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KISALTMALAR

AAV: Adeno-iliskili viriisler

ala: Agirlik/agirlik

a/h: Agirlik/hacim

Alu: Arthrobacter luteus

ATP: Adenozin trifosfat

bp: Baz ¢ifti

CaCl,.2H,0: Kalsiyum kloriir dihidrat

cDNA: Komplementer DNA

CHO K1: Cin hamster ovaryum hiicre hatti

chsA: Kalkon sentaz enzimi

Da: Dalton

DD: Deasetilasyon derecesi

DOTAP: 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyum-propan

DOTMA: N [1- (2,3-dioleyiloksi) propil] -N, N, N-trimetilamonyum kloriir
dsRNA: Cift sarmalli RNA molekiilii (Double-stranded RNA)
EDTA: Etilendiamintetraasetikasit

EGFR: Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

ELISA: Enzim Bagli Immiinosorbent Testi (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
ER: Ostrojen reseptor

v-1FN: Gama-interferon

HCI: Hidroklorik asit
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HEK 293: insan embriyonik bobrek hiicre hatt:

HeL a: Insan serviks adenokarsinomu hiicre hatt
HER2: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
HIV-1: insan immiin yetmezlik viriisii

hMAM: Insan mammaglobin

kb: Kilobaz

kDa: Kilo Dalton

KH,PO,: Potasyum dihidrojen fosfat

kV: Kilovolt

L929: Fare fibroblast hiicre hatti

LB: Luria Bertani Besiyeri

mA: Mili amper

MCF-7: Insan meme adenokarsinom hiicre hatt:
MDA-MB-231: Insan metastatik meme adenokarsinom hiicre hatt:
MDA-MB-435: Insan metastatik meme kanseri hiicre hatti
MIRNA: Mikro RNA

MRNA: Mesajc1t RNA

mV: Milivolt

ng/ml: Nanogram/mililitre

Na;HPO,: Disodyum hidrojen fosfat

NaCl: Sodyum kloriir

NaOH: Sodyum Hidroksit
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NCI-DTP: Ulusal Kanser Enstitiisii Gelisimsel Terapotik Program
-NH,: Amin grubu

NHsAc: Amonyum asetat

NH;OH: Amonyum Hidroksit

nm: Nanometre

OD: Optikal Densite

0OD260: 260 nm dalga boyundaki optik densite degeri
0OD280: 280 nm dalga boyundaki optik densite degeri

OH- : Hidroksil gruplari

PBS: Fosfat Buffer Saline (Fosfat sodyum kloriir tamponu)
pDNA: Plazmid DNA

PEG: Polietilenglikol

PEI: Poli (etilenimin)

PFS: ilerlemesiz sag kalim

PLL: Poli (L-lizin)

PO;- : Fosfat gruplari

PR: Progesteron Reseptor

RISC: RNA ile indiiklenen gen susturma kompleksi (RNA-induced gene silencing

complex)
RNAI: RNA interferans
RT-PCR: Ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu

SCGB: Sekretoglobin
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SD: Standart sapma

SDS: Sodyum dodesil siilfat

ShRNA: Kisa sa¢ tokast RNA (short hairpin RNA)

siRNA: Kiigiik interferans RNA (small interfering RNA)

TBE: Tris borikasit EDTA

TE: TrisEDTA

TP53: Timdr protein p53

Tris: Trizma, 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol

Tris-HCI: Hidroklorik asit ile pH degeri ayarlanmis Tris ¢ozeltisi
Tris-POy,: Tris-Fosfat

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

ADNA/HindIII: Hind 11 restriksiyon endoniikleazi ile kesilmis A faj DNA’s1
pg: Mikrogram

pg/ml: Mikrogram/mililitre

ul: Mikrolitre
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Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda Mammaglobin Gen Ekspresyonunun
Kitozan/shRNA Nanopleksleri Ile Baskilanmasina iliskin in Vitro Cahsmalar

Ogrencinin Adi : Aylin OZKAN
Damsmam : Dr. Ogr. Uyesi Suna OZBAS TURAN

Anabilim Dal : Farmaso6tik Biyoteknoloji

1. OZET

Amag: Insan mammaglobin (hMAM), genellikle meme ve meme Kkanseri
hiicrelerinde eksprese edilen bir glikoproteindir. Meme spesifik hMAM’in RNA
interferans (RNAi) teknolojisi ile kisa sa¢ tokast RNA (shRNA) kullanilarak
baskilanmast 6nemli bir gen tedavisi stratejisidir. Niikleaz degredasyonundan
korunma ve hiicreye giris etkinligini arttirmak i¢in viral olmayan gen tasiyici sistem
olarak kitozan; biyobozunur olmasi, toksik olmayist ve katyonik yapisit sebebiyle
siklikla tercih edilmektedir. Bu ¢aligmada, hazirlanan kitozan/mammaglobin shRNA
nanoplekslerin araciligiyla hMAM geninin baskilanmasinin in vitro olarak

incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢c ve Yontem: shRNA’nin spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri
yapilmistir. Kitozan/shRNA nanoplekslerinin partikiil boyutu, zeta potansiyel, jel
elektroforez, serum stabilitesi ve TEM goriintiileme analizleri yapilmigtir. Hiicre
kiiltiiriinde; tranfeksiyon sonrasi1 mammaglobin miktar1 ELISA ile dl¢lilmistiir ve

MTT sitotoksisite, BrdU proliferasyon ve invazyon testleri yapilmaistir.

Bulgular: Tam nanopleks olusumu gdzlenmistir, nanopleks boyutlarinin ve zeta
potansiyel degerlerinin uygun oldugu belirlenmistir. Nanoplekslerin shRNA’y1
degredasyondan korudugu goriilmiistir. MTT sonuglarina gore sitotoksik etki

saptanmamistir. Mammaglobinin ve invazyonun baskilandigi goriilmustiir.

Sonuglar: Basarili bir nanopleks yapisinin olustugu, kitozanin shRNA i¢in uygun bir
tastyict sistem oldugu ve kitozan/shRNA nanoplekslerinin meme kanserinde

mammaglobini baskiladig1 gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: RNAi, Mammaglobin, Meme kanseri, Kitozan, ShRNA



In vitro Studies on Inhibition of Mammaglobin Gene Expression with
Chitosan/shRNA Nanoplexes in Breast Cancer Cell Lines

Student’s Name : Aylin OZKAN
Supervisor : Asst. Prof. Suna OZBAS TURAN

Department : Pharmaceutical Biotechnology
2. SUMMARY

Aim: Human mammaglobin (hnMAM) is a glycoprotein and expression is limited to
mammary gland and breast tumor cell lines. Suppression of breast specific hMAM
using short hairpin RNA (shRNA) with RNA interference (RNAI) technology is an
important gene therapy strategy. Nuclease degradation and poor cellular uptake limit
the use of the molecule. Chitosan is one of most popular delivery system due to its
biodegradability, non-toxicity and cationic structure. The aim of this study was to
investigate the inhibition of hMAM gene in vitro conditions with

chitosan/mammaglobin shRNA nanoplexes.

Material and Method: Spectrophotometric and electrophoretic controls of ShRNA
were performed. Particle size, zeta potential, gel electrophoresis, serum stability and
TEM imaging analyzes of chitosan/shRNA nanoplexes were carried out. In cell
culture; the amount of mammaglobin after transfection was measured by ELISA and

MTT cytotoxicity, BrdU proliferation and invasion tests were performed.

Results: Fully nanoplexation at all ratios was observed. Appropriate particle size and
zeta potential values of nanoplexes were obtained. Nanoplexes were observed to
protect ShRNA from degredation No cytotoxic effect was observed according to

MTT results. It was observed that mammaglobin and invasion were suppressed.

Conclusions: It has been shown that a successful complex structure is formed,
chitosan is the safe and effective delivery system for shRNA and chitosan/shRNA

nanoplexes suppress mammaglobin in breast cancer.

Key Words: RNAIi, Mammaglobin, Breast cancer, Chitosan, ShRNA



3. GIRIS VE AMAC

Kanser, her y1l diinya genelinde sekiz milyondan fazla 6liimle sonuglanan 6nemli
bir kiiresel saglik sorunudur. Kanser, mekanizmasinda pek ¢ok faktoriin etkili oldugu
kompleks yapida bir hastaliktir (Wirth ve Herttuala, 2014). Meme kanseri, tim
kanser vakalarimin % 23"inii ve kanser Oliimlerinin % 14'inii olusturan kadinlar
arasinda en sik tani alan kanser ve kanser 6liimiiniin 6nde gelen nedenidir (Jemal ve
ark., 2011).

Meme kanseri, gelismis iilkelerdeki kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser
tiiridiir ve son yillarda bu hastaligin tespit ve teshisini iyilestirmek i¢in onemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Bu gelismeler ayrica, meme kanserine preinvazif oncii
oldugu diisiiniilen lezyonlar dahil olmak {izere invazif olmayan meme hastaliklarinin
taninmasini da saglamistir. Meme kanseri tedavisinde, hem hastaligin dogal tarihini
hem de birgok vakada belirli tedavilere verilen tepkileri tahmin etmeye yardimci
olabilecek belirteclerin taninmasinda ilerlemeler kaydedilmistir (Bae ve Gabrielson,
2010).

Meme kanseri ekspresyonu ile iliskili olan genlerin tanimlanmasinin, meme
kanserinin baglatilmasindan ve ilerlemesinden sorumlu biyolojik yolaklara iliskin
yeni goriisler saglamasi muhtemeldir. Her2/neu onkogeni meme kanserinde
kullanilan bir belirtectir. Bu biyobelirtece alternatif olarak, Mammaglobin olarak
adlandirilan meme ile iligkili yeni bir gen tanimlanmistir. Son arastirmalar, tiim
meme karsinomlarinin yaklasik % 80'inin mammaglobin transkriptini asir1 seviyede
eksprese ettigini ve mammaglobin ekspresyonunun gizli meme kanseri
metastazlarinin  saptanmasinda essiz bir belirteg  oldugunu gdstermektedir

(Goedegebuure ve ark., 2004).

Mammaglobin geni, sekretoglobin ailesi ile iligkili 10 kDa biiyiikliigiinde bir
glikoproteindir. Normal yetiskin dokular arasinda, mammaglobin mRNA
ekspresyonu sadece meme bezinde tespit edilmistir ve mammaglobinin meme orijinli
metastatik  karsinomlarda degerli bir tan1 belirteci oldugu gosterilmistir.
Mammaglobin ekspresyon profilleri meme kanseri hiicresi patogenezi ile giiclii bir

sekilde birlesmesine ragmen, mammaglobinin kanser siire¢lerinde biyolojik 6nemi



hala agik degildir. (Fleming ve Watson, 2000; Wang ve ark., 2009; Picot ve ark.,
2016).

Giiniimiizde, kanser tedavisinde kullanilan ilaglar ¢ogunlukla yetersiz kalmakta
ve hastalar {izerinde ciddi yan etkiler meydana getirmektedir. Gen tedavisi, kanser
hiicresi Oliimiine neden olmak veya tiimoriin biiylimesini yavaslatmak i¢in hiicre
icerisine yeni bir genin yerlestirildigi ya da mevcut genin degistirildigi yeni bir
tedavi yontemidir. Bu konuda farkli yaklagimlar vardir: gen ekleme tedavisi, viral
gen tedavisi, viral olmayan gen tedavisi ve RNA interferans kaynakli gen tedavisidir

(Anaya-Ruiz ve Perez-Santos, 2015).

RNA interferans (RNAI), spesifik bir gen ekspresyonunun, bir hiicreye veya
organizmaya gen spesifik ¢ift iplikli RNA'nin (dsRNA) eklenmesinden sonra,

transkripsiyon sonrast mRNA degradasyonu ile susturuldugu biyolojik bir siirectir

(Dung ve ark., 2019).

Son yillarda, RNA interferans (RNAi) kullanimi, memeli hiicrelerinde gen
fonksiyonunun arastirilmasi i¢in bir arag olarak ortaya ¢ikmistir. RN A1 mekanizmast,
hedef sekansa spesifik olan ¢ift sarmalli RNA'nin (dsRNA) sitoplazmik olarak
verilmesi yoluyla konak¢t mRNA'nin sekansa spesifik degredasyonuna dayanir.
Hedef gen ekspresyonunun degredasyonu, endojen olarak RNA indiiklenmis
susturma kompleksi (RISC) igeren enzimatik bir yolla saglanir. siRNA(kiicilik
interferans RNA) dupleksinin bir dizisi (kilavuz dizisi), Argonat (Ago) proteinleri ve
cift iplikli RNA baglayici proteinlerin yardimi ile RISC’e yiiklenir. RISC daha sonra
kilavuz dizisini tamamlayict mRNA molekiiline lokalize eder ve mRNA

degredasyonuna bagli olarak gen baskilanmasi gergeklesir (Moore ve ark., 2010).

Hiicre igerisine ekzojen yolakla disaridan verilen siRNA’lar, kanser hiicrelerinde
gecici olarak baskilama sagladiklarindan dolayr devamlilik arz eden anti-kanser
siRNA’larin olusturulmasi, terapotik etkinin arttirilmasi konusunda onem teskil
etmektedir. Bu sorunu agmak i¢in, hedef hiicrelerde siRNA'nin stabil ekspresyonunu
saglayan vektor bazli sistemler gelistirilmistir. shRNA (kisa sa¢ tokasi RNA)
kodlayan viral vektor veya plazmid DNA’lar, shRNA sentezini hiicre niikleusunda

gerceklestirdiklerinden uzun siiren bir baskilama saglarlar (Leung ve Whittaker,



2005; Paddison ve ark., 2002). Ancak bu SiRNA ve shRNA gibi RNAIi
molekiillerinin gen tedavisinde uygulamasinda bazi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sorunlar; niikleazlar ile hizla degredasyon, ilgili genin aktariminda hiicresel alimin
zayif olmasi ve hedef dis1 etkidir. Bu sebeple gen tedavisinde uygun bir tasiyici
sistemin se¢ilmesi 6nemli bir konudur (Howard ve ark., 2006; Urban-Klein ve ark.,
2005). Tasiyict sistem olarak viral ve viral olmayan vektorler kullanilmaktadir. Viral
vektorler, uzun siireli, stabil ve yiiksek seviyede gen ekspresyonu saglamalarina
karsin, tekrar eden uygulamalari sonucu immiin yanit olusturmalari, mutajen ve
karsinojen yapida olmalari, ayrica iiretim ve saflastirma basamaklarinin zorlugu gibi
olumsuz Ozelliklere sahiptirler. Buna karsin, viral olmayan tasiyici sistemler,
giivenilir olmasi, iiretim ve saflastirma adimlarinin kolayligi, stabil olmasi, kolay
uygulanabilirligi ve tasinan genetik materyal boyutunun sinirlandirilmamasi
acisindan, viral tasiyict sistemlere kiyasla daha ok tercih edilmektedir. Viral
olmayan tasiyict sistemler, polikatyonik polimerler, lipidler ve lipozomlardir
(Gascon Rodriguez ve ark., 2013; Phillips, 2001; Kreppel ve Kochanek, 2008; Wolff
ve Rozema, 2008).

Kitozan, DNA ile polielektrolit kompleksler olusturan ucuz, biyo-uyumlu,
biyobozunur ve toksik olmayan katyonik bir polimerdir ve kitinin deasetilasyonu ile
elde edilir. Kitozan ve kitozan tiirevleri, gen tasinmasinda gilivenli ve etkin bir

tasiyici sistem olarak kullanilmaktadir (Borchard, 2001; Kumar ve ark., 2004).

Tez calismas1 kapsaminda, dogal katyonik yapida bir biyopolimer olan ve yapilan
cesitli caligmalarda gen tasiyici sistem olarak basarili sonuclar elde edilen kitozanin
kullanilmastyla hazirlanan kitozan/mammaglobin shRNA nanoplekslerinin in vitro
ortamda meme kanseri hiicre hattinda mammaglobin gen ekspresyonunun

baskilanmasi {izerine etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Kanser ve Meme Kanserine fliskin Bilgiler

Kanser, hiicrelerin ve dokularin anormal ve kontrolsiiz biliylimesidir. Hiicre
boliinmesi, genetik instabilite, apoptoz, lokal bolgede ve uzak bolgede meydana
gelen invazyon ve viicudun immiin sisteminin kagisini igeren bir dizi genetik
degisiklik, hiicrelerin ve dokularin normal 6zelliklerinin temel degisikligine yol agar
(Murshed, 2019). Kanser insidanst ve mortalite diinya capinda hizla artmaktadir.
GLOBOCAN 2018 verilerine gore her iki cinsiyette de en sik teshisi koyulan
(toplam vakalarin %11,6's1) ve o6liimle sonuclanan (toplam kanser Oliimlerinin
%18,4'i) kanser tiiri akciger kanseri iken hemen ardindan kadin meme kanseri
(11,6%) onu ikinci sirada takip etmektedir (Bray ve ark., 2018). Meme kanseri,
kadinlar arasinda tiim kanser vakalarinin % 23'linli ve kanser 6liimlerinin % 14'inii

olusturan en sik tani alan ve 6liime neden olan malignitedir (Jemal ve ark., 2011).

Meme kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde kadinlar arasinda (cilt kanserinin
yani sira) en sik tespit edilen kanserdir ve tahmini 266 120 yeni vaka teshis edilmistir
(tim yeni kanser vakalarimin % 15,3"inili temsil etmektedir) ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde 2018'de meme kanserinden 6liim sayis1 tahmini 40 920°dir. Metastatik
veya Evre IV meme kanserlerinde 5 yillik sagkalim oram1 % 22'dir (Basu ve ark.,
2019). Meme kanseri, normal hiicrelerin genetik degisimleri ve timor ile etkilesimde
olan vaskiiler, immiin ve stromal hiicrelerin epigenetik degisiklikleri sonucu
meydana gelmektedir. Meme kanserinde oOliimlerin biiyiik bir boliimii metastaz
kaynaklidir ve metastaz yaygin olarak akciger, karaciger, lenf nodlar1 ve kemiklerde
goriliir. Lenf nodu metastazi meme kanseri i¢in en Onemli olumsuz yondeki

prognostik faktorlerden biridir (Osborne ve ark., 2004; Shibata ve ark., 2008).

Meme kanseri, mutasyonlar, DNA’nin kopya sayis1 degisiklikleri ve kromozom
yapisal diizenlemeleri dahil olmak {iizere genis genomik instabilite kaynakli
heterojenite ile karakterize edilir. Hastalik heterojenitesi, hastalar arasinda tedavi
cevabi varyasyonunu gosteren ¢esitli mutasyonlar, terapdtik direng ve bazi meme
kanserlerinde hedeflenen tedavi eksikligi, meme kanserine karsi iyilestirilmis tedavi

stratejisine olan ihtiyaci gostermektedir. Timor tipine bagl olarak hastanin tedaviye



olan cevabini belirlemek i¢in, hastaligin alt simiflarinin belirlenmesi ¢ok énemli bir

konudur (Basu ve ark., 2019; Duijf ve ark., 2019).

Infiltratif duktal karsinoma (IDC) en sik goriilen meme kanseri tiiriidiir (tim
meme kanserlerinin %75'i) ve sonrasinda infiltratif lobiiler karsinoma (% 5-10)
gelmektedir. Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve insan epidermal
bliylime faktorii reseptorii 2 (HER2) ile birlikte tiimoér derecesi, boyutu ve nod
tutulumu hasta prognozunda kullanilirken, gen ekspresyon profillemesi meme
kanserinin kendine 6zgii alt tiplerinin belirlenmesini saglayarak tedavi sonuglarinin
degerlendirilmesinde kullanilir. Meme kanserinin bes adet alt tipi belirlenmistir ve
Luminal alt tip A, Luminal alt tip B, HER2-asir1 ekspresyon, bazal benzeri ve normal
meme benzeri seklinde siiflandirilmaktadir (Basu ve ark., 2019; Bae ve Gabrielson,

2010).

Luminal meme kanseri, meme kanserinin en yaygin alt tipidir ve memenin
liiminal epitelyal bilesenini yansitan bir hormon reseptoriiniin ekspresyon profili ile
karakterize edilir. Bu alt tip, pozitif ER ve PR ekspresyonu gdsterir ve ayrica iki alt
gruba ayrilir: Luminal A (tim meme kanserlerinin% 60'1) ve Luminal B (tiim
vakalarin % 15 ila % 20's1). Luminal A alt grubu ER ve/veya PR pozitifligi ile HER2
negatifligini gosterirken, Luminal B alt grubu ER, PR ve HER2 ekspresyonu i¢in
pozitiftir. HER2-asir1 ekspresyon meme kanseri alt tipi, HER2'nin asir1 ekspresyonu
ile tanimlanir. HER2, meme kanserinde proliferasyonu arttirarak ve apoptozu inhibe
ederek tiimor malignitesini uyaran bir onkogendir. HER2'yi asir1 eksprese eden
timorler, tim meme kanseri vakalarinin yaklasik % 10-15'ini temsil eder. Bazal
benzeri meme kanseri (BLBC), tiim meme kanserlerinin % 10-15'ini olusturur ve
normal meme miyoepitelyal hiicre boliimiinii animsatan bir ekspresyon profili ile
karakterize edilir: ER, PR ve HER2'min yoklugu, bazal markerlarin yiiksek
ekspresyonu (keratin 5, 6, 14, 17 ve EGFR), yiiksek proliferasyon gen ekspresyonu
ve TP53 mutasyonu durumunda meydana gelir. Bazal benzeri meme kanseri, tglii

negatif meme kanserinin (TNBC) yaklasik % 60'1n1 olusturur (Basu ve ark., 2019).



4.2. Sekretoglobinler

Sekretoglobinler (SCGB), memelilerde ve keselilerde salgilanan proteinlerin
ailesini igerir. Bu ailenin kesfedilen ilk proteini tavsanlarda bulunmustur ve 6nce
blastokinin daha sonra uteroglobin olarak adlandirilmistir ve SCGB1A1 olarak ifade
edilmektedir. Sekretoglobin terimi, tiim aile iiyelerinin ortak 6zelliklerini belirtmek
amactyla kullanilmaktadir. Ismin basindaki ‘sekreto’ kismi, bu proteinlerin
salgilandigint belirtmektedir. Globin son eki, sekretoglobinlerin, iki adet dortli
heliks-sarmal monomerinden olusan dimerleri olusturmasi, hidrofobik bir baglanma
bolgesi olusturmasi, globin katlanmasini hatirlatan yapt meydana getirmesi sebebiyle

verilmistir (Jackson ve ark., 2011; Beier, 2000).

Sekretoglobinler, uterin, prostatik, pulmoner, lakrimal ve tiikiirik bezleri de
dahil olmak tizere bir¢ok salgida yiiksek seviyelerde bulunur ve herhangi bir spesifik
sekretoglobin, genellikle birden fazla dokuda eksprese edilir. Baz1 sekretoglobinlerin
fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonlar1 tanimlanmamistir. Bununla birlikte,
sekretoglobinlerin bilinen gorevleri arasinda akciger korumasi ve onarimi, immiin
modiilasyon ve kemirgenlerdeki es se¢cimi yer alir. Mammaglobin gibi bazi
sekretoglobin aile {iyeleri, epitelyal kanser biyobelirtegleri olarak basariyla
kullanilmistir.  Sekretoglobinler, salgilanmadan o6nce dimer formdaki kiiciik
(insanlarda 10 kDa) proteinlerdir. Dimerler, proteazlara, 1stya ve pH'a karsi
dayaniklidir. Tavsan ve sigan uteroglobini de dahil olmak {izere bircok
sekretoglobinin kristal yapilar1 agikliga kavusmustur. Bu proteinler, dort adet a-
heliks yap1 icerir ve kovalent disiilfiir baglar1 ve kovalent olmayan etkilesimlerle bir
arada tutulan anti-paralel formda y6nlendirilmis homo veya hetero-dimerler halinde
birlesir (Jackson ve ark., 2011; Pilon, 2000).

SCGBL1AL alt ailesi, blastokinin olarak da bilinen uteroglobin (UGB) proteinini
igerir ve ailenin ilk iiyesidir. Bu nedenle, biyolojisi hakkinda diger sekretoglobinlere
gdre daha fazla bilgi mevcuttur. Insanlarda, SCGB1A1 periferal solunum yolu yiizey
sivisinda yliksek oranda bulunur; ayrica uterin endometriyum ve prostatta da
eksprese edilir. Solunum yollarinda, SCGB1A1 bir¢ok hiicre tipinde, 6zellikle Clara

hiicrelerinde eksprese edilir ve immiinomodiilasyonda hiicre infiltrasyonunun



diizenlenmesi ve yaralanma sonrasi doku onariminda rol oynadigi goriilmektedir

(Beier, 2000; Wong ve ark., 2009).

SCGBIB alt ailesinde, insan genomu evrimsel olarak fare androjen baglayici
proteinleri kodlayan genlerle (Scgblb ve Scgb2b) kiimelenen alti1 tane gen igerir
(Emes, 2004). SCGBICI1 alt ailesi, SCGBIC1 olarak bilinen Bowman’in koku
mukozasindaki bezlerine lokalize oldugu gosterilen proteini igerir (Dear ve ark.,
1991).

SCGBID alt ailesi, SCGB1D1 ve SCGB1D2 sirastyla lipofilin A ve lipofilin B
olarak da bilinen proteinleri igerir. Lipofilinler, daha sonra tetramerler olusturmak

i¢in birlesen SCGB2A proteinleri ile heterodimerler olusturur (Lehrer ve ark., 2000).

SCGB2A alt ailesinde, SCGB2A1 ayrica lipofilin C (mammaglobin B) olarak da
bilinir. SCGB2A2 ayrica mammaglobin A olarak da bilinir ve SCGB1D2 ile
heterodimerler olusturarak meme epitelinde dokuya 6zgii bir sekilde eksprese edilir

(Goedegebuure ve ark., 2004).

Sekretoglobin siiper ailesinin iiye sayisi son birka¢ yilda giderek artmaktadir.
Mevcut durumda, bu aile 10 insan sekretoglobin geni ve 5 psddogen i¢ermektedir
(Tablo 1) (Ghersevich ve Ceballos, 2014).



Tablo 1: Insan sekretoglobin proteinleri (Ghersevich ve Ceballos, 2014)

Protein isimleri Sembolii Diger isimleri
. Clara hiicresi 16-kDa protein

Uteroglobin SCGB1Al (CC16)

Mammaglobin A SCGB2A2 Mammaglobin 1, hMAM’
Mammaglobin
Mammaglobin B SCGB2A1 Mammaglobin 2, MGB2,
Lipofilin C
Lipofilin A SCGB1D1 -
Lipofilin B SCGB1D2 BU101

Gama interferon tarafindan
indiiklenebilen SCGB1D4 IFN-gama kaynakli SCGB
sekretoglobin

Ligand baglayici protein

RYDS SCGB1C1 RYD5
Pnomo salgi proteini SCGB3A2 Uteroglobin-iliskili protein 1
Normal-1°de yiiksek o -
sitokin SCGB3Al Pndmo salgi proteini 2
Sekretoglobin benzeri SCGB2B2 SCGBL

protein

4.3. Mammaglobin A ve Mammglobin B

Meme kanserinde, kanserin baglangici ve ilerleyisinden sorumlu biyolojik
yolaklara yeni bakis acilar1 saglamak, meme kanseri gen ekspresyonunun
tanimlanmasi ile iliskilidir. Bu baglamda yapilan arastirmalar siklikla; timor
prognozu, meme kanserinin tedavisi ve erken teshisi i¢in klinik ac¢idan kullanilabilir
olan epidermal biiylime faktorii (EGF) ve Her2/neu gibi genetik isaretleyiciler ile
ilgilidir. Son yillarda ise, meme ile iliskili, izole edilen yeni bir gen olarak
mammaglobin refere edilmektedir. Yapilan arastirmalar, tiim meme karsinomlarimin
%80’inde mammaglobin transkriptinin asir1 eksprese edildigini gostermektedir.
Periferal kok hiicre iirlinlerinde ve lenf bezlerinde gizli meme kanseri metastazlarinin
tespit edilmesinde, mammaglobin ekspresyonu doku spesifikligi ile goreceli

benzersiz bir biyobelirteg olarak kullanilabilir. Mammaglobinin klinik olarak en
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faydali oOzellikleri, meme spesifik ekspresyonu ve salgilanan yapida olusudur
(Goedegebuure ve ark., 2004).

Human mammaglobin (hMAM) 1996 yilinda yeni bir cDNA geni olarak izole
edilmistir. h(MAM geni kromozomun 11q12.3-13.1 boliimiine lokalizedir ve 10,5
kDa (93 aminoasit icerir) biiyiikliigiinde bir glikoproteindir. Mammaglobin A ya da
Mammaglobin-1 olarak da isimlendirilir. Mammaglobin, sekretoglobin siiper ailesine
ait bir proteindir. h(MAM’1n amino asit sekansi uteroglobin gen ailesi homolojisi ile
tanimlanmaktadir. Cogu meme kanserinden elde edilen hiicrelerde oldukga spesifik
bir ekspresyona sahiptir ve dolasimda olan veya yayilmis tiimor hiicrelerini tespit
etmek icin kullanilmaktadir. Ek olarak, Mammaglobin A meme kanserini hedef alan
immiinoterapiler i¢in potansiyel bir terapdtik hedef olarak aragtirilmaktadir (Suchy
ve ark., 2000; Fleming ve Watson, 2000; Ghersevich ve Ceballos, 2014).

Mammaglobin B geni ilk olarak 1998'de Becker tarafindan izole edilmistir.
MGB2 (Mammaglobin-2) seklinde gosterilen, Mammaglobin B genine ayrica
SCGB2A1 (sekretoglobin, 2A ailesi, liye 1) veya lipofilin C veya lakriglobin de
denir ve 11g12.2 kromozomuna lokalizedir. Mammaglobin B, gen ekspresyon
profillemesi ile serdz papiller yumurtalik kanserinde oldukga farklh sekilde eksprese
edilen bir uteroglobin gen ailesi iiyesidir. Mammaglobin B (MGB2) gen sekansi,
meme dokusunda eksprese edilen ve meme kanserinde upregiile bir gen olan
Mammaglobin A (MGB1) ile olduk¢a homolog bir yap1 gostermektedir. Yumurtalik
ve endometrium gibi kanser tirlerinde Mammaglobin B’nin biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (Tassi ve ark., 2007; Tassi ve ark., 2009).

4.3.1. Mammaglobin’in (Mammaglobin A) yapisi

Sekretoglobin aile iiyeleri homodimer veya heterodimer olarak mevcuttur.
Mammaglobin 65. pozisyon hizasinda sistein rezidiielerinin korunmasidan Gtiirii
heterodimer olarak tanimlanmistir. Mammaglobin A geni, li¢ ekzon (119 bp, 188 bp
ve 199 bp) ve iki introndan (603 bp ve 1888 bp) olusur. Bu ekzon ve intron
diizenlemesi ve karsilik gelen baglant1 yerleri sekretoglobin ailesi iiyeleri arasinda iyi
korunmustur. Mammaglobin A geninin dizilemesi, 5’ ucundaki proteine ¢evrilmemis
insana Ozgl alu tekrar motifini iceren sekansin birka¢ tekrart sonucu acikliga

kavugmustur. Mammaglobin A'y1 kodlayan genler ve insan sekretoglobin siiper
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ailesinin diger iiyelerinin ¢ogu, 11q12.3-13.1 kromozomunda kiimelenmis halde
bulunur. Yapilar itibariyle ortak atadan gelen bir sekanstan tiiretilmis multigen ailesi
olustururlar (Sekil 1) ve bu bolge genellikle meme kanserinde ¢ogalir

(Goedegebuure ve ark., 2004; Ghersevich ve Ceballos, 2014; Watson ve ark., 1998).

Kromozom 11

11pl5.4 < > SCGBIC1
— SCGBID1
SCGB2A1
SCGB1D2
11q12.3 )
11q13.2 <« , Mammaglobin A SCGB2A2
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11q14.1 SCGB1D4
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Sekil 1: Mammaglobin A ve diger baz
sekretoglobin aile iiyelerinin kromozom {izerindeki
lokalizasyonu (Ghersevich ve Ceballos, 2014)
Mammaglobin geninin restriksiyon haritasi Sekil 2’de verilmistir. Proteine
cevrilmemis ekzon dizisi i¢i bos beyaz kutularla belirtilirken proteine ¢evrilmis dizi
ise i¢i dolu siyah kutularla gosterilmistir. Golgeli kisimlar ise transkribe olmayan

bolgeyi ifade eder (Watson ve ark., 1998).
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Sekil 2: Insan mammaglobin geninin restriksiyon haritas1 (S: Sall; B:
BamHI; Sc: Sacl; X: Xbal; H: Hindlll; P: Pstl; N: Ncol restriksiyon

enzimleri; CA: Sitozin-adenin dintikleotidi) (Watson ve ark., 1998)
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Mammaglobin A, molekiil agirligi 10,5 kDa olan bir glikoproteindir. Ik 19
rezidiisii 8,5 kDa biiyiikliigiindeki olgun proteinin salgilanmasi sirasinda ayrilan
hidrofobik bir sinyal peptidine karsilik gelir. Meme dokusunda, Mammaglobin A
glikozillenir ve iki molekiil arasinda ii¢ disiilfit kdpriisiiniin olusmasina izin vererek
antiparalel formda heterodimer olarak lipofilin B'ye kovalent baglanir. Ayni
zamanda, 45 kDa'lik bir heterotetramer olarak iki heterodimerin kovalent olmayan
bagi ile olusturulabilir. Mammaglobin A'nin birincil dizisinde iki tane N-bagl
glikozilasyon bolgesi vardir ve her bolge kendisine baglanmis sekilde yaklasik 3500
Da biiytikliigiinde sekere sahiptir. Normal meme ve meme kanseri dokularinda farkl
Mammaglobin A formlar1 (18kDa ve 25 kDa) tespit edilmistir. 25kDa olan tamamen
glikozile edilmis Mammaglobin A - Lipofilin B kompleksi iken 18kDa
biiytikliigiinde olan ise kismen glikozile edilmis bir Mammaglobin A - Lipofilin
kompleksidir (Ghersevich ve Ceballos, 2014).

Mammaglobin protein kompleksinin 3 boyutlu yapist Sekil 3’de verilmistir.
Mammaglobin kirmizi, lipofilin B ise mavi renktedir. Alt1 tane sistein yapisinin
birbiriyle yakinlasmasini saglamak i¢in diizgiin bi¢imde istiflenen her bir protein i¢in
dort tane alfa heliks yapisinin diizenlenmesi goriiliir (sar1 ¢cubuk modelleri). Ayrica,
bagli sekerlerin solvent icerisinde zit kutuplara yerlesmeleri icin mammaglobinin ii¢
adet heliks yapisinin baglangicinda ve sonunda iki tane N-bagl glikozilasyon bolgesi
(yesil c¢ubuklar) gosterilmektedir. Sekil 4’te ise amino asit polaritesi ile
renklendirilmis mammaglobin  yiizey diyagrami  gosterilmektedir.  Yiizey
diyagraminda, kirmizi renkli bolge asidik rezidiileri, mavi renkli bolge bazik
rezidiileri ve sar1 renkli bolge polar kisimlar1 géstermektedir. Hidrofobik rezidiiler ise
gri renktedir. Sagdaki goriintii, katlanmis proteinin dis kisminin polar yapisini
gosterir. Zincirler tek tek birbirinden ayrilir ve dondiiriiliirse, proteinin i¢inde bir

hidrofobik cep goriilebilir (soldaki goriintii) (Zehentner ve Carter, 2004).
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Sekil 3: Mammaglobin protein kompleksinin 3

boyutlu yapist (Zehentner ve Carter, 2004)

Cekirdek

Sekil 4: Mammaglobin proteinin yiizey diyagrami
(Zehentner ve Carter, 2004)

4.3.2. Mammaglobin ve meme kanseri

Watson ve arkadaglari, hMAM’1n ekspresyonun meme bezi ve meme timaori
hiicre hatlart ile smirli oldugunu bildirmistir (Watson ve Fleming, 1996).
Mammaglobinin, meme tiimorii olusum siirecindeki fonksiyonel 6nemi halen agik
olmasa da, mammaglobin ekspresyonunun meme kanseri biyolojisi ile iliskili
oldugunu 6ne siiren iki dzellik mevcuttur. Ilk olarak, hem Northern blot analizi hem
de 15 farkli yetiskin insan dokusunun daha hassas ve kapsamli bir RT-PCR analizi,

mammaglobin ekspresyonunun meme beziyle smirli oldugunu gostermistir. ikincisi
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ise, mammaglobin insan meme tiimor hiicre hatlarinda ve kotii huylu olmayan meme
dokusuna oranla primer meme tiimorlerinde ¢ogunlukla yiiksek miktarlarda eksprese
edilir. Bir 6n aragtirmada, 10 meme karsinoma hiicre hattinin 5’inin (%50), 35 primer
insan meme tiimorliniin 8’inin (%23) ve 21 metastatik meme tiimoriiniin 13'liniin
(%62) yiiksek diizeyde mammaglobin mRNA ekspresyonu gosterdigi bildirilmistir.
Meme tiimorii biyopsileri analizinde hMAM mRNA seviyeleri vakalarin % 23’iinde
artmistir. Meme kanserli hastalarin periferik kaninda yapilan ¢alismalarda hMAM
mRNA'nin siklikla upregiile oldugu raporlanmistir. Meme tiimdrleri arasinda
mammaglobin ekspresyonunun; tiimor derecesi, histolojik tipi, timor evresi veya
hormon reseptdr durumu ile iligkisi gosterilememistir (Watson ve ark., 1998; Suchy

ve ark., 2000; Zach ve ark., 1999).

Mammaglobin ekspresyonu, insan uterus, akciger, yumurtalik ve plasentada
tespit edilememistir. Bu bulgu, mammaglobin eksprese eden hiicrelerin, sadece
spesifik birka¢ dokuda eksprese olan ve metastaz yapan tiimor hiicrelerinin bir alt
siifi oldugu goriisiinii desteklemektedir. Ayrica, bazi ¢alismalar metastatik meme
kanserli hastalardan gelen lenf nodlarinda tespit edilebilir mammaglobin mRNA
icerdigini, normal lenf nodlarinda ise hMAM ekspresyonunun tespit edilemedigini
bildirmistir (Suchy ve ark., 2000). Normal, in situ ve invazif primer timor
elementlerini icerecek sekilde secilen 13 meme tiimoriinde gergeklestirilen ve cogu
durumda aksiller lenf nodu metastazlarini i¢eren in situ hibridizasyon ile yapilan ileri
aragtirmalar, mammaglobin ekspresyonunun tiim elementlerde meydana geldigini,
epitel hiicrelerinde sinirlt oldugunu ve normal hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerinde
onemli Olgiide arttigini gostermistir. Bagimsiz 20 adet primer meme tiimori ve
bunlara karsilik gelen aksiller lenf nodlar i¢indeki mammaglobin ekspresyonunun
analizinde 13 lenf nodunun hepsinin pozitif oldugunu ve metastatik meme karsinomu
icin negatif olan yedi nodun hi¢birinin mammaglobin pozitif olmadigini géstermistir.
Bu sonuglar, mammaglobinin, aksiller lenf nodu meme metastazlarinin bir belirteci
olabilecegini gostermektedir (Leygue ve ark., 1999). Mammaglobin 1 (MGB1),
meme epitel dokularinda eksprese edilen bir proteindir ve ¢ogu meme karsinomunda
asir1  eksprese edilir. Dokuya spesifik ekspresyon profili nedeniyle, MGB1
dolasimdaki meme kanseri hiicrelerinin tespiti icin 6nde gelen bir biyobelirte¢ olarak

kabul edilir. Buna istinaden, MGB1 0,2 mm?den biiyiik meme kanseri metastazlarim
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tespit etmek icin klinik bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. MGB1 ekspresyon
profillerinin meme kanseri hiicresi patogenezi ile giiglii bir sekilde birlesmesine
ragmen, MGB1'in kanser siireclerinde biyolojik 6nemi hala tam olarak agikliga

kavugmamustir (Picot ve ark., 2016).

MGBI1 ekspresyonunu kanser davranisi ve hastalik sonucu ile iliskilendiren
bircok celiskili ¢aligmalar vardir. Bazi c¢aligmalar, meme kanserinde daha iyi
prognostik deger ve daha az agresif fenotipler icin ylksek MGBI1 ekspresyon
seviyelerini iligkilendirmistir. Bu bulgular, yiiksek MGB1 ekspresyon seviyelerine
sahip primer tlimorlerin diislik timor dereceleri, hormon reseptorlerinin baskilanmig
ekspresyonu, niikleer diploid igerigi ve nodal invazyonun bulunmadigi durumlar ile
desteklenir. Ayrica primer tiimorlerde artmis MGB1 seviyelerinin daha uzun siireli
niiksetmeyen sagkalim siiresi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ote yandan, bazi
calismalar MGB1 ekspresyonunun kotii prognostik sonuglarla iligkili oldugunu
bildirmektedir. Son yapilan ¢alismalar, meme kanseri hastalarinin periferik kanindaki
yiikksek MGBI seviyelerinin, daha biiyiik tiimor biiylikliigli ve daha fazla metastaz
gelisme riski ile iligkili oldugunu gostermistir. MGB1 ekspresyonu olan agresif bir
meme kanseri hiicre modelinin kullanilmasiyla, MGB1 ekspresyonunun kaybinin
daha az agresif bir kanser fenotipi ile sonuglandigr gozlemlenmistir ve bu durum
MGB1'in meme kanseri malignitesi ve ilerlemesinde rol oynadigini gosteren bir
degerlendirmedir (Picot ve ark., 2016). Yapilan baska bir ¢alismada, primer ve
metastatik meme tliimdrlerinde ve periferik dolasimda bulunan meme tiimori
hiicrelerinde mammaglobin ekspresyonunun saptanma sikligi arastirilmastir.
Incelenen 100 primer insan meme tiimdriiniin 81'i mammaglobin proteini igin
kuvvetli derecede immiinopozitif sonu¢ vermistir. Boyama, tiimor derecesinden ve
histolojik tipten bagimsiz olarak gerceklestirilmistir. Metastatik meme kanserli
hastalardan elde edilen 11 lenf nodundan 10 tanesinde mammaglobin mMRNA’s1
tespit edilmistir ve metastatik olmayan lenf nodlarinda mammaglobin ekspresyonu
saptanmamustir. Ayrica, RT-PCR analizi kullanilarak yapilan c¢alismada,
mammaglobin mRNA’sinin otolog kok hiicre nakli i¢in kullanilan 15 {irliniin 9'unda
tespit edildigi bildirilmistir. Bu sonuglar, meme kanseri hasta yonetimi i¢in bir arag
olarak mammaglobinin klinik ¢alismalarda kullanilabilecegini gostermektedir

(Watson ve ark., 1999; Douglas-Jones ve Woods, 2009).
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Meme kanseri hastalarinda dolasimdaki timor hiicrelerinin erken tespiti 6lim
oranini azaltmak i¢in ¢ok Onemlidir. Mammaglobin, meme kanseri hiicrelerinin
yiizeyi ile iligkilidir ve bu nedenle meme kanserinde basarili bir sekilde hedeflenmis
ila¢ tasinmasi igin faydali bir molekiiler belirte¢ olarak Onerilmistir. Her ne kadar
bircok rapor, mammaglobin proteinin meme kanseri i¢in faydali bir belirteg
oldugunu 6ne siirmesine ragmen, mammaglobinin meme kanseri hiicreleri iizerinde
biyolojik  rolii  yeterince anlagilamamistir.  Yapilan c¢alismalarin  ¢ogu,
mammaglobinin meme kanserindeki biyolojik roliinii bilmeden, dolasimdaki timor
hiicrelerini tanimlamak i¢in tespit yontemleri gelistirmeye odaklanmistir. Meme
kanserinde yiiksek mammaglobin ekspresyon seviyeleri, mammaglobinin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi tiimorijenezi ile iligkili fonksiyonlarla
ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir ve meme kanserinde gen tedavisi icin ¢ok
onemli bir hedef olma potansiyelindedir. Mammaglobinin, kanser teshisinde ve
meme kanserinin prognozunu éngdrmede ek bir belirte¢ olarak yararli oldugunu 6ne
stiriilmekle beraber hormon reseptdrleri ve Her2 ile kombinasyonu meme kanserinin

basarili tedavisi i¢in faydali olacaktir (Koh ve ark., 2014; Hassan ve ark., 2017).

Mammaglobin, normal meme dokusunda diisiik seviyelerde goriilebilmesine
ragmen, meme kanserinde ekspresyonu belirgin sekilde artar ve kanserin daha
yiiksek derecesiyle iligkilendirilir. Kan ve viicut sivilarindaki tespiti, kanser metastazi
ve prognoz seviyesi ile de iligkilidir. Bu durum, 6zellikle meme kanseri olma riski
yiiksek bireylerde erken teshis i¢in 6nem arz etmektedir. Mammoglobin ayrica meme
kanseri hiicrelerinin immiinoterapotik hedeflemesi igin de kullanilmaktadir (Al-

Joudi, 2014; Wang ve ark., 2009).

Mammaglobin, primer meme kanserlerinde % 40 ila % 80 oraninda asiri
eksprese edilir. MAM-A DNA asismmin giivenligini ve biyolojik etkinligini
degerlendirmek i¢in Faz I klinik ¢alismalar1 baglatilmistir. Calismalar sonucunda,
MAM-A DNA asisinin glivenli oldugu belirtilmistir ve 6n kanitlar, ilerlemesiz sag
kalimin (PFS) iyilestirildigini gdstermistir. MAM-A DNA asisinin meme kanserinin
Onlenmesinde ve tedavisindeki potansiyelini tanimlamak i¢in ek c¢alismalar
gerekmektedir (Tiriveedhi ve ark., 2014). Meme kanseri hastalarinda dolasimdaki

tiimor hiicrelerinin erken tespitinde aptamerlerle calisilmistir ve dolasimdaki tiimor
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hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen MGB1 ve MGB2 protein biyobelirteglerini
saptamada aptamerlerin biiylik bir potansiyel oldugu gosterilmistir (Hassan ve ark.,
2017).

4.4. Kanserde Gen Tedavisi

Gen tedavisi, mevcut bir anormalligin diizeltilerek veya hiicrelere yeni bir
fonksiyon saglayarak terapotik bir etki iiretmek ic¢in  hiicrelerin  genetik
modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. Gen tedavisi genel olarak iki ana bilesen
gerektirir. Birincisi, terapdtik bir gen ve ikincisi, bu genin uygun hiicrelere
verilmesine izin veren bir vektor. Hedef hiicrelerde terapotik genin istenen dokuya
giivenli bir sekilde verilmesi ve terapotik etkinliginin devamliligini saglamak i¢in

belirli stratejiler de gereklidir (Amor, 2001).

Avrupa Ila¢ Ajans1 (EMA), bir gen tedavisi tibbi iiriiniiniin, asagidaki iki dzelligi
yerine getiren biyolojik bir tibbi iirlin oldugunu tanimlar: (a) insanda kullanilan veya
insana uygulanan bir rekombinant niikleik asidi igeren veya bunlardan olusan aktif
bir madde icermesi, genetik bir sekansin diizenlenmesi, onarilmasi, degistirilmesi,
eklenmesi veya silinmesi; (b) terapotik, profilaktik veya teshis edici etkisi, dogrudan
icerdigi rekombinant niikleik asit dizisi veya bu dizinin genetik ifadesinin tirlinii ile
ilgilidir. ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA), gen tedavisini, niikleik asitler, viriisler
veya genetik miithendislik mikroorganizmalar: ile konak genomuna entegre olarak
etkilerini transfer edilen genetik materyalin transkripsiyonu ve / veya translasyonu

seklinde gosteren lirlinler olarak tanimlar (Wirth ve ark., 2013).

Genel olarak, gen tedavisi iki kategoride siniflandirilmaktadir. Bunlar, esey
hiicre gen tedavisi ve somatik gen tedavisidir. Bu iki yaklagim arasindaki fark,
somatik gen tedavisi bazi1 hedef hiicrelere genetik materyalin sokulmasidir ancak bu
degisiklik yeni nesillere aktarilmaz. Esey hiicre gen tedavisinde ise, terapotik veya
modifiye edilmis gen gelecek nesillere aktarilir. Bu fark 6nemlidir, ¢linkii mevcut
yasalar yalnizca somatik hiicrelerde gen tedavisine izin vermektedir ancak FDA
Amerika Birlesik Devletleri'nde esey hiicre gen tedavisine izin vermistir (Wirth ve

ark., 2013; Ibraheem ve ark., 2014).
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Kanser, her yil, diinya genelinde sekiz milyondan fazla 6liimle sonuglanan
onemli bir kiiresel saglik sorunudur. Kanser, genomdaki konak¢i ve gevresel
etkilesimler tarafindan diizenlenen degisiklikleri iceren karmasik yapida ve pek ¢ok
faktoriin etkili oldugu bir hastaliktir. Kanserin bu sekilde nitelendirilmesine sebep
olan ozellikleri, biliylime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik, biiyiime karsiti
sinyallere duyarsizlik, doku invazyonu ve metastaz yetenegi, siirsiz ¢ogalma
potansiyeli, araliksiz devam eden anjiyogenezi ve apoptoztan kagisidir. Ekstraseliiler
matriksinin yam sira, ¢esitli diizenleyici proteinleri eksprese eden ¢esitli malign
olmayan hiicrelerden olusan tiimér mikro ortami, kanserin baglatilmasinda ve
ilerlemesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Gen tedavisi, genetik materyali hedef
hiicrelere veya dokuya ileterek terapotik bir etki elde etmek igin onu eksprese etmeyi
amaglar. Lokal olarak uygulanabilmesi nedeniyle geleneksel tedavilere kiyasla
avantaj saglamaktadir. Bu sebeple, sistemik yan etki riski olusturmadan yiiksek bir
terapotik doz saglar. Ayrica, cogu gen tedavisi tek seferlik uygulama oldugundan,
uzun vadede maliyet acisindan da etkili olabilir. Bugiine kadar kanser, gen tedavisi
ile tedavi edilen en yaygin hastaliktir. Diinyada devam etmekte olan tiim klinik gen
tedavisi denemelerinin %60'indan fazlasin1 kanser olustururken onu ardindan
monogenetik ve kardiyovaskiiler hastaliklar takip etmektedir (Wirth ve Yla-
Herttuala, 2014; Wirth ve ark., 2013).

Gen tedavisi, kanser hiicresinin 6liimiine neden olmak veya tiimdriin biiylimesini
yavaglatmak i¢in yeni genin hedef hiicreye sokuldugu ya da mevcut genin manipiile
edildigi yeni bir tedavi yontemidir. Bu alanda farkli yaklagimlar mevcuttur ve gen
ekleme tedavisi, viral gen tedavisi, viral olmayan gen tedavisi ve RNA interferans-

temelli gen tedavisini icerir (Anaya-Ruiz ve Perez-Santos, 2015).

4.5. RNA Interferans Stratejisi

Mesajct RNA (mRNA) seviyesindeki protein ekspresyonunun RNA aracilt
susturulmasi, hastalifin {stesinden gelmek i¢in yeni bir terapdtik —strateji
sunmaktadir. Hedefe 0zgiin olan bu yOntem gen tedavisine yeni bir boyut
kazandirmigtir. RNA interferans (RNAi), omurgasiz hayvanlarda ve bitkilerde gen
fonksiyonunun analizi i¢in gili¢lii ve yaygin olarak kullanilan bir yontem haline

gelmistir (Howard ve ark., 2006; Yu ve ark., 2002). RNAIi teknolojisi, sekansa
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spesifik gen inhibisyonu saglamaktadir. Proteinlerin fonksiyonlarinin ve
aktivitelerinin, baskilanarak ya da durdurularak temel mekanizmalarin arastirilmasi

molekiiler biyoloji alaninda ¢alisilan giincel bir konudur (Agrawal ve ark., 2003).

RNAI, transkripsiyonu baskilayarak (transkripsiyonel gen susturma, TGS) veya
sekansa spesifik RNA degredasyonunu aktive ederek (post-transkripsiyonel gen
susturma, PTGS veya RNA interferans) transkript seviyesini siirlayan yeni bir gen
diizenleme mekanizmasidir. RNAi'nin meydana gelmesi sirasinda, indiikleyici
molekiilleri 6nce daha kiiciik pargalara ayiran ve sonunda hiicresel veya viral mRNA
molekiillerini (hedef olarak adlandirilir) tahrip eden ¢ift sarmalli RNA molekiilleri
(dsRNA) bu hiicrenin indiikleyicileri veya aktivatorleri olarak gorev alir (Agrawal ve
ark., 2003).

RNAI teknolojisi bitkilerde, daha mor olmasi beklenen transgenik petunya
cigceklerinin arastirmast sirasinda ortaya cikmugtir. 1990 yilinda, Napoli ve
arkadaslar1 antosiyanin pigmentlerinin liretiminde rol alan bir enzim olan kalkon
sentaz (chsA) aktivitesini arttirmak istemistir. Sasirtici bir sekilde, chsA kodlama
bolgesini barindiran transgenik petunya bitkilerinin bazilari, hem endojen hem de
transgen kalkoli sentaz aktivitesini kaybetmis ve bu nedenle ¢iceklerin ¢ogu alacali
veya beyaz renkte goriinmiistiir. Baskilama terimi mRNA'larin kaybini1 tanimlamak

i¢cin kullanilmistir (Napoli, 1990).

RNAI olayi, ilk olarak, Fire ve arkadaslari tarafindan saflastirilmis uzun cift
iplikli RNA (dsRNA)’y1 dogrudan Caenorhabditis elegans solucaninin viicuduna
entegre etmek suretiyle gen susturma igindeki indiikleyicilerin biyokimyasal dogasinm
acikca ortaya koyarak tanimlanan bir antisense yaklasimidir. RNAi ilk olarak
1980'lerin sonlarinda bitki biyologlar tarafindan goézlenmistir ancak nematod tiirii
olan Caenorhabditis elegans {izerindeki c¢alismalarin RNAI'nin evrimsel olarak
korunmus bir gen susturma mekanizmasi oldugunu gostermesi ile 1990'larin
sonlarina kadar belirsiz kalan molekiiler mekanizma bu ¢alisma ile aydinlanmistir.
Cift sarmalli RNA tarafindan sekansa spesifik post transkripsiyonel gen susturma, bir
dizi organizmada korunur, bu organizmalar ise bitkiler, Neurospora, Drosophila, C.

elegans ve memelilerdir. Bu siire¢ viriislere karst normal savunma ve transpoze
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edilebilir genetik elementlerin mobilizasyonu ile ilgilidir (Fire ve ark., 1998; Leung
ve Whittaker, 2005).

45.1. RNAI mekanizmasi

RNAI, viriis gibi yabanci patojenlere karsi koruma mekanizmasi olarak spesifik,
tamamlayict mRNA sekanslarinin degredasyonunui katalize etmek icin RNA
molekiillerini  kullanan Okaryotik hiicrelerdeki endojen bir gen regiilasyon
mekanizmasidir ve ¢ift sarmalli RNA molekiili bu mekanizmanm temelini
olusturmaktadir. RNAi baslatma basamagi olarak adlandirilan ilk adim, RNA
niikleazlarinin biiyiik bir dsSRNA'ya baglanmasini ve daha sonrasinda bunun yaklasik
21 ila 25 niikleotitlik RNA fragmentlerine ayrilmasimi igerir. dsRNA hiicrelere
verildiginde, Dicer olarak bilinen RNAazIII ailesinin, 200 kDa biiytikliigindeki
niikleaz enzimi, RNA'y1 yaklagik 21-23 niikleotit uzunlugundaki daha kisa pargalara
keser. ikinci asamada, bu fragmentler veya diger bir adiyla kiiciik interferans RNA
(small interfering RNA, siRNA) daha sonra bir¢cok farkli protein igeren kompleks
yapida olan RNA ile indiiklenen gen susturma kompleksi (RISC) ile baglanir. Bu
proteinlerden biri siRNA'nin ¢oziilmesinden ve sense veya passenger zincirinin
degredasyonundan sorumlu olan Argonat 2'dir (Ago2). Tek zincirli antisense zincir
daha sonra RISC kompleksinin siRNA'nin antisense zincirinin tamamlayicisi olan
mRNA'y1 aktif olarak arayip bulmasini saglar. mRNA, siRNA'nin antisense zincirine
baglandiktan sonra, Ago2 proteini mRNA'min antisense zincirinin 5' ucundan
baslayarak 10. ve 11. niikleotitler arasinda degredasyonuna aracilik eder (Agrawal ve

ark., 2003; Leung ve ark., 2014).

Terapotik olarak, RNAi, mikroRNA (miRNA) mimikleri, kii¢lik interferans
RNA'lar (siRNA), kisa sa¢ tokas1 RNA'lar1 (shRNA) ve Dicer substrat RNA'lari
(dsiRNA'lar) dahil olmak iizere kiigik RNA duplekslerinin verilmesiyle ¢alisir.
shRNA yolag1 en fazla basamak gerektirir ve 6n islemler niikleusta gerceklesir. Onu
hemen ardindan Dicer islemesi gerektiren dsiRNA takip eder. siRNA ve miRNA
mimik yollari, tasinmasindan RISC yliklemesine kadar en dogrudan olanidir. Aradaki
fark, miRNA'larin hedef dizilere % 100 tamamlayici olmamasidir. Bu fark susturma
sonucunu etkiler: miRNA'lar translasyonel baskilamayi indiiklerken, siRNA'lar

Argonat 2 aracili degredasyonu indiikler (Bobbin ve Rossi, 2016).
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Entegre edilmis transpozonlar, replike eden viriisler veya yeni tanimlanmis
protein kodlamayan ekspresyon diizenleyici mikroRNA (miRNA) molekiillerinin
birisi tarafindan iiretilen dsRNA'lar kisa dsRNA'lara proses edilir. Bu kisa RNA'lar,
Dicer olarak bilinen bir sitoplazmik riboniikleaz III (RNAaz III) benzeri proteini
iceren bir biyokimyasal olay zincirini tetikler ve sonrasinda RNA ile indiiklenmis
susturma kompleksi (RISC) olarak bilinen kismen karakterize edilmis bir ¢oklu
protein kompleksi olusur ve son asamada bu kompleks mRNA’larin degredasyonuna
neden olur ve bu islem posttranskripsiyonel gen susturmadir (Leung ve Whittaker,
2005).

Dogal olarak olusan miRNA'lar niikleusta biiylik prekiirsor(dncii) formlarinda
sentezlenir. Drosha olarak bilinen bir enzim primer miRNA transkriptlerinin pre-
miRNA'lara prosesini saglar ve pre-miRNA’lar daha sonra Eksportin5 araciligiyla
sitoplazmaya verilir. Sitoplazmada, Dicer enzimi, endojen miRNA'larin ¢ift sarmalli
molekiil yapisinin ayrilmasindan sorumludur ve 19-25 baz ¢ifti (bp) uzunlukta
fragmentlerin ayrimina kadar bu islemi yapar. siRNA, RISC kompleksi igine dahil
olarak dupleks bir yap1 olusturur. siRNA’nin 5’ ucunda fosfat gruplari, 3> ucunda
hidroksil gruplar1 yer alir ve 3 ucglar1 5’ ucuna kiyasla 2-3 niikleotid kadar daha
uzundur, bu sebeple 3’ucu ¢ikinti (overhang) seklindedir. Dupleks yapinin
olusumundan sonra, ATP bagimli helikaz enzimi, iki zincirden birinin mRNA'lar
bagimsiz olarak tanimasini saglayarak dupleksi ¢ozer. Tamamlayici zincir ile hedef
mRNA arasindaki tamamlayicilifin derecesi, mRNA susturma igleminin, siRNA-
mRNA dupleks bolgesinde ya da miRNA benzeri bir translasyonel baski
mekanizmas: bolgesindeki mesajin alana 6zgii boliinmesi yoluyla elde edilip
edilmedigini belirler. Endojen yolakta hiicrenin kendi yapisinda bulunan miRNA
gorev alirken, eksojen yolakta ise hiicreye disaridan verilen uzun ¢ift sarmalli
dsRNA molekiilleri ve vektorle tasinan kisa, sa¢ tokasi (U seklinde) RNA’lar (short
hairpin RNA, shRNA) yer alir. Bu yapilar hiicreye girdikten sonra endojen RNAi
mekanizmasi ile benzer bir yolak {izerinden proses edilir. Sonug¢ olarak, RNAi
mekanizmasi, hedef mRNA iizerinde siRNA’nin tamamlayicist oldugu bolgeye
baglanarak mRNA’nin kesilerek degredasyonuna yol acgar. Boylece ilgili gen inaktif
hale getirilmis olur. siRNA aracili gen susturma mekanizmasi Sekil 5’te verilmistir

(Leung ve Whittaker, 2005; Liu ve ark., 2007).
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Sekil 5: siRNA aracili gen susturma mekanizmasi (Leung ve Whittaker, 2005)

dsRNA'lar (>30 bp), y-IFN (gama-interferon) yolagini tetikler. interferon yolagi,
viral enfeksiyonlarda ortak bir replikatif ara {irlin olan kismen dsRNA tarafindan
tetiklenen dogal bagisiklik sisteminin bir parcasidir. Bu nedenle dsRNA’lar yerine
kimyasal sentez, enzimatik bolinme veya ekspresyon sistemleri tarafindan
olusturulan 21-23 bp uzunlugunda c¢ift sarmalli siRNA’lar kullanilmalidir. Bu
molekiiller Dicer tiriinlerini taklit ederek ve dogrudan sitoplazmada RNAi yolagina
girerek stres cevabindan kacar. siRNA dupleksleri, lipid bazli formiilasyonlar,
elektroporasyon veya peptitlere baglanma gibi yontemlerle memeli hiicrelerine
transfekte edilmektedir. siRNA, memeli hiicre hatlarina, primer hiicrelere ve
embriyonik kok hiicrelere basartyla uygulanmistir (Leung ve Whittaker, 2005;
Corey, 2007).

4.6. shRNA’ya iliskin Bilgiler

Hiicre icerisine ekzojen yolakla disaridan verilen siRNA’lar, kanser
hiicrelerinde gecici olarak baskilama sagladiklarindan dolayr devamlilik arz eden
anti-kanser siRNA’larin olusturulmasi, terapétik etkinin arttirilmasi konusunda 6nem

teskil etmektedir. Memeli hiicrelerinde siRNA aktivitesinin kaliciligi, hiicrelerin
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proliferatif statiisiine gore degisir, Oyle ki siRNA aktivitesi proliferatif hiicrelerde 3-7
giin siirer, ancak noronlar gibi terminal olarak farklilagmis hiicrelerde 3 hafta veya
daha fazla siirebilir. Baz1 uygulamalar i¢in bu siire yeterli gelebilir ancak uzun
yarilanma siiresine sahip proteinler ile gergeklestirilen aragtirmalarda siRNA’nin
hiicre igerisine tek seferde uygulanan transfeksiyonu islevsel bozuklugun onarimi
icin yeterli gelmemektedir. Bu sorunu agmak igin, hedef hiicrelerde siRNA'nin stabil
ekspresyonunu saglayan vektor bazli sistemler gelistirilmistir (Omi ve ark., 2004;
Tuschl, 2002).

Bu vektorler, ayr1 promotorlerden sense ve antisense zincirlerini eksprese eden
veya siRNA iiretmek i¢in Dicer tarafindan pargalanan kisa sa¢ tokasi RNA'lari
(shRNA'lar1) eksprese eden RNA polimeraz III promotorlerini igerir. shRNA, RNA
polimeraz 111 enzimi ile transkripte olan 19-22 bp kisa sa¢ tokasi yapisina ve 4-10
nikkleotidlik ilmek seklindeki dongiisel yapiya sahiptir. shRNA’nin 19-22 bp
uzunlugundaki dongtisel bolgesi daha sonra hiicre igcinde siRNA'lara boliinecek
sekilde dizayn edilir (Moore ve ark., 2010). shRNA, hiicre igerisine bir plazmid veya
viral vektor araciligiyla verilir. Bu tiir vektor sistemleri, memeli hiicrelerinde hedef
genlerin etkin ve stabil bir sekilde degredasyonunda basariyla kullanilmaktadir. Son
zamanlarda  yapilan c¢alismalar, shRNA'larin siRNA'ya oranla RNAi
indiiklenmesinde daha kuvvetli bir etki gosterdigini bildirmistir. shRNA
kodlanmasinda gorevli viral veya plazmid DNA (pDNA) vektorleri, shRNA
tretimini  hiicre niikleusunda sentezledigi i¢in uzun siireli bir baskilama

gerceklestirirler (Mittal, 2004; Siolas ve ark., 2005; Harborth ve ark., 2003).

ShRNA ve siRNA’nin yapisal olarak birbirinden farkliligt ve shRNA’nin
ekspresyon vektoriine yerlesimine iliskin yapist Sekil 6’da verilmistir (O’Keefe,
2013).
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ucunda 2 niikleotitlik ¢ikintiya sahip RNA dupleksleridir. (B) shRNA'lar, bir
dongii (loop) dizisi ile ayrilan sense ve antisense dizilerinden olusur. (C)

Ekspresyon vektoriine yerlesiminde shRNA yapisi (O’Keefe, 2013)

Uzun dsRNA'larin, miRNA'larin veya shRNA'larin Dicer tarafindan islenmesi,
21-23 niikleotid uzunlugunda siRNA’larin olusumuna yol acar. Bu siRNA’lar daha
sonra RISC kompleksi ile baglanarak mRNA yikimina neden olur. Ekzojen olarak
saglanan sentetik siRNA'lar, adenosin trifosfat (ATP) varliginda 5 ucundaki fosfat
gruplart endojen kinaz ile aktif fonksiyonel siRNA'lara doniistiiriilir ve RISC
baglanmasi ile devam eden yolak ger¢eklesir. shRNA ile gen susturulmasina iliskin

yolak Sekil 7’de verilmistir (Mittal, 2004).
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Paddison ve arkadaslar, RNAi mekanizmas: ile gen susturma yontemini
inceleyerek, bu mekanizmanin hedeflenen genler igin de uygulanabilirligi
diisiincesiyle, hiicre igerisine ekzojen yoldan siRNA verilmesine benzer bir bigimde
shRNA verilmesi ya da hiicrede shRNA sentezinin gerceklesmesi ile hedeflenen
genlerin baskilanabildigini gostererek uzun siireli devamlilik teskil eden gen

baskilamasi saglamiglardir (Paddison ve ark., 2002).

shRNA'nin yapilan ¢alismalarda basarili sonuglar vermesini takiben, daha fazla
umut vaat eden bir uygulama icermesi ve gen kesfinin kritik bir bileseni olmaya
devam etmesi gen tedavisinde biiylik oranda 6nem arz etmektedir (Moore ve ark.,
2010; Salazar ve ark., 2014).

26



4.7. Gen Tedavisinde Tasiyic1 Sistemler

siRNA ve shRNA gibi RNAi molekiillerinin gen tedavisinde kullanimi
sinirlayan birtakim zorluklar vardir; bunlar, niikleaz degredasyonu, transfeksiyon
sonrasi sinirli stabilite siiresi, zayif hiicresel alim ve hedef-dis1 etkinin goriilmesidir.
Bu gibi sorunlarin 6niine gecerek hedeflenen terapdtik etkinin saglanabilmesi igin
uygun bir tastyici sistemin se¢ilmesi gen tedavisinde Onemli bir konudur. Gen
tedavisinde ¢ift sarmalli DNA (dsDNA), tek sarmalli DNA (ssDNA), plazmid DNA
(pDNA) ve anti- sense oligoniikleotitleri (ASON) gibi farkli tipte genetik materyaller
kullanilmaktadir. Gen tedavisinin basarisi esas olarak, terapotik genin, herhangi bir
biyolojik degredasyona ugramadan hedeflenen hiicreye girisini saglamaya baglidir.
Bununla birlikte, DNA'nin biyolojik ortamdaki niikleazlara duyarliligi, DNA
makromolekiiliiniin hidrofilik poli anyonik dogasi ve biiyiikliigii, hiicre zarindan
pasif olarak niifuz etmesini Onler. Bu nedenle DNA, terapotik geni hedeflenen
hiicreye tasiyan, onu niikleazlarin degredasyonundan koruyan ve hiicre iginde
kopyalandigindan emin olunmasmni saglayan tasiyict sistem veya vektor ile
iligkilendirilmelidir. Vektor adi verilen ideal bir tasiyici sistem asagida belirtilen

kriterlere sahip olmalidir:

e Giiclii bir sekilde immiin sistem yanit1 olugturmamalidir.

e Niikleik asitleri, boyutlar1 ne olursa olsun tastyabilecek kapasitede olmalidir.

e Hiicre igerisine tasinan genetik materyalin siirekli ve diizenli ekspresyonunu

saglamalidir.

o Vektor, hedef geni, 6zellikle hedef hiicreler viicutta dagildiklarinda veya
heterojen bir popiilasyonun pargasi olduklarinda, yalnizca belirli hiicrelere

vermelidir.
e Hem boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmelidir.

e Ticari olarak yiiksek konsantrasyonlarda ulasilabilir olmali, ucuz olmali ve

kolaylikla hazirlanabilmelidir.
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e Epizomal konumda kalmali ya da genomun belirli bir bdlgesine entegre

olmal1 ancak genoma rastgele bir sekilde entegre olmamalidir.

Gen tastyict sistemler (vektorler) iki tiire ayrilir: bunlar viral vektorler ve viral

olmayan vektorlerdir (Ibraheem ve ark., 2014).

4.7.1. Viral vektorler

Viriisler, konak hiicrenin niikleusuna niifuz edebilen ve kendi genetik
materyalini eksprese edip ¢ogaltabilen ve daha sonra diger hiicrelere yayilip hiicresel
mekanizmalar1 kullanan biyolojik bir varliktir. Arastirmacilar tarafindan, terapotik
genleri hiicre niikleusuna vermek ve virlis yasam dongiisiinden yararlanmak igin
farkli virtisler kullanilmigtir. Viral vektorle bir geni transfer etmek igin viriisiin
genetik miihendisligi tarafindan modifiye edilmesi gerekmektedir. Genlerinin
patojenik kismi uzaklastirilmistir ve terapdtik gen ile yer degistirmistir. Ayni
zamanda virls, hiicreyi enfekte eden patojenik olmayan yapilarini (zarf proteinleri,
flizojenik proteinler vb.) muhafaza eder. Sonu¢ olarak patojenik olmayan forma
ulasan viriisler, terapdtik geni tasiyan viral vektor olarak adlandirilir. Bugiine kadar,
viral vektorler, sakincalarina ragmen, in vivo olarak yiiksek transfeksiyon verimliligi
nedeniyle, gen transferinde en sik kullanilan vektorlerden biridir. Viriislerinin
kullanim1 smirlayan zorluklar; uyarilma sonucu akut immiin cevabin Oliimle
sonuglanan viral vektorlerin varligi, biiyiik miktarlarda iiretimlerinin ¢ok zor ve ¢ok
pahali olusu ve viriislerin sinirli boyutlarda genleri tasiyabilmesidir (lbraheem ve
ark., 2014).

Tastyict vektorler olarak en ¢ok kullanilan viriisler retroviriisler, adenoviriisler,
adeno-iliskili virtisler (AAV) ve herpes simplex viriisiidiir (Ibraheem ve ark., 2014).
Retroviral vektorler, murin kok hiicre virlisii veya Moloney murin 16semi viriisiine
dayanir ve shRNA'nin boliinen hiicrelere stabil sekilde girmesine izin verir. Kok
hiicrelerdeki gen ekspresyonunu ve bu hiicrelerden tiiretilmis rekonstitiiye organlari
baskilamak i¢in kullanilmistir. Lentiviral vektorler, insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV)-1'den tiiretilir ve hem boliinebilen hem de bdlinemeyen postmitotik hiicreleri
(6rnegin, noronlar1) enfekte edebilirler ve transgenik hayvanlar1 iiretmek igin

kullanilmaktadir. Adeno-iliskili viriislere (AAV) dayali adenoviral vektorler, hem
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boliinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte edebilir ve spesifik olarak kromozom
19'un bolgesine entegre olduklari i¢in, retroviral veya lentiviral vektorlerden daha
giivenlidir, mutajenez riski daha digsiiktiir (Leung ve Whittaker, 2005). Gen
tasinmasinda kullanilan viral vektorlerin avantajlart ve dezavantajlar1 Tablo 2’de

verilmistir.

4.7.2. Viral olmayan vektorler

Viral vektorlerin dezavantajlari, oOzellikle de siddetli immiin cevap,
aragtirmacilar1 daha giivenli alternatifler bulmaya itmistir. Viral olmayan vektorler
viriislere nispeten daha gilivenlidir, genellikle diisiik immiin yanit olusturur,
kolaylikla, diisiik maliyetle ve biiyiik miktarlarda hazirlanabilirler. Bunlara ek olarak,
farkli ve biiyiik transgenleri aktarabilirler ve stabiliteleri nedeniyle uzun siire
saklanabilirler. Bu avantajlarinin = yanmisira, diisliik transfeksiyon etkinligi
kullanimlarin1  biiytik 6l¢iide sinirlamaktadir. Viral olmayan tasiyict sistemler

yontemsel olarak iki gruba ayrilir:

a. Fiziksel yontemler: Bu yontemde, hiicreye fiziksel bir kuvvet uygulanir ve
uygulanan kuvvet sonucunda membran hiicreleri zayiflatilarak membran daha
gecirgen hale getirilir. DNA, herhangi bir tasiyici kullanilmadan hedefine

iletilir.

b. Kimyasal yontemler: DNA, ¢esitli tipte kimyasal reaksiyonlarla

hazirlanabilen bir tasiyici ile niikleusa taginir (Ibraheem ve ark., 2014).
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Tablo 2: Viral vektorlerin avantajlar1 ve dezavantajlari (Ratko ve ark., 2003)

Vektor Avantajlar Dezavantajlan
Ex vivo ve in vivo yiiksek seviyede Epizomal kalis
transdiiksiyon etkinligi
Gegici ekspresyon
Birgok hiicre tipine transdiiksiyon yetenegi
- Tekrarlanan uygulama ile immiin
Adenoviriis

Adeno-iliskili
virisler

Herpes
simplex viriis

Lentiviriis

Retroviriis

Proliferatif ve proliferatif olmayan hiicre

tiplerinde transdiiksiyonu

Yiiksek titrelerde kolaylikla iiretilebilmesi

Gizli enfeksiyon olusturmak i¢in insan

kromozom 19’a entegrasyon
Uzun siireli ekspresyon

Transdiiksiyonu hiicre boliinmesi
gerektirmez

Kiigiik genom, viral gen bulunmaz

Biiyiik tagima boyutu: 40-50 kb
Noronal tropizm

Gizli ekspresyon

In vivoda verimli transdiiksiyon
Replike eden vektdrler mevecut

Proliferatif ve proliferatif olmayan
hiicrelerde transdiiksiyon

Hematopoetik kok hiicrelerde
transdiiksiyon

Uzun siireli ekspresyon
Nispeten yiiksek titreler
Hiicresel genoma entegrasyon
Genis alanda hiicre tropizmi

Uzun siireli stabil ekspresyon

Transdiiksiyon i¢in hiicre bolinmesi

gerektirir

Nispeten yiiksek titreler

Dabha biiyiik tagima boyutu: 9-12 kb

toksisite olugturmasi
Hedeflemenin olmamasi
Sinirli tasima boyutu: 4-5 kb
Iyi tamimlanmanns
Hedefleme yok

Potansiyel mutajenez

Yiiksek titrelere ¢ikabilir ancak
liretimi zor

Sinirl tasima boyutu: 5 kb
Sitotoksik
Hedefleme yok

Gegici ekspresyon, genoma
entegre olmaz

Orta seviyede {iretim

Giivenli degil
Uretilmesi ve depolanmasi zor
Sinirh tasima boyutu: 8 kb

Sinirlt klinik deneyim

Etkili olmayan transdiiksiyon
Mutajenez riski

Transfeksiyon i¢in hiicre
boliinmesi gerektirir

Hedefleme yok
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a. Fiziksel yontemler

Fiziksel gen taginma sistemlerinin prensibi, hiicre iizerinde gegici hasarlar veya
kusurlar olugturarak DNA'nin diflizyon yaparak hiicre igerisine girisine izin
vermesidir. Bu geg¢isi saglamak i¢in hedef hiicrenin membran yapisi daha zayif hale
getirilir. Elektroporasyon, gen tabancasi, ultrason, hidrodinamik enjeksiyon veya
lazer bazli enerji kullanimi1 bu alandaki yontemler arasindadir (Ibraheem ve ark.,

2014).

b. Kimyasal yontemler

Kimyasal vektorler, fiziksel yontemlerin dezavantajlarimin tistesinden gelmek
icin viral vektorlere kiyasla umut verici alternatifler olarak Onerilmistir. Bu
vektorlerin hiicre ¢ekirdegine gen transferinin gelistirilmesi i¢in 3 tane amag
tizerinde durmuglardir. Bunlar: (1) DNA’nin negatif yiiklerini maskelemek, (2) DNA
molekiiliinii daha kiigiik hale getirmek igin sikistirmak ve (3) hiicre i¢i niikleaz
degredasyonundan korumak. Bu hedeflere, anyonik DNA ve polikatyonlar arasindaki
elektrostatik  etkilesimle ya da  DNA’nin  biyobozunur  polimerlerle
enkapsiilasyonuyla veya adsorbe edilmesi yoluyla ulasilabilir. (Ibraheem ve ark.,
2014). Bu grubun igerisinde; katyonik polimerler, katyonik peptidler ve katyonik
lipitler yer alir (El-Aneed, 2004).

Katyonik polimerler gen tasiyici grubu, hedef hiicrelere gen aktarma yetenegine
sahip olan partikiillii bir kompleks olusturmak tizere DNA ile birlestirilebilen
katyonik polimerleri igerir. Bu tiir gen tasinma sistemi, anyonik DNA ve katyonik bir
polimer arasindaki elektrostatik etkilesim sonucu polipleks olarak bilinen pozitif bir
kompleks ortaya cikar. Sentetik yapida ve dogal yapida katyonik polimerler
mevcuttur. Sentetik katyonik polimerler lizerinde, molekiiler agirlik ve ligand eki
yoniinden bir¢ok modifikasyon kolayca yapilabilir. Gen tedavisi i¢in en ¢ok calisilan
sentetik polimerler arasinda, poli (L-lizin) (PLL) ve poli (etilenimin) (PEI) yer alir.
Farkli molekiiler agirliklara sahip birgok PLL polimeri gen transferi igin
degerlendirilmistir. DNA kondensasyonu ve transfeksiyon verimliliginin, istenmeyen
yiiksek toksisite ile iligkili olarak yiiksek molekiiler agirlikli PLL ile arttig
gosterilmistir. Hem polietilenglikol (PEG) hem de palmitoil gruplarinin PLL

31



polimerine baglanmasiyla amfifilik PLL'nin olusturulmasi, gen tasinmasi

verimliliginden 6diin vermeden toksisiteyi azaltmistir (E1-Aneed, 2004).

Kitozanlar (biyobozunur lineer aminopolisakaritler) ve dendrimerler (¢ok fazla
sayida dallanmis yapida poliamidoamin) gibi diger bircok katyonik polimer, gen
aktarimi i¢in test edilmistir. Bu katyonik polimerlerin, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
PLL'ye kiyasla daha etkili transfeksiyon verdigi gézlemlenmistir. Bu vektorlerin, gen
tasinmasini kolaylastiracagi ve sitotoksisiteyi azaltacagi diisiiniilmistiir (EI-Aneed,
2004).

Gen aktarimi i¢in kullanilan katyonik peptitler, endozomal / lizozomal yollardan
kagarak, asidik ortamlarda konformasyonel degisikliklere ugrayabilen amfifilik
peptitlerdir. Pozitif yiiklii amino asitleri (histidin, lizin ve arjinin) igerir ve DNA'y1

etkili bir sekilde kondense edebilirler (EI-Aneed, 2004).

Katyonik lipitler grubunda lipozomlar yer alir. 1987'de gen tasiyicilari olarak
kullanilmalarindan bu yana, lipozomlar en ¢ok calisilan viral olmayan vektdrlerden
biri haline gelmistir. Fizyolojik pH'da bir grup pozitif yiiklii lipit igerir. Diger viral
olmayan vektorler gibi, elektrostatik atraksiyon yoluyla negatif yiiklii DNA ile
etkilesime girerler. Katyonik lipitler, esasen lipozomlar seklinde kullanilmistir.
Bununla birlikte, daha yakin zamanlarda katyonik lipit emiilsiyonlar1 viral olmayan
gen tastyicilart olarak tanimlanmis ve degerlendirilmistir. Bunlar, 1,2-dioleoil-3-
trimetilamonyum-propan (DOTAP) ve N [1-(2,3-dioleyiloksi)propil]-N, N, N-
trimetilamonyum kloriir (DOTMA)’diir (El-Aneed, 2004).

4.8. Kitozana lliskin Bilgiler

Etkin bir gen tasinmasinda, plazmid DNA hedef hiicrelere verilir, kopyalanir ve
sonug olarak genetik bilgi ilgili proteine ¢evrilir. Bu hedefe ulasmak i¢in gen taginma
sisteminde bir takim engellerin asilmasi gerekmektedir. Gen tasinmasinda, viral
vektorler, genis bir hedeflenmis hiicre aralifinda yiiksek transfeksiyon etkinligi
vermesine ragmen, enflamatuar cevap ve onkogenik etki gibi major boyutta
dezavantajla sahiptirler. Bu sebeple, gen tasinmasinda viral olmayan vektorlerin

kullanim1 6nemlidir (Borchard, 2001).
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Kitozan, DNA ile polielektrolit kompleksleri olusturan ucuz, biyo-uyumlu,
biyobozunur ve toksik olmayan bir katyonik polimerdir. Bu nedenle, kitozan ve
kitozan tiirevleri, gen tasmmmasinda glivenli ve etkin bir tasiyicit sistem olarak

kullanilir (Borchard, 2001; Kumar ve ark., 2004).

4.8.1. Kitin

Kitin, poli (b-(1-4)-N-asetil-D-glukozamin), ilk olarak 1884'te tanimlanmis, ¢ok
onemli bir dogal polisakkarittir. Bu biyopolimer, ¢ok sayida canli organizma
tarafindan sentezlenir. Diinyada her yil iretilen kitin miktar1 géz Oniine alinirsa
seliilozdan sonra en bol bulunan polimerdir. Kitin, dogada, eklembacaklilarin dis
iskeletinde veya mantar ve maya hiicre duvarlarinda kristal mikrofibril formda
yapisal bilesenler olusturan bir biyopolimerdir. Kitinin pek ¢ok canlida kesfine
ragmen, ticari kaynaklar1 yenge¢ ve karides kabuklar1 olmustur. Endistriyel proseste,
kalsiyum karbonatin ¢6ziilmesi i¢in kitin asit muamelesi ile kabuklulardan, ardindan
proteinlerin ¢dziindiiriilmesi i¢in alkalin ekstraksiyonu ile ekstre edilir. Ek olarak,
pigmentleri uzaklastirmak ve renksiz bir liriin elde etmek i¢in genellikle bir renk
acma adimi eklenir. Elde edilen kitinin saflik ve renk bakimindan derecelendirilmesi
gerekir, ¢linkii kalan protein ve pigment, 6zellikle biyomedikal iiriinler igin sorunlara
neden olabilir. Alkali kosullar altinda kismi deasetilasyon ile, uygulama agisindan en

onemli kitin tiirevi olan kitozan elde edilir (Rinaudo, 2006).

4.8.2. Kitozanin yapisi ve elde edilmesi

Kitinin deasetilasyon derecesi (polimerin kdkenine bagli olarak) yaklasik
%350'ye ulastiginda, sulu asitli ortamlarda ¢oziiniir hale gelir ve kitozan olarak
adlandirtlir. Cézlinme prosesi, D-glukozamin tekrar iinitesinin C-2 pozisyonunda -
NH; (amin grubu) fonksiyonunun protonlanmasi ile gergeklesir, polisakkarit asidik
ortamda bir polielektrolite donistiiriilir. Kitozan tek psddonatural Kkatyonik
polimerdir ve bu nedenle kendine 6zgli karakterini takip eden birgok uygulama
mevcuttur. Sulu ¢ozeltilerde ¢ozilinlir oldugu igin, jeller veya filmler ve fiberler
olarak pek ¢ok farkli uygulamada kullanilir. Kitozanin karakterizasyonunda ilk adim,
numuneyi saflastirmaktir: asir1 asit i¢inde eritilir ve gézenekli membranlar {izerinde
stiziiliir (0,45 mm'ye kadar farkli gézenek caplari). Cozeltinin pH'sinin NaOH veya

NH4OH eklenerek 7,5'a ayarlanmasi, deprotonasyondan ve polimerin notr pH'ta
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¢coziinmezliginden dolay1 topaklanmaya neden olur. Polimer daha sonra suyla yikanir

ve kurutulur (Rinaudo, 2006). Kitin ve kitozanin yapis1 Sekil 8’de verilmistir.

Kitin

Kitozan

Sekil 8: Kitin ve kitozanin yapis1 (Kumar, 2004).

HPLC kullanilarak kitozan molekiiler agirlik dagilimlari elde edilmistir. Kitin ve
kitozanin ortalama molekiiler agirligt (Mw), 151k sacilimi ile belirlenmistir.
Viskozimetre, molekiiler agirligin belirlenmesi igin basit ve hizli bir yontemdir.
Kitinin kitozana doniistiiriilmesi, molekiiler agirlig diisiiriir, deasetilasyon derecesini
degistirir ve bdylece topaklanmay1 etkileyen yiik dagilimini degistirir. Kat1 halde,
kitozan yar1 kristal formdadir. Kitozan omurgasinda yer alan glukozamin birimleri,
yikksek bir amino grup yogunlugunu gosterir ve ¢Ozilinlir olmast i¢in pH 6'nin
altindaki pH degerleri gerektirir. Fizyolojik pH'da, amino gruplarinin tamanu
protonlanmis degildir. Bu nedenle komplekslerdeki kitozan / DNA oranlari, DNA
yapisindaki fosfatin (P) kitozan yapisindaki azot (N) sayisina orani, N / P olarak
ifade edilir (Kumar ve ark., 2004; Borchard, 2001).

Kitozanin ¢oziiniirliikk 6zellikleri sadece ortalama deasetilasyon derecesine bagh

degil ayni zamanda molekiil agirligi ve asetil gruplarinin ana zincir boyunca
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dagilimma da baghdir. Genellikle kat1 halde yapilan deasetilasyon, polimerin yar1
kristalli karakterinden dolay1 diizensiz bir yap1 verir. Asetik asit ve hidroklorik asit
mevcudiyetinde kitozan protonasyonunun ¢oziintirliikteki roliiniin incelemesi,
iyonlagma derecesinin asitin pH'Sina ve asit iyonlagma sabitine (pKj,) bagl oldugunu

gostermistir (Rinaudo, 2006).

Kitozan, molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi, viskozite ve kristallenme
derecesi gibi ¢esitli fizikokimyasal 6zellikler ile karakterize edilir. Deasetilasyona
ugramis her kitozan alt birimi, pKa degeri yaklasik 6,5 olan bir primer amin grubu
icerir. Bu nedenle, kitozan asetik asit, sitrik asit, glutamik asit, aspartik asit,
hidroklorik asit, laktik asit gibi asitli ortamlarda ¢oziiniirken nétr ve alkalin pH
degerlerinde c¢oziinmez. pH'a ek olarak, kitozanin c¢oziniirligi deasetilasyon
derecesi, molekiiler agirlik ve ¢ozeltinin iyonik kuvvetinden biiyiik 6l¢iide etkilenir.
Fizyolojik ortamda, kitozan, kanda bulunan veya insan bagirsaginda normal flora ile
tiretilebilen lizozim veya kitinaz tarafindan kolayca sindirilebilir. Bu nedenle, ilag
aragtirmalarinda ilag tasiyicisi olarak endiistride yaygin sekilde kullanilmaktadir

(Mao ve ark., 2010).

4.9. Kitozan ve shRNA (pDNA)

Mumper ve ark. tarafindan polimerik ve oligomerik kitozan/DNA
komplekslerinin hazirlanmasi ilk olarak 1995 yilinda ilgili kitozan ¢ozeltisinin
plazmid DNA ile karistirilmasi seklinde tanimlanmistir. Uretilen kompleks
boyutlarinin (150-500 nm), kullanilan kitozanin molekiiler agirligina (108-540 kDa)
ve kitozan:DNA oranina bagl oldugu, ancak tampon bilesimine veya sekerlerin

varligina bagli olmadig bildirilmistir (Guang Liu ve De Yao, 2002).

Son yillarda, kitozan bazli tasiyicilar, plazmid DNA (pDNA), oligoniikleotitler
ve siRNA dahil olmak iizere gen materyalleri i¢in giivenli bir tasiyici sistem olarak
biiyiik oranda tercih edilen bir biyopolimer haline gelmistir. Kitozan, diisiik toksisite,
diisiik immiinojeniklik, miikemmel biyouyumluluk ve yiiksek pozitif yiikk yogunlugu
gibi yararli 6zelliklere sahiptir. Pozitif yiikiinden dolayi, elektrostatik etkilesimle
negatif yiiklii niikleotitlerle kolayca polielektrolit kompleksleri olusturabilir. Bununla

birlikte, kitozanin gen tasiyici etkinligi, formiilasyonla iliskili parametrelerden
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onemli Olciide etkilenir. Son zamanlarda, kitozan, gen tasinmasi icin katyonik lipitler
gibi diger viral olmayan vektorlere kiyasla daha giivenli bir alternatif olarak

onerilmistir (Mao ve ark., 2010; Guang Liu ve De Yao, 2002).

Bir gen tasiyicist olarak kitozanin potansiyeli, katyonik 06zelligine
dayanmaktadir. Asidik pH'da, pKa'nin altinda, kitozan omurgasindaki primer aminler
pozitif olarak yliklenir. Bu protonlanmig aminler, kitozanin, elektrostatik etkilesim
yoluyla negatif bir sekilde DNA/siRNA'ya baglanmasini saglar. Pozitif yiiklii kitozan
omurgast ile negatif yiikli DNA/siRNA arasindaki etkilesim, sulu ortamda
kendiliginden nano boyutlu komplekslerin (poliplekslerin) olugmasina yol agar
(Sekil 9). Kitozanin hafif yiiklii oldugu notr veya alkali kosullar altinda, jel
elektroforezi ¢aligmalari, hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler gibi ikincil
(elektrostatik olmayan) etkilesimlerin, kitozan ve DNA arasindaki baglanmadan
sorumlu olabilecegini gostermistir. Yeterli miktarda azot/fosfat (N:P) oranina sahip
kitozan/DNA yapist hiicresel alim ile uyumlu boyutlarda kondense olabilirken,
niikleazlarin niikleik asit ilaglarina erisimini sterik koruma ile etkili bir sekilde dnler

(Mao ve ark., 2010).

®
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® DNA/siRNA
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Elektrostatik etkilesim Enkapsiilasyon Adsorpsiyon

Sekil 9: Farkli mekanizmalara dayali olarak kitozan ve

DNAV/siRNA formiilasyonlarinin hazirlanmasi (Mao ve ark.,

2010)
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Diger bir¢ok polimerik vektorlerde oldugu gibi, kitozan aracili pDNA taginmasi,
enzimatik degredasyon, etkili olmayan hiicresel alim, endo-lizozomlarda kapsiilleme,
ilag/polimer dissoliisyonunun basarisizligi ve niikleer lokalizasyonu igeren bir dizi
hiicresel engel icerir. Yapilan caligmalar; kitozanin DNA'ya baglanma afinitesinin,
kitozan/DNA komplekslerinin stabilitesinin ve transfeksiyon verimliliginin,
kitozanin molekiiler agirligt (Mw), deasetilasyon derecesi (DD), kitozan/DNA
kompleksinin sitokiyometrisi, plazmid konsantrasyonu, serum konsantrasyonu,
transfeksiyon ortamimin pH'si, hiicre tipi gibi ¢esitli formiilasyon parametrelerine
bagli oldugunu gostermistir. Bu parametrelerdeki varyasyon, kitozan/DNA
kompleksinin biiytikliigiini, yikiinii, hiicresel alimimi ve salimin etkileyebilir. Bu
nedenle bir gen tedavisi sistemi tasarlarken bu kriterler g6z Oniinde

bulundurulmalidir (Mao ve ark., 2010).

MacLaughlin ve ark. yaptiklar1 ¢calismada kitozanin molekiiler agirligi azaldikga
komplekslerin boyutunda bir azalma oldugunu goéstermistir (MacLaughlin ve ark.,
1998). Benzer sekilde, Huang ve ark. kitozanin moliikler agirligi 213kDa’tan 48
kDa'a distiigiinde ortalama partikiill boyutunun 181'den 155 nm'ye distligiini
bildirmistir (Huang ve ark., 2005). Bu calismalarin aksine, molekiiler agirliktaki
diisiis 6nceki goriisleri keskin bir sekilde tersine ¢evirdi, 17 ve 10 kDa kitozanlardan
iretilen nanopartikiillerin ortalama boyutu sirasiyla 269 ve 289 nm olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu veriler, istenen partikiil biiyiikligiinii elde etmek i¢in uygun
molekiiler agirlikta kitozanin segilmesi gerektigini belirtir ¢ilinkii katyonik olarak
modifiye edilmis partikiillerin transfeksiyon etkinligi partikiillerin biytikliigiine
baghdir (Nafee ve ark., 2007).

Katas ve ark. Kkitozan-siRNA formiilasyonlarinin hazirlanma yonteminin
susturma etkisinde onemli bir rol oynadigin1 ortaya koymustur. Formiilasyonlar {i¢
farkli sekilde hazirlamigtir: basit kompleks olusturma yontemi, iyonik jelasyon
(SIRNA hapsetme) ve onceden olusturulmus kitozan nanopartikiillerin yiizeyine
siRNA'nin adsorpsiyonu. Yiiksek baglanma kapasiteleri ve yiikleme etkinligi
nedeniyle, iyonik jelasyonla hazirlanan nanopartikiillerin iki tip hiicre hattinda, CHO
K1 ve HEK 293 olmak iizere, kitozan-siRNA komplekslerine kiyasla daha iyi

vektorler oldugu gosterilmistir. Buna karsilik, basit kompleks yontemiyle ve
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adsorpsiyon yontemiyle hazirlanan formiilasyonlarda diisiik bir gen ekspresyon
inhibisyonu gozlenmistir. Bu durum, kitozanin pDNA ile hazirlanan komplekslerinde
gozlenmemistir ¢iinkii pDNA, ¢ok diistik bir kitozan konsantrasyonunda bile, kitozan
ile tamamen kondense olur. Bu sonuglar, siRNA'nin kitozana, pDNA ile gézlenenden
daha farkli bir sekilde baglandigini gostermektedir (Katas ve Alpar, 2006). Mao ve
ark. kitozan ve DNA ile yaptiklar ¢aligmada kitozanin minimal sitotoksisiteye sahip

¢ok yonlii bir gen tasiyicist oldugunu gostermistir (Mao ve ark., 2001).

Ozbas-Turan ve ark. kitozan ve pDNA mikropartikiilleri hazirlayarak iki farkli
gen iceren  plazmid DNA  formiilasyonlarmin  salim  caligmalarin
gerceklestirmislerdir. Mikrokiirelerin igerisine plazmid DNA’lar yiiksek oranda
enkapsiile olmustur ve kitozanin ilk patlama etkisinin ardindan 50 giinliik bir siire
boyunca mikropartikiillerden siirekli bir DNA salinimi tespit edilmistir. Aym
zamanda, in vivo c¢aligmalarda liisiferaz ve 3-galaktozidaz ekspresyonlarinin yiiksek

seviyede oldugu belirlenmistir (Ozbas-Turan ve ark., 2003).

Kitozan komplekslerinin transfeksiyon etkinligi kiiltlir ortaminin pH'sina biiyiik
olglide baghdir, ¢iinkii kitozanin yiik yogunlugu pH'ya baghdir. pH 5,5-5,7'de, amino
gruplarinin yaklasik %901 protonlanir. Notr bir pH'ta protonasyon derecesi azalir.
Kitozanin DNA baglama kapasitesi, pH azaldik¢a artar, c¢linki kitozanin
protonlanmis aminleri negatif yiiklii DNA'ya baglanmasini kolaylastirir ve kiiclik ve
kararli yapida polipleksler olusur. Zeta potansiyelinin yaklasik olarak pH 7’de ¢arpici
bir sekilde distiigi ve elektrostatik olarak nétr partikiillerin pH 7,0 ila 7,4'te
bulundugu gosterilmistir. DNA birlesimi ve ayrigsma arasinda iyi bir denge saglamak
i¢in 7'den biraz daha diisiik bir pH en uygunudur (Mao ve ark., 2010). Sato ve ark.
A549 hiicrelerinin pH 6,9 ile 7,6 arasindaki transfeksiyon etkinligini karsilastirma
calismas1 yapmislardir. Sonuglar pH 6,9'daki transfeksiyon verimliliginin pH 7,6'dan
daha yiiksek oldugunu gostermiistir ¢iinkii pH 6,9'daki DNA/kitozan kompleksleri
pozitif yiikliidiir ve elektrostatik etkilesim yoluyla negatif yiiklii hiicrelerle baglanir
(Sato ve ark., 2001). Ayrica, Lavertu ve ark. kitozan/DNA ile HEK 293 hiicrelerinde
yaptiklart ¢alismada pH 6,5'taki transfeksiyon verimliliginin pH 7,1'den yiiksek
oldugunu bildirmistir (Lavertu ve ark., 2006).
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Polipleks i¢ine dahil edilen DNA miktari, transfeksiyon igleminin etkinliginde
temel bir rol oynar. Transfeksiyon etkinligi kritik bir noktaya kadar plazmid
konsantrasyonu ile artar ve daha sonra, transfeksiyon énemli dlgiide sabit kalir veya
azalir. Romeren ve ark. plazmid konsantrasyonunu 0,5 ila 2,5 ug/kuyu seklinde
arttirarak epiteliyoma papulosum cyprini (EPC) hiicrelerinde calismiglardir. Artan
konsantrasyona bagli olarak hiicrelerde lusiferaz ekspresyonunun arttigini
bildirmislerdir (Romeren ve ark., 2003). Zhao ve ark. plazmid dozajinin 0 pg/kuyu
konsantrasyonundan 8 pg/kuyu konsantrasyonuna arttiginda, transfeksiyon
etkinliginin primer kondrositlerde arttigini belirtmislerdir. Plazmid dozu 16 ve 32
pg/kuyu’a ulastiginda, transfeksiyon etkinligi biliylik Ol¢lide azalmistir. Bu disiis,
nanopartikiillerin artan miktarlariyla agregasyonuna baglanir ve bu da hiicresel

alimin bozulmasina neden olur (Zhao ve ark., 2006).

Erbacher ve ark. serumun transfeksiyon etkinligi {tzerindeki etkisini
incelemislerdir. Kitozan (70 kDa) / DNA komplekslerinin, % 10 serum varligindan
bagimsiz olarak HeLa hiicrelerinde etkin sekilde transfekte oldugunu, PEI aracili
transfeksiyonun %10 serum varliginda azaldigini bildirmislerdir (Erbacher ve ark.,
1998).

4.10. Meme Kanserinde shRNA ve Kitozan

Salva ve ark. meme kanserinde VEGF genini baskilamak i¢in kitozan/shRNA
kompleksleri ile calismislardir. Bu amacla; kitozan/shVEGF kompleksleri, 2/1
oraninda hazirlanmis ve sicanlar ilizerinde meme tiimoriine enjekte edilmistir.
Intratiimoral ve intraperitoneal enjeksiyonlar uygulanmis ve bu enjeksiyonlar
birbirleriyle karsilastirilmistir. Timoér hacimleri 36 giin boyunca oOl¢lilmiistiir.
Komplekslerin VEGF ekspresyonu iizerindeki etkisininin arastirilmasi i¢in, VEGF,
immiinohistokimya ve western blotlamama yontemleri ile analiz edilmistir. VEGF'in
mRNA seviyeleri, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir.
Caligmanin sonucunda, shRNA uygulamasindan sonra tiimdr hacminin azaldig
gozlenmistir ve kitozan/shVEGF komplekslerinin, siganlarin meme karsinomu
modelinde tiimor biiylimesini baskilamak i¢in kullanilabilecegini gdstermislerdir.
Ayrica, kitozanin meme kanseri modellerinde VEGF shRNA icin etkili bir gen
tasiyict sistem oldugunu bildirmislerdir (Salva ve ark., 2010).
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Salva ve Akbuga tarafindan yapilan diger bir calismada, kitozan/shVEGF
nanoplekslerinin MCF-7 ve MDA-MB435 meme kanseri hiicre hatlarinda VEGF
geninin in vitro baskilanmasi incelenmistir. Nanopleksler farkli konsantrasyonlar
kullanilarak hazirlanmis ve morfolojik ve fizikokimyasal karakterizasyonu
yapilmigtir. Daha sonra bu formiilasyonlarin susturma aktivitesi in vitro olarak
incelenmistir. /n vitro transfeksiyon calismalar1 sonucunda, MCF-7 hiicre hattinda
Olciilen gen inhibisyonu %60, MDA-MB435 hiicre hattinda ise %?29 olarak
belirtilmistir. Bu ¢alisma, RNAi mekanizmasinin gen tasima sistemi calismalarinda

basarili bir sekilde uygulanabilecegini gostermistir (Salva ve Akbuga, 2010).

Pill¢ ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada, agresif meme kanserinde (MDA-
MB-231 hiicre hatt1) kitozan kapli  polizoheksilsiyanoakrilat (PIHCA)
nanopartikiilleri igerisinde kapsiile edilmis anti-RhoA siRNA'nin intravenoz olarak
toksisitesi ve etkinligi incelenmistir. siRNA, her 3 giinde bir farelere 150 veya 1500
ng/kg viicut agirligt dozunda uygulanmistir. 150 pg grubunda tiimorlerin biiytimesi
% 90 seviyesinde ve 1500 pg grubunda daha da fazla baskiladigini belirtmislerdir.
Caligmalar sonucunda, anti-RhoA siRNA yapisinin agresif meme kanserinde
baskilama etkinligi gostermesi ve toksisite olusturmamasi nedeniyle, bu stratejisinin
agresif kanserlerin tedavisi i¢in onemli bir vaatte bulundugunu ileri stirmiislerdir

(Pillé ve ark., 2006).

Mammaglobinin shRNA ile ¢aligilan yayin sayisi oldukca azdir. Picot ve ark.
tarafindan yapilan c¢alismada, kosullu MGBI1 ekspresyonu yapan bir dizi meme
kanseri hiicre modeli kullanilarak, MGB1'in kanser hiicresindeki malign 6zellikleri
incelenmistir. MGB1 baskilamasi saglamak icin, MGB1-yonlendirmeli siRNA ile
gecici transfeksiyon ve Lentiviral shRNAmir'e klonlanmis shRNA ile stabil
transfeksiyon yapilmistir. MGBI1 ekspresyonunun kaybi, meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve invazyon ozelliklerinin azalmasi ile sonuglanmistir. Bu
bulgular, meme kanseri siireclerinde MGB1'in molekiiler ve hiicresel rollerinin ilk
tanimlayict genel bakislarindan biridir ve meme kanseri hastalarinda tedavi edici ve
prognostik stratejilerin gelistirilmesine yeni bir bakis agist getirebilir (Picot ve ark.,

2016).
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Koh ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, insan meme kanseri hiicrelerinde
mammaglobinin migrasyon ve invazyondaki rolii arastirtlmistir. Test edilen insan
meme kanseri hiicre hatlarinda mammaglobin mRNA ekspresyon seviyesinin, invazif
olmayan hiicrelerde, invazif olan hiicrelere kiyasla daha yiiksek miktarda oldugu
gozlenmistir. Meme kanseri hiicrelerinde mammaglobinin asir1 ekspresyonu,
migrasyon ve invazyonu azaltirken, mammaglobin yikimi her ikisini de arttirmistir.
Bu sonuglar birlikte ele alindiginda, meme kanseri metastazinin mammaglobin
ekspresyon seviyeleri tarafindan kontrol edilebilecegini gostermektedir. hMAM
plazmid DNA ve siRNA’nin etkinligini belirlemek icin MDA-MB-231 hiicre hattina
transfeksiyon gerceklestirilmistir. Transfeksiyondan sonraki 2. giinde, mRNA
ekspresyonu yari kantitatif PCR kullanilarak analiz edilmistir. Mammaglobin mRNA
ekspresyon seviyeleri, mammaglobin asir1 eksprese eden hiicrelerde artmistir ve
mammaglobin siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde diismiistiir. Sonug olarak, bu
bulgular artmis hMAM'In migrasyon ve invazyonu azaltti§ini ve mammaglobinin
meme kanserindeki fonksiyonuna yeni bir bakis agis1 getirdigini gostermektedir (Koh

ve ark., 2014).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kimyasal sarf malzemeleri
Agaroz

Amfoterisin B

Amonyum asetat

Asetik asit

Bacto agar

Borik asit

BrdU Test Kiti

Clal

Dimetil stilfoksit
di-Sodyum hidrojen fosfat
DMEM

ELISA Test Kiti

EDTA

Etanol (absolii)

Etidyum bromiir

Fenol

Fetal bovin serum

Formaldehit

42

Sigma (ABD)

Biochrom (Almanya)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

Difco (ABD)

Sigma (ABD)

Merck Millipore (ABD)
MBI Fermentas (Litvanya)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Biological Industries (Israil)
Bioassay Technology Laboratory (Cin)
Sigma (ABD)

Riedel de Haen (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (israil)

E. Merck (Almanya)



Giemsa

Glasiyal asetik asit
Gliserol

Glukoz

Hidroklorik asit
Izo-propanol

Kalsiyum kloriir dihidrat
Kitozan

Kloroform
L-Glutamine

Lizozim

Luria Bertani besiyeri
MTT Test Kiti

PEG 8000
Penicillin-Streptomycin
Potasyum asetat
Potasyum di-hidrojen fosfat
Proteinase K

RNAase A

Sodyum bikarbonat
Sodyum Dodesil Siilfat

Sodyum hidroksit

J. T. Baker (ABD)
E. Merck (Almanya)
Fluka (Almanya)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)
Sigma (ABD)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Biochrom (Almanya)
Roche (Almanya)
Sigma (ABD)
Roche (Almanya)
Sigma (ABD)
Biochrom (Almanya)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Roche (Almanya)
Roche (Almanya)

E. Merck (Almanya)
J. T. Baker (ABD)

J. T. Baker (ABD)
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Sodyum kloriir

Tripsin 1:250

Trizma base

Zeocin

Xba |

A DNA / Hind III marker

5.1.2. Kullanilan cihazlar

Calkalayici Su banyosu
Derin Dondurucu (-20)
Derin Dondurucu (-80)
Dijjital fotograf makinesi
Distile Su Cihaz1
Elektroforez Giig¢ Kaynagi
ELISA Okuyucu

Etiv

Etiv

Gegirimli Elektron Mikroskobu
Hassas Terazi

Horizontal Karistirici
Isitict Tabla

Invert Mikroskop

Jel Analiz Sistemi

44

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Roche (Almanya)
Invivogen (ABD)

MBI Fermentas (Litvanya)

Roche (Almanya)

Niive ST 30 (Tiirkiye)
Arcelik (Tiirkiye)
Nuar (ABD)
Olympus (Japonya)
GFL (Almanya)
EC-Techne (Ingiltere)
Bio-Rad (ABD)
Heraeus (Almanya)
Memmert (Almanya)
Hitachi (Japonya)
Shimadzu (Japonya)
Velp Scientifica (italya)
Ika-Werk (Almanya)

Olympus BH40 (Japonya)

Kodak 1D Dijital Science (ABD)



JVC Spot Junior Kamera Sistemi

Karbondioksitli Etiv

Laminar Akisli Doku Kiiltiirti Kabini

Manyetik Karistiric
Mikropipet seti
Mikrosantrifiij
Biokiiler Mikroskop
Mili-Q Su Sistemi
Otoklav

pH metre

Santrifiij

Sogutmal1 Santrifiij
Spektrofotometre
Sterilizator

Terazi

U.V. Transilliiminator
Vertikal Karistirici
Yatay Jel Elektroforez Cihazi

Zeta ve Partikiil Ol¢iim Cihaz1

JVC (Japonya)

Sanyo (Japonya)

Holten-Safe 2000 (Danimarka)
Ika-Werk (Almanya)

Gilson (Fransa)

Hettich (Almanya)

Olympus (Japonya)

Milipore (ABD)

Kermanlar (Tiirkiye)

Mettler Toledo (ABD)

Hettich (Almanya)

Eppendorf

Shimadzu BioSpec-1601 (Japonya)

Heraeus (Almanya)
Sartorius (Almanya)
Vilber Lourmat (Fransa)
Velp Scientifica (italya)
Atto (Japonya)

Malvern HSA 3000 (Ingiltere)



5.1.3. Plazmid siRNA (shRNA) yapis1

hMAM Plazmid siRNA (psiRNA-7SK-gz-hMAM, shRNA) InvivoGen (ABD)

kullanilmaistir.

Tez calismamizda Okaryotik hiicrelerde anlatim yapabilen psiRNA-7SK-gz-
hMAM (shRNA) vektorii kullanilmistir. psiRNA-7SK-gz-hMAM, 3591 baz ifti
uzunlugunda bir plazmid vektordiir. Yapisinda E.coli orjini (Ori), 7SK memeli
promotorii, CMV-HTLV viral kompozit promotdrii, EC2K bakteri promotor,
seleksiyon amacli zeosin direng geni ve yesil floresan protein (Green Fluoresans
Protein, GFP) reporter geni bulunmaktadir. psiRNA-7SK-gz-hMAM plazmidinin
Okaryotik hiicrelere transfeksiyonu halinde, hiicrelerde hMAM proteininin
ekspresyonu siRNA ile baskilanabilmektedir. psiRNA-7SK-gz-hMAM plazmid

vektOriiniin haritas1 Sekil 10°da verilmistir.

Xbal (3577)
HindIIT (3572}

dal (6)

Accs3I (3506)

/nﬂBI (288)
F—
! /"‘A-lnrisens'@“'
Sense
7SK prom
hCMV-HTLV prom

/[ on

ApaLI{2841) \

% _ ————Ncol (822)

psiRNA-7SK-gz-hMAM

{3591 bp)

H""“-\.__Hpal (1186)

EcoO1051 (2182)

Asel (1633)
Mifel (1665}

Sekil 10: psiRNA-7SK-gz-hMAM plazmidinin yapisi
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5.1.4. Kullanilan hiicre kiiltiirleri

MDA-MB-435:

MDA-MB-435, 60 insan tiimor hiicre dizisinin NCI-DTP panelinin bir iiyesidir,
metastatik insan meme kanserinin bir modeli olarak kullanilmaktadir. Bu hiicre dizisi
M.D.Anderson’da 31 yasinda meme kanserli bir kadindan pleural effiizyondan
tirevlendirilmistir. Gen ekspresyon analizleri ile tam olarak karakterize edilmistir.
MDA-MB-435 hiicrelerinin gen ekspresyon paternleri meme tiimor hiicre

dizilerinden ziyade melanoma hiicre dizilerine benzemektedir (Cailleau ve ark.,

1978; Ellison ve ark., 2002).
L929:

Fare fibroblast hiicre hattidir.

5.1.5. Besiyeri ve cozeltiler

e LuriaBertani (LB)

Calismalarda, ticari olarak satilan hazir toz formunda Luria Bertani (LB)
besiyeri kullanilmistir. 25 g LB bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 1 litreye
tamamlandi. Hazirlanan LB besiyeri, 1 atmosfer basingta, 121°C’da 20 dakika
otoklavda tutularak sterilize edildi.

e Luria Bertani Agar (LBA)

S1v1 LB besiyerine, % 1,5 (a/h) oraninda agar eklenerek hazirlandi.

Hazirlanan Luria Bertani Agar besiyeri, 1 atmosfer basingta, 121°C’da 20 dakika
otoklavda tutularak sterilize edildi. Besiyerine, psSiRNA-hMAM plazmid vektoriinii
iceren GT116 bakteri kiiltiiriiniin ekiminden 6nce 25pug/ml konsantrasyonda zeosin

ilave edildi.
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

e 4 X DMEM Besiyeri Cozeltisi

DMEM besiyeri 250 ml steril bidistile su igerisinde ¢oziindiirtildi ve 0,22 um’lik

filtreden gecirilerek sterilize edildi.
e Sodyum Bikarbonat Cozeltisi (%10)

100 g sodyum bikarbonat 1 litre steril bidistile su icerisinde ¢oziindiiriildii ve

0,22 pm’lik filtreden gecirilerek sterilize edildi.

e 1 X DMEM Besiyeri Cozeltisi

100 mL serum, 250 mL 4X DMEM c¢ozeltisi, 100 IU/mL penisilin, 100 pg/mL
streptomisin ve 5 pg/mL amfoterisin lizerine 20 mL %10 (a/h) sodyum bikarbonat
cozeltisi eklenerek pH 7,4’e ayarlandi. Cozelti hacmi steril bidistile su ile 1 litreye

tamamlandi. Hiicre kiiltiirli calismalarinda dogrudan bu besiyeri ¢ozeltisi kullanildi.
e Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (0,5 M, pH 8,0)

186,1 g EDTA 800 mL bidistile suda ¢oziindiiriildii. Pellet halinde NaOH

eklenerek ¢6zelti pH 8 degerine ayarlandi ve hacmi 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan

¢Ozelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.
e EDTA Cozeltisi (%S5 (a/h))

5 g EDTA tartilip 80 mL distile su igerinde ¢oziindiiriildii, hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. Cozeltinin pH’s1t NaOH ile 7,2’ye ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 1

atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.
e Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

0,1 g etidyum bromiir 10 mL distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlandu.
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e Fiksasyon Cozeltisi (%10)

14 mL formaldehit (%37°lik) PBS igerisine eklenerek son hacim 50 mL’ye
tamamland1 ve karistirildi. Bu ¢ozelti invazyon deneyinde hiicreleri fikse etmek

amactyla kullanildi.
e Fenol- Kloroform — izoamil Alkol (25 / 24 /1)

Kristal halde fenol, 65°C’de eritildikten sonra, oksidasyonu 6nlemek i¢in son
konsantrasyonu % 0,1 (a/h) olacak sekilde 8-hidroksikinolin eklendi. Fenol,

kloroform — izoamil alkol ile karigtirllmadan 6nce Tris-HCI tamponu ile doyuruldu.

Bunun igin fenol tizerine esit hacimde 0,5 M Tris-HCI tamponu (pH 8,0) eklendi
ve kuvvetlice karistirildi. Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrilmasi i¢in emiilsiyon
+4°C’de 60 dakika bekletildi. Ustte olusan Tris-HCI faz1 uzaklastirildi. Ayni islem
0,1 M Tris-HCIl tamponu ile fenolin pH degeri 7,8’den biiyiikk olana kadar
tekrarlandi. Tris-HCI1 tamponu ile doyurulan fenol esit hacimde kloroform — izoamil
alkol (24/1) ile karigtirild1 ve iizerine yaklasik 0,1 hacim 0,1 M Tris-HCI tamponu

eklendikten sonra +4°C’de saklandi.
e Fizyolojik Fosfat Tamponu (PBS pH 7,4)

2,38 g Na;HPO4, 0,190 g KH,PO,4 ve 8 g NaCl tartilarak 800 mL bidistile suda
¢oOziindiiriildii daha sonra hacim 1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zeltinin pH

degeri olgiildii, asidik ise NayHPO4; bazik ise KH,PO,4 eklenerek pH 7,4’¢ ayarlandi.
e Glukoz Cozeltisi (0,5 M)

9,01 g glukoz bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek 100 mL’ye tamamlandi.

(Glukoz molekiiler agirlig1 = 180,2 g/mol)
e 5 N Hidroklorik asit (HCI) Cozeltisi

41,44 mL % 37 (a/h) ‘lik HCI alinip 100 mL’ye tamamlandi.
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e Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,1 M)

1,47 g CaCl,.2H,0 bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.

e Lizozim Cozeltisi

10 mM Tris-HCI (pH 8,0) ¢ozeltisinin 1 mL’sinde 50 mg lizozim enzimi
¢Oziindiirtildi. -20°C’de sakland.

e Proteinaz K Cozeltisi (20 mg/ml)

20 mg Proteinaz K enzimi, 1 mL bidistile su igerisinde ¢oziindiiriildii, kiiciik

hacimlere boliinerek -20°C’de saklandi.
e Polietilenglikol (PEG) / NaCl Cozeltisi (%13 / 1,6 M)

13 g PEG-6000 ve 9,35 g NaCl bidistile su igerisinde ¢ozlindiiriilerek hacmi 100

mL’ye tamamlandi.
e RNAaz Cozeltisi (10 mg/ml)

10 mM Tris-HCIl, 15 mM NaCl ¢ozeltisi bidistile su ile 100 mL’ye tamamlandi
ve pH 7,5a ayarlandi. Bu c¢ozeltinin 1 mL’sinde 10 mg RNAaz enzimi

¢Oziindiirildi. Cozelti -20°C’de sakland.
o Cozelti I (50 mM Glukoz, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0)

10 mL 0,5 M glukoz, 2,5 mL M Tris-HCI (pH 8,0) ve 2 mL 0,5 M EDTA (pH
8,0) ¢cozeltisi bidistile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda 121°C’de 1

atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.
e (Cozelti II (0,2 N NaOH, % 1 SDS)

0,8 g NaOH ve | g sodyum dodesil stilfat (SDS) bidistile suda ¢oziindiiriilerek

hacim100 mL’ye tamamlandi.
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o (Cozelti IIT

60 mL 3 M potasyum asetat ve 11,5 mL glasiyal asetik asit, bidistile su ile hacmi
100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing

altinda 20 dakika sterilize edildi.
e Tripsin Cozeltisi (% 0,25 (a/h) )

2,5 g Tripsin 1 litre steril PBS (pH 7.4) igerisinde ¢oziindirildi. 0,22 pum’lik

filtreden siiziilerek sterilize edildi. Hazirlanan bu ¢6zelti -20°C’de saklandi.
e Tripsin — EDTA Cozeltisi (% 0,05 (a/h) : % 0,05 (a/h) )

10 mL % 5 (a/h) EDTA ¢ozeltisinin tizerine 200 mL % 0,25 tripsin ¢ozeltisi
eklendi, steril PBS pH 7,4 ile hacmi 1 litreye tamamlandi.

e 5 X Tris—Borik Asit— EDTA (TBE) Cozeltisi

54 g Tris ve 27,5 g borik asit 800 mL bidistile su igerisinde ¢dziindiirtildii.
Cozelti tizerine 20 mL 0,5 M EDTA ¢ozeltisi (pH 8,0) eklendi. Cozeltinin hacmi
bidistile su ile 1 litreye tamamlandi. Elektroforez tamponu olarak ve agaroz jelin

hazirlanmasinda 1/5 oraninda seyreltildikten sonra kullanildu.
e Tris/EDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris/ 1 mM EDTA, pH 8,0)

10 mL M Tris-HCI tamponu (pH 8,0) ve 2 mL 0,5 M EDTA ¢o6zeltisi (pH 8,0)
bidistile su ile 1 litreye tamamlanarak hazirlandi. Cozelti otoklavda 121°C’de 1

atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edildi.
e Tris-HCI Tamponu (1 M, pH 8,0)

121,1 g Tris, 800 mL bidistile su igerisinde ¢ozlindiirtildii. 5 N HCI ¢ozeltisi ile
pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra hacmi 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan Tris-HCI

tampon ¢ozeltisi otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize
edildi.
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5.2. Yontem
5.2.1. shRNA calismalan

5.2.1.1. shRNA

Tez c¢alismasinda, hem prokaryotik hem de oOkaryotik hiicrelerde anlatim
yapabilen ticari psiRNA-7SK-gz-hMAM vektorii kullanilmistir (InvivoGen, USA).
psiRNA-7SK-gz-hMAM plazmid vektorii, 3591 baz ¢ifti uzunlugunda, yapisinda
insan mammaglobin (hMAM) genine spesifik sense ve antisense dizilerini
icermektedir. psiRNA-7SK-gz-hMAM plazmidine iligskin bilgiler boliim 5.1. Gereg
kisminda ‘Plazmid siRNA (Short Hairpin, shRNA) Yapis1’ bashig: altinda 5.1.3’de

ayrintili bir sekilde verilmistir.

5.2.1.2. shRNA’mn transformasyonu

Ticari olarak satin alinan psiRNA-7SK-gz-hMAM plazmid vektoriiniin
transformasyonunda konak bakteri olarak Escherichia Coli GT116 susu kullanildi.

Transformasyon 6ncesi Escherichia Coli GT116 susu CaCl, kimyasal metotla
kompetent hale getirildi. Rekonstitiisyonu iiretici firmanin 6nerdigi protokole uygun
olarak yapildi. Bu amagla; liyofilize haldeki Escherichia Coli GT116, 1 mL LB sivi
besiyerine igerisinde rekonstitiiye edildi. LB besiyeri ilavesinden sonra 5 dakika

bekletilerek, 1-2 dakika hafifce vortekslendi.

Kompetent hiicre olusturmak amaciyla, Escherichia Coli GT116 susundan 1 mL
LB besiyerine ekim yapildi. Ekim yapilan kiiltiir, 37°C’de 200 rpm’de 1 gece
boyunca inkiibe edildi. Daha sonra, 1 gece boyunca inkiibe edilen kiiltiirden 1 mL
alimarak 99 mL LB besiyerine (1:100 diliisyon, zeosin i¢cermeyen) ekim yapildi ve
kiiltiir 37°C’de 200 rpm’de 3-4 saat boyunca optik yogunlugu 550 nm’de 0,4 OD’ye
ulasincaya kadar inkiibe edildi. Belirtilen OD degerine ulasan kiiltiir 20 dakika buzda
bekletildi. 20 dakika sonra, +4°C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi1 siipernatant uzaklastirildi ve pellet 20 mL 0,1M CaCl; ile siispande edildi.
Stispande edilen pellet 30 dakika boyunca buzda bekletildi. 30 dakika sonra, +4°C’de
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4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve
pellet 5 mL 0,1M CacCl, ile siispande edildi.

Transformasyon Ttretici firmanin 6nerdigi protokole uygun olarak yapildi. Bu
yontemde; Onceden sogutulan ependorf tiipe, 1 ng shRNA ve 100 ul kompetent
hiicre ilave edildi. Hafifce karistirild1 ve tiipler buzda 30 dakika bekletildi. 42°C’lik
su banyosunda tiipler 30 saniye inkiibe edildi, daha sonra tiipler 1-2 dakika siireyle
buza yerlestirildi. Her bir reaksiyona 900 ul LB besiyeri ilave edildi. Tiipler 250
rpm’de hafifce c¢alkalanarak 37°C’de 1,5 saat inkiibe edildi. Zeosin igeren LB
besiyeri ile hazirlanan agar igeren petriye 100ul LB besiyerinden koyularak bagetle
yayildi. Ekim sonrasi petriler bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Petrilerde
gelisen kolonilerden, gergeklestirilecek calismalarda kullanilmak {izere petri, egri
besiyeri ve gliserine stok alindi. Alinan stoklardan shRNA izolasyonu ve kontrolleri

yapildi.

5.2.1.3. shRNA’nin izolasyonu

Stoga alinmig shRNA igeren E.coli suslarindan plazmid DNA izolasyonu,
Birnboim ve Doly’nin modifiye alkali-liziz yontemi kullanilarak gerceklestirildi
(Birnboim ve Doly, 1979).

ShRNA-hMAM plazmidi ile transforme edilen E.coli GT116’nin, 25 pg/ml
konsantrasyonda Zeosin iceren 25 ml LB besiyerinde doygun kiiltiirii hazirlandi.
Hazirlanan 6n kiiltirden 1000 ml antibiyotikli LB besiyerine ekim yapildi ve
37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.

Elde edilen doygun kiiltiirler, +4°C, 10000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij
edilerek hiicreler ¢okeltildi ve besiyeri kalintilarinin uzaklastirilmast amaci ile TE
tamponu ilavesi ile hiicreler yikandi. Hiicre ¢okeltisi, 2,5 mg/ml son konsantrasyonda
lizozim igceren 1 hacim Cozelti | igerisinde siispande edildi ve 20 dakika buz
igerisinde bekletildi. Hiicre siispansiyonu iizerine, taze hazirlanmig 2 hacim Cozelti 11
ilave edildi ve hafifce karistirilarak hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Hiicre lizati
tizerine, 1,5 hacim buzda sogutulmus Cozelti III ilave edildi ve lizat buz igerisinde 30
dakika bekletildi. Bu asamada hiicre artiklari, genomik DNA ve proteinlerin 6nemli
bir kisminin ¢okelmesi saglandi. Lizat, +4°C, 15000 devir/dakika hizda 15 dakika
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santrifiij edildi ve siipernatant hacmi Ol¢iilerek temiz bir tiipe aktarildi. shRNA’y1
iceren siipernatant iizerine 0,6 hacim izopropanol ilave edildi. Oda temperatiiriinde
30 dakika bekleme siiresi sonunda shRNA, +4°C, 15000 devir/dakika hizda 15
dakika santrifiij edilerek ¢okeltildi. Cokelti, 1 hacim Tris-EDTA (TE, pH 8,0)
tamponu ilavesi ile ¢ozlindiiriildii, 20 pg/ml nihai konsantrasyonda RNAaz A ve
ardigik olarak 50 pg/ml nihai konsantrasyonda Proteinaz K ile muamele edildi.
Enzimatik olarak kismen saflastirilan shRNA’nin {izerine 4 hacim PEG 8000/NaCl
(% 13 / 1,6 M) cozeltisi ilave edildi ve karisim 3-4 saat buz igerisinde bekletildi.
Siirenin sonunda shRNA, +4°C, 15000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. 1 hacim TE tamponu ilave edilerek ¢oziindiiriilen shRNA,
fenol:kloroform:izoamil  alkol ekstraksiyonunu takiben amonyum  asetat
(NH4Ac)/Etanol uygulamasi ile +4°C, 15000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiiriildi. Pellet, % 70 etanol ile yikandi ve uygun hacim TE tamponu
ilave edilerek ¢oziindiiriildii. Bu sekilde hazirlanan shRNA-hMAM stoklarinin
kontrolleri yapilarak -20°C’de muhafaza edildi.

5.2.1.4. shRNA’nin kontrolii

Yontem 5.2.1.3.°de belirtildigi sekilde izole edilen shRNA Orneginin miktar
tayini, saflik derecesi ve konformasyonel yapi kontrolleri spektrofotometrik ve

elektroforetik olarak yapildi.
e shRNA’nmin Spektrofotometrik Kontrolii

shRNA’nin, izolasyon sonrasinda, konsantrasyonu ve saflik derecesi
spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga boylarindaki 6l¢lim sonuglarindan
yararlanilarak spektrofotometrik olarak tayin edildi. Niikleik asitlerin, 260nm dalga
boyundaki absorbans degerleri, niikleik asitlerin miktarinin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. 260 nm dalga boyunda elde edilecek 1 optik dansite degeri (OD); ¢ift
iplikli DNA molekiilii i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA molekiilii i¢in 37 pg/ml ve tek
iplikli RNA molekiilii i¢in ise 44 pg/ml’ye esittir. Bu esitlikten yararlanilarak, cift

zincirli shRNA molekiilii i¢in konsantrasyon;

pg/ml DNA = ODagp x 50 x seyreltme orani
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formiiliine gore hesaplandi.

ShRNA’nin saflik derecesinin belirlenmesinde ise OD»gg / ODjgg oranindan
yararlanildi. Spektrofotometrik olarak, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerlerinin birbirine oraninin 1,8-1,9 arasinda olmasi DNA molekiiliinlin yiiksek
derecede saf oldugunu; 1,9-2,1 arasinda olmasi ise RNA molekiiliiniin safliginm

gostermektedir.

¢ shRNA’nin Elektroforetik Kontrolii

Izole edilen shRNA’nin safligi, icerdigi formlar, restriksiyon enzim haritasinin
ve plazmid yapisinin dogrulugu agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak kontrol
edildi. Bu amagla, agaroz % 0,7 (a/h) konsantrasyonda Tris-Borik asit-EDTA (TBE,
pH 8,0) tamponu icerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii. Cozelti, sicaklig 60'C’a
kadar sogutulduktan sonra 0,5 ng/ml konsantrasyonda etidyum bromiir ilave edilerek
yatay agaroz jel kasetlerine dokiildii. Hazirlanan agaroz jel kasetleri, jelin donmasini
takiben igerisinde pH 8,0 TBE tamponu bulunan yiiriitme tankina alindi
Elektroforetik analiz igin izolasyon sonrasi spektrofotometrik kontrolleri yapilmis
ornekler, 5:1 (6rnek:elektroforez yiikkleme tamponu) oraninda 6x agaroz jel yiikleme
boyasi ile karistirilarak jele uygulandi ve elektroforez islemi sabit 80 volt akimda 1,5
saatte tamamlandi. Elektroforez islemi sonrasi, UV transilliiminator iizerinde
incelenen jeller, Kodak Digital Science, DC40 Camera ve 1D Image Analysis

Software sistemi kullanilarak degerlendirildi. pPDNA topolojik form yiizdeleri,

KH DNA Hacmi-Bos Hacim
[(KH DNA Hacmi+Dogrusal DNA Hacmi+AH DNA Hacmi)- (3 x Bos Hacim)]

(KH, %)=

KH; Kapali halkasal pDNA, siiper sarmal pDNA
AH; Acik halkasal pDNA, gevsek sarmal pDNA

formiilii yardimiyla hesaplandi.

Kalitatif kontrolleri yapilan shRNA’lar1 uygun restriksiyon endoniikleazlari ile
kesildikten sonra, agaroz jel elektroforezinde verdikleri DNA bantlar1 ve boyutlari
degerlendirilerek dogruluklari kontrol edildi. Bunun i¢in shRNA-hMAM plazmid
DNA’s1 Xbal ve Clal restriksiyon endoniikleazlar ile kesildi. Kesim islemi 40 pl
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reaksiyon ortaminda gerceklestirildi. 1 pg ShRNA, 5U enzim, 4 pl reaksiyon
tamponu bidistile su ile 40 pl’ye tamamlandi ve 37 C’de su banyosu icerisinde bir
gece siireyle kesime birakildi. Kesilen shRNA o6rnekleri % 0,7’lik agaroz jel

elektroforezi ile incelendi.

5.2.2. Nanoplekslerin hazirlanmasi ve kontrolleri

5.2.2.1. Nanoplekslerinin hazirlanmasi

Kitozanin (Diisiik molekiil agirlikli kitozan; =70 kDa, %75-85 DD), %0,25 (a/h)
konsantrasyonda %1,0 asetik asit icerisindeki sulu ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli yiik
oranlarindaki nanopleks serileri (0,5/1, 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 5/1; kitozan/shRNA; a/a)
kitozan ile shRNA soliisyonlarinin uygun oranda karistirilmast ve ardisik olarak
vortekslenmesiyle elde edildi. Nanopleks olusumu i¢in oda sicakliginda 30 dakika
beklendi. Nanopleks hazirlanmasi siiresince, ShARNA hacmi sabit tutuldu ve kitozan
sollisyonunun hacmi teorik yiik oranini (+/-) (aminin fosfat gruplarina molar orani)

ayarlamak icin degistirildi.
5.2.2.2. Nanopleks olusumunun goriintiilenmesi

Hazirlanan nanopleksler % 0,7’lik (a/h) konsantrasyondaki agaroz jelinde
elektroforez yontemiyle incelendi. Nanopleks olusumu i¢in 30 dakika beklendikten
sonra nanoplekslerden yaklasik 10 pl almarak % 0,7’lik agaroz jele uygulandi.
Elektroforez islemi 80 volt ve 40 mA sabit akim altinda 60 dakikada tamamlandi.
shRNA etidyum bromiir ile boyanarak UV 15181 altinda gbzlendi. Olusan jel resmi

dijital kamera ile goriintiilendi.

5.2.2.3. Nanoplekslerin partikiil biiyiikliigii degerlerinin 6l¢iimii

Nanoplekslerin partikiil biiytikliikleri ise Malvern cihazina entegre partikiil dlger
birimiyle, pH 7,4 PBS tamponu igerisinde 6l¢iildii. Olgiim 25°C’de 90° sabit agiyla
tek kullanimlik kapiler kiivetlerde (disposable capillary cell) yapildi. Her bir

formiilasyon i¢in, n=3 olacak sekilde 6l¢iim alinda.

5.2.2.4. Nanoplekslerin zeta potansiyel degerlerinin 6l¢iimii

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin  zeta-potansiyel degerleri elektroforetik

mobilitelerini dlgen zeta Olger (Malvern Instruments, UK) cihazda 6l¢iildii. Bu
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cihazda biiyiiklik ve zeta modiilleri entegre bigcimde bulunmaktadir. Sonuglar
Malvern PCS versiyon 4.41 (1992) yaziliminda hesaplandi. Olgiim tek kullanimlik
kapiler kiivetlerde (disposable capillary cell), 25°C’de ve PBS pH 7,4 tamponunda

yapildi. Her bir formiilasyon i¢in n=3 olacak sekilde 6l¢tim alindi.

5.2.2.5. Nanoplekslerin serum stabilitesinin incelenmesi

Serbest shRNA ile kitozan/shRNA nanopleksleri iizerine inaktive edilmemis
%10 fetal bovin serum ve 150 mM NaCl ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon ortamindan 0, 30. dk ve 1, 1,5, 24, 48, 72. saatlerde alinan ornekler

elektroforetik olarak incelendi.

5.2.2.6. Nanoplekslerin ge¢irimli elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmesi

Nanopleksler, Hitachi (Japonya) marka HT7800 model gegirimli (transsmission)
elektron mikroskobu (TEM) ile goriintilendi. TEM incelemeleri i¢in, formwar
gridler kullanildi. Formwar grid {izerine incelenecek olan nanopleks formiilasyonu
damlatild1 ve 1 giin boyunca kurumasi beklendi. Hazirlanan gridin TEM incelemesi

x100 000 biiyiitme 6lgeginde 100 kV voltajda gerceklestirildi.

5.2.3. Hiicre Kkiiltiirii cahismalar:

5.2.3.1. Hiicre Kkiiltiirii pasaji ve hiicre kiiltiiriiniin devamhiliginin siirdiiriilmesi
calismalan

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari; T-25 cm? hiicre kiiltiirii siseleri ile 12, 24 velveya 96
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanilarak gergeklestirildi. Hiicre pasajlart ve hiicre
kiiltliriiniin devamlili§inin saglanmasi ¢aligmalarinda, % 10 fetal bovin serum, 100
MM L-glutamin ve 100 mM antibiyotik ¢o6zeltisi iceren 0,22 pm’lik filtre
kullanilarak steril edilmis DMEM doku kiiltiirii besiyeri kullanildi. Pasajlama iglemi
hiicrelerin yogunluguna bagl olarak 3-4 giinde bir yapildi. Pasajlama icin besiyeri
ortamdan uzaklagtirildiktan sonra kalan hiicre tabakasi 2 ml steril PBS (pH 7.4)
tamponu ile 2 kez yikandi. 700 pl tripsin:EDTA (%0,05:% 0,05) ¢6zeltisi ilave edildi
ve 37°C’de 2-3 dakika kadar bekletilerek hiicre kiiltlir sisesine tutunmus haldeki
hiicrelerin tamamen kalkmas1 saglandi. Hiicre tabakasinin tamamen dagildig: invert
151k mikroskobu ile gozlenerek onaylandi. Daha sonra hiicrelerin iizerine 5 ml taze

besiyeri ilave edildi ve birka¢ kez pipetaj yapilarak hiicre kiimelerinin ayrilmasi
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saglandi. Kiiltiirler % 5 karbondioksit ve % 98 nem iceren 37°C’lik etiivde inkiibe
edildi.

5.2.3.2. Transfeksiyon 6ncesi hiicre ekimi ve transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in hiicreler tek tabaka halinde biiyiitiildii. Hiicre ekim islemi i¢in
tripsinize edilen hiicrelerin iizerine 5 ml besiyeri eklendi ve 1000 rpm’de 4 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Stipernatant atild1 ve ¢okelti halindeki hiicreler
1 ml besiyeri igerisinde tekrardan dagitildi. Steril bir ependorfa 100 pl hiicre
stispansiyonu, 400 pl besiyeri ve 500 pl % 0,4’lik tripan mavisi ¢ozeltisi kondu.
Hiicreler Thoma laminin 16 biiyiik karelik alaninin en iist ve en sag ¢izgisi disinda
kalan alan iizerindeki toplam oOlii ve canli hiicre sayist seklinde ters fazlh
mikroskoptan gozlenerek sayildi. Bu islem Thoma laminin diger 16 biiyiik karelik
bdlmesi i¢in de tekrarlandi. Ortalama hiicre sayisi hesaplandi. Hiicre sayisi igin

asagidaki formiil kullanildi.

Ortalama hiicre sayist
10

Hiicre sayisi/ml= x (diliisyon faktorii=10)

24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagina her bir kuyucuga 2x10° tane hiicre ekimi
yapildi. Hiicreler bir gece 37°C’lik CO; inkiibatdrde inkiibe edildi. shRNA ile
transfeksiyon isleminden Once hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi, daha
sonra serumsuz taze besiyeri ilave edildi. Her bir kuyucuk i¢in ayr1 ayr1 nanopleksler
hazirlandi. Her bir kuyuya 2,5 pg shRNA verilecek sekilde shRNA tasiyan
nanopleks formiilasyonlar1 serumsuz besiyeri i¢inde siispande edildi ve daha sonra
ShRNA tasiyan nanopleks formiilasyonlari hiicrelere verildi. Formiilasyonlarin
verilmesinden 4 saat sonra hiicrelere serumlu besiyeri ilave edildi ve inkiibasyona
birakildi. 48 saat sonra alinan hiicre orneklerinde Mammaglobin tayini ELISA

yontemi ile yapildi.
5.2.3.3. In vitro gen inhibisyonun ELISA yontemi ile tayini

Hiicre kiiltiir siispansiyonunun siipernatantinda Mammaglobin tayini ELISA
yontemi ile tretici protokoliine uygun olarak yapildi (Bioassay Technology
Laboratory, Cin). Kiiltiir vasatinda biriken Mammaglobin proteini kati1 faz sandvig

ELISA yontemi kullanilarak analiz edildi. Kiiltiir siipernatant1 (insan Mammaglobin
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antijeni), insan Mammaglobin’e spesifik antikor ile kapli kuyulara koyuldu. Daha
sonra kuyularin iizerine biotinlenmis antikor ve streptavidin-HRP ilave edildi. 1 saat
37°C’de inkiibasyona birakildi. 1 saat sonra 5 kez yikama islemi yapildi. Kuyularin
her birine enzime baglanarak renk olusturan Substrat A ve Substrat B soliisyonlari
eklendi ve 10 dakika karanlikta 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon
durdurucu (stop) soliisyon eklendi. Absorbans 450 nm’de spektrofotometrik okuma
ile belirlendi. Kiiltiir siipernatantindaki Mammaglobin miktari, 0-6 ng/ml arasinda
degisen Mammaglobin standardlarinin absorbansi ile olusturulan standart egriden
yararlanilarak belirlendi. ShRNA transfeksiyonu ile Mammaglobin sekresyonunun
inhibisyonu (%), nanoplekslerdeki Mammaglobin konsantrasyonunun kontrolle
karsilastirilmasiyla hesaplandi. Her bir 6rnek icin n=3 olacak sekilde calisildi ve

standart sapmalari (+) hesaplandi.

5.2.3.4. Sitotoksisite testi

Kitozan/shRNA nanoplekslerininin, serbest sShRNA ve kitozanin sitotoksisitesi
L-929 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinda MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolyum bromiir) yontemi kullanilarak arastirildi. Test, iireticinin
talimatlarina uygun olarak gerceklestirildi. Her bir kuyuya 2,5 ng shRNA verilecek
sekilde shRNA tasiyan kitozan/shRNA nanopleksleri 1/1 ve 2/1 oranlarinda
hazirlandi. Hiicreler 96 kuyucuklu plate’e 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi, bir
gece inkiibasyona birakildi. 96 kuyulu plate’de 24 saat inkiibe edilmis hiicrelerin
tizerine kitozan/shRNA nanopleksleri, serbest ShARNA ve kitozan ilave edilerek 24
saat inkiibe edildi. 24 saat inkiibasyon periyodu sonrasi her bir kuyuya 10 ul MTT
(0,5 pg/ul) ilave edildi ve plate 4 saat boyunca 37°C’lik CO; inkiibatérde
inkiibasyona birakildi. 4 saat sonra kuyulara 100 pl SDS ilavesi yapildi ve plate
37°C’lik CO; inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi. Daha sonra 1 dakika boyunca yatay
calkalayicida calkalanmasi saglandi ve Orneklerin 550 nm ve 690 nm ¢ift dalga

boyunda spektrofotometrik olarak absorbans degerleri 6l¢iildii ve degerlendirildi.

5.2.3.5. Proliferasyon testi

Hiicre proliferasyonuna L-929 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinda BrdU (5-
Bromo-2’-deoksiiiridin) yontemi ile bakildi. Test, iireticinin protokoliine uygun

olarak kit yardimiyla yapildi. Her bir kuyuya 2,5 pg shRNA verilecek sekilde
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shRNA tasiyan kitozan/shRNA nanopleksleri 1/1 ve 2/1 oranlarinda hazirlandi.
Hiicreler 96 kuyucuklu plate’e 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi, 1 gece
inkiibasyona birakildi. 96 kuyulu plate’de 24 saat inkiibe edilmis hiicrelerin iizerine
kitozan/shRNA nanopleksleri ilave edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat
inkiibasyonu baglattiktan 4 saat sonra kuyulara 20 pl BrdU eklendi ve tekrardan
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra kuyulardaki besiyeri uzaklastirildi ve her bir
kuyuya 200 ul fiksasyon soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi. 30 dakika sonra fiksasyon soliisyonu kuyulardan tamamen uzaklastirildi ve
kuyular 1X yikama buffer ile 3 kez yikandi. Daha sonra her bir kuyuya 100 pl anti-
BrdU detektor antikoru ilave edildi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. 1 saat
sonra kuyular 1X yikama buffer ile 3 kez yikandi. Kuyularin her birine 100 pl
Peroksidaz konjugat ilave edildi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Yikama
asamasi tekrarlandi. Her bir kuyuya 100 pl substrat eklendi ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edildi. Her bir kuyuya 100 pl asit soliisyonu eklendi, sonrasinda 450
nm ve 550 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans degerleri 6lgiildi

ve degerlendirildi.

5.2.3.6. Invazyon testi

Yontem 5.2.3.2.°de belirtilen sekilde yapilan transfeksiyondan 48 saat sonra her
bir kuyudaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin tizerine 200 ul tripsin:EDTA ilave
edildi. Daha sonra tripsinize olan hiicrelere serumsuz besiyeri ilave edildi ve 8 pm
por filtreye sahip insertlere ekim yapildi. Insertin dis kismina serumlu besiyeri ilave
edildi ve 1 gece inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra insertler %10 formaldehit ile 5
dakika fikse edilip, 20 dakika giemsa ile boyanarak, go¢ etmeyen hiicreler kaldirilip,

gdc¢ eden hiicrelerin invert mikroskopta sayimi yapildi.

5.2.4. istatistiksel degerlendirme

Tez kapsaminda elde edilen in vitro c¢alismalara iliskin sonuglarin
degerlendirilmesi ve istatistiksel analizinde, SPSS-12 istatistik programinda

Student’s t-Test kullanildi, p<0,05 anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. shRNA Cahsmalarina iliskin Bulgular

6.1.1. shRNA izolasyonuna iliskin bulgular

Tez ¢alismasinda kullanilan shRNA-hMAM plazmidinin Esherichia coli GT116
bakteri susuna transformasyonu yontem 5.2.1.2. ve transformasyon sonrasi

izolasyonu 5.2.1.3.’de belirtilen sekilde yapilmistir.

6.1.2. ShRNA Kkontroliine iliskin bulgular

Izole edilen shRNA’da yéntem 5.2.1.4.°de ifade edilen spektrofotometrik ve
elektroforetik kontroller gerceklestirilmistir ve bu kontrollere iligskin sonuglar asagida

belirtilmistir.
6.1.2.1. shRNA’nin spektrofotometrik kontroliine iliskin bulgular

Izole edilen shRNA nin spektrofotometrik kontrolii yontem 5.2.1.4.’de belirtilen

sekilde gerceklestirildi.

shRNA konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in; shRNA 6rnegi 1/100 oraninda pH
8,0 TE tamponu ile seyreltildi, daha sonra OD 260 ve 280 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri olciildii. OD 260 nm dalga boyunda olciilen absorbans degeri
yontem 5.2.1.4.°de verilen formiilde yerine konuldu ve izole edilen shRNA

konsantrasyonu 250 pg/ml olarak hesaplandi.

Izole edilen shRNA orneginde saflik derecesi baska bir ifadeyle Azpo/Azg orant
1,93 olarak 6l¢iildii. Bu saflik degeri, sSARNA’nin gen aktarimi ¢aligmalarinda uygun

bir molekiil oldugunu gostermistir.

6.1.2.2. shRNA’nin elektroforetik kontroliine iliskin bulgular

Izole edilen shRNA; miktar, saflik derecesi, igerdigi yapisal formlar ve
restriksiyon enzim haritasinin dogrulugu agisindan degerlendirilmek tizere agaroz jel
elektroforezi yontemi ile yontem 5.2.1.4.°de belirtildigi sekilde aragtirildi. shRNA-
hMAM plazmidinin izolasyon sonrasi, elektroforetik sonucuna iliskin agaroz jel

fotograflar1 Resim 1 ve Resim 2’de belirtilmistir.
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M. Marker (ADNA/Hind III)
1. 0,25 ng shRNA plazmidi
2. 0,5 pg shRNA plazmidi

23430 3 1 g ShRNA plazmidi

9,416
6,557

4,361

2,322
2,027

564

Resim 1: shRNA plazmidinin farkli konsantrasyonlardaki agaroz jel fotografi

Agaroz jel elektroforezinde goriinen elektroforetik sonuglara gore; uygulanan
yontem ile yaklasik %85-90 oraninda kapali halkasal ShRNA izole edildi.

3 2 1 M

M. Marker (ADNA/Hind III)

1. shRNA plazmidi

2. shRNA + Clal kesim sonucu
-23130 3. ShRNA + Xbal kesim sonucu
-9,416

- 6,557

-4,361

bp

- 2,322
- 2,027

Resim 2: shRNA plazmidinin enzim kesim jel fotografi
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Agaroz jel elektroforezi galismasinin sonuglarina dayanilarak, shRNA-hMAM
plazmidinin restriksiyon enzim haritasinda yer alan Xbal ve Clal restriksiyon
enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirilebilirligi ve 3591 baz ¢ifti uzunlugunda

bir DNA molekiilii oldugu gosterilmistir.

6.2. Nanoplekslerin Hazirlanmasina fliskin Bulgular

6.2.1. Nanopleks olusumunun elektroforetik kontroliine iliskin bulgular

Kitozan/shRNA nanopleksleri yontem 5.2.2.1.°de belirtildigi sekilde 0,5/1, 1/1,
2/1, 3/1, 4/1 ve 5/1 (a/a) nanopleks oranlarinda hazirlanmistir. Kitozan/shRNA
nanopleksleri yontem 5.2.2.2.°de belirtildigi sekilde %0,7 agaroz jelde yliriitiilerek
elektroforetik yontem ile incelendi. Nanoplekslerin elektroforetik kontroliine iligkin

agaroz jel gortintiileri Resim 3’de belirtilmistir.

M. Marker (\DNA/Hind III)

bp 1. 0,5/1 Kitozan/shRNA
2. 1/1 Kitozan/shRNA
3. 2/1 Kitozan/shRNA
4. 3/1 Kitozan/shRNA

-23,130 5. 4/1 Kitozan/shRNA

) 2;’;? 6. 5/1 Kitozan/shRNA

i 4:351 7. shRNA plazmidi

- 2,322

- 2,027

Resim 3: Kitozan/shRNA nanoplekslerinin agaroz jel fotografi

Diisiik molekiil agirlikli kitozan 1ile 0,5/1, 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 ve 5/1
(kitozan/shRNA) oranlarinda hazirlanan nanoplekslerin elektroforetik kontrolii
agaroz jelde degerlendirildi. Negatif yiiklii ShRNA ile pozitif yiiklii kitozan arasinda
gerceklesen elektrostatik etkilesim nedeniyle 0,5/1-5/1 araliginda tam nanopleks
olusumu gozlenmistir. Nanoplekslerde, kismi nanopleks olusumunun gostergesi olan

serbest shRNA bandi gézlenmemistir.
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Nanopleks olusumu sirasinda kitozan ve shRNA molekiiline ait polarite
degismektedir ve buna bagli olarak polarite notr hale gelmistir. Polaritede
gerceklesen bu degisim sebebiyle elektroforez esnasinda elektriksel alanda hareket
meydana gelmemistir ve jele uygulanan kitozan/shRNA nanopleksleri jelin yiikleme
kuyularinda hareketsiz kalmistir. Ayn1 zamanda, shRNA’nin DNA’ya 6zgii floresan
bir boya olan etidyum bromiir ile arasindaki baglanma yetenegi, nanoplekslerin yiik

oraninin artmasina paralel olarak orantili artis géstermistir.

6.2.2. Nanoplekslerin partikiil biiyiikliigii degerlerinin o6lciimiine iliskin
bulgular

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin partikiil ~biiylikliigii Olglimleri yontem
5.2.2.3.’de  belirtilen  sekilde  gergeklestirilmistir.  Nanoplekslerin  partikiil

biiyiikliigiine iliskin 6l¢tim sonuglar1 Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Nanopleks formiilasyonlarina ait partikiil biiytikliigii 6l¢tim sonuglari

Formiilasyonlar Partikiil Biiyiikliigii
(Kitozan/shRNA) (nm=SD)
0,5/1 436,3+ 51,20

111 154,6 £ 1,2

21 153,2+2,0

311 238,2+24

411 279, 7+ 1,5

51 298,6 + 4.4

Yapilan Olglimlerde kitozan/shRNA nanopleks formiilasyonlarmin partikiil
biiyiikliigiiniin 153,2 + 2,0 ile 436,3+ 51,20 nm arasinda degiskenlik gosterdigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, elde edilen nanopleks boyutlarmin in vitro

caligmalar i¢in uygun boyutlarda oldugu belirlenmistir.

1/1 ve 2/1 nanoplekslerinin partikiil boyutu sonuglar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 1/1 ve 2/1 disinda kalan
formiilasyonlarin partikiil boyutu sonuglar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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6.2.3. Nanoplekslerin zeta potansiyel degerlerinin 6l¢iimiine iliskin bulgular

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin zeta potansiyel (yiizey yiikii) 6l¢iimleri yontem
5.2.2.4.°de belirtilen sekilde gerceklestirilmistir. Kitozan/shRNA nanoplekslerinin

zeta potansiyel 6lglim sonuglar1 Tablo 4°de verilmistir.

Tablo 4: Nanopleks formiilasyonlarina ait zeta potansiyel 6l¢iim sonuglari

Formiilasyonlar Zeta Potansiyel
(Kitozan/shRNA) (mVxSD)
0,5/1 0,6 0,8
11 57+0,2
2/1 11,5+ 0,4
31 16,8 £0,3
4/1 23,1+0,3
51 31,9+ 1,0

Hazirlanan nanoplekslerin zeta potansiyel degerlerinin 0,6 + 0,8 ile 31,9 + 1,0
mV arasinda oldugu belirlenmistir. ShARNA’nin negatif yiikii kitozan ilavesi sonrasi
pozitiflesmistir. Zeta potansiyel degeri formiilasyona eklenen Kitozan miktari ile
dogru orantili olarak (+) yonde artis gOstermistir. Zeta potansiyel sonuglarmin

istatistiksel degerlendirmesi anlamli bulunmustur (p<0,05).

6.2.4. Nanoplekslerin serum stabilitesinin incelenmesine iliskin bulgular

Kitozan/shRNA (2/1; a/a) ve serbest ShRNA’nin serum stabilitesinin
degerlendirilmesi yontem 5.2.2.5.’de belirtilen sekilde gerceklestirilmistir. Inaktive
edilmemis fetal bovin serum ilavesi sonrast 72 saate kadar nanoplekslerin
elektroforetik incelemelerine iligkin agaroz jel fotografi Resim 4’de serbest

shRNA’nin ise Resim 5’de verilmistir.
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M. Marker

1. Serum (Kontrol)
2. shRNA plazmidi
3.0.dk

-23130 4.30.dk

-9416 5, 1. saat

:2:221 6. 1,5 saat

-2,322 7.24. saat

-2,027 8, 48. saat

9. 72. saat

bp

Resim 4: Kitozan/shRNA (2/1) nanopleksinin serum stabilitesi

Inaktive edilmemis fetal bovin serum ile muamele edilen kitozan nanoplekslerin
serum stabilitesi sonuglarima goére; shRNA’yr serum ve serum bilesenlerinin
enzimatik aktivitesinden degredasyona kars1 72 saat boyunca korudugu goriilmiistiir.
Kontrol olarak inaktive edilmemis serum da jele yiiklenmistir. Nanoplekslerde

kuyunun ilerisinde goriilen bandin serum band1 oldugu gézlenmistir.

M. Marker
1. Serum (Kontrol)
bp 2. shRNA plazmidi
23130 3.0.dk
3 416 4.30. dk
6,557 5. 1. saat
4,361 6. 1,5 saat
2,322
2027 7. 24. saat
8. 48. saat
9. 72. saat

Resim 5: Serbest sShRNA plazmidin serum stabilitesi

Serbest shRNA’nin serum stabilitesi sonuglarina gore; 0.dk’dan itibaren

plazmidin degredasyona ugradigi ve serum igerisinde stabil kalmadig1 goriilmiistiir.
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6.2.5. Nanoplekslerin gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmesine
iliskin bulgular
Kitozan/shRNA nanoplekslerinin morfolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla

yontem 5.2.2.6.’da belirtilen sekilde TEM incelemesi gergeklestirildi.

Resim 6: Kitozan/shRNA nanoplekslerinin TEM goriintiisii

TEM incelemesi sonucunda in vitro transfeksiyon ¢alismalari agisindan uygun

boyutlara sahip nanopleks yapilarinin olustugu goriilmiistiir.

6.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina iliskin Bulgular

6.3.1. In vitro gen inhibisyonun ELISA yontemi ile tayinine iliskin bulgular

MDA-MB-435 hiicre hattinda, kitozan/shRNA nanoplekslerinin in vitro
transfeksiyon ¢alismalar1 ve ELISA testi, yontem 5.2.3.2. ve 5.2.3.3.’de belirtildigi
sekilde gergeklestirildi.

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin in vitro transfeksiyon c¢alismalarinda;
Mammaglobin gen ekspresyonunun spektrofotometrik tayininde kullanilmak tizere
Mammaglobin standart egrisi Mammaglobin konsantrasyon degerlerine karsilik
gelen 450 nm’deki absorbans degerlerinden yararlanilarak olusturuldu. Elde edilen
grafikte yer alan degerlerin regresyon analizi yapilarak egrinin kullanilabilirligi ve
dogrusallig1 saptandi. Elde edilen ng/ml Mammaglobin konsantrasyonlarina karsilik
gelen OD 450 nm’deki absorbans degerleri Tablo 5’de verilmistir. Tablo 5’de

67



verilen spektrofotometrik ¢alisma ve Olglim sonuglarina gore ¢izilen Mammaglobin

standard egri ise Sekil 11’°de verilmistir.

Tablo 5: Mammaglobin standart egri ¢izimine iliskin degerler

Konsantrasyon Absorbans
(ng/ml) (450 nm)

0 0,13+0,014

0,75 0,25+ 0,011

1,5 0,48 £ 0,029

3 0,85+ 0,053

6 1,52 + 0,063

Mammaglobin Standart Egri
1,80
1,60
= 1,40 y =0,2357x+ 0,1144 -
£ R?=0,9978
o 1,20
< 1,00
i
G 0,60
a
< 0,40 /‘/
020 [ — ¢
0'00 ‘ ! f T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 11: Mammaglobin standart egrisi
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Hazirlanan Mammaglobin standart egrisinin; dogru denkleminin y=0,2357x +
0,1144 ve R? degerinin 0,9978 oldugu belirlenmistir. Elde edilen standart egrinin in
vitro transfeksiyon caligmalarinda Mammaglobin gen ekspresyonunun tayininde

kullanilabilecegine karar verilmistir.

2,50

1,50

1,00

% 51,5 % 58,7

0,50 ~

Mammaglobin Konsantrasyonu {ng/ml)

0,00 -

Kontrol 1/1 Kitozan/shRNA 2/1 Kitozan/shRNA

Sekil 12: MDA-MB-435 hiicre hattinda kitozan/shRNA nanoplekslerinin

Mammaglobin baskilanmasi tizerine etkisi

Transfeksiyon ile  Mammaglobin  sekresyonunun inhibisyonu (%),
nanoplekslerdeki Mammaglobin konsantrasyonunun kontrolle karsilastirilmasiyla
hesaplandi. Yapilan ELISA tayini sonucunda, MDA-MB-435 hiicre hattinda 1/1 (a/a)
kitozan/shRNA nanopleksinin transfeksiyonu sonrast Mammaglobin’t % 51,5
oraninda, 2/1 (a/a) kitozan/shRNA nanopleksinin transfeksiyonu sonrasi

Mammaglobin’i % 58,7 oraninda baskiladigi saptanmistir (Sekil 12).
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6.3.2. Sitotoksisite testine iliskin bulgular

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin sitotoksisite testine yonelik MTT ¢aligmasi, L-
929 fibroblast ve MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hatlarinda yontem 5.2.3.4.’de
belirtilen sekilde yapilmistir. Sitotoksisite testine iliskin bulgular sirasiyla Sekil 13

ve Sekil 14°de verilmistir.

160 5,
100 %3 ;
%0 85,7
80
70
60
33,5
0

Kontrol DMSO serbest sShRNA Kitozan Kitozan 1/1 Kitozan/shRNA 2/1 Kitozan/shRNA
(2,5 pg) (2.5 pg) (5 ng)

S

o

Hiicre canlihig %
P
S}

w
o

=N
o o

Sekil 13: L-929 hiicre hattinda yapilan sitotoksisite testi

L-929 fare fibroblast saglikli hiicre hattinda yapilan sitotoksisite ¢aligmasinda
DMSO pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontrole gore kiyaslandiginda; 1/1, 2/1
oraninda hazirlanan nanoplekslerde, serbest shRNA ve kitozan orneklerinde hiicre
canliligi en az %85’in iizerinde bulunmustur. Formiilasyonlarin hiicre canlilig1
tizerinde sitotoksik etkisi gozlenmemistir. Bu sebeple hazirlanan 1/1 ve 2/1
oranindaki kitozan/shRNA nanopleksleri hiicre kiiltiirii caligmalar1 i¢in uygun

bulunmustur.

Kontrol grubu ile 1/1 ve 2/1 nanopleks oranlar1 kiyaslandiginda elde edilen

veriler her iki formiilasyon i¢in de istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).
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o

107,6
100 99,5 98,2
100 -
90
80
B
E0 70
= 60
b4
o 50
g 40
= 314
30
2
10
0

Kontrol DMSO serbest shRNA Kitozan Kitozan 1/1 Ki hRNA 2/1 Kitozan/shRNA
(2,5 ng) (2,5 ng) (S ng)

Sekil 14: MDA-MB-435 hiicre hattinda yapilan sitotoksisite testi

MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda yapilan sitotoksisite ¢aligmasinda
DMSO pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontrole gore kiyaslandiginda; 1/1, 2/1
oraninda hazirlanan nanoplekslerde, serbest shRNA ve kitozan orneklerinde hiicre
canliligt %98’in tlizerinde bulunmustur. Formiilasyonlarin hiicre canlilig1 iizerinde
sitotoksik etkisi gozlenmemistir. Bu sebeple hazirlanan 1/1 ve 2/1 oranindaki

kitozan/shRNA nanopleksleri hiicre kiiltiirii ¢aligmalari i¢in uygun bulunmustur.

Kontrol grubu ile 1/1 ve 2/1 nanopleks oranlar1 kiyaslandiginda elde edilen

veriler her iki formiilasyon igin de istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

6.3.3. Proliferasyon testine iliskin bulgular

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin prolifesyon testine yonelik BrdU ¢alismasi, L-
929 fibroblast ve MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hatlarinda yontem 5.2.3.5.’de
belirtilen sekilde yapilmistir. Proliferasyon testine iliskin bulgular sirasiyla Sekil 15

ve Sekil 16°de verilmistir.
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110 105,1 106,5
100

o

o

o

(=]

o

o

Hiicre Proliferasyonu %

o

o

Kontrol 1/1 Kitozan/shRNA 2/1 Kitozan/shRNA

Sekil 15: L-929 hiicre hattinda yapilan proliferasyon testi

L-929 fare fibroblast saglikli hiicre hattinda yapilan proliferasyon ¢alismasinda
kontrole gore kiyaslama yapildiginda; 1/1 ve 2/1 oraninda hazirlanan nanoplekslerin,
hiicre proliferasyonu degerleri sirasiyla 9%105,1 ve %106,5’tur. Hazirlanan
nanoplekslerin hiicre proliferasyonunu inhibe etmedigi gézlenmistir. Ayni zamanda,

bu veriler MTT testinin sonucunu da dogrulamaktadir.

Kontrol grubu ile 1/1 ve 2/1 nanopleks oranlar1 kiyaslandiginda elde edilen

veriler her iki formiilasyon i¢in de istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).
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224,2

Kontrol 1/1 Kitozan/shRNA 2/1 Kitozan/shRNA serbest shRNA Kitozan
(2,5ng) (2,5png)

Sekil 16: MDA-MB-435 hiicre hattinda yapilan proliferasyon testi

Proliferasyon ¢alismasina gore, MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda
kitozanin proliferasyonu arttirici etkisi gozlenmistir. Kitozan icermeyen serbest

shRNA’nin ise hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi (%56,2) gozlenmistir.

Serbest shRNA uygulamasi sonrast elde edilen veriler kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol grubu ile 1/1 ve 2/1
nanopleks oranlar1 kiyaslandiginda elde edilen veriler her iki formiilasyon i¢in de

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

6.3.4. Invazyon testine iliskin bulgular

MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda invazyon c¢alismasi yontem
5.2.3.6.’de belirtilen sekilde yapilmistir. Kanser hiicre hattinda serbest shRNA, 1/1
ve 2/1 kitozan/shRNA nanoplekslerinin invazyona etkisi Resim 7°de verilmistir.
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(B)

Resim 7: (A) MDA-MB-435 hiicrelerinin invazyonu, (B) MDA-MB-435
hiicre hattinda serbest shRNA invazyonu, (C) MDA-MB-435 hiicre
hattinda 1/1 kitozan/shRNA invazyonu, (D) MDA-MB-435 hiicre hattinda
2/1 kitozan/shRNA invazyonu. X10 biiyiitme.

Invazyon calismasi degerlendirildiginde, serbest haldeki shARNA’nimn invazyonu
azalttigr gozlemlenmistir. Sonrasinda 1/1 ve 2/1 kitozan/shRNA nanoplekslerinin
invazyonu serbest shRNA’ya oranla daha fazla azalttig1 gézlemlenmistir. 1/1 ve 2/1
nanopleksleri birbiriyle kiyaslandiginda; 2/1 nanopleksinin invazyonu azaltma etkisi,

1/1 nanoplekse gore daha fazladir.

74



7. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve diinya ¢apinda 6liimle
sonuclanan kanser tiirlerindendir. Insan meme karsinomlari, davranis, sonuc¢ ve
tedaviye yanit olarak cesitlilik gosteren heterojen bir tiimor grubunu temsil eder. Her
ne kadar insidansi hala yiiksek olsa da, meme kanserine bagl toplam 6liim orani,
cesitli tedavilerin erken uygulanmasina bagli olarak kismen azalmistir. Meme
kanserinden 6liim oranini daha da azaltmak igin, kdtii prognoz tiimorlerini inceleme
ve karakterize etme, biyolojilerini 6ngdrme, yeterli tedaviyi saglama ve hastalarin
sonuclarini iyilestirme hedefi vardir. Ayrica 6strojen reseptorii, progesteron reseptorii
veya HER2 gibi bilinen hedefleri eksprese etmeyen tiimorlerde, etkili ek sistemik
tedavi formlarinin gelistirilmesine ihtiyag vardir (Rakha ve ark., 2007; Rakha ve ark.,
2010).

Insan mammaglobini (hMAM), 1996'da Watson ve Fleming tarafindan
diferansiyel gorlintileme PCR teknigi kullanilarak tanimlandi. Mammaglobin,
sekretoglobinler olarak adlandirilan kiigiik epitelyal, salgi proteinlerinin ailesine ait
olan, 93 aminoasitlik polipeptit yapisina sahip olan ve 10,5 kDa biiyiikliigiinde bir
glikoproteindir. Mammaglobin, meme epitel hiicrelerinde bulunur ve meme
kanserinde asir1 seviyede eksprese edilir. Memeye 0zgii ekspresyonu nedeniyle,
mammaglobin mRNA ve proteini, meme kanseri teshisinde biyobelirte¢ olarak
biiyiik ilgi ¢ekmektedir. 2000 yilindan bu yana kullanimiyla ilgili 50'den fazla
yayinda, meme kanserinde bugiine kadarki en umut verici molekiiler belirte¢ olarak

kabul edilmektedir (Zehentner ve Carter, 2004).

Mammaglobin ekspresyonu, ilk olarak 35 meme kanserinde RT-PCR ve
Northern blot analizi kullanilarak g¢alisilmistir. Belirli bir histolojiyle korelasyon
gostermeyen testlerin % 23'linde mammaglobinin asir1 ekspresyonu bildirilmistir

(Zehentner ve Carter, 2004).

Meme kanserinin erken teshisi i¢in yapilan hizli bir tarama testi bu 6liimciil
hastaligin tedavisinde fayda saglayacaktir. Mammaglobin mRNA'sinin 6zellikle
meme dokusunda eksprese edildigi ve genellikle meme kanserinde asir1 derecede

eksprese edildigi gosterilmistir. Mammaglobin, kolon, akciger, yumurtalik ve prostat
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kanseri gibi diger kanser tiirlerinde eksprese edilmez. Mammaglobin proteininin
memeye Ozgli ekspresyonu, immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak
gosterilmistir. Mammaglobin, hem yerlesik meme kanseri hiicre dizilerinden hem de
birincil meme karsinom hiicrelerinden salgilanir. Serumda mammaglobin varliginin
izlenmesi i¢in monoklonal antikor bazli bir test kullanilarak, meme kanserli
hastalarin serumlarinda artmig mammaglobin seviyeleri tespit edilmistir ancak
saglikli kadinlarda gorilmemistir. Boylece, meme kanseri hastalarindan asir1
eksprese edilen ve salgilanan mammaglobin, meme kanserli hastalarin serumlarinda
tespit edilebilir ve meme kanserinin teshisi ve yonetimi i¢in hizli bir tarama testi

saglayabilmektedir (Fanger ve ark., 2002).

Kanserin invazif olmasi, agresif bitylime profili gostermesi, kanser gelisimi ve
yaytlimina dahil olan karmasik mekanizmalar nedeniyle, cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi gibi klasik tedaviler ¢cogu zaman direngli tiimorlere karsi yeterince etki
gostermemektedir. Bu sebeple, kanser tedavisinde yeni antikanser stratejileri onemli
bir yere sahiptir. Kanser gelisimi ve biiylimesinde rol oynayan genlerin daha iyi
anlasilmasi, bu hastaligin tedavisinde yeni yaklagimlar saglar. Cogu kanser tiirlerinde
diizgiin c¢alismayan onkogenler ve tiimor baskilayici genler, kanser siirecinin
baslangicinda ve biiylimesinde 6nemli bir rol oynar. Gen tedavisi yaklagimi bu
hastalig1 kaynaginda tedavi ederek yok etmek i¢cin umut verici bir firsat saglar

(Morille ve ark., 2008).

RNA interferans (RNAi), sekansa spesifik gen susturma saglayan
posttranskripsiyonel bir mekanizmadir. Sekansa spesifik mRNA degredasyonunun
aracilari, daha uzun dsRNA'lardan riboniikleaz III kesilmesiyle iiretilen 21-22
niikleotit uzunlugundaki siRNA’lardir (Elbashir ve ark., 2001). RNAI, kisa bir RNA
dizisinin mRNA hedefi ile eslestirilmesini igerir. 1998'de Craig Mello ve Andrew
Fire tarafindan tanimlanan endojen RNAi mekanizmasi1 bircok hiicresel siireci
diizenler. Endojen olarak, cift sarmalli RNA'lar(d&sRNA) Dicer enzimi tarafindan
daha uzun RNA transkriptlerinden kesilir ve Argonat ve birka¢ proteinden olusan
RNA indiiklenmis susturma kompleksi (RISC) adi verilen bir kompleksin igine

yiiklenir. Passenger zincir atilir ve kilavuz zincir, RISC kompleksi vasitasiyla
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tamamlayict bir mRNA sekansina eslenir. Eslesme sonrasi, mRNA'nin degredasyonu

gerceklestirilerek gen susturma saglanir (Bobbin ve Rossi, 2016).

RNAi1 uygulamalarima iki molekiil tipi aracilik edebilir; kimyasal olarak
sentezlenmis ¢ift sarmalli kiigiik interferans RNA (siRNA) veya vektor bazli kisa sag
tokast RNA (shRNA). Etkili RNAi baslangicta sentetik siRNA'nin uygulanmasiyla
gosterilmistir; daha sonra, T7 RNA polimerazi ile in vitro liretilen siRNA'nin aktif
oldugu bulunmustur ve aktif siRNA'nin bir firkete yapisindan olustugu, bir plazmid
yapt iizerinde RNA polimeraz III promotorii ile hiicrelerde kopyalanabilecegi
gosterilmistir. siRNA ve shRNA benzer fonksiyonel sonuglar elde etmek igin
uygulanabilse de, siRNA ve shRNA birbirinden farkli molekiillerdir. Bu nedenle,
etki mekanizmalari, RNA interferans yolaklari, hedef dis1 etkileri ve uygulamalari

farklilik yaratabilir (Rao ve ark., 2009).

Sentetik siRNA, gen ekspresyonunda gecici baskilama saglarken, shRNA'nin
plazmid bazli endojen ekspresyonu kalici inhibisyona aracilik etmektedir (Jia ve ark.,
2007). Sentetik siRNA molekiilleri birgok gen arastirmalarinda kullanilmaktadir
ancak cogu mono veya multigenik hastaliklarda gen tedavisi i¢in kullanimlar
sinirlidir, ¢linkii sentetik siRNA'larin hiicre igerisine taginmasi kisa siireli bir gen
baskilanmasima yol acar. Bu nedenle, shRNA'y1 eksprese eden plazmid ve viral
vektorler, siRNA'nin uzun vadede hiicresel ekspresyonu icin gelistirilmistir
(Makinen ve ark., 2006). Ancak zayif hiicresel alim, niikleazlar ile degredasyon gibi
dezavantajlar bu molekiillerde uygun tastyici bir sistemin gerekligini gostermektedir

(Katas ve Alpar, 2006).

Tarihsel olarak, gen tasmmmasinda uygulanan ii¢ farkli yaklagim vardir. ilk
yaklagim serbest DNA kullanimidir. Serbest DNA'min tiimor bolgesine dogrudan
enjekte edilmesinin yiiksek seviyelerde gen ekspresyonu iirettigi gosterilmistir. Bu
stratejinin, serum niikleaz varligindan dolay: sistemik uygulama i¢in uygun olmadigi
belirtilmektedir. Ikinci yaklasim, genetik olarak degistirilmis viriislerin kullanimim
icerir. Viral vektorler, genetik materyallerini konak hiicrelere aktarabilen, dogal
olarak gelistirilen viriislerden tiiretilen biyolojik sistemlerdir. Toksisitelerini ortadan
kaldirmak ve cesitli gen aktarimimi yiiksek verimde saglamak {iizere modifiye

edilmistir. Bununla birlikte, giivenlik, immiinojeniklik, transgen tasima kapasitesinin
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siirli olmasi ve yiiksek maliyet acisindan viral vektorlerin kullanimi azaltilmistir.
Tastyic1 sistemler i¢in liglincli yaklagim, katyonik nitelikte olan viral olmayan
vektorlerdir ve bunlar katyonik polimerler ve katyonik lipitlerdir. Bu yapilar,
elektrostatik etkilesim yoluyla negatif yiiklii DNA ile etkilesime girer ve sirasiyla
polipleksler ve lipopleksler olusur. Bu tiir vektorlerle iligkili avantajlar, biiyiik
Ol¢ekte iiretilebilmeleri, diisiik immiinojenik yanit olusturmalar1 ve biiylik boyutlarda

transgen tasima kapasitelerine sahip olmalaridir (Morille ve ark., 2008).

Kitozan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilen 1-4 bagli N-asetil-D-glukozamin
ve D-glukozamin alt birimlerinden olusan biyobozunur ve biyo-uyumlu dogrusal
yapida bir aminopolisakarittir. pDNA ile molekiiler agirlik ve deasetilasyon
derecesine bagl olarak kararli, kii¢iik (20-500 nm) partikiiller olusturabilir. Katyonik
polielektrolit yapisi, negatif yiiklii mukozal ylizeyler ve DNA gibi diger
makromolekiiller ile giiglii elektrostatik etkilesim saglar. Bu katyonik polimer, PEI
polimerine kiyasla DNAaz degredasyonuna karsi koruma saglar ve onemli olgiide

daha iyi bir biyouyumluluk sergiler (Morille ve ark., 2008).

Tez caligmasi kapsaminda, meme kanserinde Onemli bir rol oynayan
mammaglobin geninin kitozan/shRNA nanopleksleri ile baskilanmasina iligkin in
vitro galismalar yapilmistir. Meme kanseri hiicre hatti1 olarak MDA-MB-435 hiicresi
kullanilmistir.  Nerlich ve  Bachmeier tarafindan  yapilan  calismada,
immiinohistokimyasal protein diizenini dogrulamak ve ¢esitli ortamlarda
mammaglobinin  mRNA ekspresyonunu belirlemek i¢in kantitatif RT-PCR
incelemesi yapilmistir.  MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri, mammaglobin
ekspresyonunu anlamli farkliliklar olmadan orta diizeyde ortaya koyarken; MDA-
MB-435 hiicreleri, hiicre yogunluklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
ortaya koymustur. Mammaglobin mRNA seviyesi MDA-MB-435 i¢in, subkonfluent
hiicrelerde, konfluent hiicrelere gore 3 kat daha yiiksektir (Nerlich ve Bachmeier,
2013). Narayanan ve arkadaglar tarafindan, endojen mammaglobin ekspresyonun
cesitli meme kanseri hiicre hatlarinda saptanmasi ¢alismast yapilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda endojen mammaglobin

ekspresyonu tespit edilememistir (Narayanan ve ark., 2004). Bu caligmalar
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dogrultusunda, tez ¢alismamizda endojen olarak mammaglobini en ¢ok eksprese

eden MDA-MB-435 metastatik meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir.

Sentetik siRNA’larin aksine daha stabil bir gen baskilamasini saglamak igin
plazmid temelli bir siRNA olan shRNA kullanilmistir. Mammaglobini baskilamak
lizere ticari olarak dizayn edilen shRNA’nin Esherichia coli GT116 susuna
transformasyonu ve daha sonrasinda izolasyonu calismalar1 gerceklestirilmistir.
Yapilan spektrofotometrik kontrol dogrultusunda plazmid DNA yapisinin uygun
saflik degerinde oldugu goriilmiistiir. Spektrofotometrik kontrol sonrasi, sShRNA’nin
elektroforetik kontrol ¢alismalart gerceklestirilmistir. Elektroforetik sonuglar
incelendiginde, shRNA bandinin yaklasik 9%85-90 oraninda kapali halkasal forma
sahip oldugu gozlenmistir (Resim 1). Ayni zamanda, yapisinda bulunan Clal ve Xbal
restriksiyon enzimleriyle plazmidin kesimi sonucu shRNA yapisinin 3591 baz c¢ifti

uzunlugunda oldugu gosterilmistir (Resim 2).

Izole edilen shRNA’nm spektrofotometrik ve elektroforetik ~kontrolleri
tamamlandiktan sonra, nanopleks yapisini olusturmak ic¢in biyouyumlu bir polimer
olan kitozan kullanilmistir. Tez calismasi kapsaminda diisiik molekiil agirlikl (70

kDa) ve yiiksek deasetilasyon derecesine (%75-85) sahip kitozan kullanilmistir.

Koping-Hoggérd ve arkadaslarina gore, hedef hiicreleri in vitro olarak transfekte
eden pDNA ile stabil kompleksler elde etmek icin deasetilasyon derecesinin % 65'i
agmas1 gerekmektedir (Koping-Hoggard ve ark., 2001). Huang ve arkadaslar
tarafindan yapilan c¢aligmada deasetilasyon derecesinin % 88'den % 46'ya
diisiiriilmesinin ortalama partikiil boyutunu 181'den 239 nm'ye ¢ikardigi ve zeta
potansiyelini de 22,2 mV'den 9,6 mV'ye diisiirdiigii gézlenmistir (Huang ve ark.,
2005).

Kitozan i¢in molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesini bir araya getiren
Lavertu ve ark., maksimum ekspresyon seviyesinin, molekiiler agirlig1 disiirerek ve
deasetilasyon derecesini arttirarak veya tam tersi deasetilasyon derecesini diisiirerek
ve molekiiler agirlig: artirarak elde edilebilecegini bildirmislerdir (Lavertu ve ark.,
2006).
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Diistik molekiil agirliktaki kitozanin %0,25 konsantrasyonunda asidik ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu kitozan ¢o6zeltisi kullanilarak shRNA’nin farkli oranlarda

kitozan/shRNA (a/a) nanopleskleri hazirlanmustir.

Weecharangsan ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada, kitozanin 20, 45 ve
200 kDa molekiiler agirliktaki formlart CHO-K1 hiicrelerinde etkili transfeksiyon
etkiligine sahipken, 460 kDa molekiiler agirliktaki kitozanin hiicresel alimi azaltan
blyiik partikiil boyutuna bagli olarak transfeksiyon etkinligini distrdigi

gbzlenmistir (Weecharangsan ve ark., 2008).

Sato ve arkadaglari, kitozanin molekiiler agirliginin A549 hiicreleri, B16
melanom hiicreleri ve Hela hiicrelerinde lusiferaz aktivitesi {izerindeki etkisini
calismislardir. 15 ve 52 kDa'lik kitozanlar, kullanilan tiim hiicre hatlar1 i¢in lusiferaz

aktivitesini biiyiik 6l¢iide arttirmistir (Sato ve ark., 2001).

Farkli oranlarda hazirlanan kitozan/shRNA (a/a) nanoplekslerinin nanopleks
olusumu elektroforetik olarak incelenmistir. Bu amagla, 0,5/1, 1/1, 2/1, 3/1, 4/1 ve
5/1 oranlarinda kitozan/shRNA nanopleksleri ile calisilmistir. Kismi nanopleks
olusumunun gostergesi olan serbest haldeki shRNA’ya rastlanmadigi i¢in tiim

nanopleks oranlarinda tam nanopleks olusumu gézlenmistir (Resim 3).

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin partikiil biiytikligli ve ylizey yiikii hiicre
kiiltiirii calismalarinda, hiicresel alimda 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan partikiil
biiyiikliigii Ol¢limiinde, hiicre kiiltiirii ¢aligsmalarinda kullanilmak iizere uygun
boyutlarda, 153,2 + 2,0 ile 436,3+ 51,20 nm arasinda degisen nanopleks biyiikligii
gozlenmistir (Tablo 3). 0,5/1 nanopleksinde partikiil biiyiikliigiiniin 1/1 nanoplekse
gore daha fazla olmasi 0,5/1 nanopleksinde heniliz siki kompleks yapisinin
olusmamasi ile agiklanir. 0,5/1 nanopleksinde shRNA kitozan ile tam olarak

kondanse olmamistir ve buna bagli olarak gevsek bir yap1 olusmaktadir.

Partikiil biiyiikliigii shRNA'in kitozan ile komplekslesme yetenegine baglidir ve
daha siki komplekslesme partikiil biiyiikliginii azaltir (Erdem-Cakmak ve ark.,
2014).
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Nanoplekslerin zeta potansiyel degeri 0,6 + 0,8 ile 31,9 = 1,0 mV arasinda
degismektedir (Tablo 4). Zeta potansiyel (ylizey yiikii) 6l¢lim sonuglarina gore
beklendigi gibi pozitif yiikli kitozanin konsantrasyonunun artisiyla beraber
nanoplekslerin ylizey yiikii (+) yonde pozitif olarak artis gostermistir. Nanoplekslerin
kitozan etkilesimi ile beraber pozitif yiik kazanmasi, negatif yiiklii hiicre membrani
yapisindan gegerken kolaylik saglamaktadir. Kitozan miktarmin yiikseltilmesi ile
zeta potansiyel degerinin artmasi literatiir sonuglar1 ile uyumludur (Erdem-Cakmak
ve ark., 2014).

Kitozan/DNA komplekslerinin morfolojisi, ylik oranina biiyiik 6l¢iide baglidir.
Kompleksin N/P oran1 degistirilerek, farkli topolojik yapilara sahip polipleksler
(ortalama boyutlar: 150-600 nm arasinda degisen) gdzlenmistir. In vitro Ve in vivo
gen transfeksiyon etkinlikleri, komplekslerin fiziksel sekli ve stabilitesi ile ilgilidir

(Mao ve ark., 2010).

Serum stabilitesi c¢aligmasi kitozan/shRNA nanoplekslerinin hiicre kiltiirii
calismasinda kullanilan serum igerisindeki enzimlerin degredasyonunun tespitinde
onemli bir yere sahiptir. 2/1 kitozan/shRNA (a/a) nanopleksiyle yapilan serum
stabilitesi ¢alismasinda, kitozanin shRNA’y1 serumun enzimatik degredasyonundan
72 saate kadar korudugu goriilmiistiir (Resim 4). Bu durumun aksine serbest ShRNA
ile yapilan serum stabilitesi ¢aligmasinda serum ilavesinin hemen ardindan 0.

dakikada shRNA’nin enzimatik degredasyona ugradigi gézlenmistir (Resim 5).

Serumun transfeksiyon etkinligi iizerindeki etkisi bir¢ok arastirmaci tarafindan
incelenmistir ve serumun uygun molekiiler agirlikta ve N/P oranindaki kitozanlarin

aracilik ettigi gen ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Mao ve ark., 2010).

Erbacher ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada, kitozan (70 kDa)/DNA
komplekslerinin %10 serum varlifindan bagimsiz olarak etkin sekilde transfekte

edildigini gostermislerdir (Erbacher ve ark., 1998).

MacLaughlin ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada, % 10 serum
varliginda kitozan komplekslerinin degredasyonunun, kitozanin molekiiler agirlik ve

yilk oranina bagli oldugu gosterilmistir. 7 kDa kitozan ile hazirlanan tiim
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kompleksler, serum varliginda degrede olmuslardir. 32-102 kDa araliginda kitozan
ile hazirlanan 2/1 kompleksi serumla muamele edildiginde, sadece 32 kDa kitozan ile
formiile edilen kompleks degrede olurken diger tiim kompleksler stabil kalmistir

(MacLaughlin ve ark., 1998).

Gegirimli elektron mikroskopisi ¢aligmasi ile kitozan/shRNA nanoplekslerinin
globiiler yapida ve uygun boyutta oldugu goriilmiistir (Resim 6). TEM verileri
kitozanin shRNA ile nanopleks olusturmasina iliskin veriler ile uyumluluk

gostermektedir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmamizda shRNA miktar1 2,5 pg/kuyu olacak sekilde
calistlmistir. Romeren ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, plazmid
konsantrasyonu 0,5 pg/kuyu miktarindan 2,5 pg/kuyu seviyesine arttirildiginda
lusiferaz ekspresyonunda bir artis gozlenmistir. DNA konsantrasyonu 5 pg/kuyu
konsantrasyonuna geldiginde ekspresyon seviyesinde doygunluk meydana

gelmektedir (Romeren ve ark., 2003).

MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda transfeksiyon sonrasi
Mammaglobin miktar1 ELISA yontemiyle tayin edilmistir. 1/1 ve 2/1 oranlarinda
hazirlanan kitozan/shRNA nanopleksleri hiicreye verildikten 48 saat sonra
mammaglobin baskilama (inhibisyon) oranlari kontrole kiyasla sirasiyla %51,5 ve
%58,7°dir (Sekil 12). Kontrol grubu ile 1/1 ve 2/1 nanopleks oranlari kiyaslandiginda
elde edilen veriler her iki formiilasyon i¢in de istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
Iki formiilasyon birbiri ile kiyaslandiginda elde edilen veriler istatistiksel olarak

anlamsizdir (p>0,05).

Koh ve ark., tarafindan hMAM siRNA kullanilarak mammaglobinin
baskilanmasi lizerine ¢alisma yapilmistir. Meme kanseri hiicreleri 100 nM siRNA ile
transfekte edilmistir. Gen baskilama etkisi, RT-PCR analizi ile belirlenmistir. 100
nM siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde, hMAM mRNA seviyesi
transfeksiyondan sonra 2. giinde yaklasik % 80 azalmistir (Koh ve ark., 2014).

Kitozan/shRNA nanoplekslerinin sitotoksisitesi hem L-929 fare fibroblast

saglikli hiicre hatti hem de gen baskilama c¢aligmasinin gerceklestirildigi MDA-MB-
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435 metastatik meme kanseri hiicre hattinda MTT testi ile incelenmistir.
Kitozan/shRNA nanoplekslerinin L-929 fare fibroblast hiicre hattinda yapilan
sitotoksisite testinde hiicre canliligi hazirlanan tiim formiilasyonlarda (serbest
shRNA; kitozan; 1/1 kitozan/shRNA; 2/1 kitozan/shRNA) %85’in {lizerindedir (Sekil
13). Hazirlanan 1/1 ve 2/1 kitozan/shRNA (a/a) nanoplekslerinin hiicre canlilik
degerleri sirasiyla, %93,6 ve %92,4’tiir. Bu sonuglar dogrultusunda hazirlanan
formiilasyonlarin  hiicreler {izerinde sitotoksik etkisi gbzlenmemistir  ve

formiilasyonlarin hiicre kiiltiirii calismalari i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda yapilan sitotoksisite ¢aligmasinda,
tim formiilasyonlardaki hiicre canliligt %98’in iizerindedir. Bu sonuglar
dogrultusunda hazirlanan 1/1 ve 2/1 (a/a) kitozan/shRNA nanoplekslerinin hiicreler

tizerinde sitotoksik etkisi gézlenmemistir (Sekil 14).

L-929 ve MDA-MB-435 hiicre hatlarinda proliferasyon tesi BrdU yontemi ile
gerceklestirilmistir. [.-929 fare fibroblast hiicre hattinda yapilan ¢calismada 1/1 ve 2/1
(a/a) oranlarinda hazirlanan kitozan/shRNA nanoplekslerinin hiicre proliferasyonunu

inhibe etmedigi gozlenmistir, bu durum MTT testinin sonucunu da dogrulamaktadir

(Sekil 15).

MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda yapilan proliferasyon ¢alismasinda,
hazirlanan 1/1 ve 2/1 (a/a) kitozan/shRNA nanoplekslerinin hiicre proliferasyonunu
inhibe etmedigi goriilmiistiir. Kitozanin proliferasyonu arttirici etkisi gézlemlenirken
serbest shRNA’nin proliferasyonu inhibe ettigi goriilmiistiir. 2/1 nanopleks
igerisindeki kitozan miktarinin 1/1°den daha fazla olmasi nedeniyle bu formiilasyon

daha fazla proliferasyonu arttirici etki gostermistir (Sekil 16).

Kitozanin fibroblast hiicrelerinde yara dokusunun iyilesmesinin proliferasyon
asamasinda graniilasyon dokusunun meydana gelmesini hizlandirdigi belirtilmistir

(Ueno ve ark., 2001).

Koh ve arkadaglar1 tarafindan yapilan caligmada, mammaglobin ekspresyon
seviyesinin hiicre proliferasyonuna kiyasla hiicre migrasyonu ve invazyonu ile

yiiksek derecede baglantili oldugu bulunmustur. Mammaglobin degredasyonunun
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hiicre canliliginda 6nemli degisiklik yaratmadigr bildirilmistir. Mammaglobinin
hiicre proliferasyonundaki rolii, tutarli veriler gostermediginden g6z Oniine
alinmamistir. Mammaglobinin asir1 ekspresyonu hiicre canliligin1 azaltirken,

baskilanmasi hiicre canliligini etkilememistir. (Koh ve ark., 2014).

MDA-MB-435 metastatik meme kanseri hiicre hattinda 8 pm por filtreye sahip
insertlerde invazyon testi calisitimistir. Invazyon bulgularm ait mikroskop goriintiileri
incelendiginde, hi¢bir formiilasyonla muamele edilmemis kontrol hiicrelerinin
invazif etkisinin yiiksek seviyelerde oldugu goriilmiistir. Bu durum kanser
hiicresinin invazif karakterini temsil etmektedir. Serbest shRNA molekiiliiniin
invazyonu baskiladigi goézlemlenmistir. 1/1 ve 2/1 (a/a) oranlarinda hazirlanan
nanopleksler birbiriyle ve serbest shRNA ile kiyaslandiginda; 2/1 kitozan/shRNA
formiilasyonunun invazyonu en yiiksek seviyede baskiladigi goriilmiistiir, onu
ardindan 1/1 kitozan/shRNA ve serbest sShRNA takip etmektedir (Resim 7). Bu
sonu¢, shRNA nanoplekslerinin mammaglobini baskiladigint ve bu dogrultuda
baskilanan mammaglobin seviyesine bagli olarak meme kanseri hiicresinin invazif
ozelligi kontrole kiyasla diisiis gostermistir. Elde edilen sonuglar ELISA testinin
sonuclar ile de tutarlidir. Ayrica serbest shRNA’nin invazyonu baskilama oraninin
hazirlanan nanoplekslere gore daha diisiik olmasi kitozanin gen tasinmasinda etkin

bir rol iistlendigini gostermektedir.

Picot ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada, meme kanseri hiicre
malignitesindeki mammaglobin fonksiyonunun karakterizasyonu dogrultusunda,
endojen mammaglobin ekspresyonunun kaybinin, meme kanseri hiicre invazyonunu

baskiladig goriilmiistiir (Picot ve ark., 2016).

Sonu¢ olarak hazirlanan kitozan/shRNA formiilasyonlarinin uygun boyut ve
yapida ve uygun zeta potansiyelinde nanopleks olusumu gosterdigi dogrulanmistir.
Tastyic1  sistem olarak kullanilan kitozanin shRNA’y1 serumda niikleaz
degredasyonuna kars1 korudugu, kitozanin giivenli ve etkin bir tastyici sistem oldugu
goriilmiistiir. Hazirlanan nanopleks formiilasyonlarin sitotoksik etki olusturmadigi
saptanmistir. Nanoplekslerin meme kanseri hiicre hattinda mammaglobini baskiladig:
ELISA testi ile saptanmustir. Proliferasyon c¢alismasinda serbest shRNA’nin

baskilama etkisi gozlenirken, kitozan/shRNA formiilasyonlarinda proliferasyonu
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arttirict etki bulunmustur. Bu durum, kitozanin proliferasyonu arttirict etkisi ve
mammaglobinin proliferasyon iizerine etkisinin heniiz tam olarak agiklanamamasi ile
iliskilendirilmistir. shRNA ile mammaglobin baskilanmasi invazyon iizerinde istenen
yonde etki gostermistir. Nanopleksler araciligiyla mammaglobinin baskilanmasi
sayesinde MDA-MB-435 meme kanseri hiicre hattinda invazyon gerilemistir. Bu
sonu¢, mammaglobinin meme kanseri ile iliskili bir gen oldugunu gostermektedir.
Literatiirlerde belirtildigi gibi mammaglobinin meme kanseri tizerindeki biyolojik
rolii heniiz tam olarak tanimlanamadigindan bu alanda yapilacak her calisma
mekanizmasinin aydinlanmasima katki saglayacak ve meme kanseri hastaliginin

tedavisinde umut olmaya devam edecektir.
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In Vitro Studies on Inhibition of Mammaglobin Gene
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Abstract

Cancer deaths are in second place in developed societies due to the complex nature of cancer despite of the new
treatment approaches. Breast cancer is cne of the most commeon malignant tamors in the warld. Homan mammag-
lokin (hMAM ) is associated with the family of epithelial secretory proteins, limited to mammary gland and breast
tumor cell Gnes. It i shown that hMAM mBMNA is frequently upregulated in the peripheral blood af breast cancer
patients. Inhibiticn of gene expression can be accomplished by RNA interference (RMAL) technalogy which provi-
des sequence. specific post-translational gene irhibition. Short hairpin RENA (shRNA ) selected in this study as gene
silencing agent due to its longer suppression Fmpﬂ'q,r.'nﬁshrg\et-s])edﬁc method Pu'm:iﬂed a new perspective for
gene therapy. Delivery system is also impartant for sucosssfol gene therapy. Chitosan is coe of most popular debi-
very system due to its biodegradable, non-taxic and cationic properties.

In this study, chitosan,/ mammaglebin shRNA manoplexes were prepared to silence EMAM gene. For this purposs,
plasmid containing hAAM shENA was transformed to competent Esdherichia coli (GT 116 strain) made by CaCl2
method. Thereafier, plasmid DNA was isolated from selected single colony and then spectrophotometric and
electropharetic controls were carrtied out. The nanopleyes were prepared via the slectrostatic interaction of the
]:L:smi.d. and chitosan with different chitosan/shENA ratios {wiw) (0571, 101, 271, 371, 4/1, 5/1). Fully
nanoplexation at all ratios was ohserved according to electrophoresis resale Particle size, zeta potential, gel
d:ctm])hur::i.l and serum stahility analyses of these nu'l.up|m: were P:rﬁm’meﬂ. The average size of the :ru.nup|=::s
were between 1532 nm and 436 3nm depending on the N/ ratin. The sarface charge of nanopleres was positive
with zeta potential of +0L6 to +31.9mV. According to serum stability studies results, nanopleves protect the shENA
during 72 hours. Cytotoxicity of nanopleres is investigated with MTT and BrdU, and no cytotowic effect was ohser-
ved. The bansfection efficiency and silencing effect of these nanoplexes on mammaglobin gene expression will be
imvestigated in breast cancer cell lines.

These studies can benefit that defivery of shRMNA targeted to KMAM using chitosan nanoplexes are promising for
the therapy of breast cancer.

Keywords
RMAi, shENA, mammaglobin, chitosan, breast cancer
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