Thoma laminin 4 b6lmesinde bulunan hiicrelerin ortalamasi alinarak sayma

islemi gerceklestirilmistir. Canli hiicre sayis1 (3.1) esitligi kullanilarak

hesaplanmistir.
Canh B Thoma laminda sayilan hiicre sayisinin ortalamasi *
hiicre sayisi Diliisyon faktori * Toplam hacim *104

(3.1)
3.2.5.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Kullanilan hiicreler ¢alisma bitmis ya da tekrar kullanilmak iizere ara verilmis ise
dondurularak muhafaza edilmektedir. Dondurma islemi diger adi ile
kriyopreservasyon hiicrelerin yeniden ¢o6ziildiigiinde canlhilhigin1 ve fonksiyonel
ozelliklerini kaybetmemesi acgisindan 6zenle yapilmalidir. Hiicre dondurulmasi
islemi DMSO gibi kriyoprotektan gibi maddeler kullanilarak yapilmaktadir. Hiicreler
cok hizli sogutuldugu zaman hiicre icinde ve disinda olusan buz kristalleri
tarafindan mekanik pargalanmayla patlayabilir ya da yavas sogutuldugunda
dehidrasyona maruz kalarak o6lebilirler. Kriyoprotektan maddeler, hiicrelerin ¢ok
hizli ya da ¢ok yavas sekilde dondurulmasiyla olusabilecek ani 1s1 degisimlerine
karsi koruma saglamaktadir. Calismada MCF-7 hiicrelerini dondurmak icin, hiicreler
pasajlama isleminde oldugu gibi santrifiij edildikten sonra silipernant
uzaklastirilmis ve pelet hazirlanan 1 mL (%90 FBS, %10 DMSO) dondurma
soliisyonu icerisinde ¢ozduriilmistiir. Elde edilen soliisyon, kriyotiiplere aktarilmis

ve kademeli olarak sogutularak dondurulmasi saglanmistir. Dondurulma kosullari,
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hiicrelere zarar vermemek amaciyla 6nce -20°C’de yaklasik 1 saat muhafaza

edilerek, daha sonra -80°C’ye transferi saglanarak gerceklesmistir.
3.2.6 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiiliiniin Sitotoksisitesi

Laboratuvar ortaminda sentezlenen kimyasallarin ya da ilaglarin hiicreler iizerinde
sitotoksik kapasitesini belirlemek suretiyle ¢esitli metotlar mevcuttur. Sunulan tez
calismasi kapsaminda sentezlenmis olan kalsiyum fosfat nanopartikiiliintin L929
fare fibroblast hiicre hatt1 (ATCC ® CRL-6364™) lizerinde in vitro sitotoksisitesinin
belirlenmesi MTT analizi yapilarak gerc¢eklesmistir. Birinci giin, DMEM-F12
besiyerinde 6nceden liremesi saglanan hiicrelerin MTT analizi icin Thoma laminda
sayimi gerceklesmistir. L929 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir plakasina, her
kuyucukta 1x10>hiicre olacak sekilde ekilmistir. Plaka, 37°C ve %5 COz kosullarinda
24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Ikinci giin; inverted mikroskop ile hiicrelerin
ylizeye tutunmalari kontrol edilerek toksisitesine bakmak istedigimiz malzeme igin
hazirlanmistir.  Kuyucuklarda  bulunan  besiyeri  uzaklastirthp,  farkh
konsantrasyonlarda (10 pg/uL, 20 pg/uL, 30 ug/uL, 40 pg/uL, 50 pg/uL) kalsiyum
fosfat nanaopartikiilii ayr1 ayr1 gruplandirilarak eklenmistir. Negatif kontrol grubu
icin 100 uL. DMEM/F12, pozitif kontrol grubu icin ise 100 uL. DMSO kullanilmistir.
Nanopartikill ve kontrol gruplar1 plaka tzerinde 5 tekrar olacak sekilde
hazirlanmistir. Ardindan plaka 37°C sicaklik ve %5 CO2 kosullarinda bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Ugiincii giin; MTT boyasi, hacmi 5 mL olan steril PBS
icerisinde ¢ozdiiriilerek MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL) hazirlanmistir. Kiiltiir plakasinda
bulunan besiyeri uzaklastirilarak her kuyucuga 1/10 oraninda DMEM/F12 ile diliie
edilmis MTT c¢ozeltisinden 100 pL eklenmistir. Plaka, kiiltiir kosullar:
degistirilmeden 4 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan
MTT c¢ozeltisi uzaklastirilarak her kuyucuga 100 pL DMSO eklenmistir. 96
kuyucuklu kiiltiir plakas1 ELISA okuyucusu ile 570 nm dalga boyunda olciilerek

hiicrelerin canlilik gésteren absorbans degerleri belirlenmistir.
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3.2.7 Nanopartikiil/pDNA Konjugatinin MCF-7 Kanser Hiicre Hattina

Transfeksiyonu

Transfeksiyon islemi icin 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 ve %10 FBS iceren DMEM/F12
besiyeri kullanilmistir. Transfeksiyondan 24 saat 6nce, MCF-7 hiicrelerinin her
kuyucuga 5x105 hiicre/mL olacak sekilde ekimi yapilarak 37°C ve %5 CO:2
kosullarinda bir gece boyunca inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Serum iceren
besiyeri, transfeksiyon isleminin gerceklesmesinden 1 saat 6nce serum igermeyen

DMEM-F12 ile degistirilmistir. Ayn1 zamanda,

i) pDNA/nanopartikiil konjugati,
ii)  pDNA,
iii) kontrol grubu (DMEM/F12) olmak {izere transfeksiyon ajanlari

hazirlanmistir. 4 ug plazmid DNA ve 40 pg nanopartikiil iceren pDNA /nanopartikiil
konjugati olusturulmus ve hazirlanan konjugat ¢ozeltileri etkilesim ve stabilizasyon
icin 1 saat oda sicaklifinda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan transfeksiyon
ajanlarinin ilgili kuyucuklara transfeksiyonu yapilmistir. Transfekte edilen hiicreler
37°C %5 CO2 kosullarindaki inkiibatérde 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. 4 saat
sonunda serumsuz besiyeri, %10 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri ile degistirilmistir.
6 kuyucuklu plaka 37°C %5 COz kosullarinda inkiibasyona birakilmistir.

3.2.8 Nanopartikiil/pDNA Konjugatlarinin Transfeksiyon Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Transfeksiyon etkinligi, transfekte edilen hiicrelerdeki plazmidin GFP genini
kodlayan bdlgelerinin ekspresyonu sonucu yayilan GFP 1simasina bagh olarak
belirlenmistir. Floresan atagmanli inverted mikroskobu kullanilarak uygun dalga
boyunda floresan 1s1k altinda 24 saat boyunca gézlem yapilmistir. Transfekte edilen
hiicrelerin 3 ayr1 bolgesi 3 tekrarli olacak sekilde faz kontrast ve floresan
gorintiileri karsilastirilarak hiicre sayimi yapilmis ve transfeksiyon verimi

hesaplanmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 IL-6 Gen Bolgesini Kodlayan Plazmidlerin Cogaltilmas: ve

Saflastirilmasi

Tez calismasi kapsaminda hiicrelere aktarilmak iizere IL-6 ve GFP genlerini
kodlayan, kanamisin antibiyotigine duyarl plazmid tercih edilmistir. Plazmidlerin
cogaltilmasi icin E.coli DH5alpha bakterileri saplama kiiltiir yoluyla temin edilmis
olup, petri kaplarindaki 100 pg/ml kanamisin iceren LB Agar besiyerine 0ze
yardimiyla ekilmistir. Petri kaplari, 37°C’de bir gece siiresince inkiibe edilmistir.
Genomunda diren¢ genine sahip bakteriler, Sekil 4.1'de gosterildigi gibi secici

besiyerinde cogalan kolonileri olusturmuslardir.

Sekil 4. 1 Secici besiyerinde ¢ogalan bakteri
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Tek koloni halinde iireyen bakteri kolonilerinden bir tanesi segilerek, erlenmayer
cam sisede hazirlanmis olan 100 ug/mL kanamisin antibiyotigi ilaveli LB Broth sivi
besiyerine ekilmistir. Erlenmayer 37°C 400 rpm kosullarindaki c¢alkalamali
inkiibatérde bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Saflastirma isleminden 6nce tireyen
bakterilerin yogunlugu UV visible cihazi ile 650 nm dalga boyunda 6l¢iilmustiir.
Blank degeri, LB Broth sivi besiyeri kullanilarak belirlenmistir. Sivi kiiltiirdeki
bakterilerin optik yogunlugu 0,602 bulunmustur. Siv1 kiiltiirde c¢ogaltilmasi
gerceklesen bakteriler, daha sonraki calismalarda kullanilmak iizere 5000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis, pelet %20 gliserol (w/v) ¢ozeltisinde ¢ozdiirtilerek 1 ml'lik
ependorf tiiplere aktarilmistir. Hazirlanan bakteri kiiltiiri asamali olarak
dondurularak -80°C’de muhafaza edilmistir. Optik yogunluk degeri saflastirma
islemi icin uygun olan bakteri kiltiirii QIAGEN Inc ® firmasindan temin edilen
Plasmid Maxi Kit soliisyonlari ile kit prosediiriine uygun olarak izole edilmistir.
Izolasyon islemleri 4 kez tekrarlanmistir. Elde edilen plazmid DNA érneklerinin
saflik ve yogunluk degerleri Nanodrop cihazi ile 260/280 nm absorbans
degerlerinde olgiilerek, sonuclar Tablo 4.1’de gosterildigi gibidir.

Tablo 4. 1 izole edilen plazmid DNA yogunluk ve saflik degerleri

ng/pL A260/280
Plazmid DNA 1 0,284 1,88
Plazmid DNA 2 0,121 1,92
Plazmid DNA 3 0,125 1,91
Plazmid DNA 4 0,206 1,87

Elde edilen plazmid DNA’lara ait iki 6rnegin ikinci tayini jel elektroforezi ile
yapilmistir. Plazmid DNA’lar DNA marker (1kb) ile %0,6’lik agaroz jelde 100V 1 saat
yuriitiilmis, UV 1s1k altinda goriintiillenmistir. Sekil 4.2’de plazmid DNA’lara ait

agaroz jel goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4. 2 Plazmid DNA jel goriintiisi

Saflastirilmis pDNA’larin, ¢alismalarda kullanilmadan énce spektrofotometrik ve jel
elektroforezi analizleri yapilarak kalite kontrolii saglanmis olmustur. Literatiirde
halihazirda yer alan ¢alismalar kapsaminda DNA’y1 “saf” olarak nitelendirebilmek
icin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda gerceklesen spektrofotometrik él¢iimler
sonucu DNA saflig1~1,8-2,0 arasinda olmalidir. Sekil 4.2’de elde edilen ayn1 plazmid
DNA’ya ait 6rneklerin jel elektroforezindeki goriintiisii 1 ve 2 numaralari ile DNA
marker ise “M” ile gosterilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, saflik
degerleri ve agaroz jel goriintiileri degerlendirilen pDNA’larin tez kapsaminda

devam edecek ¢alismalar icin kullanilmasi uygun bulunmustur.
4.2 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiiliiniin Sentezlenmesi

Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda kalsiyum fosfat nanopartikiilleri ¢ékeltme
metodu kullanilarak sentezlenmistir. Stabilizeyi saglayan sodyum ve magnezyum
ajanlar1 haricinde ayni kimyasal bilesenler kullanilarak hazirlanan partikiil

orneklerinin formiilasyonu Tablo 4.2’de gosterildigi gibidir. Elde edilen
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nanopartikiillerin zetasizer analizleri tamamlandiktan sonra gen aktarimi ic¢in
uygun olan Ornekler sonraki c¢alismalarda kullanilmak iizere liyofilize edilerek

saklanmistir.

Tablo 4. 2 Sentezlenen kalsiyum fosfat nanopartikiil formiilasyonlari

Nanopartikiil
ismi . . . . <o s
Ca-Nitrat | Di-H-P | Na-Sitrat Mg- Sonikasyon | Santrifiij
Nitrat
Formiilasyon
Na-CaP 0,069 gr | 0,023 gr | 0,088 gr - 15 dk 40.000
15mL 15mL 30mL %50 amp. pm
dHz20 dHz20 dH20 20 dk
20°C
Mg-CaP 0,069 gr | 0,023 gr - 0,088 gr 15 dk 40.000
15mL 15mL 30mL | %50 amp. fpm
dHz20 dHz20 dHz20 20 dk
20°C

4.3 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu

Sentezlenen kalsiyum fosfat nanopartikiiliine ait kimyasal ve morfolojik 6zellikler
belirlenerek karakterizasyon calismalar1 tamamlanmistir. Partikiillerin boyut,
polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyel analizleri Zetasizer cihazi ile tayin
edilmistir. Partikiillere ait morfolojik 6zellikler SEM ve AFM goriintiileme cihazlari

kullanilarak, kimyasal 6zellikler ise FT-IR analizi ile belirlenmistir.

4.3.1 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiil ve Plazmid DNA/Nanopartikiil

Konjugatinin Zetasizer Analizi

Sentezlenen kalsiyum fosfat nanopartikiil 6rnekleri boyut, polidispersite indeksi ve
zeta potansiyel 6zellikleri bakimindan degerlendirilerek uygun transfeksiyon ajani
olarak kullanilabilecek o6rnekler secilmistir. Nanopartikillerin Zetasizer analiz

sonuglar1 Tablo 4.3’te verildigi gibidir.
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Tablo 4. 3 Nanopartikiillerin zetasizer analiz sonuglari

Nanopartikiil | Boyut (nm) PdI Zeta Ol¢iim
ismi Potansiyel | Oncesi Gecen
(mV) Zaman
Mg-CaP1 365+51 0,4 -21,8 4,6 15 dakika
Mg-CaP2 3650+32 0,8 -17,2+4,5 1 saat
Na-CaP1 248,1+54 0,3 -13,3 £2,8 15 dakika
Na-CaP2 1332+98 0,7 -19,0£3,6 1 saat

Hizla biiylime egiliminde olan kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin stabilizasyonu
saglamak amaciyla, stabilizasyon ajani olarak sodyum ve magnezyum iyonlari
kullanilmis ve sentezlenen nanopartikiillerin DLS (dinamik 1s1k sagiimi) yontemiyle
belirli siire araliklarla zeta (yiik) ve boyut (nm) ol¢limleri gergeklestirilmistir.
Kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin hizla agrege olma 6zelligi goéz Oniinde
bulundurularak pargaciklarin sentezlendikten 15 dakika ve 1 saat sonrasi olacak
sekilde oOlciimleri yapilmistir. Elde edilen veriler sonucunda, kisa siire zaman
araliginda Mg-CaP ve Na-CaP nanopartikiilerinin sirasiyla 365+51 nm ve 248,1+54
nm araliginda oldugunu, 1 saat sonraki 6l¢iimlerde ise boyutlarini arttigini tespit
edilmistir. Ayrica nanopartikiillerin ultrasonikatére tutularak tekrar Olgiimii
gerceklestiginde neredeyse ilk degerlerine geri dondigi tespit edilmistir.
Chowdhury ve arkadaslar1 memeli hiicrelerinde yiiksek gen ekspresyonu icin
magnezyum ilaveli olarak hazirladiklar1 CaP nanopartikiillerini, 1-30 dakikalik bir
zaman periyodunda degerlendirerek boyut dagilimlarinin giderek artmakta
oldugunu ve magnezyum miktarinin yiiksek oldugu ¢ozeltilerde partikiil boyutunun
kiigiildiigiinii gostermislerdir [117]. Giger ve arkadaslar1 bifosfonatla stabilize
edilmis olarak sentezledikleri CaP nanopartikiillerinin yaklasik 200 nm
boyutlarinda olustugunu yayinlayan baska bir ¢alisma olmustur [111]. Benzer
sekilde Pedraza ve arkadaslari, sunduklari c¢alismada CaP partikiillerinin ¢ap
oranlarinin 200 nm’ye kadar degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir [118]. Wu ve
arkadaslar1 2017 yilinda farkh konsantrasyonlarda lipid molekiiller ile kaplayarak
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sentezledikleri CaP parcacik boyutlarinin 257,3 nm ve 473,8 nm araliklarinda
degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir [119]. Sentezlenen nanopartikiillerin tiim
formiilasyonlarina gére PdI degerlerinin 0,3 ve 0,8 araliginda oldugu belirlenmistir.
Boylelikle tez ¢calismasindan elde edilen partikiil boyutlari ile literatiirdeki degerler
parallellik niteligi tasimaktadir. Literatiirdeki cogu calismalarla benzer zeta
potansiyel degerlerine sahip olan kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin negatif yiike
sahip oldugu gorilmiistiir. Li ve arkadaslar1 siRNA iletimi i¢i sentezledikleri
partikiillerin ytikiinii -16 olarak bulmuslardir [120]. 2019 yilinda Khalifehzadeh ve
arkadaslari, gen aktarim amaciyla sentezledikleri DNA ytikli CaP partikiillerine ait
ylkin -18 ve -30 arasinda negatif ytikli oldugunu bildirmislerdir [121]. Calisma i¢in
uygun goriilen ornekler liyofilize edilmis, ardindan pDNA (1pg/3uL)/nanopartikiil
(40pg/40uL) konjugati hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler, plazmid DNA ve
nanopartikiiliin etkilesmesi amaciyla 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra Zeta-Sizer (Malvern) cihaziile 25° C’de konjugatlarin buliyiikligi ve
zeta potansiyel analizleri tamamlanmistir (Tablo 4.4). DNA ile yiiklenen partikiil
boyut ve yiiklerinde artis oldugu goriilmiistiir. CaP nanopartikiillerinin yapisindaki
kalsiyum ve +2 degerlikli iyonlarin DNA omurgasindaki fosfat gruplariyla etkilestigi
bilinmektedir. Tez ¢alismasiyla benzer nitelikte olan Khan ve arkadaslari, 2016
yilinda gen aktarim amaciyla yayinladiklart calismada sentezledikleri CaP
nanopartikiliiniin, DNA ile etkilesiminden sonra zeta potansiyelinin negatif yiike

sahip oldugunu bildirmislerdir [109].

Tablo 4. 4 Nanopartikiil-pDNA konjugatlarinin zetasizer analiz sonuclari

Konjugat ismi pDNA Boyut (nm) Pdl Zeta Potansiyel
(mV)
Na-CaP1 (40pg) 1ug 634,3+90,4 0,5 -19,1+7,3
Mg-CaP1 (40pg) 1ug 815,1+56,4 0,6 -29,3+4,14
pDNA 1pg 1305+12,5 0,5 -15,4+5,6
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4.3.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Mg-CaP ve Na-CaP nanopartikiillerine ait morfolojik 6zellikleri belirlemek {lizere
kullanilan tekniklerden biri SEM analizi ile miimkiin olmustur. Ornekler, 30000x
biiylitmede goriintii alinarak incelenmistir. Liyofilizatérde kurutularak toz haline
getirilen Mg-CaP ve Na-CaP 6rneklerinin SEM analizine ait goriintiileri sirasiyla Sekil

4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir.

EHT= 7.00kV WD =11.5mm Signal A = SE1 Mag = 30.00 KX

Sekil 4. 3 Mg-CaP nanopartikiiliine ait SEM goriintiisi

1pm

EHT = 7.00kV WD =11.0 mm Signal A =SE1 Mag= 30.00 KX

Sekil 4. 4 Na-CaP nanopartikiiliine ait SEM goriintiisii
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Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’ e gore, elde edilen goriintiiler dogrultusunda partikiil
orneklerinin kiiresel sekilli ve dar boyutlarda dagilim gosterdigi goriilmektedir.
Partikiil boyutlar1 ortalama 200-300 nm arasinda olup, Zeta ol¢limlerini dogrular
niteliktedir. Her iki nanopartikiile ait SEM goriintiisii karsilastirildiginda benzer
ozelliklere sahip oldugu fakat sodyum icerikli CaP partikiiliiniin daha belirgin
hatlara sahip oldugu sdylenebilmektedir. Literatiirde Kollenda ve arkadaslarinin
2020 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada HeLa, Caco-2 ve A549 hiicre hatlarina
transfeksiyonu, sentezledikleri kalsiyum fosfat nanopartikiilii ile ger¢eklestirmisler
ve partikillerin SEM goriintiilerinin kiiresel sekilli ve dar boyutlu oldugunu
belirtmislerdir [122]. Chernozem ve arkadaslar1 2019 yilinda farkl bilesenler
kullanarak kalsiyum fosfat nanopartikiilii sentezlemis, SEM analizine gore yuvarlak
sekile sahip partikiiller elde edildigini bildirmislerdir [123]. Sokolova ve
arkadaslarinin gen aktariminda kullanmak tizere floresan molekiiller ile yiikledigi
CaP’lerin boyutlarinin kiiciik ve kiiresel sekilli SEM gorintiilerine sahip oldugunu
belirtmislerdir [124]. Sonuglar1 benzerlik gosteren diger bir ¢calisma ise, Banik ve
Basu'nun sentezini ve karakterizasyon calismalarin1 yaptigi kalsiyum fosfat
nanopartikiillerinin SEM analizine gore, kiiresel yapida ve dar boyutlu bir dagilima
sahip oldugudur [112]. Sunulan tez ¢calismasinda kalsiyum fosfat nanopartikiillerine
ait SEM gorintilerinin literatiirde yer alan calismalarla benzerlik gosterdigi

yorumu yapilabilmektedir.
4.3.3 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM)

Zeta potansiyel ve SEM analizine dayanarak AFM analizine sodyum icerikli
nanopartikiil ile devam edilmistir. Na-CaP nanopartikiillerine ait morfolojik
ozellikleri belirlemek iizere kullanilan tekniklerden bir digeri ise AFM analizi ile
gerceklesmistir. AFM analizi ile nanopartikiillere ait boyut dagilimlarinin yani sira
iki boyutlu ve li¢ boyutlu gorintiiler elde edilerek nanopargaciklara dair dizilimleri
de belirlemek miimkiindiir. Analiz, partikiil ¢6zeltisinin mika disklerinin tlizerine
damlatildiktan sonra oda sicakliginda kurutulmasiyla gerceklesmistir. AFM

analizine ait goriintiiler Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4. 5 Kalsiyum fosfat nanopartikiiliine ait AFM goriintiistu

Kalsiyum fosfat nanopartikuliine ait 6rnegin boyut dagilim 6zelligi, 1 pm x 1 pm
boyutlarindaki alanda AFM cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Partikiile ait
sekillerin kiiresel yapida ve boyutlarinin ortalama caplar1 81,77 nm oldugu
gorulmektedir. AFM analizi ile 6rneklerin boyut dagiliminin DLS yontemi ile
belirlenen analize kiyasla daha kiiciik ¢aplarda oldugu tespit edilmistir. Bu da AFM
analizinin hidrasyon tabakasina (siv1 faz) sahip olmamasindan, érneklerin kuru

olarak analiz edilmesinden kaynakl oldugu diisiiniilmektedir.

Liu ve arkadaslarinin farkl oranlarda hazirladiklari stlfat ile kaph kalsiyum fosfat
nanopartikillerinin AFM analiz ¢alismasi neticesinde, neredeyse kiiresel yapili
partikiiller elde ettiklerini ve siilfat yogunlugu fazla olan nanopartikiil boyutlarinin
30 nm, daha az oranda kullanilan siilfat kaplh partikiillerin ise 150 nm boyutunda
bildirmislerdir [125]. Hoo ve arkadaslari, elde ettikleri 20-100 nm araligindaki
polistiren nanopargaciklarinin karakterizasyonunu DLS ve AFM analizleri ile
gerceklestirmislerdir. AFM degerlerinin, DLS ve nominal degerlerinden daha diistik
oldugunu bildirmislerdir [126]. Sonug olarak, tez ¢alismasinin literatiirde mevcut

olan AFM analiz raporlari ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
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4.3.4 Fourier Transform Infrared (FT-IR)

Sentezlenen sodyum igerikli nanopartikiillerin Zetasizer analiz sonuglar ve
morfolojik 6zellikleri degerlendirilip, ¢calismanin devami i¢in uygun gorilmistiir.
Ardindan, nanopartikil orneklerinin yapisinda bulunan kimyasal baglarin ve
fonksiyonel gruplarin varhigin1 belirlemek iizere FT-IR analizi yapilmistir. IR
spektrumundan yararlanilarak partikiillerin yapisinda yer alan kimyasal baglar

Sekil 4.6’da gosterildigi gibidir.

T%

-COOH

——— Na Sitrat
—— Ca Nitrat
——— Di-H-P

—— CaP-NP ~ P-0

v T T T T T T T T T Y T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm’

Sekil 4. 6 Kalsiyum fosfat nanopartiktillerinin FT-IR spektrumlari

Sekil 4.6’da sodyum icerikli CaP nanopartikiiliiniin FT-IR analizi ile belirlenen
spektrumlari gosterilmistir. FT-IR analizi sonug¢larina bakildiginda, nanopartikiiliin
sentez siirecinde kullanilan kimyasallarla ayni karakteristik piklere sahip oldugu
soylenebilir. IR spektrumuna gore, saf Kkalsiyum nitrat kimyasalinin yapisinda
bulundurdugu baglar; 3409 cm1, 1633 cm! ve 1316 cm- degerlerinin yakinlarinda
pik veren sirasiyla -COOH, C=0 ve C-H baglaridir. Kalsiyum nitrat tuzunda bulunan
pikler, sodyum sitrat tuzunda bulunan piklere gére daha keskin ve belirgin olmakla
birlikte ayni1 bag yapilarina sahiptirler. Ayrica stabilize edici ajan1 sodyum sitrat olan
nanopartikiiliin sentezindeki C-H baglar alkali 6zellikteki sitrat maddesinden
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kaynaklanmaktadir. Diamonyum hidrojen fosfat yapisinda bulunan baglar ise 3211
cm1, 1635 cm, 1434 cm1ve 1043 cm! gerilmelerine neden olan sirasiyla -COOH,
C=0, C-H ve P-O baglarndir. Sentezlenen CaP nanopartikiiliiniin IR spektrumuna
gore, 3253 cm1, 1580 cm'1, 1386 cm1, 1022 cm1, 843 cm! degerlerine ait baglar
sirasiyla -COOH, C=0, C-H, P-0O ve C-H gerilmelerini temsil eden yapilardir. Di-H-P
yapisinda bulunan fosfat gruplar1 nanopartikiiliin en tepe noktalarini temsil
etmistir. Nanopartikiiliin sentez silirecinde kullanilan kimyasal maddelere ve
nanopartikile ait spektrumlar yapilarinda bulundurduklar: karakteristik baglardan
kaynaklanmaktadir. Sentezlenen kalsiyum fosfat nanopartikiiliine genel olarak
bakildiginda, diger molekiiller ile neredeyse benzer yogunluktaki bantlara sahip

oldugu soylenebilmektedir.

Literatlirde c¢esitli teknik ve kimyasallar ile sentezlenen Kkalsiyum fosfat
nanopartikiiliine dair farkl piklerin yer almasi gibi bu calismayla benzerlik gésteren
yayimlar da mevcuttur. Banik ve Basu yayinladiklar1 ¢alismada sodyum sitrati
stabilize edici ajan olarak kullanmis ve sentezledikleri kalsiyum fosfat
nanopartikiiliiniin FT-IR grafigi, bu ¢alismadaki ile benzerlik géstermektedir [112].
2018 yilinda Mohiyuddin ve arkadaslarinin terapotik etkinlik amaciyla sitostatik bir
ajan ile yukli olarak sentezledikleri kalsiyum fosfat nanopartikiiliine ait FT-IR
analizinde, nanopartikiiliin zirve yaptig1 piklerin karakteristik 6zellik saglayan

fosfat gruplarini temsil ettigi gosterilmistir [127].
4.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenerek optimizasyon ve karakterizasyon
calismalarinin tamamlandig1 CaP nanopartikiillerin in vitro deneyleri MCF-7 meme
kanser hiicre hatt1 ve L929 fibroblast hiicre hatti kullanilarak yapilmistir. Her iki
hiicre hatt1 da %10 FBS + 2 mM Glutamin iceren DMEM-F12 besiyerinde 37°C %5
CO2 kosullarinda kiiltiire edilerek biiyttiilmiistiir. Calismada kullanilan saglikh
MCF-7 ve L929 hiicrelerinin invert mikroskop altinda 10x faz kontrast goriintiileri

sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

60



Sekil 4. 7 MCF-7 meme kanser hiicrelerinin 10x faz kontrast goriintiisi

Sekil 4. 8 L929 fare fibroblast hiicrelerinin 10x faz kontrast goriintiisii
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4.5 Kalsiyum Fosfat Nanopartikiilimiin L929 Hiicre Hatti

Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Magnezyum nitrat ve sodyum sitrat kimyasallarinin kullanildig1 iki farkl icerige
sahip olarak hazirlanan kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin in vitro sitotoksisitesi
MTT deneyi ile belirlenmistir. MTT deneyi, L929 fibroblast hiicre hatt1 iizerinde
uygulanmistir. Mg*2-CaP ve Na*2-CaP olarak isimlendirilen nanopartikiiller 5 farkh
konsantrasyonda (10 pg/puL, 20 ug/uL, 30 pg/uL, 40 pg/uL ve 50 pg/ul)
hazirlanarak kullanilmistir. 96 kuyucuklu plakaya ekilen hiicreler tzerine
hazirlanan nanopartikiiller her bir konsantrasyon icin 5 tekrar olacak sekilde
eklenerek 24 saat boyunca etkilesmesi beklenilmistir. Analiz sonucunda elde edilen

veriler grafik halinde Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 9 Farkl konsantrasyonlardaki CaP partikiillerinin sitotoksisite analizi

Negatif kontrol grubu DMEM-F12 besiyeri, pozitif kontrol grubu ise %1 DMSO ile
olusturulmustur. Hiicre canliligl, negatif kontrol grubunun 570 nm’de 6lgiilen optik
absorbans degerine gore hiicre canlilik oraninin %100 kabul edilmesiyle tespit
edilmistir. MTT analiz sonuglar1 incelendiginde; Mg-CaP partikiillerinin hiicre
canliligr 10 pg/uL icin %78,6 (£2), 20 pg/uL icin %78,1 (¢1,2), 30 pg/uL i¢in %61
(£1,3), 40 pg/uLicin %73,5 (£1,1), 50 ug/uL icin %58,1(+6,2) olarak belirlenmistir.
Na-CaP partikiillerinin hiicre canliligt 10 pg/uL i¢in %74,9 (+1,8), 20 pg/uL icin
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%72,5 (x1,4), 30 pg/puL icin %70 (1,6), 40 pg/uL icin %70,6 (+1,1), 50 pg/uL icin
%65,1 (%2,3) olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, sentezlenen
nanopartikiillerin L929 hiicre hatti {lizerindeki sitotoksik etkisi tiim
konsantrasyonlar icin tolere edilebilir derecede olup, hiicre canhlik oranlarinin

%55'in lizerinde oldugu gorilmiistiir.

Literatiirde 2013 yilinda Peetsch ve arkadaslari, giimiis nitrat ve amonyum fosfat
icerikli olarak ¢okeltme metodu ile sentezlenen kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin
toksik etkisini memeli ve prokaryot hiicreler lizerinde incelemislerdir. Farkl
konsantrasyonlarda uygulanan giimiis katkili kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin
hiicreler iizerinde tolere edilebilir derecede toksik etki yarattigini fakat saf kalsiyum
fosfat nanopartikiillerinin hiicreler tlzerinde toksik etkiye neden olmadigini
yaymlamislardir [128]. 2017 yilinda Shubhra ve arkadaslarinin yayinladig1 bir
calismaya gore, gen aktariminda kullanilmak {lizere sentezlenen kalsiyum fosfat
nanopartikiillerinin, CHO-K1 ve 10T hiticreleri lizerindeki canlilik oranlarinin ticari
olarak satin alinan CaP’ler ile benzerlik gosterdigini ve toksik etkiye sahip
olmadiklarinmi belirtmislerdir [129]. 2020 yilinda yayimlanan gilincel bir ¢alismaya
gore, Sun ve arkadaslari plazmid DNA'nin transfeksiyon etkinligini arttirmak iizere
bifosfonatla stabilize edilmis kalsiyum fosfat nanopatikiili (BCP NP)
sentezlemislerdir. Bu calismada yer alan bilim insanlari, hiicre canlili§in tespiti icin
uygulanan MTT analizi sonuglarina gore, tretilen kalsiyum fosfat
nanopartikillerinin makrofaj hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin oldukca

diisiik oldugunu beyan etmislerdir [130].

Literatiirde yer alan calismalar goz oOniinde bulunduruldugunda, sunulan tez
kapsaminda  sentezlenen  Kkalsiyum  fosfat  nanopartikillerinin  farkh
konsantrasyonlardaki toksik etkisi tolere edilebilir derecede olup, literatiirdeki
calismalar ile benzerlik gostermektedir. MTT analiz sonuclar1 degerlendirildiginde,
tez calismasinin devami olan pDNA’'nin MCF-7 hiicrelerine transfeksiyonu 40 pg/40

uL konsantrasyonuna sahip nanopartikiillerle yapilacaktir.
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4.6 Plazmid DNA ve Nanopartikil Konjugatinin MCF-7
Hiicrelerine Transfeksiyonu ve Transfeksiyon Etkinliginin

Degerlendirilmesi

Basarili bir gen aktariminin temelini istenilen gen boélgesinin hedef hiicrelere
tasiyic1 vektorler yardimiyla aktarilarak, genin hiicrede eksprese olmasi ve istenilen
protein Uriinliniin sentezlenmesi olusturmaktadir. Bu amacla fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontemler olan tasiyic1 vektorler kullanilarak gen aktarimin gergeklestigi
sayisiz calisma literatiirde yer almaktadir. Non viral vektorler, viral vektorlere
kiyasla yiiksek tasima kapasitesi ve tolere edilebilir toksisite yonleri bakimindan

avantaj saglamaktadir.

Bu calismada viral olmayan sentetik kalsiyum fosfat nanopartikiilleri kullanilarak
IL-6 sitokini kodlayan plazmit DNA'nin MCF-7 kanser hiicre hattina transfeksiyonu
gerceklestirilmis ve transfeksiyon etkinligi degerlendirilmistir. Transfeksiyon
etkinligi, plazmit DNA icerisinde bulunan GFP raportér gen bolgesinin eksprese
olmasi sonucu sagilan yesil renkteki 1simanin floresan mikroskop kullanilarak
gozlenmesi ile belirlenmistir. Calismada, ¢iplak DNA ve tasiyic1 vektor ile konjuge
edilen plazmit DNA'nin transfeksiyon verimi karsilastirilmistir. Transfeksiyon 24
saat boyunca gozlemlenmis ve transfekte edilen hiicrelerin es zamanl olarak faz
kontrast ve floresan goriintiileri kaydedilmistir. Her transfeksiyon serisi 3 tekrar
seklinde uygulanmis ve hiicrelerin 3 farklh bodlgeden goriintileri alinarak
transfeksiyon verim hesabi yapilmistir. Sekil 4.10°’da transfekte edilen MCF-7
hiicrelerin 20x objektifle inverted mikroskop kullanilarak 24. saatte ¢ekilmis faz
kontrast ve floresan goriintiileri gosterilmistir. Calisma sonucunda transfeksiyon
etkinliklerinin pDNA icin %24 (+1,7), CaP ile konjuge olan pDNA ise %76 (+2,3)
olarak belirlenmistir. Vektor ile hedefe yonledirilen DNA'nin, ¢iplak DNA’ya gore
transfeksiyon etkinliginin yiiksek oldugu goriilmiis ve ¢calisma amacina gore uygun

bulunmustur.
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Sekil 4. 10 Transfeksiyon sonrasi 24. Saat MCF-7 hiicre hattinin 20x objektifteki
goruntiileri A) Nanopartikiil tasiyici sistem kullanilarak transfeksiyon faz kontrast
goruntiisii B) Nanopartikiil tasiyici sistem kullanilarak transfeksiyon floresan
goriintiisii C) pDNA aracili transfeksiyon faz kontrast goriintiisii D) pDNA aracili
transfeksiyon floresan goriintiisi

Immiinoterapi alanindaki ¢alismalar basta olmak {lizere cesitli gen aktarim
sistemlerinde istenilen gen bolgesinin nanopartikiiller araciligiyla hedef hiicrelere
transfeksiyonu olduk¢a yaygin bir calisma konusu olmus ve olmaya devam
etmektedir. S6z konusu calisma kapsaminda viral vektorlere kiyasla giivenlik
endiselerine yer vermeyen, diisiik toksisiteye sahip ve oldukca kolay iiretilebilir
olan kalsiyum fosfat nanopartikiilleri sentezlenmis ve c¢iplak pDNA

transfeksiyonuna kiyasla 3 kat daha fazla transfeksiyon verimi elde edilmistir.
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Tasiyic1 vektor kullanilmadan plazmid DNA'nin hiicrelere transfekte edilmesinin
ardindan c¢iplak DNA’nin hiicre i¢i yolculugu olduk¢a karmasik ve zor
olabilmektedir. Cekirdege ulasamadan cesitli niikleaz aktivisi sebebiyle DNA hizla
degredasyona ugrayabilir. Bu da ¢ogu zaman hedef dokuya aktarilacak olan gen
ifadesinin ve transfeksiyon veriminin diisiik olmasiyla sonuc¢lanmaktadir. Bu
nedenle herhangi bir koruyucu biyomolekiil ile ilisigi olmayan olarak ifade edilen
ciplak DNA'lar, transfeksiyon ajani olarak vektorlere ihtiya¢ duymaktadirlar.
Literatiirde bu c¢alisma kapsaminda sayisiz 6rnek bulunmaktadir. Zhou ve
arkadaslari, gen aktariminda kullanilmak iizere lipid kapli kalsiyum fosfat
nanopartikilii sentezlemislerdir. Ciplak DNA ve nano boyutlarda hazirladiklar
partikiiller ile muamele ettikleri DNA’y1 NIH 3T3 hiicrelerine transfekte etmislerdir.
Transfeksiyon ajan1 olarak kullandiklar1 kalsiyum fosfat nanopartikiilleri
araciligiyla gerceklesen transfeksiyon veriminin, ¢iplak DNA’ya kiyasla 24 kat daha
fazla oldugu sonucuna ulasmislardir [131]. Roy ve arkadaslari, ¢cokeltme metotunu
kullanarak elde ettikleri kalsiyum fosfat nanopartikiilleri ile in vitro ve in vivo gen
aktarim ¢alismalarini gergeklestirmislerdir. Calismalarinda, raportor geni pSV3gal
olan plazmid DNA’sin1 kullanmislardir. Farkl viicut dokularinda ve albino fareler
tizerinde gerceklestirdikleri transfeksiyon verimini, §-galaktosidaz enzim ifadesinin
Olctiilmesiyle tespit etmislerdir. Gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda, ¢iplak
DNA’'nin nanopartikiiller icerisine hapsedilmis DNA’'ya oranla daha diisiik ya da
esdeger oldugunu bildirmislerdir. Bunun sebebini ise, DNA’'nin dis ortamdaki Dnaz
tarafindan bozunabilir oldugu seklinde agiklamiglardir [132]. Diger bir c¢alisma,
Bisht ve arkadaslarinin kalsiyum fosfat nanopartikiilii ile pUC19, pSVBgal ve pEGFP-
N1plazmid DNA’larin1 HeLa kanser hiicrelerine transfeksiyonu olmustur. Ciplak
DNA’nin, vektor tarafindan korunmadigi zaman DNaz aktivitesine karsi savunmasiz
ve degrede oldugunu jel elektroforez yontemini kullanarak kanitlamislardir. CaP
NP’nin transfeksiyon veriminin, standart transfekte edici reaktif olan Polyfect ve
ciplak DNA’dan daha yiiksek oldugunu yayinlamislardir [133]. Sunulan tez
calismasinda elde edilen tiim veriler ve analizler dogrultusunda, sonuclarin
literatiirdeki ¢alismalar ile paralellik gostermesi bakimindan dogrulugu ve vektor
araciligiyla gerceklesen transfeksiyon veriminin ¢iplak DNA’'ya gére daha etkin

oldugu tespit edilmistir.
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