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sahiplerinden yazili izin almarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik
Erigim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitll / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmas: mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir, (¥

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ?

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. ¢
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OZET

Gencer, A., Akciger Kanserine Yonelik siRNA Tasiyict Polimerik
Nanopartikiillerin Gelistirilmesi ve Etkinliklerinin in Vitro Degerlendirilmesi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2022. En yaygin kanser tiirii olarak bilinen akciger
kanseri ayn1 zamanda tiim kanser tiirleri arasinda en yliksek 6liim oranina sahiptir.
Tedavide kullanilan mevcut yontemlerin diisiik etkinligi ve ciddi yan ve toksik etkiler
arastirmacilari istenmeyen sistemik etkileri azaltilmis, hedeflendirilmis ve 6zgiil etkisi
arttirtlmis tedavi yaklagimlari gelistirmeye yonlendirmektedir. Kirsten Rat Sarkom
Viral Onkogen (Kras) proteininin akciger kanserlerinde 6nemli bir role sahip oldugu
ve akciger adenokarsinom olgularinin ¢ogunda bu yolagin etkinlestigi bilinmektedir.
Bu tez kapsaminda, alisilagelmis yontemlerle hedeflenemeyen mutant KRAS
onkogenini hedeflemek iizere siRNA yiikli poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA)
nanopartikiillerin hazirlanmasi, timor bolgesine segici ve etkin olarak tasima
saglamak tlizere optimize edilmesi (aktif ve/veya pasif hedeflendirme ile) ve akciger
kanseri tedavisindeki etkinliginin in vitro olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Cift
emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan nanopartikiiller
katyonik 6zellik kazandirilmak tizere dioleil-3-trimetilamonyum propan (DOTAP) ve
polietilenimin (PEI) ile, aktif hedeflendirme amaciyla da hiyaliironik asit ile modifiye
edilmistir. 190-245 nm araliginda partikiil biiyiikligi, (-12) - (+14) mV araliginda zeta
potansiyele sahip, polidispersite-indeksi 0,1 civarinda siRNA yiiklii nanopartikiiller
elde edilmis, siRNA 9%380-100 enkapsiilasyon etkinligi ile nanopartikiillere
yuklenmistir. /n vitro ¢alismalar ile nanopartikiillerin A549 kanser hiicrelerinde ve
saglikli BEAS-2B akciger hiicrelerinde 72 saatin sonunda hiicre canliligini
etkilemedigi, A549 hiicrelerine 6zgiil etkinlik gostererek hedef genin ekspresyonunda
%50’ye kadar azalma, protein diizeyinde ise bazi formiilasyonlar ile %90’1n tizerinde
azalma saglandig1 gosterilmistir. Ayrica nanopartikiil uygulamasi sonrasi hiicrelerin
metabolik profillerindeki degisiklikleri degerlendirmek i¢in metabolomik analizler
gergeklestirilmistir. Formiile edilen nanopartikiillerin akciger kanserinde etkin bir
tedavi yontemi olabilecegi degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, RNA interferans, siRNA, KRAS, Polimerik
nanopartikiil

Bu tez calismast TUBITAK 2211-A Doktora Burs Programi ve TUBITAK 1001-
118S452 nolu proje kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Gencer, A., Development of siRNA Carrier Polymeric Nanoparticles for Lung
Cancer and In Vitro Evaluation, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Doctor of Philosophy Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara,
2022. Lung cancer, one of the most common type of cancers, has the highest mortality
rate among all types of cancer, The low effectiveness of current therapies and serious
side and toxic effects lead researchers to develop targeted treatment approaches with
minimal systemic effects and increased specific effects. It is known that the Kirsten
Rat Sarcoma Viral Oncogene (Kras) protein has an important role in lung cancers, and
this pathway is activated in most of the cases in lung adenocarcinoma. The purpose of
this study was to design and developed KRAS silencing small interfering RNA
(siRNA) loaded poly (D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticle formulations
and evaluate in the treatment of KRAS mutant lung cancer. The nanoparticles prepared
by the double emulsion solvent evaporation method were modified with dioleoyl-3-
trimethylammonium propane (DOTAP) and polyethyleneimine (PEI) to impart
cationic surface potential, and also modified with hyaluronic acid for active targeting.
The siRNA loaded nanoparticles with particle sizes in the range of 190-245 nm, zeta
potential in the range of (-12) - (+14) mV and polydispersity index around 0.1 were
obtained. Encapsulation efficiency was found between %80-100. In addition, the
cytotoxic and KRAS gene silencing effects of the siRNA loaded nanoparticles on
A549 human lung adenocarcinoma and BEAS-2B human healthy lung cell were
investigated. /n vitro studies have shown that the nanoparticles do not affect cell
viability of the cancer and healthy lung cells after 72 hours. A decrease of the
expression of the target gene up to 50% and a decrease of protein level more than 90%
was occurred. In addition, metabolomic analyzes were performed to evaluate the
changes in metabolic profiles of the cells after nanoparticles treatment. The formulated
siRNA delivery nanoparticles can be promising treatment in lung cancer.

Keywords: Lung cancer, RNA interference, siRNA, KRAS, Polymeric nanoparticle.

This thesis was supported by the TUBITAK (grant number: TUBITAK 2211-A and
1001-118S452).



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETiK BEYAN

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR

SEKILLER

TABLOLAR

1.GIRIS

2.GENEL BILGILER

2.1.
2.2.
2.3.
24.
2.5.
2.6.

2.7.

Akciger Kanseri ve Kanser Biyolojisi

Akciger Kanseri Tedavisinde Konvansiyonel Yontemler
Akciger Kanserinde Yeni Tedavi Yaklasimlar

RNA Interferans Teknolojisi ve siRNA

KRAS Geni ve Akciger Kanserindeki Rolii

siRNA Tasiyict Sistem Yaklasimlari

2.6.1.Nanopartikiiler siRNA Tasiyici Sistemler

2.6.2.siRNA Tastyict Sistem Olarak Polimerik Nanopartikiiller

2.6.3.siRNA Tasiyicr Sistem Olarak Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA)

Nanopartikiiller
2.6.4.Polietilenimin (PEI)
2.6.5.Dioleoiltrimetilamonyumpropan (DOTAP)

il

v

vi
vii
viii
X
Xiil
X1V

Xix

—

N »n s~ s

10
13
15
16
18

19
21
23

siRNA Tasiyict Polimerik Nanopartikiillerde Aktif Hedeflendirme Yontemleri24

2.7.1. Hiyaltironik Asit

2.8.Polimerik Nanopartikiillerin Karakterizasyonlar1

2.9.siRNA Yiiklii Nanopartikiillerde Gen Susturma Etkinligi Tayin Yontemleri

2.9.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
2.9.2.Western-Blot Yontemi

25
26
27
27
28



2.9.3.Enzime Bagli immiinosorbent Deneyi (ELISA) 29

2.10.Metabolomik Calismalar 30
3.GEREC VE YONTEM 32
3.1.Kullanilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler 32
3.2.Kullanilan Cihazlar 33
3.3.Polimerik Nanopartikiiler Tasiyic1 Sistemlerin On Formiilasyon Calismalart 35
3.4.siRNA Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi 38
3.5.Hiyaliironik Asit Kapli Nanopartikiillerin Hazirlanmasi 39
3.6.Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismalar1 40

3.6.1.FT-IR Analizi 40

3.6.2.Partikiil Biiyuikliigii Dagiliminin Belirlenmesi ve Zeta Potansiyel Tayini 40

3.6.3.Morfolojik Degerlendirme 40
3.6.4.Hiyaliironik Asit Baglanma Etkinliginin Degerlendirilmesi 41
3.6.5.siRNA Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi 42
3.6.6.Nanopartikiillerden in vitro siRNA Salim Calismalar1 43
3.6.7.In vitro Serum ve RNAaz Stabilite Testleri 43
3.7.Hiicre Kiiltiirii Caligmalari 44
3.8.In vitro Sitotoksisite Caligmalar1 44
3.9.Transfeksiyon Caligsmalari 45
3.10.Hicrelerde Apoptoz ve Nekrozun Degerlendirilmesi 46
3.11.Gen Susturma Etkinliginin Degerlendirilmesi 47
3.11.1.PCR Analizi 47
3.11.2.ELISA Deneyi 48
3.11.3.Western-Blot Analizi 48
3.12.Metabolomik Analizler 49
3.12.1.Numunelerin Hazirlanmasi 49
3.12.2.Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizi 50
3.12.3.S1v1 Kromatografisi-Ugus Zamanl Kiitle Spektrometresi (LC-qTOF-MS)
Analizi 51
3.12.4.Veri Analizi 52
3.13.Istatistiksel Analiz 53

4.BULGULAR 54



4.1.Nanopartikiillerin Karakterizasyon Caligmalar1
4.1.1.siRNA Yiikli Olmayan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.1.2.siRNA Yiiklu Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.1.3.Hiyaliironik Asit Kapli Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.1.4 Nanopartikiillerden in vitro siRNA Salim Caligmalar1
4.1.5.In vitro Serum ve RNAaz Stabilite Testleri

4.2 Hiicre Kiltiirii Calismalari
4.2.1.In vitro Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi
4.2.2 Hiicrelerde Apoptoz ve Nekrozun Degerlendirilmesi
4.2.3.Gen Susturma Etkinliginin Degerlendirilmesi

4.3.Metabolomik Analizler
4.3.1.Yolak Analizi

5.TARTISMA

5.1.Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
5.1.1.siRNA Yiiklii Olmayan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
5.1.2.siRNA Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
5.1.3.Nanopartikiillerden in vitro siRNA Salim Caligsmalari
5.1.4.In vitro Serum ve RNAaz Stabilite Testleri
5.2.Hiicre Kiiltiirti Calismalari
5.2.1.In vitro Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi
5.2.2.Gen Susturma Etkinliginin Degerlendirilmesi

5.3.Metabolomik Analizler

6.SONUC VE ONERILER

7. KAYNAKLAR

8.EKLER

EK-1:Turnitin dijital makbuz

EK-2: Turnitin orijinallik raporu

EK-3: Tezden iiretilen yayimlar

9.0ZGECMIS

xi

54
54
68
72
71
78
79
79
82
84
87
104
106
106
106
109
112
112
113
113
114
118
121
123
140
140
141
142
177



a/h
AGO2
ALK
BRAF
CD44
cDNA
CTLA-4
DNA
DNAaz
dNTPs
DOTAP
DOTAP-PLGA NP
DOTMA
dsRNA
DTT
EGFR
ELISA
EPR
FBS
FDA
FGF
FT-IR
GC
GC-MS

GC-qTOF-MS

GFP

HA
HA-siRNA-DOTAP-
PLGA NP
HA-siRNA-PEI-
PLGA NP
HER2

HPLC

HRP

KBr

KHAK
KHOAK

KRAS

LC-MS

LC-qTOF-MS

MDR
MEK1

Xii

SIMGELER VE KISALTMALAR

agirlik/hacim

Endoniikleaz Argonot 2

Anaplastik Lenfoma Kinaz

v-Raf Murin Sarkoma Viral Onkogen Homologu B
Farklilasma Kiimesi 44

Tamamlayict DNA

Sitotoksik T-lenfosit Iliskili Antijen 4
Deoksiriboniikleik asit

Deoksiriboniikleaz

Deoksiriboniikleotit trifosfat
1,2-dioleoil-3-trimetilamonyumpropane
DOTAP Modifiye PLGA Nanopartikiilleri
1,2-di-ooktadesenil-3-trimetilamonyumpropan
Cift Sarmalli RNA

Deoksiriboniikleotit Trifosfat

Epidermal Biiytime Faktorii Reseptorii
Enzime Bagli Immiinosorbent Deneyi

Artmis Permeabilite ve Tutulum

Fetal Sigir Serumu

Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi

Fibroblast Biiytime Faktori

Fourier Dontigtimlii Kiziltesi Spektroskopisi
Gaz Kromatografisi

Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi
Gaz Kromatografisi-Ugus Zamanh Kiitle
Spektrometresi

Yesil Floresan Protein

Hiyaliironik Asit

siRNA Yiikli-HA ve PEI ile Modifiye PLGA
Nanopartikiilleri

HA ve PEI ile Modifiye PLGA Nanopartikiilleri

Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
Horseradish Peroksidaz

Potasyum Bromiir

Kiictik Hiicreli Akciger Kanseri

Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri
Kirsten Rat Sarkom Viral Onkogen

Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi
S1vi Kromatografisi-Ucus Zamanh Kiitle
Spektrometresi

Coklu Ila¢ Direnci

Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz



mRNA
MS
MA
NMR
NP
PACA
PAGE
PBS
PCA
PCR
PD-1
PDGF
PDI
PD-L1
PEI
PEI-PLGA NP

PI3KCA

PLA
PLGA
PLGA NP
PLL
PLS-DA
PVA

Rb

RISC
RNA
RNAaz
RNAI
RNAseq
ROS1
RT-PCR
S/Y/S
SDS

SEM
siRNA
siRNA DOTAP-
PLGA NP

siRNA PEI-PLGA

NP

siRNA PLGA NP

TEM
TGF
TKI
TNF
VEGF
VIP
WHO

Xiii

Mesajc1 RNA

Kiitle Spektroskopisi

Molekiiler Agirlik

Niikleer Manyetik Rezonans
Nanopartikiiller

Polialkilsiyanoakrilat

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Fosfat Tamponlanmis Tuz Cozeltisi

Temel Bilesen Analizi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Programl1 Hiicre Oliimii Reseptor-1

Platelet Kaynakli Biiytime Faktorii
Polidispersite Indeksi

Programl1 Hiicre Oliimii Reseptor Ligandi-1
Polietilenimin

PEI ile Modifiye PLGA Nanopartikiilleri
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha

Polilaktikasit

Poli (laktik asit-ko-glikolik asit)

PLGA Nanopartikiilleri

Poli (L-lizin)

Kismi En Kiigiik Kareler Farklilastirma Analizi
Polivinil Alkol

Retinoblastom

RNA Tetikli Sessizlestirme Kompleksi
Riboniikleik asit

Riboniikleaz

RNA interferans

RNA Dizileme

C-Ros Onkogen 1 ya da Reseptor Tirozin Kinaz
Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Su/Yag/Su

Sodyum Dodesil Siilfat

Taramal1 Elektron Mikroskopu

Kiigiik Susturucu RNA

siRNA Yiikli- DOTAP ile Modifiye PLGA
Nanopartikiilleri

siRNA Yiikli-PEI ile Modifiye PLGA
Nanopartikiilleri

siRNA Yiikli PLGA Nanopartikiilleri
Transmisyon Elektron Mikroskopu
Transforme Edici Biiyiime Faktorii

Tirozin Kinaz Inhibitérii

Timor Nekroz Faktor

Vaskiiler Endoteltyal Biiyiime Faktorii
Variable Importance in Projection

Diinya Saglik Orgiitii



Sekil

2.1.
2.2
2.3.
24.
2.5.

2.6.
2.7.
2.8.
2.9.
2.10.
3.1.

3.2

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

Xiv

SEKIiLLER
Sayfa
siRNA aracil1 gen susturma mekanizmasinin sematik gosterimi. 11
Akciger kanserinde meydana gelen mutasyonlar. 13
Cesitli kanser tiirlerinde RAS gen mutasyonlarinin goriilme siklig. 14
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1. GIRIS

Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) raporlarina gore akciger kanseri, diinya
genelinde en sik teshis edilen tiglincii kanser tiirli olmakla birlikte, kansere baglh 6liim
nedenlerinin basinda gelmektedir. Bu raporlara goére 2025 yilinda akcger kanseri
olgularinin diinya capinda 2,54 milyona ulagacagi tahmin edilmektedir (1). Akciger
kanserinin yliksek mortalitesi, tedavide basvurulan konvansiyonel yoOntemlerin
(cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapi) yetersizligini ortaya koymaktadir (2,
3). Bu durum, akciger kanseri tedavisinde yan etkileri diisiik, tedavi etkinligi yliksek
ve 0zgil olan yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi gerekliligini dogurmakta bu
konuda ¢ok sayida ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda arastirmalar kanser
patogenezinin molekiiler temellerini aydinlatmak tizerinde yogunlagsmis ve elde edilen
bilgiler dogrultusunda tiimor hiicresine 6zgiil hedefleme yapabilen ve bireye yonelik
tedavi yontemleri gelistirilmesi miimkiin olmustur. Boylece diger kanser tiirlerinde
oldugu gibi akciger kanserinde de yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde bu
gelismelerden faydalanilmaktadir (4-6).

Bu kapsamda, gen tedavisinde en énemli tekniklerden biri olan Riboniikleik
asit (RNA) interferans, dogrudan veya dolayli olarak genlerde meydana gelen
mutasyonlarla ve onkogenlerin aktive olmasiyla baglantili olarak ortaya ¢ikan
kanserin, dogrudan buna neden olan genlerin inhibe edilmesiyle tedavi edilebilmesi ve
oldukca 0zgiil, bireysel tedavi yontemleri gelistirmeye uygun olmasi nedenleriyle
tizerinde en ¢ok c¢alisilan yontemlerden biri olmustur (7, 8). Hedefe 6zgii olan bu
yontem gen tedavisi ¢aligmalara yeni bir boyut kazandirmigtir. RNA interferans
tekniginde kullanilan, ¢ift sarmalli kiigiik bir RNA olan kii¢iik susturucu RNA (small
interfering RNA, siRNA), hiicreye verilmesinin ardindan susturulmak istenen gene ait
hedef mesajct RNA (mRNA)'ya baglanmasi ve mRNA'nin pargalanmasi, boylece
kanser ile iliskilendirilen proteinin sentezinin transkripsiyon sonrasinda
engellenmesini saglamaktadir (9). Kanser tedavisinde 6zgiil hedefleme yapabilen
siRNA tedavisi dogrudan sorunlu geni hedef almakta, genomik calismalar sonucunda
da kanserde hangi mutant genin aktif oldugunun belirlenmesi ve bu geni hedefleyen
siRNA'nin iiretilerek tedavide kullanilmast miimkiin olmaktadir (10). Akciger kanseri
olusumunda rol oynadigi bilinen bir grup onkogenin siRNA tedavisiyle susturuldugu

ve tedavi edici etkinlik saglandig1 gosterilen ¢ok sayida ¢alisma bulunmakla beraber,



az sayida olsa da, klinik arastirma asamasinda olan ¢aligmalar da bulunmaktadir (11,
12).

Kanser ile iliskili oldugu bilinen bu genlerden biri olan RAS geni bir proto-
onkogen ailesi olup, saglikli hiicrelerde sinyal transdiiksiyonu, proliferasyon,
farklilasma (diferensiyasyon), adhezyon, apoptoz, migrasyon gibi siireclerde rol
alirken, RAS ailesinde meydana gelen mutasyonlar ¢ok sik goriilmektedir. Bu
onkogen ailesinin bir alt tipi olan Kirsten Rat Sarkom Viral Onkogenin (KRAS)
akciger kanserlerinde 6nemli bir rol oynadigi, 6zellikle akciger adenokarsinomasinda,
olgularin 6nemli oraninda bu gen ile iligkili yolagin etkin oldugu goériilmektedir. Bu
durum KRAS" akciger kanseri tedavisinde énemli bir hedef haline getirmistir (13).
Ancak yapilan ¢alismalar KRAS’ 1n konvansiyonel yontemlerle hedeflenemez-inhibe
edilemez oldugunu gostermistir (14). Akciger kanserinin dogrudan KRAS hedefleyici
siRNA ile tedavisi tizerinde olduk¢a az sayida c¢alisma gerceklestirildigi
goriilmektedir. Bu ¢alismalarda siRNA tasiyici vektor olarak viral vektorler veya
inorganik nanopartikiiller kullanilmistir. Ancak akciger kanser hiicrelerini aktif
hedeflendirme yontemleriyle hedefleyen, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir yapili
polimerik nanopartikiiler tasiyici sistemin kullanildigr bir KRAS hedefli siRNA
temelli caligma bulunmamaktadir.

Bu tez kapsaminda, akciger kanseri tedavisinde etkinligi degerlendirilmek
tizere konvansiyonel yontemlerle hedeflenemeyen, ayni zamanda akciger
kanserlerinin 6nemli bir oranindan sorumlu mutant KRAS onkogenini susturucu
siRNA'nin kullanilmas1 ve tiimor bolgesine segici ve etkin olarak tasinmasi (aktif
ve/veya pasif hedeflendirme ile) ve kanser hiicrelerine transfeksiyon etkinligini
arttirmasi i¢in optimum Ozelliklere sahip polimerik nanopartikiiler tasiyici sistemlerin
hazirlanmas1 amaglanmistir. Bu nanopartikiillerin hazirlanmasinda, toksik olmamasi,
biyouyumlu ve biyoparcgalanabilir olmasi, gen tasinmasina uygun olmasi, istenen
kontrollti salim ozelliklerini saglamasi1 gibi baglica gerekgelerle, insanda kullanimi
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
onaylanmis olan poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA), biyomateryal olarak
kullanilmistir. Nanopartikiiller, kanser hiicrelerine aktif hedeflendirilmeleri amaciyla,
akciger kanser hiicrelerinde asir1 miktarda eksprese olan farklilasma kiimesi 44

(Cluster of differentiation 44, CD44) ylizey proteininin ligandi olan, biyoparcalanabilir



ve biyouyumlu bir molekiil olan hiyaliironik asit ile modifiye edilmistir. Boylece RNA
interferans teknigi ile gen tedavisi ve polimerik nanopartikiillerin gen tasima ve kanser
hiicrelerine aktif ve pasif hedeflendirebilme 6zellikleri birlestirilmistir. Sonug olarak,
farmasotik ve terapotik agidan karsilasilan zorluklarin iistesinden gelebilecek
ozelliklere sahip, saglikli hiicrelerde bulunan ve mutant olmayan KRAS iizerinde
susturucu etki gostermeyip, mutant KRAS tasiyan akciger kanser hiicrelerinde segici
gen susturma saglayan terapotik sistemlerin gelistirilmesi, sonugta saglikli hiicrelerin
kanser tedavi siirecinden  etkilenmemeleri amag¢lanmistir.  Formiilasyon
degiskenlerinin hazirlanan nanopartikiillerin karakteristikleri tizerine etkilerinin
degerlendirilmesi ve hazirlanan siRNA tastyict nanopartikiiler formiilasyonlarin, in
vitro karakterizasyon c¢alismalari sonrasinda, gelistirilen formiilasyonlardan
fizikokimyasal 6zellikleri ve siRNA tasima etkinligi bakimindan en uygun bulunanlar
hedef akciger adenokarsinom hiicreleri ile saglikli akciger hiicrelerindeki etkinlikleri
bakimindan degerlendirilmistir.

Ayrica KRAS mutant hiicrelerin nanopartikiillerle muamelesi sonrasinda
metabolik profillerinde meydana gelen degisimleri gérmek amaciyla, kontrol grubu
olan saglikli akciger hiicreleriyle karsilagtirmali olarak gergeklestirilen metabolomik
uygulamalar ile kanser hiicrelerinin tedavi sonucunda metabolomik profili saglikli
hiicrelerle karsilasirilarak sonuglar1 degerlendirilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgularin, akciger kanserlerinin énemli bir
oranindan sorumlu oldugu ancak konvansiyonel yontemlerle hedeflenemedigi bilinen
bir onkogen olan mutant KRAS'm akciger kanseri tedavisindeki yeriyle ilgili son
derece kisitli aragtirmalara onemli bir katki saglayacagi degerlendirilmektedir. Elde
edilen sonuglarin akciger kanserinde yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yeni

bir bakis agis1 saglayacagi degerlendirilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri ve Kanser Biyolojisi

Sigara kullanim1 basta olmak {izere, sigara dumanima maruz kalma, hava
kirliligi, asbest, egzoz dumani, krom, kadmiyum, arsenik gibi bazi metallere ve bazi
organik kimyasallara maruziyet, genetik faktorler, beslenme ve alkol kullanimi,
akcigerde lokalize kronik inflamasyon ve enfeksiyon durumu akciger kanserinin
ortaya c¢cikmasinda onemli risk faktorleridir (3, 15). Hastalarin yaklasik %10’u
asemptomatik iken biiyiik cogunlugunda teshis edildiginde belirli semptomlar
gortilmektedir. Stirekli oksiiriik, nefes darlig1, gogiis agrisi, agiklanamayan kilo kaybi
en sik rastlanan semptomlardir (16).

Kanser hiicrelerinin histolojik karakteristiklerine gore akciger kanseri iki ana
tipe ayrilmistir. En sik goriilen tip, Kiiclik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri
(KHOAK), tiim akciger kanserlerinin %85'ini olusturmaktadir. KHOAK’in
adenokarsinom (%40), skuamoz hiicreli karsinom (%40), biiyiik hiicreli karsinom
(%10) ve bronsiyoalveoler karsinom olmak tizere dort alt tipi bulunur (17, 18). Sigara
kullanimu ile oldukea giiclii bir iliskisi olan skuamoz hiicreli akciger kanseri, akcigerin
merkezindeki bronsiol epitelinin skuamoz hiicrelerinin erken evresinde meydana gelir.
Akciger kanserinin en yaygin tipi olan ve sigara kullanimi ile dogrudan iliskisi
olmadig1 bilinen adenokarsinom, havayolu epitelinin tip II alveolar hiicrelerinde
meydana gelir. Skuamoz hiicreli kanserin aksine, akcigerin perifer dokularinda
olugsmaya yatkin bir kanser tuirtidiir. Biiyiik hiicreli karsinom ise akcigerin merkezinde
veya lenf nodiillerinde yerlesebilir. Sigara kullanimi ile iliskili oldugu bilinmektedir
(19).

Akciger kanserinin daha agresif olan diger tirt, Kiigik Hiicreli Akciger
Kanseri (KHAK), tiim akciger kanseri olgularmin % 15'ini olusturur. KHAK
olgularinda kemoterapiye yanit alinmakla birlikte teshis edildiginde c¢ogunlukla
ilerlemis oldugundan kotii bir prognozu vardir (16). Bu kanser tipinde de olgularin
cogunlugu sigara kullanimu ile iliskilendirilirken az bir kisminin da diger c¢evresel
faktorler ve genetik faktorler ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (3).

Akciger kanseri, uluslararast TNM evrelendirme sistemine gore (T; timor
boyutunu, N; timoriin lokalize oldugu lenf nodu sayisini, M; metastaz durumunu

belirtir) yedi evreye ayrilmistir (evre 1A, evre IB, evre IIA, evre 1IB, evre IIIA, evre



IIIB ve evre IV) (20). Akciger kanserinin tedavisinde kanserin tipi kadar bulundugu
evre de tedavi tiirii ve planinin belirlenmesinde, hastaligin prognozunda ve tedaviye
yanitin 6l¢iilmesinde 6nem arz etmektedir. Hastaligin teshisi kanserin tipine, timoriin
yerlesim bolgesine, timorin biiyiikliigiine, metastaz durumuna ve hastanin klinik
durumuna baghdir. Yaygm kullanilan teshis yontemleri balgam sitolojisi,
bronkoskopi, transtorasik igne aspirasyonu ve goriintileme yontemleridir. Son
yillarda, disar1 verilen nefesin analiz edilmesiyle, teshis de yeni ve etkili bir yontem
olarak kullanilmaya baslanmistir. Nefeste teshis edilen bir takim ucucu organik
maddlerin varlig1 (izopren, etan, aldehitler, pentan, aseton, amonyak, dimetilamin,
dimetilstilfiir ve etil merkaptan gibi) akciger kanseri ile iligskilendirilmektedir (21, 22).

Akciger kanseri ¢cok sayida genetik ve epigenetik degisimin sonucu olarak
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu degisiklikler ve bunlara bagli meydana gelen molekiiler
diizeydeki degisikliklerin tanimlanmasi, karakterize edilmesi ve kanser ile
iligkilendirilmesi hastaligin erken teshisi ve tedavisi, 6zellikle de kisisellestirilmis
tedavi yontemlerinin se¢ilebilmesi bakimindan olduk¢a onemlidir (4).

Cesitli mutasyonlar sonucunda onkogenlerin aktive olmasi, timor baskilayici
genlerin inaktive olmasi, hiicre yasam dongiisiinde rol alan genlerin aktivitesinde
meydana gelen degisimler, DNA tamirinde rol alan genlerin hasari, biiytime faktorleri
ve reseptorlerinde meydana gelen degisiklikler, akciger kanserinde etkin rol oynadigi
bilinen genetik degisikliklerdir. Tiimor protein 53 (p53) ve retinoblastom (Rb) timor
baskilayict genlerin inaktivasyonu, epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR),
anaplastik lenfoma kinaz (ALK), Kirsten sican sarkoma viral onkogen homologu
(KRAS), c-ros onkogen 1 (ROS1), insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2
(HER2), RET, mezenkimal epitelyal ge¢is geni (MET), v-Raf murin sarkoma viral
onkogen homologu B (BRAF) genlerinde meydana gelen degisimler akciger
kanserlerinde en yaygin goriilen biyoisaretleyicilerdir. Bu genlerde meydana gelen
degisikliklerin aydinlatilmasi ile hastaligin teshisi yaninda hedefe yonelik cesitli tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi de miimkiin olmaktadir (23-25).

2.2. Akciger Kanseri Tedavisinde Konvansiyonel Yontemler

Akciger kanseri tedavisinde kanserin tipi ve bulundugu evreye bagli olarak en

uygun tedavi yontemi secilmektedir. Akciger kanseri tedavisinde bagvurulan



konvansiyonel tedavi yontemleri cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapidir. Bu
tedavi yontemleri tek basina veya birlikte uygulanmaktadir (3). KHOAK’de standart
kemoterapinin birinci basamaginda sisplatin ve karboplatin gibi platin yapil
kemoterapotik ilaglar sistemik olarak uygulanir. Tedaviye yanitin ve hayatta kalimin
arttirtlmast  ve tek bir ilaca baglh siddetli yan etkilerin azaltilmasi i¢in
kemoterapotiklerin  kombine halde kullanimi tercih edilmektedir. Paklitaksel,
dosetaksel, vinorelbin, gemsitabin ya da pemetreksed bu amacla platin tiirevleriyle
(sisplatin ya da karboplatin) birlikte kullanimi1 yaygindir. Ikinci basamak kemoterapide
ise dosetaksel, pemetreksed, erlotinib, krizotinib kullanilmaktadir (26). Bu
kemoterapotik ilaglarin segici etkiye sahip olmamalar1 dolayisiyla sistemik kemoterapi
sirasinda kanser hiicrelerinin yaninda saglikli doku ve hiicreler de tahrip olmakta ve
toksik etkiler goriilmektedir. Bu siddetli toksik etkiler kemoterapdotiklerin
uygulanabilir dozunu kisitlamaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinde gelisen spontan
mutasyonlar sonucunda ilaglara karst Coklu Ila¢ Direnci (Multi Drug Resistance,
MDR) olusumu kemoterapide basariy1 diistiren bir diger 6nemli etkendir (27). Yiiksek
dozda radyasyon uygulanmasi sonucu kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi ve tiimoriin
kiictltiilmesinin amaclandig1 radyoterapi ise akciger, kalp, 6zofagus, omurilik gibi risk
altindaki diger organlarin hasar1 doz kisitlanmasini zorunlu kilmaktadir (2). Tiim bu
etmenler akciger kanseri tedavisinde istenen basarinin elde edilememesine neden
olmakta ve bilim insanlarini, daha etkili ve se¢ici olabilecek yeni tedavi yontemleri

gelistirmeye yonlendirmektedir.

2.3. Akciger Kanserinde Yeni Tedavi Yaklasimlari

Kanser olusumu, biiyiimesi ve yayilimindan sorumlu mekanizmalarin
tanimlanmasi, bu mekanizmalarin inakvivasyonuna-modiilasyonuna dayanan ¢esitli
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine olanak saglamistir. Molekiiler hedeflendirilmis
tedavi (17), kanser hiicrelerine karsi koyan immiin sistem bilesenlerini modiile etmeye
dayanan immiinoterapi (28), gen tedavisi (29) ve hedef bolgeye etkin ilag taginmasini
saglayan yeni ilag tastyict sistemler (30, 31) bu yaklasimlarin basinda gelmektedir
(Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Akciger kanseri tedavisinde giincel yaklasimlar.

e Tirozin kinaz inhibitérleri

Molekiiler hedeflendirilmis tedavi e Monoklonal antikorlar

e Anti-anjiyogenikler

e (CTLA-4 inhibitorleri

e PD-1 ve PD-LI inhibitdrleri

e Kanser olusumuna neden olan
genlerin tamiri

¢ Kanser olusumuna neden olan
genlerin baskilanmasi-susturulmast

e Tumor baskilayici genlerin

aktivasyonu

Lipozom

Kat1 Lipit Nanopartikiil

Polimerik Nanopartikiil

Polimerik Misel

Dendrimer

e Karbon Nanotiip

Immiinoterapi

Gen tedavisi

Ilag tagiyict yeni sistemler

Molekiiler hedeflendirilmis tedavi, kanserde etkin rolii olan yolaklarin belirli
bir basamaginda gorev alan molekiillere yonelik inhibitorlerin gelistirilmesi ve yolagin
bu inhibitor ile hedeflenen molekiiliin yer aldig1 basamakta inaktive edilmesi esasina
dayanmaktadir. Hiicre yiizeyinde bulunan ve bir tirozin kinaz reseptorit EGFR ve alt
sinyal yolaginda meydana gelen mutasyonlar akciger kanserinde en iyi aydinlatilmis
ve en sik rastlanan mutasyonlardir. Tirozin kinaz inhibitérleri (TKI) EGFR’yi
dogrudan inhibe ederek, kanser hiicresinin biiytime-farklilasma-cogalma dongiisiinde
gorevli sinyal yolagint dolayli olarak inhibe eder ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
durdurur. Erlotinib (Tarceva®), gefitinib (Iressa®), krizotinib (Xalkori®) ve afatinib
(Gilotrif®) bu amagla gelistirilen ve akciger kanseri tedavisinde kullanilan
molekiillerdir. Bir diger yaklasim ise EGFR’nin monoklonal antikorlar tarafindan
inhibisyonudur. Cetuksimab ve panitumumab bu amagla gelistirilen antikorlardir ve
EGFR’nin ekstraseliiler kismina baglanarak etki gosterirler (32) (19) (33). Molekiiler
hedeflendirilmis tedavi yaklasimindaki bir diger mekanizma ise anjiyogenez
inhibisyonudur. Anjiyogenez, gelismekte-bliytimekte olan bir dokuda hiicrelerin
ihtiyaci olan oksijen ve besini saglamak amaciyla yeni damarlanmalarin olustugu bir
stirectir. Embriyogenez ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siireclerde etkindir. Ancak
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve yayilmasinda da rol oynamaktadir. Hiicre biiytimesi

ve ¢cogalmasinin agir1 aktif oldugu kanser dokularinda anjiyogenez de artmis aktivite



gostermektedir. Ancak kanser dokularinda goriilen bu asir1 damarlanma saglikli
dokulardakinden farkli olmakla birlikte damar yapis1 yiiksek heterojenlik, yiiksek
gecirgenlik gosteren tipik Ozelliklere sahiptir. Timor anjiyogenezinde ¢ok sayida
endojen faktor rol almaktadir. Bu faktorlerden bazilari; vaskiiler endoteltyal biiylime
faktorii (VEGF), platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF), fibroblast biiytime faktorii
(FGF), transforme edici biiylime faktorii (TGF-a, TGF-f), anjiyopoietin ve timor
nekroz faktoriidiir (TNF-a). Bu siirecte rol alan herhangi bir molekiiliin inhibe edilmesi
ve tiimor dokusundaki anjiyogenezin baskilanmasi tedavide umut verici bir yaklasim
olarak degerlendirilmistir. Anti-anjiyogenik tedavide en ¢ok calisilan faktér VEGF
olmustur ve ¢esitli inhibitor molekiiller gelistirilmistir. Bevacizumab ve ramucirumab
bu amagla gelistirilen ve tedavide kullanimi onaylanmis monoklonal antikorlardir.
Klinikte kullanimi onaylanmis, VEGF reseptoriinii inhibe ederek etki gosteren bir
diger anti-anjiyogenik molekiil ise kiigiik molekiil yapili bir madde olan nintedaniptir
(34-38).

Bir diger giincel tedavi yaklasimi olan immiinoterapi ise immiin sistem
bilesenlerinin modiile edilmesi ve kanser hiicreleriyle savagsmasini saglamaya
dayanmaktadir. T hiicre yiizeyinde bulunan ve immiin sistemin geriye regiilasyonunu
(down-regulation) saglayan birer yiizey reseptorii olan Programli Hiicre Oliimii
Reseptor-1 (PD-1) ve Sitotoksik T-Lenfosit Iliskili Antijen 4 (CTLA-4), tiimér hiicresi
ylizeyinde bulunan ve T hiicre yiizeyindeki PD-1 reseptoriine baglanarak T hiicre
aktivasyonunu engelleyen Programli Hiicre Oliimii Reseptér Ligandi-1 (PD-L1)
kanser immiinoterapisinde rol oynayan baslica yapilardir. Ipilimumab, nivolumab,
atezolizumab, pembrolizumab ve tremelimumab bu proteinleri bloke etmeye yonelik
gelistirilmis ve basarili bulunmus monoklonal antikorlardir. Immiinoterapi denilince
akla gelen bir diger yontem ise asidir. Akciger kanserinin as1 ile tedavisi amaciyla iki
yontem kullanilmaktadir. Bunlar otolog veya allojenik tiimor hiicrelerinden hazirlanan
timor hiicresi asilar1 ve antijen 6zgil asilardir (19, 39).

Kanser olusum mekanizmasi dogrudan veya dolayli olarak genlerde meydana
gelen mutasyonlarla ve onkogenlerin aktive olmasiyla iliskilidir (40). Kanser
olusumundan sorumlu genetik degisiklikler onkogenler ve timor baskilayict genler
olmak tizere baslica iki tiir gende meydana gelmektedir (41). Gen tedavisi kanser

olusumuna neden olan genlerin tamiri, baskilanmasi-susturulmasi, tiimor baskilayici



genlerin aktivasyonu ya da yerine konmasi gibi yontemleri kapsamaktadir. Gen
tedavisinin diger tedavi yaklasimlarina stiinliigii, olduk¢a 6zgiin olmasi ve bu
yoniiyle bireysel tedavi yontemleri gelistirmeye uygun olmasidir (42, 43). Bu amacla
gelistirilmis, preklinik ve klinik calismalar1 gergeklestirilen ¢ok sayida terapotik
olmakla birlikte, Gendicine® (p53 gen + adenoviriis), Rexin-G® (mutant cyclin G1 gen
+ retroviriis), Kymriah® (genetigi degistirilmis otolog T-hiicresi), Yescarta® cesitli
otoritelerce onaylanmis gen tedavisi tirtinleridir.

Nanoteknolojik yaklasimlarla gelistirilen sistemler ya da diger adiyla
nanopartikiiler sistemler akciger kanserinin tani ve tedavisinde yeni stratejik yontemler
olarak dikkat ¢ekmektedir. Nanopartikiiler sistemler farkli fonksiyonel gruplar ile
modifiye edilebilmesi sayesinde, timor mikrogevresine etkin bir sekilde hedeflenmis
tasinma saglamasinin yaninda tiimor bolgesine 6zgiin tasimay1 da arttirarak hem tani
hem de tedavi etkinligini arttirma, 6zgiin olmayan ilag¢ dagilimi1 sonucu meydana gelen
sistemik toksisiteyi azaltma potansiyeline sahiptir. Farkli fonsiyonel gruplarla
modifiye edilerek saglanan aktif hedefleme yaninda, nanopartikiiler sistemler sahip
olduklar1 10-1000 nm araligindaki boyutlar1 sayesinde timor bolgesinde artmis olan
anjiogenik aktivite sonucu artmis permeabilite ve tutulma etkisi ile kanserli dokuya
pasif hedefleme yapabilme kabiliyetine de sahiptir. Ayrica nanopartikiiler yaklagimlar
diger tedavi yaklasimlariyla birlikte kullanilarak ¢ok daha etkin tedavi yontemleri
gelistirilebilmektedir. Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler genel olarak tasiyici, etkin
madde ve aktif hedefleme ajanindan olugmaktadir. Tasiyict sistem organik ya da
inorganik polimer, lipit veya farkli bir materyalden meydana gelebilir. Etkin madde bu
kiiresel yapili tasiyict iginde bir ¢ekirdek seklinde enkapsiile edilmis olabilir ya da
tastyict matriks icinde dagitilmis olabilir. Aktif hedefleme ajami ise cogunlukla
nanopartikiiler sistemin yiizeyine kimyasal etkilesme ya da adsorpsiyon gibi fiziksel
bir etkilesme ile baglanmistir. Bir nanopartikiiler sistem birden fazla farkli ajan ile bu
sekilde  degistirilerek  farkli  fonksiyonel  ozelliklere  sahip  sistemler
tasarlanabilmektedir (22, 44). Akciger kanseri tedavisinde nanopartikiiler ilag¢ tastyict
sistemler sistemik ya da pulmoner yolla uygulanabilmektedir. Ozellikle pulmoner
uygulama yolu, lokal etki ile sistemik yan etkilerin azalmas1 ve akcigere ulasan etkin
madde miktarinin artmasi ustiinliikleri ile dikkat ¢ekmektedir. Bu alanda ¢ok sayida

calisma olmasina karsin, nanopartikiillerin akciger toksisitenin, etkililik ve
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giivenliliginin tam olarak aydmnlatilamamis olmasi bu uygulama yolunun klinikte

kullaniminin 6niinde engel teskil etmektedir (45).

2.4. RNA Interferans Teknolojisi ve siRNA

Gen tedavisinde en onemli tekniklerden biri olan RNA interferans teknigi,
1998 yilinda Mello and Fire tarafindan kesfedilmis ve bu bilim insanlarina 2006 Nobel
Fizyoloji ve Tip odiiliini kazandirmistir. 2000’1i yillarin basindan beri kanser gen
tedavisinde en ¢ok dikkat ¢ceken ve calisilan bir yontem olmustur (12, 46). RNA
interferans genel itibariyle c¢ift sarmalli RNA'nin (dsRNA) hiicreye verilmesinin
ardindan susturulmak istenen gene ait hedef mRNA'ya baglanmast ve mRNA'nin
parcalanmasi, boylece hedef proteinin sentezinin transkripsiyon sonrasinda
engellenmesi seklinde gerceklesen bir olaydir. dSRNA hiicre i¢ine girdikten sonra
sitoplazmada kiigiilk RNA'larin biyogenezinde yer alan bir RNAaz III endoniikleaz
olan Dicer enzimi tarafindan kiiciik RNA fragmanlarina parcalanir. Elde edilen, 20-25
niikleotit uzunlugundaki bu RNA fragmanlarn kii¢lik susturucu RNA (small interfering
RNA, siRNA) olarak isimlendirilmektedir. Protein kodlamayan RNA olarak da bilinen
bu molekiiller c¢esitli transfeksiyon yontemleriyle hiicre icine tasindiktan sonra
yapisinda endonukleaz, ekzonukleaz ve helikaz enzimlerini iceren RNA Tetikli
Sessizlestirme Kompleksi (RNA-Induced Silencing Complex, RISC) ile kompleks
olusturur. RISC’in endoniikleaz argonot 2 (AGO2) kismi siRNA’nin tasiyici
iplik¢igini (sense) parcalayarak uzaklastirirken hedef mRNA’y1 taniyacak olan diger
siRNA iplik¢igi (antisense) RISC’e bagl kalir. RISC bu iplik¢ik araciligr ile hedef
mRNA’y1 6zgiil olarak taniyarak baglanir ve AGO2 aracilig1 ile mRNA parcalanarak
inaktive edilmis olur (Sekil 2.1) (7, 47).
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Sekil 2.1. siRNA aracili gen susturma mekanizmasinin sematik gosterimi (48).

siRNA bu etkisi sayesinde kanser basta olmak {izere pek cok hastaligin
tedavisinde umut verici bir terapotik molekiil olmustur (47). Tablo 2.2°de ¢esitli kanser
tiirlerinin tedavisinde klinik arastirmalar1 gergeklestirilen siRNA terapotikleri yer

almaktadir.
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Tablo 2.2. Klinik arastirmadaki bazi siRNA tedavileri.

Uriin Hedef Endikasyon | UYgulama | g, Calisma
yolu Kodu
KRAS KRAS Pankreas kanseri Intravenoz Fazl | NCT03608631
G12D siRNA cas kanse eno
. e : . Faz1 | NCT00938574
Atu027 Protein kinaz N3 Solid tiimorler Intravenéz Faz1l | NCT01808638
EphA2 siRNA EphA2 Solid timorler Intravensz Fazl | NCT01591356
CALAAOL 1 piponiikleotid
(anti-R2 oneeo Solid timorler Intravensz Fazl | NCT00689065
. Rediiktaz (RRM2)
siRNA)
Kolorektal
kanser

Pankreas kanseri
Polo Benzeri Mide kanseri. .
TKM-080301 . Meme kanseri Intravendz Fazl | NCT01437007
Kinaz 1 (PLK-1)

Yumurtalik
kanseri
Yemek borusu
kanserleri
Solid Timor
Maligniteleri,
DCR-MYC MY C onkogeni Multipl Intravensz
Miyelom
Lenfoma
Kiigtik hiicreli
olmayan akciger
kanseri

Pankreas Intravenoz Faz1 | NCT03819387
kanseri

Kolorektal
kanser

siG12D Intratiimoral

LODER KRASG12D Pankreas kanseri implantasyon FazII | NCTO01188785

CpG-STAT3 .
SIRNA STAT3 Nofﬁoiikm
CAS3/SS3 ento

STP705

Fazl | NCT02110563
FazIl | NCT02314052

Glutatyon S-

NEREEH0 Transferaz P

Intratiimoral Fazl | NCT04995536

GF-B1

COX-2 Cilt kanseri Intralezyonel | Faz Il | NCT04844983

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi akciger kanserinde de akciger hiicrelerinde
meydana gelen genetik ve epigenetik mutasyonlar sonucunda bazi onkogenlerin aktive
oldugu ve bu genlerin akciger kanserinin olusum mekanizmasinda rol aldigi
bilinmektedir. Bolim 2.1.’de de bahsedildigi izere KRAS, EGFR, BRAF, Mitojenle
Aktive Edilen Protein Kinaz 1 (MEK1), HER2, ALK, ROS1, Fosfatidilinositol-4,5-
Bifosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Alfa (PI3KCA), MET Proto-Onkogen, Reseptor
Tirozin Kinaz (MET), Diskoidin Alan Reseptori 2 (DDR2), hiicre disi1 sinyalle
diizenlenen kinaz (ERK) genleri akciger kanserlerinde mutasyonlar1 en sik rastlanan

gen gruplardir (Sekil 2.2). Bu genler saglkli hiicrelerde hiicre farklilagmasi,
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proliferasyon, sag kalim, biiyiime, hiicre gocii gibi faaliyetlerde fonksiyon gosterirken,
mutasyonlar sonucu asir1 aktive olarak kanser hiicrelerinin olusumuna neden olurlar

(12, 49).

- 290
Bilinmeyen; 27% KRAS; 29%

Diger genler; 9%
ROS1; 1%
RET; 1%
ALK; 3%
MET; 3% —
BRAF; 5% HER2; 3%

EGFR; 19%

Sekil 2.2. Akciger kanserinde meydana gelen mutasyonlar (49).

Literatiirde bu genleri siRNA temelli RNA interferans teknigi ile hedefleyerek
akciger kanserindeki etkinligini arastiran ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. /n vitro,
in vivo ya da ex vivo olarak gergeklestirilen bu calismalarda akciger kanseri hiicrelerine
siRNA tasinmasi viral ya da viral olmayan cesitli transfeksiyon ajanlari ile

gergeklestirilmektedir (5).

2.5. KRAS Geni ve Akciger Kanserindeki Rolii

Hiicreler biiylime, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz i¢in hiicre disindan
aldiklar1 sinyalleri sinyal iletim mekanizmalar ile hiicre membranindan cekirdege
iletirler. Protoonkogenler bu sinyal iletim yolunda gorevli bir¢ok proteini kodlarlar.
Hiicrenin normal biiyiime ve farklilasmasini destekleyen bu genler herhangi bir
nedenle mutasyona ugrarlarsa onkogenlere doniistirler. Ras proteini de bu genler
tarafindan kodlanan ve sinyal iletiminde gorev yapan bir proteindir. Saglikli bir
hiicrede hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi, sinyal iletimi gibi hiicrenin yasamsal

fonksiyonlarinda olduk¢a 6nemli roller oynayan Ras ve Ras-iligkili proteinlerin
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mutasyonu, invazyon ve metastazi arttirmak ve apoptozisi azaltmak yoluyla siklikla
kanserlerin olusumuna neden olmaktadir. Ras protein ailesinde meydana gelen
mutasyonlar oldukca sik goriilmekte ve tiim kanserlerin %20 ile %30'una neden
olmaktadir. Uygun olmayan aktivasyonunun; hiicrelerin sinyal iletimi, proliferasyon
ve malign dontsimde Onemli rol oynadigi gosterilmistir. Cesitli genlerdeki
mutasyonlar ve RAS geninin mutasyonlar1 buna neden olabilir. Ras ailesinin HRAS,
NRAS ve KRAS olmak iizere 3 alt tipi bulunmaktadir. Ras proteinlerinin, 6zellikle de
Kras proteininin akciger kanserlerinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Akciger
adenokarsinomasinda, olgularin 6nemli oraninda bu yolagin etkin oldugu

goriilmektedir (Sekil 2.2 ve 2.3) (50-53).

70 A
60
50
40
30
20

Mutasyon goriilme orani (%)

Sekil 2.3. Cesitli kanser tiirlerinde RAS gen mutasyonlarinin goriilme sikligi (54).

RAS gen mutasyonu sonucunda bu proteinin GTPaz enzim aktivitesi
bozulmakta ve GTP hidrolizi engellenmekte, bunun sonucunda normal dis1 aktivitelere
sahip Ras-GTP formlar1 birikerek Ras’a bagl alt sinyal yolaginin aktivitesinde artisa
ve hiicre ¢ogalmasinda tetiklenmeye neden olmaktadir. KRAS uzun siiredir
KHOAK’1n tedavisinde énemli bir terapotik hedef olarak arastirilsa da kansere neden
olan mutasyonlar KRAS'1, GTPaz aktivitesini bozarak onkojenik hale getirmesi ve
protein yiizeyinin kiigiik molekiillerin baglanmasma uygun yapida olmamas1 gibi
nedenlerle Kras onkoproteinleri yakin zamana kadar konvansiyonel tedavi
yaklasimlariyla hedeflenemez (undruggable target) olarak kabul edilmistir (13, 55-57).
Ustelik akciger kanseri olgularinin 6nemli bir oraninda goriilen KRAS mutasyonu,

EGFR'yi hedefleyen tirozin kinaz inhibitorlerine (Gefitinib (Iressa®), Erlotinib
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(Tarceva®)) kars1 direng gelisimine neden olmakta ve tedavi edici etkinliklerini yok
etmektedir (58). Bu goriise karsi olarak, son donemlerde KRAS mutant kanserlerde
mutasyonun olustugu G12C (glycine 12 to cysteine) kodonunu 6zgiil olarak inhibe
eden kiiclik molekiiler yapili inhibitorler kesfedilmis ve Faz I-II klinik arastirma
caligmalar1 devam etmektedir (59, 60). Ancak G12C mutasyonu akciger kanserlerinde
en yaygin goriilen mutasyon olsa da KRAS mutasyonlar1 olduk¢a heterojenik bir
yapiya sahiptir (61). Bir diger yaklasim ise KRAS’1n alt ve {ist sinyal yolaklarinda yer
alan proteinlerin hedeflenmesiyle KRAS’in dolayli olarak diizenlenmesidir. Ancak
KRAS sinyal yolaginin olduk¢a karmasik bir yapiya sahip olmasi nedeniyle bu
yaklasimin klinik olarak yeterli etkinlikte saglanamayacagi bilinmektedir (56). Bu
bilgiler 1s181nda, konvansiyonel yontemlerle dogrudan hedeflenmesi oldukga zor olan
KRAS mutant KHOAK olgularinda, tedavi yontemi olarak RNA interferans tekniginin
kullanilmast 6nemli ve etkili bir segenek olarak goriilmektedir (62-64). Zarredar ve
arkadaglari, bir EGFR inhibitorii olan sapitinib ile KRAS siRNA’nin in vitro A549
akciger adenokarsinom hiicrelerinde kombine uygulama sonrasi etkinligini aragtirmas,
her iki terapotik madde birlikte uygulandiginda sinerjistik etki gostererek ayri ayri
uygulandiklar1 duruma gore hiicre sag kalimini daha etkin bir derecede baskiladigini

gostermistir (5).

2.6. siRNA Tasiyici Sistem Yaklasimlar:

siRNA, patojenik molekiiler yolaklar1 yikarak etki gosteren cok etkili bir
terapotik molekiildiir. siRNA ile basarili bir gen susturma tedavisinin saglanmas1 hem
etkili ve hedef mRNA’ya 6zgii sekansin tasarlanip iiretilmesi hem de hedef dokuya ve
hiicreye bu siRNA’nin etkinligini kaybetmeden, hedef dis1 etkileri en aza indirerek,
0zgiil olarak tasinabilmesine baglidir. Ancak basarili bir sekilde tasarlanmis ve
tiretilmis olsa bile uygulanmasi sonrast hiicre disinda ve hiicre i¢inde gerceklesen
birtakim olaylar siRNA’nin etkinligini engellemekte veya azaltmaktadir. Kanda
enzimatik degradasyona ugramasi, serum proteinlerine 6zgiill olmayan baglanma
gostermesi, hizli renal filtrasyona ugramasi, mononiikleer fagositik sistem tarafindan
klirensi tiimor dokusuna ulagsmadan once karsilasilan zorluklardir. Tiimér dokusuna
ulastiktan sonra ise hiicreler tarafindan 6zgiil olmayan alimi, nispeten biiyiik boyut ve

negatif ylizey ylkiinden dolayr hiicreye transfeksiyonunun zorlugu, lizozomal
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parcalanmaya ugramasi gibi engelleyici faktorler terapotik etkinligini digiirmekte ve
klinikte kullanimini simirlandirmaktadir (47, 65, 66). Bu nedenle siRNA'nin hiicre
membranindan gecisini ve terapotik etkinligini arttirmak i¢in ¢esitli tasima
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla farkli viral tasiyici sistemler ve viral
olmayan tagima yaklasimlar gelistirilmistir. Gen tasiyici sistem olarak ilk kullanilan
vektorler, viral vektorler olmustur. Aktarilan genin asir1 ekspresyonu ve gen
transfeksiyon etkinliginin olduke¢a yiiksek olmasi dolayisiyla in vivo ¢alismalarda ve
klinik arastirmalarda retroviriis ve adenoviriis gibi vektorler en c¢ok tercih edilen
tastyicilar olsa da immiin yanit olusturma riski, glivenilirlik problemleri, ¢aligma
zorlugu, yiiksek maliyet, hiicre tipine 6zgli hedeflendirilmis tasinma saglanamamasi
gibi 6nemli sakincalar1 bulunmaktadir. Bu nedenle transfeksiyon etkinligi daha diisiik
olmasina ragmen viral olmayan yontemler giivenilirlik, tekrarlanabilirlik ve maliyet
bakimindan daha tistiin bulunmaktadir. Viral olmayan yontemler ile gen aktarimi i¢in
elektroporasyon, dogrudan enjeksiyon veya partikiil bombardimani ya da genin
membrandan ge¢isini arttiracak kimyasal maddelerle (katyonik lipit ve polimerler)
kompleks olusturmasi, reseptor aracili endositoz gibi yontemler kullanilmaktadir (67).
Tim bu yaklagimlarin disinda son yillarda en ¢ok dikkat ¢eken ve One ¢ikan gen

tastyici sistem yaklagimi ise nanopartikiiler sistemlerdir (68).

2.6.1. Nanopartikiiler siRNA Tasiyic1 Sistemler

Son yillarda tizerinde en ¢ok calisilan viral olmayan gen transfeksiyon yontemi
olan nanoteknolojik tasiyici sistemler olduk¢a umut vermektedir. Nanoboyutlu gen
tastyici sistemler hem hiicrelere transfeksiyonu saglamakta hem de siRNA'nin tedavi
edici etkinligin 6niinde engel teskil eden 6zelliklerini iyilestirmekte, boylece tedavi
edici etkinligi arttirmaktadir. Nanoteknolojik sistemlerin siRNA tasiyici sistem olarak
tistiinliikleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir (48);

- Kanda serum niikleazlar1 tarafindan enzimatik degredasyona hassas olan
siRNA ’nin stabilitesini arttirmak,

- Hiicreler tarafindan 6zgiil olmayan alimin 6niine gegmek,

- Mononiikleer fagositik sistem tarafindan hizli klirensi nedeniyle oldukga kisa

olan yarilanma omriinii (5-60 dakika) arttirmak,
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- Nispeten biiyiik boyut ve negatif yiizey yiikiinden dolay1 zor ve kisith olan
hiicre transfeksiyonu etkinligini arttirmak,

- Nanotasiyici sistemlerin, kanser dokusundaki artmis gegirgenlik ve tutulma
etkisi (Enhanced Permeability and Retention Effect, EPR) ile pasif hedefleme
ozelliginden yararlanilarak daha diisiik konsnatrasyonlarda etkinlik saglamak ve
sistemik etkileri azaltmak,

- Nanotasiyici sistemlerin aktif hedefleme 6zelliklerinden yararlanarak kanser
hiicrelerine seg¢ici etkiyi arttirmak.

Bu amacla kullanilan nanoteknolojik gen tasiyict sistemler asagida
siralanmakta olup en sik kullanilanlar Sekil 2.4’te sematize edilmistir.

- Lipit ve gen molekiili arasinda elektrostatik etkilesme ile olusan lipit-gen
kompleksleri (lipopleks) (69),

- Polimer ve gen molekiilii arasinda elektrostatik etkilesme ile olusan polimer-
gen kompleksleri (polipleks) (70),

- Lipozomlar ya da kat1 lipit nanopartikiiller gibi lipit yapili nanopartikiiler
sistemler (71-73),

- Polimerik nanopartikiiller, polimerik miseller ve dendrimerler gibi polimerik
yapili sistemler (74-76),

- Altin nanopartikiiller, demir oksit nanopartikiiller gibi metal yapili
nanopartikiiller (77, 78),

- Kuantum dotlar, karbon nanotiipler, silika nanopartikiiller gibi inorganik
yapili sistemler (79, 80),

- Protein nanopartikiiller yer almaktadir (81).

oy LY J__-;o_-,l'f _:_:? . ‘:éw'ﬂ'\"
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Lipozom Polimerik Kati Lipit Dendrimer
Nanopartikil Nanopartikiil

Sekil 2.4. siRNA tasinmasinda kullanilan nanopartikiiler sistemler (48).
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2.6.2.siRNA Tasiyic1 Sistem Olarak Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik ve lipit yapili nanoteknolojik tasiyici sistemlerin pek cok kanser
tiirtiniin gen tedavisinde lokal veya sistemik olarak kullanildig1 ¢ok sayida klinik
arastirma bulunmaktadir. KHOAK tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilen
3p2lgfusl (fus 1) timor baskilayict gen, intravendz olarak kullanilmak tizere
lipozomal tasiyici ile formiile edilmis (DOTAP: Cholesterol-Fusl Liposome
Complex) ve faz I klinik arastirmalar1 tamamlanmistir (82). Ancak akciger kanserine
yonelik gen tedavisinde klinik arastirmalarin sayisinin son derece az oldugu
goriilmektedir.

Polimerik nanopartikiiller partikiil biiyiikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen,
biyouyumlu ve biyoparcalanabilir, dogal ya da sentetik polimerlerden iiretilen
nanoteknolojik ila¢ tasiyict sistemlerdir. Tasidig1 etkin maddenin istenen bolgeye
hedeflendirilmesi, saliminin kontroliinii ve siirekli olmasini saglamak, in vitro ve in
vivo stabilitesini arttirmak amaclariyla kullanilmaktadir. Aktif veya pasif
hedeflendirme neticesinde tedavi etkinliginin arttirilmasi, sistemik toksik ve yan
etkilerin azaltilmasi, tedavi edici dozun azaltilmasi, farmakokinetik ozelliklerin
lyilestirilmesi, hastanin tedaviye uyuncunun arttiritlmasi gibi onemli istiinliikler
saglamaktadir. Polimerik nanopartikiiller diger tasiyici sistemlerle kiyaslandiginda,
biyolojik sivilarda c¢ok daha yiiksek stabiliteye sahip olmalar1i ve tasidigi etkin
maddenin stabilitesini arttirmalar1 ve dolasimda uzun siire kalabilmeleri, biyouyumlu
ve biyopargalanabilir olmalari, tiretim tekniklerinin nispeten kolay olmasi, homojen
sekil ve boyutta {tretilebilmesi, yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesi gibi
uistiinliiklere sahiptir (83, 84). Gen tasiyici sistem olarak hazirlanan polimerik
nanopartikiller ile ilgili yapilan ¢alismalarda polimer olarak polilaktikasit (PLA) (85),
PLGA (86), polietilenimin (PEI) (87), poli(L-lizin) (PLL) (88), kitosan (89),
polialkilsiyanoakrilat (PACA) (90) kullanildigr  goriilmektedir.  Polimerik
nanopartikiiller ile gen molekiiliiniin tasinmasi ti¢ sekilde gergeklesebilmektedir (Sekil
2.5);

1- Molekiiliin polimerik matriks ya da rezervuar i¢inde enkapstile edilmesi,

2- Molekiiliin elekrostatik etkilesme ile nanopartikiil yiizeyine adsobsiyonu,

3- Polimer ve gen molekiilii arasinda kompleks olusturulmasi veya polimer ile

kondensasyon (91).
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Sekil 2.5. Gen tastyic1 polimerik nanopartikiillerin sematik gosterimi. Matriks ya da
rezervuar sistemler (a), elektrostatik etkilesme ile yiizeye adsorpsiyon (b),
polimer-gen kompleksi (c¢).

2.6.3.siRNA Tasiyic1 Sistem Olarak Poli (laktik asit-ko-glikolik asit)
(PLGA) Nanopartikiiller

FDA tarafindan insanda kullanimi onaylanmis bir polimer olan PLGA, PLA ve
poliglikolik asitin (PGA) ¢esitli oranlarda polimerize olmasi ile olusan alifatik,
poliester yapilt bir kopolimerdir (Sekil 2.6). Toksik olmamasi, biyouyumlu ve
biyoparcalanabilir olmasi, gen tasinmasina uygun olmasi, istenen kontrollii salim
ozelliklerini saglamasi gibi gerekgelerle polimerik gen tasiyici sistemlerin
hazirlanmasinda olduk¢a uygun bir materyaldir. PLGA nanopartikiillerin siRNA
tastyici sistem olarak kullanilmasi ilk defa 2006’da Yuan ve arkadaslar1 tarafindan
gergeklestirilmistir. Model siRNA olarak yesil floresan protein (green fluorescent
protein, GFP) susturucu siRNA kullanilmis ve PLGA nanopartikiilleri ile hiicreye
basaril1 bir tagima saglanmistir (92) (93). Bu ¢alisma PLGA nanopartikiillerin siRNA
iletiminde kullanilmas1 konusunda diger aragtirmalarin da 6niinii agmistir. Tablo 2.3°te
literatiirde yer alan, kanser tedavisine yonelik siRNA taginmasinda kullanilan bazi

PLGA nanopartikiiler sistemler 6zetlenmektedir.

O

0 },H
HO 0

Sekil 2.6. PLGA ’nin molekiiler yapisi (94).



Tablo 2.3. siRNA tasinmasinda kullanilan PLGA nanopartikiiller.
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siRNA Nanoparn‘k iler Tastyici Uygulama Referans
Sistem

ERK?2 siRNA _— ..

(sIERK2) PLGA nanopartikiil Vajinal mukoza (95)

Akuanorin-1 siRNA-kitosan kompleksi

»<uap enkapsiile edilmis PLGA Karaciger kanseri (96)

siRNA o

nanopartikiil
) Kolesterol ve DOTAP igeren

p53 siRNA PLGA-PEG nanopartikil Osteosarkom (97)

Fokal adezyon Hiyaliironik asit-PLGA .

kinaz (FAK) nanopartikiil et kanseri ©8)

siRNA

MDRI1 ve BCL2 _— .

SRNA PLGA nanopartikiil Over kanseri (99)

' C16-S-S-PEL-PLGA Co'l.du ilag direnci

P-gp siRNA . gosteren meme (100)

nanopartikiil )
kanseri
. PLGA nanopartikiil iceren . .
EGFP siRNA nanokompozit mikropartikil Akciger kanseri (101)
EGF ile modifye edilmis

BCL2 siRNA mPEG-PLGA-PLL Akciger kanseri (102)
nanopartikiil

Lusiferaz hedefli _— .

SRNA PEI-PLGA nanopartikiil Meme kanseri (103)

Osteopontin - .

SiRNA (siOPN) PEI-PLGA nanopartikiil Meme kanseri (104)

EGFR siRNA Angiopep-2-modifiye PLGA Glioma (105)
nanopartikiil

STAT3 siRNA PEI-PLGA nanopartikiil Akciger kanseri (106)
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PLGA nanopartikiiller baslica dort farkli yolla hazirlanabilmektedir. Bu
yontemler ¢ift emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma, nanogoktiirme (¢oziict yer
degistirme), emiilsiyon olusturma-¢oziicii difiizyon ve tuzla ¢oktiirmedir. Literatiirdeki
calismalarda en yaygin kullanilan yontem, siRNA gibi suda ¢6ziinebilen molekiillerin
enkapsiilasyonu i¢in uygun olmasi dolayisi ile ¢ift emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma yontemidir (107, 108). Bu yontem etkin maddenin sulu ¢ozeltisinin
polimerin organik ¢ozeltisine ilave edilmesiyle hazirlanan primer emiilsiyonun daha
yiiksek hacimli, ylizey etkin madde igeren su fazina eklenmesiyle ¢oklu emiilsiyon
olusturulmas1 ile gergeklestirilir. Homojenizasyon islemleri mekanik karistirma,
ultrasonik homojenizasyon ile karistirma, yiiksek basmg¢li sivi homojenizatorden
gecirme gibi farkli yontemlerle gergeklestirilebilmektedir (107, 109).

PLGA ile hazirlanmis nanopartikiiller gen tasiyict polimer olarak birgok
tistiinltige sahiptir ancak anyonik 6zellikte olan siRNA ile kompleks olusturabilme ve
negatif yilizey yiikiine sahip hiicre membranindan gecerek transfeksiyonun
saglanabilmesi i¢in, hazirlanmalar sirasinda katyonik 6zellige sahip uygun yardime1
maddelerin kullanimim1 gerektirmektedir. Bu amagla gereklestirilen calismalarda PEI
(110, 111), PLL (112), kitosan (113) gibi katyonik o6zellikli polimerler veya
dioleoiltrimetilamonyumpropan (DOTAP) (101) gibi katyonik lipitler kullanilmis ve
bu sekilde siRNA tasima ve hiicreye giris etkinliginin arttirildig1 gosterilmistir.

2.6.4.Polietilenimin (PEI)

PEI dogrusal ya da dallanmig yapida bulunabilen organik bir polimerdir (Sekil
2.7). Sahip oldugu yiiksek yiik yogunlugu dolayisiyla gen molekiilleri ile basarili
kompleks olusturma, gen yiikleme ve transfeksiyon etkinliginin oldukca yiiksek
olmas1 yaninda, sahip oldugu protonlanmamis amin gruplar1 sayesinde hiicre i¢ine
girdikten sonra endolizozomal pH'" tamponlamasi ve lizozomal degradasyon meydana
gelmeden sitoplazmada gen salimini saglamasi gibi 6zellikleri nedeniyle transfeksiyon
ajan1 olarak gen tasinmasina yonelik c¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(114). Ancak yiiksek konsantrasyonlarda neden olduklar toksik etkiler kullanimlarini
sinirlandirmaktadir. Cesitli molekiil agirliklarina sahip ticari tiirevleri bulunmakla

birlikte gen transferi i¢in en uygun molekiil agirligi araligmin 5 ile 25 kDa oldugu
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bilinmektedir. Molekiil agirligr artik¢a transfeksiyon etkinligi artmakla birlikte

hiicresel toksisitesi de artmaktadir (115).

H
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Dogrusal yapili PEI H
HNT>S NS,
Dallanmis yapili PEI

Sekil 2.7. Polyethylenimine (PEI)’in molekiiler yapisi (116).

PEl'nin  siRNA  tasinmasinda  kullanimi  farkli  yaklagimlar ile
gergeklestirilebilmektedir.

- PEI’nin katyonik yiikii araciligi ile anyonik yiiklii siRNA ile elektrostatik
etkilesmeye girerek kompleks yap1 (gen-polimer kompleksi, polipleks) olusturmasi,

- PEI'nin bagka bir polimerle kovalent bag ile baglanarak kopolimerize
edilmesi,

- Baska bir polimer ile hazirlanan nanopartikiiliin yiizeyinin PEI ile kaplanmasi
ya da matriksi i¢ine eklenerek modifiye edilmesi en ¢ok kullanilan ti¢ yaklagimdir
(117, 118).

Literatiide, PLGA nanopartikiillerin siRNA tasima ve transfeksiyon
etkinliklerinin arttirilmasi amaciyla PEI’nin yardimci polimer olarak kullanildigi
calismalar bulunmaktadir. Bu calismalarda PEI farkli yontem ve yaklagimlar ile
kullanilmistir. Katas ve ark. PLGA’ya farkli oranlarda PEI ekleyerek emiilsiyon
olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi ile PLGA nanopartikiiller hazirlamis, siRNA
ise nanopartikiillere yilizeye adsorpsiyon yontemi ile yiiklenmistir (119). Patil ve ark.
ise iki farkli yontem kullanmis, birinci yontemde c¢ift emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma yontemi ile, siRNA’y1 PEI-PLGA polimer karisimina ekleyerek
nanopartikiilii hazirlamis ve siRNA’y1 nanopartikiil i¢ine enkapsiile etmislerdir. Diger

yontemde ise once siRNA-PEI kompleksi olusturulmus, daha sonra bu kompleks
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emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi ile PLGA nanopartikiil igine
enkapsiile edilmistir. ki farkli yontem ile hazirlanan nanopartikiillerin siRNA

enkapsiilasyon etkinlikleri sirastyla %80 ve %96 olarak raporlanmistir (103).

2.6.5. Dioleoiltrimetilamonyumpropan (DOTAP)

Katyonik lipitler, siRNA ve diger niikleik asitlerin taginmasinda en yaygin
kullanilan viral olmayan vektorlerdir. Katyonik lipitler lipozom ya da kati lipit
nanopartikiil gibi nanopartikiiler tasiyici sistem olarak ya da niikleik asit ile kompleks
olusturarak lipopleks seklinde kullanilabildikleri gibi polimerler ile birlikte
kullanilarak polimer-lipit hibrit nanopartikiiller olarak da hazirlanabilmektedirler. Bu
amacla en yaygin kullanilan lipitler 1,2-dioleoil-3-trimetilamonyumpropane
(DOTAP) ve 1,2-di-ooktadesenil-3-trimetilamonyumpropan (DOTMA)’dir (120,
121). DOTAP (Sekil 2.8), transfeksiyon kapasitesinin daha yiiksek olmasi, daha kolay
biyodegredasyona ugrayabilmesi ve buna bagli olarak daha az toksik olmasi
nedenleriyle siRNA tasinmasinda en ¢ok tercih edilen lipittir (122). PLGA gibi
polimerler ile hazirlanan, biyouyumluluk, yiiksek stabilite gibi iistiinliiklere sahip
polimerik nanopartikiiller, DOTAP gibi yiiksek siRNA tasima ve transfeksiyon
etkinligine sahip lipitler ile modifiye edilerek siRNA tasima kapasitesi arttirilmas,
toksik etkisi azaltilmis hibrit sistemler tasarlanabilmektedir. Ozellikle PLGA
nanopartikiiller gibi anyonik ylizey yiikiine sahip tasiyicilar i¢in nanopartikiiliin
katyonik ozellikteki DOTAP ile modifiye edilmesi, nanopartikiile siRNA tasima

fonksiyonu kazandirilmast agisindan 6nemli bir yaklagimdir (123).

\/\/\/\F\/\/\/\j\ S
NN NN "

e}
Sekil 2.8. Dioleoiltrimetilamonyumpropan (DOTAP)’1n molekiiler yapis1 (124).

Colombo ve ark. PLGA polimerine %15 oraninda DOTAP ekleyerek, ¢ift
emiilsiyon olusturma-¢oziici buharlastirma yontemi ile polimer-lipit hibrit
nanopartikiiller hazirlamiglar ve model siRNA olarak kullandiklar1 yesil floresan
protein siRNA’y1 tasima kapasitesini degerlendirmislerdir. DOTAP eklenerek

hazirlanan formiilasyonlarin (%66,1) sadece PLGA ile hazirlanan formiilasyona
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(%9,3) kiyasla ¢ok daha yiiksek enkapstilasyon etkinligine sahip oldugu, H1299 isimli
KHOAK hiicrelerinde hedef geni susturma etkinliginin arttirildig: gosterilmistir (125).
Jensen ve ark. inhaler kullanima yo6nelik olarak, 0 ile %25 arasinda degisen oranlarda
DOTAP ile modifiye edilmis PLGA nanopartikiilleri ayn1 yontem ile hazirlamis, yesil
floresan protein siRNA i¢in enkapsiilasyon etkinliginin artan DOTAP miktar1 ile
arttigini, H1299 hiicrelerinde gen susturma etkinliginin de artan DOTAP miktar1 ile
arttigimi belirtmislerdir (101). Wu ve ark. PLGA’ya belirli bir oranda DOTAP
eklenerek hazirlanan hibrit nanopartikiiller ile DOTAP-siRNA lipoplekslerin siRNA
tasima etkinliklerini ve toksisitelerini karsilastirmistir.  Lipit-polimer hibrit
nanopartikiillerin siRNA enkapsiilasyon etkinliginin lipoplekslerden oldukca diisiik
olmakla birlikte farelerde intratrakeal uygulama sonrasi akcigerde meydana gelen,

DOTAP’tan kaynaklanan inflamatuvar yanit1 azalttigin1 gostermislerdir (126).

2.7. siRNA Tasiyic1 Polimerik Nanopartikiillerde Aktif Hedeflendirme
Yontemleri

Nanopartikiiler sistemlerin kanser bolgesine hedeflendirilmesinde, pasif
hedeflendirme ve aktif hedeflendirme olmak tizere iki temel mekanizma
bulunmaktadir. Pasif hedeflendirme tiimor dokusu ve nanopartikiiler sistemlerin
kendilerine 6zgli yapilarindan meydana gelen, artmis permeabilite ve retensiyon etkisi
ile saglanmaktadir (127). Aktif hedeflendirme yontemleri ise tiimor dokusuna ve
kanser hiicrelerine daha etkin ve daha o6zgtl bir hedefleme saglamak i¢in
gelistirilmistir. Nanopartikiillerin ¢esitli sekillerde modifiye edilerek tiimor
mikrogevresinde ilag salimina daha duyarli hale getirilmesi ya da ¢esitli molekiillerin
nanopartikiillerin yiizeyine baglanarak kanser hiicrelerinde asir1 eksprese olan
reseptor, protein gibi yapilara artmis baglanma gostermesi esaslarina dayanmaktadir.
Bu amacla kiiciik molekiiller kullanilabildigi gibi, peptit, protein, antikor gibi
makromolekiiller de kullanilabilmektedir (128). Konvansiyonel kemoterapdotik
molekiillerde oldugu gibi siRNA’nin da kanser hiicrelerine 6zgiil olarak tasinmasi,
saglikli hiicrelerde istenmeyen etkilerin olusmasinin engellenmesi ve anti-kanser
etkinligin artirllmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Konvansiyonel kemoterapotik
ilag tastyict nanopartikiiler sistemlerde uygulanan aktif hedeflendirme yaklasimlari,
siRNA tasiyici nanopartikiiller i¢cin de uygulanabilmektedir. Bu amagla gelistirilen

aktif hedeflendirme yontemleri agagida belirtilmektedir;
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- Tumor mikrogevresine duyarli tasinma; pH-duyarl nanopartikiiler sistemler,
enzim-duyarli nanopartikiiler sistemler, redoks-duyarli nanopartikiiler sistemler (129,
130).

- Reseptor aracili tasinma; liiteinlestirici hormon salgilayan hormon reseptorti,
folat reseptorii, epidermal biiylime faktorii reseptorii, CD44 reseptorii, transferrin
reseptorii gibi ozellikle akciger kanser hiicrelerinde asiri eksprese olan reseptor
ligandlar1 ile nanopartikiillerin modifiye edilmesiyle elde edilen sistemler (121, 131).

- Aptamer hedefli taginma (74).

2.7.1. Hiyaliironik Asit

Nanopartikiillerin timor hiicresine yiiksek ilgi gosteren maddeler ile modifiye
edilmesiyle tiimor dokusuna 6zgiil hedefleme saglayan, yiiksek etkinlikli sistemler
tasarlanmaktadir. Akciger kanserlerinde hiicre yiizeyinde yliksek derecede eksprese
oldugu bilinen bazi yiizey reseptorleri liiteinlestirici hormon salgilayict hormon
reseptorii, folat reseptorti, transferrin reseptorii, epidermal biiyiime faktorii reseptorii
ve CD44 yiizey reseptoridiir (132).

Hiyaliironik asit (HA) veya hyaluronan, biyoparcalanabilir, immiinojenik
olmayan, toksik olmayan, suda ¢6ziiniir bir dogal yapili anyonik bir polisakkarittir
(Sekil 2.9). HA hiicrelerde adezyon, motilite, proliferasyon, farklilasma ve hiicre
migrasyonu gibi stireglerde rol alir. Etkisini hiicre ylizeyindeki CD44 reseptori ile
etkileserek gostermektedir. Akciger kanseri dahil olmak {izere c¢ogu kanser
hiicrelerinde asir1 eksprese olan CD44 yiizey proteinin ligandidir ve literatiirde ¢esitli
kanser tiirlerinde hedefleme ajani olarak ¢ok sayida uygulamasi mevcuttur (69, 133-
135). HA’ nin ekstraseliiler matriksin dogal bilesenlerinden olmasi, biyoparcalanabilir
ve biyouyumlu olmasi hedefleyici ligand olarak kullaniminda o6nemli tercih
sebepleridir. Nanopartikiiler sisteme dahil edilmesiyle tiimore aktif hedefleme
yapabilmesinin yanisira reseptor aracili endositoz araciligiyla hiicre i¢ine giren siRNA

miktarini arttirmasinin da miimkiin oldugu degerlendirilmektedir.
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Sekil 2.9. Hiyaliironik asitin molekiiler yapis1 (136).

Zhang ve ark. siRNA tastyici kitosan nanopartikiillerin yiizeyini elektrostatik
etkilesme araciligiyla HA ile modifiye etmis, in vitro ve in vivo akciger kanseri
modellerinde etkinlik degerlendirmesi yapmislardir. HA ile aktif hedeflendirilen
nanopartikiillerin in vifro ortamda akciger kanseri hiicrelerine transfeksiyon
etkinliginin arttig1, hedef geni susturma etkinliginin de hem in vitro hem in vivo
calismalarda, hedeflendirilmemis nanopartikiillerden daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (137).

2.8. Polimerik Nanopartikiillerin Karakterizasyonlari

Polimerik nanopartikiillerin partikiil biytikligl, ylizey yiiki, partikil sekli,
yiizey yapisi gibi karakteristik 6zellikleri stabilite, ila¢ tasima kapasitesi, in vitro ve in
vivo performansi, toksisitesi gibi pek ¢ok 6nemli 6zelligini dogrudan etkilemektedir.
Ayrica belirli bir formiilasyon ve hazirlama yontemiyle tretilen nanopartikiiler
sistemlerin homojen yap1 ve ozelliklere sahip olmasi, tiretim tekrarlanabilirligi ve
dolayisiyla etkinlik ve gilivenilirlik acisindan 6nemli ve gereklidir. Bu nedenle
polimerik nanopartikiillerin hazirlama sonrasinda iyi bir sekilde karakterize edilmeleri
son derece Onemlidir. Polimerik nanopartikiillerin yapisi kullanilan polimer ve
yardimc1 maddelerin tiirti ve miktari, hazirlama yontemi ve dis ortam kosullarindan
oldukca etkilenmektedir. Bu degiskenler optimize edilerek istenen 6zelliklere sahip,
tiretim tekrarlanabilirligi yiiksek nanopartikiiler sistemler elde edilebilmektedir.
Ancak polimerik nanopartikiiler sistemler i¢in heniiz diger farmasoétiklerde oldugu gibi
standardize edilmis karakterizasyon yontemleri ya da yetkili otoritelerce diizenlenmis
protokoller bulunmamaktadir. Nanopartikiillerin karakterize edilmesi gereken 6nemli
ozellikleri ve en yaygin kullanilan analiz yontemleri asagida siralanmaktadir (138,

139);
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- Partikiil biiyiikliigii, partikiil biiyiikliigii dagilimi ve morfolojik yapt; dinamik
151k sacilimi, atomik kuvvet mikroskobu, foton korelasyon spektroskopisi, elektron
mikroskopisi.

- Kimyasal bilesenleri ve kristal ozellikleri; atomik absorbsiyon spektroskopisi,
X-151m1 kristalografisi,

- Yiizey analizi; X-Isin1 fotoelektron spektroskopi, Fourier dontigiimlii kizil6tesi
spektroskopisi, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi.

- Yiizey yiikii, zeta potansiyel; lazer doppler mikroelektroforezi.

- llac-polimer etkilesmeleri; diferansiyel taramal1 kalorimetre.

- llac yiikleme etkinligi ve salim ozellikleri; yiiksek basingli s1v1 kromatografisi,
UV spektrofotometri.

-pH

- Stabilite; partikil biiytikliigii, zeta potansiyel, ilag¢ icerigi, pH gibi 6zelliklerin

analizi.

2.9. siRNA Yiiklii Nanopartikiillerde Gen Susturma Etkinligi Tayin
Yontemleri

2.9.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Gen diizeylerindeki degisimlerin kanser basta olmak {izere pek ¢ok hastalikta
belirleyici etmen oldugu bilinmektedir. Bu sebeple gen diizeylerindeki degisimlerin
kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilebilmesi olduk¢a Onemlidir. Gen tedavisi
yontemlerindeki hizli gelismeler ile birlikte, gen ekspresyon diizeylerindeki
degisimlerin tayini yalnizca biyolojik ya da patolojik bir durumun tespiti i¢in degil
tedaviye yanitin degerlendirilmesinde de olduk¢a Onemli hale gelmistir. Gen
ekspresyon diizeylerinin tayini i¢in ¢esitli teknolojik platformlar gelistirilmistir.
Northern blot, polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR), RNA
dizileme (RNA Sequencing, RNAseq) ve DNA mikrodizilim kullanilan dort temel
teknoloji olup alt tipleri bulunmaktadir. Her yontemin tistiinliik ve sakincalar1 olmakla
birlikte kullanim amacina gore en uygun yontem secilmektedir (140, 141).

PCR teknolojisi, 1984 yilinda kesfedilisinden giintimiize kadar geliserek, gen
molekiillerinin kalitatif ve kantitatif tayininde en yaygin kullanilan yontem olmustur.
DNA polimeraz aracilig1 ile bir niikleik asit molekiiliiniin belirli bir segmentinin bir

tiipte c¢ogaltilmasi islemidir. Hedef ya da sablon DNA, oligoniikleotit primerler,
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niikleotitler, DNA polimeraz enzimi, florokrom boyalar ve reaksiyon tamponlari bu
teknigin temel bilesenlerdir. PCR’1n ¢ok sayida farkli gesitleri gelistirilmis olmakla
birlikte en yaygin kullanilan teknik gercek zamanli kantitatif PCR (real time
quantitative PCR, RT-qPCR)’dir. Iki asamali olup RNA’dan ters transkriptaz enzimi
araciligi ile tamamlayict DNA (cDNA)’nin sentezlenmesi, daha sonra cDNA’nin

standart PCR yoluyla ¢cogaltilmasi asamalarindan olusmaktadir (142, 143).

2.9.2. Western-Blot Yontemi

Proteinler insan viicudunun temel bilesenlerinden olup hayati fonksiyonlarin
yerine getirilmesinde gorev almaktadir. Genlerin ifadesi proteinler araciligi ile
meydana gelir. Translasyon siireci ile bir mRNA’ nin tasidigi kod belirli bir proteinin
tiretimi ile sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle belirli genlerdeki degisimlerle karakterize
hastaliklarin tanisi, RNAi gibi bir gen tedavisinin sonuglarinin izlenmesi ve daha pek
cok alanda proteinlerin yiiksek dogrulukta kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmeleri
oldukc¢a 6nemlidir. Protein tayininde en ¢ok kullanilan yontemler yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), absorpsiyon spektrofotometrisi, kiitle spektrofotometrisi,
bikinkoninik asit yontemi (BCA), Kjeldahl yontemi, Bradford yontemi, poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE), Western-Blot yontemi ve enzime bagli immiinosorbent
deneyidir (ELISA) (144).

Protein analizinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan Western-Blot,
kompleks bir karisim i¢inden ozgiil proteinlerin ayristirilmasi ve miktar tayini
amaciyla kullanilmaktadir. Proteinlerin elektroforez araciligi ile jel ortaminda
yiritiilerek molekiiler agirliklarina gore ayrigtirllmasi, ayrilan proteinlerin elektrik
alan uygulanarak bir membrana aktarilmasi, 6zgiil antikorlar ile isaretlenerek
gorlintiilenmesine dayanmaktadir (145). Jel elektroforezin hazirlanmasinda
cogunlukla poliakrilamit kullanilmaktadir. Jelde proteinlerin katottan anoda dogru
ilerlemesi i¢in sodyum dodesil siilfat (SDS) ile 6rnek i¢indeki tiim proteinlere anyonik
Ozellik kazandirilir. Standart numuneleriyle birlikte jele yiiklenen protein 6rneklerinin
elektrik akimi uygulanarak bir kutuptan digerine molekiil agirliklarina bagl olarak
farkl1 hizlarda ilerlemeleri ve bdylece birbirlerinden ayrilarak jelde bantlar
olusturmalar1 saglanir. Bu bantlarin gézlemlenmesi orneklere jele yliklemeden 6nce

eklenen bromfenol mavisi gibi bir boyar madde ile saglanmaktadir. Jelde yiiriitme
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islemi tamamlandiktan sonra elektrik alan altinda jeldeki proteinlerin katottan anoda
hareket olacak sekilde bir nitroseliiloz veya poliviniliden floriir (PVDF) membrana
gecmeleri saglanir. Membran ylizeyi, herhangi bir 6zgiil olmayan protein-antikor
baglanmasinin 6niine gegmek amaciyla BSA ya da siit tozu gibi bir protein ile bloke
edilir. Ardindan analiz edilmek istenen proteine 6zgii antijen (primer antijen) ile
membran inkiibe ediler. Baglanma siiresi sona erdiginde yikama sonrast membran
enzim bagh (genellikle Horseradish Peroksidaz (HRP) kullanilir) ikincil antikor ile
inkiibe edilir. Ikincil antikor baglanmasi da sona erdiginde yikama sonrasi membran
tizerine, ikincil antikora bagli enzimin substrati olan ve enzim-substrat etkilesmesi
sonrasl 1s1ma yaparak goriintiilemeyi saglayacak olan kemiliiminesans madde eklenir
ve uygun bir goriintiileme cihazinda 1s1ma goriintiilenir. Isimalarin yogunlugunun
Olctilmesi ve 1ilgili proteinin olusturdugu bant yogunlugunun negatif kontroller ile
karsilagtirilmasiyla goreceli bir protein 6l¢timii saglanmaktadir (145-147). Western-
Blot teknigi siRNA ile gen susturma calismalarinda hem transfeksiyon etkinliginin
hem de susturma etkinliginin protein diizeyinde gosterilmesi i¢in en ¢ok kullanilan

yontemdir (148, 149).

2.9.3. Enzime Bagh Immiinosorbent Deneyi (ELISA)

Protein analizinde yaygin kullanilan kantitatif yontemlerden biri olan ELISA
protein (antijen) ile antikor arasindaki 6zgiil baglanmaya dayali bir yontemdir. Hedef
proteinin veya 0zgiil antikorun kat1 ve sabit bir yiizeye adsorpsiyon yontemiyle
sabitlenmesi, enzim konjuge edilmis 6zgiil antikorun ortama eklenmesi ve antijen-
antikor baglanmasi i¢in inkiibasyonu, baglanmayan antikorun yikama ile ortamdan
uzaklastirilmasi, ortama substrat eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan
sinyalin kolorimetrik, florometrik ya da luminesans 6l¢iimiine dayali yontemlerle
okunmasi agamalarindan olusmaktadir. Dogrudan, dolayli, sandvi¢ ve yarismali olmak
tizere farklt ELISA teknikleri gelistirilmistir (Sekil 2.10) (150, 151). ELISA hizh
sonug veren, uygulamasi kolay ve pikogram diizeyine kadar duyarl 6l¢iim yapilabilen
bir yontem olmasi nedeniyle siRNA bagli gen susturma etkinliginin protein
ekspresyonu diizeyinde 6l¢tilmesinde kullanilabilen, Western-Blot teknigine alternatif

bir yontemdir (152).
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Sekil 2.10. ELISA yontemlerinin sematik gosterimi (153).
2.10. Metabolomik Cahsmalar

Omik teknolojisi, bir organizmaylr meydana getiren molekiilleri tanimlayan
yontemler biitliniidiir. Genlerin (genomik), mRNA’nin (transkriptomik), proteinlerin
(proteomik) ve metabolitlerin (metabolomik) evrensel yontemlerle, yiiksek dogruluk
ve kesinlikle kapsamli olarak tayin edilmesini amaglar. Omik teknolojileri, normal
fizyolojik siiregleri aydinlatmanin yaninda hastaliklarin tanisi ve seyrinin izlenmesi,
tedavi yoOntemleri gelistirilmesi ve tedavilere yanitlarin izlenmesi ig¢in
kullanilmaktadir. Omik teknolojiler o6zellikle bireysel tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde 6nemli potansiyele sahiptir (154, 155).

Metabolom canli bir organizmada bulunan metabolitlerin tamamini ifade
etmektedir (156). Metabolomik ise belirli bir zaman diliminde dokularda, hiicrelerde
ve fizyolojik sivilarda bulunan, molekiil agirligt 1000 Da’nin altinda olan kiigiik
molekiilli metabolitlerin saptanmasi, tanimlanmasit ve miktarinin belirlenmesidir.
Diger omik teknolojiler organizmada olabilecek olaylarin bilgisini verirken
metabolomik, yasayan organizmanin fenotipinin anlik resmini gostermektedir. Bir
organizmanin kimyasal parmak izi olarak da nitelendirilmektedir (157). Bu nedenle
herhangi bir etmene maruz kalan organizmanin bundan nasil etkilendigini
aydinlatabilme bakimindan en uygun omik teknolojisidir (158).

Metabolomik c¢aligmalar birbirini takip baslica ti¢ asamadan olusmaktadir;
numune hazirlama, numunelerin analiz ve verilerin analizi. Numunelerin hazirlanmasi
metabolomik calismanin hangi biyolojik materyalden gergeklestirilecegi ve belirli
hedef metabolitlerin tayini (hedeflenmis metabolomik) ya da genel bir tarama
(hedeflenmemis metabolomik) yapilmasi durumlarina gore degisebilmektedir.

Orneklerin toplanmasi, saklanmasi, ekstrakte edilmesi ve islenerek analize hazir hale
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getirilmesi asamalarin1 kapsamaktadir. Metabolomik c¢aligmalar i¢in kullanilacak
analitik yontemler, karmasik biyolojik matrikslerden ylizlerce metaboliti ayn1 anda,
yiiksek hassasiyet, dogruluk ve kesinlikte tayin edebilecek 6zellikte olmalidir. Niikleer
manyetik rezonans (NMR), gaz kromatografisi (GC), HPLC ve kiitle
spektrofotometrisi (MS) metabolomik analizlerde baglica kullanilan yontemlerdir.
Yiizlerce metabolitin her biri farkli bir kimyasal yapiya, polar/apolar, asit/baz gibi
karakteristiklere sahip olacagi i¢in hazirlanan numunelerin analizinin tek bir analitik
yontem ile yapilmasi mimkiin olmamaktadir. Bu nedenle bu yontemler tek basina
degil birlikte uygulanacak sekilde kullanilmaktadir. Sivi  kromatografi-kiitle
spektrometresi (LC-MS), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS), sivi
kromatografisi-ugus zamanli kiitle spektrometresi (LC-qTOF-MS) ve gaz
kromatografisi-ugus zamanlh kiitle spektrometresi (GC-qTOF-MS) en yaygin
kullanilan tekniklerdir (159).

Akciger kanserinde biyoisaret¢ilerin  belirlenmesi, hastaligin  tanisi,
ilerlemesinin izlenmesi ve tiimor yapisinin karakterize edilmesi amaglariyla
metabolomik yontemlerin kullanildig: ¢ok sayida ¢alisma olmakla birlikte, tedaviye
yanitin izlenmesi i¢in metabolomik analizlerin kullanildigi ¢alisma sayisi oldukga
azdir. Tedavi Oncesi ve sonrast yapilan metabolomik profillemeler ile hangi
metabolitin varliginin tedaviye yanitta etkili olabilecegi, herhangi bir tedavinin
uygulanmasi sonrasinda hangi metabolitte degisim oldugu ve bunu iyilesme siireci ile
iliskisi olup olmadig: degerlendirilebilmektedir. Bu degerlendirmeler bireye 6zgii ve
hedefe 6zgii etkin tedavi yontemleri gelistirmek konusunda olduk¢a umut vericidir
(160, 161).

Metabolomik, nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin biyolojik etkilerinin
degerlendirilmesinde de umut vaat eden bir yaklasimdir. Nanopartikiiler sistemlerin
toksik etkilerinin degerlendirilmesi (162-164), bir ilacin konvansiyonel yontem ile
uygulanmasi ile nanopartikiiler sistem araciligiryla uygulanmasi arasindaki biyolojik
etkinlik farkliliklarinin degerlendirilmesi (165, 166), farkli nanopartikiiler sistemler

arasindaki etkinlik farkliliklarinin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilmektedir (167).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasal/Biyolojik Maddeler

1,2-dioleoil- 3-trimetilamonyum-propan
(DOTAP)

A549 hiicre hatti

Anti-KRAS antikor

Asetonitril (LC-MS saflikta)

BEAS- 2B hiicre hatt1

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Fetal s1gir serumu

Formik asit

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (tablet
formunda)

Gen 6zgiil primer prob

Hiyaliironik asit ELISA Kiti

iQuant™ RNA Tayin Kiti

Kloroform

KRAS ELISA Kiti

Metanol

N-metil- N-
trimetilsililtrifloroacetamit+trimetilkloros
ilan (MSTFA + %1 TMCS

NuPAGE™ Bis-Tris Gels poliakrilamit
jel

Niikleaz ari saf su

ON-TARGETplus GAPD Kontrol siRNA
havuzu (insan)

Penisilin / Streptomisin

Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (50:50)
(MA: 38.000-54.000)

Avanti, ABD

CCL-185™, ATCC, ABD
FineTest, Cin

Merck, Almanya
CRL-9609™, ATCC, ABD

Capricorn Scientific GmbH, Almanya

Capricorn Scientific GmbH, Almanya
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, ABD

NZYTech, Portekiz
Bioassay Technology, Cin
ABP Biosciences, ABD
Merck, Almanya
Bioassay Technology, Cin
Merck, Almanya

Thermo Fischer, ABD

Invitrogen, ABD

Dharmacon, ABD
Dharmacon, ABD

Capricorn Scientific GmbH, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
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Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (50:50)
(MA: 7.000-17.000)

Poli (laktik asit-ko-glikolik asit) (75:25)
(MA: 4.000-15.000)

Polietilenimin (PEI), dallanmis

(Ma ~25,000)

Polivinil alkol (Ma 9.000-10.000)

qPCR niikleik asit boyasi

Riboniikleaz A (s181r pankreasindan elde
edilmis)

siGENOME insan KRAS siRNA

siGLO Yesil Transfeksiyon Indikatorii
siRNA tamponu

Sodyum Hyaluronat (MA: 8.000-15.000)
Saf Su (LC-MS saflikta)

Tripsin-EDTA

RIPA tamponu

WesternBreeze® kemiliiminesans
deteksiyon kiti

Yesil RNA jel boyasi

3.2. Kullanilan Cihazlar

C18 i¢in 6n kolon (Phenomenex 50 mm x

2.1 mm, 5 um) 100A

C18 kolon (Luna Omega 1.6um Polar
C18 100A 50x2.1mm)

Cok Noktal1 Manyetik Karistiric
Mikroplaka okuyucu, Versamax
Floresan mikroskop

FT-IR spectrometre cihazi

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Wizbiosolution, Kore

Sigma Aldrich, ABD

Dharmacon, ABD
Dharmacon, ABD
Dharmacon, ABD
Contipro, Cek Cumhuriyeti
Merck, Almanya

Sigma Aldrich, ABD

Santa Cruz, ABD
Invitrogen, ABD

Invitrogen, ABD

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Thermo Scientific, ABD
Molecular Devices, ABD
Leica, Almanya

PerkinElmer,ABD
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Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi

(GC-MS) (GC-MS QP-2010 Ultra)

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM),
Tecnai G 2 Spirit Biotwin

Hassas Terazi

HILIC kolon (ZIC-pHILIC 50 mm 2.1

mm, 53um)

HILIC kolon i¢in 6n kolon (ZIC-pHILIC)
Isiticili Manyetik Karigtirict

iBlot® Blotlama Sistemi

Karbondioksit inkiibatorii
Karbondioksitli inkiibator

Laminar hava akimli hiicre kiiltiirii kabini
Liyofilizator

Mikropipet

Partikiil buiyiikliigii ve zeta potansiyel

tayin cihazi, (Zetasizer Nano-ZS)
PCR cihazi

pH metre

Santrifiij cihazi

Qubit™ 4 Florometre

S1vi Kromatografisi-Ugus Zamanh Kiitle

Spektrometresi (LC-qTOF-MS sistem)

Sogutuculu santrifiij cihazi
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Shimadzu, Japan

FEI, ABD

Shimadzu, Japonya

Merck, Almanya

Merck, Almanya
IKA, Almanya
Invitrogen, ABD
Sanyo, Japonya
Sanyo, ABD

Clean Air, Hollanda
Labconco, ABD

Eppendorf, Almanya

Malvern Instruments, UK

Applied Biosystems, ABD
Hanna Instruments, ABD
Hettich, Almanya

Thermo Fisher, ABD

Agilent, ABD

Ohaus, ABD



Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM),

Quanta 400F Field Emission
Ultra Hassas Terazi

Ultra Saf Su Cihaz1
Ultrasonik banyo

Ultrasonik prob

UV Spektrofotometre

Vorteks

FEI, ABD

Shimadzu, Japonya
Millipore, ABD

Advantage Lab, Almanya
Bandelin D-12207, Almanya
Shimadzu, Japonya

IKA, Almanya
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X-Ray Fotoelektron Spektroskopi Cihazi

ULVAC-PHI, ABD
(XPS), PHI 5000 VersaProbe

Yatay calkalayici su banyosu Memmert, Almanya

3.3. Polimerik Nanopartikiiler Tastyic1 Sistemlerin On Formiilasyon
Calismalan

Polimerik nanopartikiil hazirlanmasinda en yaygin kullanilan yontem olan ¢ift
emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilmistir.  Yontem
degiskenlerinin belirlenmesi literatiir ¢aligmalarinin taranmasi ve yapilan on
calismalar ile literatiirde kullanilan yontem ve parametrelerin modifiye edilmesiyle
gergeklestirilmistir (103, 168, 169). Yontem Su/Yag/Su (S/Y/S) tipi emiilsiyon
olusturulmasi ve sonrasinda organik fazin ortamdan uzaklastirilmasiyla
nanosiispansiyon elde edilmesi prensibine dayanmaktadir. Polimerin farkli molekiil
agirhigr ve laktik asit:glikolik asit oranlarina sahip tiirevleri, farkli konsantrasyonlari
ve ylizey etkin maddenin farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak optimum formiilasyon
bilesenlerinin se¢ilmesi hedeflenmistir.

PLGA’nin ii¢ farkl tiirevinin organik ¢oziictide farkli derisimlerde ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Yiizey etkin madde olarak diisiikk konsantrasyon (%0,5 a/h) ve
hacimdeki polivinil alkol (PVA) (Ma 9.000-10.000 Da) sulu ¢6zeltisi, organik ¢ozelti
tizerine eklenip ultrasonik homojenizatorde (Bandelin, Almanya), buz banyosu

icerisinde 90 saniye karistirilarak S/Y primer emiilsiyonu hazirlanmigtir. Bu



36

emiilsiyon farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PV A’nin sudaki ¢ozeltisine eklenerek
yine buz banyosu i¢inde, 3 dakika boyunca ultrasonik homojenizatorde karistirilarak
S/Y/S ¢ift emiilsiyonu elde edilmistir. Takiben manyetik karistiricida 4 saat karistirma
ile organik ¢6ziicti ugurulmustur. Nanopartikiiller 13.500 rpm’de, 20 dakika santrifiij
(Hettich, Almanya) ile c¢oktiiriildikten sonra liyofilizatérde (Labconco, ABD)
dondurarak-kurutma islemi uygulanmistir. Nanopartikiillerin hazirlanma yontemi

Sekil 3.1°de sematize edilmis, kullanilan formiilasyon degiskenleri Tablo 3.1°de

Ozetlenmistir.
-
L~ -4
Ultrasonik 200 uL %0,5 1 mL kloroform
" PVA sulu icinde PLGA
homOJenlzasyon, gozeltisi organik gozeltisi
90 san.
-
S/Y emiilsiyonu 4 mLPVA sulu Ultrasonik
gozeltisi ..
homo;enlzasyon, 3
dak.

$/Y/S emiilsiyonu

organik ‘

¢oziicliniin
7 ugurulmasi
- "
g 0 su icindeki

i nanopartikiil

Manyetik karigtirma, dispersiyonu
25 °C’de, 400 rpm’de

Sekil 3.1. Cift emtilsiyon olusturma-¢oziicli buharlastirma teknigi ile nanopartikiillerin
hazirlanmas.
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Tablo 3.1. On formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan formiilasyon degiskenleri.

Polimer tipi PLGA (% a/h) PVA (% a/h)
PLGA 50:50
2 1
(MA: 38.000-54.000)
PLGA 50:50
3 L5
(MA: 7.000-17.000)
PLGA 75:25
4 2

(MA: 4.000-15.000)

PEI ve DOTAP ile modifiye katyonik nanopartikiillerin hazirlanmasi siRNA
yuklii olmayan nanopartikiillere iligkin 6n formiilasyon c¢alismalari sonucunda
belirlenen formiilasyon degiskenleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Kullanilan PEI
ve DOTAP miktarlar literatiir ¢alismalar1 g6z oniinde bulundurularak belirlenmistir.
20 mg PLGA (%2 a/h) ve degisen miktarlarda PEI (dallanmig, Ma 25.000) veya
DOTAP, 1 mL kloroform i¢inde ¢6ziilmiis ve elde edilen organik faz, primer
emiilsiyonun hazirlanmas1 i¢cin %0,5 (a/h)’lik PVA ¢ozeltisi ile ultrasonik
homojenizator kullanilarak karistirilmistir. Ardindan bu primer emiilsiyon dis su fazini
olusturacak olan 4 mL %1 (a/h)’lik PVA ¢ozeltisine eklenerek tekrar ultrasonik
homojenizatérde karistirllmis ve S/Y/S ¢ift emiilsiyonu elde edilmistir.
Nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in organik fazin uzaklastirilmasi sonrasit 13.500
rpm’de, 30 dakika olmak tizere 3 kez santrifiij ve yikama islemleri uygulanmistir.

Formiilasyon degiskenleri Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 3.2. PEI ile modifiye katyonik nanopartikiil formiilasyonlarina ait degiskenler.

PEI (ng) PLGA (% a/h) * PVA (% a/h) *
300 2 1
500 2 1
1000 2 1

*On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen optimum formiilasyona ait bilesenler (PLGA %2
(a’h), PVA %1 (a’h), PLGA 50:50 (MA: 7.000-17.000 Da)) kullanilmistir.

Tablo 3.3. DOTAP ile modifiye katyonik nanopartikiil formiilasyonlarina ait

degiskenler.
DOTAP (ng) PLGA (% a/h) * PVA (% a/h) *
1500 2 1
3000 2 1
6500 2 1

*On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen optimum formiilasyona ait bilesenler (PLGA %2
(a’h), PVA %1 (a’h), PLGA 50:50 (MA: 7.000-17.000 Da)) kullanilmistir.

3.4. siRNA Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

On formiilasyon galismalart sonucunda belirlenen optimum formiilasyon
degiskenleri kullanilarak siRNA tasiyan nanopartikiiller hazirlanmistir. 250 pL siRNA
tamponu (5x siRNA tamponundan DNAaz-RNAaz icermeyen su ile seyreltilmis 1x
siRNA tamponu) ortamindaki 13,3 pg siRNA (siGENOME Human KRAS siRNA,
Dharmacon, ABD) (1 nmol), polimerin (PLGA, 50:50 MA: 7.000-17.000 Da)
kloroform i¢indeki %2 (a/h)’lik ¢ozeltisi tizerine eklenip ultrasonik homojenizatorde,
buz banyosu icerisinde 90 saniye karistirilarak S/Y emiilsiyonu hazirlanmistir. Bu
emiilsiyon %1 (a/h) konsantrasyondaki yiizey etkin maddenin (PVA) sulu ¢6zeltisine
eklenerek buz banyosu icinde, ii¢ dakika boyunca ultrasonik homojenizatérde
karigtirilarak S/Y/S ¢ift emiilsiyonu elde edilmistir. Oda sicakliginda (25°C) manyetik
kanistiricitda 4 saat karistirilarak organik ¢oziicti uzaklastirilmistir ve takiben
nanopartikiiller sogutuculu santrifiijde 13.500 rpm ve 4°C’de, 20 dakika santrifiij ile
coktiiriildiikten sonra liyofilizatérde dondurarak-kurutma iglemi uygulanmistir.

PEI ya da DOTAP igeren siRNA yiiklii nanopartikiiller ise 6n formiilasyon

calismalar1 sonucunda belirlenen formiilasyon degiskenleri kullanilarak hazirlanmistir
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(103, 168). PLGA ve katyonik madde (PEI veya DOTAP), 1 mL kloroform i¢inde
¢coziilmiis ve elde edilen organik faz, primer emiilsiyonun hazirlanmasi i¢in 250 uL
siRNA c¢ozeltisi ile ultrasonik homojenizatérde 90 saniye boyunca buz banyosu
icerisinde kanistirilmistir. Bu emiilsiyon %1 (a/h) konsantrasyondaki yiizey etkin
maddenin (PVA) sulu ¢6zeltisine eklenerek buz banyosu iginde, ti¢ dakika boyunca
ultrasonik homojenizatérde karistirilarak S/Y/S ¢ift emiilsiyonu elde edilmistir. Oda
sicakliginda (25°C) manyetik kanistiricitda 4 saat karnistirilarak organik ¢o6ziicii
uzaklagtirilmistir ve takiben nanopartikiiller sogutuculu santrifiijde 13.500 rpm ve
4°C’de, 20 dakika santrifiij ile coktiiriildiikten sonra liyofilizatérde dondurarak-

kurutma islemi uygulanmistir. Formiilasyon bilesenleri Tablo 3.4’te 6zetlenmistir.

Tablo 3.4. siRNA i¢eren nanopartikiile iliskin formiilasyon bilesenleri.

PLGA (% a’h) PVA (% a/h)  DOTAP (ug) PEI (ug) siRNA (ng)

2 1 1500 1000 13,3

3.5. Hiyaliironik Asit Kaph Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiillerin aktif hedefleme ajam1 ile kaplama islemi elektrostatik
adsorpsiyon prensibi ile gergeklestirilmistir (168, 169). DOTAP ve PEI ile modifiye
edilerek pozitif yiizey yiikii kazandirilmis nanopartikiillerin ylizeyi, anyonik
ozellikteki hiyaliironik asit ile elektrostatik etkilesme yontemiyle kaplanmustir. On
formiilasyon ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen optimum formiilasyon degiskenleri
kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin 20 mg’1 liyofilizasyon iglemi ardindan 0,5; 1
veya 2 mg HA igeren 5 mL fosfat tamponlanmis tuz ¢6zeltisi (PBS) ortaminda disperse
edilmis ve oda sicakliginda 4 saat boyunca siirekli karistirma altinda inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan nanopartikiiller sogutuculu santrifiijde 13.500 rpm ve 4°C’de,
20 dakika santrifiij ile ¢oktiirtildiikten sonra liyofilizatorde dondurarak-kurutma islemi

uygulanmustir.
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3.6. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismalari
3.6.1. FT-IR Analizi

Nanopartikiillerin ~ ylizey —modifikasyonunu degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilen Fourier Dontisiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) analizi ile
infrared  spektrumlar;, Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez
Laboratuvari’nda Bruker IFS 66/S (Bruker, ABD) ile kaydedilmistir. IR spektrumlari
oda sicakliginda potasyum bromiir (KBr) pellet i¢inde 4000-400 cm™ araliginda
gerceklestirilmistir. KBr agirligmin 6rnek agirhigmma orani yaklasik 100 olarak

ayarlanmigtir.

3.6.2. Partikiil Biiyiikliigii Dagiliminin Belirlenmesi ve Zeta Potansiyel
Tayini

Nanopartikiillerin partikiil buiytkligi, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyelleri Malvern Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments, ingiltere) cihazinda
sulu ortamda ol¢iilmiistiir. Partikiil biiytikligti dagilimi tayinindeki temel esas,
dinamik 11k sacilimi ile partikiillerin siispansiyon icinde Brownian hareketi
yapmasina bagli gelisen hareketlerinin 6l¢timiidiir (170). Biiylik boyutlu partikiillerin
kii¢iik olanlardan daha fazla 151k sagmasi sonucu biiyiikliik agisindan hassas bir 6l¢iim
yapilabilmekte ve ozellikle agregasyon durumlarinda stabil olmayan sistemler
kolaylikla ve hassas bir sekilde tespit edilebilmektedir. Zeta potansiyel 6l¢limii ise,
partikiillerin yiiklerine bagl olarak, uygulanan elektriksel alan altindaki hareket
hizlariin 6l¢tilmesine dayanmaktadir (171). Hazirlanan nanopartikiillerin su i¢inde
seyreltik dispersiyonlart hazirlanmis ve partikiil biiytikliigli ve zeta potansiyel

Olctimiine uygun kiivetlerde 6l¢iim gergeklestirilmistir.

3.6.3. Morfolojik Degerlendirme

Hazirlanan siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillerin partikiil blytiklagi ve
yiizey yapilarinin karakterizasyonu Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
kullanilarak gerceklestirilmistir (138). Nanopartikiil 6rnekleri, piring levha tizerinde
cift tarafa yapigkan bantla sabitlenerek, altin-palladyum ile kaplama islemleri
sonrasinda SEM cihazina (Quanta 400F Field Emission, FEI, ABD) yerlestirilmistir.
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Orneklerin incelenmesi sirasinda 20kV’luk voltaj uygulanmis ve &rneklerin SEM
fotograflar1 ¢ekilmistir.

Ayrica, hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve yiizey yapilariin
karakterizasyonu Transmisyon Elektron Mikroskopu (TEM) ile de incelenmistir.
Nanopartikiil formiilasyonlarinin ultra saf su icindeki dispersiyonlarinin bir damlasi
(10 pL) karbon film kapl bakir 1zgara {izerine damlatilmis ve atmosfer kosullarinda
kurumasi saglandiktan sonra TEM cihazinda (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin, FEI,
ABD) goriintiileme yapilmastir.

X-Isin1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) kati materyallerin yiizeyleri
hakkinda kimyasal bilgi elde etmek icin kullanilan gelismis bir yiizey analiz
yontemidir (172). Yontem, kati Ornekleri uyaran bir x-1isin demeti kullanarak
fotoelektronlarin sagilmasini saglar. X-1s1m1 fotoelektron spektrometresi (PHI 5000
VersaProbe, ABD) ile nanopartikiillerin yiizey analizi gerceklestirilmistir.

SEM, TEM ve XPS analizleri Ortadogu Teknik Universitesi (ODTU) Merkez

Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.6.4. Hiyaliironik Asit Baglanma Etkinliginin Degerlendirilmesi

Nanopartikiil yiizeyine baglanan hiyaliironik asitin miktar tayini i¢in sandvig-
ELISA yontemi kullamilmistir (173). Hiyaliironik asit ELISA kit (Bioassay
Technology, Cin) ile {iriin protokiiliine uygun olarak analiz gerc¢eklestirilmistir.
Nanopartikiillerin HA ile ylizey modifikasyonu amaciyla formiilasyonlarin
hazirlanmasi sonrasi, 13.500 rpm’de 30 dakika santrifiij uygulanarak nanopartikiiller
cokturtilmiis ve siipernatandaki, baglanmayan HA’nin miktar tayini ELISA ile
gerceklestirilmistir.  20-320 ng.mL' araliginda seyreltilen standartlar ve
nanopartikiillerden elde edilen 6rnekler, kit yonergesine uygun olarak HA antikoru ile
kapli kuyucuklara eklenmis, tizerlerine sirastyla biotin konjuge antikor ve streptavidin-
HRP eklenmis, 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Yikama isleminden
sonra kuyucuklara HRP substrat1 eklenmis ve karanlik ortamda, 37°C’de 10 dakika
inkiibasyon sonrasi durdurma ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulmustur.
Orneklerin absorbanslart mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okunmustur. Analiz ii¢

tekrarlt olarak gergeklestirilmis, elde edilen kalibrasyon dogrusu denkleminde
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orneklerin absorbans degerinden konsantrasyonlari hesaplanmistir. Baglanma

etkinlikleri Esitlik 3.1 kullanilarak ytizde (%) cinsinden hesaplanmustir.
HA Baglanma Etkinligi (%) = (H1-H2) /H1 x 100 (3.1.)

H1: Formiilasyona eklenen HA miktar1 (mg)

H2: Siipernatandaki baglanmayan HA miktar1 (mg)

3.6.5.siRNA Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

siRNA'nin nanopartikiillere enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi i¢in
siRNA yiiklii nanopartikiiller 13.500 rpm’de 30 dakika ultrasantrifiij ile ¢okturtilmis,
elde edilen silipernatandan nanopartikiillere enkapsiile olmayan siRNA'nin tayini
gergeklestirilmistir. Miktar tayini i¢in 5-100 ng’a kadar yiiksek duyarlilikta 6lgtim
yapilabilen, florometrik yonteme dayali iQuantTM RNA HS Assay Kit (ABP
Biosciences, ABD) kullanilmis, ireticinin yonergelerine gore siRNA’nin floresan
boyama islemi gergeklestirilmistir (125, 174). Floresan isaretlemeden sonra drnekler
Qubit™ 4 florometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda okunmustur. Ayrica,
enkapsiilasyon etkinliginin degerlendirilmesi i¢in gen molekiillerinin ayrimi,
tanimlanmas1 ve saflastirilmasi icin kullanilan standart bir yontem olan Agaroz Jel
Elektroforez yontemi de wuygulanmistir (175). Bu amagla siRNA yiikli
nanopartikiillerin ultrasantrifiij ile ¢oktiiriilmesi sonrasi elde edilen siipernatan %1
(a/h)'lik agaroz jel igerisine tatbik edilerek elektrik akimi altinda siRNA’nin
elektroforetik mobilitesi 6l¢tilmiistiir. Nanopartikiillere yiiklenmeyen siRNA’nin jelde
bant olusumu ile gozlenmesi beklenmistir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin siRNA enkapiilasyon etkinligi Esitlik 3.2

kullanilarak hesaplanmustir.
siRNA Enkapsiilasyon Etkinligi (%) = (K1-K2) /K1 x 100 (3.2)

K1: Formiilasyona eklenen siRNA miktar1 (pug)
K2: Nanopartikiillere yiiklenmeden kalan, stipernatandaki siRNA miktar1 (ng)
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3.6.6. Nanopartikiillerden in vitro siRNA Salim Calismalari

Nanopartikiillerin in vitro ortamda salim profilinin belirlenmesinde pratik ve
disiik maliyetli ve basit bir yontem olan tiip yontemi kullanilmistir (103, 125, 174).
Liyofilize nanopartikiillerin 2’ser mg’1, 1 mL pH 7,4 PBS icinde dagitilmis ve 37°C
sicakliga ayarlanmis yatay calkalayict su banyosunda (Memmert, Almanya)
inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda 100 uL 6rnek alinarak (0, 1,
2,4, 8, 12, 24, 36, 48, 72 saat) yerine 100 pL taze tampon eklenmis ve santrifiij ile
nanopartikiillerin ¢oktiiriilmesinin ardindan (13.500 rpm ve 4 °C ’de, 20 dakika)
siipernatandaki salinan siRNA’nin tayini Qubit™ 4 florometre ile Boliim 3.6.5’te

anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

3.6.7. Invitro Serum ve RNAaz Stabilite Testleri

Nanopartikiillerin siRNA'y1 riboniikleaz (RNAaz) enziminden koruyucu
etkisinin degerlendirilmesi amaciyla, hazirlanan formiilasyonlarin serum igerisinde ve
RNAaz muamelesi karsisinda stabiliteleri incelenmistir. Bunun i¢in yaklasik 1 mg
nanopartikiil (yaklasik 665 ng siRNA igeren) ve esdeger miktarda tasiyicisiz siRNA
10 pL, pH 5.0 asetat tamponunda dagitilmis ve {izerine 1 uL RNAaz (5 ng.mL™)
cozeltisi eklenmis ve vorteks ile karistirildiktan sonra 37°C sicakliga ayarlanmis yatay
calkalayict su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Her bir ornekleme zaman
noktasi i¢in ayr1 deney ornekleri hazirlanmistir. Belirli zaman noktalarinda (0, 1, 4, 6,
8, 24 saat) alman 10 pL’lik 6rnekler tizerine 2 uL, 120 mM EDTA ¢ozeltisi eklenip
reaksiyon durdurulmustur (174). Serum stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in 5 mg
nanopartikiil 1 mL, %10 fetal sigir serumu (FBS) icinde dagitilmis ve 37°C sicakliga
ayarlanmis yatay calkalayic1 su banyosunda inkiibasyona birakilmis, belirli zaman
noktalarinda (10, 20, 30, 60 dak., 4, 24 saat) 100 pL’lik 6rnekler toplanmistir (104).
Her iki deneyde toplanan 6rneklerden santrifiij ile ¢oktiiriilen nanopartikiillere siRNA
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Bunun i¢in nanopartikiiller 400 pL kloroform
icinde ¢oziilmiis ve tizerine 500 puL siRNA tamponu eklenip 90 dakika karigsmasi
saglanmistir. Santrifiij ile sulu ve organik faz ayrimi saglanmis ve sulu faz (stipernatan)
toplanarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilip kalint1 kloroform uzaklastirilmistir. Bu

sekilde elde edilen ornekler jele yiiklenerek elektroforez uygulanmastir.
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3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Akciger kanseri modeli olarak kullanilmak tizere mutant KRAS tagiyan A549
insan adenokarsinom hiicre hatt1 ve se¢iciligin degerlendirilebilmesi amaciyla kontrol
grubu olarak da mutant olmayan (wild type) KRAS tasiyan saglikli akciger epitelyal
hiicre hatti BEAS-2B donmus olarak temin edilmistir (ATCC, ABD). Donmus
hiicreler 37°C’de su banyosunda ¢6zdiiriildiikten sonra laminar kabin altinda pipetle
cekilerek 9 mL besiyeri igeren santrifiij tiiptine aktarilmistir. 1200 devir/dakikada 10
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan atilmig ve {izerine serum iceren besiyeri
eklenerek kiiltiir kaplar1 i¢ine alinmistir. 10 mL besiyeri i¢inde 24 saat inkiibasyon
ardindan besiyeri atilarak taze ortam ilave edilmistir. Hiicreler tripan mavisi ile
boyanarak canliliklar1 mikroskop altinda gézlemlenmistir. Her iki hiicre hattinin da
cogaltilmasinda antibiyotiklerle desteklenen (100 U.mL" penisilin, 100 U.mL
streptomisin), %10 oraninda FBS igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) besiyeri kullanilmig, 37°C’de, %5 CO: igeren nemli atmosferli ortamda
inkiibe edilmistir. Hiicreler ii¢c giinde bir (%75-80 doluluga ulastig1 siire)
pasajlanmigtir. Bunun i¢in, inkiibatorden c¢ikarilan hiicreler oncelikle mikroskop
altinda incelenmistir, takiben kabin altina getirilerek eski besiyeri uzaklastirilip PBS
ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Hiicreler 2-3 mL %0,25 Tripsin-EDTA ile
muamele edilip inkiibatorde 10 dakika bekletilerek yiizeyden kalkmalar1 saglanmastir.
Yiizeyden kalkan hiicrelerin iizerine serumlu besiyeri ilave edilerek santrifiij tiipline
alimmig ve santrifiij edilmistir (1200 devir/dakika, 5 dakika), siipernatan atilip taze
besiyerinde yeniden siispande edilen hiicreler yeni kiiltiir kaplarina esit olarak
dagitilmis ve yeniden faz kontrast mikroskopta incelendikten sonra daha sonraki

deneylerde kullanilmak iizere inkiibatore kaldirilmistir.

3.8. In vitro Sitotoksisite Calismalar:

Nanopartikiil formiilasyonlarinin insan akciger adenokarsinom hiicre hatlarinin
(A549) proliferasyonu tizerindeki etkilerinin saptanabilmesi i¢in kolorimetrik bir
yontem olan XTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolium bromiir]) yontemi
kullanilmistir (176). Canli hiicreler tarafindan sar1 renkli tetrazolyum, mor renkli
formazan kristallerine donitistiiriiliir. Olusan formazan kristalleri ek bir ¢oziinme

islemine gerek duyulmadan, ortamda olusan renk, spektrofotometrik olarak absorbans
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Ol¢timii ile belirlenmektedir. Dolayisiyla bu yontem, herhangi bir terapotik ajanin
hiicre tizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkilerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Calismamizda, 96 kuyucuklu hiicre kiltiirii plakalarinin her bir
kuyucuguna yaklasik 4x10* - 6x10* hiicre %10 FBS iceren DMEM ortamu iginde
ekilmistir. %75-80 doluluga ulasan hiicreler farkli derisimlerde seyreltilmis, siRNA
iceren ve icermeyen, optimum formiilasyon degiskenleri ile hazirlanmig nanopartikiil
formiilasyonlar1 ve pozitif kontrol olarak tasiyicisiz siRNA ile muamele edilip 72 saat
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Kuyucuk basma 5 mg.mL!' XTT ¢ozeltisinden 10
uL eklenip 4 saat inkiibasyonun ardindan absorbanslar 590 nm'de plaka okuyucuda
(Molecular Devices, ABD) okunmus ve kontrol grubunun absorbansiyla
karsilastirilarak % hiicre canlilig1 Esitlik 3.3 kullanilarak hesaplanmistir. XTT deneyi
tic tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Deneyin plam1 Sekil 3.2°de sematize

edilmistir.
Hiicre Canlil1g1 (%) =A (smek)-A(pozitif kontrol) / A(negatif kontrol)=A (pozitif kontrol) X 1 00 (3.3)

A: 590 nm’deki absorbans degeri.

i Negatif kontrol gruplar:
\ { I\ | 1) =" _Uygulama yapilmayan hiicreleri iceren
A i | f ) OO kuyucular (A549 ve BEAS-2B)

=
2 \

o B . | J \ -Hiicre ekilmeyen, sadece XTT cézeltisi
- ettt ilave edilen kuyucuklar

g O i | i)

;:‘:.‘ D — (
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= -
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Sekil 3.2. XTT deneyinin sematik gosterimi. A: siRNA ¢ozeltisi, B: PLGA NP ve
siRNA-PLGA NP, C: DOTAP PLGA NP ve siRNA-DOTAP PLGA NP, D:
PEI-PLGA NP ve siRNA-PEI-PLGA NP, E: HA-DOTAP-PLGA NP ve
HA-siRNA-DOTAP PLGA NP, F: HA-PEI-PLGA NP ve HA-siRNA-PEI-
PLGA NP.

3.9. Transfeksiyon Calismalari

siRNA yiiklii nanopartikiillerin in vitro transfeksiyon etkinliklerinin

degerlendirilmesinden  once, siRNA’min  hiicreye giris ve  etkinliginin
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degerlendirilmesi amaciyla transfeksiyon etkinliginin ilk olarak, ¢iplak siRNA ile
transfeksiyon ajani kullanilarak belirlenmesi icin g¢alismalar gergeklestirilmistir.
Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara yaklasik 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis
ve 24 saat inkiinbasyon sonrasinda transfeksiyon islemlerine baslanmistir.
DharmaFECT (Dharmacon, ABD) transfeksiyon ajani kullanilmistir. Caligma iiretici
firmanin yonergesi dogrultusunda takip edilmistir. Transfeksiyon islemini takiben,
transfeksiyon etkinliginin test edilmesi i¢in RT-PCR kullanilmistir. Hiicrelerden total
RNA; RNA ekstraksiyon kiti ile iiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda izole
edilmigtir. Tek zincirli cDNA 1 pg total RNA’dan ters transkriptaz kullanilarak
sentezlenmistir. Bu igslem Superscript II tireticisinin yonergeleri dogrultusunda 100 U
Superscript II, 0.25 pg random primer, 0.5 mM dNTPs, 5 mM DTT, 32 U RNAaz
inhibitorii varliginda 60 dakika 42°C’de son hacim 20 pl olacak sekilde RT tamponu
icinde gerceklestirilmistir. Orneklerde kontaminasyon olmadigi Superscript II
kullanilmadan hazirlanmig negatif kontrol 6rnekler ile dogrulanmistir. RT-PCR analizi
96 kuyucuklu plaklar ve SYBR Green PCR Master Mix kullanilarak Via 7 (Applied
Biosystems) sekans deteksiyon sistemi ile gergeklestirilmistir. Amplifikasyon
reaksiyonu (25 pl) dretici firmanin yonergeleri dogrultusunda 1:5 oraninda
seyreltilmis; 5 pl 6rnek varliginda ticlii kontrol sistemi ile gerceklestirilmistir. Her
deneyde arastirilan genin degeri, i¢ kontrol genin (housekeeping gene; GAPDH)

degerine oranlanarak normalize edilmistir.

3.10. Hiicrelerde Apoptoz ve Nekrozun Degerlendirilmesi

Hiicre 6liimleri morfolojik ve biyolojik olarak degerlendirildiginde apoptotik
ve nekrotik olarak ayrilmaktadir. Apoptoz programli hiicre 6liimii, nekroz ise hasar
yolu ile 6liimii ifade etmektedir. Nekroz rastlantisal olarak ortaya ¢ikan, patolojik ve
programsiz hiicre 6liimiidiir, ¢ogunlukla fiziksel hiicre hasari, enfeksiyon, toksinler,
UV 15181 gibi zararh faktorlerden dolayr olusur. Apoptoz ise fizyolojik ve patolojik
sebeplerden olmaktadir (177). siRNA tasiyici nanopartikiillerle muamele sonrasinda
hiicrelerin hangi siirece girdigini belirlemek ve siRNA tasiyici nanopartikiillerle
kontrol gruplarinin hiicreler {izerindeki oldiiriicti etkilerini ve bu etkilerin
mekanizmalarim1 karsilagtirmak amaciyla Apoptosis/ Necrosis Detection Kit (ABP

Biosciences, ABD) kullamlmistir. 6 kuyucuklu plakalara yaklasik 3x10°
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hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen hiicrelere formiilasyonlarin uygulanmasi ve 72
saat inkiibasyonu sonrasinda iiriin yonergesine uygun sekilde boyama yapilmis ve
floresan mikroskopta hiicre 6limii morfolojik olarak degerlendirilmistir. Kontrol
grubu nanopartikiiller (siRNA i¢cermeyen nanopartikiiller), kontrol siRNA (tastyicisiz
siRNA) ve siRNA tasiyict nanopartikiil formiilasyonlarmin hiicreler tizerindeki

apoptotik ve nekrotik etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

3.11. Gen Susturma Etkinliginin Degerlendirilmesi
3.11.1. PCR Analizi

Formiilasyonlarm  hedef = KRAS  genini  susturma  etkinliginin
degerlendirilmesinde revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu PCR (RT-PCR)
kullanilmistir. Bu teknikle, hiicrelerden izole edilen, susturulmasi hedeflenmis
mRNA’nin ekspresyon derecesinin belirlenmesi amaglanmaistir. Hiicreler 6 kuyucuklu
plakalara yaklagik 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24 saat inkiibasyon
sonrasinda transfeksiyon islemlerine baglanmistir. Bu amagla, KRAS siRNA iceren
formiilasyonlar ile hiicreler 72 saat muamele edilmistir. Transfeksiyon islemini
takiben, hiicrelerden total RNA; RNA ekstraksiyon kiti ile tiretici firmanin yonergeleri
dogrultusunda izole edilmistir. Tek zincirli cDNA 1 pg total RNA’dan ters transkriptaz
kullanilarak sentezlenmistir. Bu islem Superscript II dreticisinin yonergeleri
dogrultusunda 100 U Superscript II, 0.25 pg random primer, 0.5 mM dNTPs, 5 mM
DTT, 32 U RNAaz inhibitorii varliginda 60 dakika 42°C’de son hacim 20 pl olacak
sekilde RT tamponu iginde gergeklestirilmistir. Orneklerde kontaminasyon olmadigi
Superscript I kullanilmadan hazirlanmis negatif kontrol 6rnekler ile dogrulanmistir.
Gergek zamanli PCR analizi 96 kuyucuklu plaklar ve SYBR Green PCR Master Mix
kullanilarak Via 7 (Applied Biosystems) sekans deteksiyon sistemi ile
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu (25 pl) tiretici firmanin yonergeleri
dogrultusunda 1:5 oraninda seyreltilmis; 5 pl 6rnek varliginda ti¢lii kontrol sistemi ile
gergeklestirilmistir. Her deneyde arastirilan genin degeri, i¢ kontrol genin
(housekeeping gene; GAPDH) degerine oranlanarak normalize edilmistir. Kullanilan

primer ciftlerinin tamami Tablo 3.5’te gosterilmistir.
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Tablo 3.5. RT-PCR deneylerinde kullanilacak olan primer dizileri.

Primer 5' Sekans 3' Uzunluk Tm
F: AGCTGTATCGTCAAGGCACT 20 59,10
KRAS
R: AGGTACTGGTGGAGTATTTGATAGT 25 58,80
F: ATGGGCAGCCGTTAGGAAA 61,6
GAPDH
R: GCATCGCCCCACTTGATTTT 60,9

F: Ileri primerin sekansi, R: Revers primerin sekansi.

3.11.2. ELISA Deneyi

Hiicrelerin hazirlanan formiilasyonlarin uygulanmasi sonrasinda KRAS
protein ekspresyon diizeylerinin tayini i¢in sandvi¢g-ELISA yontemi kullanilmigtir. 6
kuyucuklu plakalarda, her kuyucukta 3 x 10° hiicre olacak sekilde ¢ogaltilan hiicreler
KRAS siRNA yiikli nanopartikiil formiilasyonlart ile transfekte edilmek {tizere
formiilasyonlar eklenerek 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Transfeksiyon islemi
tamamlandiktan sonra  hiicreler  proteaz inhibitor ~ karisimi  igeren
radyoimmiinopresipitasyon tayin tamponu (RIPA) ile lizis islemine tabi tutulmustur.
Hiicre lizatlar1 12.000 rpm’de 20 dakika sanrifiij uygulanarak ¢oktiiriilmiis,
stipernatanlar (protein igerigi) toplanmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler Human
KRAS ELISA kit (Bioassay Technology, China) kullanilarak iiriin yonergesine uygun
olarak analiz gergeklestirilmistir. Absorbanslar mikroplaka okuyucuda (Versamax,

Molecular Devices, ABD) okunmustur.

3.11.3. Western-Blot Analizi

siRNA yiiklii nanopartikiillerin KRAS genini susturma etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir diger yontem Western-Blot’tur (145). 6
kuyucuklu plakalarda, her kuyucukta 3 x 10 hiicre olacak sekilde ¢ogaltilan hiicreler
KRAS siRNA vyiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 ile transfekte edilmek {iizere
formiilasyonlar eklenerek 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Transfeksiyon islemi
tamamlandiktan ~ sonra  hiicreler = proteaz  inhibitér = karisimi  igeren
radyoimmiinopresipitasyon tayin tamponu (RIPA) ile lizis islemine tabi tutulmustur.

Hiicre lizatlar1 12.000 rpm’de 20 dakika sanrifiijj uygulanarak ¢oktiriilmiis,
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siipernatanlar  (protein igerigi) toplanmistir. Daha sonra WesternBreeze®
Chemiluminescent Western-Blot kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak sirasiyla
asagidaki islem basamaklar1 gerceklestirilmistir;

1-Ornekler polikarilamid jel icinde elektroforeze tabi tutularak proteinler
ayristirilmistir,

2- Jel tizerinde birbirinden ayrilan proteinler iBlot 2 Dry Blotting (Invitrogen,
ABD) sistemi kullanilarak nitroseliilloz membran iizerine transfer edilmistir,

3-Protein transferi tamamlandiktan sonra membran sirayla bir saat boyunca
primer antikor ve 30 dakika boyunca sekonder antikor ile inkiibasyona birakilmistir
(her iki uygulamanin da sonrasinda yikama soliisyonu ile yikama yapilmis, yikama
islemleri ti¢ kere tekrarlanmustir),

4-Kemiluminesan  6zellikli  substrat madde eklenerek reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in 5 dakika beklenmistir,

5- ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad, ABD) jel goriintileme cihazinda
gorlintiilleme yapilmstir.

KRAS protein ekspresyon diizeyi kontrol protein (housekeeping) olarak

kullanilan B-aktin diizeyi ile karsilastirilmistir.

3.12. Metabolomik Analizler

Tez kapsaminda metabolomik analizler, iki farkli analitik platform (GC-MS ve
LC-qTOF-MS) kullanilarak, mutant KRAS (A549) ve mutant olmayan KRAS (BEAS-
2B) tasiyan hiicre hatlarin1 tedaviden sonra, mutant KRAS tasiyan hiicre hatlarinin
normal metabolomik profile donlip donmedigini degerlendirmek amaciyla
gergeklestirilmistir.

Metabolomik analizler numune hazirlama, metabolitlerin analizi ve elde edilen

verilerin analizleri olmak tizere baslica ti¢ asamadan olusmaktadir.

3.12.1. Numunelerin Hazirlanmasi

6 kuyucuklu plakalara ekilen ve %100 doluluga ulasmis A549 ve BEAS-2B
hiicre hatlari, formiilasyonlarin uygulanmasindan 72 saat sonra inkiibatorden
cikarilmis ve bekletilmeden 5 mL izotonik sodyum kloriir ¢6zeltisi ile hizli bir sekilde
yikanmistir. Hiicreler lizerine 1 mL metanol:su (9:1, h/h) ¢ozeltisinden eklenmis ve

hafif bir sekilde ¢alkalandiktan sonra sivi azot i¢ine konarak hiicrelerin dondurulmasi
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saglanmistir. S1v1 azot i¢cinde bekletilen hiicreler, hiicre kaziyici yardimiyla kazinarak
2 mL’lik tiiplere alinmigstir. Hiicrelerin kazindigi kuyucuklara 1 mL daha metanol:su
(9:1, h/h) ¢ozeltisi eklenerek islemler tekrarlanmistir. 4°C’de 15.000 rpm’de hiicreler
coktiirtildiikten sonra stipernatant 15 mL’lik ependorf tiipe transfer edilmis ve tizerine
2 mL kloroform ve 6 mL metanol eklenerek 1 dakika boyunca vortekslenmistir.
Kloroform ve su fazinin ayrilmasi i¢in ornekler santrifiijlenmis ve metabolitlerin

bulundugu su fazi -80°C’ye kaldirilarak analiz edilinceye kadar saklanmastir.

3.12.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Analizi

-80°C’de saklanmis olan 6rnekler oda sicakligina getirildikten sonra vakumlu
santrifiijde ucgurularak kurutulmustur. Kurumus o6rnekler {izerlerine 20 pL
metoksiamin hidrokloriir ¢ozeltisi (piridin icinde, 20mg.mL™") eklenerek etiivde
30°C’de 90 dakika tutulmus ve metoksillendirilmistir. Takiben oda sicakliginda
numuneler tizerine 80 pL N- metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit+trimetilklorosilan
(MSTFA + %1 TMCS) eklenmis ve etiivde 37°C’de 30 dakika bekletilerek
tiirevlendirilmistir (178). Tirevlendirilen numuneler silillenmis GC-MS viallerine
aktarilmis ve sonrasinda DB5-MS (%5 difenil/ %95 dimetilpolisiloksan) kolon
kullanilarak GC-MS (GC-MS QP-2010 Ultra, Shimadzu, Japonya) sistemi ile
analizleri gergeklestirilmistir. Analiz kosullar1 Tablo 3.6’da 6zetlenmektedir. Elde
edilen kompleks kromatogramlar ayristirildiktan sonra piklerin alikonma zamanlari
MS-DIAL yazilimi kullanilarak diizeltilmis ve veri matrisleri olusturulmustur.
Metabolitlere ait pikler alikonma indeksli Fiehn ve Golm Database kiitiiphaneleri

kullanilarak tespit edilmistir (179, 180).

Tablo 3.6. GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz degiskenleri.

Kolon DBS5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon; 0.25 mm i¢ ¢ap ve
0.25 pm film kalinligr)

Firmn sicakhik programi Firin sicaklig artis1 60°C’den (1 dak tutulur) 325°C’ye
10°C /dak artigla (10 dak tutulur)

Enjeksiyon hacmi 1 uL

Tasiyic1 gaz akis iz Helyum, 1 mL.dak™!

MS transfer hatt1 gecis 290°C

sicakhigi

Coziicii gecikme siiresi 5.90 dakika

Kiitle arahg 50-650 Dalton
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GC-MS temelli metabolomik analizler sonucunda elde edilen veri matrisleri
Excel (Microsoft, ABD) calisma dosyasma aktarilmis ve toplam pik alan
normalizasyon teknikleri kullanilarak normalize edilmistir. Verilerdeki eksik degerler,
metabolit grubu i¢indeki en kiigiik derisimin yar1 degeri ile doldurulmustur. Takiben
bu veri matrisi SIMCA-P+ (Umetrics AB, Isvec) programina aktarilarak; temel bilesen
analizi (PCA) ve kismi en kii¢iik kareler farklilastirma analizi (PLS-DA) yontemleri
ile incelenmis, gruplarin ayirilmasinda 6nemli olan metabolitler ve regresyon

katsayilar tespit edilmistir.

3.12.3. Sivi Kromatografisi-U¢us Zamanh Kiitle Spektrometresi (LC-
qTOF-MS) Analizi

-80°C’de saklanmis olan 6rnekler oda sicakligina getirildikten sonra vakumlu
santrifiijde ucurularak kurutulmustur. Ornekler su:asetonitril (50:50, h/h) karisimu ile
tekrar ¢oziindiirilmiistiir. Metabolitlerin analizleri C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 um) ve
HILIC (150 x 2,1 mm, 5 pm) kolonlar kullanilarak ve hareketli faz olarak %0,1 (h/h)
formik asit iceren su (Hareketli faz A) ve %0,1 (h/h) formik asit i¢eren asetonitril
(Hareketli faz B) kullanilarak, Tablo 3.7’de verilen kosullarda gradient eliisyon ile
gergeklestirilmistir. Analizler negatif ve pozitif iyonizasyon modunda qTOF-MS
sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. (Tablo 3.8). Elde edilen karmagik
kromatogramlar MSDIAL (RIKEN, Japonya) yazilimi kullanarak ayristirilmis ve
piklerin alikonma zamanlar1 diizeltilerek veri matrisleri olusturulmustur. Olusan veri
matrisindeki piklerin tanimlanmasi i¢in havuz edilerek olusturulan kalite kontrol
numunelerine farkli enerji (10, 20 ve 40 eV) diizeyleri uygulanarak MS/MS
spektrumlar1 elde edilmigstir. Spektrumlar METLIN veri bankasi taranarak

tanimlanmustir.
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Tablo 3.7. LC-qTOF-MS temelli metabolomik analiz i¢in gradient elisyon programa.

C18 HILIC
Zaman (dak) % Hareketli faz B* Zaman (dak) % Hareketli faz B*
0 10 0 80
1 20 1 80
14 80 14 20
15 90 15 20
15.1 10 15.1 80
20 10 20 90
*%0,1 formik asit igeren asetonitril
Tablo 3.8. LC-qTOF-MS cihaz degiskenleri.
Pozitif iyonizasyon Negatif iyonizasyon
Kiitle arahg 50-1700 amu 50-1700 amu
Tarama hiz1 (spektrum/sn) 2 2
Piiskiirtme VOltajl (kV) 3500 3500
Skimmer voltaji (V) 65 65
Gaz s1cakllg1 (OC) 325 325
Gaz aklsl (L/ dak) 10 10
Nebulizer (psig) 45 45
3.12.4. Veri Analizi

GC-MS ve LC-qTOF-MS’den elde edilen veri matrisleri ayr1 ayr1 Excel

dosyasina aktarilarak kullanilan i¢ standartlara gore normalize edilmistir. Verilerdeki

eksik degerler metabolit grubu igindeki en kiiclik derisimin yar1 degeri ile

doldurulmustur. Her iki analitik cihazdan elde edilen ve tanimlanan metabolitlerin pik

alanlan Excel dosyasina aktarilarak her iki veri seti birlestirilmis, daha sonra bu veri

matrisi SIMCA-P+ programina aktarilarak PCA ve PLS-DA yontemleri ile gruplarin

ayirilmasinda 6nemli olan metabolitler ve regresyon katsayilar1 bulunmustur. Bu

verilerden yararlanarak mutant KRAS tasiyan A549 hiicrelerinin tedavi sonucunda
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metabolomik profilinin mutant olmayan KRAS tasiyan BEAS-2B hiicrelerinin
profiline ne kadar yaklastig1 degerlendirilmistir.

3.13. istatistiksel Analiz

Formiilasyonlarin in vitro karakterizasyonunda: partikiil biiytikliigii ve zeta
potansiyel sonuglarinin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilmistir. Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak rapor edilmistir. Deney
gruplar1 Student’s t-test veya one-way ANOVA testleri ile karsilastirilarak p<0.05
degeri anlamli olarak kabul edilmistir. Hesaplamalar i¢in Graphpad prism® ver.5

yazilimi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Calismalar:
4.1.1. siRNA Yiiklii Olmayan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel tayini

siRNA yiiklii olmayan nanopartikiiller ¢ift emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma  yontemiyle hazirlanmistir (Bkz. Bolim 3.3). Hazirlanan
nanopartikiillerin partikiil bliytikligti, PDI ve zeta potansiyel degerleri agisindan
incelenmesi sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.1-4.9°da gosterilmektedir. Sekil
4.1-4.3te yikli olmayan PLGA nanopartikiillere ait partikiil biyikligi

dagilimlarindan 6rnekler verilmektedir.

Tablo 4.1. PLGA 50:50 (MA: 7.000-17.000 Da) ile hazirlanan %2 (a/h) PLGA igeren
siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytiklugt ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri bityiikliigii PDI @mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
2 1 194,67 0,15 0,08 0,02 -6,50 0,68
2 1,5 201,40 2,20 0,09 0,02 -4,55 0,06
2 2 202,50 0,51 0,07 0,04 -3,75 0,10

Tablo 4.2. PLGA 50:50 (MA: 7.000-17.000 Da) ile hazirlanan %3 (a/h) PLGA igeren
siRNA vyiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiyikliigii ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri biiyiikliigii PDI (mv)
m
(nm)
PLGA PVA

ort. SS ort. SS ort. SS

(% a/h) (% a/h)
3 1 24393 3,35 0,06 0,01 -5,62 0,31
3 1,5 208,53 1,06 0,05 0,03 -2,95 0,23

3 2 214,20 2,51 0,06 0,03 -1,96 0,10
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Tablo 4.3. PLGA 50:50 (MA: 7.000-17.000 Da) ile hazirlanan %4 (a/h) PLGA igeren
siRNA yiikli olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytklugt ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama = SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri bityikliigii PDI @mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
4 1 224,83 2,11 0,06 0,01 -3,60 0,25
4 1,5 228,77 0,91 0,03 0,03 -3,34 0,23
4 2 252,50 1,14 0,07 0,02 -1,66 0,24

Tablo 4.4. PLGA 50:50 (MA: 38.000-54.000 Da) ile hazirlanan %2 (a/h) PLGA igeren
siRNA vyiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiyikliigii ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri biiyiikliigii PDI (mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
2 1 202,80 1,80 0,03 0,03 -4,43 0,34
2 1,5 203,33 0,93 0,07 0,11 -2,68 0,25
2 2 210,40 1,04 0,07 0,01 -2,08 0,11

Tablo 4.5. PLGA 50:50 (MA: 38.000-54.000 Da) ile hazirlanan %3 (a/h) PLGA igeren
siRNA vyiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiyikliigii ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri bityikliigii PDI @mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
3 1 280,50 0,93 0,07 0,01 -4,54 0,13
3 1,5 290,25 26,20 0,06 0,02 -3,21 0,06

3 2 295,80 55,80 0,07 0,02 -1,21 0,06
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Tablo 4.6. PLGA 50:50 (MA: 38.000-54.000 Da) ile hazirlanan %4 (a/h) PLGA igeren
siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytiklugt ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri biiyiikliigii PDI (mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
4 1 278,00 31,60 0,06 0,02 -2,54 0,20
4 1,5 308,20 62,60 0,05 0,02 -3,31 0,08
4 2 360,88 77,10 0,04 0,01 -1,23 0,20

Tablo 4.7. PLGA 75:25 (MA: 4000-15.000 Da) ile hazirlanan %2 (a/h) PLGA igeren
siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytiklugt ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri bityiikliigii PDI @mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
2 1 210,60 3,00 0,09 0,03 -2,77 0,55
2 1,5 203,07 0,32 0,07 0,01 2,11 0,15
2 2 244,56 6,20 0,08 0,01 -1,53 0,27

Tablo 4.8. PLGA 75:25 (MA: 4000-15.000 Da) ile hazirlanan %3 (a/h) PLGA igeren
siRNA vyiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiyikliigii ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri biiyiikliigii PDI (mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
3 1 219,70 2,17 0,05 0,03 -1,91 0,25
3 1,5 241,90 0,95 0,05 0,03 -0,97 0,15

3 2 251,03 3,85 0,07 0,01 -0,81 0,20
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Tablo 4.9. PLGA 75:25 (MA: 4000-15.000 Da) ile hazirlanan %4 (a/h) PLGA i¢eren
siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytiklugt ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
Zeta potansiyel
Formiilasyon bilesenleri biiyiikliigii PDI (mv)
m
(nm)
PLGA PVA
ort. SS ort. SS ort. SS
(% a/h) (% a/h)
4 1 249,10 2,51 0,05 0,03 -5,26 0,30
4 1,5 251,60 0,85 0,08 0,02 -3,88 0,31
4 2 264,60 0,80 0,09 0,02 -4,03 0,08
Size {d.nm}: % Intensity: St Dev {d.nm}:
Z-Averape (dnmy 1947 Peak 1: 2136 100,0 67,16
Pdi: 0,083 Peak 2 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
25 ................. .................. . ................. .................
(% SRR R .................. .................. e .................
- NET—— Samvansamsasy  Rm— el s L ——
Bl e s, o) i e g
2ol . SR - S W S :
0
0.1 1 10 1000 1000
Size (d.nm}
| Record 1214 502H A1 1 - - Record 1215 502H A1 2 Record 1216: 502H A1 3|

Sekil 4.1. siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytikligt dagilimi
(Formiilasyon: Polimer %2 (a/h); PVA %]l (a/h), PLGA 50:50 MA:7.000-
17.000 Da).
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Size {d.nm}; % Intensity: St Dev {d.nm};
Z-Average (d.nm): 2110 Peak 1: 2310 100,0 7137
Pdi; 0,081 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
intercept: 0,952 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

T B R TR e S :

Intensity (Fercent)
=

1000 10000

Size (d.nm)

|— Record 12588: 504H A3 1 B — Record 1285: 504H A3 2

Record 1300: 504H A3 3|

Sekil 4.2. siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytkliigi dagilimi
(Formiilasyon: Polimer %2 (a/h); PVA %2 (a/h), PLGA 50:50
MA:38.000-54.000 Da).

Size (d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm). 2225 Peak 1: 2379 100,0 61,98
Pdl: 0,063 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0953 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

.........................................................................................

1000 10000

Size (d.nm)

Record 1268: 75:25 A1 (2%) 1 Record 1268: 75:25 A1 (2%) 2
Record 1270: 75:25 A1 (2%} 3

Sekil 4.3. siRNA yiiklii olmayan nanopartikiillere ait partikiil biiytkligi dagilimi
(Formiilasyon: Polimer %2 (a/h); PVA %1 (a/h), PLGA 75:75 MA:4.000-
15.000 Da).
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On formiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda farkli polimer ve PVA
konsantrasyonlar1 ile hazirlanan nanopartikiillerin (bkz. Tablo 4.1-4.9) kullanilan

polimer tipine bagl olarak partikiil biiytikligli ve zeta potansiyel degerlerindeki
degisim Sekil 4.4.’te gosterilmektedir.

e e e e e e e e
PLGATS:25 PLGAS0:S50 PLGAS0:50

Ortalama partikil blylkligl (nm)
g

Polimer tipi
-
b 0104
- PLGA 75:25 (Mw: 4000-15.000 Da)
_ 0.08 4 & PLGA 50:50 (Mw: 7.000-17.000 Da)
E 0.06 =+ PLGA 50:50 (Mw: 38.000-54.000 Da)
E
L]
w® 0.04 4
T
O
0.02 4

PLGA7525 PLGAS50:50 PLGA50:50

Polimer tipi
¥

Ortalama zeta potansiyel (mV)
S

PLGA7525 PLGAS50:50 PLGA 50:50

Polimer tipi
A

Sekil 4.4. Nanopartikiillerin kullanilan polimer tipine bagli olarak (a) Ortalama
partikiil buytiklagi, (b) Polidispersite indeksi (PDI) ve (¢) Zeta potansiyel
degisimleri (n=3, *p <0,05, **p>0,05).

Negatif zeta potansiyele sahip nanopartikiillere pozitif yiizey yiiki
kazandirmak amaciyla PEI ve DOTAP ile modifikasyon islemi gergeklestirilmistir.

Katyonik 6zellikteki nanopartikiillerin hazirlanmasinda 6n formiilasyon c¢alismalari
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sonucunda belirlenen optimum formiilasyon degiskenleri (PLGA 50:50 (MA: 7.000-
17.000 Da), PLGA %?2 (a/h), PVA %1 (a/h) kullanilmistir. Katyonik nanopartikiillere
ait partikiil biiyukligii ve zeta potansiyel degerleri Tablo 4.10 ve 4.11°de

sunulmaktadir.

Tablo 4.10. PEI ile modifiye edilmis nanopartikiillere ait partikiil buyiikliigt ve zeta
potansiyel degerleri (n=3, ortalama + SS).

Partikiil
PLGA PVA RPN Zeta potansiyel
(% a/h) (% a/h) PEI (ng) biiyiikliigii PDI (mV)
(nm)
2 1 300 232,87+ 5,92 0,07 +0,01 5,0+ 0,31
2 1 500 243,61 + 4,84 0,12 +0,01 9,22 +1,36
2 1 1000 240,32 + 6,55 0,13 +0,01 11,08 + 1,16

Tablo 4.11. DOTAP ile modifiye edilmis nanopartikiillere ait partikiil biiyiikliigii ve
zeta potansiyel degerleri (n=3, ortalama =+ SS).

Partikiil

PLGA PVA DOTAP L Zeta potansiyel
(% a/h) (% a/h) (ug) biiyiikliigii PDI (mV)
(nm)
2 1 1500 204,36 = 7,92 0,06 +£0,01 15,14+ 1,45
2 1 3000 205,78 £21,63 0,06 +0,01 16,73 + 1,36

2 1 6500 191,88 + 31,61 0,08 +£0,01 28,97+ 4,22
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PLGA 50:50 (MA: 7.000-17.000 Da) %2 (a’/h) ve PVA %1 (a’h) kullanilarak
hazirlanan nanopartikiillerin (bkz. Tablo 4.10, 4.11) artan katyonik madde (PEI veya
DOTAP) konsantrasyonuna bagli olarak partikiil buytikligii, PDI ve zeta potansiyel
degisimleri Sekil 4.5 ve 4.6’ da gosterilmistir.

H |
F 270
o
B 260
=
B 250
=
=
E 2401
£
g 2304
£ 220
£
S 20 ) ; .
£
o & @Q'
Polietilenimin (PET) (ng)
0.20-
o 0154
g
£ 004
£
=]
0.05
0.00 i ; .
& & @@
Polietilenimin (PET) (ug)
C
15 %
[l
cl
=
E’ 104
=
(=]
(-9
|i]
i
w B
|
o
£
© 9

«p“ & &
Polietilenimin (PET) (ug)
Sekil 4.5. Nanopartikiillerin PEI miktarina bagli olarak (a) Ortalama partikiil

buytikligi, (b) Polidispersite indeksi (PDI) ve (c) Zeta potansiyel
degisimleri (n=3, **p <0,05).



62

a
E 240
5 220
iz
E 2004
2
£ 180
n
=
g 180+
x|
E 140
& :
R B o

Dioleiltrimetilamonyumpropan (OTAF) (mg)

0.10 4
.08
3
.06
|
7 o004
S
002 4
0,00 : ; -
K R o
Dioleiltrimetilamonyumpropan (DOTAP) (mg)
C
B
g ]
£
'% 304
B
2 20
"
=
-
g 104
-]
[.]
E
T c‘ D ;ﬂl T T
n: ¥ o?

Dioleiltrimetilamonyumpropan  (DOTAF) (mg)

Sekil 4.6. Nanopartikiillerin DOTAP miktarina bagli olarak (a) Ortalama partikiil
buytikliigi, (b) Polidispersite indeksi ve (c¢) Zeta potansiyel degisimleri

(n=3, ** p <0,05).
Diisiik partikiil buyiikligi ve yiiksek katyonik zeta potansiyel sayesinde
siRNA yiiklii nanopartikiillerin hiicreye girigini arttirmak amaci dogrultusunda siRNA
yikli nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilacak optimum formiilasyon

bilesenleri belirlenmistir. PEI ile hazirlanan nanopartikiil formiilasonlarina ait sonuglar

degerlendirildiginde 1 mg PEI kullanilarak hazirlanan formiilasyon ile, partikiil
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buyiikliigiinde diger formiilasyonlara gore anlamli bir degisiklik olmaksizin en yiiksek
zeta potansiyel degeri elde edilmistir (11,08 = 1,16 mV). DOTAP ile hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonlar1 degerlendirildiginde ise farkli DOTAP miktarlariyla
hazirlanan formiilasyonlar arasinda partikiil buytikligi bakimindan anlamli bir
degisiklik yokken en yiiksek zeta potansiyel 6,5 mg DOTAP ile elde edilmistir (28,97
+ 4,22 mV). Ancak PEI ve DOTAP’1n nanopartikiillerde siRNA tagima kapasitesini
nasil etkilediginin karsilastirilabilmesi i¢in her iki katyonik madde ile hazirlanan
nanopartikiillerin zeta potansiyellerin yakin olmasi istenmektedir. Bu nedenle 10-15
mV aralifinda pozitif zeta potansiyelin elde edildigi, PEI ve DOTAP 1n sirastyla 1 mg
ve 1,5 mg’1 ile hazirlanan formiilasonlar, siRNA yiiklii nanopartikiillerin
hazirlanmasinda ve PEI ve DOTAP’1n siRNA’nin nanopartikiillere enkapsiilasyonu ve
hiicre diizeyindeki etkinlik karsilastirmasi calismalarinda kullanilmak tizere nihai

formiilasyonlar olarak belirlenmistir.
Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) analizi

Formiilasyon bilesenlerine ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.7°de, siRNA yiikli
olmayan nanopartikiillere ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.8’de gosterilmektedir.
Nanopartikiil formiilasyon bilesenlerine ait FT-IR spektrumlari incelendiginde PEI’ye
ait spektrumda (Sekil 4.7-a) karakteristik olarak, 3270 cm™! civarinda N-H baglarina
ait gerilme titresimleri, 1590 cm™! civarmda N-H baglarina ait egilme titresimleri ve
1350-1000 cm! araliginda C-N baglarma ait gerilme titresimleri pikleri goriilmektedir
(181). DOTAP’a ait spektrumda (Sekil 4.7-b), 2922 cm™! ve 2853 cm™’de metilen
gruplarina ait C-H gerilme titresimleri, 1739 cm™’de ester grubuna ait karbonil bag
gerilmesi (C=0) ve 1480 cm™ civarinda trimetilamonyum bas grubundan kaynakli C-
N bag gerilmesine ait zayif pikler karakteristik olarak goriilmektedir (182, 183).

PEI ile modifikasyon sonrasinda (Sekil 4.8-b), PLGA nanopartikiillerde
goriilen C=0O karbonil bag gerilmesinden kaynakli pikin siddetinde degisiklik
olmadig1, 3300 cm! civarinda goriilen genis ve zayif pikin N-H bag gerilmesinden
kaynakli oldugu degerlendirilmektedir (181). DOTAP ile modifikasyon sonrasinda
(Sekil 4.8-c), PLGA nanopartikiillerde, 1739 cm™' de gorillen C=O karbonil bag
gerilmesinden kaynakli pikin siddetinin bir miktar arttig1, bu artisin ise DOTAP’a ait
karbonil grubundan kaynaklandig1 degerlendirilmektedir (182, 183).
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Sekil 4.8. PEI ve DOTAP ile modifiye nanopartikiillere iliskin FT-IR spektrumlar, (a)
PLGA NP, (b) PEI-PLGA NP, (¢) DOTAP-PLGA NP, (Formiilasyon:
Polimer %2 (a/h); PVA %1 (a/h); PEI miktari:1 mg; DOTAP miktari: 1,5
mg; PLGA 50:50 (MA:7.000-17.000 Da)).
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Abstract: Lung cancer is the second most diagnosed cancer in both men and women worldwide. Con-
sidering the high mortality rate of lung cancer and inadequacy of conventional treatment methods such
as surgical resection, chemotherapy and radiotherapy; new treatment strategies are an emerging area of
interest. Nanoparticle-based drug and small interfering RNA delivery systems such as lipid, polymeric,
inorganic, micellar and dendrimer nanoparticles are designed to enhance the bioavailability, stability
and retention of anti-cancer drugs in the targeted regions of the lung. These nanoparticle-based delivery
systems increase the active ingredient half-life and targeting efficiency while reducing the required dose
of the drug. Hence, they have many advantages such as higher therapeutic efficacy and reducedside
effects and adverse events. Combinations of active ingredients, anti-cancer agents and small interfering
RNA can be formulated into nanoparticle-based delivery systems that can be administered by various
routes including inhalation and intravenous. In this review, the development of lipidic and polymeric
nanoparticle-based drug and small interfering RNA delivery systems used in the treatment of lung can-
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cer is discussed.

Keywords: Lung cancer, drug delivery, gene delivery, nanotechnology, siRNA, lipid and polymer-based nanocarriers.

1. INTRODUCTION

Lung cancer, which is the most common type of cancer,
has the highest mortality rate among all cancer types, lead-
ing to the death of 1.8 million people in 2018 [1]. Although
the majority of lung cancer incidences are due to smoking
and using tobacco products, air pollution, chronic infections
and environmental toxins such as radon and asbestos can
cause lung carcinogenesis [2]. Lung cancer patients do not
typically exhibit signs and symptoms in the early stages and,
consequently, they are generally diagnosed at an advanced
stage [3]. Based on the microscopic appearance of lung can-
cer cells, lung cancer is divided into two major types: Small
Cell Lung Cancer (SCLC) and Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC) [4]. Depending on the type and stage at the time of
diagnosis, treatment options include chemotherapy, radiother-
apy and surgery [5]. While chemotherapy and radiation ther-
apy are the first line regimens for SCLC, surgery is the first
treatment option for the early stage of NSCLC and 5-year
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survival increases by 50-90%. Radiotherapy and chemother-
apy are the main viable treatment for patients at the early
stage NSCLC who are not amenable to surgical resection.

The development of molecular targeted therapeutics,
using monoclonal antibodies can be attributed to a better
understanding of the underlying molecular mechanisms of
lung cancer. Patients with advanced NSCLC have a poten-
tially actionable molecular target. If the patient is not eligi-
ble for molecular targeted therapy, platinum-based therapy
is the first-line treatment [6]. However, current therapies
have disadvantages as they affect both tumor and normal
cells. When they are administered at curative doses, conven-
tional anti-cancer agents have some secondary effects on
normal tissues such as cardiotoxicity, cytotoxicity, neuro-
toxicity and nephrotoxicity. Furthermore, chemotherapeu-
tics with poor water solubility have limited bioavailability
[7, 8], which could be favorably improved by nanoparticle
based therapeutic systems that could also solve toxicity
problems. Nanoparticle formulations tend to accumulate
more in tumor cells than in normal tissues through their En-
hanced Permeability and Retention (EPR) [9]. Moreover,
nanoparticles are characterized by a high therapeutic effi-

© 2021 Bentham Science Publishers
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cacy, low toxicity and the ability to deliver poorly soluble
drugs [10].

Recently, small interfering RNAs (siRNAs) have at-
tracted much attention as innovative nucleic acid medicines
for the treatment of cancer. siRNAs can regulate gene ex-
pression by inhibiting it via post-transcriptional mechanisms
that promote cleavage at a specific area of a target messen-
ger RNA (mRNA). Although these molecules appear to be
candidates for the treatment of several diseases including
cancer, challenges still remain such as nonspecific off-
target, immune stimulation problems, instability and low
success rate of delivery in vivo [7, 11].

Combination of nanoparticle-based drug and siRNA
delivery systems has emerged as an innovative strategy for
cancer treatment. In this review, the development of drug-
and siRNA- loaded lipid and polymeric nanoparticle-based
delivery systems used in the treatment of lung cancer is dis-
cussed.

1.1. Conventional Treatment Strategies and Disadvan-
tages

The recommended first-line treatment for early-stage
lung cancer patients involves surgical tumor resection and
radiotherapy. However, most lung cancer patients are diag-
nosed with the disease that occur at an advanced stages and
surgery is not suitable for such patients. Therefore, systemic
chemotherapy is a preferable treatment regimen intended to
prolong survival and increase the quality of life [12].

Platinum-based chemotherapeutics combined with taxanes
are administered systemically as part of conventional treat-
ments for patients with advanced lung cancer. Paclitaxel is an
anti-cancer agent that blocks cell proliferation by assembling
and stabilizing microtubules, but it has poor water solubility.
Although adjuvants such as Cremophor EL can be used to
deliver paclitaxel, it exhibits some toxicity and can cause sev-
eral adverse effects. To overcome its toxicity and side effects,
an albumin-bound formulation of paclitaxel (Abraxane®) was
developed and has been recently approved by the U.S. Food
and Drug Administration (FDA) for NSCLC in combination
with carboplatin. Although Abraxane® has increased efficacy
and reduced toxicity, there is no significant improvement in
the overall survival of this agent. Another type of che-
motherapeutic agent, doxorubicin as an anthracycline antibi-
otic compound that has serious side effects.

Gemcitabine, an antimetabolite drug, inhibits cell prolif-
eration by interfering DNA synthesis and it triggers several
side effects including myelosuppression, neutropenia,
thrombocytopenia and anemia. These conventional che-
motherapeutic agents affect both normal and cancer cells,
ultimately causing numerous adverse effects. Another prob-
lem with the conventional therapy is the development of
resistant to chemotherapeutic agents by cancer cells, which
results in tumor recurrence and metastasis [12]. Moreover,
one of the most important factor that decreases the success
of chemotherapy is the formation of Multidrug Resistance
(MDR) against drugs as a result of spontaneous mutations of
cancer cells [13].

Radiotherapy is the other treatment strategy used with
chemotherapy for patients with inoperable condition. High

Gencer et al.

dose radiation has the aim of killing cancer cells and reduc-
ing the tumor However high dose radiation has deleterious
effects on the lungs, heart, esophagus and spinal cord, lead-
ing to dose restriction [14].

There is an urgent need for new therapeutic strategies
because of the disadvantages of conventional treatment
methods. The most popular and prominent strategies are i)
molecular targeted therapy (such As Epidermal Growth Fac-
tor Receptor [EGFR] inhibitors and antiangiogenics based
on inhibition of oncogenic proteins responsible for devel-
opment, growth and spread of cancer; ii) immunotherapy
(Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein [CTLA]-4,
Programmed cell Death [PD]-1, and PD-1 Ligand 1 [PD-L1]
inhibitors) based on modulation of immune system compo-
nents to fight cancer cells; iii) gene therapy and nanotech-
nology-based targeted drug delivery systems [3].

1.2. Advantages of Nanotechnology-Based Drug Delivery
Systems

Targeting delivery of drugs to cancer cells via nanocarri-
ers is an effective approach. Nano-based formulations con-
sist of a carrier such as lipids, polymeric nanoparticles, in-
organic nanoparticles or dendrimers and targeting moieties
such as antibodies, nucleic acids and high affinity ligands.
Nano-carrier systems provide a major advantage of the spe-
cific delivery of larger amounts of chemotherapeutic agents
to target tissues compared with the free drug [12].

This review considers the latest improvements in
lipid/polymeric-based nanoparticles as therapeutic nanocar-
riers for lung cancer therapy.

2. LIPID-BASED NANOCARRIERS

Lipid-based Nanoparticles (LNPs) including liposomes
and Solid Lipid Nanoparticles (SLN) have peculiar physico-
chemical properties such as good biocompatibility and less
toxicity that make them feasible vehicles for drug delivery.
These nanoparticles are made of uniform lipid bilayers or
solid cores that can transport hydrophobic and hydrophilic
drugs. Certain chemical modifications of lipid nanosystems
make it possible for them to escape the immune system,
leading to improved water solubility of the drug [15].

2.1. Liposomes

Liposomes are small vesicles characterized by the pres-
ence of a lipid bilayer that is primarily composed of amphi-
pathic phospholipids enclosing an interior aqueous space
(Fig. 1). Various liposome-based nanoparticles have been
approved by the FDA for lung cancer treatment and others
are still undergoing clinical trials [16]. Some novel liposo-
mal particulate systems under clinical trials are shown in
Table 1.

Liposomes can be formulated from either non-charged
or positively/negatively charged phospholipids that can be
administered intraperitoneally (i.p.), intravenously (i.v.), or
intranasally. Various methods are used in the preparation of
liposomes, but the most common are thin film hydration,
membrane extrusion-film dispersion and ethanol injection
methods. These methods achieve a high encapsulation effi-
ciency of 75-99%. Various targeting delivery strategies use
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ABSTRACT

To design and develop K-RAS silencing small interfering RNA (siRNA)-loaded poly (D, L-lactic-co-
glycolic acid) nanoparticles and evaluate their efficacy in the treatment of K-RAS mutant lung
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cancer. The nanoparticles prepared by the double emulsion solvent evaporation method were

characterized by TEM, FTIR and XPS analyzes and evaluated in vitro by XTT, PCR, ELISA, and
Western-Blot. Metabolomic analyzes were performed to evaluate the changes in metabolic pro-
files of the cells after nanoparticles treatment. The nanoparticles were obtained with a particle
size less than 250nm, a polydispersity index around 0.1, a surface charge of (—12) — (+14) mV,
and 80% of the siRNA encapsulation. The nanoparticles didn’t affect cell viability of the cells
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after 72 hours. In cancer cells, KRAS expression was decreased by up to 50%, protein levels were
decreased by more than 90%. The formulated siRNA delivery nanoparticles can be promising

treatment in lung cancer.

1. Introduction

According to the latest reports of the World Health
Organisation (WHO), lung cancer is the third cancer
type in incidence and the first cancer type in mortality
among all cancer types worldwide and it is estimated
that incident cases will reach 2.52 million in 2025
(Ferlay et al. 2020).

In the treatment of lung cancer, the most appropri-
ate method is selected depending on the type and
stage of cancer. Conventional treatment methods are
surgical resection, chemotherapy, and radiotherapy.
These treatment methods are applied alone or in com-
bination (Lemjabbar-Alaoui et al. 2015). Non-small cell
lung cancer (NSCLC) is the most common type of lung
cancer (85% of all cases) Adenocarcinoma, squamous
cell carcinoma, large cell carcinoma and bronchioal-
veolar carcinoma are the subtypes of NSCLC. Serious
side and toxic effects resulting from the non-selectivity
of chemotherapeutics affect healthy cells as well as
cancer cells during systemic therapy. Therefore, the
quality of life of the patients is adversely affected.
More importantly, these side effects limit the applic-
able dosage of chemotherapeutics. Another important
factor reducing the success of chemotherapy is the

development of multi-drug resistance (MDR) as a
result of spontaneous mutations of cancer cells
(Ozgiiroglu 2003). Radiotherapy, which aims to kill
cancer cells and reduce tumour tissue by applying
high-intensity radiation, may cause damage to organs
such as the lung, heart, oesophagus, and spinal cord.
Therefore, dose restriction is required (Sonke and
Belderbos 2010). All these factors lead to the failure of
lung cancer treatment. Thus, scientists working in the
field of cancer aim to develop new treatment strat-
egies that can be more effective and selective.

There are several promising approaches for cancer
treatment based on the inhibition of specific mole-
cules responsible for cancer formation, growth, and
spread. Molecular targeted therapy (epidermal growth
factor receptor inhibitors, antiangiogenics, etc)
(Ramalingam et al. 2011), immunotherapy based on
modulating immune system components that fight
cancer cells (cytotoxic T-lymphocyte-associated anti-
gen 4 (CTLA-4), programmed death 1 (PD-1) and pro-
grammed cell death ligand 1 (PD-L1) inhibitors)
(Sundar et al. 2014), gene therapy (Toloza et al. 2006),
drug delivery systems (liposome, solid lipid nanopar-
ticles, polymeric nanoparticles, polymeric micelles,
dendrimers, etc.) that enable effective drug delivery to

CONTACT Betul Arica-Yegin @ barica@hacettepe.edu.tr e Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Hacettepe University,
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the target area (Cho et al. 2008, Haley and Frenkel
2008) are the leading approaches for effective and/or
individualised cancer treatment.

The mechanism of the cancer formation is directly
or indirectly related to genetic mutations and activa-
tion of oncogenes (Heng et al. 2010). Gene therapy
involves strategies such as repairing, suppressing, or
silencing genes that cause cancer formation. The
advantage of gene therapy over other treatment
approaches is that it is highly specific and suitable for
developing individual treatment strategies (Cross and
Burmester 2006, Amer 2014). RNA interference is one
of the most important genes therapy techniques. It
effects through a pathway where double-stranded
RNA is attached to the target mRNA of the gene to be
silenced and degrades thus, preventing the synthesis
of the protein associated with cancer after transcrip-
tion. For this purpose, small interfering RNA (siRNA)
molecules of 20-25 nucleotides length, are obtained
by breaking down double stranded RNA (dsRNA) into
small RNA fragments by the Dicer enzyme (an RNase
Il endonuclease which is involved in the biogenesis of
small RNAs) are used (Song and Rossi 2017). After the
transfection of siRNA into cells via different transfec-
tion methods, it forms a complex with RNA-Induced
Silencing Complex (RISC) containing endonuclease,
exonuclease, and helicase enzymes in its structure.
This complex binds to target mRNA by recognise it
through the siRNA. As a result, the mRNA is degraded
and inactivated by RISC (Devi 2006, Rao et al. 2013,
Mansoori et al. 2014).

Rat Sarcoma viral oncogenes (RAS), a proto-onco-
gene family, are involved in processes such as signal
transduction, proliferation, differentiation, adhesion,
apoptosis, and migration in healthy cells. The muta-
tions of this proto-oncogene family are very common
in various cancer types, especially Kirsten Rat Sarcoma
viral oncogene (K-RAS), a sub-type of the RAS gene
family, which has an important role in lung cancers. In
the majority of lung adenocarcinoma cases, it is
known that this pathway is activated (15-25%) (Del Re
et al. 2018). Thus, K-RAS has an important role as a
target in lung cancer treatment. Although a few inhib-
itors that inhibit K-RAS directly or indirectly have been
developed recently, direct targeting of mutant K-RAS
has remained challenging because GTPase activity is
impaired as a result of the mutations of K-RAS
(Westcott and To 2013). Therefore, the use of the RNA
interference method as a treatment strategy in K-RAS
mutant NSCLC cases can be considered an important
and effective alternative strategy (Kopp et al. 2014,
Yuan et al. 2014, Ma et al. 2015). However, effectively

transporting siRNA to the tumour side is a limiting fac-
tor in the RNA interference strategy because of its sen-
sitivity to enzymatic degradation in the blood, non-
specific uptake by cells, the difficulty of transfection
into the cell due to its relatively large size and nega-
tive surface charge, and clearance by the mononuclear
phagocytic system. Thus, an effective delivery method
is required.

Nanotechnological drug delivery systems, as a non-
viral gene transfection method, have been studied
and considered highly promising in recent years.
Nanotechnological gene delivery systems can provide
the transfection of siRNA into cells while eliminating
its stability problems. Liposomes, polymeric nanopar-
ticles, solid lipid nanoparticles, inorganic nanoparticles,
dendrimers and nanocrystals can be used as a nonviral
gene transfection method (Choi et al. 2014, Chen et al.
2016, Gencer et al. 2021). Polymeric nanoparticles
have some advantages over the other drug delivery
systems such as having much higher stability in bio-
logical fluids, thus increasing the stability of the active
substance it carries and staying in circulation for a
long time, being biocompatible and biodegradable,
relatively easy production techniques, being able to
be produced inhomogeneous shape and size, high
drug loading capacity (Masood 2016, Kumar 2007).
Polylactic acid (PLA) (Perez et al. 2001), poly (lactic
acid-co-glycolic acid) (PLGA) (Harguindey et al. 2017),
polyethyleneimine (PEIl) (Kichler et al. 2001), poly(L-
lysine) (PLL) (Askarian et al. 2015), chitosan (Ragelle
et al. 2014), and polyalkylcyanoacrylate (PACA) (Duan
et al. 2009) have been used successfully to prepare
polymeric nanoparticles as a gene delivery system.

The aim of this study is to develop, optimise and
characterise of siRNA-loaded polymeric nanoparticles
that have selective effects for K-RAS mutant NSCLC
which is the most common type of lung cancer and
to evaluate it's in vitro efficiency. PLGA approved by
Food and Drug Administration (FDA) for human appli-
cation was used to prepare the nanoparticles because
of its non-toxicity, biocompatibility, and biodegradabil-
ity. Lipid and polymer structured materials, dioleoyl-3-
trimethylammonium propane (DOTAP) and PEIl, were
used as two different cationic substances to modify
the surface charge of PLGA nanoparticles with anionic
surface charge. The nanoparticles were also modified
with hyaluronic acid (HA), a biodegradable and bio-
compatible molecule and the ligand of the CD44 sur-
face protein, which is overexpressed in lung cancer
cells. Nanoparticles prepared with different modifica-
tions were compared in terms of siRNA delivery prop-
erties and in vitro efficiency. Accordingly, this study



aims to combine both the RNA interference mechan-
ism and the active/passive targeting properties of
polymeric nanoparticles in a single system.

2. Materials and methods
2.1. Materials

PLGA (lactide-glycolide ratio: 50:50, Mw:
7.000-17.000 Da, ester terminated), Polyvinyl alcohol
(PVA) (Mw: 9.000-10.000Da), PEl (branched, Mw:
25.000Da) were purchased from Sigma-Aldrich
(Germany), HA (Mw: 8.000-15.000 Da) was purchased
from Contipro (Czech Republic), DOTAP was obtained
from Avanti Polar Lipids (USA). Human K-RAS siRNA,
siGLO Green Transfection Indicator, siRNA buffer and
nuclease-free water were from Dharmacon (USA).
iQuant™ RNA HS Assay Kit was purchased from ABP
Biosciences (USA) and SYBR Green RNA gel stain was
purchased from Invitrogen (USA). N-methyl- N-trime-
thylsilyl trifluoroacetamide (MSTFA) with 1% trimethyl-
chlorosilane (TMCS) was purchased from Thermo
Fischer (USA). Methanol, acetonitrile, formic acid,
methoxyamine hydrochloride and pyridine were pur-
chased from S.Aldrich (Germany). A549 and BEAS-2B
cell lines were purchased from ATCC® and cultured in
DMEM with 10% (v/v) foetal bovine serum (FBS)
(S.Aldrich, Germany). All other chemicals were of
reagent grade without further purification.

2.2. Preparation of nanoparticles

The blank and siRNA-loaded PLGA nanoparticles were
prepared by the double emulsion solvent evaporation
method (Patil and Panyam 2009, Li et al. 2016, Liu
et al. 2016, Baysal et al. 2017). After the preparation of
2% (w/v) polymer solution in chloroform, 1nmol
siRNA in 250 pL siRNA buffer was added to the organic
phase and sonicated with an ultrasonic homogeniser
(Bandelin, Germany) in an ice bath for 90s. The
obtained w/o emulsion was added to a 1% (w/v)
aqueous solution of surfactant (PVA) and sonicated
with an ultrasonic homogeniser in an ice bath for
3min. Chloroform was evaporated by stirring on a
magnetic stirrer for 8 h. The resulting nanoparticle dis-
persion was centrifuged for 20 min at 4°C, 13.500 rpm,
and washed twice with distilled water. To prepare cat-
ionic nanoparticles, DOTAP or PEl was dissolved in the
polymer solution in chloroform before preparing pri-
mer emulsion. The supernatants were collected at
each step of centrifugation for quantitative analysis
of siRNA.
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The hyaluronic acid modification was carried out
with the electrostatic adsorption method (Li et al.
2016, Liu et al. 2016). The positive surface charge of
the nanoparticles modified with a cationic agent
allows electrostatic interaction with the negatively
charged HA. 20mg of the lyophilised nanoparticles
were dispersed in 0.5% (w/v) HA in phosphate buffer
solution (PBS) and allowed to stir continuously for 4 h
at room temperature. Then, the nanoparticles were
centrifugated at 4°C, 13.500rpm and twice washed
with water. The supernatants were collected at each
step for quantitative analysis of HA. DNase-RNase free
water was used in all stages while preparing nanopar-
ticles containing siRNA.

2.3. Characterisation of nanoparticles

Morphological evaluation

The morphological characteristics of the nanoparticles
were investigated using transmission electron micros-
copy (TEM). About 10 puL of the nanoparticle dispersion
in ultrapure water was dropped onto a carbon film-
coated copper grid and after drying under atmos-
pheric conditions, imaging was performed on the TEM
device (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin, USA).

Measurement of particle size, polydispersity index
and zeta potential

The mean of particle size and polydispersity index
(PDI) was determined by dynamic light scattering
(DLS) and the zeta potential was determined by the
laser doppler electrophoresis technique using Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) in aque-
ous medium at room temperature. Measurements
were performed at least in triplicate and on three dif-
ferent batches of nanoparticles.

X-Ray photoelectron spectroscopy analysis

X-Ray Photoelectron Spectroscopy Analysis (XPS) (PHI
5000 VersaProbe, USA) was performed for surface ana-
lysis of nanoparticles after HA modification.

Fourier-Transform infrared spectroscopy analysis

HA conjugation was also characterised and evaluated
using Fourier Transform Infra-red Spectroscopy (FTIR).
The samples were plated with KBr, and analysis was
conducted by Spectrum 400 FTIR Spectrometer
(PerkinElmer, USA) at 4cm™ " resolutions. Analysis per-
formed at 4000 — 400cm ™.
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Evaluation of HA binding efficiency

To evaluate the amount of HA bound to the surface
of the nanoparticles, the sandwich Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) was performed.
Supernatants were collected after the preparation of
HA-modified nanoparticles and centrifuging at
13.500 rpm for 30 min and analysed according to the
HA ELISA kit manufacturer's protocol (Bioassay
Technology, China). Binding efficiencies were calcu-
lated in percentage (%) using Equation (1).

HA binding yield =

Amount of HA added formulation (mg) —Amount of HA in supernatant (mg)

incubated in a horizontal shaker water bath (Mammert,
Germany) at 37° C. The samples were centrifuged at
13.500 rpm and 4°C, 20 min at certain time intervals (0,
1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72h) and the supernatant was
collected. Nanoparticles were redispersed in 1ml fresh
medium and samples were taken back to the water
bath. Determination of released siRNA in the supernatant
was carried out as described in the previous section. In
addition, siRNAs extracted from samples taken at certain
time points were loaded into agarose gel.

2.4. siRNA encapsulation efficiency

The siRNA encapsulation efficiency (EE) of the nano-
particles was calculated using the indirect method by
collecting supernatants after centrifugation of nano-
particles at 13.500rpm. The amount of the unbound
siRNA in the supernatant was determined using
iQuantTM RNA HS Assay Kit (ABP Biosciences, USA)
based on the principle of staining nucleic acid with an
ultrasensitive fluorescent reagent for quantitating RNA
in solution. After fluorescent labelling, samples were
read by the Qubit™ 4 Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific, USA). The following equation (Equation (2))
was used to calculate the encapsulation efficiency (EE).

Agarose-gel electrophoresis was also used for quali-
tative analysis of siRNA encapsulation. Agarose gel
electrophoresis is a standard method used for the sep-
aration, identification, and purification of gene mole-
cules (Lee et al. 2012). Electrophoretic mobility of the
siRNA was measured by applying the supernatant to
the gel. The unloaded siRNA was observed with band
formation on the gel.

Amount of HA added formulation (mg)

x 100 (1)

2.6. In vitro cytotoxicity studies

A549 human lung adenocarcinoma cells (CCL-185™,
ATCC, USA) (were used as K-RAS mutant NSCLC model
and BEAS-2B human lung epithelial cells (CRL-9609™,
ATCC, USA) were used as healthy control cells carrying
wild type K-RAS. The cells were cultured with
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (S.Aldrich,
Germany) supplemented with penicillin-streptomycin
(10000U. mL™") (S.Aldrich, Germany) and 10% (v/v)
FBS (S.Aldrich, Germany). Cells were grown under
standard culture conditions (37°C and 5% CO,) in a
humidified incubator.

XTT  (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide) assay was performed to
determine the effects of blank and siRNA loaded
nanoparticles on the proliferation of human lung
adenocarcinoma cells and healthy lung cells. Both of
cells were cultured in 96-well plates (4 x 10* — 6 x 10*
cells/well) in a culture medium containing 10% (v/v)
FBS for 24h to allow cell attachment. Then, the
medium was removed, and the cells were treated with

_ Amount of siRNA added nanoparticles (ug)—Amount of siRNA in superatant (ng)

EE (%) =

x 100 (2)

Amount of siRNA added nanopatrticles (1g)

2.5. In vitro siRNA release studies

A simple, practical, and low-cost sample and separate
method were used to determine the release of siRNA
from the nanoparticles (Patili and Panyam 2009, Cun
et al. 2011, Colombo et al. 2015). 2 mg of the lyophilised
nanoparticles were dispersed in 1 ml of pH 7.4 PBS and

the nanoparticle suspensions in medium and naked
siRNA as a positive control. After the 72-h incubation
at 37°C, 10puL XTT (5mg. mL™" in PBS) was added to
each well. After 4h of incubation, the absorbance of
each well was measured by a microplate reader
(Molecular Devices, USA) at 590 nm wavelength. The



cell viability was calculated as the percentage ratio of
the absorbance of cells incubated with the formula-
tions to the absorbance of the negative control cells
using Equation (3).

Mean ODsample

Viability (%) = 2 =5

100 (3)

2.7. Evaluation of in vitro gene silencing activity

Real-Time polymerase chain reaction (RT-PCR)

K-RAS gene silencing efficiency of the prepared formu-
lations was evaluated using Real-Time Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR). A549 and BEAS-2B cells were
cultured in 6-well plates (3 x 10° cells/well). After 24 h
of incubation, the medium was removed, and the cells
were transfected with the K-RAS siRNA loaded nano-
particles by adding the 3 ml of nanoparticles dispersed
in the medium to the cells cultured in 6- well plates.
The cells treated with nanoparticles were incubated
for 72 h to complete transfection. Following the trans-
fection, total RNA from the cells was isolated with an
RNA extraction kit according to the manufacturer’s
protocol. cDNA was synthesised from 1 g of extracted
total RNA according to SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, USA) manufacturer’'s proto-
col. The absence of contamination in the samples was
confirmed by negative control samples prepared with-
out reverse transcriptase. RT-PCR analysis was per-
formed with the Via 7 (Applied Biosystems, USA)
sequence detection system using SYBR™ Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, USA) in 96-well
plates. GAPDH was used as internal control- house-
keeping gene. The investigated gene was normalised
by proportioning with GAPDH. The following primers
designed by the Primer-BLAST tool were used; K-RAS:
F:  5-AGCTGTATCGTCAAGGCACT-3' R:  5-AGG
TACTGGTGGAGTATTTGATAGT-3’; GAPDH: F: 5-ATGG
GCAGCCGTTAGGAAA-3' R:  5-GCATCGCCCCACTT
GATTTT-3'.

Enzyme-Linked ImmunoSorbent assay

72 h after the transfection with the formulations, the
K-RAS protein expression levels of cells were deter-
mined by sandwich-ELISA. The analysis was performed
using the Human K-RAS ELISA kit (Bioassay
Technology, China) in accordance with the man-
ufacturer’s protocol.

Western blot analysis

The evaluation of the silencing efficiency of the nano-
particles was also carried out by Western Blot Analysis.
The cells cultured in 6-well plates (3 x 10° cells/well)
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were transfected with the K-RAS siRNA-loaded nano-
particles. Following the 72-h transfection process, the
cells were subjected to lysis by RIPA buffer (Santa
Cruz) supplemented with a protease inhibitors cock-
tail. The cell lysates were collected by centrifugation
at 12000 rpm for 20 min. Protein samples were sub-
jected to electrophoresis in polyacrylamide gel and
transferred onto a nitrocellulose membrane with iBlot
2Dry Blotting System (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, ABD). The membrane was incubated with
primary and then secondary antibodies according to
WesternBreeze® Chemiluminescent Western  Blot
Immunodetection Kit (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, ABD). The expression levels of K-RAS protein
were relatively compared with those of housekeeping
GAPDH proteins.

2.8. Treatment evaluation at metabolite

Metabolomic analyzes were performed to assess
whether cell lines bearing mutant K-RAS revert to a
normal metabolomic profile after treatment. Two
orthogonal analytical platforms (gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) and liquid chromatog-
raphy coupled to quadrupole time-of-flight mass spec-
trometry (LC-qTOF-MS)) described earlier were used
for metabolic analysis (Nemutlu et al. 2019, Eylem
et al. 2020). Briefly, cell lines, reached 100% conflu-
ency, were taken out from the incubator, and quickly
washed with PBS and extracted using methanol: water
(9:1, v/v) mixture. Then, the extracts were centrifuged
at 10000rpm for 10 min and two separate 0.4ml ali-
quots were dried out in Eppendorf tubes to analyse
with GC-MS after derivatization and LC-qTOF-MS after
reconstituted with the mobile phase. The details of
the operating conditions for GC-MS and LC-qTOF-MS
and data analysis including peak annotation and stat-
istical parameters were given in the supplemen-
tary section.

2.9. Statistical analysis

Results are presented as mean values + standard devi-
ation (SD). Statistically significant differences were ana-
lysed via the student’s t-test and one-way analysis of
variance (ANOVA). Each test data from independent
experiments were repeated at least three times.
p<0.05 was considered statistically significant.
GraphPad Prism®5 software was used for statistical
calculations.
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Table 1. Physicochemical characteristics of the blank or siRNA-loaded PLGA nanoparticles and siRNA encapsulation efficiency of
the siRNA-loaded PLGA nanoparticles (results denote mean £SD, n =3).

DOTAP PEI siRNA Mean particle Zeta siRNA Encapsulation

Formulation (mg) (mg) (na) diameter (nm) PDI potential (mV) Efficiency (%)
PLGA NPs - - - 194.67 £0.15 0.06 +0.01 —6.50 +0.68 N.A.
DOTAP-PLGA NPs 1.5 - - 234.52+4.25 0.12+0.01 16.27 +3.37 N.A.
PEI-PLGA NPs - 1 - 221.55+6.89 0.14+0.01 19.03+0.51 N.A.

siRNA PLGA NPs - - 13.3 244 +2.99 0.16 £0.02 —12.27£0.25 6.17 £3.08
siRNA DOTAP-PLGA NPs 1.5 - 133 23297 £13.47 0.16 +0.06 4.85+1.42 100.00 +0.00
siRNA PEI-PLGA NPs - 1 133 207.67 £4.51 0.12+0.02 14.25+1.87 80.24+2.01
HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs 1.5 - 133 412.67 £13.80 0.53+0.04 —0.95+0.08 N.A.
HA-siRNA PEI-PLGA NPs - 1 133 247.48 £ 19.66 0.16 +0.05 —1.65+0.88 N.A.

The PLGA and PVA concentrations for all formulations were 2% and 1% (w/v), respectively. The amount of HA used was 0.5mg for the HA modified

nanoparticles.

Poly (D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles (PLGA NPs), DOTAP modified PLGA nanoparticles (DOTAP-PLGA NPs), PEI modified PLGA nanopar-
ticles (PEI-PLGA NPs), siRNA loaded PLGA nanoparticles (siRNA PLGA NPs), siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles (siRNA DOTAP-PLGA NPs),
siRNA loaded PEI modified PLGA nanoparticles (siRNA PEI-PLGA NPs), Hyaluronic acid (HA) coated siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles
(HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs), HA coated siRNA loaded PEI modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA PEI-PLGA NPs), Polydispersity index (PDI).
Encapsulation efficiencies of the siRNA loaded nanoparticles were calculated before HA modification.

3. Results

3.1. Preparation and characterisation of blank
and siRNA loaded nanoparticles

Particle size, PDI and zeta-potential of the blank and
siRNA loaded PLGA nanoparticles prepared using the
double emulsion solvent evaporation method with
and without DOTAP and PEl are summarised in Table
1. Particle size was within the range 190-250 nm and
PDI was below 0.16 for all prepared nanoparticle for-
mulations. Zeta-potential results varied depending on
the surface modifications made in the formulations.
PEI and DOTAP surface modifications changed the
negative zeta potential of the blank PLGA nanopar-
ticles to positive as expected and the addition of
siRNA to the PLGA nanoparticles resulted in higher
negative zeta potential (siRNA-PLGA NPs).

Nanoparticles prepared with HA, were measured to
have increased size and PDI, especially for DOTAP-
modified PLGA nanoparticles. Additionally, HA modifi-
cation resulted in reduced and slightly negative
charged nanoparticles (Table 1).

FTIR analysis was performed to identify the blank
nanoparticle formation and modification. The spectra
of the nanoparticles and formulation components are
shown in Figure 1. The main peaks seen are the char-
acteristic peaks of N-H stretching, N-H bending and C-
N stretching originating from PEl around 3270cm ™',
1590cm ', and 1350-1000cm ', respectively, C-H and
C=0 stretching peaks of the ester group at
2922cm™' and 1739cm™', and C-N asymmetric
stretching peak of the trimethyl ammonium group at
1480cm~ ' and also O-H stretching peak at
3000-3500cm ™' due to HA.

TEM images of the prepared nanoparticles show
the change in their morphological structure before

and after siRNA loading, surface modification with cat-
ionic agents and HA. As seen in Figure 2, the blank
and siRNA-loaded nanoparticles maintained their
smooth spherical shape in all formulations. In addition,
it is seen that there is no significant difference
between the different formulations in the particle size
and shape of the nanoparticles. A second layer was
observed on the surface of the nanoparticles after
coating with HA.

XPS spectra of the blank nanoparticles are given in
Figure 2. According to the results, there is no nitrogen
(N) on the surfaces of the nanoparticles modified with
DOTAP (Figure 2A). PEl-induced N peak occurred in
the XPS spectrum of the nanoparticles modified with
PEI (Figure 2B).

The HA binding yields of the nanoparticles calcu-
lated with Equation (1) given in were found to be
95.87+£1.32% and 90.11+1.25%. for DOTAP-modified
nanoparticle formulation (HA siRNA-DOTAP-PLGA NPs)
and PEl-modified nanoparticle formulation (HA-siRNA-
PEI-PLGA NPs), respectively.

3.2. Sirna encapsulation efficiency

The agarose-gel images of the prepared formulations
for siRNA encapsulation efficiency are given in Figure
3A. The siRNA encapsulation efficiencies of the nano-
particles obtained as a result of the quantitative ana-
lysis performed with Qubit ™ 4 Fluorometer are
presented in Table 1. It was observed that the siRNA
encapsulation efficiency of the nanoparticles increased
with the addition of cationic substances to the formu-
lation. The nanoparticles modified with PEl and
DOTAP encapsulated almost all the siRNA. The results
obtained by the fluorometer are also compatible with
the images obtained on the agarose gel.
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Figure 1. Fourier-Transform Infra-red (FTIR) spectra of polyethyleneimine (PEl) (a), dioleoyl-3-trimethylammonium propane
(DOTAP) (b), poly (lactic acid-co-glycolic acid) (PLGA) (c) and hyaluronic acid (HA) (d) (top panel). FTIR spectra of PEl-modified
nanoparticles (middle panel), PLGA NPs (a), PEI-PLGA NPs (b), HA coated PEl modified nanoparticles (HA-PEI-PLGA NPs) (c).
DOTAP-modified nanoparticles (bottom panel) PLGA NPs (a), DOTAP-PLGA NPs (b), HA coated DOTAP modified nanoparticles HA-
DOTAP-PLGA NPs (c).
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Figure 2. Transmission electron microscopy images of PLGA nanoparticles (left), PLGA nanoparticles (PLGA NPs) (a-b), DOTAP
modified PLGA nanoparticles (DOTAP-PLGA NPs) (c), siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles (siRNA-DOTAP-PLGA NPs)
(d), PEI modified PLGA nanoparticles (PEI-PLGA NPs) (e), siRNA loaded PElI modified PLGA nanoparticles (siRNA-PEI-PLGA NPs) (f),
Hyaluronic acid (HA) coated siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA-DOTAP-PLGA NPs) (g), HA-coated siRNA
loaded PEI modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA-PEI-PLGA NPs) (h), XPS spectra of blank PLGA nanoparticles (right). DOTAP-
PLGA NPs (A), PEI-PLGA-NPs (B), HA-DOTAP-PLGA NPs (C), HA- PEI-PLGA NPs (D).

given in Figure 3B. The release studies were carried
out with HA-siRNA-PEI-PLGA NPs and HA-siRNA-
The gel-electrophoresis results of the samples taken DOTAP-PLGA NPs, which are the final formulations.
during the release studies carried out at pH 7.4 are  siRNA release profiles in phosphate buffer, pH 7.4 for

3.3. In vitro siRNA release studies
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Figure 3. Agarose gel image of the siRNA recovered from supernatants of the nanoparticles contained 100 nM siRNA (lane 1-
siRNA-PLGA NPs, lane 2- siRNA-DOTAP-PLGA NPs, lane 3- siRNA-PEI-PLGA NPs), 100 nM naked siRNA was used as a positive control
(A). Agarose gel images of released siRNA from the formulations for 72 h (B), HA-siRNA-DOTAP-PLGA NPs (left), HA-siRNA-PEI-PLGA
NPs (right), 100 nM naked siRNA were used as a positive control. Western Blot image of K-RAS protein for A549 and BEAS-2B cells
after 72 h of the nanoparticle treatment with 100 nm siRNA (C). Release of siRNA from the HA-modified nanoparticle formulations
for 72h (D). (Results denote mean +SD, n=3)). siRNA loaded PLGA nanoparticles (iRNA PLGA NPs), siRNA loaded DOTAP modi-
fied PLGA nanoparticles (siRNA DOTAP-PLGA NPs), siRNA loaded PEl modified PLGA nanoparticles (siRNA PEI-PLGA NPs),
Hyaluronic acid (HA) coated siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs), HA-coated siRNA
loaded PEI modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA PEI-PLGA NPs).
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Figure 4. Cell viability of BEAS-2B and A549 cells after 72 h incubation with the DOTAP and PEl-modified blank and siRNA-loaded
nanoparticles. Cell viability was determined using XTT assay after 72h treatment with the nanoparticles. siRNA-loaded nanopar-
ticles contained 100 nM of siRNA. (Results denote mean+SD, n=>5). Poly (D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles (PLGA
NPs), DOTAP modified PLGA nanoparticles (DOTAP-PLGA NPs), PEl modified PLGA nanoparticles (PEI-PLGA NPs), siRNA loaded
PLGA nanoparticles (sSiRNA PLGA NPs), siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles (SIRNA DOTAP-PLGA NPs), siRNA loaded
PEI modified PLGA nanoparticles (siRNA PEI-PLGA NPs), Hyaluronic acid (HA) coated siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanopar-
ticles (HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs), HA-coated siRNA loaded PEI modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA PEI-PLGA NPs).
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Figure 5. Relative gene expression changes of A549 (left) and BEAS-2B (right) cells were determined by RT-PCR after treatment with
the siRNA-loaded nanoparticles for 72 h. GAPDH was used as internal control- housekeeping gene. The investigated gene was normal-
ised by proportioning with GAPDH. (*p < 0.05, **p < 0.01) (A). K-RAS protein levels in A549 (left) and BEAS-2B (right) cells were deter-
mined by ELISA after 72h of the nanoparticle administration (***p < 0.001) (B). (Results denote mean+SD, n=6). siRNA loaded
PLGA nanoparticles (siRNA PLGA NPs), siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles (siRNA DOTAP-PLGA NPs), siRNA loaded PEI
modified PLGA nanoparticles (siRNA PEI-PLGA NPs), Hyaluronic acid (HA) coated siRNA loaded DOTAP modified PLGA nanoparticles
(HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs), HA-coated siRNA loaded PEI modified PLGA nanoparticles (HA-siRNA PEI-PLGA NPs).

72 h are shown in Figure 3D. It was observed that the
nanoparticles prepared with PEIl released 80% of the
siRNA in the first hour, while the nanoparticles pre-
pared with DOTAP released 26% of the siRNA and sus-
tained to release for 72 h.

3.4. In vitro cytotoxicity studies

Cell viabilities of A549 and BEAS-2B cells obtained by
the XTT method after incubation with blank and
siRNA-loaded formulations for 72h are presented in
Figure 4. The blank nanoparticles were found to have
cytotoxic effects on neither cancer cells nor healthy
lung cells. The viability of A549 and BEAS-2B cells
remained 90-116% after 72 h of treatment with blank
nanoparticles. The siRNA-loaded nanoparticles were
also not found to be cytotoxic for both cells at 100 nM
siRNA concentration (80-116% at 72 h). Results above
100% were not found statistically significant (p > 0.05).

3.5. Evaluation of in vitro gene silencing activity

Following the transfection with the formulations con-
taining 100 nM K-RAS siRNA, the K-RAS gene expres-
sion levels of the cells are given in comparison with the
reference gene (GAPDH) in Figure 5A. It was observed

that the gene silencing efficiency was increased by modi-
fying the siRNA-loaded PLGA nanoparticles (siRNA-PLGA
NPs). The nanoparticles prepared with DOTAP (siRNA-
DOTAP-PLGA NPs) showed very high efficiency, resulting
in a reduction of nearly 50% in gene expression. After
the HA surface modification, these nanoparticles (HA-
siRNA-DOTAP-PLGA NPs) showed lower gene silencing
efficiency (approx. 24%). On the other hand, surface
modification with HA increases the transfection efficiency
of the nanoparticles prepared with PEl (a decrease from
91% to 61% in gene expression). There was no signifi-
cant decrease in gene expression level after administra-
tion of the same formulations to BEAS-2B cells.

K-RAS protein levels of the cells determined by
ELISA at 72 h after transfection are given in Figure 5B.
After 72 h of treatment with the nanoparticles contain-
ing 100 nM siRNA, a significant decrease in K-RAS pro-
tein level of A549 adenocarcinoma cells was observed
for all formulations compared to non-treated control
cells (p <0.001). All formulations showed higher effi-
ciency than naked siRNA. In addition, PEl and DOTAP-
modified formulations showed a more effective
decrease in the protein level compared to siRNA-PLGA
NPs. In BEAS-2B cells, it was observed that
siRNA-DOTAP-PLGA NPs, siRNA-PEI-PLGA NPs and HA-
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Figure 6. The effects of treatment on the metabolomic profile of A549 cell lines (left panel) and BEAS-2B cell lines (right panel).
Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) score plots (A), variable importance in projection (VIP) data graph for 25
metabolites with the highest differentiating effect on the metabolomic profiles (B), the regression coefficient plot indicating

metabolite levels in the groups (C).

siRNA-DOTAP-PLGA NPs formulations caused a signifi-
cant decrease in protein level (p <0.001), while other
formulations did not cause a significant change.

The expression level of K-RAS protein was also
measured by the Western Blotting method after A549
and BEAS-2B cells were treated with HA-siRNA-PEI-
PLGA NPs and shown in Figure 3C. It was observed
that the K-RAS protein expression of A549 cells was
reduced while the expression of BEAS-2B cells did not
change compared to the controls.

3.6. Metabolomic evaluation

Two orthogonal analytical platforms were used for
metabolomics analysis and a total of 272 metabolites
were annotated The metabolomic profiles of the cell
lines were visualised using principal component ana-
lysis (PCA), an unsupervised technique, in order to
(unsupervised) to monitor any outlier or any system-
atic error and two outliers were removed from data
set. In order to investigate the metabolomics profile
differences between the groups in detail, partial least
squares discriminant analysis (PLS-DA) (supervised)
methods were performed (Figure 6). Variable import-
ance in projection (VIP) graphs was also utilised in
order to identify the metabolites affecting differenti-
ation between groups (Figure 6B) and the coefficients
graphs to show the relative changes of metabolite lev-
els with treatment (Figure 6C). The R* and Q? values
for PLS-DA models were 0.899 and 0.987 for A549,
and 0.927 and 0.996 for BEAS cell lines, respectively.
Significantly altered metabolites (p < 0.05) were deter-
mined using Student’s unpaired t-test and applied for
pathway analysis. Although the identified metabolites
are related to many pathways, only the statistically sig-
nificant (p <0.05) pathways were evaluated. The

significantly affected pathways were involved in amino
acid biosynthesis metabolism, antioxidant defense,
nutrient metabolism, and regulation of cellular events
(gene expression, DNA and protein synthesis, cell pro-
liferation and apoptosis).

4. Discussion

In this study, the preparation, and gene silencing
activity of K-RAS siRNA-loaded PLGA nanoparticles
were investigated. For many cancers, including lung
cancer, the appropriate particle size range s
100-200nm for selective and effective therapeutic
gene or drug delivery to the target site (Arica and
Lamprecht 2005, Budhian et al. 2007). In this study,
the nanoparticles with 190-250nm particle size
(except HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs, see Table 1) and
below 0.16 PDI were obtained with the formulations
prepared using DESE (w/o/w) with 2% polymer and
1% PVA. Nanoparticles prepared with PLGA have
many advantages as gene delivery systems, however,
delivering the siRNA by encapsulation and providing
transfection through the cell membrane with a nega-
tive surface charge, requires the use of appropriate
cationic agents during their preparation. In the litera-
ture, lipid and polymer structured materials have been
used for this purpose. Thus, nanoparticles have been
designed as more convenient systems for carrying
genetic material (Kichler et al. 2001, Perez et al. 2001,
Kumar 2007, Duan et al. 2009, Ragelle et al. 2014,
Askarian et al. 2015, Masood 2016). To give cationic
properties to PLGA nanoparticles (PLGA NPs) with a
negative surface charge the nanoparticles were modi-
fied with a lipid (DOTAP) or a polymeric (PEl) material
(DOTAP-PLGA NPs and PEI-PLGA NPs). PEl was used in
lower amounts than DOTAP because of its higher



cationic potential and to avoid its high cytotoxicity.
DOTAP-PLGA NPs and PEI-PLGA NPs have particles
size smaller than 240nm and zeta potential of
16.27 £3.37mV and 19.03+£0.51 mV, respectively. After
siRNA encapsulation, it was observed that the negative
surface charge potential of nanoparticles that were
not modified with cationic material (siRNA PLGA NPs)
changed from —6.50£0.68mV to —12.27+0.25mV,
while DOTAP and PEI-modified cationic nanoparticles
(sSiRNA DOTAP-PLGA NPs and siRNA PEI-PLGA NPs)
retain their positive charge even though the surface
potentials have decreased slightly (Table 1). Particle
size decreased after adding DOTAP or PEl to the for-
mulation. This situation was previously explained by
the fact that the cationic material added to the formu-
lation acts as a surfactant and reduces the surface ten-
sion and/or the polymer becomes condensed by
interacting with the cationic substance (Jensen et al.
2012). For all the nanoparticle formulations, the PDI,
which is an important parameter of the particle size
distribution and is an indication that nanoparticles are
prepared with maximum homogeneity, is monodis-
perse, and there is no aggregation of nanoparticles if
it is less than 0.1, was around 0.1 except one formula-
tion (0.53 for HA-siRNA DOTAP-PLGA NPs, see Table 1)
(Clayton et al. 2016). The surface potentials of the
nanoparticles showed reduced cationic properties due
to the negative charge of hyaluronic acid and were
approximately neutral. According to the TEM image,
no significant change was observed in shape and size
between different formulations and modifications. The
nanoparticles retained  their  spherical and
smooth structure.

For investigating the modification of the nanopar-
ticles FTIR and XPS analyzes were performed. When
the FTIR spectra of nanoparticle components are
examined, characteristically N-H stretching around
3270cm™ ', N-H bending around 1590cm ™' and C-N
stretching in the range of 1350-1000cm ' are
observed in the FTIR spectrum of PEI (Figure 1a) (Pillai
et al. 2015). In the spectrum of DOTAP (Figure 1b), C-
H stretching of the methylene groups at 2922cm™’
and 2853 cm ', C=0 stretching of the ester group at
1739cm ' and weak peaks of C-N asymmetric stretch-
ing originating from the trimethyl ammonium group
around 1480cm™' are characteristically observed
(Choosakoonkriang et al. 2001, Generosi et al. 2007).
After modification with PEI (Figure 1), it is seen that
there is no change in the intensity of the peak caused
by the carbonyl stretching of PLGA nanoparticles, but
there is an increase in the intensity of the carbonyl
peak after modification with HA. The wide and weak
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peak observed around 3300cm™' in the PEI modified
particles with is thought to be due to the N-H stretch-
ing. It is observed that the intensity of this peak
increased after modification with HA. After modifica-
tion with DOTAP (Figure 1), it is seen that the intensity
carbonyl stretching peak at 17739cm ™' of PLGA nano-
particles increased. After modification with HA, it is
observed that it increased a little more. In addition, a
wide O-H stretching peak at 3000-3500cm™' is seen
in the spectra of the HA-modified nanoparticles. XPS is
an advanced surface analysis technique used to obtain
chemical information about the surfaces of solid mate-
rials. The method works by scattering photoelectrons
using an X-Ray beam that stimulates solid samples.
Comparing the nanoparticles with HA modification
with the others, the oxygen (O) rate on the surface
has increased for both formulations (Figure 2C,D). This
result is thought to be due to the carboxyl and
hydroxyl groups in HA. The results of both analyzes
showed that HA modification was carried out
successfully.

It was observed that the siRNA encapsulation effi-
ciency of nanoparticles increased with the addition of
a cationic substance to the formulation, and the cat-
ionic substance-modified nanoparticles encapsulated
almost all the siRNA added to the formulations. This
situation is a result of PLGA nanoparticles with nega-
tive zeta potential gaining cationic zeta potential after
modification with DOTAP or PEI.

HA-siRNA-DOTAP-PLGA NPs showed a release pro-
file for 24 h, but band formation was not observed in
agarose gel electrophoresis for HA-siRNA-PEI-PLGA
NPs. It is considered that the electrophoresis method
is not sensitive enough to show the integrity of siRNA
at these concentrations. It was determined that nano-
particles prepared with PEl release almost all the
siRNA in the first hour with a burst release (Cun et al.
2011). It is known that surface-bound siRNA can cause
the burst effect on drug release. This could be due to
the fact that siRNA is not encapsulated in the nano-
particle but attached to the surface because of the
higher cationic surface load of the nanoparticles pre-
pared with PEl. The release observed after 24h was
caused by the encapsulated siRNA. DOTAP-modified
nanoparticles were found to release siRNA for 72h.
One of the most important advantages of PLGA nano-
particles is that they provide sustained drug release.
With the sustained release, it is aimed to keep siRNA
effective for a longer period, which is sensitive to
enzymatic degradation by serum nucleases, and to
increase its very short half-life (5-60min) due to its
rapid clearance by the mononuclear phagocytic
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system (Choi et al. 2014) However, too slow release
can cause degradation of siRNA and reduce silencing
efficiency (Diez et al. 2009, Jensen et al. 2012)
Therefore, to optimise the release rate by modification
of PLGA nanoparticles with cationic substances is
important. It is observed that the formulations pre-
pared in this study released all siRNA for three days. In
vitro studies have shown that nanoparticles do not
have a toxic effect on cells and have effective silenc-
ing efficiency during this period (72 h).

To evaluate the cytotoxic effect of the nanoparticles
on lung cancer and healthy cells, a siRNA concentra-
tion of 100nM, known to have gene silencing effi-
ciency as a result of pre-transfection studies, was
selected. Lakshmikuttyamma et al. achieved K-RAS
silencing efficiency of around 30% with IgG-polox-
amer-188 hybrid nanoparticles containing siRNA at
50 nM concentration but it could not provide an effect
at the protein level. This was attributed to the insuffi-
cient administration concentration of siRNA. Although
nanoparticles containing siRNA suppress the K-RAS
gene, which is known to have a direct effect on prolif-
eration in A549 cells, it did not cause a decrease in
cell viability. It is due to the presence of non-mutant-
wild type K-RAS in these cells as well as mutant K-RAS
and the continuing expression of these genes
(Lakshmikuttyamma et al. 2014). The nanoparticles
modified with DOTAP and PEl, which are known to
have toxic effects on cells, were found to have no
toxic effects at application concentrations, and cell via-
bility is close to 100% for both cells.

Following the transfection performed with the for-
mulations containing 100 nM K-RAS siRNA, after 72h,
the K-RAS gene expression levels of the cells were
compared with the reference gene and the results are
presented as relative gene expression. When the gene
expression changes in A549 cells were examined, it is
seen that the siRNA-PLGA NPs formulation did not
modify with the cationic substance causing a very
slight decrease (about 8%) in the K-RAS gene expres-
sion. As a result of the low transfection of these nano-
particles into the cell due to their anionic surface
potential (—12.27 mV), their efficacy is also expected
to be low. The nanoparticles modified with DOTAP
showed very high efficiency, resulting in a reduction
of nearly 50% in gene expression. After modification
with HA, it is thought that the cellular uptake is
reduced due to the two-fold increase in the size of
nanoparticles, and therefore, lower efficiency is
achieved with the HA-siRNA-DOTAP-PLGA NPs formu-
lation (approximately 24% reduction in gene expres-
sion level). On the other hand, surface modification

with HA increased the transfection efficiency of the
PEI-modified nanoparticles. In the previous studies, Gu
et al. reported 70% K-RAS silencing efficiency with the
layer-by-layer liposomal formulation at the end of
three days and 50% K-RAS silencing efficiency at the
end of five days, while Mehta et al. reported 53% K-
RAS silencing efficiency with the bovine serum albu-
min-based nanoparticular systems (Gu et al. 2017,
Mehta et al. 2019). Although Lakshmikuttyamma et al.
achieved a 30% K-RAS silencing efficiency with the
IgG-poloxamer-188 hybrid nanoparticles containing
siRNA at 50 nM concentration, there was no change in
the protein level, which was explained by the insuffi-
cient application concentration of siRNA
(Lakshmikuttyamma et al. 2014). These studies
revealed that parallel results in terms of gene silencing
efficiency with the gene delivery systems were
obtained. It is confirmed that the 100nM concentra-
tion used as the application concentration in this
study is suitable in terms of providing efficiency in cell
culture in vitro. After administration of the same for-
mulations to BEAS-2B cells, there was no significant
decrease in the gene expression level (p>0.05). The
nanoparticles did not show a silencing effect on wild-
type K-RAS, but only a specific effect on mutant
K-RAS.

To evaluate the efficiency of siRNA-based thera-
peutic systems, it is necessary to measure the expres-
sion level of the protein expressed by this gene as
well as the expression level of the target gene. After
72h of treatment with nanoparticles containing
100 nM siRNA, the K-RAS protein level of A549 adeno-
carcinoma cells was significantly decreased for all for-
mulations compared to the non-treated control cells
(p < 0.001). In addition, all formulations showed higher
efficiency than naked siRNA. These findings prove that
nanoparticle formulations are successful in intracellular
siRNA transfection. Also, the PEl and DOTAP-modified
nanoparticles caused a more effective decrease in the
protein level compared to siRNA-PLGA NPs. This con-
firms that the addition of PEI and DOTAP to the for-
mulation increases transfection efficiency into the cell.
In healthy lung cells, it is seen that siRNA-DOTAP-
PLGA NPs, siRNA-PEI-PLGA NPs and HA-siRNA-DOTAP-
PLGA NPs caused a significant decrease in protein
level, while other formulations did not cause a signifi-
cant change. Considering the effects of the five formu-
lations on the K-RAS gene expression and protein
levels and their cytotoxic effects on the cells, it was
concluded that the most appropriate nanoparticle for-
mulation was HA-siRNA-PEI-PLGA NPs. This formulation
does not show a cytotoxic effect at the effective



concentration in terms of gene silencing, and the gene
silencing effect is specific to A549 cancer cells at the
gene expression and protein level. It is known that modi-
fication with HA increases cellular uptake by binding to
the CD44 surface receptor overexpressed on the cell sur-
face in cancer cells (Shen and Li 2018, Lu et al. 2019,
Zhang et al. 2019, Zou et al. 2019). The specific effect of
siRNA-PEI-PLGA NPs on the lung cancer cells was signifi-
cantly increased by HA modification. The silencing effi-
ciency of HA-siRNA-PEI-PLGA NPs on K-RAS expression of
A549 and BEAS-2B cells was also evaluated by Western
Blotting. The results showed that this nanoparticle formu-
lation could affect the K-RAS protein level of A549 cells
after 72h of transfection. These results also confirmed
that the nanoparticles have a selective effect on cancer
cells. Metabolomic studies were carried out with the
most successful siRNA-loaded nanoparticle formulation to
analyse and evaluate the changes that occur in cancer
and healthy cells after application. Multivariate statistical
analysis (PCA and PLS-DA) was used to reduce variations
and visualise the complex metabolomics datasets. The
PLS-DA score plots showed a clear separation between
groups. High R? and Q? values indicate the robustness of
the methods. The VIP and regression coefficient plots
showed altered metabolites in group stratifications.
Arabitol, glycolic acid, oxaloacetic acid and ribitol, glycine,
and metabolites decreased in A549 cells and increased in
BEAS cell lines after nanoparticle application. Arabitol is
known to be changed in other cancers like esophageal
and ovarian cancer (Fujigaki et al. 2018), glycolic acid is
an important metabolite in the induction of reactive oxy-
gen species (Chen et al. 2015), oxaloacetic acid is a limit-
ing metabolite for proliferating cells which is an
important factor in cancer progression (Gebregiworgis
et al. 2017), ribitol is one of many potentially influential
factors on matriglycan’s cell proliferation and cancer pro-
gression (Lu et al. 2020), hyperactivation of serine/glycine
biosynthetic pathway triggers oncogenesis which is high-
lighted by genetic and functional evidence (Amelio et al.
2014). As a result, following the application of HA-siRNA-
PEI-PLGA nanoparticles, which were selected as the final
formulation, to A549 and BEAS-2B cells it was observed
that the cancer-associated metabolites decreased as
expected. The final nanoparticle formulation was shown
to decrease proliferation in lung cancer cells and increase
proliferation in healthy cells.

5. Conclusion

In this study, HA-modified K-RAS siRNA-loaded PLGA
nanoparticles were successfully formulated. The nano-
particles were obtained with optimum shape, size, and
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zeta potential. The nanoparticles didn't affect the cell
viability of cancer and healthy lung cells after 72h.
Modification with the cationic agents increased the
siRNA encapsulation, transfection, and silencing effi-
ciency of the nanoparticles. There was a selective
silencing of up to 50% in the expression of the K-RAS
gene and more than 90% of K-RAS protein in K-RAS
mutant lung cancer cells. The results of this study are
thought to be promising in the effective treatment of
lung cancer, one of the diseases with the high-
est mortality.
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