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OZET

SiRNA YUKLU KITOSAN NANOPARTIKULLERI iLE HELA HUCRELERINDE
E6 GENININ SUSTURULMASI

ERDAL, Seyma
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
Eyliil 2024, 73 Sayfa

Giinlimiizde kanser hastalig1 ciddi saglik sorunlarindan ve en 6liimciil hastaliklardan
biridir. Rahim agz1 kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser
tirlerinde tgilincii siradadir. Geleneksel kanser tedavilerinde hastalar, tiimorii yok
etmek igin kemoterapi gibi yiiksek doz sitotoksik ajanlara maruz kaldiklarindan
dolay1 istenmeyen sistemik toksisiteye maruz kalmaktadir. Gen terapi yontemi olarak
kullanilan siRNA mekanizmasi, hedeflenen genin transkripsiyon sonrasi diziye 6zgii
bir sekilde inhibe edilmesini saglayarak kanser gibi hastaliklarin hedeflenmesi i¢in
gen tedavisinde onemli bir ara¢ haline gelmistir. sSiRNA’nin verimli bir sekilde
hiicrelere taginmasi i¢in nanoteknolojinin en dnemli Giriinlerinden olan nanopartikiiler
kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde son yillarda yapilan ¢alismalar gostermistir ki
kitosan biyobozunurluluk, yliksek biyouyumluluk, pozitif yiik ve diisiik toksisite gibi
ozelliklere sahip olmasi nedeniyle siRNA’y1 hiicrelere verimli sekilde tasiyarak

kanser tedavisi i¢in umut vadeden gelismelere katki saglamaktadir.

Sunulan tez kapsaminda rahim agzi kanseri tedavisi igin katyonik potansiyele sahip
kitosan nanopartikiillerine yiiklenmis siRNA’nin HeLa hiicre hattina aktarilarak E6
gen ifadesinin baskilanmasi amaglanmistir. Bu calismanin ilk boliimiinde kitosan
nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemi ile sentezlenmis ve nanopartikiillerin
karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonra siRNA ile muamele edilmis kitosan

nanopartikiillerin agaroz jel -elektroforez islemi yapilarak, nanopartikiil ile



siRNA’larin birbirine tutunup tutunmadigi kontrol edilmistir. Caligmanin ikinci
boliimiinde ise; siRNA yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa kanser hiicreleri
tizerindeki etkilerine bakilmistir. MTT testi yapilarak hiicre o6liim oranlar
degerlendirilmistir. Daha sonra ikili boyama yontemi kullanilarak hiicreler iizerinde
ki apoptotik ve nekrotik etkileri incelenmistir. Calismanin son asamasinda ise Real
Time-PCR yontemi kullanilarak siRNA yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa hiicre
hattinda ki hedef genin ifade seviyelerine ve inhibasyon etkisine bakilmistir. Elde
edilen sonuglar, kitosan nanopartikiillerin verimli siRNA tasiyicilar1 olarak
kullanilabilecegini ve wuygun dozlarda kullanilan siRNA yiikli kitosan
nanopartikiillerin E6 geninin ifade seviyesini etkili bir sekilde baskilayabilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, TPP, siRNA, Rahim agzi kanseri, HeLa, Gen terapisi,
E6 geni, RT-PCR



ABSTRACT

SILENCING OF THE E6 GENE IN HELA CELLS WITH SIRNA-LOADED
CHITOSAN NANOPARTICLES

ERDAL, Seyma
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences Department of Bioengineering
Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
September 2024, 73 Pages

Today, cancer is one of the most serious health problems and one of the deadliest
diseases. Cervical cancer is the third most common cancer among women
worldwide. In conventional cancer treatments, patients are exposed to unwanted
systemic toxicity due to exposure to high doses of cytotoxic agents such as
chemotherapy to destroy the tumour. The siRNA mechanism, which is used as a gene
therapy method, has become an important tool in gene therapy for targeting diseases
such as cancer by inhibiting the targeted gene in a sequence-specific manner after
transcription. Nanoparticles, one of the most important products of nanotechnology,
are used to efficiently transport siRNA into cells. Recent studies in cancer treatment
have shown that chitosan contributes to promising developments for cancer treatment
by efficiently transporting SiRNA to cells due to its properties such as

biodegradability, high biocompatibility, positive charge and low toxicity.

In this thesis, it was aimed to suppress E6 gene expression by transferring siRNA
loaded in chitosan nanoparticles with cationic potential for cervical cancer treatment
to HelLa cell line. In the first part of this study, chitosan nanoparticles were
synthesised by ionic gelation method and nanoparticles were characterised. Then,
agarose gel electrophoresis of siRNA-treated chitosan nanoparticles was performed
and it was checked whether the nanoparticles and siRNAs adhered to each other. In

the second part of the study, the effects of sSiRNA loaded chitosan nanoparticles on

Vi



HeLa cancer cells were investigated. Cell death rates were evaluated using MTT test.
Then, apoptotic and necrotic effects on cells were examined using the double
staining method. In the last stage of the study, the expression levels and inhibition
effect of siRNA-loaded chitosan nanoparticles on the target gene in HeLa cell line
were examined using Real Time-PCR method. The results obtained showed that
chitosan nanoparticles can be used as efficient sSiRNA carriers and siRNA-loaded
chitosan nanoparticles used at appropriate doses can effectively suppress the

expression level of the E6 gene.

Keywords: Chitosan, TPP, siRNA, Cervical cancer, HeLa, Gene therapy, E6 gene,
RT-PCR
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1. GIRIS

Kanser, 21. yiizyilin hala en tehlikeli hastaliklarindan biridir. Kanser hiicrelerinin
karakteristik 6zelligi onlar1 6liimsiiz kilan sinirsiz hiicre bolinmesi yetenegidir [1].
Bir dokuda ¢ogalmasi, timoér olusumunun hizlanmasi, hareket kabiliyetinin artmast,
diger dokulara istila etmesi gibi davraniglar1 yaninda organlarin islevinde ve
hemostaz durumunda bozukluklara da neden olmaktadir [2]. Rahim agzi kanseri
diinya capinda kadinlarda en sik goriilen {igiincii kanserdir. Neredeyse tiim rahim
agz1 kanseri vakalari, insan papilloma virlisi (Human Papilloma Viriis; HPV)
enfeksiyonuna baglanabilir. HPV tipleri genel olarak onkogenik potansiyellerine
gore diisiik riskli ve yiiksek riskli olarak simiflandirilir. Disiik riskli HPV tiirleri
asemptomatik olabilir veya genital sigillere neden olabilirken, yiliksek riskli tiirler

onkogeniktir [3].

Molekiiler biyoloji alaninda son yillarda kaydedilen ilerlemeler, kanserin molekiiler
temelinin daha iyi anlasilmasini saglamis, kanser tan1 ve tedavisinde Onemli
ilerlemelere neden olmustur [1]. Diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda yer alan
kanser, diinyada biyomedikal arastirma ve uygulamalarin uzun siiredir devam eden
ve hizla gelisen bir odagi olmustur [4]. Kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel
kanser tedavileri bazi sinirlamalar nedeniyle hala yetersiz kalmaktadir. Bunlar, anti-
timor ajanlarinin spesifik olmayan yaygin dagilimi, tiimor lokasyonuna ulagan
ajanlarin yetersiz konsantrasyonlari, asir1 sitotoksisite gibi nedenlerden dolay1
yetersiz tedavi yanitlarini ve ¢oklu ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir
[5]. Geleneksel kemoterapiye direng gelismesi nedeniyle kanser tedavisinde genetik
araclarin kullanilmasi umut verici adaylar olarak degerlendirilmektedir. "Susturucu"
RNA olarak bilinen kiigiik miidahaleci RNA (small interfering RNA; siRNA), hedef
geni baskilama kapasitesine sahip bir RNA interferans (RNAi) aracidir. Kanserde
onkogenik faktorlerin asir1 ekspresyonu nedeniyle siRNA, bu yolaklar1 baskilamak
icin kullanilabilir [6]. siRNA’nin kesfi, onkoloji diinyasinda yeni bir atilim ve kanser
tedavisi i¢in gii¢lii bir ara¢ olarak diinya c¢apindaki bilim adamlar1 ve hastalar i¢in

umut vaat etmektedir [7].
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Gen terapisi umut verici bir terap6tik yaklagimdir ¢linkii hastaliga neden olan genleri,
diziye 6zgii bir sekilde hedef alir ve bu da yasami tehdit eden gesitli hastaliklarin
daha kesin ve kisisellestirilmis tedavisine olanak tanir. Hastanin istenen dokusuna
belirli bir niikleik asit molekiilii sokularak gen ekspresyonu azaltilabilir, artirilabilir
veya diizeltilebilir [8]. Bu teknoloji, geleneksel ilaglarla tedavi edilebilen ancak
tamamen iyilestirilemeyen hastaliklari tedavi etme potansiyeline sahiptir ve bdylece
daha Once tedavi edilemez olarak smiflandirilan hastaliklarin tedavi edilmesini
saglar. Bu nedenle insan gen terapisi, i¢ginde bulundugumuz yiizyildaki arastirmalarin

6nemli noktalarindan biridir [9].

RNAI, hiicrelerde gen susturulmasina aracilik etmek i¢in siRNA'lar1 kullanir ve
kanser tedavisi i¢in yeni ortaya ¢ikan bir stratejiyi temsil eder. Bagarili RNA1 aracili
gen susturma, siRNA'larin tiimdr veya konakei hiicreler de dahil olmak iizere in vivo
hiicrelere etkili bir sekilde iletilmesini saglamak i¢in birden fazla fizyolojik engelin
astlmasini gerektirir [10]. siRNA bazli terapétiklerin intravendz uygulama yoluyla
Klinik uygulamalari, hizli bozunmalari, zayif hiicresel alimlari, endositik alimdan
kacarak diisiik sitoplazmik salinimlari ve hedef disi1 etkileri nedeniyle sinirh
olmustur. siRNA bazli terapétiklerin basarisi, siRNA'y1 in vivo ortamda bozulmadan
koruyabilen ve 06zellikle siRNA'yr hedef hiicrelerin sitozoliine iletebilen etKkili

dagitim vektorlerinin tasarimina ve olusturulmasina baghdir [11].

Dogal polisakkaritler biyouyumluluklari, biyobozunurluklar1 ve diisiik toksisiteleri
nedeniyle ilag tasiyici sistemlerin tasariminda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica yaps,
boyut ve yiik bakimindan cesitlilik gosterirler. Ayrica kimyasal fonksiyonel gruplari,
nihai uygulamanin ve uygulama seklinin ihtiyaglarina uyacak sekilde kolayca
degistirilebilir [12]. Polianyonik siRNA ve polikatyonlar arasindaki elektrostatik
etkilesimlerin olusumu, siRNA'y1 in vitro veya in vivo olarak iletebilen kolloidal
parcaciklarin olusumuna kolay erisim saglar. siRNA iletimi i¢in kullanilan
polikatyonlar arasinda kitosan, benzersiz fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden

dolay1 6zel bir yere sahiptir [13].

HPV ile iliskili timdrler {izerinde yapilan molekiiler caligmalar, iki viral onkoprotein
E6 ve E7'nin rahim agzi kanserlerinin gelisiminde ve malignitesinde ana role sahip
oldugunu gostermektedir. E6 ve E7 onkoproteinlerinin diizensiz ve asiri

ekspresyonu, hiicresel yollarda ¢esitli degisikliklere yol acar; bunlardan en 6nemlisi,



iki Onemli tiimdr baskilayici protein olan p53 ve pRb'nin bozulmasidir. p53,
viicuttaki homolog genler tarafindan kodlanan proteinin herhangi bir izoformudur.
Bu homolog, ¢ok hiicreli organizmalarda kanser olusumunu engelledigi ve
dolayisiyla tiimor baskilayici olarak gorev yaptigr icin 6nemlidir. Bu nedenle p53,
genetik mutasyonlar1 6nleyerek stabiliteyi korumadaki gorevi nedeniyle “"genomun
koruyucusu" olarak tanimlanir ve tiimor baskilayict bir gen olarak siniflandirilir [14].
E6 onkoproteini, E6AP (E6 ile iliskili protein ligaz) ve tiimor baskilayici p53 ile bir
kompleks olusturarak p53 degradasyonuna aracilik eder. Bu durum hiicre
dongiistiniin durmasi, apoptozun indiiklenmesi ve hiicresel yaslanma gibi p53

fonksiyonlarinin bozulmasina yol agmaktadir [15].

Bu caligmanin amaci; rahim agzi1 kanseri tedavisinde verimli siRNA tasinimi igin
pozitif yiiklii kitosan nanopartikiilii sentezlenmesi, karakterize edilmesi ve elde
edilen nanopartikiillere E6 SIRNA’nin transfer edilerek Hela hiicre hattina

aktarilmasi ile kanser hiicresindeki hedeflenen E6 geninin susturulmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser Nedir?

Kanser yiizyillar 6nce oldugu gibi bugiin de aramizdaki varligini siirdiirmektedir ve
insan sagligi i¢in gegmise gore daha biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) 2019 yilinda, kanserin 183 iilkenin 112'sinde 70 yas alt1 Sliimlerin
birinci veya ikinci nedeni oldugunu, 23 iilkede ise tigiincii veya dordiincii onde gelen

neden oldugunu tahmin etmektedir [16].

Kanser, esas olarak normal biiylime yollarindan sapan, komsu normal dokulara gog
eden ve esas kokenleri disindaki bolgelerde ikincil tiimorlere (metastaz) yol agan tek
somatik mutasyonlarin neden oldugu bir hastaliktir. Insanlarda, viicuttaki hemen
hemen her dokuda meydana gelebilecek yiizden fazla kanser ¢esidi bulunmaktadir.
Her kanser tiiriiniin kendine ait 6zellikleri olmasina ragmen, tim bu farkli timérler,

genetik ve epigenetigi igeren ortak bir ilerleme semasina gore gelismektedir [17].

Erkeklerde en sik goriilen kanserler; prostat, akciger, kolon, karaciger ve mide
kanserleri olmasina ragmen kadinlarda en sik goriilen kanserler ise meme, akciger,

rahim ve tiroid kanserleridir [18].

Saglikli hiicre ve kanserli hiicre biyolojisi arasindaki farklar biyokimya, anatomi ve
molekiiler biyoloji ile ilgili farkliliklart icermektedir. Timor biyolojisinin
karakteristik anatomik o6zellikleri, timor dokusunda vaskiiler sizintiy1 ve yetersiz
lenfatik drenaji icermektedir. Vaskiiler endotel hiicrelerinin morfolojisi ve sekli,
bitigik hiicreler arasindaki pencerelerin varligi ve temas inhibisyonunun olmamasi
nedeniyle kanser damarlarinda farklilik gostermektedir. Kati tiimérlerin ¢ogu, belirli
bir biiylime diizeyine ulastiktan sonra artmis vaskiiler gegirgenlik sergilemektedir.
Bu, tiimor dokusuna g¢evre dokulardan daha hizli biiyiimesi igin Yyeterli besin ve
oksijen saglar. Timoér damarlari, normal dokuya kiyasla asir1 halkalar ve
arteriyovendz santlar iceren bir dallanma 6rnegi sergiler ve genellikle genis ve
kivrimli bir yapiya sahiptir. Bu 6zellikler, normal dokulardaki kan damarlarina

kiyasla timdrlerdeki kan damarlarinin gecirgenligini artirarak, normal dokulardaki



kan damarlarindan gecemeyen molekiillerin ve diger maddelerin timor dokusuna

tasinmasini ve birikmesini saglar [19].

Tiimérler iyi huylu veya kétii huylu olarak smiflandirilabilirler. Tyi huylu tiimérler,
yavas biiytirler ve yayilim gostermezler. Genellikle fibréz bir bag doku kapsiilii ile
cevrilidir bu da hiicre ayrilmasimi 6nler ve cerrahi diseksiyonu kolaylastirir. Koti
huylu tiimérler, hizli biiyiiyen, kapsiillenmemis ve yayilim gosterdikleri i¢in kansere

neden olurlar [20].

Normal, saglikli hiicreler kansere neden olan ajanlarla temas ettiginde, hiicrelerin
DNA'sinda mutasyonlar ve degisiklikler meydana gelir. Bu patojenler arasinda
fiziksel (iyonlastiric1 radyasyon ve ultraviyole), kimyasal (asbest, anilin boyalari,
alkol) ve biyolojik kanserojenler (viriisler, mikotoksinler ve mantarlar) bulunur.
Karsinojenler, normal hiicre biiyiimesini Ve onarimin1 engelleyen, mutasyonlara yol
acan genetik degisikliklere neden olurlar [20]. Kanser biyolojisinin anlasilmasi ve bu
alandaki gelismeler, hedefe yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir [21].

2.2. Serviks Kanseri

Rahim agzimi olusturan iki kisim vardir ve iki degisik hiicre tipi ile kaplhdir.
Endoserviks, rahim agzinda rahime agilan agikliktir. Glandiiler hiicrelerle kaplhdir.
Ekzoserviks (veya ektoserviks), doktorlarin muayene sirasinda gorebilecekleri
serviksin dis kismidir (Sekil 2.1). Rahim agzi kanseri laboratuvarda mikroskop
altinda nasil goriindiiklerine gore simiflandirilir. Baslica rahim agzi kanseri tiirleri
skuamoz hiicreli karsinom ve adenokarsinomdur. Rahim agzi kanserlerinin ¢ogu
skuamoz hiicreli karsinomlardir. Bu kanserler ekzoserviksteki hiicrelerden gelismeye
baglar. Skuamd6z hiicreli karsinom en yaygin olarak transformasyon bdolgesinde,
ekzoservikalin endoservikal ile birlestigi yerde ortaya c¢ikar. Diger rahim agzi
kanserlerinin ¢ogu adenokarsinomdur. Adenokarsinom, glandiiler hiicrelerden
kaynaklanan bir kanserdir. Servikal adenokarsinom, endoserviksin mukus iireten bez
hiicrelerinden kaynaklanir. Daha az yaygin olmakla birlikte, rahim agzi kanserleri
hem skuaméz hiicreli karsinomun hem de adenokarsinomun ozelliklerini tagir.

Bunlara adenoskuaméz karsinomlar veya karisik karsinomlar denir [3]. Invaziv



rahim agz1 kanseri parametrium, vajina, uterus ve komsu organlara, yani mesane ve

rektuma dogrudan yayilir [22].

Serviks kanserinin en sik semptomu ise agrisiz kanamadir [23]. Ayrica siirekli, sulu
ve soluk pembe renkte vajinal akinti goriilebilmektedir. Miktar olarak normalden
daha fazla kanamayla seyreden ve daha uzun siiren adet donemleri rahim agz
kanseri belirtisi olabilir [24].

:/ N Uterus

Yumurtabik

Glandiler
hiucreler
Serviks
Skuamoz
hucreler

Vajina

Sekil 2.1. Rahim agzinin anatomik yapisi [25]

Rahim agz1 kanseri genellikle kotii huylu bir tiimordiir. Kadinlarda koéti bir kanser
tirii olmasi1 nedeniyle kadin saghigr i¢in biiyiik bir tehdittir. Kiiresel olarak, her yil
500.000 yeni enfeksiyon ve 250.000'den fazla 6liim vardir. Bu rakamlar, gelismekte
olan iilkelerde bildirilen yeni vakalarin yaklagik %80'ini ve diinya ¢apindaki tiim
kanser vakalarinin %5'ini olusturmaktadir [26]. DSO yakin zamanda, daha etkili
onleyici tedbirler alinmadig: takdirde rahim agzi kanserinden 6liimlerin yaklasik yar

yariya artabilecegini bildirmektedir [27].

Rahim agz1 kanseri gelisimini etkileyen faktorler arasinda geng yasta cinsel iliski
(<16 yas), genital bolgedeki sigiller, HPV ve HIV pozitiflik bulunmaktadir. Ayni
zamanda sigara igmek akciger kanseri i¢in Onemli bir risk faktoriidir. Sigara
icenlerin Servikal mukus veya epitelinde, tiitine 6zgii kanserojenler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin hiicresel DNA'ya zarar verdigi, tiimor tiretmek i¢in HPV
ile calisabildigi belirtilmektedir [28].

Her yil diinyada 493.000 hasta serviks kanseri tanisi almakta ve 274.000 insan

hayatin1 kaybetmektedir. Rahim agzi1 kanseri tarama programlari olan, erken teshis



edilip onlenebilen mevcut kanserlerden biridir ancak 6zellikle gelismekte olan ve az
gelismis tiilkelerde onemli bir 6liim nedenidir [29]. Rahim agz1 kanseri insidansi
yiikksek olmasina ragmen, rutin HPV taramasi, pap smear tabanli testler ve son
zamanlarda ki tedavideki yeni gelismeler sayesinde hasta sag kalimi 6nemli olgiide
artmistir [30,31].

Pap smear testi ile rahim agzindan alinan hiicreler incelenmektedir. Pap smear
sonuglar1 anormal ise kolposkopi adi verilen ozel bir islem ve Kkimyasallar
kullanilarak rahim agzi genisletilerek incelenir ve gerekirse biyopsi yapilmaktadir
[24].

2.3. HPV Viriisii

Insan Papilloma Viriisii (HPV), servikal hiicreli karsinomlarmn gelisiminde en 6nemli
faktordiir [32]. Epidemiyolojik ¢alismalar, genital HPV enfeksiyonu ve rahim agz
kanseri riskinin cinsel aktiviteden etkilendigini agik¢a gostermektedir [33].

HPV enfeksiyonlarinin yaklasik %90' inin enfeksiyondan sonraki 2 yil iginde
bagisiklik sistemi tarafindan temizlendigi ve kadinlarin yalnizca yaklasik %210'unda
devam ettigi ve kanser olusumunun basladig1 belgelenmektedir [22]. Daha spesifik
olarak, yiiksek riskli HPV ile enfekte olmus hiicreler daha hizli ¢ogalir ve bagisiklik
sistemi tarafindan kontrol edilmezse zamanla kanser oncesi degisiklikler ve tiimorler

gelistirebilir [34].

HPV yasam dongiisii, enfekte olmus epitel dokusunun terminal farklilasma programi
ile yakindan baglantilidir ve iiretken replikasyon farklilasmis suprabazal hiicrelerle
smirhidir. Epitelin bazal tabakasindaki mitotik olarak aktif hiicreler dldiikkge, HPV
geni diisiik kopyali bir bilesen (~100) olarak gelisir. Farklilasmanin ardindan, HPV
ile enfekte olmus hiicreler hiicre dongiisiinde aktif kalir ve viriis, genom replikasyonu

icin S/G2 fazina yeniden girer [35].

Viriisler tipik olarak mukokutandz epiteli enfekte eder, olgun epitel hiicrelerinde
viriis partikiilleri tretir, kontrolsiiz hiicre boliinmesini tesvik eder ve normal hiicre
dongiisii kontroliiniin bozulmasina ve genetik hasarin birikmesine neden olmaktadir
[36].

Bugiine kadar, yiiksek riskli olarak siniflandirilan 100'den fazla farkli HPV tipi

tanimlanmistir. Yiiksek riskli HPV, hemen hemen tiim servikal kanserlerde (>%99.7)



bulunur [37]. HPV tip 16 ve 18, Tiirkiye'de ve diger bir¢ok iilkede rahim agzi kanseri
ile iligkili en yaygin yiiksek riskli HPV tipleridir [24]. Servikal, vajinal ve anal

kanserlerin yaklasik %70'ine neden olur [38].

Genital HPV tipleri, rahim agzi kanseri ve onciilleri ile iliskilerine gore yiiksek riskli
(onkogenik) ve diisiik riskli (onkogenik olmayan) HPV tipleri olarak ikiye ayrilabilir.
Disiik riskli veya onkogenik olmayan HPV tipleri 6, 11, 42, 43 ve 44 tiplerini igerir;
yiiksek riskli veya onkogenik HPV tipleri 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73, 82 'yi igerir [39].

HPV'nin tiimor olusumuna aracilik ettigi molekiiler mekanizmalar aydinlatilmistir.
Dogal formunda HPV, dairesel ¢ift sarmalli bir DNA epizomu olarak bulunur ve
viral E2'nin ekspresyonu, E6 ve E7 onkogenlerinin transkripsiyonunu inhibe eder. E2
okuma ¢ergevesi, konak¢t DNA'ya viral entegrasyondan sonra bozulur. Daha sonra
sirastyla E6 ve E7min varligini yok eder ve tiimor baskilayici proteinin ve
retinoblastoma proteininin azalmasi veya yokluguyla neoplastik transformasyona yol

acar [40].

Yiiksek riskli HPV viral onkogenleri, DNA onarimi, anjiyogenez ve/veya apoptoz

dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel siireci degistirerek karsinojeneze yol agar [34].

2.4. E6 Geni

Kanseri yonlendiren spesifik gen havuzu, tiimoriin kokenine ve tiiriine baglidir. Bu
nedenle, her bir kanser tiirii i¢in gen hedeflerinin dikkatli bir sekilde segilmesi,
SiRNA terapotik stratejileri igin esastir. Kanserde mekanizma kesfi, SIRNA tedavisi

icin genellikle geleneksel ilaglarla hedeflenemeyen yenilik¢i hedefler saglar [41].

Timoér olusumunu tetikleyen gesitli genomik degisikliklerin saptanmasi igin, son
zamanlarda dizileme ve veri analizi gibi gelistirilen teknolojiler hazirlanmistir.
Bugiine kadar, gesitli ¢alismalarda, 55'i onkogenler ve 70'i timor baskilayici genler
olarak siniflandirilan, kanseri tesvik eden genlerle iliskili yaklasik 125 gen

tanimlanmustir [42].

Yiiksek riskli insan papilloma viriisii (HPV) onkoproteinleri E6 ve E7'nin siirekli
ekspresyonu, malign transformasyon ve malign fenotipin korunmasi igin Kritik

oneme sahiptir. E6 ve E7 tarafindan kodlanan onkoproteinler, hiicre dongiisii



kontrolii i¢in onemlidir. Bu onkogenler, insan rahim agzi kanserine karsi gen

susturma temelli molekiiler tedaviler i¢in potansiyel hedefler olabilir [43].

HPV-16'min tiimor olusturma potansiyeli enfekte kadinlar arasinda farklilik
gostermektedir. E6'nin aminoasit dizisindeki degisikliklerin hastaligin gelisimi ve
saldirganligt icin 6nemli bir risk faktorii oldugu One siiriilmiistir. HPV-16 EG6
proteini 151 amino asitten olusur ve yapisal olarak her biri iki ¢inko baglayici alan
igerir; bu alanlar viriisiin onkogenik potansiyeli i¢in hayati onem tasir. Ayrica E6
dizisinin proteini, karboksil terminalinde bulunan bir PDZ simif I baglayici motif
barindirir. Viral proteinler genellikle bozunmalarini indiiklemek i¢in PDZ alanlarin
hedef alirlar ve bu da viral dongiiye fayda saglayan hiicresel siireclerin bozulmasina

neden olur [44].

Viral genomun konak genomuyla biitiinlesmesinden sonra, HPV E6 ve E7 erken
proteinleri viral genomun replikasyonundan sorumludur ve bunlar viral replikasyon
stireci sirasinda hiicrelerin kanser hiicrelerine donlismesine neden olabilir. HPV16
gen dizisi 6 erken ac¢ik okuma genlerinden (E1, E2, E4, E5, E6, E7), 2 ge¢ okuma
genlerinden (L1, L2) ve uzun bir kodlamayan kontrol bdlgesinden olusur. Bunlar
arasinda HPV16in birincil replikasyon genleri (E1, E2, E4, E5, E6, E7),
replikasyonu ve patojeniteyi kontrol eden ana genlerdir. E1 geni, enfekte olmus
hiicrelerde viral pargalarin replikasyonu ve cogaltilmas: i¢in gerekli olan ATP'ye
bagimli bir DNA helikazidir. E2 geni, DNA replikasyonunda ve transkripsiyon
sonras1 isleme ve paketlemede onemli bir rol oynar. E4 acik okuma geni E2'de
bulunur ve E5, HPV16 viriisiiniin yasam dongiisiine dahil olabilir. E6 ve E7, meme
kanseri de dahil olmak {izere genital tiimorlerin baglamasini tetikleyen bir¢ok
hiicresel kontrol noktasindan sorumludur. HPV E6 ve E7 viral onkoproteinleri,
anjiyogenezi, kotii huylu ¢ogalmayi istilayi, sinirsiz telomeraz aktivitesini, gogii ve
ayrica enfekte olmamis hiicrelerin apoptozunu ve viral genom replikasyonu sirasinda

biiylime inhibitorii aktivitesini indiikler [45].

E6 ve E7 proteinlerinin serviks kanserini tetiklemede farkli rolleri vardir ve bu
proteinlerin is birligi bu agidan nemlidir [46]. E6 proteini p53 ve hiicresel ubikitin
ligaz E6-AP'nin trimerik bir kompleksini olusturarak, timor baskilayict p53'iin
bozulmasini destekler, boylece kanser hiicresi ilerlemesini aktive eder (Sekil 2.2)
[47]. EG, ubikitin ligaz E6-AP ve pro-apoptotik Bcl2 proteini araciligiyla p53 timor

baskilayicisina baglanir ve apoptozu Onlemek igin pro-kaspaz-8 aktivasyonunu



inhibe eder, boylece hiicreleri kontrolsiiz hiicre boliinmesi yoluyla, 6nleyici kontrol
noktalarindan kagmaya zorlar. E7, ubikitinasyon igin pRb'yi hedef alir, E2F
transkripsiyon faktorlerinin salinmasina yol acar ve hiicreleri dnceden S fazina
girmeye zorlar, boylece hiicrelerin G1-S zorunlu kontrol noktasini ge¢mesini ve

siirsiz hiicre gogalmasina ulagsmasini saglar [45].

UBIKITIN ZINCiRi

! PROTEOZOM BOZUNNMIASI

! BOZULNMITUS P53

TUMOR OLUSUMU
Sekil 2.2. E6 geninin mekanizmasi [48]
2.5. Kanser Tedavisinde Kullanilan Geleneksel Yontemler

Rahim agz1 kanseri tedavisinde kanserin evresi, boyutu, derinligi ve yayilimi
onemlidir. Bu kriterler degerlendirildikten sonra cerrahi yontem, radyasyon tedavisi,
kemoterapi veya bu tedavilerin bir kombinasyonu kullanilmaktadir. Hastaligin erken
evrelerinde cerrahi veya radyasyon tedavisi, kemoterapi ile birlikte kullanilir, ancak
ileri evrelerde kemoterapi ile beraber radyasyon tedavisi veya tek basina kemoterapi
kullanilmaktadir [49].

Mevcut ana kanser tedavisi yontemleri; cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi, hormon tedavisi, lazer tedavisidir [50]. Tedavi i¢in hangi yontemin
kullanilacagi tiimoriin konumuna, histopatolojik tipine, evresine ve derecesine,

hastanin durumuna ve birgok faktore baglidir [51].

2.5.1. Cerrahi

Kanserli bolgeleri ¢ikarmak icin cerrahi yontemler uygulanir. Tiim kanser tiirleri i¢in
cerrahi yontemler uygulanamaz ve bu yontem organ kaybina ve kanserin tekrarlama

riskine neden olabilir [52]. Cerrahi tedavi genellikle uzun siireli hastanede yatis
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gerektirir ve tipik yapilarin geri doniisii olmayan islev kaybina yol agarak yasam
kalitesinin diismesine neden olabilir [51].

Erken evrede ve lokal olarak ilerlemis kanser, potansiyel olarak iyilestirici
yontemlerle tedavi edilebilmektedir, ancak ameliyat sirasinda rahim agzinin ve
rahmin alinmasi hastanin hamile kalmasini imkansiz hale getirir. Bu nedenle, serviks
kanseri tedavisi goren kadinlarin gebelikle ilgili sorunlar1 onlemek ve yasam
kalitesini iyilestirmek i¢in yeni terapdtik hedeflere ihtiyag vardir. Ayrica cerrahi,
kemoterapi ve radyasyon tedavisi kisirlik ile iligkilidir. Bu sorunu ele almak igin

alternatif tedavi yaklagimlari lizerine arastirmalar aktif olarak devam etmektedir [47].

2.5.2. Kemoterapi

Kemoterapide Kkullanilan ilaglar kan dolasimina katilarak kanser hiicrelerinin
biiylimesini durdurur ve onlar1 yok eder fakat bu ilaglar ayrica viicuttaki normal
hiicreleri de etkileyebilir, saglikli doku dahil tim viicuda, saglikli hiicrelere de etki
ederek ciddi yan etkilere neden olur [50,53].

Kemoterapide kullanilan ilaglar genellikle sistemik olarak uygulanir ve saglikli doku
dahil tim viicuda, saglikli hiicrelere de etki ederek ciddi yan etkilere neden olur.
Kemoterapi ilaglarinin mide bulantisi, kusma, istahsizlik, sa¢ dokiilmesi, agiz
yaralari, yorgunluk, gibi ciddi yan etkilerinin yaninda viicutta enfeksiyonlar, nefes
darligi, trombositlerde azalma, kanama ve morluklarda artis, menstrual sorunlar,
noropati ve 16semi riskini artirma gibi yan etkileri de vardir [54]. Ayrica bagisiklik
sistemini zayiflatir ve hastay: diger hastaliklara karsi daha duyarli hale getirir. Ortaya
¢ikan bir diger konu da kanser onleyici bilesenler igin MDR (¢oklu ilag direnci)
durumudur. Tim bu O6nemli yan etkiler, kemoterapétik ilaglarin dokuya 6zgii

etkilerinin olmamasindan kaynaklanmaktadir [55].

Bununla birlikte yiiksek toksisite, diisiik biyoyararlanim ve zayif suda ¢oziiniirlik,
diisiik terapotik indeks, tutarsiz dolasim, spesifik olmayan biyolojik dagilim ve
ilaglarin kanser hiicrelerine etki ederken ayni zamanda normal hiicreler iizerindeki
etkileri, geleneksel kanser tedavilerinin baslica dezavantajlaridir. Bu nedenle, yiiksek
mortalite ve morbidite oranlarimi azaltmak igin yeni zararsiz ve etkili tedavilere

ihtiyag vardir [56].
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2.5.3. Radyoterapi

Kanser radyoterapisi kanser hastalarmin yarisindan fazlasinin tedavisinde yer
almaktadir [57]. Radyasyon tedavisinde, kanseri tedavi etmek igin X-1sinlari, gama
1sinlar1 veya elektronlar gibi iyonlastirici radyasyon kullanilmaktadir [50]. Kullanilan
radyasyona iyonlastirici radyasyon denir ¢iinkii niifuz ettikleri doku hiicrelerinde
enerji depolayan iyonlar (yiiklii pargaciklar) olusturur. Bu depolanan enerji kanser
hiicrelerini dldiirebilir veya kanser hiicresi 6liimiine yol agan genetik degisikliklere
neden olabilir [58].

Radyoterapi genellikle ameliyattan 6nce verilir. Amag, uygulama yoluyla tiimérleri
kiigtiltmektir. Radyoterapide doku veya organlarin i1sinlanmasindan sonra timor
alanim kii¢liltmek ve kanser hiicrelerini 6ldiirmek hedeflenmistir. Radyoterapinin en
onemli ve en biiylik dezavantajlarindan biri zararli hiicreleri yok ederken saglikli
hiicreleri de beraberinde yok etmesidir. Kusma, halsizlik, sa¢ dokiilmesi, istahsizlik
gibi yaygin yan etkiler hastanin yasam kalitesini etkileyebilmektedir. Bu sebepten
dolay1 bagka alternatif tedaviler distiniilebilir [59]. Ayrica tedavi bittikten sonrada
bazi yan etkiler devam edebilir. Radyasyon dozu yeterince yiiksekse bazi hiicreler
kendilerini onaramayabilir. Sonug olarak, radyasyona maruz kalmanin etkileri uzun

stireli veya kalict olabilir [51].

Kanser tedavisinde kullanilan geleneksel tedavi yontemlerinden olan kemoterapi ve
radyoterapi, erkek hastalarda gegici, uzun siireli veya kalict gonadal toksisiteye,
sperm sayilariin birkag yil siirebilen veya kalict olabilen azospermik seviyelere
diismesine neden olur. Bu sitotoksik tedaviler, hastalarin kendi biyolojik yavrularina
sahip olma yeteneklerini biiyiik 6l¢iide etkiler; bu ozellikle iireme ¢agindaki kanser

hastalari i¢in endise vericidir [53].

2.5.4. immunoterapi

Kanser tedavisi alaninda biiylik basari elde eden olumlu yaklasimlardan biri de
immiinoterapidir [42]. Immiinoterapi, kanser de dahil olmak iizere gesitli
hastaliklarla savagmak i¢in kisinin bagisiklik sisteminin belirli kisimlarini kullanan
bir tedavi yontemidir [60]. Baz1 immiinoterapi tiirleri ayrica biyolojik terapi veya
biyoterapi olarak da adlandirilir [51]. Dr. William Coley, yasanan ciddi bir bakteriyel
enfeksiyondan sonra kanserin gerileyebilecegini gozlemlemistir ve yirminci ylizyilin

basinda kanser immunoterapisinin ortaya ¢ikmasina katki saglamistir [61].
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Son yillarda sitokin tedavisi, timor asilamasi, immiin sistemi uyarict antikorlar ve
diger modaliteler dahil olmak iizere baska immiinoterapitik yaklagimlar
gelistirilmistir [62]. Immiinoterapi tedavileri, 6zellikle hastaliklar1 baska tiirlii tedavi

edilemez olarak diisiiniilen hastalarda kanser tedavisinde devrim yaratmistir [63].

Kanser hiicreleri patojenlerden daha az immiinojenik olsa da, bagisiklik sistemi
acikca tiimor hiicrelerini tanima ve ortadan kaldirma kabiliyetine sahiptir [64].
1970'lerde ve 1980'lerde, immiinologlar kanser hastalarinin serumlarini timor
baglayict antikorlar igin arastirdilar ve lektinler veya interlokin-2 (IL-2) tarafindan
aktive edilen lenfositlerin in vitro olarak timor hiicrelerini hedefledigini
kesfetmislerdir [65]. Son on yil boyunca yapilan arastirmalar, anormal kanser
hiicrelerine karsi giiclii anti-timor bagisikligini indiiklemek igin kanser asilari,
antikorlar ve bagisiklik uyarici adjuvanlar gibi bazi stratejilerin gelistirildigini

gostermistir [66].

HPV timorleri ile konak¢1 arasindaki bagisiklik sistemi etkilesimlerinin
anlasilmasindaki son gelismeler ve bagisiklik kontrol noktalarini hedef alan yeni
tedavilerin gelistirilmesi, rahim agzi kanserinde immiinoterapi kullanimina olan
ilgiyi artirmistir. Hem lokal olarak ilerlemis hem de metastatik rahim agzi kanserinde
immiinoterapiyi tek bir ajan olarak veya kemoterapi ve radyoterapi ile kombinasyon
halinde degerlendiren birkag faz Il ve Il denemesi halen devam etmektedir [67].
Immiinoterapiye dayal: tedavilerden kaynaklanan toksisite genellikle gecicidir ancak

bazi durumlarda siddetli ve 6liimciil olabilir [68].

2.5.5. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi (PDT), kanser tedavisi igin umut verici yeni bir tedavi yontemi
olarak tanimlanmistir [69]. PDT, 1s18a duyarli hale getirici bir madde ve oksijen
varliginda hedef hiicrelerin 151k kaynakli yok edilmesi yontemiyle gergeklesir.
Hiperisinin 1s1ga bagimli timor oldiiriicii 6zellikleri, PDT'de bir 1s18a duyarlastiric
olarak umut wverici bir ajan oldugu vurgulanmaktadir [70]. Bu faktorler
birlestiklerinde, oksijen varliginda timoér yikimma neden olan sitotoksik iiriinler

tiretirler [69].

PDT, ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanmistir ve akciger kanseri,
0zofagus kanseri, melanom ve mesane kanseri dahil olmak tizere birgok malignitenin

klinik tedavisinde kullanilmaktadir. PDT, lokalize tiimérler igin terapotik bir hedef
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saglayarak normal dokuyu korur. PDT, 800 nm'nin altinda dalga boylarina sahip 1s1k
kullandigindan, dokuya daha az niifuz eder ve genellikle cilt timorlerini ve yiizeysel
maligniteleri tedavi etmek i¢in kullanilir [62]. PDT'nin cerrahi ve radyasyon
tedavisine gore ¢esitli potansiyel avantajlart vardir. Nispeten non-invazivdir,

hedeflenebilir ve tekrar tekrar uygulanabilir [71].

2.5.6. Hipertermi

Tiimorden etkilenen dokunun sicakligini 40-43°C'ye ¢ikarmak igin kullanilan bir
teknik olan hipertermi, radyoterapi ve kemoterapi gibi ¢esitli yerlesik kanser
tedavilerine ek olarak kullanilir. Hipertermi, kolon kanseri, meme kanseri, cilt
kanseri, bas ve boyun kanseri, 6zofagus kanseri, rahim agzi kanseri, , yumusak doku
kanseri veya beyin tiimorii tedavisi i¢in onaylanmistir [72]. Is1 soku genlerinin
ekspresyonuna, biiyiikk olglide 1s1 ile indiiklenebilir genlerin promotorlerindeki

spesifik baglanma bdlgelerinin etkilesimi aracilik eder [73].

2.5.7. Gen Terapi

Gen tedavisi, terapotik bir etki yaratmak icin genetik materyalin belirli hiicrelere
verilmesi olarak tanimlanir [74]. Ek olarak, bu terapi dogru hiicresel islevi yeniden
diizenlemeyi, hedef hiicrelerdeki mutasyona ugramis veya eksik genleri uygun
kopyalarla degistirmeyi ve ekspresyonlarini normal proteinlere yonlendirmeyi
amaglar. Bagarili gen tedavisinin anahtari, giivenli ve etkili gen aktarimi saglamaktir.
Gen terapisi teorik olarak kusurlu genleri tamamlamak, istenen proteinleri ifade
etmek veya terapotik tedavileri hedeflemek icin genleri bolgeye 6zgii olarak
gelistirme yetenegi olarak anlasilir. Gen tedavisi, biiylik bir terapotik potansiyele
sahip olan ve yakin gelecekte pek ¢ok hastalik tiirii i¢in standart bir tedavi yontemi

olabilecek bir yaklagimdir [75].

Gen terapisinin gelismesine ragmen, kansere bagl dliimler 6nemli bir halk saglig
sorunu olmaya devam etmektedir ve kanser tedavisinin etkinligini artirmak i¢in daha
iyi genetik araglara ihtiya¢ duyulmaktadir [76]. Hastalar, timori yok etmek igin
gereken yiiksek doz sitotoksik ajanlarla tedavi edildiginde istenmeyen sistemik
toksisiteye maruz kalmaktadir. Kanser hiicrelerine ve timoér mikrogevresine
antikanser ila¢ dagittiminin segiciligi, normal hiicreleri ve dokular1 korumak ve gesitli
doku ve organlarda kanser igin etkili tedaviler saglamak i¢in biiyiik bir zorluktur

[19]. Ciplak DNA molekiilleri, biiyiikliikleri ve negatif yiikli fosfat gruplari ve
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hidrofiliklikleri nedeniyle hiicrelere verimli bir sekilde giremezler. Ayrica, niikleaz
aracili bozulmaya kars1 oldukg¢a hassastirlar. Bu nedenle gen terapisindeki biiyiik bir
zorluk, tasinan geni bozmadan hedef hiicrelere gen iletimini kolaylastiran fiziksel

yontemler Ve tasiyicilar gelistirmektir [77].

2.6. Kanser Tedavisinde Nanoteknoloji Yaklasimlar

Nanoteknoloji, kansere karsi ilaglarla yiiklenebilen ve kanser fenotiplerini taniyan
kisimlar ekleyerek oncelikle kanser hiicrelerini hedef alan protein, lipid ve metal
bazli nanotasiyicilar gelistirmeyi miimkiin kilmistir [19]. Ilaglarm nanopartikiiller
icinde kapsiillenmesi, yiiksek stabilite, artan ila¢ yiiklemesi, daha yiiksek
i¢sellestirme, uygun biyolojik dagilim ve gelismis farmakokinetik gibi bir¢ok avantaj
sunar [78].

SIRNA bazli terapotiklerin  etkili potansiyelini  gerceklestirmedeki en biiyiik
zorluklardan biri, giivenli ve etkili dagiim yontemlerine duyulan ihtiyagctir.
siRNA'lar kan dolasiminda kararsizdir, immiinojenik olabilir ve hiicrelere girmek
icin zarlar1 kolayca gegemez. Bu nedenle, siRNA'nin tedavi edilecek etki alanina yan
etkiler olmadan iletilmesi i¢in kimyasal modifikasyonlar ve/veya dagitim
malzemeleri gereklidir [79].

Nano olgekli ilag dagitim sistemlerinin gelistirilmesi gibi nanoteknoloji tedavileri,
minimum yan etkilerle kanserli dokunun kesin tedavisini saglama potansiyeline
sahiptir. Nanomalzemeler biyolojik yapilari nedeniyle hiicre bariyerlerini kolaylikla
gegebilirler ve aktif ve pasif hedeflemeleri nedeniyle de tiimoérlerin tedavisinde uzun
yillardir kullanilmaktadirlar. Kanseri tedavi etmek i¢in birgok ilag kullanilmaktadir.
Ancak ilag duyarliligi genellikle tatmin edici olmayan sonuglara neden olmakta ve
cesitli yan etkilerin yani sira saglikli hiicrelere de zarar verebilmektedir. Yapilan
calismalar lipozomlar, polimerler, molekiiller ve antikorlar gibi farkli nanomalzeme
formlarmmi incelemis ve kanser ilaci tasariminda bu nanomalzemelerin
kombinasyonunun, ilacin etkinligini arttirma ve toksisiteyi azaltma arasinda bir

denge saglayabilecegi sonucuna varmistir [80].
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2.7. Kanser Tedavisi icin Molekiiler Hedefleme

Kanser tedavisinin temel amaci; normal dokuyu etkilemeden kanser hiicrelerini yok
etmektir. Bu durum, kanser hiicrelerinin dogru bir sekilde hedeflenmesi ile

miimkiindiir. Ideal bir tiimor hedefli nanomalzemenin 6zellikleri:

(1) Pasif ve aktif hedefleme ile tiimoér igindeki ilag lokalizasyonunu artirmak
(2) Hassas, hedef olmayan dokularda ilag lokalizasyonunu azaltmak

(3) Hedefe gegis sirasinda ilag akisini en aza indirmek

(4) ilacin bozulmaya ve pargalanmaya karsi korunmasi

(5) Tlacin istenen siire boyunca hedef bdlgede tutulmasi

(6) Hiicresel alim1 ve hiicre igi tasimay1 kolaylagtirmak

(7) Tasiyict tedavi edici ajanlarin biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir

olmasi seklinde siralanabilir [81].

2.8. Hiicre icine Tasimada Kullanilan Vektorler

Kanser hiicresinin sentetik ilaglara karsi direnci biiyiik bir endise kaynagidir [76].
llag tasiyici sistemler olarak kullanilan nanopartikiiller polimerler (polimerik
nanopartikiiller, miseller veya dendrimerler), lipitler (lipozomlar), viriisler, karbon
bazli nanoyapilar dahil olmak iizere ¢esitli malzemelerden yapilabilen sistemlerdir

[82] (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Nanopartikiil yapilar [83]

llag tasiyicilarinin islevini tam olarak gerceklestirmesi igin, polimerlerin iyi

karakterize edilmesi, biiyilk miktarlarda tekrarlanabilir sekilde sentezlenmesi ve
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Klinik kullanim i¢in kabul edilebilir saflikta olmas1 gerekir. Ayrica, spesifik ilagla
konjugasyon veya birlesme igin gerekli olan uygun fonksiyonel gruplart da
igermelidir. En 6nemlisi, biyouyumlu, immiinojenik olmayan ve biyolojik olarak
pargalanabilen malzemelerden yapilmis olmalar1 gerekir. Ayrica dolasimda stabil
kalmali ve kemoterapdtik yiiklerini intratimdral veya hiicre ici iletebilmelidirler
[84].

2.8.1. Viral Vektorler

Viral vektorler, spesifik hiicre tiplerini veya dokular1 modifiye etmek igin en etkili
gen dagitim yoludur ve terapotik genleri ifade edecek sekilde tasarlanabilir. Gegici
veya kalic1 transgenlerin ifadesini saglamak igin genleri hiicrelere iletmede

kullanilmak tizere ¢esitli viriis tiirleri arastirilmaktadir [85].

Retrovirtisler, lentiviriisler, adenoviriisler, adeno-iliskili viriisler ve herpes simpleks
virtisleri gibi rekombinant viriisler, gen transferi ig¢in yaygin olarak kullanilan
vektorlerdir. Virtsler, uygun hiicre alimi1 ve hiicre i¢i hareket mekanizmalari
sayesinde etkili gen aktarimina aracilik ederler. Bununla birlikte viral vektorler,
tiretim zorluklari, akut enflamatuar reaksiyonlar nedeniyle tekrarlanan uygulamalar
icin smurlt olmasi ve gecikmis hiimoral veya hiicresel bagisiklik tepkileri gibi ¢esitli

dezavantajlara sahiptir [77].

2.8.2. Viral Olmayan Vektorler

Viral vektorlerde yaygin olarak goériilen immiinojenisite veya insersiyon mutasyonu
komplikasyonlar1 olmaksizin eksojen genlerin hedef hiicrelere taginmasini
kolaylagtiran viral olmayan bir yaklasim gelistirilmistir [77]. Hidrodinamik
enjeksiyon, katyonik lipozom kapsiilleme, katyonik polimer kompleks olusumu ve
antikora 6zgii hedefleme dagitim sistemleri dahil olmak iizere siRNA'y1 in vivo

iletmek i¢in ¢ok sayida viral olmayan dagitim yontemi kullanilmaktadir [86].

Tedavide RNAI'nin basarili uygulamalari, hedef transkriptlerin etkin bir sekilde
yikilmasina ve oOnceden olusturulmus siRNA'min veya vektorle ifade edilen
siRNA'nin etkin hiicre i¢i dagitimima baghdir [87]. Bu nedenle siRNA'lar, hedef
hiicrelere in vitro veya in vivo teslim icin viral ve viral olmayan vektorler gibi
tagtyicilar i¢inde kapsiillenmelidir. Bunlar arasinda viral olmayan vektorler, viral

vektorlere gore daha az toksisite, daha kolay sentez ve daha diisiik bagisiklik tepkisi
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avantajlarina sahiptir [88]. Viral olmayan yaklasimlarin diger pratik avantajlari,
tiretim kolayligi ve yeniden uygulama potansiyeline sahip olmasidir [77]. Viral
olmayan araglar lipozomlar, katyonik polimerler ve dogal polimerlerdir. Bu dagitim

araglar1 biiyiik 6l¢tide hiicreler tarafindan alinir ve kanda kolayca bozulmazlar [89].

Ciplak siRNA'nin insan plazmasinda bir saatten daha kisa bir yar1 6mrii vardir, bu
nedenle dolasimdaki SiIRNA, enfekte hedef dokulara ulasmadan once bobrekler
yoluyla hizla temizlenmektedir. Basarili bir gen susturma ise, siRNA'nin hedef
hiicrenin sitoplazmasina ulasmasini gerektirir, ancak verimli iletimi saglamak i¢in

siRNA'nin saglam kalmasi gerekmektedir [87].

Gen aktarimi i¢in kullanilan baslica viral olmayan vektor tirleri olan katyonik
lipozomlar ve polimerik pargaciklarin SIRNA aktarimi i¢in uygun oldugu
gosterilmektedir (Sekil 2.4) [88].

NHAXDEEN SRNA TESLIMATINDA Ki IDEAL :
SERBEST siRNA ZORLUKLAR TaarRcE ‘
} SISTEM
ENZIMATIK P ,
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Sekil 2.4. in vivo siRNA iletimi ile ilgili zorluklar ve serbest siRNA iletimi
problemlerinin iistesinden gelmek i¢in nano tasiyicilarin kullanilmasiyla saglanan
¢oziimler [12]

2.9. Kitosan

Kitosan, boceklerin, yengec ve karides gibi kabuklularin dis iskeletinin bir bileseni
olan kitinin kismi deasetilasyonu ile elde edilen rastgele dagilmis (1 — 4) bagh D-

glikozamin ve N-asetil-D-glikozamin birimlerinden olusan dogrusal bir amino-
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polisakkarittir (poli-1,4-D-glikozamin) ve dogada bulunan en bol polisakkaritlerden
biridir (Sekil 2.5) [90,91]. Ayrica reaktif fonksiyonel gruplara sahip bir
polielektrolittir [92].

Essiz fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden dolay: kitosan, giivenli ve etkili ilag
dagiim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in stirekli bir ivme saglamaktadir. Ayrica
farmasotik ve biyomedikal uygulamalar igin olduk¢a ©nemli bir polisakkarittir.
Kitosanin omurgasinda bulunan birincil hidroksil ve amin gruplari, kimyasal

modifikasyona ve fiziksel 6zelliklerinin kontroliine izin vermektedir [18,93].

Sekil 2.5. Kitosanin kimyasal yapis1 [94]

siRNA'lar, negatif yiikleri nedeniyle hiicre zarlarmi kolayca gecemedikleri igin,
siRNA ile optimal kompleks olusumu elde etmek i¢in kitosan tabanli gen tasiyicilart
yiikii notralize ederler ve sertlik, hidrofobiklik/hidrofiliklik, yik yogunlugu, biyolojik
olarak bozunabilirlik ve molekiiler agirlik agisindan da oldukga verimlidirler. Bu
nedenle, kitosan veya kitosan bazli gen dagitim tasiyicilari, diger katyonik lipid bazli

tastyicilara gore sistemik dagitim igin benzersiz avantajlara sahiptir (Sekil 2.6) [87].
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Sekil 2.6. Farkli yontemler kullanarak kitosan bazli DNA/siRNA
nanopargaciklarinin sentezi [95]
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Hedeflenen dagitim sistemlerinin  gelistirilmesi igin  kitosan ve tiirevleri,
biyouyumluluk, biyobozunurluk, diisiik toksisite ve diger benzersiz biyolojik
ozellikler gibi cesitli avantajlara sahiptir. Kitosandaki aktif fonksiyonel gruplarin
varligi, kimyasal modifikasyon i¢in mikemmel firsatlar saglar ve benzersiz
Ozelliklere sahip ¢ok cesitli tiirevler sunar. Genel olarak, kitosan ve tiirevlerinin,
hedeflenen dagitim gerektiren kiiciik molekiillii ilaglar igin faydali tagiyicilar oldugu
aciktir [93]. Kitosanin anti-tiimér etkisi, kitooligosakkaritlerin molekiiler agirligi ve
D-glikozaminin serbest amino gruplar1 tarafindan saglanan asir1 katyonik

karakterden kaynaklanmaktadir [96].

siRNA'lar muhtemelen hiicreler tarafindan endositoz yoluyla alinir ve SiRNA
sitoplazmik bolmeye verimli bir sekilde iletilmedigi siirece RNAI'yi indiikleyemez
[86]. Katas ve Alpar [97], siRNA iletiminin, basit kompleks olusturma veya
adsorpsiyon yerine kitosan ile iyon jelasyonu yoluyla komplekslestirildiginde daha
etkili oldugunu bulmuslardir. Ayrica, iyon jellestirme ile hazirlanan SIRNA yiiklii
kitosan nanoparcaciklarinin stabilitesi ve etkinligi, kullanilan g¢apraz baglayiciya
biiyiik 0lgiide baglidir. Abdul Ghafoor Raja ve arkadaslari [98], sodyum
tripolifosfatin (TPP), daha yiiksek SIRNA baglanma etkinligine sahip kitosan
nanotasiyicilar olan dekstran siilfat (DS) ve poli-D-glutamik asit (PGA) ile

karsilastirildiginda daha kii¢iik boyutlu en kararli sistem oldugunu bildirmektedir.

Kitosan nanoparcaciklari, kararliligi artirmak ve SiRNA ile anti-timér ilaglarin
birlikte verilmesi igin bir platform saglamak tizere kimyasal olarak modifiye
edilebilir. Preklinik c¢aligmalar, Kkitosan bazli nanopartikiillerin SIRNA iletimi
potansiyeli ile tutarlidir ve bu tasiyicilar biyouyumlu ve giivenli oldugundan, kanser
hastalarinda kullanimlar1 daha ileri ¢alismalar ile degerlendirilmelidir (Sekil 2.7)
[76].

‘ . )
5 J 3
; ; Kitosan Bazh siRNA ,

= Dagitim Sistemi
Kitosan

Sekil 2.7. Kitosan ve siRNA’nin hiicrelere transferi [76]
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Kitosanin  pozitif — yikleri, pH 6'min altinda protonlanan birincil  amino
gruplarina dayanmaktadir. Bu 6zellik polimerin, timorli hiicre

ortamui gibi zayif asidik kosullarda kullanimi igin yararli olmasini saglamaktadir [99].

2.10. RNA Interferans (RNAI) Teknolojileri

RNA interferans1 (RNAI1), ¢ift sarmalli RNA heliksleri tarafindan tetiklenen giiclii ve
oldukga spesifik bir gen susturma yontemidir. RNAi, siRNA adi verilen 21-23 baz
ciftinden olusan kiiglik enterferans yapan RNA'larin eklenmesinin homolog
mRNA'larin bozunmasina ve spesifik proteinlerin bozunmasina neden oldugu hiicre
ici bir siirectir [87]. Ilk olarak Andrew Fire ve Craig Mello tarafindan
nematod Caenorhabditis elegans'ta kesfedilmistir [100]. Kesfedildigi giinden bu
yana RNA interferansi (RNAi), C. elegans arastirmalar1 ve genel olarak bilim
camiasi i¢in onemli bir ara¢ haline gelmistir. RNAI, C. elegans'taki genlerin islev
kayb1 ve fenotiplerini belirlemek i¢in giiclli, 6zgiil, hizli, basit bir yontemdir ve
cesitli genom capinda taramalarin temeli olmustur. dsSRNA'lar solucanlara dogrudan
enjeksiyonla, dsRNA ifade eden bakterilerle beslenerek veya solucanlar bir dsSRNA
cozeltisine batirilarak sokulabilir. Kilcal bir igne kullanilarak, dsSRNA solucanin
viicudunun herhangi bir yerine mikroenjekte edilebilir ve RNAi, germ hatt1 da dahil
olmak iizere enjekte edilen hayvanin her yerine ve bir sonraki nesle sistemik olarak
yayilir. Ancak, memeli sistemlerinde durum boyle degildir. RNAI, memeli
hiicrelerinde 21-23 baz cifti uzunlugunda sentetik ¢ift sarmalli kii¢iik miidahaleci
RNA'larin (siRNA'lar) tanitilmasiyla veya daha sonra hiicresel makine tarafindan
SiRNA'lara islenen ¢ift sarmalli kisa sa¢ tokast RNA'lar1 (shRNA'lar) ifade eden

plazmid ve viral vektor sistemleri tarafindan indiiklenebilir [101,102].

RNAI'nin gen bazli tedavi i¢in kullanimi, 6zellikle viral enfeksiyonlar, kanser ve
kalitsal genetik hastaliklarda kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu nedenle, RNAI
teknolojisi, oldukca spesifik dSRNA bazli gen susturma terapétiklerinin gelistirilmesi

i¢in potansiyel olarak faydali bir yontemdir [103].

RNAI i¢in kisa firkete RNA (shRNA), endojen mikroRNA (miRNA) ve kiigiik
enterferans yapan RNA (siRNA) olmak tizere lig strateji vardir [104].
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2.11. siRNA (Small Interfering RNA; Kiiciik Miidahaleci RNA)

Kimyasal olarak sentezlenmis SiIRNA molekiillerinin, gen ekspresyonunun giiclii
inhibitorleri oldugu gosterilmistir ve proteinlerin fonksiyonel analizi ve proteomik

bazli hedef tanimlamas i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [105].

siRNA'nin spesifik mekanizmasi, potansiyel bir kanser tedavisi olarak Onemli
derecede avantajlara sahiptir. ilk olarak yiiksek derecede giivenli olmasidir;
siRNA'lar gen ekspresyonunun translasyon sonrasi asamasinda hareket ettikleri i¢in
DNA ile etkilesime girmezler ve mutasyonlar: onlerler. siRNA'larin ikinci bir
avantaj1 da yiiksek verimlilikleridir. Tek kanser hiicrelerinde, sadece birkag siRNA
kopyasi, gen ekspresyonunun dramatik sekilde baskilanmasina neden olabilir. Diger
kiigiik molekiillii ilaclara ve antikor bazli ilaglara kiyasla siRNAin diger 6nemli bir
avantaji ise, tamamlayici baz eslestirme ilkesiyle belirlenen sinirsiz hedef se¢imi ve
Ozgulligiidir. Bu strateji aym1 zamanda molekiiler biyoloji ve tim genom
dizilemesindeki hizl1 gelismelerden de yararlanir. insan genomu veri tabani, cDNA
veri tabani ve hastalik geni veri tabani gibi dizi veri tabanlar1 da olusturulmustur ve
kapsamli niikleotid siRNA ilag¢ gelistirmesi i¢in saglam bir temel saglar. siRNA
ilaglarinin temel stratejisi, kanseri tesvik eden spesifik genleri rasyonel olarak

tasarlanmis siRNA'larla susturarak kanseri tedavi etmektir [104].

Kanserli hiicrelere uygulanan gen terapisi baglaminda, siRNA, hiicreler i¢indeki
lokalizasyonuna bakilmaksizin, neredeyse her bir ilgili proteininin ifadesini
engelleyebilen bir islev kaybi stratejisi olarak hareket eder. Bugiine kadar hiicre
dongiisii, apoptoz, proliferasyon ve anjiyogenez yolaklarina dayali kanser
patolojilerinde viral olmayan iletim sistemlerine yerlestirilen siRNA'lar tarafindan
cok sayida protein hedeflenmistir. Ayrica, DNA'ya entegre olmama o&zelligi
sayesinde siRNA'lar, diizenleme ve giivenlik hususlari igin 6nemli bir parametre olan

genomik degisikliklere yol agmazlar [106].

siRNA'larin hedef tanimlama ve dogrulamada spesifik gen susturma etkisi ayrica ilag
kesfi ve gelistirilmesinde kullanilir. SIRNA'lar kanser tedavisi i¢in umut vaat eden
yeni ilag adaylaridir. Kanserde asir1 eksprese edilen genlerin siRNA tarafindan
susturulmast  Onemli bir terapdtik yaklasimdir. Diger tedavi yontemleriyle
karsilagtirildiginda siRNA tedavisinin potansiyel avantajlart sunlardir: 1) diziye 6zgii
gen tedavisi saglar ve bir¢ok ilacin etkili olmadigi genleri hedefleyebilir; gen
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susturulmasini saglayabilir, 2) SIRNA giivenli bir terapotik ajandir. 3) SIRNA, yiiksek
gen susturma aktivitesine sahip oldukga aktif bir molekiildiir, 4) herhangi bir hastalik

genini hedeflemek iizere kolayca tasarlanabilir [107].

2.12. siRNA Mekanizmasi

Hem hayvanlarda hem de bitkilerde, uzun dsRNA, Dicer benzeri enzimler tarafindan
cift sarmalli siRNA'lara islenir. Dicer enzimleri, uzun dsRNA'larin uglarini taniyan
ve RNA'y1 ugtan yaklasik 21 niikleotid uzaklikta kesen RNase Il enzim ailesine
aittir. Dicer, RNA kaynakli gen susturma girisimini baglatir. Katalitik bilesen olan
argonaut proteini ise siRNA dizisine karsilik gelen diziyi iceren haberci RNA'y1
(MRNA) pargalayabilen ve endoniikleaz olan RNA kaynakli susturma kompleksinin
(RISC) olusumunu saglar. (Sekil 2.8) [108].

dsRNA I O O O

SiRNA llllllv?.allllllg
lQic-er

Dubleks siRNA "MIIIIIIrﬁ”p

L " _v l QQO I

RISC'in Olusumu —dRISC

dRISC
siRNA/mRNA Kompleksi, - Lo .
Kesilmis mRNA = ¥
Susturma

Sekil 2.8. sSiRNA mekanizmasi [108]
2.13. Apoptoz ve Nekroz

Genel olarak hiicre 6liimii veya hiicre canliliginin kaybi, onarilamaz yapisal hasarla
birlikte hayati hiicresel islevlerin geri dondiiriilemez sekilde bozulmasi olarak
tanimlanabilir. Hiicre 6liimii; hipoksi, belirli ilaglara ve kimyasallara maruz kalma,

bagisiklik reaksiyonlari, enfeksiyoz ajanlar, yiiksek sicaklik, radyasyon ve cesitli
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hastalik durumlari gibi ¢esitli fizyolojik veya fizyolojik olmayan kosullar tarafindan
tetiklenebilir. Hiicrelerin bu kosullara maruz kalmasi, apoptojenik (apoptozu

indiikleyen) veya nekrojenik (nekrozu indiikleyen) olabilir [109].

Hiicre 6liimii bi¢imlerinden biri olan apoptoz; ilk kez 1963 yilinda ipekbdceklerinin
metamorfozu sirasinda Lockshin tarafindan tanimlanmis ve isimlendirilmistir. ‘Apo’
ayri, ‘Ptosis’ diismek anlamina gelir ve programlanmis hiicre 6liimii olarak ifade
edilir [14]. Apoptoz, fizyolojik metabolizma da homeostazis ve hiicresel doniisiim
i¢in varsayilan hiicre 6liimii yoludur. Hiicrenin hizli kiigiilmesi, niikleer yogunlasma,
DNA parcalanmasi, fosfatidilserine maruz kalma ve membran tagsmasi olarak bilinen
bir siire¢ gibi tipik morfolojik 6zelliklere neden olur. Fosfatidilserine maruz kalma,
makrofajlara yonelik bir 'beni ye' sinyali olarak islev goriir. Daha da 6nemlisi,
plazma zar1 apoptotik olarak 6len hiicrelerde saglam kalir; bu, hiicre i¢eriginin, hiicre
dis1 bosluga salinmasini dnleyen bir mekanizmadir. Bu nedenle apoptoz immiinolojik
olarak sessizdir [110]. Apoptoz ya da programlanmis hiicre 6liimii, stres, 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu, genetik bozukluklar ve anormal derecede artan hiicre igi
kalsiyum (Ca) konsantrasyonu gibi ¢esitli 6liim uyarilar1 tarafindan tetiklenebilir
[111].

Nekroz, geri dondiiriilemez hasar1 izleyen dejeneratif bir olgu olarak
tanimlanmaktadir [112]. Morfolojik olarak nekroz, hiicre sismesi, sitozolik
vakuollerin olusumu, gergin endoplazmik retikulum, sismis veya yirtilmis
mitokondri, sitoplazmik kabarciklar, yirtilmis lizozomlar ve sonunda hiicre zarinin
bozulmasiyla iliskilidir. Bu durumlar, sitoplazmik igeriklerin c¢evredeki alana

salinmasiyla sonuglanir ve inflamatuar yanitlar tetikler [109].

2.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Tag DNA polimerez olarak bilinen Thermus
aquaticus'tan izole edilen DNA polimeraz | enzimini kullanarak deoksiriboniikleik
asit (DNA) veya riboniikleik asit (RNA) dizilerinin kisa segmentlerini sentezlemek
i¢cin kullanilan bir laboratuvar niikleik asit amplifikasyon teknigidir. 1985'te, PCR,
Mullis ve meslektaslar1 tarafindan tanitilmis ve bunun i¢in Nobel 6diilii almislardir.
DNA'min amplifikasyon bilesenlerini inceleme ve tespit etme konusundaki derin

yetenegi nedeniyle biyomolekiiler bilimlerde kullanilan bir yontemdir [113].
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PCR programlari tekrar eden ayni {i¢ temel adimi icerir. Bunlar; DNA molekiiliiniin
cift sarmallarin1 ayirmak igin 1sitma, primerlerin tamamlayict hedef dizilerine
baglanmasi ve numunenin DNA polimerazinin yeni ¢ift sarmalli molekiilii
sentezlemesi i¢in baglanmanin biraz iizerinde bir sicakliga 1sitildig1 uzatma
asamalaridir. Bu ii¢ adim, tespit edilebilecek yeterli hedef DNA iiretilene kadar
tekrarlanir [114].

PCR’1in farkli amaglar i¢in tasarlanmis nested PCR, ters transkripsiyon PCR,
multipleks PCR, real-time PCR ve kantitatif PCR gibi ¢ok sayida farkli tipleri
gelistirilmistir. PCR yontemi, yeni nesil dizi analizi, DNA ¢ip teknolojisi, ters
hibridizasyon teknikleri, klonlama ¢aligsmalari, lumineks teknolojisi, PCR-ELISA ve
PCR-RFLP gibi temel molekiiler tekniklerin bir parcasi veya 6n basamagi olarak da
yaygin kullanim alan1 bulmustur [115].

2.15. Ger¢cek Zamanh Ters Transkriptaz PCR (Real-Time Reverse
Transcriptase PCR, RT-PCR)

Baslangigta, PCR teknolojisi niikleik asit kantifikasyonunun sinirlamalar1 nedeniyle
nitel ve yar1 nicel analizle sinirliydi. O zamanlar, hedef genin basarili bir sekilde
cogaltilip ¢ogaltilmadigini dogrulamak icin DNA iiriinii agaroz jel elektroforezi
yoluyla boyuta gore ayriliyordu. dsDNA'ya baglandiginda floresan veren bir molekiil
olan etidyum bromiir, ayrilmis bantlarin yogunlugunu karsilastirarak DNA miktarini
tahmin etmek icin kullanildi ancak titiz nicel analiz i¢in yeterince hassas degildi.
Florofor gelistirme ve enstriimantasyondaki gelismeler, artik yalnizca son iiriin
DNA'siin 6lgiilmesini gerektirmeyen cihazlarin gelisimine yol agti. Gergek zamanl
veya kantitatif PCR (qPCR) olarak bilinen bu islem, amplifikasyon sirasinda
dsDNA'nin tespit edilmesine olanak tanidi [116].

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), ¢esitli kaynaklardan mRNA
ekspresyonunu analiz etmek i¢in tercih edilen bir tekniktir. Gergek zamanli RT-PCR
olduk¢a hassastir ve nadir transkriptleri ve gen ifadesindeki kiigiik degisikliklerin
belirlenmesinde kullanilir. Ustelik uygulamas: kolay, gerekli dogruluga sahip,
giivenilir ve hizli 6l¢lim sonuglart saglamaktadir. Yeni sentezlenen PCR iiriinlerini
gercek zamanli PCR'de tespit etmenin en basit yontemi, ¢ift sarmalli DNA'ya

spesifik olarak baglanan floresan boya SYBR Green I'i kullanmaktir [117]. Bir bagka
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raportor molekiil olarak kullanilan TagMan probu ise hedef amplifikasyonu ile
dogrudan secilen bolgeye ozel floresan etiketli problarin eklenmesidir [118].
TagMan problari, spesifik tespit i¢cin RT-PCR analizinde floresan raportorler olarak
yaygin sekilde kullanilir. Ancak probun tasarimi zor ve pahalidir. Bu nedenle SYBR
Green tabanli mutlak ve bagil 6lgiimler daha ¢ok tercih edilir [119]. Ayrica sabit
ekspresyon seviyelerine sahip dahili referans genlerinin se¢imi, hedef gen

ekspresyonunu dogru bir sekilde analiz etmenin 6nemli bir anahtaridir [120].

Real-time PCR testlerinin yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikk yetenegi, tekrarlanabilir ve
kisa siirede sonu¢ vermeleri gibi avantajlart vardir; bulasict patojenlerin
tanimlanmasi, sus tiplendirmesi, antimikrobiyal duyarlilik profilinin ¢ikarilmasi,
toksin tretiminin tespiti, MRNA gen ekspresyon analizi ve spesifik genlerin ve
alellerin tanimlanmasi gibi kullanim alanlar1 ile diinya genelinde sik kullanilan
giivenilir molekiiler tani testleri haline gelmistir. Islemlerin kapali tiiplerde
gerceklesmesi ve agaroz jel elektroforezi gibi amplifikasyon sonrasi tespit iglemlerini
gerektirmemesi gibi o6zellikler sayesinde kontaminasyon sorunu geleneksel PCR ile
karsilagtirildiginda biiyiik oranda azaltilmistir. Kantitatif real-time PCR giiniimiizde
rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda basta viral hepatit, sitomegalovirus ve birgok
bulasici hastaligin teshis edilmesi ve tedavi etkinliginin izlenmesi amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir [121]. Ayrica RT-PCR genetik alaninda; gen ekspresyon
caligmalari, genomik ve viral DNA kopya sayist hesaplanmasi, allelik varyasyonlarin
incelenmesi ve genlerin spesifik siplays (splicing) varyantlarinin ekspresyon

analizleri gibi ¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir [122].
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3. MATERYAL METOD

3.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzemeler Uretici
Kitosan Fluka
TPP Sigma Aldrich
Asetik asit Reidl-de Haén, Almanya
Tris Sigma, ABD
EDTA Sigma, ABD
Hoechst 33342 Serva, [srail
Propidium Iyodide Serva, Israil
MTT Biological Industries-israil

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazlar ve Malzemeler Uretici
ZetaSizer Malvern Nano-ZS
FTIR Spektrofotometre Bruker Vertex 70 \VV
Spektrofotometre cihazi Biotek
Manyetik karistiric Corning
Sogutmali santrifiij Hettich Almanya
Terazi Mettler Toledo
pH metre Mettler Toledo
Laminar akis kabin Labor Ildam, Tiirkiye
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan siRNA ve primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi Sentezleyen Firma
E6-siRNA-sense CGCGCTTTGAGGATCCAA BIOLIGO
E6-siRNA-antisense TATGGCATGCAGCATGGG BIOLIGO
GAPDH-F CGAGATCCCTCCAAAATCAA BIOLIGO
GAPDH-R TTCACACCCATGACGAACAT BIOLIGO

3.2. Kitosan Nanopartikiillerin Uretimi

Kitosan nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemi ile hazirlanmistir. Bu yontemde
oncelikle, %0,1 (a/h)’lik kitosan, %1 (a/h)’lik asetik asit ¢oOzeltisi iginde
¢ozdiiriilmiis, daha sonra ¢ozlinmiis kitosan ¢ozeltisine 500 pL tween 80 eklenmistir.
Ardindan 1 M NaOH ¢ozeltisi ile pH’1 4,7’ ye ayarlanmistir. 1 saat 750 rpmde 25 °C
sicaklikta karigtiritlmis ve 0,45 um’lik filtre ile siiziilmistiir. %0,05 (a/h) Tripolifosfat
(TPP) distile su ile ¢ozdiiriilmiis ve c¢oziindiikten sonra 0,22 um‘lik filtre ile
sizlilmistlir. Manyetik karistirict izerinde 750 rpm de 25 °C sicaklikta karigmakta
olan 15 mL siiziilmiis kitosan ¢ozeltisine 12 mL siiziilmiis TPP ¢6zeltisi peristaltik
pompa ile 15 damla/dakika hizla damlatilmistir. Damlatma isleminden sonra sabit
karigtirma hizinda 30 dakika daha karistirilmistir. Daha sonra ¢ozelti 3 dakika
sonikasyon yapilmistir ve zeta Ol¢limii ve daha sonraki analizler igin

nanopartikiiliimiiz hazir hale getirilmistir (Sekil 3.1) [123,124].
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1" UK ASETIK ASIT ILE HAZIRLANAN %0,2°UK DISTILE SU ILE HAZIRLANAN %0,05 UK
KITOSAN COZELTISI + SO0 MIKROLITRE SODYUM TRIPOLIFOSFAT [TPP)
TWEENSD

PH:47

TPP DAMLATMA ISLEMI —
15-16 Damia/ Dakika

Sekil 3.1. Kitosan-tripolifosfat (TPP) nanopartikiillerinin sentezinin sematik
gosterimi [123]

3.3. Kitosan Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Iyonik jelasyon yontemiyle hazirlamis oldugumuz kitosan naopartikiillerinin
ortalama tanecik boyutu, polidispersite indeksi (PDI), zeta potansiyeli (Zetasizer
Nano ZS cihazi, Malvern Instruments, Malvern, Ingiltere) ve Fourier déniisiimii
kizilotesi (FTIR) spektrumlar1 (Bruker, Vertex 70 V, Germany) Kirikkale

Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi

(KUBTUAM) nde yapilmistir.

3.3.1. Kitosan Nanopartikiillerinin Boyut ve Yiik Analizi

Hazir halde bulunan kitosan nanopartikiillerden 1 mL polistiren kiivet igerisine
konularak 6l¢iim yapilmistir. Cozeltiden 633 nm dalga boyuna sahip kirmizi lazer
15181 gecirilmistir. Numuneden gegen lazer 1smmin sagtigt 1sik, bir dedektor
tarafindan algilanir veriler analiz edilir. Olgiimler nanopartikiil boyutunu, ¢apn,

yiizey yiikiiniin oranini ve PDI sonuglarini belirlemek igin kullanilmistir.
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3.3.2. Kitosan Nanopartikiillerinin Kimyasal Yapisimin Analizi

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin kimyasal yapis1 Fourier doniistimli kizil6tesi
spektroskopisi (FTIR; Fourier Transform Infrared Spectroscopy) (Bruker, Vertex 70

V, Germany) ile analiz edilmistir.

3.3.3. Kitosan Nanopartikiillerinin Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM)
Analizi

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin morfolojik 06zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla Gegirimli Elektron Mikroskop (High Contrast Transmission Electron
Microscopy, CTEM, 120 kV, TecnaiTM G2 Spirit Biotwin, FEI) analizi, Orta Dogu
Teknik Universitesi Merkezi Laboratuvarina yaptirilmistir. Béylece hazirlanan

nanopartikiillerin geometrik, sekil ve boy dagilimlart belirlenmistir.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kitosan Nanopartikiillerinin siRNA

ile Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Hazirlanan kitosan nanopartikiillerinin siRNA ile baglanma yeteneklerinin
belirlenebilmesi i¢in agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Nanopartikiil ve
SIRNA etkilesiminin saptanmasinda kitosan nanopartikiiliin pozitif ve siRNA’nin
negatif yiikiinden yararlanilarak hazirlanan kompleksin agaroz jeldeki etkilesimleri

incelenmistir.

Farkl1 oranlarda hazirlanan nanopartikiiller ve siRNA’lar birlestirilmis, siRNA’larin
nanopartikiiller ile baglanmasi i¢in yarim saat oda sicaklifinda inkiibe edilmistir.
Daha sonra %1 (a/h) ‘lik agaroz, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponunda
¢oziilerek hazirlanmistir. Tampon igerisinde ¢6ziindiiriilen agaroza etidyum bromiir
ilave edilerek yatay agaroz jel tabagima dokiilmiistir ve jellesme i¢in 30 dakika
beklenmistir. siRNA ve siRNA-+nanopartikiil kompleksleri bromofenol boyasi ile
birlikte karistirilarak kuyucuklara yiliklenmistir. Daha sonra 6rnekler agaroz jelde 90
V akimda 30 dakika yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

3.5. Enkapsiilasyon Veriminin Belirlenmesi

siRNA’larin saflik derecesi ve enkapsiilasyon verimliligi UV-spektrofotometre
kullanilarak tayin edilmistir. Farkli siRNA konsantrasyonlarinda (50, 100, 200, 400
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nM) hazirlanan ¢ozeltilerin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans degerleri
Olciilmiistiir ve kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir. Enkapsiilasyon verimliligi i¢in 100
nM ve 200 nM derisimlerdeki her iki siRNA c¢ozeltilerinden 40 uL alinarak 40 pL
kitosan nanopartikiillerine ilave edilmistir ve 30 sn vorteks islemi yapilarak 30 dk
inkiibe edilmistir. Cozeltilerimizde bulunan toplam siRNA konsantrasyonlar1 260 nm
de 6l¢iilmiistiir. Daha sonra serbest siRNA lar tespit etmek icin ¢ozeltiler 10.000
rpm de 30 dk santrifiij islemi yapilmistir. Ardindan siipernatantdaki serbest siRNA
konsantrasyonu  Olgiilmistiir. UV spektrofotometre  kullanilarak  siRNA

enkapsiilasyon verimliligi su sekilde hesaplanmistir:
% Enkapsiilasyon Verimligi:

(Toplam siRNA konsantrasyonu - Siipernatantdaki siRNA konsantrasyonu) / Toplam
SiRNA konsantrasyonu X 100 [125]

3.6. Hiicre Kiiltiiri Analizi

3.6.1. HeLa Hiicre Hatt1

Hiicre kiiltiirti mikrobiyoloji alaninda 6zel bir 6neme sahiptir. Giiniimiizde kanser
arastirmalarinda ve viroloji alanin da hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiirii, virtislerin {iretimi ve tanimlanmasmin yani sira Vviral asilarin
imalatinda da kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirleri 6zellikle 21. yiizyillda kanser
ilaclarmin  gelistirilmesinde arastirmalarin  hizlanmasiyla, biiyilk ©6nem arz
etmektedir. Kanser hiicrelerinin oliimsiizliigi ve iretilmelerinin kolayligi, hiicre
kiiltirii gerektiren arastirmalart hizlandirmistir [126]. Hela hiicre dizisi, 1951'de
kanserden o6len Henrietta Lacks adli bir hastadaki rahim agz1 kanserinden
tiretilmistir [127]. Bu hiicre dizisi in Vvitro olarak siiresiz olarak ¢ogalabilen ilk insan
hiicre dizisidir ve bilim adamlarinin bunu "6liimsiiz" olarak tanimlamasina Yol
acmistir. HelLa hiicrelerinin tek bi¢imliligi ve dayanikliligi, biyomedikal
arastirmalarda yaygin olarak kullanilmasina katkida bulunmustur. HeLa hiicreleri,
yaklastk 70 wildir Oncelikle kanser arastirmalar1t ve yeni ilag testleri igin
kullanilmaktadir (Sekil 3.2) [128].
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ATCC Numarasi: CCL-2
Ad: Hela

r 3 ,
Diisiik Yogunlnk e yukseuogunluk ke

Sekil 3.2. HeLa hiicrelerinin mikroskop goriintiisii [129]

Hel a hiicreleri, gocuk felci, kanser, Ebola viriisii, orak hiicre anemisi ve sayisiz diger
hastaliklarda Nobel Odiilii almaya hak kazanan tibbi gelismeler ve bilimsel

aragtirmalarda 6nemli bir rol oynamustir [130].

3.6.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Sivi azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki Hela hiicreleri ¢ikarilarak 37°C ‘de
¢Ozdiiriilmiis ve steril laminar kabin igerisinde ¢6ziilen hiicreler 15 mL’lik falkon
tipe aktarilmistir. Coziilen HeLa hiicrelerinin lizerine %10 FBS (h/h), %10 (h/h)
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute), %21 (h/h) penisilin/streptomisin
igeren besiyeri hazirlanarak ilave edilmis ve 2000 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilerek,
santrifiij sonrasinda slipernatant atilmigtir. Pellet 3 mL besiyeri ile siispanse edilip 25
cm?’lik flasklara aktarilmistir. Flasklarin kapag: hafif gevsetilerek ve 37 °C de %5
(h/h) COz2 igeren inkiibatére koyulmustur. Olusabilecek kontaminasyonlara karsi her
24 saatte bir flask ylizeyinde hiicrelerin ¢ogalmalari mikroskobik olarak
incelenmistir.  Hiicrelerin  ¢ogalmalarina  bagli  olarak yiizey kaplamasi
tamamlandiginda kiiltiirler tripsinize edilerek Y pasaj yapilmis ve hiicreler yeni

flasklara aktarilmistir.

Hiicrelerin pasajlanmasi asamasinda ise; flask inkiibatérden alinmis ve laminar
kabinde, flask igerisinde bulunan besiyeri atilmis ve belli sayiya ulagsmis hiicreleri
kaldirmak igin ilk olarak PBS ile yikanip sonrasinda 1 mL tripsin-EDTA ilave
edilmistir. Daha sonra flask 3-4 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon
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sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin flask ylizeyinden ayrilip ayrilmadiklar
kontrol edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari mikroskobik olarak gozlendikten
sonra flaska besiyeri eklenmis ve hiicreler falkon tiipe aktarilmistir. Daha sonra 2000
rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi atilmis ve
tiiplin dibinde kalan hiicre pelleti besiyeri ile siispanse edilmistir. Daha sonra 10 pL
hiicreden, 10 pL tripan blue boyasindan alinarak ependorfa koyulup siispanse edilmis
ve karisimdan 10 pL alinarak hiicre sayim lamina aktarilmis ve hiicre sayim cihazina

yerlestirilerek hiicre sayim1 gergeklestirilmistir.

3.7. Kitosan Nanopartikiillerinin, siRNA’nin ve siRNA Yiiklii
Kitosan  Nanopartikiillerinin HeLa  Hiicreleri  Uzerindeki

Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Tetrazolyum halkasinin  aktif mitokondri tarafindan pargalanarak  3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) formazana donistiiriilmesi
ve bunun sonucunda olusan renk degisimi ile canli hiicre izlenimi verilmesi fikri
1983 yilinda Mossman tarafindan ortaya atilmistir. Tetrazolyum, organik bir tuz
grubu olarak tetrazol halkasinda dort atomlu azot iceren heterosiklik bilesikler olarak
bilinir. Suda c¢oziinen sar1 bir tetrazolyum boyasi olan MTT, mitokondriyal
dehidrojenazlar tarafindan mor renkli formazan kristallerine indirgenir ve bu
kristaller Dimetil siilfoksit (DMSO) iginde ¢oziildiikten sonra spektrofotometrik
olarak analiz edilir [131]. MTT tahlili, giivenli, basit, uygun maliyetli oldugundan
hiicre ¢ogalmasini1 ve sitotoksisiteyi dlgmek i¢in en ¢ok tercih edilen kolorimetrik
yontemlerden biridir [132]. MTT mitojenlere, antijenik uyaranlara ve biiylime
faktorlerine karsi sitotoksik tepkileri belirlemek icin devam eden testlerde 6nemli bir
maddedir. MTT testi yalmizca hiicre ornekleri i¢in degil, ayn1 zamanda doku
kiltiirlerini test etmek i¢in de kullanilir. Cilt tahrisi, cilt aginmasi1 ve goz tahrisi
testlerinde kullanilir. Ayrica MTT testlerinin olumlu yonleri arasinda tek bir test

mekanizmasi ile birden fazla numunenin incelenebilmesi ve sonucun hassas olmasi

sayilabilir [133].

Calisma kapsaminda, sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin ve kitosan-SiIRNA
partikiillerinin HelLa hiicreleri {izerinde olusturduklar1 sitotoksik etkinin

degerlendirilmesi icin MTT testi kullanilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle HeLa hiicreleri
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gerekli kiiltiir ¢aligmalar1 yapilarak yeterli hiicre sayisina ulagtiktan sonra 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk bagina 10.000 hiicre olacak sekilde ekilmis ve
hiicreler 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda
96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki hiicre vasati atilmis, hiicreler taze besiyeri ile
seyreltilmis ve son hacimde 200, 100, 50, 25, 12,5 upL olacak sekilde kitosan
nanopartikiil, nanopartikiil-sSiRNA ve siRNA deney gruplart 3 tekrar olacak sekilde
kiltir kaplarinin kuyucuklarina uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmstir.
Daha sonra kuyucuklar i¢indeki vasatlar atilmis ve her kuyucuk basma 50 uL MTT
solisyonu (1 mg MTT, 1 mL fenol redsiz besiyeri igerisinde ¢ozdiiriilmiig, 0,2
um’lik milipor filtreden gecirilerek, +4 °C’de folyoya sarilarak 151k gegirmesi
engellenecek sekilde saklanmistir) eklenmistir. Plaka folyoya sarilarak 2 saat etiivde
bekletilmis, 2 saatin sonunda MTT soliisyonu atilarak her kuyucuga 100 pL izopropil
alkol eklenmis ve ELISA okuyucu ile 570 nm dalga boyunda absorbans olgiimii
yapilmistir. Kontrol grubu olarak besiyeri kullanilmigtir. Uygulanan pargaciklarin

sitotoksisitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

Hiicre canlilig1 (%) = [OD570 (6rnek)] / [OD570 (kontrol)] X100

3.8. Kitosan Nanopartikiillerinin, siRNA’min ve siRNA Yiiklii
Kitosan Nanopartikiillerinin HeLa Hiicreleri Uzerinde ikili Boyama

Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

Calisgmanin bu kisminda siRNA’nin, nanopartikiillerin ve nanopartikiil-SiRNA
karistminin HeLa hiicreleri iizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilesimleri ikili
boyama yontemi ile arastirilmistir. HeLa hiicreleri 20x10°  hiicre/mL
konsantrasyonda olacak sekilde 48 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Daha sonra
kuyucuklara belirli dozlarda siRNA, kitosan nanopartikiilii ¢ozeltisi ve nanopartikiil-
siRNA karisimindan eklenmistir. Pozitif kontrol olarak %20 (h/h)’lik DMSO, negatif
kontrol olarak sadece besiyeri eklenmis ve hiicreler 24 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin  besiyeri
atilmistir. Boyama islemi igin, hiicrelerin iizerine PBS eklenerek hiicreler yikanmig
ve apoptoz ve nekrozun belirlenmesi i¢in her kuyucuga 70 pL ikili boyama
soliisyonu (10 mL PBS igine, 100 uL propidyum iyodiir, 100 pul riboniikleazA ve 500
uL Hoechst 33342 c¢ozeltileri konulmus ve 1s18a maruz kalmamasi i¢in aliiminyum

folyo ile kaplanarak saklanmistir) eklenmistir. 48 kuyucuklu kiltir kabi 1s1k
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gormeyecek sekilde aliiminyum folyoya sarilarak 15 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 hiicreler floresan mikroskobunda (Leica DMI70, Almanya)
DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicrelerin, FITC filtresi kullanilarak da
nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmeleri yapilmistir. Degerlendirme floresan
mikroskobu yardimi ile apoptotik indeks yiizde oranit (%) hesaplanarak ifade

edilmistir.

Ikili boyama metodu ile hiicre ¢ekirdegi boyanmakta ve bu sayede apoptoz ve nekroz
belirlenmektedir. Bu metot ile yapilan degerlendirmede apoptotik olmayan normal
hiicrelerin;  ¢ekirdekleri  soniik  mavi, DNA’lart  dagilmamis  sekilde
gozlemlenmektedir. Boyama esnasinda kullanilan Hoechst floresan boyasi,
hiicrelerin ¢ekirdeklerini maviye boyamakta ve apoptoza ugramis hiicreler diger
hiicrelere gore daha parlak ve ¢ekirdek kismi kaybolmus ya da pargalanmis olarak
gozlemlenmektedir. Bu sayede apoptotik hiicrelerin normal hiicrelerden ayrimi
gerceklestirilir. Nekroz isleminin belirlenmesi i¢in kullanilan Propidyum iyodiir (PI)
boyasi ise ikili boyamada kullanilan diger bir boyadir. PI floresan boyasi hiicre zarim
gecemeyecek bilyiikliige sahiptir bu nedenle canli hiicreleri boyayamamakta yalnizca
membran biitiinliigii bozulmus 6li hiicreleri kirmiziya boyayabilmektedir, boylece
nekrozlu hiicrelerin belirlenmesini saglamaktadir. Nekroza ugrayan hiicreleri
degerlendirmek i¢in hiicrelere floresan 151k (FITC veya kirmizi floresan 1s1k) altinda

bakildiginda nekrozlu hiicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi renkte goriilmektedir [134].

3.9. Ger¢ek Zamanh Ters Transkriptaz PCR (Real-Time Reverse
Transcriptase PCR, RT-PCR) Analizi

Calismanin bu kisminda E6 proteininin siRNA ile mRNA seviyesinde inhibe edilip

edilmedigini gdstermek amaciyla RT-PCR analizi yapilmstir.

3.9.1. Hiicrelerin Hazirlanan Kitosan Nanopartikiil (NP)/siRNA Kompleksleri

ile Muamelesi

HeLa hiicreleri 12 kuyucuklu plaklara 2x10° hiicre/mL konsantrasyonda ekilmis ve
hiicreler 24 saat 37°C*lik etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicrelerin
vasat1 atilmistir. Daha sonra RT-PCR i¢in kuyucuklara uygulanmak iizere hazirlanan
ornekler (Nanopartikiil (NP), NP+100 nM siRNA (E6), NP+200 nM siRNA(E6), 100
nM siRNA ve 200 nM siRNA) 200, 100, 50 ve 25 uL konsantrasyonlarinda
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kuyucuklara uygulanmig ve transfeksiyon amaciyla 48 saat siireyle inkiibasyona

birakilmistir.

3.9.2. RNA izolasyonu I¢in Hiicrelerin Toplanmasi

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardan besiyeri atilmis ve hiicreler PBS ile yikanmustir.
Daha sonra hiicreleri kuyucuklardan kaldirmak i¢in 120 uL %0,05 (a/h)
konsantrasyonundaki tripsin ilave edilmis ve etiivde bekletilmistir. Tripsinin
aktivitesini durdurmak i¢in 250 pL besiyeri ilave edilmis ve o6rnekler 1,5 mL’lik
ependorf tiiplere konularak 2000 rpm’ de 4 dakika santrifiijlenmistir. Slipernatant
dokiilmiis tizerine 1 mL PBS ilave edilerek ve pipetlenerek peletin ¢oziinmesi
saglanmistir. Ornekler kryo tiiplere alinarak RNA izolasyonu yapilincaya kadar —80

°C’de muhafaza edilmistir.

3.9.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in kullanilan izolasyon kitinin markasi, ad1 ve katalog numarasi

Cizelge 3.4’ de verilmistir.

Cizelge 3.4. RNA izolasyonu ig¢in kullanilan izolasyon kitinin markasi, adi ve
katalog numarasi

Kitin Markasi Kitin Ad1 Katalog No
GeneAll RiboEx 301-001
GeneAll Hybrid-R 305-101

RNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. RNA izolasyonu i¢in Oncelikle hiicre 6rneklerine 0,5 mL RiboEx eklendi ve
vortekslendi.

2. Numuneler 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

3. Karisim 11.000 rpm'de, 10 dakika, 4 °C'de santrifiijlendi ve siipernatant baska bir
tiipe aktarildi.

4. Karisima 200 pL kloroform ilave edilerek karistildi ve 2 dk bekletildi.

5. 12000xg'de +4°C'de 15 dakika siireyle santrifiijleme islemi yapild1 ve siipernatant

temiz bir tiipe aktarildi.
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6. Siipernatant hacmi kadar RB1 tamponu eklendi ve pipetaj islemi yapilarak

karistirildi. Daha sonra karisimin 700 pl'si kolona aktarildi.

7. 10.000xg'de 30 sn. santrifiijleme islemi yapildi. Toplama tiipii yenisiyle
degistirildi.

8. Karisim miktarinin artmast durumunda 6. ve 7. islemler tekrarlandi.

9. Kolona 500 pl SW1 tamponu eklendi. Daha sonra 10.000xg'de 30 sn. santrifiij
islemi gergeklestirildi ve toplama tiipii yenisiyle degistirildi.

10. Kolona 500 uL RNW tamponu eklendi. Daha sonra 10.000xg'de 30 saniye
santrifiij islemi gerceklestirildi ve toplama tiipii yenisiyle degistirildi.

11. Kolondaki yikama soliisyonlarin1 ¢ikarmak i¢in 10.000xg'de 1 dakika boyunca
santrifiijleme yapildi. Daha sonra kolon temiz bir tiipe aktarildu.

12. Kolona 50 pl Rnase icermeyen su eklendi ve oda sicaklifinda 1 dakika inkiibe
edildi.

13. Daha sonra 1 dakika boyunca 10.000xg'de santrifiij islemi ile elde edilen RNA
ornekleri -80°C'de saklandi.

3.9.4. cDNA Sentezi

mRNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi asamasina gecilmistir. cDNA sentezi
icin A.B.T marka cDNA Synthesis Kit (High Capacity, Katalog No: C03-01-05)’i
kullanilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR karisimi bilgileri Cizelge 3.5°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.5. cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR karigimi

Bilesen Hacim

10X Reaksiyon Tamponu 2 uL
20X dNTP mix 1 uL
Random hexamer 2 uL
RTase 1 puL

RNase Inhibitor 0.5 uL

RNase‘siz su 3.5ul
Ornek 10 uL

Toplam 20 ulL
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cDNA sentezi i¢in PCR karisimi hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon
reaksiyonuna gecilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan reverse transkripsiyon

reaksiyonunun kosullar1 Cizelge 3.6.’da verilmistir.

Cizelge 3.6. cDNA sentezi i¢in kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonunun

kosullari
Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Stire 10 dk. 120 dk. 5 dk. -

Elde edilen cDNA ornekleri Real-Time PCR asamasina kadar -80°C’de muhafaza
edilmistir.

3.9.5. Real-Time gPCR

cDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasma gecilmistir. Real-Time
qPCR icin A.B.T. SYBR Green Mastermix (Katalog NO: Q03-01-05) kullanilmigtir.

Ekpresyon analizi igin kullanilan primer bilgileri Cizelge 3.7°de belirtilmistir.

Cizelge 3.7. Ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgileri

Primer Adi Primer Dizisi Sentezleyen
Firma
E6-sense CGCGCTTTGAGGATCCAA BIOLIGO
E6-antisense TATGGCATGCAGCATGGG BIOLIGO
GAPDH-F CGAGATCCCTCCAAAATCAA BIOLIGO
GAPDH-R TTCACACCCATGACGAACAT BIOLIGO

RT-PCR i¢in kullanilan PCR karisim1 Cizelge 3.8 de verilmistir.
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Cizelge 3.8. RT-PCR i¢in kullanilan PCR karigimi.

RT-PCR Karigimi Hacim
2X SYBR-Green RT-PCR Mix 10 uL
Ileri Primer (10 pM) 1 uL
Geri Primer (10 uM) 1 uL
cDNA 4L
Niikleaz Icermeyen Su 4 L
TOPLAM 20 il

RT-PCR karigimi1 hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna gecilmistir.
RT-PCR gPCR reaksiyonu Applied BiosystemsTM 7500 Fast Real-Time PCR
cihazinda Cizelge 3.9°da belirtilen reaksiyon kosullari ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.9. RT-PCR ig¢in kullanilan reaksiyon kosullari

RT-PCR Fazi Sicaklik (°C) Siire Dongii
[k Denatiirasyon Fazi 95 300 sn. 1
Denatiirasyon Fazi 95 15 sn.

40
Baglanma ve Uzama Fazi 60 60 sn.

MRNA ekspresyon seviyesinin relatif kantifikasyon hesaplamasinda “AACt

Yontemi” kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Kitosan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1. Kitosan Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analizi

Calismada kullanilan kitosan nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemi kullanilarak
sentezlenmistir. Bu yontemde capraz baglayici madde olarak kullanilan TPP,
elektrostatik kuvvetler yoluyla kitosanla etkilesime giren toksik olmayan bir
polianyondur. Kitosanin protonlanmis amin  gruplari, iyonik ¢apraz bagh
aglar olusturmak igin iyonik etkilesimler yoluyla TPP'deki negatif yiiklii iyonlarla
etkilesime girer [135]. Sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin yiizey yiikii, boyut
dagilimi ve PDI degerleri analizi Zeta-Sizer cihazinda yapilmistir. Elde edilen
sonuclar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2° de gosterilmektedir. Sonug olarak iyonik jelasyon
yontemiyle sentezlenen kitosan nanopartikiilleri; 0,3 polidispersite indeksi (PDI),

+21 mV zeta potansiyeli ve 178 nm ortalama hidrodinamik ¢ap sergilemistir.

Elde edilen sonuglara gore hedef dokulara etkili ve verimli bir sekilde siRNA
iletimini saglamak ic¢in nanopartikiil boyutunun ideal boyutta ve pozitif ylizey
yiikiine sahip oldugu tespit edilmistir.
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Zeta Potential (mV): 210

Mean (mVY) Area (%) Viiidth (mV)

Peak1: 210 100.0 517
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Sekil 4.2. Kitosan nanopartikiillerin boyut analizi
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4.1.2. Kitosan Nanopartikiillerinin Kimyasal Yapisinin Belirlenmesi (FTIR
Analizi)

Nanopartikiillerin kimyasal yapisinin belirlenmesi i¢in kullanilan FTIR analizi,
bilesik karsilastirmasi1 amaciyla numunenin molekiiler bag karakterizasyonunu ve
fonksiyonel grup analizini belirlemek i¢in kullanilir. Tez kapsaminda yapilan FTIR
analizinde; Kitosan, TPP ve Kitosan-TPP nanopartikiillerinin kimyasal yapilarina ait

spektrumlari analiz edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. (A) TPP molekiiliiniin, (B) Kitosan molekiiliiniin, (C) Kitosan-TPP
nanopartikiillerinin FTIR spektrumlar1

Kitosan-TPP nanopartikiillerinde, 2868 cm deki pik -CH2 gerilme titresimlerini,

1735 cm " deki pik C=0O gruplarinin gerilme titresimlerini gostermektedir. Kitosan
molekiilinde 1592 cm™’deki pik, Kitosan/TPP nanopartikiiliinde amino gruplarmin
fosfat anyonu ile gapraz baglandigini ispatlayarak 1564 cm™’de yeni bir tepe olarak
belirmistir ve bu pik C=C bagmin gerilme titresimlerini gostermektedir. Elde edilen
bu sonuglar benzer bir ¢alismada verilen sonuclarla tutarli olacak sekilde analiz

edilmistir [136].

4.1.3. Kitosan Nanopartikiillerinin Gecirimli Elektron Mikroskop (TEM)

Analizi

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizi ile sentezlenen kitosan
nanopartikiillerinin morfolojik o6zellikleri belirlenmistir. Nanopartikiillerin yiizey
morfolojilerinin piirlizsiiz yiizeyli ve kiiresel formda oldugu gozlemlenmistir. TEM
analizi sonucunda nanopartikiillerin boyutlarinin 50 nm den kiigiik oldugu
goriintlilenmistir. Nanopartikiillerin 50 nm den kii¢iik olmasi hiicre ig¢ine aliminda

onemli bir rol oynayabilir (Sekil 4.4 ).
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Sekil 4.4. Kitosan nanopartikiillerinin TEM goriintiileri

4.2. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kitosan Nanopartikiillerinin siRNA

ile Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan nanopartikiil ve siRNA komplekslerinin %1°lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek, siRNA’nin nanopartikiillere baglanip

baglanmadig1 UV 15181 altinda incelenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Nanopartikiil-siRNA agaroz jel goriintiisii

100 nM siRNA,; 1) Serbest siRNA, 2) 8 uL siRNA + 2 uL NP, 3) 6 uL siRNA + 4
uL NP, 4) 4 uL siRNA + 6 uL NP, 5) 5 uL siRNA + 5 uL NP.

200 nM siRNA; 6) Serbest siRNA, 7) 8 uL siRNA + 2 uLL NP, 8) 6 puL siRNA + 4
uL NP, 9) 4 uL siRNA + 6 uL NP, 10) 5 uL siRNA + 5 uL NP.
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Agaroz jel elektroforezi sonucu elde edilen veriler incelendiginde, 1. ve 6. 6rneklerde
goriinen en parlak bolgeler nanopartikiil ile muamele edilmemis ¢iplak siRNA’dir.
Partikiil/siRNA oranlar1 degistik¢e parlakligin da azaldigir goriilmektedir. 5. ve 10.
orneklerde (SpuL siRNA/5 pL partikiil) ise parlakligin en az oldugu, dolayisiyla
baglanma veriminin arttig1 gozlenmistir ve baglanma verimi en fazla olan oran olarak

secilmistir.

4.3. Enkapsiilasyon Verimi Sonuclar:

Farkli seyreltme oranlarinda hazirlanan siRNA’nin absorbans degerleri ve saflik
derecesi spektrofotometrik yontemle 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda tayin
edilmistir. Bu calismamizda 100 nM siRNA iceren nanopartikiiliin enkapsiilasyon
verimi %39,5 ve 200 nM siRNA igeren nanopartikiiliin enkapsiilasyon verimi %45,5
olarak tespit edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar daha 6nce yapilan bir ¢alisma ile de
benzer sonuglar sergilemektedir. Aktirk ve Cagdas [137], lazer ablasyonu ile
sentezlenmis levan Kapli altin nanopargaciklarin siRNA transfeksiyon ajani olma
potansiyeli iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada ¢oktiirme yontemi ile enkapsiillenen
siRNA miktarinin %48 civarinda oldugunu tespit etmislerdir. A260/A280 orani ise
RNA’nin safligin1 gostermektedir. Saf RNA ¢ozeltilerinin A260/A280 oran1 1,9-2,1
arasindadir [107]. Calismamizda elde edilen sonuglara gore siRNA’nin saf oldugu
ispatlanmigtir. Farkli siRNA konsantrasyonlarinda dlgiilen 260 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri Cizelge 4.1°de ve konsantrasyon degerlerine bagli absorbans
degisim grafigi ise Sekil 4.6’ da gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli SIRNA konsantrasyonlarinda olgiilen 260 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri

siRNA konsantrasyonu (nM) 400 nM 200 nM 100 nM |50 nM
A260 0,855 0,433 0,218 0,119
A260/A280 2,02 1,99 1,92 2,12
Kitosan siRNA konsantrasyonu 0,61 0,369

Serbest SiRNA konsantrasyonu
(Santrifiij Sonras) 0,332 0,223

% Enkapsiilasyon orani 455 39,5
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Sekil 4.6. Enkapsiilasyon verimi kalibrasyon grafigi

4.4, MTT Test Sonuclari

450

Bu calismada kitosan nanopartikiilii ile 100 nM ve 200 nM konsantrasyonlarindaki

siRNA’nin etkilesimi sonucu farkli konsantrasyonlarinda (12,5, 25, 50, 100 ve 200

uL) hazirlanan 6rneklerin HeLa hiicreleri tizerinde ki sitotoksik etkileri MTT testiyle

incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Sentezlenen konjugatlarin farkli konsantrasyonlarinin HeLa hiicre hatti
iizerindeki sitotoksisite sonuglari

HeLa Hiicre Hattindaki Canh Hiicre Yiizdesi (%)

Konsantrasy

on . 100 nM 200 nM

Kitosan 100 nM | 200 nM

. SiRNA + Kitosan SiRNA + Kitosan
(L) Nanopartikiil | SIRNA siRNA
Nanopartikiil Nanopartikiil

Kontrol 100+4 100+4 100+4 100+4 100+4
12,5 97,5542 73,66+2 | 71,2542 75,4542 78,3342
25 94,5742 69,8744 | 68,66+5 73,5143 75,4143
50 91,4243 65,4143 | 61,43+2 58,47+2 59,6342
100 87,7842 63,5743 | 59,8742 51,97+2 55,21+1
200 82,79+4 60,2542 | 57,55£3 43,55+2 49,4742
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Elde edilen verilere gore, kitosan nanopartikiillerinin HeLa hiicre hattinda toksik
etkisinin olmadigi belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda (100 ve 200 uL)
sirasiyla %87 ve %82 olan hiicre canliligi, diisiik konsantrasyonlarda (12,5 uL)

%97,5 hiicre canlilig1 gostermistir.

HeLa hiicre hattina uygulanan 100 nM ve 200 nM serbest siRNA’larin benzer
sonuglar verdigi gozlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore hiicre
canliliginda belirgin bir azalis gozlenirken, diisiik konsantrasyonlarda 100 nM
SiIRNA (12,5 pL) %73,66 hiicre canliligi gosterirken, 200 nM siRNA (12,5 uL)

%71,25 hiicre canlilig1 gostermistir.

siRNA yiiklii kitosan nanopartikiillerin sitotoksik etkisi incelendignde ise; yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canliliginin kontrole gore %43,55-%55,21 hiicre canlilig
sergilerken, konsantrasyon azaldik¢a hiicre canliligr artmigtir. 100 nM siRNA yiiklii
kitosan nanopartikiillerinin en diisiik dozunda (12,5 puL) %75,45 hiicre canligi
gozlenirken, 200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiilerinin en diisiik dozunda
%78,33 hiicre canliligi gozlenmistir. Katas ve Alpar’in [97] yaptig1 bir ¢alismada
siRNA yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinin ¢in hamster yumurtalik hiicreleri ve
insan embriyonik bobrek hiicrelerindeki sitotoksisite aktivitesi degerlendirilmistir.
Sitotoksisite testleri sonuglari, kitosan nanopartikiilleri ile tedavi edilen hiicrelerin
canliliinda o6nemli bir azalmanin gdézlemlenmedigini, ancak siRNA yiikli
nanopartikiiller ile muamele edilen hiicrelerin canlilik oraninda %18-40"ik bir

azalma oldugunu gostermistir.

4.5. Apoptoz-Nekroz Ikili Boyama Sonuclar

HeLa hiicre hattinda, kitosan nanopartikiil, serbest E6-siRNA ve E6-siRNA yiiklii
kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin apoptotik ve nekrotik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla Hoechst 33342 ve propidyum iyodiir boyalarinin kullanildig
ikili boyama testi yapilmis ve floresan mikroskopla incelenmistir. Uygulama sonrasi
elde edilen % apoptoz ve nekroz indeksleri Cizelge 4.3 de verilmistir. Ayrica ikili
boyama sonucu elde edilen apoptotik ve nekrotik hiicre fotograflar1 Sekil 4.7 ve 4.8

de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.3. Kitosan nanopartikiil, 100 ve 200 nM E6-siRNA ve E6-siRNA yiiklii
nanopartikiillerin HeLa hiicre kiiltiirii ile etkilestirilmesi sonucu elde
edilen % apoptoz ve nekroz indeksleri.

Ornekler ve Konsantrasyonlar %Apoptoz Indeksleri %Nekroz indeksleri
200 uL NP 2,7 0,96
100 uL NP 23 0,57
50 uL NP 18 0,28
25 uL NP 1,47 0,2
100 nM siRNA (200 uL) 12,6 10,11
100 nM siRNA (100 uL) 7,85 4,28
100 nM SiRNA (50 L) 5,66 6,58
100 nM siRNA (25 L) 4,52 42
100 nM siRNA + NP (200 uL) 15,49 8,2
100 nM siRNA + NP (100 uL) 14,92 6,53
100 nM siRNA + NP (50 L) 11,12 5,98
100 nM siRNA + NP (25 L) 7,08 4,04
38,9 3,3
33,51 1,21
29,42 2,94
19,3 3,17
15,08 17,56
13,61 15,55
54,3 14,02
56,84 3,69
Negatif Kontrol 0,5 0
Pozitif Kontrol 94,25 96,4
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Elde edilen sonuglara gore kitosan nanopartikiiliiniin tek basina uygulandigi
hiicrelerde apoptotik ve nekrotik indeksin oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
sonucun sitotoksisite sonu¢larimizla da uyumlu oldugu goriilmektedir. Sitotoksisite
sonuglarimiza gore de kitosan nanopartikiilii yiiksek konsantrasyondan diistik

konsantrasyona dogru gidildikg¢e yiiksek canlilik oran1 (%97,55) gostermistir.

100 nM siRNA vyiikli kitosan nanopartikiillerin hiicreler {izerindeki apoptotik
indeksinin, kitosan nanopartikiil ve siRNA’nin tek baslarina hiicreler {izerindeki
apoptotik indeksinden daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. 100 nM siRNA yiikli
kitosan nanopartikiillerinin 200 pL’lik konsantrasyonunda %15,49°luk bir apoptoz
indeksi gozlenirken 200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiiliiniin 50 pL ve 25
uL’lik dozlarinda sirastyla %54,3 ve %56,84 apototik indeks tespit edilmistir. Ayrica
bu dozlarin sirasiyla %14 ve %3,69 oraninda diisiik nekrotik indeks gosterdikleri igin
en uygun dozlar olarak segilebilecegi goriilmektedir. Elde edilen bu verilere gore
siRNA’nin kitosan nanopartikiiller ile hedeflenip hiicrelere daha iyi transfer edilerek
apoptotik ve nekrotik etki yarattig1 sOylenebilir. Hiicre 6liimlerinin ise bir kisminin

apoptotik, bir kisminin nekrotik mekanizma ile gergeklestigi gézlenmistir.
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Sekil 4.7. Hoechst 33342 ve PI boyalari ile HeLa hiicrelerinin ikili boyama sonucu
elde edilen apoptotik hiicre fotograflar

A) Negatif Kontrol, B) Pozitif Kontrol, C) NP, D) 100 nM siRNA, E) 100 nM siRNA + NP
(200 uL), F) 100 nM siRNA + NP (100 uL), G) 100 nM siRNA + NP (50 uL), H) 100 nM
SiRNA + NP (25 pL), 1) 200 nM siRNA, i) 200 nM siRNA + NP (200 pL), J) 200
nM siRNA + NP (100 pL), K) 200 nM siRNA + NP (50 uL), L) 200 nM siRNA + NP (25
pnL)
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Sekil 4.8. Hoechst 33342 ve PI boyalari ile HeLa hiicrelerinin ikili boyama sonucu
elde edilen nekrotik hiicre fotograflari

A) Negatif Kontrol, B) Pozitif Kontrol, C) NP, D) 100 nM siRNA, E) 100 nM siRNA + NP
(200 uL), F) 100 nM siRNA + NP (100 uL), G) 100 nM siRNA + NP (50 uL), H) 100 nM
siRNA + NP (25 uL), 1) 200 nM siRNA, T) 200 nM siRNA + NP (200 pL), J) 200
nM siRNA + NP (100 pL), K) 200 nM siRNA + NP (50 pL), L) 200 nM siRNA + NP (25
uL)
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4.6. RT-PCR Sonuglan

Kitosan nanopartikiilleri icerisine kapsiillenmis E6-siRNA’nin, E6 gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerini ortaya koymak amaciyla RT-PCR analizi gergeklestirilmistir.
Analiz i¢ tekrarli deney seti halinde gerceklestirilmistir ve veriler iic degerin

ortalamasi olacak sekilde belirlenmistir.

Her RNA o6rnegi icin internal (endojen) kontrol olarak gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenazin (GAPDH) gen ekspresyonu da olg¢iilmiistiir. Ayrica gen ifadesi
olmayan negatif kontrol (NC) kullanilmistr. E6 ve GAPDH genlerinin
ekspresyonunun incelenmesiyle elde edilen CT degeri, AACT degeri olarak
hesaplanmistir. Bu degerlendirme; GAPDH CT degerinin E6'nin CT degerinden
cikarilmasi ve bu degerin AACT 2 22 CT yontemi formiiliine yerlestirilmesiyle
yapilmistir [138]. E6 siRNA yiiklii nanopartikiiller ile muamele edilmis hedef
genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9 ve

Sekil 4.10° da goriilmektedir.

RT-PCR analizine gore kat degisim degeri olan GAPDH 0,73’ olarak
bulunmustur, bu deger kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Muamele edilmis
numunelerde kat degisim degeri, < 0,73 ise, kontrol sSiRNA (GAPDH) grubuna gore
gen ekspresyon seviyesinin azaldigini, > 0,73 degerleri ise kontrol siRNA (GAPDH)

grubuna gore ekspresyon seviyesinin arttigini gdstermektedir.
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Sekil 4.9. 100 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa hiicrelerindeki E6
geninin ekspresyon degerleri

*GAPDH kontrol grubuna gore istatistiksel farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir.
**GAPDH kontrol grubuna gore istatistiksel farkliligi (p<0,01) ifade etmektedir.

100 nM E6 siRNA gen ekspresyonunun degerlendirilmesi, GAPDH degerine
bakilarak yapilmistir. Serbest siRNA’nin E6 genini baskilamadigl gézlemlenmistir.
Bunun nedeni hiicre membraninin siRNA gecirgenliginin ¢ok diisiik olmasi ya da
siRNA’nin  hiicre iginde dagilabilmesi olarak distiniilmektedir. Chono ve
arkadaslarmin [139] yaptigi caligmada da serbest siRNA'nin gen susturulmasi
iizerindeki etkisi arastirllmis ve c¢alisma sonucunda serbest siRNA’nin gen

inhibasyonu etkisi goriilmemistir.

Elde edilen verilere gére 100 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiiliiniin 50 pL ve
25 pL’lik dozlarinda sirastyla %1,4 ve %41,1 oranlarinda E6 gen ifadesinde azalma

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. 200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiillerin HeLa hiicrelerindeki E6
geninin ekspresyon degerleri

*GAPDH kontrol grubuna gore istatistiksel farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir.
**GAPDH kontrol grubuna gore istatistiksel farkliligi (p<0,01) ifade etmektedir.

200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiiliiniin 50 pL ve 25 pL’lik dozlarinda
sirasiyla ve %28,8 ve %46,6 oranlarinda E6 gen ifadesinde azalma oldugu
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda apoptoz-nekroz sonuglarina gore ise diisiik
derisimlerdeki 200 nM siRNA ve kitosan kompleksinin, siRNA ve kitosan
nanopartikiillerin tek basina hiicreler iizerindeki apoptotik etkisine gore oldukca
yilksek oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore basarili bir E6 gen
inhibisyonu i¢in en uygun dozun 200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiiliin 25

uL’lik konsantrasyonunda oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasi kapsaminda rahim agzi kanseri tedavisinde verimli siRNA tagimimi
icin pozitif yiiklii kitosan nanopartikiilleri sentezlenmis, sentezlenen kitosan
nanopartikiilleri karakterize edilmis, elde edilen nanopartikiillere E6-SIRNA transfer
edilerek HeLa hiicre hattina aktarilmis ve hedeflenen E6 geninin ifadesi iizerindeki

etkileri arastirilmistir.

siRNA'nin hedeflenen hiicre ve dokuya etkili bir sekilde iletilmesi amaciyla ve ideal
bir siRNA tasiyici olarak kitosan nanopartikiilii iiretmek i¢in iyonik jelasyon yontemi
kullanilmistir. SIRNA tek basina bir hiicreye dahil edildiginde, ortamdaki niikleazlar
tarafindan  parcalanabilir. ~ Genellikle oligoniikleotidlerin ~ serbest  formda
uygulanmasinin en az etkili uygulama yolu oldugu gézlemlenmistir [140]. Genetik
materyali niikleazlardan korumak, stabil tutmak ve hedef hiicrelere giivenli bir
sekilde tasimak icin ¢esitli tasiyict sistemler gelistirilmistir. Calismamizda tasiyict
sistem olarak siRNA ile yiiksek baglanma potansiyelinden dolayr katyonik yapili
kitosan nanopartikiilleri kullanilmigtir. Calisma kapsaminda sentezledigimiz
nanopartikiillerin karakterizasyon sonuglarina goére nanopartikiillerin ortalama
parcacik boyutunun 178 nm, yiizey yiikiiniin +21 mV, PDI degerinin ise 0,3 oldugu
tespit edilmistir. TEM analizine gore ise nanopartikiillerin biiyiikliigiiniin 50 nm’den
kiiciik oldugu gozlemlenmistir. Rudzinski ve arkadaslari tarafindan [87] yapilan bir
calismada 100-200 nm boyutlarinda sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin,
siRNA'y1 tagima sirasinda bozulmadan korudugunu ve niikleik asitlerin hiicre
icine daha verimli aktarildig1 belirtilmistir. Kitosan nanopartikiillerin PDI degeri ise,
parcacik boyut dagilimi degerini vermektedir ve bu degerin 0,5’ten kiiciik olmas1 dar
¢apli ve uygun nanopartikiil boyut dagilimmi géstermektedir [141]. Bu ¢alismadan
elde ettigimiz sonuglarda daha Once yapilan caligmalarin sonuglar1 ile benzer ve
istenilen karakterizasyon 6zelliklerine sahip nanopartikiil tiretildigini gostermektedir.
Calisma kapsaminda ¢apraz baglayict olarak kullanilan TPP, anyonik yiiki, diisiik
toksisitesi ve hizli jellesme yetenegi nedeniyle uygun bir ¢apraz baglayicidir. FTIR
spektrumundan yararlanarak capraz baglayici olarak kullanilan TPP molekiiliiniin

amino gruplarmin fosfat anyonu ile ¢apraz baglandigi belirlenmistir. Kitosan-TPP
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nanopartikiilleri, kiicik boyutlar, yiiksek yakalama ve baglanma affiniteleri
nedeniyle siRNA iletimi i¢in idealdir. Dhandapani ve arkadaslari tarafindan [142]
yapilan  bir ¢alismada  kitosan-TPP  nanopartikiillerinin,  kitosan-SIRNA
komplekslerine gore daha iyi SIRNA iletim araglari oldugu ve kompleksin hiicreler
tarafindan daha kolay alindig1 gosterilmistir. Seyreltilmis asetik asit iginde
karistirilan kitosan ve TPP molekiilleri, pozitif yiizey yiike sahip nanokompleksler
olusturmaktadir ve yiizey yiikiinlin yogunlugu Olgiilen zeta potansiyel degerleriyle
tespit edilmektedir [143]. Calisma sonucunda elde edilen kitosan nanopartikiillerin
zeta potansiyeli de beklenildigi gibi pozitif ylizey yiikiine sahiptir. siRNA'nin pozitif
yiikli kitosan nanopartikiilleri ile hangi oranda daha etkili tutunup tutunmadigini
gbozlemlemek icin siRNA ve kitosan nanopartikiilleri fakli derisimlerde bir araya
getirilmis agaroz jel elektroforezi yapilarak en uygun konsantrasyon miktar
belirlenmistir. Kitosan nanopartikiillerin yiizey morfolojileri ve biiyiikliikleri ise
TEM analizi ile degerlerlendirilmistir. Morfolojik incelemeler sonucunda kitosan
nanopartikiillerinin morfolojilerinin piiriizsiiz yiizeyli, diizgiin ve kiiresel formda
oldugu gozlemlenmistir. TEM analizi sonucunda siRNA yiiklii nanopartikiillerin
boyutlar1 50 nm den kiiglik olarak goriintiilenmistir. Zeta analizi ile TEM analizi
sonuglar1 arasindaki nanopartikiil boyut farkinin olmasi; zeta analizi Ol¢limii
sirasinda parcaciklarin sulu ortamda sigsmeleri ve birbirleri ile yapismalarindan

kaynaklandig: diistintilmektedir.

Sentezlenen kitosan nanopartikiillerinin, serbest siRNA’nin ve kitosan-SiIRNA
kompleklerinin HeLa hiicre hattindaki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla MTT
metodu kullanilmigtir. Kitosan nanopartikiillerinin HeLa hiicre hattinda toksik
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Diisiik konsantrasyonlarda (12,5 pL) %97,5 hiicre
canlilif1 tespit edilmistir. HeLa hiicre hattina uygulanan diisiik konsantrasyonlardaki
100 nM serbest siRNA (12,5 puL) %73,66 hiicre canliligi gosterirken, 200 nM serbest
SiRNA (12,5 pL) %71,25 hiicre canlilign gostermistir. siRNA yiikli kitosan
nanopartikiillerin sitotoksik etkisi incelendiginde ise; 100 nM siRNA yiiklii kitosan
nanopartikiillerinin en diisiik dozunda (12,5 pL) %75,45 hiicre canligi gézlenirken,
200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiilerinin en diisiik dozunda %78,33 hiicre

canlilig1 gozlenmistir.

Elde edilen kitosan nanopartikiillerinin, serbest siRNA ve siRNA yiikli

nanopartikiillerin hiicreler tizerindeki morfolojik etkileri ve apoptotik-nekrotik oran
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indeksleri ikili boyama yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Apoptoz-nekroz
sonuclart degerlendirildiginde nanopartikiil ve siRNA'nin tek baslarina hiicreler
tizerindeki apoptotik ve nekrotik indekslerinin, siRNA ile nanopartikiiller birlikte
verildigi uygulamaya kiyasla daha diistik oldugu gozlenmistir. 200 nM siRNA ytiklii
kitosan nanopartikiillerin hiicreler iizerindeki apoptotik indeksinin 100 nM siRNA
yiikli kitosan nanopartikiillerin apoptotik indeksinden daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gore siRNA’nin kitosan nanopartikiiller ile
hedeflenip hiicrelere daha iyi transfer edilerek apoptotik ve nekrotik etki yarattigi
sOylenebilir. Yang ve arkadaslarinin [43] yapmis olduklari ¢alismada kitosan/HPV16
E7 nanopartikiillerinin servikal kanser hiicre hatt1 iizerindeki apoptoz etkisini
incelemisler ve apoptotik hiicreler tespit etmislerdir. Kitosan/HPV16 E7
nanopartikiilleri ile tedavi edilen hiicrelerde, kitosan ve serbest siRNA partikiilleri ile
tedavi edilen hiicrelere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha fazla sayida apoptotik hiicre tespit
etmislerdir ve dolayisiyla kitosan/HPV16 E7 siRNA nanopartikiillerinin in vivo
olarak hiicrelere iletilmesinin, servikal kanser tedavisi i¢in umut verici bir tedavi
olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica Sima ve arkadaglar1 [144] HPV16 E7 siRNA'nin
E6 ve E7 ekspresyonunu inhibe ettigini ve p53, p21 ve Rb aktivasyonu yoluyla
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigini bildirmislerdir. Javadi ve arkadaslar
[145]'nin HeLa hiicreleri iizerinde yaptiklari bir ¢alismada ise E6-SIRNA ve
sisplatinin ~ birlikte verildigi bir tedavide, apoptoz indiiksiyonunun arttigini

gostermislerdir.

. Calismada elde elde edilen kitosan nanopartikiilleri, serbest siRNA ve
kitosan-siRNA komplekslerinin HeLa kanser hiicre hattindaki E6 hedef gen ifadesi
tizerindeki etkilerini ortaya koymak amaciyla RT-PCR analizi yontemi kullanilmig
ve GAPDH housekeeping geninin ifadesi ile karsilastirilarak gerceklestirilmistir.
Elde edilen verilere gore E6 gen ifadesinin, 100 nM siRNA yiikli kitosan
nanopartikiiliiniin 25 pL’lik dozunda % 41,1 oraninda azalma oldugu goriiliirken,
200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiiliiniin 25 pL’lik dozunda % 46,6 oraninda
bir azalma oldugu goriilmistiir. Dolayistyla elde edilen sonuglara gore basarili bir E6
gen inhibisyonu i¢in en uygun dozun 200 nM siRNA yiiklii kitosan nanopartikiiliin
25 pL’lik konsantrasyonunun oldugu sdylenebilir. Yapilan bu tez ¢alismasi ile elde
edilen sonuclar E6 gen ifadesinin susturulmasi ile ilgili literatiirde yapilan benzer

caligmalarla da paralellik gostermektedir. Bu ¢aligmalara 6rnek olarak, Karin Butz ve
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arkadaglar1 [146] tarafindan yapilan bir ¢alismada E6'geninin siRNA'lar tarafindan
molekiiler olarak hedeflenmesinin, HPV pozitif kanserlere ve displazilere karsi
spesifik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in umut verici yeni bir yaklasim oldugu
gosterilmistir. Rasi ve arkadaslar1 [147] tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da
spesifik siRNA'lar kullanarak HPV E6 onkogeninin susturulmasinin servikal kanser
hiicreleri tiizerindeki etkisi arastirilmistir. Calisma sonucu elde edilen bulgular
sonucunda E6 geninin susturulmasinin, apoptoz indiiksiyonunun belirgin sekilde
artirilmas1 yoluyla serviks kanseri hiicrelerinin sagkalim oraninda onemli bir
azalmaya ve p53 ekspresyonunun ise onemli 6l¢lide artmasina neden oldugunu tespit
etmiglerdir. Calismanin sonuglarina gore, spesifik siRNA'lar kullanilarak E6
ekspresyonunun baskilanmasi, servikal kanser i¢in bir tedavi yaklagimi olarak
diistiniilebilmektedir. E6 onkogenleri sadece servikal dokularda ifade edildiginden ve
normal dokuda bulunmadigindan, serviks kanserini 6nlemede E6 genini hedeflemek,
serviks kanseri gelisimini ve normal doku hasarini 6nlemek i¢in uygun bir strateji
olabilir. Aghbash ve arkadaslari [148] tarafindan yapilan bir ¢alismada ise E6 genine
0zgli siRNA ile oksaliplatin kombinasyonunun E6 onkogen ifadesindeki degisimi
incelenmistir. E6 geni ile iliskili olarak p53, MMP9, Nanog ve kaspaz ekspresyonu
gibi hiicresel genler kantitatif gercek zamanli PCR ile degerlendirilmistir. Sonug
olarak E6-siRNA ve oksaliplatin kombinasyonunun servikal kanser hiicrelerinin
oksaliplatine duyarliligin1 artirdigini ve sagkalim oranini, proliferasyonu ve metastazi
azalttiZini ve sonug¢ olarak apoptozis oranini artirdigini, Gl evresinde hiicre
dongiistiiniin  durmasmi indiikledigini ve kemoterapi ilact dozajini azalttigim
bildirmislerdir. Ayrica Jung ve arkadaslarinin [149] yapmis olduklar1 bir ¢alismada
E6/E7 siRNA’larin radyoterapi ile kombine tedavisinin serviks kanseri hiicreleri
tizerindeki etkisini arastirmislar ve siRNA ve 1sinlama ile kombine tedavinin insan
servikal kanser hiicresi nakledilmis farelerin tlimorlerinde timor biiyiimesini etkili
bir sekilde azalttigin1 ve servikal kanser hiicrelerinin biiyimesini gii¢lii bir sekilde
inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Sanchez-Meza ve arkadaslarinin [150] yapmis
olduklar ¢alismada da lipozomal siRNA komplekleslerinin E6 geni ve p53 proteni
tizerindeki etkisini incelemisler ve elde ettikleri sonuglara gore, 160 ve 200 nM
siRNA'larin kullaniminin serviks kanseri hiicrelerinde E6 ekspresyonunu 6nemli

oOl¢iide azaltirken, p53 ekspresyonunu arttirdigint gézlemlemislerdir.
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Sonug olarak; yapilan bu ¢alisma ile kitosan nanopartikiilleri ile taginan siRNA’nin
HeLa hiicre hattindaki E6 genini hedefleyerek, serviks kanseri i¢in olasi bir terapdtik
yaklasim olabilecegi belirlenmeye calisilmistir ve yapilacak daha sonraki ¢aligsmalara
katkida bulunacaktir. Ancak deneylerin gelistirilerek tekrarlanmasi gerektigi, daha
fazla sayida housekeeping genin kullanilmasi ve in vitro olarak elde edilen bu

sonuglarin in vivo olarak da desteklenmesi gerektigi onerilmektedir.
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