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OZET
APTAMER ARACILI KONTROLLU YAYIMLA KARBENDAZIM'IN
HeLa SERVIKAL KANSER HUCRELERINDEKI GELISTIRILMIS
ANTITUMOR AKTIVITESI
ACAR, Elif Esma
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji B6limii
Tez Danismani: Dog¢. Dr. Mahmut Deniz YILMAZ
Haziran 2020, 64 Sayfa

Bazi kanser tiirlerinde 6nemli aragtirma ve ilag gelistirme ¢aligmalarina ragmen,
mortalite, prevalans ve niiks oranlar1 hala ¢ok yiiksektir. Hedefleme kabiliyetine sahip
ilaglarin tasmmasi, ilag¢ etkinligini artirarak ve yan etkileri sinirlandirarak kanser
tedavisi i¢in umut vaat eden teknolojilerden biridir. Bu c¢alismada karbendazimin
servikal kanser hiicreleri lizerindeki antitiimor aktivitesini artirmak i¢in degistirilebilir
aptamerler ve silika nanopartikiil ile kontrollii ve hedefli salima dayanan bir yaklagim
arastirilmistir. Karbendazim, genis spektrumlu bir fungisittir ve ayrica su anda faz II
klinik oncesi ¢alismalarda olan {ireme ve gelisimsel toksik madde olarak timit verici
deneysel bir antitimoér ilacidir. Calismamizda niikleolin (AS1411) baglayici
aptamerler, uyarici-bagimli bir salim sistemi elde etmek igin MCM-41 tipi silika
nanopartikiillerinin nanoporlar1 i¢indeki karbendazim molekiillerini tutmak igin
Kullanilmigtir. Karbendazim yiiklii aptamer silika kompleksinin etkisi test edilmis ve
HeLa hiicreleri iizerindeki serbest karbendazim muamelesiyle karsilastirilarak, dagitim
sistemimizin hedef hiicrelerde toksisiteyi 3,3 kat arttig1 tespit edilmistir. Kompleksin
sitotoksisitesinin, cogunlukla apoptozisin artmasina ve nekrozla iligkili yollarin daha az
uzamasina bagli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anti-tiimor, Aptamer, Rahim agzi kanseri, Nanopartikiil



ABSTRACT
ENHANCED ANTITUMOR ACTIVITY OF CARBENDAZIM ON
HeLa CERVICAL CANCER CELLS BY APTAMER MEDIATED

CONTROLLED RELEASE
ACAR, Elif Esma
MSc in Biotechnology Program
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mahmut Deniz YILMAZ
June 2020, 64 Pages

Despite significant research and drug development studies, mortality, prevalence
and recurrence rates are still very high in some cancer types. Transporting drugs with
targeting ability is one of the promising technologies for cancer treatment by increasing
drug effectiveness and limiting side effects. In this study, a controlled and targeted
release-based approach with interchangeable aptamers and silica nanoparticle was
investigated to increase the antitumor activity of carbendazim on cervical cancer cells.
Carbendazim is a broad spectrum fungicide and is also a promising experimental
antitumor drug as a reproductive and developmental toxic substance currently in phase
Il preclinical studies. In this study, nucleoline (AS1411) binding aptamers were used to
capture carbendazim molecules in the nanoporbines of the MCM-41 type silica
nanoparticles to achieve a stimulating-dependent release system. The effect of the
carbendazim-loaded aptamer silica complex has been tested and showed that our
distribution system increased toxicity 3.3-fold compared to the free carbendazim
treatment on HeLa cells. It has been determined that the cytotoxicity of the complex is
mostly due to increased apoptosis and less prolonged pathways associated with necrosis.

Keywords: Anti-tumor, Aptamer, Cervical Cancer, Nanoparticles



TESEKKUR

Laboratuvarda her zaman destek olup, yol gosterdigi i¢in yiiksek lisans tez
danigmanim Dog¢. Dr. Mahmut Deniz YILMAZ’a, deneysel ¢alismalardaki verilerin
saglanmasinda kolaylik gosteren ve 6zellikle kiymetli goriislerinden yararlandigim Prof.
Dr. Veli Cengiz OZALP'e, laboratuvarda deneysel ¢alismalarim sirasmda kiymetli
tecriibelerini ve bilgisini esirgemeyen hocam Mert SUDAGIDAN’a, laboratuvar
calisgmalarimda bana tecriibeleriyle yardimci olan Hatice Kiibra KARA ve Onur
BULUT’a, gerekli malzeme ve alt yapisini kullandigim KGTU, KIT-ARGEM’e ( Yeni
Nesil Gida Kit ve Referans Madde Arastirma ve Gelistirme Merkezi), bu siiregte her
zaman yanimda olan laboratuvar arkadaslarim sevgili Behiye Biisra TASBASI ve
Mediha Nur Zafer YURT a ve son olarak her zaman oldugu gibi bu siire¢te de yanimda

olan aileme tesekkiirii bor¢ bilirim.
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1. GIRiS

Bu calismada anti-kanser oOzellikleri bilinen karbendazim molekiilleri, silika
nanopartikiilleri yiizeyindeki mezoporlar igerisine aptamer kapilar ile hapsedilerek
etkilerinin arttig1 gosterilmistir. Sekil 1.1de Ozetlendigi gibi ilk asamada 221 nm
capindaki diizenli mezoporlarla kapli mezoporlu silika nanopartikiilleri karbendazim
molekiilleri ile doldurulmus ve AS1411 aptamer kapilariyla mezopor agizlari kovalent
baglanma ile kapatilmistir. Bu sekilde nanopartikiiller igerisine hapsedilen karbendazim
aptamerlerin spesifik olarak timor hiicre ylizeylerinde bulunan niikleolin proteinlerine
yonlendirmesiyle ilag etkisinin arttirildigi gosterilmistir. Hiicre zarinda aptamer kapi
molekiilleri niikleolin proteini ile baglandig1i zaman konformasyonel degisiklige
gideceginden ve mezopor agizlari bos kalacagindan igeride hapsolmus karbendazim
molekiilleri serbest kalarak por disina ¢ikmaktadir. Bu sekilde hiicre yilizeyinde
karbendazim miktar1 zamanla artmaktadir. Bdylece karbendazim hiicre icerisine
sizmakta ve mikrotiiblil entegrasyon/bozulma son bdlgeleriyle etkilesime gecerek
mikrotiibiil tutuklanmasi1 olarak ifade edilen hiicre i¢i soruna neden olarak hiicrenin

Olmesine giden bir siire¢ baglatmaktadir.



Silika Nanopartikiil AS1411 Kapr
C}T Karbendazim Niikleolin
Kapah H o}—ocu,
gl (552 20 B3
221 0m Aok A 98 y/”\

Sekil 1.1: Calismamizda gelistirilen karbendazim tasima sisteminin ¢alisma prensibi(Tuna vd., 2019).



2. LITERATUR BILGISI

2.1. Servikal Kanser HeLa Hiicreleri

Rahim agz1 kanseri (HeLa servikal kanseri/serviks kanseri) yeni bir hastalik
olmayip ge¢miste nasil tanimlandigi, teshis ve tedavi edildigi tip ve jinekoloji tarihinin
bir pargast olarak incelenmistir (Jenkins, 2020). Rahim agzi kanseri tiim diinyada
kadinlarda meme kanseri, akciger kanseri ve kolon kanserinden sonra en sik goriilen
dordiincii kanser tiiriidiir. Her yil, yarim milyondan fazla kadina rahim agzi kanseri
teshisi konulmakta ve hastalik diinya c¢apinda 300.000'den fazla Oliimle
sonuglanmaktadir (WHO, 2018; Tuna vd., 2019). 2018 yil1 verilerine gore rahim agzi
kanseri, dogu, bati, orta ve giiney Afrika'daki kadinlarda kansere bagli 6liimlerin baslica
nedenidir. En yiiksek insidans Eswatini'de kayit altina alimmis olup kadinlarin yaklagik
% 6,5'inde 75 yasindan 6nce rahim agzi kanseri goriildiigii rapor edilmistir. Cin ve
Hindistan kiiresel vakalarm iicte birinden fazlasina katkida bulunmus, Cin'de 106.000
vakadan  48.000’i ve Hindistan'da 97.000 vakadan  60.000’1  Gliimle
sonu¢lanmistir. Kiiresel olarak, rahim agzi kanseri tanisinda ortalama yas 53 olup rahim
agz1 kanserinden Gliimle sonuglanan ortalama yas 59 olarak kaydedilmistir. Rahim agz1
kanseri 185 tilkenin 146'sinda 45 yasin altindaki kadinlar1 etkileyen ilk ii¢ kanser i¢inde
degerlendirilmistir (Arbyn vd., 2020). Rahim agzi1 kanseri ile miicadele eden ve dliimle
sonu¢lanan vakalarin ortalama yas araligi 35-55 arasi olarak belirlenmistir. Patolojik

bulgular sonucunca insan papilloma viriisiiniin (HPV) yaklasik 15 genotipinden biri ile



devam eden enfeksiyonlar servikal kanser vakalarina neden olmaktadir. HPV'nin her bir
genotipi, evrimsel tiirlere bagh farkli kanserojen risklerle bagimsiz bir enfeksiyon

gorevi gordiigii bildirmektedir (Schiffman vd., 2007).

Rahim agzi1 kanseri ile ilgili ¢alismalar genellikle HeLa hiicre hatlar1 kullanilarak
yapilmaktadir. Bu hiicre hatt1 1951 yilinda izole edildikten sonra kiiltiirde biiyliyen nadir
insan hiicrelerinden biri olmustur. Sekil 2.1.1°de goriilen hiicreler HelLa kanser

hiicrelerine aittir.

Sekil 2.1.1: DMEM Kiiltiir ortaminda biiyiitiilen HeLa hiicrelerinin 10x oraninda mikroskop goriintiisii.



2.2. Servikal Kanser HeLa Hiicreleri Tedavisi

HPV, servikal neoplazi gelisiminin merkezinde olup servikal kanserlerin %99.7
sinde tespit edilebilir. Gegmisten giiniimiize birgok tani ve tedavi olanagi bulunmaktadir
(Parkin ve Bray, 2006). Bu nedenle birincil olarak HPV as1 uygulamasiyla HPV
enfeksiyonunun azaltilmas1 amaglamaktadir. ikincil olarak, serviks kanseri taramasi ve
prekanser6z lezyonlarin Pap test, %5 asetik asit ve/veya lugol iyot soliisyonu
uyguladiktan sonra serviksin gézle muayenesi veya yiiksek riskli HPV tipleri i¢in HPV
testi yapilmaktadir. Rahim agz1 kanserinin mevcut tedavileri arasmnda cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi ve gesitli ajanlar bulunmaktadir. Giiniimiizde rahim agzi
tomiiriiniin ~ histerektomi  ile  cerrahi  ¢ikarilmasiyla es zamanli  olarak
kemoradyasyon tedavisi uygulanmaktadir. Cerrahi ve kemoradyasyon gibi tedaviler
metastatik ve/veya tekrarlayan tiimorlerde istenilen etkiyi saglayamadiginda kemoterapi
alternatif bir tedavi yOntemidir. Rahim agzi1 kanseri tedavisinde kullanilan
kemoterapétik ajanlar iginde platin ilaglar, alkilleyici ajanlar, anti-neoplastik bilesiklerin
kullanildig1 goriilmektedir (Lee vd., 2016).

Kullanilan bu konvansiyonel yontemlere alternatif olarak, hedefleme kabiliyetine
sahip ilaglarmn tagimasi, ilag verimliligini artirarak ve yan etkileri sinirlandirarak kanser
tedavisi i¢in umut vaat eden teknolojilerin kullanilmasi yayginlagmaktadir. Giiniimiizde
genellikle monoklonal antikorlar ve aptamerler, hedefli kanser tedavisi i¢in yiiksek
spesifiteye sahip oldugu yakin zamanda yapilan ¢aligmada gosterilmistir (Tuna vd.,

2019).



2.2.1. Klinikte kullanmilan baz1 kemoterapotik ajanlar

Bevacizumab (Avastin®); anjiyojenik VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii) proteinini bloke etmek igin kullanilan ve rekombinant insanlastiriimis
monoklonal antikor olan FDA ( Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) onayli anti-anjiyojenik
ilaglar arasinda yer almaktadir. Metastatik, tekrarlayan ve kalici serviks kanserinde
kombine ilag tedavisi ile ciddi toksisiteye neden olarak hasta sag kalimini saglamaktadir
(Bizarri vd., 2016 ; Lee vd., 2019). Bevacizumab’in kimyasal yapisi sekil 2.2.1.1°de

goriilebilir.

I
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Bevacizumab

Sekil 2.2.1.1: Bevacizumab kimyasal yapisi



Paklitaksel (Taxol®); Taxus Brevifolia bitkisinden izole edilmis olan, hiicre
dongiisiinii  durduran, mikrotiibiilleri stabilize ederek hiicre boliinmesinde hiicre
Olimiinii indiikleyen FDA onayli anti kanser ilactir (Isah , 2015 ; Zhang vd., 2016).
Metastatik ve tekrarlayan serviks kanserinde her hastaya uygun ve etkili olmadigi
bildirilmistir. Kabul edilebilir bir toksisiteye sahip olup halen klinik tedavilerde
kullanilmaktadir (Pectasides vd., 2009). Paklitaksel (Taksol) bitki alkoloidlerinden

biridir ve kimyasal yapis1 sekil 2.2.1.2°de gosterilmistir.

Doksorubisin (Adriamycin); Streptimyces bakterisinden ekstrakte edilen ve bir¢ok
kanser tiiriiniin tedavisi i¢in kullanilan antrasiklinler sinifindan kemoterapdtik bir
ajandir. Belirli transkripsiyon faktorlerine etki ederek etkinligini gostermektedir. Halen
kanser tedavilerinde kullaniliyor olmasma ragmen Kardiyotoksisik etkisi kullanimini
smirlandirmaktadir  (Patel vd., 2012 ; Wakharde vd., 2018). Doksorubisin,

daunorubisinin 14-hidrosil formudur ve hidrofobik yapidadir (Sekil 2.2.1.1).

Taksol Doksorubisin

Sekil 2.2.1.2: Taksol ve doksorubisinin kimyasal yapisi



2.2.1.1. Karbendazim

Benomil ve karbendazim gibi bir takim benzimidazol tiirevlerinin, tarimsal
fungisitlerin yan1 sira veteriner ilaglar1 olarak da potansiyel rolleri bilinmektedir. Ayn1
zamanda, karbendazimin memeli timdr hiicrelerinde 6zellikle p53 hiicre hatlari, ila¢ ve
bircok ilaca diren¢li hiicre hatlarinin proliferasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir.
Mantar ve memeli hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar, karbendazimin hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe etme potansiyel roliinii vurgulamis ve boylece kansere karsi
terapotik ¢ikarimlar gostermistir (Yenjerla vd., 2009 ; Goyal vd., 2018). Karbendazim,
genis spektrumlu bir fungisit olmasi yaninda ayrica faz II klinik oncesi ¢alismalarin
altinda olan tireme ve gelisimsel toksik madde olarak {imit verici bir deneysel anti timor

ilacidir (Tuna vd., 2019).

Karbendazim (CgHgN30,) benzimidazol yapida bir benomil metabolitidir (Sekil
2.2.1.1.1). Molekiiler agirhgi 191.18 g/mol, yogunlugu 270 kg/m> olan karbendazimin
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ismi Methyl 1H-

benzimidazol-2-ylcarbamate’dir.


https://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry

Benomil Karbendazim

Sekil 2.2.1.1.1: Benomil ve karbendazimin kimyasal yapisi.

2.3. Servikal Kanser HelLa Hiicrelerinde Hedef Bolgeye Nanopartikiiliin

Tasimmi

2.3.1. Nanopartikiiller

“Nano” kelimesi Latince kokenli bir kelimedir ve clice anlamina gelmektedir.
Mezopotamya bolgesindeki insanlar 4.500 yi1ldan daha uzun siiredir dogal yontemler
ile sa¢ boyasinda, seramik matrislerde, cam-kuvars karisimi sentetik pigmentlerde
nanopartikiilleri (NP) kullanmislardir. Gegmisten giiniimiize bir¢ok alanda ve bir¢ok
sekilde kullanilmaya devam etmektedir. NPler, 1-1000 nm biiyiikliigiinde ve 1 ila 100
nm c¢apinda malzemeler olarak tanimlanir. NP; ayarlanabilir fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ozelliklerinden dolayr muadillerine gore daha yiiksek performansla

teknolojik ilerlemelerde 6n plana ¢ikmistir. NP boyutlarina, bilesimlerine, sekline ve
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kokenlerine bagli olarak kategorize edilir (Jeevanandam vd., 2018). Terapdotik
uygulamalardaki nanopartikiillerin biyouyumlu, biyobozunur ve toksik olmamasi
gerekir. Viicutta, nanopartikiillerin yiikii genellikle difiizyon, sisme, erozyon veya
bozulma ile serbest kalir. Nanopartikiillerin ila¢ dagitimmdaki en biiyiik avantajlari,
genis genel yiizey alani, yiiksek ylikleme kapasitesi ve diisiik viskozitede yiiksek kat1
icerik dagilimlaridir (Ozalp vd., 2011). NP; hedef molekiillere yiiksek duyarlilikta,
hizl1 ve hassas olarak yonlendirilebilme avantajina sahip olup ilag-ilag uygulamalari,
imalat ve malzeme uygulamalari, ¢evresel, elektronik ve enerji uygulamalarinda

biiyiik rol almaktadir (Ozalp ve Schéfer, 2011 ; Ercan vd., 2012).

NPler olusturuldugu materyalden dolay1 uzun siireli maruziyette toksisiteye
neden olabilmektedir. Bunu engellemek adina biyobozunur olmali ya da viicuttan
kolayca atilabilmelidir. Ayrica hedef bolgeye gittiginden emin olunmasi i¢in belirli
bir plan dahilinde NPnin gegtigi hiicre ve dokular géz 6niinde bulundurulmalidir ve

buna yonelik modifikasyonlar yapilmalidir (Huang vd., 2017).

2.3.1.1. Mezoporoz silika nanopartikiil

Mezoporoz silika nanopartikiiller (MSN); 2 nm ila 6,5 nm c¢aplarina sahip,
diizenli silindirik mezo gdzenekli, islevsellestirilebilen biyouyumluluk ve yiiksek
yikleme boslugu gibi fizikokimyasal 6zelliklere sahip molekiillerdir. Bu 6zellikleri

MSNIere etkili kapsiilleme ve biyomedikal uygulamalar i¢in biyoaktif molekiillerin
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hiicre i¢i verilmesinin kontrollii bir sekilde salim 6zelligi saglamaktadir (Silaghi vd.,

2014).

Son yillarda; sicaklik, pH, redoks, 151k, ultrason, manyetik veya elektrik alanlari,
enzim, redoks, ROS, glikoz ve ATP veya bunlarin kombinasyonlar1 gibi ¢evredeki
uyaran degisikliklerine yanit veren fonksiyonellestirilmis MSNIler; ilag dagitimu,
hastalik teshisi, tibbi goriintileme ve doku rejenerasyonu gibi biyomedikal

uygulamalarda kullanilmaktadir (Thi vd., 2019).

2.4. Servikal Kanser HeLa Hiicrelerinde Hedef Bolgenin Tanminmasi

Klinikte kullanilan paklitaksel kemoterapdtik ajani1 birgok kanser tiiriiniin
tedavisinde kullanilmaktadir. Fakat kemik iligi baskilanmasi ve sinir hasar1 gibi yan
etkilere neden oldugu bildirilmistir. Doksorubisin de bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde
etkili olmasima ragmen diren¢ kazanimi ve bir¢cok organda ve 6zellikle kalpte zayiflatici
etkiye sahip oldugundan kullanim1 smirlandirilmaktadir. Her iki ajan da saglikli doku ve
kanserli dokuyu ayiramadigindan kullanimi sinirlandirilmaktadir (Marupudi vd., 2007 ;
Mohajeri ve Sahebkar,2018). Bu nedenle hedefe yonelik tedavi, saglikli hiicrelere zarar
vermeden timdr mikro ¢evresine en yiiksek ila¢ konsantrasyonunu saglamayi
amaclamaktadir. Hedefe yOnelik tedavi ile ilaglarin azalan yan etkilerine ek olarak
kemoterapotik maddeye kars1 direng gibi problemler de ¢oziilebilir (Masoud ve Pages,

2017). Protein bazli monoklonal antikorlar ve tek sarmalli oligoniikleotit bazli
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aptamerler, servikal kansere karsi hedefli tedavide kullanilacak en umut verici ajanlar
arasindadir. Ayrica, bu ajanlar hedeflerini in vivo olarak belirleme yetenekleri nedeniyle
kanser tanist i¢in de kullanilabilecegi yapilan arastirmalarda gosterilmistir ( Sun vd.,

2014 ; Zhang vd., 2014).

2.4.1 Monoklonal antikorlar

Antikorlar, 1890 yilinda difteri toksinini kanda nétralize eden bir tiir maddenin
oldugu belirlenmesiyle bilimsel ¢alismalarda yer edinmeye baslamistir. Daha sonra bir
toksinin  digerine gore Ozgilligli oldugu belirlenen maddeye antikor adi
verilmistir. Antikor olusumunu indiikleyebilen madde farkli isimlendirmelerden sonra
antijen olarak adlandirilmistir. Bu antijen-antikor iliskisi sadece insan viicudundaki
bagisiklik sistemi mekanizmasmi karsilamayip modern immunojenik metodolojisini ve
tekniginin de temelini atmustir. Antikorlar, immiinoglobulinler (Ig) olarak adlandirilan B
hiicreleri tarafindan salgilanir ve bes izotip halinde gruplandirilirlar: IgA, IgD, IgE, 1gG
ve IgM. Bu siniflar arasinda en bol bulunan, genellikle immiinoglobulinlerin tipik yapis1

olarak 6rneklenen IgG’dir (Liu, 2014 ; Chung , 2017).

Monoklonal antikorlar, belirli hedeflere karsi tek ana hiicreden kaynaklanan
bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen immiinoglobulin sekilli proteinlerdir (Kohler ve
Milstein, 1975). Boyutlar1 yaklasik 150 kDa (kilo dalton)’dur. Monoklonal antikorlar

hedeflerindeki belirli aminoasit araligini tanirlar ve hedef alanlar1 epitop olarak



13

adlandirilir. FDA tarafindan onaylanmis elliden fazla monoklonal antikor bazli ilag

bulunmaktadir (Liu, 2014; Chung, 2017).

2.4.2. Aptamerler

Aptamerler, latince “uygun” anlamina gelen aptus ve bir kismi anlamina gelen
meros terimlerinden koken almaktadir. Antikorlara benzer sekilde iic boyutlu bir
konformasyona katlanarak protein hedeflerine baglanan tek zincirli 20-100 niikleotit
(nt) ve 8-25 kDa araliginda uzunlugunda degisen deoksiriboniikleik asit (DNA) veya
ribontikleik asit (RNA) molekiilleridir (Nimjee vd., 2017). Tarihte 1960 yilinda
Spiegelman ve arkadaslariin niikleik asit calismalari ile baglamis ve 1990larda {i¢ farkh
arastirma grubunun ayni zaman diliminde aptamer c¢alismaya baslamasiyla devam
etmistir (Bayrag, 2014). Yiksek secicilik ve hedeflere yiiksek duyarlilik nedeniyle,
aptamerler, gida giivenligini saglama, ¢evre izleme, hastalik teshisi ve terapiye kadar
cesitli uygulamalarda molekiiler prob olarak 6nemli bir potansiyele sahiptir (Zhong vd.,
2020). Ek olarak, aptamerler siRNAlar1, kemoterapotik ajanlari, hiicre toksinlerini ve
nanopartikiilleri iceren yeni yapilara dahil edilmistir, burada terapdtik kargo icin tastyici

ajanlar olarak islev gérmiislerdir (Barbas vd., 2010).

Hiicre yiizeyi biyobelirtegleri belirlemek, aptamerler gelistirmek veya ilgilenilen
bir hedefe 6zgili aptamerler gelistirmek i¢in kullanilan metodoloji iistel zenginlestirme

ile ligandlarmm sistematik evrimi (SELEX), tekrarlayan bir ¢ogaltma ve zenginlestirme
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slirecine dayanmaktadir (Sun vd., 2014). SELEX, biiyiik bir kombinatoryal ¢ift sarmalli
oligoniikleotit kiitiiphanesinden, tekrarlayan bolim ve cogaltma turlari ile degisken
DNA baglanma duyarlhiliklar1 ve ozgiilliiklerine sahip DNA ligandlarmin asamali
secimini iceren deneysel bir prosediirdiir (Chai vd., 2011). Aptamer, SELEX ile biiyiik
bir oligoniikleotit kiitiiphanesinden secilir. Bu asamali siiregle, baglayict olmayan
aptamerler atilir ve onerilen hedefe baglanan aptamerler genisletilir. Ik pozitif se¢im
turlarin1 bazen negatif se¢im izleyebilmektedir. Bu, ortaya ¢ikan aptamer adaylarmin
seciciligini gelistirir. Asil amag ortamda aptamere spesifik olan dizileri se¢ip digerlerini

elemektir (Zhong vd., 2020).

2.4.2.1. AS1411 aptameri

5-GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-3" sekansli  AS1411 aptameri;
kanser hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek seviyelerde bulunan, ancak normal hiicrelerin
yiizeyinde bulunmayan niikleolin proteinini hedefleyen bir aptamer olarak islev goriir.
Guanin niikleotiti agismmdan zengin olan AS1411, sentetik 26 bazlik bir DNA

oligontikleotitidir ve proliferasyonu 6nleyici etkisi kesfedilmistir (Yazdian-Robati vd.,

2019).

Niikleolin yani C,3 niikkleusun en bol ribozomal olmayan fosfoproteinlerinden
biridir (Yazdian-Robati vd., 2019). Hicrenin hayatta kalmasi, biiyiimesi ve

cogalmasinda temel rol oynayan ¢ok islevli bir proteindir (Carvalho vd., 2019). Protein



15

oncelikle normal hiicrelerin c¢ekirdeginde lokalize olurken, kanser hiicrelerinde
sitoplazmada ve hiicre yiizeyinde de bulundugu gosterilmistir (Mongelard ve Bouvet,
2007). Bu ozellik, tercihen kanser hiicrelerinin yiizey niikleolininin dis alanmni
hedefleyen AS1411'e tiimdr segici bir davranig kazandirir. Bu nedenle, tan1 ve kanser
tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak kabul edilir. AS1411, yliksek hiicresel alim
etkinligi ile serum niikleazlarma ve pH dalgalanmalarina kars1 daha kararli hale getiren
oldukca polimorfik guaninli dort kath yapiya Kkatlanabilir. AS1411 kararli yapisi ve
biyolojik 6zellikleri, 6zellikle AS1411 uygun pozisyonlarda deoksiniikleotitler tizerinde
kimyasal modifikasyon yoluyla iyilestirilmesi, ayni zamanda aptamer terapotik

fonksiyonunu gelistirmek icin bir strateji olabilmektedir (Bates vd., 2017).

2.4.2.2. Aptamerlerin avantaji

Aptamerler, antikorlara benzer sekilde 6zel bir {i¢ boyutlu yapiy1 taniyarak
hedefleriyle etkilesime girer ve bu nedenle “kimyasal antikorlar” olarak
adlandirilir. Protein antikorlarinin aksine, aptamerler oligoniikleotit 6zelliklerine gore
onemli kimyasal ve biyolojik 0Ozellikler sunmaktadir. Bu nedenle, yeni Klinik
uygulamalarin gelistirilmesi igin daha uygundurlar. Antikora goére 10 kat daha
kiigtiktiiler. Analitik amaglar i¢in fizyolojik olmayan kosullar altinda kullanilabilirler.
Antikorlar gibi immiinojenik degildirler ve in vivo uygulamalarda da kullanilabilirler.
Aptamerler termal olarak kararlidir; 95°C denatiirasyondan sonra bile
oligoniikleotitlerin kendine 6zgli 6zelliklerine dayanarak, aptamerler oda sicakligina

sogutulduktan sonra dogru ii¢ boyutlu konformasyonlarina yeniden donebilirler. Buna
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karsilik, protein bazli antikorlar yiiksek sicakliklarda aktivitelerini kalici olarak
kaybederler (Hidding, 2006 ; Sun vd., 2014). Aptamerlerin antikorlara gore bir diger
avantaji da oOzellikle elektrokimyasal sensorler gibi elektrik sensorlerinde veya alan
etkili transistor kullanimlarinda goriilmesidir. Boylece biyosensor uygulamalarinda

kullanilabilirligi vurgulanmaktadir (Lee vd., 2008).

2.4.2.3. Aptamerlerin dezavantajlari

Aptamer gelistirme ve uygulama engeline iki ana engel atfedilmektedir. Birincisi,
SELEX siireci hala zaman alicidir ve basarili oranlar diisiiktiir. Tkincisi, mevcut
aptamerlerin ¢ogu in vitro olarak elde edilir ve in vivo islev gosterip gosteremeyecekleri
aciklanmalidir. Bunlarin yaninda 1s1 ile sterilize edilemezler, hedefe yonelik yakin
zamanda aptamer olmayabilir ve niikleaz aktivitesinden etkilenebilirler ( Hidding,

2006).

2.4.2.4. Molekiiler kapi yapisindaki aptamerler

Aptamer kapi1 yapilari, aptamer oligoniikleotit dizilerinin molekiiler kap1 olarak
bir nano-gozenekten molekiil gegisini kontrol etmesinde kullanilabilmistir. Diger kap1
molekiillerinin aksine evrensel bir kap1 yontemi sunmaktadir. Secilen herhangi bir
aptamer dizisi kapiya doniistiiriilebilir ve aptamerler istenilen her hedefe secilebilir.

Halbuki aptamer haricindeki kapi1 molekiillerinde her bir uygulama igin farkli bir
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materyal ve mekanizma bulunma zorlugu vardir ve bu yiizden kullanimlar
yayginlasamamaktadir. Aptamerlerin bir nanopartikiiliin i¢inden iyon akigini etkilemesi,
oncelikle elektrokimyasal yontemlerle birlestirilerek sensorler yaratimistir (Abelow

vd., 2010).

Cam yiizey lizerinde agilmis 20 nm ¢apli ve konik sekilli nano odaciklar kokain
tantyan aptamer molekiilleri ile kapatildiginda ve agikligin genis alt kismma disk
seklinde bir platin elektrot yerlestirildiginde, kokain miktarina gore degisen sinyal elde
edilmistir. Boylece redoks aktif molekiillerin nano ¢apl agikliklardan gecisinin aptamer
molekiillerinin hedeflerine baglanmasiyla olusan konformasyon degisikliklerine gore
kontrol edildigi kanitlanmistir. Daha sonra bu prensip mezo yapili silika nano
acikliklara uygulanarak florasan gibi diisiik agirlikli molekiillerin bu nano alanlara
hapsedilmesi ve aptamer hedefin varliginda disariya salinmasini saglayan sistemler
gelistirilmistir. ATP aptamer dizileri kullanilarak florasan doldurulmus silika
partikiillerinin ATP molekiilleri, soliisyona eklendiginde nano agizlar1 actigi ve
florasanlarin disariya salindig1 gésterilmistir (Zhu vd., 2011). Yine florasan dolu silika
nanopartikiiller yiizeye kovalent bagli aptamer molekiilleri ile hapsedilerek bu sefer
ATP molekiillerinin konsantrasyonuna gore agilip kapanan nanovalf tipi aptamer
kapilar1 yaymlanmustir (Ozalp vd., 2011). Sekil 2.4.2.4.1 bu iki tiir aptamer-kap1
Ornegini ¢izimler araciligiyla anlatmaktadir. Bu tasarimin en biiyiik avantaji ortamdaki
hedef molekiiliin konsantrasyonun degismesi durumunda bu degisiklige gore kargo
molekiiliin salinimmin degismesidir (Abelow vd., 2012). Sadece bir defa agilan aptamer

kapil1 sistemlere 6rnek olarak trombin proteini dlgen bir aptamer kapili silika sensorii
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yaymlamistir (Oroval vd., 2013). Bu calismada rodamin florasan molekiilleriyle
doldurulan silika nano kompozitlerin, yiizeylerinde art1 yiikli kimyasal gruplar
olusturarak (amino gruplart), eksi yiikli (fosfat gruplar1 nedeniyle) aptamerlerin
yiizeyde sabitlenmesi ve florasan molekiillerini hapsetmesine neden olur. Ortamda
trombin proteini varliginda aptamer molekiillerinin trombine afinitesi ¢ok giiclii
oldugundan nano kompozitlerin yiizeylerini terk eder ve florasanin ortama salinmasina
neden olur. Ortamdaki florasan artiginin izlenmesiyle trombin miktarmi 6l¢en bir sensor
elde edilmistir. Niikleik asit kapi prensibi ile DNA tanis1 yoluyla mikroorganizma
sensOr prensibi son zamanlarda bir makale ile gdsterilmistir. Burada genomik DNA
hibridizasyon prensibiyle calisan bir DNA kapili silika nanopartikiiliine baglanarak

Mycoplasma tayini 70 genomik kopya diizeyinde gosterilmistir(Climent vd., 2013).
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Sekil 2.4.2.4.1: Mezo-gozenekli silika ve ATP aptamer sekanslari ile hazirlanmis geriye kapanmayan

(iistte) ve agilip-kapanan (altta) molekiiler kap1 6rnekleri (Ozalp’ten 2011). ATP hedef molekiillerinin

ortamdaki varligina gore floresans molekiilleri nano gézeneklerde hapsoluyor veya disari saliniyor.

Aptamer kapi sistemlerinin biyosensor gelistirmesinden bagka birgok ilag tasima
sistemleriyle kullanildigi 6rnekler mevcuttur. Bunlar i¢cinde mezo-gdzenekli silika en
fazla kullanilan nano tastyici olmustur. Altin nanopartikiilleri tizerine sentezlenen kabuk
mezo gozenekli silika icerisine florasan molekiil yiikleyerek AS1411 aptamer dizisini
kapt olarak kullanilmis ve kanser hiicrelerine hedefli ve kontrolli salinimi
gosterilmistir. Benzeri bir ¢alisma da florasan molekiilleri AS1411 aptamer kapilari

kullanilarak MCF7 meme timoOri hiicrelerine ve insan servikal kanser hiicrelerinde
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(HeLa) hedeflenmistir (Tuna vd., 2019; Hernandez vd., 2013). Antikanser ilag
doksorubisin silika partikiiller icerisine MUC-1 aptamer dizisi kapi yapisina
degistirilerek hapsedilmis ve meme kanseri hiicrelerine yoOnlendirilerek sitotoksik
etkileri gosterilmistir (Pasqual vd., 2017). Yine bagka bir ¢alismada aptamer kapi
yapilar1 antibiyotik hedeflemesi i¢in de kullanilabilecegi gdsterilmistir. Vankomisin ile
doldurulmus silika nanopartikiillerin mezo gozenekleri Staphylococcus aureus
patojenine spesifik olarak baglanan aptamer dizisinden elde edilen molekiiler kapilarla
kapatilmis ve sadece S. aureus i¢in minimum inhibisyon degerlerinin (MIC) 2 kat

azaltildig: fakat S. epidermis i¢in MIC degerinin arttig1 gosterilmistir (Borsa vd., 2016).
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3.YONTEM

3.1. Aptamer Kapisi

Bu ¢alismada kullanilan AS1411 aptamer kapis1 (5'-CCA CCA CGG TGG TGG
TGG TTG TGG TGC GTG GTG G-3') Hernandez ve arkadaslarmin (2013) yaymindan
belirlenmis olup Sentromer Ltd. (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan 5' amino grubu
fonksiyonellestirmesi ile niikleolin aptamerin 5' ucuna 7 niikleotid eklenerek

sentezlenmistir.

3.2. Karbendazim Yiiklii Aptamer Silika Nanopartikiilleri

Mezopor6z silika nanopartikiiller, bir sol-gel yontemine gore sentezlenmistir
(Yurdakul vd., 2019). 2.74 mmol 1 gram (g) N-cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) ¢0zeltisi ile 400 miligram (mg) sodyum hidroksit (NaOH) tartilip 480 mililitre
(mL) deiyonize su ile karistirilmistir. Karisim Once vortekslenmis sonrasinda ise bir
dakika sonike edilmistir. Sonrasinda icerisine karistirict balik koyulup isitilmis ve
sicaklik 70 °C’de tutulmustur. Siirekli karistirilarak, 5 dakika i¢inde 30 saniyede bir 166
pl, son 30 saniyelik kisminda da 186 pl olmak iizere karigima toplamda 5 mL 22,4
mmol tetraetoksilan (TEOS) damla damla ilave edilmistir. 2 saat sonra reaksiyon, beyaz
¢okelti topaklarla toplanmis, birkag kez yaklagik 200 mL su ve 20 mL metanol ile

doniisiimli yikanmig, ardindan hava altinda kurutulmustur. 1.5 g sentezlenmis tiriinden
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gelen CTAB sablonu, 150 mL metanol c¢ozeltisi i¢inde yeniden akitilarak elde
edilmistir. 6 saat sonra iriin karistirilmis, yaklasik 20 mL metanol ve 50 mL su ile
donitisiimli yikanmis, kurutmadan sonra tamamen ylizey aktif madde igermeyen serbest
silisli nanopartikiiller elde edilmistir. Nanometrik goriintiileme igin Transmisyon
Elektron Mikroskobu (TEM), i¢-dis yiizey alan1 ve gézenek boyutu i¢in (BET) yontemi

uygulanmistir (ILTEK, Konya, Tiirkiye).

Sentezlenen partikiiller, karbendazim ile benzer molekiil agirligi olan diger kiigiik
molekiiller i¢cin gece boyunca 100 mM PBS i¢inde karbendazim igerisinde inkiibe
edilmistir. Partikiiller, 3-glisidiloksipropil TEOS ile silanizasyon prosediirii ile epoksi
gruplar1 ile asilanmustir. Son olarak, 10 mM amin etiketli niikleolin aptamer gegit
dizileri, pH 9.4'te bir karbonat-bikarbonat igerisine immobilize edilmis ve li¢ kez PBS
ile yikanmistir (Hermanson, 2013). 100 mMde karbendazim, yikama hari¢ tiim hazirhik
prosediirlerinde kullanilmistir. Karbendazim yiiklii aptamer silika nanopartikiilleri UV-
Vis spektroskopisi (EPOCH-2, BioTek, USA), dinamik 1sik spektroskopisi (DLS)
(ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern, UK) ve Transmisyon Elektron

Mikroskobu (TEM) kullanilarak karakterize edilmistir.
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3.3. Niikleolin Aptamer kapih Silika Esleniklerinin Hiicre Kiiltiirii Ortami

HelLa rahim agz1 kanseri hiicre dizisi (ATCC-CCL2); % 10 1s1 ile inaktive edilmis
FBS ( Fetal bovine serum), % 0,1 penisilin ve streptomisin ile desteklenmis DMEM (
(Sigma Aldrich, Almanya) igerisinde hiicre kiiltiirii T25lik siselerinde (TPP, Isvigre)
muhafaza edilmistir. 37°C'de nemlendirilmis %5 CO. atmosferinde inkiibe edilerek ve
hiicreler yaklastk %80 birlesme noktasina ulastiginda her 72 saatte bir alt

kiiltiirlenmistir.

3.4. AS1411 Aptamerinin Hela Hiicrelerine Baglanmasi

AS1411 (niikleolin aptamer) alimimi teyit etmek i¢in, 4 x 10* HeLa hiicreleri 24
kuyucuklu plakalar (TPP, isvicre) eklenmis ve ertesi giin yukarida tarif edilen
kosullarda 4 saat boyunca 1 mM FAM (Fluorescein amidite) etiketli AS1411 (FL-
AS1411) ile inkiibe edilmistir. 4 saat sonra, hiicreler %0.25’lik tripsin (Thermo,
Ingiltere) muamelesiyle ayrilmis ve ii¢ kopyalarda (Cyte™35, Merck Millipore) akis
sitometrisinde aninda analiz edilmek iizere 100mL’lik PBS (VWR, Ingiltere) ile

yikanmustir.
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3.6. WST-1 Hiicre Proliferasyon Deneyi

Sitotoksisite derecesini degerlendirmek adma canli hiicreleri saymak igin bir hiicre
proliferasyon analizi CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Sigma) kullanilmigtir. 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii mikroplakasina 10* HeLa hiicresi eklenmistir. 24 saat sonra karbendazim
(karb), silika nanopartikiillerine (SNP'ler) veya karbendazim aptamer silika
nanopartikiillerine (karb-Apt-SNP'ler) maruz kaldiktan sonra her bir kuyucuga CCK-8
reaktifi ilave edildi ve tetrazolyum tuzlarmin formazan boyasina doniisiimii ELISA
mikroplaka okuyucu (EPOCH-2, BioTek, USA) ile 440 nm dalga boyunda absorbans

degerleri aliarak tespit edilmistir.

3.7. Apoptoz / Nekroz Analizi

Tedavi sonrasi apoptotik veya nekrotik hiicrelerin analizinde Annexin V-FITC
(Calbiochem, Merck Millipore) kullanilmustir. Kisaca, 4x10* HeLa hiicreleri 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii mikroplakalarinda biiyiitiilmiistiir. Serbest karbendazim veya
karb-Apt-SNP'lerle  inkiibasyondan sonra, hiicreler tripsinize edilmis ve
stipernatanlardaki ayrilan hiicreler yeni bir tiipte toplanmustir. Santrifiijleme (1000g*5
dk, Eppendorf) sonrasinda hiicreler Annexin V-FITC ve Pl (Invitrogen) ile kullanim
kilavuzundaki prosediir izlenerek boyanmistir. Numuneler bu prosediir boyunca +4 °
C'de tutuldu. Her 6rnek i¢in guava easy-Cyte ™ 5 (Merck Millipore) akis sitometrisinde

20.0000'den fazla ti¢lii kopya elde edildi.
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3.8. istatistiksel Analiz

Olgiimler ortalama T standart sapma olarak verildi ve istatistiksel analiz paketi
SPSS (Versiyon 25, ABD) kullanilarak analiz edildi. Grup ¢iftleri arasindaki
benzerlikleri test etmek igin Student's t testi kullanilmig ve Dunnett t3 veya Dunnett-t
coklu gruplar i¢in tek yonlii varyans analizi ANOVA (Analysis of Variance) kullanildi.
Istatistiksel anlamlilik i¢in kesim olarak p<0.05 diizeyi kullanilmustir. 1Cso (%50
oraninda inhibitér konsantrasyonu) degerleri, egrilerin yerlestirilmesiyle elde edilen
iliski denklemlerinden Sigmaplot'un (Versiyon 9.0.1, ABD) iistel biiyiime 2

parametrelerine %50 sinyal olarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Karbendazim Yiiklii Silika-Aptamer Nanopartikiillerinin Fonksiyonel

Karakterizasyonu

Karbendazim yiiklii silika aptamer nanopartikiil sisteminin olusturulabilmesi igin
oncelikle mezopor silika nanopartikiilleri literatiirdeki metotlara gére sentezlenmistir.
Sol-gel metodu kullanilarak MCM-41 tipi (Mobil Composition of Matter No. 41)
diizenli hekzagonal mezoporlar1 olan partikiillerin sentezlediginin goriilebilmesi ve
karakterize edilebilmesi i¢in Transmisyon Elektron Mikroskopi (TEM) ve Dinamik Isik
Sagilimi (DLS) spektroskopisi analizleri kullanilmistir. Sekil 4.1.1-A’da tipik bir
partikiilin TEM analizi sonucu goriilmektedir. Sentezlenen silika nanopartikiillerinin
yuvarlak sekilli bir morfolojisi oldugu ve 200 nm civarinda capa sahip oldugu
saptanmustir. Partikiil ylizeyine daha yakindan bakilinca (alttaki figiir) hekzagonal
diizenli mezoporlar varligi goriilebilmektedir. Partikiillerin hidrodinamik ¢ap boyutu
221 + 8.4 nm olarak DLS analizi ile saptanmustir (Sekil 4.1.1-B). Partikiillerin ¢ogunun
95 ile 150 nm arasinda biiytiklikkte gortildiigii gibi bir dagilim gosterdigi belirlenmistir.
Sentezlenen nanopartikiiller karbendazim ile inkiibe edilerek yiiklendikten sonra epoksi
gruplar1 ile kaplanmistir. Nanopartikiillerin epoksi kaplamadan onceki ylizey yiikii
ortalama -15 mV degerinden epoksi kaplamasi sonucu -38.3 mV degerine diismektedir.
Epoksi kapli nanopartikiiller 5’-amino isaretli AS1411 aptamer kapilari ile kaplandiktan

sonra ise zeta potansiyel degerleri ortalama -48.4 mV degerline ulagmaktadir (Sekil
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4.1.1-C). Epoksi kapli nanopartikiillerin yiizey potansiyel degerleri -12 mV ile -53 mV
arasinda degistigi tespit edilmistir. Aptamer kap1 kaplandiktan sonra yiizey potansiyel

araligi ise -32 mV ile -68 mV degerleri arasinda degistigi gozlemlenmistir.

Yogunluk
(2}

107 100 10t 102 108 104 10°
Boyut (Cap, nm)

Toplam Sayi

100 nm -150 -100 -50 0 50
Zeta Potansiyel (mV)

Sekil 4.1.1: Sentezlenen silika nanopartikiillerin karakterizasyonu.

Kullanilan materyalin fiziksel karakterizasyondan sonra fonksiyonel olarak
denemeler yapilarak her mg Karb-Apt-SNP igin 53 + 8.2 nmol karbendazim yiiklemesi
yapildig1 spektroskopik Olclimlerden hesaplanmistir. Nano gozeneklerde hapsedilmis

karbendazimin aptamer hedefi niikleolin varlifinda nasil salindigr Sekil 4.1.2°de
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gosterilmistir. Aptamer hedef molekiilii olan niikleolin proteini olmadiginda Karb-Apt-
SNP igin 1 giin icerisinde % 17.4 + 3.2 karbendazim salimi goriilmektedir. Ik 5 saatte
%10.1 karbendazim salimi tespit edilmistir. Benzer bir salim deneyi 1 uM niikleolin
proteini eklendikten sonra tekrar edildiginde 24 saat icerisinde partikiillerde hapsedilmis
karbendazimin %86,5 + 5.8 oraninda salim yaptig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1.2, siyah
cizgi). Sekilde goriilebilecegi gibi ilk 5 saate % 64.5 oraninda, ilk 2 saatte ise %50.1

oraninda karbendazim salim1 yapilan ¢alismada tespit edilmistir.
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Sekil 4.1.2: Karb-Apt-SNP partikiillerinden fosfat tamponu igerisinde (kirmizi ¢izgi) veya niikleolin

proteini varliginda (siyah ¢izgi) kabendazim salim kinetigi.
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4.2. Niikleolin Aptamer Kapilarimin ve Silika Konjugatlarimin Hedeflenmesi

Bu ¢aligmada kullanilan aptamer kap1 yapisinin hedef protein niikleolin varliginda
molekiiler konformasyon degistirme &zelligi FRET (Forster Resonance Energy
Transfer) analizi ile tespit edilmistir. Sekil 4.2.1°de gosterildigi sekilde BSA (Bovine
serum albumin) ile yapilan deneyde aptamer kapi yapist 17.213 RFU (relative
fluorescence units) sinyal vermektedir (siyah ¢izgi). Niikleolin proteini eklendiginde ise
sinyalin arttig1 izlenmistir; 10 nM i¢in 96.102 RFU, 100 nM i¢in 278.666 RFU ve 500

nM i¢in 443.699 RFU olarak 6l¢iilmiistiir.

BSA 500 nm

500000
Niikleolin10 nm

400000 F o MR

><\ Niikleolin500nm
300000 - x %&&

200000 H

Pxoe

100000 -

0 -

Niikleolin varhgina bagh floresan

miktary RFU

480 500 520 540 560 580
Dalga boyu/nm

Sekil 4.2.1: Niikleolin aptamer kap1 yapisinin 10, 100 ve 500 nM niikleolin proteini eklenerek FRET

analizi ile agilma 6zelliginin incelenmesi.
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FRET analizi ile 0.01, 0.1 ve 1 uM konsantrasyonunda floresan isaretli aptamerin
4 saatlik bir inkiibasyon sonunda kapi yapismnin HeLa hiicrelerine olan hedefleme
kapasitesi akis sitometrisi ile ¢alisilmistir. Aptamer dozu arttik¢a hiicre yiizeyine olan
baglanmanin arttig1 gozlenmistir. Kontrol hiicreleri ile 1 pM aptamer ile inkiibe edilmis
hiicreler karsilastirildiginda ortalama floresan sinyali 1.1x10"' seviyesinden 1.9x10
seviyesine ¢iktigi bulunmustur. Ayrica floresan sinyaline sahip hiicre sayis1 1.9x10"
sinyal i¢cin 450 HeLa sayisina ulagsmaktadir. Floresan sinyal gosteren hiicreler 1.1x10°

florsan seviyesine kadar ulasmistir.

Plot P03, gated on PO1.R1
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Sekil 4.2.2: Floresan isaretli niikleolin aptamer kap1 yapisinin HeLa hiicrelerini hedefleme 6zelliklerinin

akis sitometrisi ile ¢aligilmasi.
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4.3. Karbendazim ve Karb-Apt-Snp'lerin Hela Hiicrelerinin Canhihg:

Uzerine Etkileri

CCK-8 metodu ile 4, 8, 15, 30 ve 60 uM karbendazim, ayni miktarlarda
karbendazim igeren aptamer kapi ile kaplanmus silika nanopartikiiller (Karb-Apt-SNP)
ile inkiibe edildikten sonra proliferasyon degerleri canlilik gostergesi olarak
kullanilmistir (Sekil 4.3.1). Karb-Apt-SNP miktar1i CCK-8 metodunun uygulamasinda
kullanilan 24 saat sonundaki salim miktarmma gore hesaplanmistr. DMSO (Dimethyl
sulfoxide) deneyi nanopartikiil konjugatlarinin ¢oziilmesi i¢in kullanildigindan kontrol
deneylerine eklenmistir. 15 uM karbendazim uygulamasina kadar olan deneylerde hiicre

canlilig1 agisindan istatistiksel bir farklilik goriilmemistir (n = 3, p < 0.05) (Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1: HeLa hiicrelerinin degisik karbendazim (Karb), Apt-SNP veya Karb-Apt-SNP ile inkiibe
edildikten sonra CCk-8 metodu ile belirlenmis canlilik oranlari. Istatistiksel analiz sonuglar1 * ile

gOsterilmistir.
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Karb-Apt-SNP konjugatlar1 ile yapilan denemeler hiicre canliligini kontrol
denemesi olan DMSO’ya gore 30 uM i¢in %68.17, 60 uM i¢in %60.26’ya kadar
azaltmistir. Diger kontrol denemesi olan Apt-SNP hiicre canliliginda genelde bir
degisiklige neden olmamis, sadece 60 uM i¢in bir miktar azalmaya neden olmustur. Ote
yandan karbendazim ile yapilan denemelerde 60 uM’ye kadar herhangi bir hiicre
canlilik farki goriilmemistir. Zamana kars1 60 uM i¢in yapilan denemelerde Karb-Apt
SNP konjugatlarinin hiicre canliligini1 24 saat i¢in artarak diistirdigli gozlenmistir (Sekil

4.3.2).
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Sekil 4.3.2: CCK-8 tayin metodu ile 60 uM karbendazim i¢in zamana kars1 hiicre canlilik analizi.
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4.4. Apoptoz / Nekroz Deneyleri

Hiicre 6lim mekanizmasimi anlayabilmek i¢in Annexin/Pl (propidium iodide)
metodu ile apoptoz veya nekroz yaparak canliligini yitiren hiicrelerin oran1 bulunmustur
(Sekil 4.4.1). Bir giin siireli yapilan deneyler sonucunda karbendazim ile yapilan
deneylerde hiicre 6liimiiniin apoptoz ve nekroz ile oldugu saptanmustir. Fakat Karb-Apt-
SNP deneylerinde yine deneylerde hiicre Oliimiiniin apoptoz ve nekroz ile oldugu
goriilmesi yaninda, nekroz ile 6limiin oranin arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.4.1-A). Karb-
Apt-SNP konjugatlar1 hiicre 6liimiine konsantrasyona bagli olarak neden oldugu ve 1Csg
degerinin 46 uM oldugu hesaplanmistir (Sekil 4.4.1-B). Sadece karbendazim ile yapilan
deneylerde 1Csp degeri 150 uM’un tizerindedir. Apoptoz analizi ise karbendazim igin
266.8 uM olan 1Csy degerinin Karb-Apt-SNP konjugatlar1 ile 73.9 puM’a diistiigii
goriilmiistiir (Sekil 4.4.1-C). Nekroz degerleri ise yine Karb-Apt-SNP konjugatlari ile

ICs0 164.1 degerinden 71 pM’a diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.4.1-D).
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Sekil 4.4.1: Karbendazimin HeLa hiicrelerini inhibisyon mekanizmasi. A) Canli, apoptoz ve nekroz olan

hiicrelerin oran1 Annexin/PI yontemi ile belirlenmistir, B) Olii hiicreler (Apoptoz ve nekroz ile),

C) Apoptoz olan hiicreler ve D) Nekroz olan hiicreler.

60 uM Karbendazim i¢in zamana gore yapilan deneylerde hiicre 6liimiiniin

sonuclar1 Sekil 4.4.2°de goriilmektedir. Dort saatten baslayarak 24 saate kadar apoptoz

ve nekroz nedeniyle hiicre 6liimii artmakta oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.4.2: Canli, apoptoz yapan ve nekroz olan hiicrelerin oranlarinin zamana gére analizi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Karbendazim yiiklii ve aptamer hedefli MCM-41 tipi diizenli hekzagonal
mezoporlara sahip nanopartikiiller literatiirde bulunan sol-jel yontemiyle sentezlenmistir
(Kavruk vd., 2015). TEM ve DLS analizi 221 nm hidrodinamik g¢apa sahip yuvarlak
morfolojisi olan nanopartikiillerin elde edildigini gostermistir. Zeta potansiyel analizi ile
sentezlenen partikiillerin 6nce epoksi gruplar1 ile kaplanmasi ve ardindan bu gruplara
amino isaretli aptamer dizilerinin kovalent olarak sabitlenmesi sonucunda yiizey
potansiyel degerleri -48.4 mV seviyesine kadar ulasmistir. Bu calismada kullandigimiz
silika nanopartikiillerin yiizeyleri -15 mV potansiyele sahiptir, negatif yiiklidiir.
Icerisinde bulunduklar1 soliisyonun pH degerine bagh olarak yiizey potansiyelleri
degisecektir. Notral pH degerleri civarinda izoelektrik noktasina yakin olmakta ve
hidrofobik agregasyon egilimleri vardir. Fakat -34 mV’un altida yiizey potansiyellerine
ulastiginda kararli partikiiller haline geldikleri daha 6nce gosterilmistir (Junior ve Baldo
2014). Bu potansiyel degerlerinde izoelektrik noktasindan uzaklasarak yiizey yiikii
nedeniyle elektrostatik itme kuvveti nedeniyle partikiil olarak kararli halde

bulunabilmektedirler.

Karbendazimin sitotoksik etkileri silika nanopartikiilleri i¢erisinde HeLa hiicreleri
icin daha once ¢aligilmistir (Sergio vd., 2015). Bu c¢alismalarda silika nanopartikiillerin
degisik fiziksel kosullarda absorpsiyon ve salim kinetikleri farkli pH, sicaklik, iyonik

icerikte gosterilmistir. Absorbsiyon verimi notral pH, diisiikk iyonik icerik ve diisiik
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sicakliklarda arttig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle bu tez c¢alismasinda kararh

nanopartikiiller elde edebilmek i¢in pH=7.4 olan PBS tamponu kullanilmistir.

Gelistirilen hedefli silika igerisinde karbendazim tasima sisteminin en Onemli
Ozelligi aptamer kap1 yapisinin kullanilmasidir. AS1411 aptameri niikleolin proteinine
yiiksek afinitesi bilinen ve siklikla kanser hiicrelerinin hedeflenmesinde kullanilmig bir
aptamerdir (Bates vd., 2009; Bates vd., 2017). Aptamer kap1 yapismin ilag tasimada
kullanilmas1 bakteri veya meme kanseri hiicrelerinde daha once basariyla gosterilmistir
(Hernandez vd., 2013 ; Kavruk vd., 2015). Bu nedenle dncelikle aptamer kap1 yapisinin
molekiiler konformasyon degistirme 6zelligi (kapmin hedefe gore agilip, kapanmast)
FRET yontemiyle test edilmis ve niikleolin baglanmasi ile sa¢ tokasi yapisinin
bozuldugu gosterilmistir. Daha sonra aptamer kapisinin HeLa hiicrelerine olan afinitesi
akis sitometrisi ile ¢aligilmis ve 4 saatlik bir deneyde yiiksek afinitenin meme kanseri
hiicreleri yaninda HeLa hiicreleri i¢inde gegerli oldugu gosterilmistir. Bu baglanma
sonrasinda 2 saat igerisinde niikleolin aptamerlerinin hiicre i¢ine alindigi daha onceki

bir galismada gosterilmistir (Reyes-Reyes vd., 2010).

Sentezlenen Karb-Apt-SNP’lerin sitotoksik etkilerinin ¢alisilmasinda CCK-8
kolorimetrik ve hiicre Olimii mekanizmasmi ¢alismak icin Annexin/PI floresan
apoptoz/nekroz tayin sistemleri kullanilmistir. Oncelikle Karb-Apt-SNP’lerin spesifik
olarak HeLa hiicreleri lizerinde 60 uM karbendazim diizeyinde 24 saat igerisinde %
60’a kadar canliligin diistiriildiigii gosterilmistir. Apoptoz/nekroz ise 1Cso degerlerinin

karsilastirilmast yolu ile ¢aligilmistir. Saghkli hiicrelerde programli hiicre dliimii veya
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otofaji mekanizmalar1 timor gibi istenmeyen hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmalarini
saglamaktadir. Bu ¢alismada Karb-Apt-SNP’lerin etki mekanizmalar1 apoptoz/nekroz
caligmasiyla belirlenmistir. Nekroz kontrolsiiz hiicre 6liimiine neden olurken, apoptoz
hiicre igerisinde belirli yolaklarm uyarilmasiyla hiicrenin kendisini kontrollii bir sekilde
yok etmesi demektir. Bu nedenle ilag etkisinin nekroz ile degil apoptoz yoluyla olmasi
tercih edilir. Bazi nanopartikiillerin nekroza neden olarak hiicre 6liimiine neden oldugu

bilinmektedir (Sharifi vd., 2019).

Nanopartikiillerin spesifik olmayan bu genel hiicre toksisitesi nekroz belirlenmesi
yoluyla calisilabilir ve bu caligmada kullanildig1 gibi hedefleme ile spesifik olarak
tiimor hiicrelerinin yok edilmesinde kullanilarak yan etkileri azaltilabilir. Ornegin, 5-15
nm boyutundaki silika nanopartikiilerinin yiiksek miktarda (100 pg) kullanilmasiyla
gliyoblastoma hiicrelerinde %10 nekroz ve %30 apoptoz gorildiigii tespit edilmistir
(Kretowski vd., 2017). Bu calismada ise kullanilan 213 nm boyutundaki silika
nanopartikiil ile nekroz veya apoptoz goriilmemistir. Bu sonuglar baska bir ¢alismada
243 nm boyutundaki silika-aptamer konjugatlarinda da nekroz veya apoptoz etkisinin
HeLa hiicrelerinde ve sgc8 aptamer-silika konjugatlart ile 16semi hiicrelerinde
goriilmemesiyle de uyumludur (Schiitz vd., 2016 ; Tan vd., 2016). Bu nedenle bu
calismada Karb-Apt-SNP ile gézlenen nekroz veya apoptoz kaynakli hiicre 6liimlerinin

karbendazimden kaynaklandig1 kanitlanmistir.
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Metil-benzimidazol-karbamat fungisitlerinin tiibiilin dimerlerindeki b-tiibiilin
proteinine baglandigi ve GTP-tiibiilin dimerlerin entegrasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir.Bu inhibisyon mikrotiibiil instabiliteye ve depolimerizasyona, hiicre
boliinmesinin durmasina ve sonunda hiicre Olimiine neden olmaktadir. Bu
mekanizmanin ayrintilar1 tam olarak agiga ¢ikarilamamis olsa da hiicre boliinmesinin
G2/M fazda durduruldugu ispatlanmistir(NIH, 2013). Karbendazim ile yapilan bir
calismada ise hiicrelerin GO/G1 fazinda durduruldugu goézlenmistir (Zhou vd., 2015).
HeLa hiicrelerinin karbendazime direncli oldugu bilinmektedir. Bu direcin mekanizmasi
bilinmese de funguslarla yapilan calismalar bu mekanizmasinin tiibiilin genindeki

noktasal mutasyonlar olabilecegine isaret etmektedir (Xu vd., 2019).

Sonug¢ olarak karbendazim anti-proliferasyon ozellikleri nedeniyle potansiyel
olarak kemoterapide kullanilabilecek bir anti-kanser ilac1 olarak diisiiniilmektedir.
Karbendazimin silika nanopartikiiller icerisinde aptamer hedeflemesi ile kullanilmasi
servikal tiimor hiicrelerinde dogal olarak bulunan ilag direncinin asilmasinda
kullanilabilecegi Ongoriilmektedir. Bu yolla yiiksek miktarda kullanildiginda insan
hiicrelerine 6liimciil etkisi oldugu bilinen karbendazimin yan ve olumsuz etkilerinin
azaltilarak kanser tedavisinde kullanilan bir ilag olmasi saglanabilir. Bu g¢aligmanin
sonuglar1 hedefli karbendazim ila¢ tagima sistemi olarak silika nanopartikiillerin etkili

bir terapi gelistirilmesinde kullanilabilme olasiligin1 géstermistir.
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