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OZET

DOKTORA TEZi

KANSERE KARSI COK YONLU TEDAVI ARACI OLARAK MANYETIK
NANOPARTIKULLERIN GELIiSTIRILMESI

Kiibra SOLAK
Damisman: Prof. Dr. Ahmet MAVI

Amag: Bu ¢alismada, hiicre 6liim bozuklugu ile karakterize heterojen bir hastalik olan kansere
kars1 kemoterapi, immiinoterapi ve manyetik hipertermi (MHT) yi igeren nanoteknoloji temelli
¢ok yonlii bir tedavi 6nerisi sunmak amaglanmistir. Bu amagla, nispeten diisiik sicakliklarda
(39 °C) uygulanan MHT ’nin, ilag ve DNA yiiklii nanopargaciklar (NP) ile birlestirilmesiyle
daha etkin bir kanser hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi hedeflenmistir.

Yontem: Bu g¢alismada gozenekli silika ile kaplanmis g¢inko-demir oksit NP’ler iiretildi.
Gozeneklere doksorubisin (DOX) molekiilii yiiklendikten sonra yapiya hedefleme molekiilii
olan folik asit ile modifiye edilmis olan polietilen imin (PEI) ve interferon uyarict DNA (ISD)
dahil edildi. Elde edilen yapt DINP olarak adlandirildi ve TEM, SEM, XRD, XPS ve UV
spektroskopi gibi teknikler ile karakterize edildi. Calisma, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatlar1 ve kanser hiicre hatti olmayan MCF-10A hiicreleri ile yiiriitiildii. NP’lerin
hiicresel alimi1 konfokal mikroskopi ve akis sitometri ile ortaya kondu. Manyetik hipertermi
uygulamasi ic¢in Ornekler, belirli siirelerde sabit AC manyetik alan altinda tutuldu.
Uygulamalarin sitotoksisite ve anti-proliferatif etkilerinin yan1 sira apoptotik durumlar ve
neden oldugu oksidatif stres belirlendi.

Bulgular: Elde edilen TEM ve SEM verilerine gore yaklasik 100 nm ¢ekirdek-kabuk NP’ler
uiretildi. Pozitif yiik dengesi ve yiikleme etkinligi géz 6niine alinarak, DINP hazirlamak i¢in 1
ug ISD, 50 pg PEI-FA ve 250 pg NP kullaniminin uygun oldugu bulundu. Hiicrelerin 2 saat
icinde %90’1n tizerinde NP aldig1 belirlendi. Uygulamadan 3 saat sonra hiicre i¢i ilag miktarinin
terapotik diizeyde oldugu belirlendi. NP uygulamasindan 2 saat sonra MHT uygulanmasinin
ideal oldugu belirlendi.

Sonug: Onerilen ¢oklu terapi neticesinde MDA-MB-231 ve MCF-7 kanser hiicre hatlarinda,
saglikl1 hiicre hatt1 olan MCF-10A hiicrelerine gore daha fazla oksidatif stres ve hiicresel 6liim
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, kemoterapi, immiinoterapi, manyetik hipertermi, goklu
terapi.

Agustos 2023, 131 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

DEVELOPMENT OF MAGNETIC NANOPARTICLES AS A VERSATILE
TREATMENT TOOL AGAINST CANCER

Kiibra SOLAK
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet MAVI

Purpose: In this study, it is aimed to propose a nanotechnology-based multifaceted treatment
approach including chemotherapy, immunotherapy, and magnetic hyperthermia (MHT) against
cancer, which is a heterogeneous disease characterized by cell death disorder. For this purpose,
it is targeted to achieve a more effective cancer cell death by combining MHT applied at
relatively low temperatures (39 °C) with drug and DNA-loaded nanoparticles (NP).

Method: In this study, mesoporous silica coated zinc-iron oxide NPs were synthesized.
Following loading of the doxorubicin molecule into the pores, the interferon-stimulatory DNA
(ISD) complex and targeting molecule which is folate modified polyethylene imine (PEI) were
added to the structure to form a functionalized construct. The resulting structure, shortly named
as DINP, was characterized using techniques such as TEM, SEM, XRD, XPS, and UV
spectroscopy. The study was conducted using MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell
lines, as well as non-tumorigenic MCF-10A cells. The cellular uptake of NPs was demonstrated
through confocal microscopy and flow cytometry. Samples were kept under constant AC
magnetic field for specific period of time for the application of magnetic hyperthermia. In
addition to assessing cytotoxicity and proliferative effects of the treatments, apoptotic statuses
and oxidative stress were determined.

Findings: Based on the obtained TEM and SEM data, core-shell NPs of approximately 100 nm
were synthesized. Considering the positive charge of NPs and drug loading efficiency, it was
found that for DINP preparation, 1 pg of ISD, 50 pg of PEI-FA, and 250 pg of NPs were
suitable. It was determined that cellular uptake percentage was over 90% of the NPs within 2
hours. Three hours after administration, the intracellular drug level was found to be at a
therapeutic level. MHT application was found to be optimal 2 hours after NP administration.

Results: As a result of the proposed multiple therapy, more oxidative stress and cellular death
were observed in MDA-MB-231 and MCF-7 cancer cell lines compared to healthy cell line
MCF-10A cells.

Keywords: Dbreast cancer, chemotherapy, immunotherapy, magnetic hyperthermia,
combination therapy.

August, 2023, 131 pages
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GIRIS

Global bir sorun olan kanser hastaliginin, Tiirkiye’de oldugu gibi tiim diinyada en
yaygin goriilen ilk iki tiirti, akciger ve meme kanserleridir. Diinya genelinde ve lilkemizde
meme kanseri vaka sayis1 her gegen yil artmaktadir, dyle ki 2002-2019 yillar1 arasinda meme
kanseri vakalar1 %74,84 oraninda artig gdstermistir (T.C. Saglik Bakanligi, 2020; WHO, 2018).
Sadece 2018 yili iginde, Tiirkiye’de, 5.452 kisi meme kanseri nedeniyle yasamini yitirmistir
(WHO, 2018). Bu rakamlara karsin 6zellikle erken teshis ve artan tedavi tecriibesi, birgok

yasamin kurtulmasina vesile olmaktadir (Miller et al., 2022).

Meme kanseri, akciger ve cilt kanseri gibi beyne yayilabilen (metastaz yapan) ve
bdylece beyin tiimorii gelisiminde rol alan (hastalarin en az %10-16’s1) yayilmaci bir kanser
tirtidiir (Leone & Leone, 2015). Kanserin baglamasi ve gelismesi igin bir hiicre i¢inde hem
tiimor baskilayicilarin inaktivasyonu hem de onkojenik (kanser yapici) mutasyonlarin® ortaya
cikmast gerekir. Meme kanseri, morfolojik ve patolojik Ozelliklerinde 6nemli degiskenlik
gosteren heterojen bir hastaliktir. Meme kanseri, gen ekspresyon profillerine gore farkli
molekiiler alt tiplere sahiptir (Mota et al., 2017; Yee et al., 2023). En yaygin goriilen bu
molekiiler alt tipler; luminal A, luminal B, HER2 (insan epidermal biiylime faktorii reseptorii
2) pozitif ve tUglii negatif (TNBC) kanserlerdir (Harbeck et al., 2019). Luminal A kanseri,
Ostrojen reseptorii pozitif (ER pozitif) ve progesteron reseptorii pozitif (PR pozitif) hiicrelerden
olusur. Bu kanser tiirii, diger molekiiler alt tiplerine gore daha diisiik hiicre boliinme oranina
sahiptir ve genellikle daha iyi bir prognoz gdsterir. Luminal B kanseri, ER pozitif hiicrelerden
olusur, ancak PR pozitif olmayabilir. Bu kanser tiirii, luminal A kanserine gore daha yiiksek bir
hiicre boliinme oranina sahiptir ve daha agresiftir. HER2-pozitif kanser hiicrelerinde asiri
miktarda HER2 proteini tiretilir. Bu kanser tiirti, diger molekiiler alt tiplerden farkli bir tedavi
yaklasimi gerektirir. Son olarak TNBC ise hem ER hem de PR reseptorleri negatif olan
hiicrelerden olusur ve HER2 proteinine de sahip degildir. Bu kanser tiirii diger molekiiler alt
tiplerden daha agresif olabilir ve bu tiiriin tedavi secenekleri sinirlidir. Ozetle, meme kanserinin
molekiiler ozellikleri arasinda yer alan HER2, ER ve/veya PR reseptorlerinin aktivasyonu

ve/veya BRCA (breast cancer gene) mutasyonlari hastaligin egilimini belirlemektedir (Harbeck

! Genetik materyallerde meydana gelen kalict degisiklikler. Cevresel faktorler, kimyasal maddeler,
radyasyon veya hatalt DNA replikasyonu gibi ¢esitli etmenler mutasyonlara neden olabilir.
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et al., 2019). Meme kanserinin bahsedilen bu molekiiler alt tipleri, kanserin tanisi, prognozu ve
tedavisi icin Onemlidir. Kanser tedavileri, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya kontrol altina
almak i¢in kullanilan ¢esitli yontemlerden olusur. Kanserin tiiriine, evresine ve hastanin saglik
durumuna bagh olarak tedavi plami belirlenir. Kanser tedavileri arasinda kemoterapi,

radyoterapi, cerrahi miidahale ve immiinoterapi gibi ¢esitli secenekler bulunur.

Kanser hastaliginin molekiiler diizeyinin aydinlatilmaya baslanmasi ile arastirmalarin
odagi, tiimor kitlesinden tiimoriin biyolojik karakterine dogru kaymaistir. Bu agidan bireye 6zgii
tasarlanmig, hastada belirmis tiimor kitlesindeki hiicreye odaklanan bir kanser tedavisinde
basar1 oraninin arttig1 bilinmektedir. Bunun yaninda, meme kanseri genel olarak heterojen bir
hastalik oldugu icin etkili bir tedavi hedeflendiginde multidisipliner yaklagimlar g6z ardi
edilmemelidir. Meme kanseri, yayilmaci (metastatik) degilse ve erken teshis edilmesi
halinde %70-80 oraninda tedavi edilebilir (Harbeck et al., 2019). Giiniimiizde meme kanserinin
kontrol altina alinmasinda iki 6nemli yaklasim kullanilmaktadir; bolgesel (cerrahi ve radyasyon
tedavisi) miidahale ve sistemik tedavi. Kanserin molekiiler karakteri, hangi tedavi yaklagiminin
secilecegini biiyiik Olgiide etkilemektedir. Sistemik tedaviler arasinda endokrin tedavisi,
kemoterapi, HER2 pozitif hastalar i¢in anti-HER2 tedavisi ve son zamanlarda immiinoterapi
yer almaktadir (Harbeck et al., 2019). Ote yandan, mevcut tedaviler, yayilmaci meme
kanserinin tedavisi i¢in tam anlamiyla yeterli degildir. Bu tip hastalarda mevcut tedaviler,
semptomlar1 kontrol altinda tutmay1, yasam siiresini uzatmay1 ve bir nebze dahi olsa hastanin
yasam kalitesini artirmay1 hedefler. Yiiriitillen bir¢cok ¢alisma bu hedefler dogrultusunda

planlanmaktadir.

Terapotik  yaklagimlarin - birlikte kullanimi  seklinde Onerilen ¢oklu tedaviler,
hastaliklarin klinik yonetimini giiglendirmektedir (Farokhzad & Langer, 2006). Ozellikle
kanser gibi ¢ok yonlii ve tedavilere direngli tiirleri olan bir hastalik ile miicadelede, hastaliga
birgok agidan tek seferde yikici vurus yapabilmek tedavi etkinligini artirmaktadir. Ornegin,
hedef dokuda sicaklik artis1 ile tedaviyi amaglayan hiperterminin ve hastanin kendi savunma
sistemini kullanan immiinoterapinin diger tedaviler (kemoterapi, radyoterapi vb.) ile
birlestirilmesi tedavilerin etkinligini artirmaktadir. Ozellikle immiinoterapi, kanser tedavisinde
kullanilan cerrahi, kemoterapi, hipertermi, radyoterapi veya hedefe yonelik tedavilerin
etkinliklerini artirmaktadir (D. S. Chen & Mellman, 2013). Diger yandan kemoterapi
uygulamasi hipertermi ile desteklendigi taktirde, kanser hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina

duyarlilig1 artirilmaktadir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda kemoterapi, hipertermi ve immiinoterapinin es zamanli
uygulanabilecegi bir tedavi modeli, meme kanserine karsi etkin bir muamele olabilir. Bu tez
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calismasimin ana kapsami Sekil 1°de gosterilmistir. Oncelikle meme kanseri basta olmak iizere
cesitli kanser tiirlerine karsi kullanilan doksorubisin (DOX) isimli bir kemoterapétik ilag ve
immiinoterapotik etki olugturmak i¢in interferon (IFN) uyarict DNA (ISD) molekiilii, manyetik
silika nanopargaciklara (MSNP) vyiiklendi. ISD, hiicre ici DNA sensor protein aginin
merkezinde yer alan STING (interferon genlerinin uyaricisi, STING1, ERIS, MITA, MPYS,
NET23, SAVI, hMITA, hSTING, Stimulator of interferon genes, transmembrane protein 173,
STING-beta, TMEM173, stimulator of interferon response cGAMP interactor 1) proteini
tizerinden proinflamatuar gen ekspresyonunu indiikleyen ticari bir ¢ift zincirli DNA (dsDNA)
dizisidir. Ayrica, tasiyict MSNP platformunun yapisindaki manyetik 6zellikli NP’ler, AC
(alternatif akim) manyetik alan altinda sicakligin yiikselmesini saglayarak manyetik hipertermi
(MHT) araci olarak kullanildi. Hedefe 6zgii tasima yapabilmek iizere NP’ler, folik asit (FA) ile
modifiye edildi. Bu adimda yapinin kararliligini artirmak ve ISD yiiklemesini kolaylastirmak
icin katyonik bir polimer olan polietilenimin (PEI), aract molekiil olarak kullanildi. Elde edilen
PEI-FA ile modifiye edilmis, DOX ve ISD yiiklenmis MSNP yapisi kisaca DINP olarak
adlandirildi. Bu ¢alismada, MHT ile desteklenen DINP terapisinin hedefi olarak meme kanseri
secildi.

Gozenekli DOX Yiiklii

MSNP MSNP MSNP-DOX-NH: PE{-FA+ISD PEI-FA

@
DOX

Miknatis 3 =
/ y AC Manyetik Hiicre Oliimii
Alan

Sekil 1. Calismada takip edilen adimlar.

MSNP: Mezopordz manyetik silika nanopargaciklar, DOX: doksorubisin, ISD: Interferon
uyarict DNA, FA: folik asit, PEI: polietilenimin, DINP: DOX ve ISD yiiklenmis ve PEI-FA ile
modifiye edilmis MSNP.

Bu c¢alismada, hiicre 6liim bozuklugu ile karakterize heterojen bir hastalik olan kansere
kars1; kemoterapi, immiinoterapi ve manyetik hipertermi (MHT)’yi igeren nanoteknoloji
temelli ¢ok yonlii bir tedavi Onerisi sunmak amaclanmistir. Bu amagcla, nispeten diisiik
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sicakliklarda (39 °C) uygulanan MHT nin, ilag ve DNA yiiklii nanoparcaciklar (NP) ile

birlestirilmesiyle daha etkin bir kanser hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi hedeflenmistir.

Tez Calismasinin Hedefleri

Bu tez ¢alismasinin hedefleri asagida siralanmustir.

Giicli manyetik 6zelligi nedeniyle AC manyetik alan altinda tutuldugunda
bulundugu ortamin sicakligini yiikseltebilen ¢inko-demir oksit MNP’ler
iretmek,

Genis ylizey alanina sahip ve 100 nm’den kiigliik mezogdzenekli silika kabuk ile
MNP’leri kaplanmak,

Hedefleme molekiili olan FA’y1, niikleik asit aktarimi amaciyla kullanilan
katyonik polimer olan PEI’ye kovalent olarak baglamak,

Kemoterop6tik DOX ilacint MSNP’lere yiiklemek,

Immiinoterapi ajan1 olan ISD’yi PEI-FA’ya yiiklemek,

DOX yiiklit MSNP’lere ISD yiiklii PEI-FA’y1 ekleyerek nihai yap1 olan DINP
yapisini elde etmek,

DINP’1in miknatis yardimiyla hiicreler tarafindan alimini ve dolayisiyla hiicre
icinde DOX ve ISD salimini artirmak,

MHT ile desteklenmis DINP uygulamasi (DINP+MHT) ile kanser hiicrelerini
daha etkili sekilde 6ldiirebilmektir.

Arastirma Sorulari

Bu tez ¢alismasinda asagidaki sorulara cevap aranmistir:

1. DOX ve ISD, birlikte tek bir tasiyiciya yiiklenebilir mi ve es zamanl taginarak

hiicre i¢inde salimi1 gergeklesebilir mi?

Toksik olmayan diizeyde DOX yiiklii MSNP (DNP), ISD yiikliit MSNP (INP)
veya MHT, ti¢lii olarak (DINP+MHT) uygulandiginda kanser hiicreleri iizerinde
etkili bir sitotoksisite sergileyebilir mi?

NP’lerin yilizeyine yapilan folik asit konjugasyonu, DINP’1n hiicresel alimin1 ve
icli terapinin etkinligini MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri (kanser hiicre
hatlar1) iizerinde artirirken MCF-10A (tiimorijenik olmayan hiicre hatti)

iizerindeki etkiyi azaltabilir mi?



Arastirmani Onem ve Gerekcesi

Bilim insanlar1 bagisiklik sisteminin kanserle miicadele yetenegine tamamen hakim
olmasalar da immiinoterapi, bir¢ok kanser hastasinin yasam siiresini uzatmaya ve hayatini
kurtarmaya yardimci olan bir destek tedavi modelidir. Genellikle meme kanseri gibi lokal
ilerlemis kanseri olan hastalar kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahale ile tedavi
edilmektedir. Immiinoterapi, mevcut kanser tedavilerinin daha etkili, kisiye 6zgii, yan etkisi
daha az olma potansiyellerini giiclendirmektedir. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda elde edilen
NP’ler manyetik 6zelliklerinden dolay1 takip (viicut i¢cindeki dagilimi) ve de kanser i¢in tedavi
imkani sunan bir aragtir. Bu tez calismasinda yer alan DINP+MHT uygulamasi ile kanser hiicre
oliimiine kars1 sik kullanilan {i¢ terapi taktigi birlestirildi ve ayr1 ayr1 uygulandiginda hiicrelerde
gozlenen direng (kemo-direng veya termal rezistans gibi) mekanizmalari inaktive edilerek daha
etkin bir kanser hiicre dliimii gergeklestirildi. Literatiir taramas1 yapildiginda, onerilen iiclii

tedavi yaklagimini i¢eren herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.



KURAMSAL TEMELLER

Tiimor Mikro Cevresi

Meme kanseri tiimoér mikro c¢evresi, tiimor hiicrelerinin etrafindaki dokular ve
hiicrelerden olusan bir alani ifade eder. Bu mikro g¢evre, tiimor hiicrelerinin biiyiimesini,
yayilmasini ve tedaviye yanitin1 etkiler. Meme kanseri timor mikro ¢evresi, kanser hiicreleri
ve cevrelerindeki normal hiicreler, stroma, immiin hiicreler, lenfatik damarlar ve kan
damarlarindan olusan karmasik bir sistemdir (J. J. Li et al., 2021). Normal meme epitel hiicreleri
ile timo6r mikrogevresinin bilesenleri arasindaki etkilesim (fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri,
mezenkimal kok hiicreler, perisitler?, endotel hiicreleri, hiicrelerarasi matriks), dogrudan hiicre-
hiicre temaslar1 veya salgilanan molekiiller araciligiyla gerceklesir (Sekil 2). Meme kanseri
epitel hiicreleri ile tiimor mikrogevresi arasinda etkilesim; kanser iligkili fibroblastlarin
olusumu, hiicreleraras1 matriksin liretimi ve yeniden diizenlenmesi, artan proliferasyon, kok
hiicre 6zelliklerinin ve kanser hiicrelerinin metabolizmasinin yeniden programlamasi yoluyla
artar ve nihayetinde yeni ve tehlikeli bir bolge olusturur. Tiimor mikro ¢evresindeki normal
hiicreler, stroma ve immiin hiicreler bir anda kanser hiicrelerinin biiylimesi ve yayilmasini
destekleyici yone kayabilir veya inhibe edebilirler. Bu nedenle tedavi yaklasmalarinda kanser

hiicrelerinin yan1 sira tiimdr mikro ¢evresi de dikkate alinmaktadir.

Timor mikro ¢evresindeki immiin hiicreler, Ozellikle T lenfositler, meme kanseri
tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilir. Tiimor hiicreleri izerinde programlanmis 6lim-ligand 1
(PD-L1) ekspresyonunun T hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitokin iretimini inhibe
edebilecegi iyi bilinmektedir (Pan et al., 2020). Bu sebeple immiinoterapide, ¢ogunlukla T
lenfositlerinin kanser hiicrelerine saldirmasi amaclanmaktadir. Lenfositler, cesitli yabanci
maddelere kars1 genis bir bagisiklik hiicre grubu olusturmak iizere rastgele diizenlenir. Ancak
bu sistem, kendi dokularina tepki gosterebilecek hiicreler de iiretebilir. Bu riski 6nlemek i¢in,
bagisiklik sistemi bu hiicreleri etkili bir sekilde ortadan kaldirma mekanizmalar igerir. Ayrica,
asir1 bagisiklik tepkilerini 6nlemek i¢in, aktive olmus hiicreler enfeksiyonun sonrasinda hizla
temizlenmelidir. Bu baglamda, programlanmais hiicre 6liimii 6nemli bir rol oynar. Ayrica timor
hiicreleri tizerindeki PD-L1 ekspresyonu, dendritik hiicre (DC) fonksiyonunu baskilayacaktir

ve bu da T hiicre inhibisyonuna yol agmaktadir (Pan et al., 2020). Bu nedenle kanser

2 Kiiciik kan damar1 duvarlari ile iliskili olan, ¢ok giiclii mezenkimal benzeri hiicrelerdir.
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hastalarinda PD-L1 blokaji (antikor araciligiyla), klinik ¢alismalarda da rastlanan bir destek

tedavi yaklagimidir.
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Yapilan patolojik analizler, meme kanserinin prognozunu belirleme ve uygun tedavi
seceneklerini belirleme noktasinda timoér mikro ¢evresinin olduk¢a 6nemli oldugunu ortaya
koymustur. Tiimor mikro ¢evresi, kanser tedavisi agisindan 6nemli bir hedef alan1 haline
gelmistir. Timor mikro ¢evresindeki anjiyogenez yani yeni kan damarlarinin olusumu, meme
kanseri tedavisinde hedeflenen bir diger olaydir. Tiim6r mikro ¢evresindeki lenfatik damarlar,
kanser hiicrelerinin yayilmasima hizmet eder. Tedavilerin mikro ¢evreyi nasil etkiledigi ve

tiimdr hiicrelerinin biiyiimesini nasil engelledigi iizerine ¢aligsmalar stirmektedir.

Kanser Terapi Modelleri
Kemoterapi (ilach tedavi)

Kanser hastaligina kars1 kullanilan en yaygin yontem kimyasal ajanlarin kullanildigi
kemoterapidir (ilagl tedavi). Kemoterapide kanseri tedavi etmek, kontrol altinda tutabilmek ya
da kanserin yol agtig1 belirtileri azaltabilmek amaglanmaktadir. Meme kanseri i¢in kullanilan
kemoterapi ilaglar1 kanserin tiiriine, evresine ve hastanin genel saglik durumuna gore degisebilir.
Giiniimiizde meme kanserine karsi klinikte kullanilmak tizere Halaven (eribulin), Taxol
(paclitaxel) ve Adriamycin (doksorubisin) gibi bircok FDA (Food and Drug Administration,
ABD) onayli ilag piyasada yer almaktadir.

Kemoterapi ilaglarinin bir kismi (doksorubisin, mitoksantron, oksaliplatin gibi) kanser
antijenlerinin tiimor mikro gevresine sagilmasi ve bagigiklik hiicrelerinin bu antijenleri algilayip
kansere kars1 harekete ge¢mesi seklinde tanimlanabilecek immiinojenik hiicre 6liimiine (ICD)
neden olmaktadir (Lee et al., 2018). Kemoterapi, meme kanseri igin birincil tedavi segenegi
olmakla beraber cerrahi veya radyasyon tedavisi sonrasinda adjuvan?® tedavi olarak da

kullanilabilir.

Kemoterapide karsilagilan en biiyiik iki zorluk, kullanilan ilaglarin ciddi yan etkilerinin
olmast ve kanser hiicrelerinin ilag diren¢ mekanizmalari nedeniyle ilaglarin etki
mekanizmalarindan kagabilmeleridir (Sekil 3) (Sui et al., 2013). Tedavi etkinligini diisiirse bile
ilacin konsantrasyonu yan etkiyi azaltmak i¢in sinirlandirilabilir. Diger yandan kanser hiicreleri,
zararli oldugunu diisiindiigii molekiil ve yapilari, hiicre disina geri gondererek (efflux),
sitoplazmada ayr1 kisimlarda tutarak (compartmentalization) veya uygulamanin etkisini kiracak

yonde (Ornegin, apoptozu indiikleyen ilaca karsi apoptozu baskilayarak) metabolizmasini

3 Bir tedavi veya asinin etkinligini artirmak veya koruma saglamak amaciyla ek olarak kullamlan bir
madde veya yontem.
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diizenleyerek kemoterapi ve hedeflenmis terapilere kars1 direng gelistirirler (Sui et al., 2013;
Vasan et al., 2019).

{ Timor
' heterojenitesi

Apoptoz
inaktivasyonu
Mutasyon ya da
molekiiler hedeflerin
Otofaji
indiiksiyonu

asar tamiri

Tlag efluks
mekanizmasi

Boliimlendirme

Sekil 3. Kanser hiicrelerinin direng mekanizmalari

Kanser hiicreleri farkli yollarla, kemoterapi ve genotoksik veya metabolik stres
mekanizmalarindan kagabilmektedir.

Tedavinin yan etkilerini azaltmak i¢in kemoterapotik ilaglar, mevcut uygulanan dozdan
daha diisiik dozlarda tekrarli olarak (meronomik; az az devaml ila¢ verme) veya uygulanan
bolgedeki derisimi artirmak i¢in hedefe yonelik tasarlanan tasiyicilar ile uygulanmaktadir.
Hedefe yonelik tedavi amaciyla pasif hedefleme, aktif hedefleme ve bagisiklik hiicrelerinin
uyarilmasi ile hedefleme yapilmaktadir. Tiimdriin hedeflenmesine yonelik olarak yillardir
kullanilan pasif hedeflemede, tiimdr ¢evresindeki damar gegirgenliginin fazla olmasi nedeniyle
terapotiklerin tiimore sizmasi soz konusudur. Aktif hedeflemede ise tiimor hiicrelerinin
yiizeylerindeki reseptorlere spesifik olarak baglanan yapilar tercih edilmektedir. Bir diger
hedefleme yontemi ise tiimore ilag vermek yerine, viicutta anti-tiimor bagisiklik hiicrelerinin
indiiklenmesidir. Bu yolla kanser hiicreleri, anti-tiimor bagisiklik hiicrelerinin hedefi haline

gelir ve aktif bagisiklik hiicreleri tarafindan yok edilir.



Immiinoterapi (bagisiklik sistemi elemanlari ile tedavi)

Kanser ve bagisiklik sistemi arasindaki iliskiye dair ilk izlere M.O. 2667-M.0. 2648
yillarinda rastlanmaktadir. Imhotep’in oldugu diisiiniilen ¢aligmalarda, viicut disinda beliren
siskinligi, o bolgeye bir kesik atip bolgenin enfekte olmasina vesile olarak siskinligin tedavi
edilmeye ¢aligildig1 gortilmektedir (Sarkag, 2018). 13. yiizyilda yasayan Peregrine Laziozi’nin
bacagindaki tiimor, derisini patlatip agik yara haline doniistiikten sonra gerilemeye baslamistir
(Morano et al., 2016). Bu durum, giiniimiizde kendi kendine iyilesme (spontan regresyon)

olarak adlandirilsa da 13. ylizyilda bir mucize olarak algilanmistir.

Immiinoterapiye ait ilk deneysel kanitlar ise 1800°lii yillarda Vautier ve Dupuytren
tarafindan Clostridium perfringens nedeniyle kangren olan hastada gerileyen tiimoriin
raporlanmasiyla sunulmustur (Morano et al., 2016). Benzer sekilde Karl David Wilhelm Busch,
spontane regresyon gozlemlerine dayanarak bilingli olarak efekte edilen bir tiimorde kiigiilme
gozlemledigini bildirmistir (Sarkag, 2018). 1891°deki New York Memorial Hastanesi’nde
calisan William Coley, yuvarlak hiicreli sarkomu teshisi konan bir hastanin cerrahi miidahaleler
sonucu kapatilamayan yaralarinin Streptococcus pyogenes ile enfekte olmasi sonucunda

hastanin nekrotik tiimdriiniin tamamen kayboldugunu bildirmistir (Morano et al., 2016).

1900’14 yillarda bagisiklik sistemi ile ilgili ¢alismalar artmistir. Tiimdriin bagisiklik
sistemi ile geriletilebilecegini 6ne stiren Paul Ehrlich, immiinoloji alanindaki (serum bilegimi)
calismalari sayesinde Ilya Mechnikov ile Nobel 6diiliinii (1908) kazanmislardir. Ote yandan,
“Modern Tiimér Immiinolojisinin Babas1” olarak gériilen Lloyd J Old, Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) tiiberkiiloz asisinin anti-kanser potansiyelini ortaya c¢ikarmistir (Rosenthal,
2012). BCG, 1991 yilinda FDA tarafindan onaylandi ve hélen yiizeysel mesane kanserinin ilk

basamak tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sitotoksik T lenfositleri ve dogal dldiiriicii hiicreler, viriisle enfekte, bakteriyle enfekte
ve transforme olmus kanser hiicrelerini tanir ve bu hiicrelerin apoptoz yoluyla 6lmesini saglar
(Nagata & Tanaka, 2017). Modern anlamda kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemi yoluyla
ortadan kaldirilma siireci, kanser immiinoterapisi olarak adlandirilmaktadir. immiinoterapi,
canlt organizmalarin materyallerini hastaliga karsi kullanan bir ¢esit biyoterapidir. Kanser
immiinoterapide ana hedefin dogrudan kanser hiicrelerinin veya timor kitlesinin oldugu
diisiiniilse de yapilan g¢aligmalar, timor mikro cevresinin de tedavi basarisinda 6nemli rol

oynadigini ortaya ¢ikarmistir (Roma-Rodrigues et al., 2019; Q. Wang et al., 2023).

Immiinoterapinin sagladig1 en énemli avantajlarindan birisi, immiinoterapinin kansere

kars1 uzun siireli koruma saglamasidir. Kanser hastaligi aylar/yillar sonra tekrar edebilmektedir.
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Bu nedenle sadece tiimoriin yok edilmesi yeterli degildir. Immiin sistem, hafiza hiicrelerine
sahip oldugu icin karsilastig1 bir antijene karsi olusturdugu yaniti, daha sonra antijenle tekrar
karsilagmasi halinde hatirlamakta ve bu kez kanser antijenlerine karsi daha hizli yanit
olusturmaktadir. Bu nedenle kanser antijenlerinin bagisiklik sistemine tanitilmasiyla kanser

tedavi edilmekte ve bu yolla kansere kars1 uzun siireli koruma saglanmaktadir.

Kanser immiinoterapi; i) kontrol noktasi inhibitorlerinin, antikorlarin veya aktif
bagisiklik hiicrelerin (CAR-T gibi) kullanildig1 kanser hiicrelerini dogrudan bagisiklik hiicreleri
ile hedef alan aktif yollarla veya ii) as1, adjuvan veya sitokinlerin kullanildig1 bagisiklik
hiicrelerinin kanser hiicrelerine saldirmasini amaglayan pasif yollarla uygulanmaktadir (H.
Zhang & Chen, 2018). Kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemi yoluyla ortadan kaldirilmasinda
baslica; CD8+ sitotoksik T lenfositler (CTL), dogal 6ldiiriici (NK) hiicreler ve dogal dldiiriicii
T hiicreler gorev almaktadir (Kapadia et al., 2015). NK hiicreleri antijene 6zgii olmayan ve
yiizey reseptorleri yoluyla neoplastik? hiicreleri taniyan dogal bagisiklik efektdr hiicrelerdir
(Waldhauer & Steinle, 2008). CTL’ler ise iki yolla kanser hiicrelerini tanimaktadir (Takase &
Saito, 1995):

(1) DC’ler gibi antijen sunan hiicrelerin (APC’lerin) T hiicre reseptorii ile etkilesim

saglayan bir sinyal ile veya

(i) APC’ler lizerindeki aksesuar molekiiller (CD80, CD86, LFA3, vb.) ile CTL’ler
izerindeki reseptorler (CD2, CD28, LFA1, vb.) arasindaki etkilesimler sonucu

ortaya ¢ikan uyarici sinyaller ile.

Normal siirecte bagisiklik sistemine ait hiicreler, viicutta olusabilecek deforme hiicreleri
(kanser dahil) taniyip onlar1 ortadan kaldirmaktadir (immiinosiirveyans, immiin gozetim).
Ancak, immiin kontrol noktas1 reseptdrleri (PD-L1, CTLA-4) veya bagisiklik hiicre inhibisyonu
saglayan TGF-B (biliylime faktorii beta) ve IL-10 (interlokin 10) gibi cesitli aracilar1 kullanan
kanser hiicreleri, immiinosiirveyanstan saklanabilmektedir (D. S. Chen & Mellman, 2013; Qian
et al., 2018). Kanserin kagis mekanizmalariyla miicadele edebilmek amaciyla hedeflenmis
antikorlar, kanser agilari, uyarici hiicre transferi, viriisler, kontrol noktas1 inhibitorleri, sitokinler
ve adjuvanlar gibi ¢esitli yaklasimlar onerilmektedir (Van Der Burg et al., 2016). Boylece
bagisiklik hiicreleri giliclendirilmekte, inaktif bagisiklik uyarilarak tiimor bolgesinde bagisiklik

hiicreleri aktive edilmekte veya kanser hiicrelerinin kontrol noktas1 inhibitérleri kapatilarak

4 Neoplastik: Yeni olusum. Neoplastik transformasyon: Hiicrenin kanserli hiicreye doniismesi.
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aktif bagisiklik hiicrelerini durdurma yetenegi elinden alinmaktadir (D. S. Chen & Mellman,
2013). Ornegin, erken asamada teshis edilmis iiclii negatif meme kanseri hastalarinda PD-L1
inhibisyonu ile birlestirilmis bir kemoterapi modeli ¢ok daha etkili olmaktadir (Schmid et al.,
2020).

Kanser hiicrelerinde gozlenen heterojenite, eksojen antijen ile etkili bir immiinoterapi
basaris1 elde edilmesinin Oniinde ciddi bir engeldir. Bunun yaninda tiimdr mikro g¢evresi
sayesinde kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagis mekanizmalarint gelistirmesi
immiinoterapinin basarisini sinirlandiran bir bagka unsurdur. Bu sebeple, bireye 6zgii tedaviler
ya da c¢oklu terapiler konusunda caligmalar siirdiirilerek tedavi basarisinin artirilmasi

hedeflenmektedir.

Hipertermi (sicakhi@in arttirllmasi)

Kanser tedavisinde kullanilan bir diger yaklasim ise sicaklik artisina dayanan
hipertermidir. Tiimdrlerin termal ablasyonu®, neoplastik dokular1 yok etmek icin sicakligin
arttirllmasindan (hipertermi) veya sicakligin diisiiriilmesinden (hipotermi) yararlanan bir dizi
teknigi kapsar (van der Zee, 2002). Basitge hipertermi, bir dokunun/hiicrelerin radyofrekans
dalgalari, 151k veya manyetik alan kullanilarak 39-45 °C’ye 1sitilmasi iglemidir (Basel et al.,
2012; Moy & Tunnell, 2017; Toraya-Brown et al., 2014; Waust et al., 2002). Cogu normal doku
(sinir sistemi harig) 1 saat siireyle 44 °C’ye kadar bir sicakliga maruz kaldiginda hasar gérmez
(Fajardo, 1984). Ciinkii bu hasari tolere edebilecek mekanizmalar, saglikli hiicrelerde aktifken,
genellikle kanser hiicrelerinde gerceklesen mutasyonlar neticesinde bu koruma mekanizmasi

devre disidir.

Tedavi edilen alanin boyutuna bagli olarak hipertermi, lokal (¢cok kii¢iik bir alan),
bolgesel (tiim organ veya uzuv gibi viicudun daha biiyiik bir boliimii) veya tiim viicut olarak
uygulanmaktadir (American Cancer Society, 2016; Basel et al., 2012; Institute, 2011; Obaidat
et al., 2019). Ozellikle ameliyat yoluyla cikarilamayan tiimorlere karsi ya da ameliyati
kaldiramayacak hastalar i¢in lokal hipertermi uygulanmaktadir (Toraya-Brown et al., 2014).

Ornegin manyetik hipertermi (MHT) yontemi, bir gesit lokal hipertermi metodudur.

Calismalar sonucunda farkli hiicre hatlarinin, sicaklik artigina kars1 farkli hassasiyete
(termotolerans) sahip oldugu gézlenmistir. Bu durum, benzer sicaklik profillerinin uygulandig:

farkl1 hiicre hatlarinda degisken sonuglarin gozlenmesine neden olmaktadir. Bu tiir farkliliklarin

5 Ablasyon: Yok etmek, hastalikli kistmlarda hiicre 6liimii.
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kaynag1 olarak hiicre hatlar1 arasinda Ist Sok Proteini (HSP) iiretiminin farklilig:
gosterilmektedir (Vilas-Boas et al., 2020). HSP’ler oncelikle sicaklik olmak iizere farkli stres
durumlarinda hiicre igi protein katlanmasinda herhangi bir sorunun dogmasi halinde devreye
giren genis bir protein ailesidir. Ozellikle HSP70 sag kalim proteini olarak bilinmektedir
(Cumming & Diamond, 2002).

Hipertermi, bazi timdr hiicrelerinin immiinojenitesini etkilemektedir (Wust et al., 2002).
Caligmalar, lokal hipertermi tedavisinin canlida anti-timdr bagisikligt artirdigini
gostermektedir (Toraya-Brown et al., 2014). Artan sicaklik nedeniyle hiicre i¢inde katlanmamis
protein yanit1 (UPR) ortaya c¢ikmaktadir. Bu katlanmayan proteinlerin dogru bir sekilde
katlanabilmesi i¢in hiicreler, HSP’lerin ekspresyonunu artirmaktadir (Sekil 4). Hipertermi
uygulanmis hiicrelerde artan HSP70 ekspresyonu, bu hiicrelerin NK hiicreleri tarafindan
taninirligini artirmaktadir (Dayanc et al., 2008; Gehrmann et al., 2005; Moy & Tunnell, 2017).
Hiicrelerde HSP proteinlerindeki artig, DC gibi APC’lerin HSP iizerinden 1s1 stresli hiicreleri
algilamasina da neden olmaktadir (Toraya-Brown et al., 2014).

Nucleocytoplasmic transport during heat shock

Normal conditions Heat shock
Conventional . .
Importin B-dependent Hea[:;ﬂsf';ock kaeshé—tﬁ ipaendent
pathway P Yy
'
Importin | Importin Hikeshi
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Sekil 4. Normal durumda ve 1s1 sok durumunda HSP70’in gen diizenleme mekanizmast
(Furuta et al., 2014)’dan alintilanmistir.
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Nanopargacik (NP) aracilifiyla hipertermi; 1s1k, manyetik alan ve radyofrekans
radyasyonu ile saglanmaktadir (Brummelhuis et al., 2023; C. Huang et al., 2021; Obaidat et al.,
2019). Bu yaklagimlar, NP’ler uygulandiktan sonra NP’lerin yogun olarak tiimor bolgesinde
toplanmas1 ve harici bir enerji kaynagi ile hiperterminin indiiklenmesini kapsamaktadir.
Fototermal terapi (PTT) uygulamasinda, 700-900 nm araligina yakin kizilotesi (NIR) 15181 ile
NP’lerin uyarilmast s6z konusudur. Bu amacla en fazla altin, bakir ve grafen NP’ler
kullanilmaktadir (Moy & Tunnell, 2017; Qin et al., 2023). NIR kullanildig1 igin, PTT
uygulamasi 1 cm penetrasyon derinligi ile sinirlidir. Radyofrekans hipertermi (RFH), tiimore
temas eden bir elektrot ile uygulanabildigi gibi altin, silika ve karbon NP’ler ile de uygulanabilir
(Adibzadeh et al., 2020). MHT ise disaridan uygulanan bir AC manyetik alan varliginda 1s1
aci1ga ¢ikmasina neden olan manyetik NP’lerin kullanimini kapsar (Moroz et al., 2002; Rubia-
Rodriguez et al., 2021). MHT i¢in AC manyetik alan kaynagi gerektigi gibi, RFH i¢in
radyofrekans radyasyon lireticisi gerekir. Buna karsin, PTT i¢in kullanilan diyot lazer, manyetik
alan ve radyofrekans iireticisine goére daha ekonomiktir. Ote yandan, AC manyetik alan ile
uygulanan MHT’de, PTT deki gibi penetrasyon sorunu s6z konusu degildir (Moy & Tunnell,
2017). Ciinkii manyetik alanin giriciligi 1siktan daha fazladir. Arzu edilen miktarda NP tiimor
bolgesinde lokalize edilememesi nedeniyle RFH ve MHT yontemlerinin tiimor ¢evresindeki
etkileri sinirlidir. Bu nedenle birden fazla yontemin kullanildigi kombine yaklagimlar yoluyla

tedavinin etkinligi arttirilmalidir.

Son yillarda FDA, bir¢ok kombine tedavi yontemini onaylamakta ve ozellikle
immiinoterapi ile birlestirilmis tedavileri desteklemektedir. Bu yonde bir¢cok calisma
stirdiiriilmektedir. Mesela Pan ve ekibi hem primer tiimor ablasyonu hem de mimetik metastatik
timdr inhibisyonu icin MHT ve kontrol noktasi blokaj immiinoterapisini kapsayan bir kombine
tedavi yaklasimini fareler iizerinde denemistir (Pan et al., 2020). Bu c¢alismada, deney
hayvanlarimin viicutlarinin farkli bélgelerinde gelistirilen tiimorlerden sadece birine uygulanan
kombine tedavi sonucunda, tedavi edilmeyen diger tiimoriin de kiiciildiigii belirtilmektedir.
Ikinci tiimoriin tedaviye maruz kalmadigi halde kiiciilmesinin nedeni olarak; timor
antijenlerinin bagisiklik sistemi tarafindan taninir hale getirilmesi ve bagisiklik hiicrelerinin
timor antijenlerine karsi aktif davranabilmeleri yani anti-timor bagisiklik hiicrelerinin
gelistirilmesi seklinde aciklanmistir. Benzer sonuca erisen farkli calismalara literatiirde

rastlanmaktadir (Moy & Tunnell, 2017).

Manyetik hipertermi

Manyetik hipertermi (MHT), disaridan uygulanan bir AC manyetik alan varliginda

termal enerji agiga ¢ikmasina neden olan NP’lerin kullanimini kapsayan bir hipertermi tedavi
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yontemidir. MHT; etkin, invaziv olmayan, normal dokulara asgari diizeyde hasar veren, diisiik
maliyetli ve milkemmel doku penetrasyonuna sahip bir tedavi modelidir (American Cancer
Society, 2016; Institute, 2011). Ozellikle malign tiimdrlerde goriilen hipoksik, besin
maddelerinden yoksun ve diisiik pH degerine sahip hiicre i¢i ortam, bu hiicreleri 6ldiirmek i¢in
arastirmacilarin elini giliclendirmektedir. MHT uygulamas1 ile kanser hiicreleri dogrudan
oldiirtliirken, normal hiicreler bu durumdan daha az etkilenmektedir (American Cancer Society,
2016; Institute, 2011). Bu durum ayni zamanda normal hiicrelerin daha az NP almasinin bir

sonucudur.

Manyetik NP’ler, siiperparamanyetik Ozellikleri nedeniyle MHT uygulamalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Hugouneng et al., 2012; H. J. Kim & Choi, 2019; Kossatz et al., 2014;
Pan et al., 2020). Farkl1 6zelliklerde tiretilen ¢esitli demir oksit NP’ler, FDA tarafindan onayli
bir sekilde gerek hastaliklarin tedavisinde gerekse MR kontrast ajani olarak kullanilmaktadir
(Anselmo & Mitragotri, 2016). Ticari manyetik 1sitma maddesi NanoTherm™ igin klinik testler
cesaret verici gorinmektedir, ancak terapotik etkiyi ger¢eklestirmek i¢in gereken doz nispeten
yiiksektir (Mahmoudi et al., 2018; Rodriguez et al., 2022; Southern & Pankhurst, 2018).
Stiperparamanyetik demir oksit NP’lerin MHT uygulamasiyla ilgili ¢ok sayida bilimsel
calismada nispeten diisiik demir konsantrasyonlari (2,0-20,0 mg/ml) kullanilmistir, ancak bazi
yazarlar bu tiir biyolojik uygulamalar i¢in NP konsantrasyonlarinin daha da diisiiriilmesini

gerekli gormektedir (Lachowicz et al., 2019).

Bir malzemenin hipertermi etkinligi, uygulanan harici AC manyetik alan1 altinda birim
kiitle basina olusturulan termik giicii temsil eden spesifik gii¢ emilimi (SPA) ile ifade edilir
(Campanini et al., 2015). AC manyetik alan enerjisinin termal enerjiye doniisiimii birkag
mekanizma ile gergeklesir ve islem verimliligi biiyiik 6l¢lide dis alanin frekansina, genligine ve
ayrica NP’lerin boyutuna, sekline, bilesenlerine ve NP’ler arasi etkilesimlere baglidir. Daha
yiiksek SAR® degerine sahip manyetik NP’lerin elde edilmesi amaciyla demir oksit NP’lere

alternatif olarak ¢inko, nikel veya kobalt i¢ceren demir oksit NP’ler iiretilmektedir.

Kanser hiicreleri, bazi1 durumlarda sicaklik artisindan tipkr saglikli hiicrelerde oldugu
gibi HSP’ler yardimiyla kagabilir. Termotolerans, hipertermi tedavilerinde beklenen etkinin

gozlenmemesindeki ilk biiylik engel olarak goriilmektedir. Bu nedenle HSP70 gibi proteinlerin

6 Specific Absorption Rate, Ozgiil Sogurma Degeri
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tretiminin durduruldugu hipertermi tedavileri yeni yeni Onerilmektedir. Yine bu noktada

termotoleransin etkisini azaltmak i¢in kombine yaklagimlar tercih edilmektedir.

Hipertermi ve immiinoterapi iligkisi

Hipertermi ve immiinoterapi, kanser tedavisinde birlikte kullanilabilecek iki farkli
tedavi yontemidir. Hipertermi, bagisiklik sistemi hiicrelerinin aktivitesini artirarak
immiinoterapinin etkisini gii¢lendirebilir. Ornegin, hipertermi ile 1sitilan kanser hiicreleri
oldiirtldiigiinde, 6li hiicrelerin kalintilar1 bagisiklik hiicreleri tarafindan algilanabilir ve daha

fazla bagisiklik yanit1 olusturulabilir.

MHT sirasinda, kanser hiicreleri tarafindan iiretilen HSP’ler, antijen sunumu ve
bagisiklik yanit1 yoluyla MHT tedavisinin etkinligini artirmaya yardimeci olabilirler. Ayrica,
MHT tedavisi sonrasinda artan HSP iiretimi, kanser hiicrelerinin daha iyi taninmasina ve yok
edilmesine yardimci olabilir. Bu nedenle, MHT ve immiinoterapi kombinasyonu, kanser

tedavisinde umut verici bir yaklasim olarak degerlendirilebilir.

H. Wang ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, MHT sonucu tiimor bolgesinde hem CD4 ve
CD8 T hiicrelerinin sayisinin hem de IL-6 ve IFN-y ekspresyonlarinin arttig1 bildirilmistir (H.
Wang et al., 2014). Ayrica 1s1 stresi altindaki kanser hiicreleri, antijenler ve kemokinler igeren
eksozomlar1 ortama sagtig1 icin hem APC’lere antijen kaynagi saglar hem de APC’ler ve T
hiicrelerinin o bolgede toplanmasina yardimeci olur (Toraya-Brown et al., 2014). MHT
uygulamasinin, HSP’ler yoluyla immiin aktivasyona neden oldugu bilinen bir gercektir ancak
gerek MHT sonras1 NF-kB aktivasyonu gerekse CXCL10 gibi kemokinlerin iiretiminin artmasi
hiicre i¢i farkli yolaklarin bu siirece dahil olabilecegini diisiindiirmektedir (Lee et al., 2018;
Skitzki et al., 2009; L. Sun et al., 2013).

Nanoparc¢aciklarin Kanser Tedavilerindeki Yeri

Nanoyapilar ile kanser tedavisi, nanotip alaninda yiiksek anti-kanser potansiyeli olan ve
oldukca dikkat ¢eken bir konudur. Teshise yonelik nanoteknoloji tabanli biyosensorler veya
manyetik NP aracili MR goriintiileme gibi faydalarinin yaninda nanoyapilar, ilag tasiyici olarak
tedaviye yonelik kullanilabilir. Baz1 NP’lerin 6zel sartlar altinda 1s1 liretme yeteneklerinden
faydalanilarak kanser hiicrelerinin kontrollii bir sekilde 1sitilmasi suretiyle tiimor kiigiiltiilebilir.
Fotodinamik tedavi, fotosensitif NP’lerin tiimore taginarak 15181n etkisiyle kanser hiicrelerinin

6liimiine odaklanmaktadir. NP’lerin nanotipta kullanim alan1 her gecen giin genislemektedir.

Nanotasiyicilar, ¢cok yonlii 6zellik tasiyacak sekilde tasarlanabildigi i¢in kombine

tedavilerde kullanima olduk¢a uygundur (Kapadia et al., 2015; Shao et al., 2015; Wilhelm et
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al., 2016). Nanotasiyicilar kullanilarak hedef bolgeye kemoterapétik bir ilag veya niikleik asit
(DNA veya RNA) tasinabilir ve ayn1 zamanda tastyicinin viicudun hangi bolgelerine ulastigi
izlenebilir (Ge et al., 2018). Nanomalzemeler, bilesenleri (metalden organik bilesiklere kadar
cesitli Onciiller kullanilabilir) ve iiretim yontemleri degistirilerek, ylizey ozellikleri amaca

uygun lretilerek veya boyut ve sekil kontrolii saglanarak ¢esitlendirilmektedir (Sekil 5).

Compositions Combinatorial variation of properties
Size
oA xie Func?grggﬁeat'on
TiO,, CeO,, ZnO Shape i zati
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B Crystal
Structure
Carbon 3332 O o0
Nanotubes 2333

SWCNT, MWCNT

Silica
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Fumed,
Crystalline, Band Surface
Mesoporous Gap chemistry

Dissolution

Sekil 5. Tasarlanmis nanomalzemelerin (ENM) bilesenleri, kristal yapilari, boyutlar1 ve ylizey
ozellikleri degistirilerek farkli malzemeler iiretilebilir.
(Nel et al., 2013)’den alintilanmistir.

Timor blylitilmis bir fare modeline enjekte edilen NP’lerin ortalama %0,7’sinin
tiimore ulastigi tespit edilmistir (Wilhelm et al., 2016). Bu oran, enjekte edilen NP sisteme gore
ciddi anlamda degismektedir (Sekil 6). Mesela hidrodinamik ¢ap1 100 nm’nin altinda olan
NP’lerin ilag dagitim orani, daha biiyiik NP’lere gére daha yiiksektir. Inorganik NP’ler ilag
dagitim oranim1 organik NP’lere gore %0,8’e kadar artirmaktadir. Son olarak, notr zeta
potansiyeline sahip (-10 ila +10 mV) NP’lerin ilag dagitim verimliligi, pozitif (>10 mV) veya
negatif (<-10 mV) zeta potansiyelli NP’lere gore daha yiiksek olma egilimindedir. Aktif
hedefleme yapilarak ila¢ dagitim oram1 %0,9’a ve rod seklinde NP kullanildiginda ise bu
oran %]1,1’e yiikselmektedir (Wilhelm et al., 2016). Bu bilgilerden, hedef organa ve terapide
beklenen etkiye uygun bir nanomalzemenin se¢iminin, amaci basariya tasiyacak en onemli

nokta oldugu anlagilmaktadir.
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Sekil 6. NP’lerin viicut i¢inde temizlenme siirecini ve timoér mikrogevresi veya mukus
tabakalar1 gibi yerel engellerle nasil etkilesimde bulundugunu belirleyen faktorler, boyut, sekil,
yiik ve yiizey kaplamasi gibi faktorlerdir.

Kiiresel ve daha biiyiik NP’ler kan akisinda merkezi bolgelere gore daha fazla kenarlarda veya
damar duvarlarina yakin bolgelerde bulunma egiliminde iken, ¢ubuk seklindeki NP’ler daha
kolay disar1 (kan dolasimindan) cikar (sol {iist). Kaplamasiz veya pozitif yiiklii NP’ler
makrofajlar tarafindan daha hizli temizlenir (sag iist). Yerel dagilim agisindan genel olarak,
cubuk sekilli, ndtr ve hedefe yonelik NP’ler tiimorlere daha kolay niifuz eder (sol alt), pozitif
yiiklii, daha kii¢iikk ve kaplanmis NP’ler ise mukozal engelleri daha kolay asar (sag alt).
(Mitchell et al., 2021)’den alintilanmugtir.

Nanotastyicilarin ylizeyi, hedef hiicre tiirtine 6zel ¢esitli molekiiller ile modifiye
edilmektedir. Monoklonal antikorlar (spesifik antijenlere baglanabilen protein molekiilleri),
peptidler (kisa protein parcaciklari), aptamerler (6zel olarak segilmis niikleik asitler),
peptidomimetikler (peptidlerin yapisini taklit eden sentetik molekiiller) veya folik asit (FA) gibi
kii¢iik molekiiller kullanilarak tasarlanan yapi, kanser hiicrelerine giidiimlii hale gelir (Sekil 7).
Bu ligandlar, kanser tedavisi alaninda kullanilan ¢esitli hedefe yonelik terapotik yaklasimlarda
kullanilir. Ancak, hangi ligandin kullanilacagi, kanser tiirline, hedefe ve tedavi stratejisine bagl

olarak dikkatlice degerlendirilmelidir.
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Sekil 7. Terapotik yaklagimlar i¢in tasarlanan siiperparamanyetik nanoparcaciklar.
Cekirdek-kabuk (iist) ve polimerik misel ile hedefleme molekiilleri ile modifiye formlarin (alt)
sematik gosterimi. (Palanisamy & Wang, 2019)’den alintilanmustir.

FA, hedefe yonelik kanser tedavilerinde kullanilan immiinojenik olmayan ligandlardan
biridir ve genellikle peptidler veya aptamerlerle birlestirilir. FA, hiicrelerin yiizeyinde bulunan
folat reseptorlerine spesifik olarak baglanir (C. Chen et al., 2013). Bir ilag tasiyicisina veya
terapOtik ajanin yapisina FA dahil edilerek, artmig folat reseptorii ekspresyonu olan kanser
hiicrelerine daha spesifik bir sekilde hedeflenmis teslimat saglanabilir. Literatiirde bir¢ok
calismada, FA-modifiye tasiyic1 sistemler ile meme kanseri hiicreleri hedeflenmistir
(Soleymani et al., 2018; Yang et al., 2014; Zhou et al., 2016). Ilacin dogrudan kanser
hiicrelerine ulastirilmasi, hem yalnizca hedef hiicrelerin ilactan etkilenmesini saglayarak
olusacak yan etkiyi smirlandirmaktadir hem de ilacin hedef hiicrede konsantre olmasin
saglayarak hedefi etkili bir sekilde yok etmektedir. Bu amacla, lokal tedavide kullanilmak tizere

metal veya polimer yapili NP’ler gelistirilmektedir.

Kontrollii ila¢ salim1 uygulamalari, 1) kisa stireli veya uzun siireli (yillarca) stirekli
salim1 ve 11) bir kez veya siirekli olarak hedefe (6rnegin, tiimor, hastalikli kan damari vb.)
yonelik salim1 kapsamaktadir. Birgok kontrollii ila¢ salim formiilasyonunda, hemen baslangicta
biiyiik miktarda ilag salimi (burst salim1) gergeklesir (X. Huang & Brazel, 2001). Genellikle
kisa siireli ger¢eklesen bu siiregte, ilk asamalarda tasiyici sistemden yiiksek ilag salim1 meydana
gelmektedir. Baz1 durumlarda elverisli olmasina ragmen, ilag dagitiminda ¢ogu durumda burst
salim1 olumsuz bir etki olarak kabul edilir. Bu nedenle burst salimini kontrol edebilmek ve ilk

etapta hizli bir ilag saliminin 6niine gecmek i¢cin pH veya 1s1 uyarl polimerik kaplamalar
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yapilabilir. Bunu yaninda nano boyutlu gézeneklere ve genis i¢ yiizey alani ile yiiksek ilag
yiikkleme kapasitesine sahip mezoporoz silika nanopargaciklar (SNP) da ilaglar1 gézeneklerinde

hapsederek korur ve hiz kontrollii salim saglar.

Biyouyumluluk ve diisiik toksisite 6zellikleri nedeniyle ilag tagima sistemlerinde yaygin
olarak kullanilan SNP’ler ile 6zellikle hidrofobik ilaglar tasinabilmektedir (Heggannavar et al.,
2018; T. Li et al., 2016). Bu ilag tasima sistemlerini igeren siirli sayida klinik denemeye
rastlanmaktadir ancak bu alanda arastirmalar devam etmekte ve gelecekte daha fazla klinik
denemenin gergeklesmesi beklenmektedir. SNP’ler, ilaglarin kimyasal ve fiziksel stabilitesini
koruyabilir ve etkinligini artirabilir. ila¢ salimini kontrol etmek ve hedeflenen bélgeye (aktif
hedefleme) yonlendirmek icin ylizey modifikasyonu (6rnegin polimer kaplama) yapilabilir.
SNP’ler, ilag tasima sistemlerinde kapsiil, mikrokiire veya nanoparcacik gibi farkli sekillerde
hazirlanabilir ve oral, transdermal veya enjeksiyon yoluyla uygulanabilir. Ma ve arkadaslari
tirettikleri SNP’lere DOX yiikleyip bu yapiy1r PEI-FA ile modifiye ederek siRNA aktariminda
kullanmislardir (Ma et al., 2013). Calismada FA reseptoriinii yiiksek (HELA) ve diisiikk (MCEF-
7) diizeyde eksprese eden hiicre hatlart kullanilmistir. Kullanilan PEI-FA, pH bagiml ilag
salimina imkan tanidigi i¢in ilacin dogrudan hiicre i¢inde salimi saglanmistir. Tercih edilen
siRNA dizisi hiicre i¢inde hedeflenen genin baskilanmasimi saglamistir. Bu ¢alisma, tek bir
tastyict sisteme hem ilag hem de niikleik asitin yiiklenebilecegini, yapinin hedefe 6zgii
tasarlanabilecegini, ayn1 zamanda ilag ve niikleik asit salimiin kontrollii bir sekilde hiicre

icinde gergeklestirilebilecegini gostermektedir.

Farklt NP’ler ile birlestirilerek SNP’lerin fonksiyonlar1 arttirilabilir. Bu anlamda bir
miknatis yardimiyla istenilen yone hareket ettirilebilen ve hedef dokuda biriktirilebilen
manyetik NP’ler, SNP’lerle birlestirilerek cekirdek-kabuk yapisi iiretilmektedir. Manyetik
SNP’ler (MSNP), hem MR goriintiilleme ve MHT ajani olarak hem de hedef spesifik ilag tasiyict
sistem olarak kullanilabilir (Pan et al., 2020; C. Sun et al., 2008; H. Wang et al., 2014).
MSNP’ler; biyo-uyumludur, sinirli sitotoksisiteye sahiptir, farkli manyetik ¢ekirdekler (Fe, Zn,
Co vb.) igerebilir. Uretimi sirasinda ciddi anlamda zararli sayilabilecek kimyasallar kullanilmaz
ve bu yapilar ucuz yollarla elde edilmektedir. Son olarak MSNP’lerin ¢ekirdek, gozenek ve
yiizey olmak tizere kullanilabilir {i¢ farkl1 bolgesi oldugu i¢in bir¢gok amaca yonelik gelistirilen

farkli formlarda MSNP iiretilebilmektedir.

Manyetik NP’ler, siiperparamanyetik Ozellikleri nedeniyle MHT uygulamalarinda
siklikla kullanilmaktadir (Hugouneng et al., 2012; H. J. Kim & Choi, 2019; Kossatz et al., 2014;
Pan et al., 2020). Manyetik NP’ler, ila¢ ve gen tasima, manyetik yolla hiicre, protein ve RNA
saflagtirma, MR goriintiilleme gibi uygulama alanlarinda tercih edilmektedir. Ornegin MR
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goriintiileme ve MHT nin uygulanabilecegi hibrit sistemler (Hybrid-System Sigma-Eye/MRT
gibi) gelistirilmektedir ve bu sistemlerin uygulamasinda MNP’ler kullanilmaktadir (Wust et al.,
2002). Yiiksek manyetizasyona (95 emu/g) sahip 22 nm boyutlarindaki FesO4 NP’ler ¢oklu
terapi amaciyla kullanilmustir (T. J. Li et al., 2013). Arastirmacilar Fe3Os NP’leri radyofrekans
indiiklii 1s1 tiretiminde kullanirken NP’lerin yilizeylerini hedefe 6zgii tasarlayip yapiya ilag
yiikklemislerdir. Calismada, ila¢ saliminin 1s1 indiiksiyonu ile arttigt ve Onerdikleri terapi
modelinin hem hiicre hatlar1 tizerinde hem de tiim6r modeli olusturulmus farelerde etkili oldugu
belirtilmistir. Ote yandan, manyetik NP’ler, lizozom igine hapsedildikten sonra manyetik alan
uygulandiginda lizozomal membran gegirgenligi arttig1 i¢in reaktif oksijen tiirleri (ROS)
bagimli sitotoksisitenin ortaya ¢iktigi literatiirde bildirilmistir (Domenech et al., 2013). Benzer
sekilde, lizozomlarinda NP’ler igeren tiimor hiicrelerine 30 dakika MHT uygulandiginda
lizozom membran gegirgenliginde ve buna bagli olarak hiicre i¢i ROS iiretiminde artigin oldugu
goriilmiistiir. Neticede hiicrelerde biiylik hasarin olustugu ve hiicre dliimiiniin gergeklestigi

bildirilmistir (Connord et al., 2015).

Hedefe yonelik caligsmalar ile kansere kars1 kullanilan tedavilerin etkinligi bir noktaya
kadar arttirilmistir ancak yeterli diizeyde etkili olan ve simirli yan etki sergileyen tedavi
yollarinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Ek olarak, kullanilan tasiyicilar
doz bagimli toksisite gostermektedirler ve su anda ortaya ¢ikmayan etkilerinin ilerleyen yillarda
ortaya ¢ikabilecegi disiiniilmektedir (Hossen et al., 2019). Bu nedenle tedavide kullanilacak
tastyicilarin ve ilacin konsantrasyonunu sinirlandirmaya yonelik yaklagimlar, olusabilecek
dezavantajlar1 elemine etmeye yardimci olacaktir. Dogrudan kullanilan ilacin veya tastyici/ilag
kompleksinin konsantrasyonun azaltilmasi ise tedavi etkinligini azaltmaktadir. Diger yandan
kanser hiicreleri, daha once aciklandig1 iizere ilaglarin etki mekanizmalarini devre disi
birakacak ¢esitli savunma mekanizmalar1 igermektedir. Tiim bu sorunlarin iistesinden gelmek
icin tiimlesik (kombine, birlesik) yaklasimlar onerilmektedir (Sekil 8). Tiimlesik tedavi
yaklasimlarinda, diisiik konsantrasyonda birden fazla ajanin ayn1 anda uygulanmasi ile
terapilerin etkisi birlestirilmekte ve bdylece tedavinin giicii artirilmaktadir (Adibzadeh et al.,
2020). Ciinkii kanser ilaglari kombinasyon halinde verildiginde, farkli mekanizmalarla ¢aligan
ilaglar, direngli kanser hiicrelerinin gelisme olasiligini azaltmaktadir. Bu durum ayni zamanda
ilaglarin yiiksek dozda kullanimini sinirlandirmaktadir. Ayrica, tedavi etme yoniine ek olarak
kombine tedavi, semptomlar1 azaltmak ve hastanin yasam siiresini uzatmak i¢in

kullanilmaktadir.
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Sekil 8. Timlesik (kombine, birlesik) yaklasimlarin avantajlari
Interferonlarin Immiinoterapideki Rolleri

Interferonlar (IFN), immiin sistemin bir pargas1 olan proteinlerdir ve antiviral, antitimor
ve immiinomodiilator etkilere sahiptir. IFN’ler, hiicrelerde antiviral proteinlerin sentezini
uyararak viriis replikasyonunu engelleyebilir. Bunun yaninda IFN’ler, kanser hiicrelerinin
biiylimesini ve yayilmasini engelleyebilir, bagisiklik sistemini uyararak (immiin yanitlart
uyarabilir veya baskilayabilir), tiimor hiicrelerine karsi immiin yaniti artirabilir ve kanser
hiicrelerini hedef alabilir. IFN {iretimini tesvik edebilen yapilara 6rnek olarak siklofosfamid
(kemoterapi ilact), interleukin-2 (IL-2, bir sitokin), IL-12, poliinosinik-polisitidik asit (Poly-IC,
immiinostimiilator) ve Toll benzeri reseptor agonistleri (imikvimod gibi) verilebilir (Longhi et

al., 2009; Patti et al., 2001; Propper & Balkwill, 2022).

IFN’ler, meme kanseri tedavisinde immiinoterapi ajani olarak kullanilmaktadir (Choi et
al., 2021; Mattiuz et al., 2021; L. Sun et al., 2021). Hiicrelerin antijen sunumunu arttirarak
tiimdre karst immiin yanit1 giiclendiren IFN’ler, tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelleyerek
anti-proliferatif etki gostermekte ve apoptozu uyararak tiimor hiicrelerinin 6liimiine neden
olmaktadir. Ayrica, I[FN’ler T hiicre aktivitesini artirarak antitimor yaniti giiclendirmekte ve
ayni zamanda, timor mikrogevresindeki immiinsupresyonu azaltarak, immiin sistemin tiimore
kars1 savasini kolaylastirmaktadir. Bunun yani sira, IFN’ler kanser hiicrelerinin metastaz

yapmasini da engelleyerek tedavi basarisini artirmaktadir.
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Yiiksek immiinojenik etkiye sahip halkasal diniikleotitler (CDN’ler), son yillarda
kansere karsi inflamatuar yanit olusturmak amaciyla adjuvan asi olarak Onerilmektedir
(Chandra et al., 2014). insan hiicreleri, sahip oldugu DNA sensor proteinleriyle sitoplazmada
beliren DNA’y1 parcalayarak CDN’leri iiretebilmektedir (Unterholzner, 2013). Bu nedenle
arastirmacilar, hiicreleri ¢ift zincirli DNA (dsDNA) ile transfekte ederek, hiicre icinde
CDN’lerin ag13a ¢ikmasi yoluyla, basta tip I IFN’ler olmak iizere bircok proinflamatuar’ genin
ekspresyonunu indiiklemektedir. Caligsmalar, dsDNA ile yapilan immiin uyarimin CDN’lere
kiyasla daha etkili oldugunu c¢ilinkii sitoplazmada ortaya ¢ikan DNA’nin dizi ve uzunluguna
gore farkli sensor proteinleri ile algilandigint ve DNA’nin parcalanarak gesitli CDN’lerin
iretildigini (CDN kokteyli olusmaktadir) belirtmektedir. Olusan CDN’ler veya dogrudan
dsDNA, endoplazmik retikulum membraninda bulunan STING adi verilen bir proteinin
aktivasyonunu saglamaktadir (Ishikawa et al., 2009). STING aktivasyonu, hiicre i¢inde
gerceklesen bir seri fosforilasyon reaksiyonunu tetiklemekte ve nihayetinde hem hiicrede
apoptotik yol aktive olmakta hem de c¢esitli proinflamatuar genlerin ekspresyonu
gerceklesmektedir (Barber, 2015; Saitoh et al., 2009) Sitozolik dsDNA yolagi olarak
adlandirilan bu siirecte, 6ncelikle TBK1 (TANK Baglanma Kinaz 1) ve IKKe (IkB kinase ¢,
IxB ise NF-kB sinyal yollariin bir regiilatorii) proteinlerinin fosforilasyonu gerceklesmektedir.
Fosforillenen TBK1 ve IKKe enzimleri IRF3 (IRF; IFN diizenleyici faktor) ve NF-kB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) isimli transkripsiyon faktorlerinin hiicre
cekirdegine yonelmesini uyarmaktadir. Boylece transkripsiyon faktorleri birgok proinflamatuar
(IFNB gibi sitokinler, CXCL9 ve CXCL10 gibi kemokinler) ve pro-apoptotik genlerin
ekspresyonunu baglatmaktadir (Sekil 9).

7 Proinflamatuar: Inflamasyon yiikseltici
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Sekil 9. STING bagimli dogal bagisiklik sinyalinin olusmasi.

(Barber, 2015)’ten alinmistir. Sitoplazmada beliren dsDNA, sensor proteinleri ile pargalanir ve
CDN’ler iiretilir. CDN’ler, STING-TBKI1 yolag: tlizerinden IFN-f gibi tip I IFN iiretimine
neden olmaktadir.

Proinflamatuar genlerin ekspresyonu sonucu iiretilen sitokin ve kemokinler, bagta NK
ve DC olmak lizere ¢esitli bagisiklik hiicrelerini uyarmakta ve aktive etmektedir (Barber, 2015;
D. S. Chen & Mellman, 2013; Dranoff, 2004; Gajewski & Corrales, 2015; Nakamura et al.,
2015). Tip 1 IFN (IFN-o, IFN-B)’lerin siddetli indiiksiyonu, bir dizi immiino-diizenleyici
fonksiyona aracilik etmekte, DC aktivasyonu yoluyla T hiicre yanitim1 diizenlemekte ve T
hiicrelerinde IFN-y ekspresyonunu tesvik etmektedir (Gajewski & Corrales, 2015; Nguyen et
al., 2000). IFN’lerin iiretimini arttiric1 yaklagimlar yoluyla aktif bagisiklik hiicrelerinin kanser
hiicrelerini hedef almas1 saglanmaktadir. Tiimor bolgesinde CD3+ ya da CD8+ T hiicrelerinin
varlig1 ve hastanin yasam siiresi arasinda gii¢lii bir iliski bulunmaktadir (Galon, 2006; Mellman
et al., 2011). Bu hiicrelerin timor bolgesine gogleri, tedavinin basarisini artirmaktadir. IFN
ekspresyonuna bagl olarak kanser hiicrelerinin T veya NK hiicreleri ile yok edildigini gdsteren
calismalar mevcuttur (Abe et al., 2013; Miyabe et al., 2014; Nakamura et al., 2015). Ozellikle
T hiicrelerinde tiretilen IFN-y, kanser hiicreleri ile miicadelede oldukga biiyiik bir role sahiptir
(D. S. Chen & Mellman, 2013; Dranoff, 2004; Kapadia et al., 2015). IFN-y dahil IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IFN-a, IFN-B gibi bircok sitokin, anti-kanser o&zellikleri nedeniyle kanser
terapisinde klinik denemelerde kullanilmaktadir (Dranoff, 2004). STING aktivasyonu, IFN

24



indiiksiyonunun yani sira hiicre i¢inde apoptotik yolu aktive ederek kanser hiicre Sliimiinii
uyarmaktadir (C. H. A. Tang et al., 2016). Ayn1 zamanda yiiksek oranda IFN-f {iretiminin
kanser hiicrelerini apoptotik yolla 6ldiirdiigii bilinmektedir (Yoshida et al., 2004).

Kanser Hiicre Oliimii Yollar

Hiicrenin kaderi toksik uyaranin giiciine ve dogasina bagl olarak sekillenmektedir.
Tasarlanan tedavi yaklasimlarinda, kanser hiicrelerinin 6limii hedef alinirken, viicuttaki
saglikli hiicrelerin sithhati g6z ardi edilmemelidir. Bu nedenle kanser hiicrelerini saglikli
hiicrelerden ayirarak hiicre 6liim siirecini tetiklemek, amaglanan tedavinin basarisi i¢in oldukga
onemlidir. Hiicre 6liimleri, uzun yillardir kontrolsiiz hiicre 6liimii (Accidental Cell Death, ACD)
ve programlanmis hiicre oliimii (Regulated Cell Death, RCD) seklinde iki kategoride
incelenmektedir (Sekil 10). Kontrolsiiz hiicre 6liimii biyolojik olarak kontrol edilmeyen bir
stirecken, programlanmais hiicre 6liimiinde ¢esitli sinyal iletiminin rol oynadig: aksiyon serileri
yer alir. RCD’de, apoptotik ve apoptotik olmayan mekanizmalar yoluyla hiicre olimii
diizenlemektedir. Apoptotik olmayan yol ise immiinojenik ve immiinojenik olmayan hiicre
oliimii mekanizmalarini igermektedir (Galluzzi et al., 2017). Apoptoz, piroptoz ve nekroptoz
gibi stirecleri igeren immiinolojik hiicre 6liimii (ICD) sirasinda immiin yanit gelismektedir.
Immiinolojik olmayan hiicre 6liimii ise nekroz gibi siireglerde gerceklesen hiicre &liimlerini
kapsamaktadir. Genellikle patolojik kosullar altinda gerceklesen ve inflamasyon ile iliskili bu

stirecte ya immiinolojik yanit ortaya ¢ikmaz ya da sinirli bir immiin yanit gézlenir.

Kontrolsiiz
(ACD) — Nekroz
— Apoptoz

{ B i
Apoptotik m Ferroptozis
i
Immmiinojenik
N

Memeli hiicreleri, birgok farkli sinyal iletim mekanizmalar1 kullanarak hiicre 6liim

=
=
E
®
D)
o
=
s

Nekroptozis

Sekil 10. Hiicre 6liim mekanizmalari.

yollarindan birini aktive eder. RCD modlarinin her biri, birbiri ile iliskili molekiiler

mekanizmalara sahiptir (Sekil 11).
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Sekil 11. Temel programlanmis hiicre 6liimii (RCD) yollari.
ADCD: otofajiye bagli hiicre 6liimii, ICD: immiinojenik hiicre 6liimii, LDCD: lizozoma bagl
hiicre 6liimii, MPT: mitokondriyal gecirgenlik doniistimii, NETotik: programli netrofil 6liimii.

Sekil (Galluzzi et al., 2018)’den alintilanmustir.
Bazi kimyasallar (kemoterapotikler), hiicreleri ICD yoluyla 6liime siiriiklemektedir.

Ornegin oksaliplatin bir sisplatin tiirevidir sisplatin immiinojenik olmayan hiicre Sliimiine
neden olurken oksaliplatin ICD’ye neden olan bir ilagtir (Galluzzi et al., 2017). ICD
gerceklesmeye basladiginda, genel olarak bagisiklik sistemini aktive eden gesitli proteinler

ortama sagilir ve bu maddeler bagisiklik hiicreleri tarafindan algilanir. CXCL10 (C-X-C motifli
kemokin 10), HMGBI1 (Yiiksek mobilite grubu protein 1), ANXAL (Annexin Al), tip | IFN
(interferon) gibi farkli proteinler ICD’nin gergeklestigine dair bazi belirteglerdir (Sekil 12).
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Sekil 12. Hiicre 6liimiiniin immiinojenikligi i¢in farkli gereksinimler.

a. ICD iligkili siirecler; katlanmamis protein tepkisi ve buna bagl olarak kalretikiilin (CALR)
ve diger endoplazmik retikulum (ER) saperonlarinin hiicre yiizeyinde birikmesi, otofajinin
aktivasyonu ve bunun sonucunda ATP salgilanmasi, inflamatuar sinyallesme {izerine
interlokin-1p (IL-1pB) salimi, CXC-kemokin ligand 10’un (CXCL10) {iretimini uyaran bir tip I
interferon (IFN) yanitiyla sonuglanan Toll benzeri reseptor 3’tin (TLR3) aktivasyonu, yiiksek
hareketli grup kutusu 1’in (HMGB1) ve annexin A1’in (ANXA1) ortama salinmasi. b. ICD’nin
farkli varyantlari, 6lmekte olan hiicrelerden farkli tehlike sinyallerinin yayilmasia baglidir
(veya bununla iliskilidir). PDT, fotodinamik terapi. Sekil (Galluzzi et al., 2017)’den
alimtilanmistir.

Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi (NCCD), hiicre 6liimiiniin morfolojik,

biyokimyasal ve fonksiyonel agilardan tanimlanmasi ve yorumlanmasi icin ¢esitli kilavuzlar
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yayinlamistir. Apoptoz, nekroz, otofaji, pyroptoz, ferroptoz, nekroptoz, paraptosis, entoptozis,
autonekrozis, alkaliptozis, anoikis, ksenoptozis, citoptozis, apyroptozis, netozis gibi ¢ok ¢esitli
mekanizmalar hiicre 6liimiinii agiklamak tizere tanimlanmistir (D. Tang et al., 2019). Bu
siireclerde; kromozomal degisiklikler, hiicre membranindaki degisimler, hiicre i¢i oksidatif
stres veya antioksidan durumu, g¢esitli genlerin aktivasyonu/deaktivasyonu gibi bir¢ok faktor
farklilik gostermektedir. Her bir 6lim yolunun kansere karsi miicadelede kullanilabilir birer
ara¢ olabilecegi diistliniilebilir ve kanser hiicresinin dogasina ve uygulanacak terapi modeline

gore timor hiicreleri bu yollarla 6liime siiriiklenebilir (Sekil 13).
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Sekil 13. Tiimorojenezise karsi hiicre 6lim modlari ve bu mekanizmalarda rol alan baslica
proteinlere ait genlerin ekspresyon degisimi.
(Peng et al., 2022)’den alintilanmustir.

Apoptoz

Apoptoz, istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yonelik ¢ok hiicreli canlilarin
sahip oldugu dogal bir hiicre 6lim siirecidir (Nagata & Tanaka, 2017). Apoptoz, gesitli
uyaranlar tarafindan igsel (intrinsic denilen mitokondri aracili) veya digsal (extrinsic denilen
oliim reseptorii aracili) olarak iki farkli yol araciligiyla baslatilir (Nagata & Tanaka, 2017; Singh
et al., 2019) (Sekil 14). Mitokondri aracili apoptozis siirecinde, sitokrom C gibi mitokondriyal
molekiiller stirece dahil olurken 6liim reseptorii aracili apoptozis, FAS ligandi (FASL, TNFSF6
olarak da bilinir) gibi 6liime neden olan bir faktor ve kaspaz 8 iizerinden tetiklenir. Her iKi
siirecin devaminda, bir seri kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptotik hiicre 6liimiinii indiiklemek

i¢cin 500°den fazla sitoplazmik proteini parcalayan kaspaz 3’iin aktivasyonu gerceklesir.

Bir hiicrede apoptotik siire¢ basladiginda niikleer yogunlagma, hiicre biizlilmesi, hiicre
membraninda sizinti, DNA fragmantasyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi belirgin

morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Apoptozis yillarca kanser ile iliskilendirilmis ve
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bugiin apoptozise direngli kanser tlirlerinin varligi ortaya ¢ikmistir. Bu tiir direngli kanser tiirleri

ile miicadele i¢in diger RCD mekanizmalari aktive edilebilir.
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Sekil 14. Sag kalim sinyalleri, bagisiklik hiicreleri ve timor mikro ortamu ile apoptoz sinyal

yollariin genel goriintiisi.
(Carneiro & El-Deiry, 2020)’den alint1 yapilmustir.

Ferroptoz

Ferroptoz, lipid peroksitlerin birikmesi ile karakterize bir apoptotik olmayan hiicre 6lim

tipidir (Dixon et al., 2012). Lipid peroksitler, demirin dahil oldugu bir dizi tepkime ile membran

fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA,

polyunsaturated fatty acids)

oksidasyonu yoluyla olusur. Hiicre i¢i glutatyon peroksidaz 4 (GPX4), reaktif oksijen tiirleri

(ROS) tarafindan iiretilen lipid peroksitlerini azaltmak i¢in bir antioksidan olan indirgenmis

glutatyonu (GSH) kullanmaktadir (Sekil 15). Sonucta, GPX4 bozulmasi1 veya GSH tiikkenmesi

nedeniyle lipid peroksitler biriktiginde, ferroptoz tetiklenir (Stockwell et al., 2017; Zhao et al.,

2021). Ferroptosis yolagmin aktivasyonu kansere yonelik tedavi yaklasimlari arasinda yer

almaktadir.
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Sekil 15. Ferroptozisin 4 kategoriye ayrilmig mekanizmasinin sematik gésterimi.
A. Xc sistemine, B. GSH/GPX4 yolagina, C. lipid metabolizmasina ve D. demir
metabolizmasina dayanan diizenleme mekanizmalari. (Zhao et al., 2021)’den alintilandi.

Diger hiicre 6liim yollar:

Otofaji; sitozol ve organel boliimlerinin ¢ift zarlt bir vezikiil i¢inde tutuldugu ve toplu
yikim i¢in lizozoma iletildigi, katabolik bir siirectir ve apoptoza direngli kanser modellerinde
miicadele i¢in alternatif yolak olarak onerilen bir yaklagimdir (Sui et al., 2013). Aslinda
otofajinin hasarli organelleri ortadan kaldirma ve makromolekiilleri geri doniistiirme gibi
hiicresel bir temizlik gorevi bulunmakta ve bu durum karsinojenez sirasinda kansere karsi
koruma saglayabilecegi fikrini desteklemektedir. Otofaji ile iligkili bazi genlerinin
ekspresyonunun artmasinin apoptotik hiicre 6liimiine yol a¢tigina yonelik diisiinceler literatiirde

yer almaktadir (Bizargity & Schroppel, 2014).

Bunun disinda bakterilerle enfekte hiicreler, 6zellikle fagositler, bakterilerin hiicre
icinde daha fazla ¢ogalmasini 6nlemek i¢in genellikle nekroz gecirir (Nagata & Tanaka, 2017).
Apoptozdan farkli olarak programlanmamis nekroz, hiicrenin par¢alanmasina neden olabilir,
bu da cevre dokularda iltihaplanma ve hasar riskini artirabilir. Ek olarak, hiicreler
programlanmis nekrozla da oOlebilir. Nekroptoz (tlimor nekroz faktorii aracili) ve piroptoz,
programlanmis nekroz bigimleridir (Sekil 16). Bakteri veya viris ile enfekte olmus hiicrelerde
timor nekroz faktorii (TNF) ile baslayip hiicrelerden hasarla iligkili molekiiler modellerin
(DAMP) salinmasina uzanan siire¢ nekroptoz olarak adlandirilmaktadir. Piroptozda ise hedefini

yakalamis bir fagositte gasdermin D ve kaspazlar lizerinden ilerleyen bir siire¢ s6z konusudur.
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Sekil 16. Apoptoz, nekroptoz ve piroptoz hiicre 6liim mekanizmalarinin sematik gosterimi.
Apoptotik hiicreleri yutan makrofajlar, enflamasyonu bloke etmek i¢in doniistiiriicli biiyiime
faktori-p (TGFP) ve interlokin-10 (IL-10) tretir. CAD: kaspazla aktive olan DNaz, ICAD:
DNaz inhibitoriinii, XKRS: scramblase XK ile iliskili protein 8, PtdSer: fosfatidilserin, GAS6:
growth arrest-specific protein 6, TIM4: T hiicresi immiinoglobulin ve miisin alani igeren protein
4, TNF: tlimor nekroz faktorii, RIPK: reseptorle etkilesime giren protein kinaz, DAMP: hasarla
iliskili molekiiler modeller. Sekil (Nagata & Tanaka, 2017)’dan alintilanmuistir.
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MATERYAL VE METOT

Protokol Tasarim ve Materyal Se¢cimi

Bu baglikta, tez ¢alismasinda kullanilan bilesenlerin rolii ve se¢imi hakkinda bilgi
verildi (Sekil 17). Oncelikle kemoterapi ilac1 olarak doksorubisin (DOX) tercih edildi, ¢iinkii
DOX, meme kanserine karst etkili, immiinojenik hiicre Oliimiine neden olan, floresan
spektrofotometre ile 6l¢lim yapilabilen, ¢ok calisiimis ve bu sayede olasi etkileri 6n goriilebilen
bir ilactir. ilag tasiyic1 yapi, kemoterapi ilacinin hedef hiicrelere tasmmasini saglayan bir
materyaldir. Gozenekli manyetik silika nanopargaciklar (MSNP), DOX aktariminda ¢okca
kullanilmis bir yapidir. Yapinin gézenekleri, ilacin korunmasini ve etkili bir sekilde salimini
saglarken manyetik kismi hem miknatisla yonlendirme hem de AC (Alternatif Akim) manyetik
alan altinda sicaklik artisin1 saglamak iizere kullanildi. Manyetik ¢ekirdek olarak, kisa siirede
ortam sicakligini artirdigi bilinen ¢inko-demir oksit NP’ler iiretildi. Hipertermi ajani, tedavi
sirasinda hedeflenen bolgedeki hiicre ici sicakligr artiran bir bilesendir. AC manyetik alan
tireticisi olarak MSI Automotion cihazi kullanildi. Bu cihaz, sabit frekansta calisarak AC
manyetik alan iiretir ve hipertermi etkisi olusturur. Manyetik hipertermi (MHT) uygulamasi,
kanser hiicrelerinin ilag gibi diger tedavilere daha duyarli hale gelmesini saglar ve tedavilerin
etkinligini artirir. MSNP yiizeyi, hem hedefleme hem DNA yiikleme alani olarak kullanildi. Bu
tez ¢alismasinda hedefleme molekiilii olarak folik asit (FA) kullanild1. Bir ilaca veya ilaci iceren
tastyic1 ylizeyine FA tutturulmasi, ilacin hedeflenen kanser hiicrelerine daha fazla taginmasini
saglar. FA, bir katyonik polimer olan polietilenimin (PEI) yardimiyla MSNP’ye dahil edildi.
Bu sayede PEI'nin DNA baglama, endositozdan kolay kacis, NP’lerin kararliligini artirma ve
kontrollii ilag salimi gibi bircok 6zelliginden faydalanildi. Immiinoterapi ajani olarak ISD
(immune stimulatory DNA) kullanildi. Bu ajan, bagisiklik sisteminin aktivasyonunu artiran bir
madde olarak islev goriir. Calismada meme kanseri hiicre hatlarindan MCF-7 (Michigan Cancer
Foundation-7) ve MDA-MB-231 (MD Anderson-Metastatic Breast-231) kullanilirken
tiimorojenik olmayan hat olarak MCF-10A (Michigan Cancer Foundation-10A) kullanildi.
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Manyetik Cekirdek = Gozenekli MSNP MSNP-DOX-NH:

PEI ISD DOX FA

Sekil 17. Tez ¢alismasinda kullanilan bilesenlerin sembolik gosterimleri.
Tasityic1 Nanoyapmin Hazirlanmasi
Manyetik nanoparcaciklarin (MNP) iiretimi ve karakterizasyonu

Cinko (Zn) katkili MNP’ler, literatiirden temin edilen bir termal bozunma yonteminin
modifiye edilmesiyle iiretildi (H. J. Kim ve Choi, 2019; Yin vd., 2016; Solak vd., 2021). Basitge,
tic boyunlu yuvarlak tabanli bir balonda, 15 ml benzil eter (Aldrich, W237108), 15 ml
oleylamin (Aldrich, HT-OA100) ve 15 ml oleik asit (75096, Fluka) igerisinde 3 mmol Fe(acac)s
(1,16 g, Aldrich, F300), 3 mmol ZnCl> (0,41 g, Sigma-Aldrich, 14422) ve 3 mmol 1,2-
Dekandiol (0,520 g, Sigma-Aldrich, 260320) ¢6ziildii. Karisim, 1000 rpm karistirma hiziyla
karistirilirken inert gaz akisi altinda 30 dakika iginde 110 °C’ye 1sitildi. Ardindan ¢ozelti,
110 °C’de 1 saat inert atmosfer (azot gazi, yiiksek saflik) altinda dehidre edildikten sonra 30
dakika i¢inde 300 °C’ye 1sitild1 ve bu sicaklikta 2 saat tutuldu (500 rpm). Sicaklik, termokupl
(Ordel, Pt-100) ve sicaklik kontrol tinitesi (Ordel, PC441) kullanilarak takip edildi (Sekil 18).
Stire sonunda 1siticidan hemen uzaklastirilan balon, oda sicakligina sogutuldu ve karigima
etanol (Isolab, 920.026.2500) ilave edilerek MNP’ler, 20 dakika 10.000 g’de santrifiij islemiyle
toplandi. Etanol (35 ml) ile 3 kez yikanan ZnxFe3xOs MNP’ler miknatis ile toplanarak 10 ml
hekzan (Sigma-Aldrich, 208752) i¢inde dagitildi. Kullanilincaya kadar MNP’ler inert gaz
korumasi altinda +4 °C’de sakland1 (Heidari Majd et al., 2013).
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Sekil 18. Tez calismasi kapsaminda kullanilan tim nanopar(;aaklarm tretildigi reaksiyon
diizenegi (Schlenk sistemi).

Sistem temel olarak; sicaklik kontrol iinitesi, termokupl, manyetik karistirici, ceketli 1sitic, geri
sogutucu, vakum pompasi ve vakum manifoldundan olugsmaktadir.

MNP’lerin kristal yapisinin aydinlatilmasi i¢in X 1511 kirinim (XRD) kristalografisi
(EMPYREAN, DAYTAM, Atatiirk Universitesi) kullanildi. Analiz i¢in hekzanda dagitilmis
MNP soliisyonlari, dncesinde asit ve saf su ile yitkanmis temiz camlar {izerine homojen bir film
olusturacak sekilde damlatildi ve numuneler oda sartlarinda kurumaya birakildi. Ornekler, Cu
Ko (A=1,54056 °A) kullanilarak 10-90° araliginda 0,02° adiml1 olarak tarandi (40 mA, 45 kV).
Orneklerin genis agili XRD desenleri PANalytical programu ile analiz edildi. Kristal boyutu
hesaplanirken literatiirde siklikla yer bulan ve asagida sunulan Scherrer denklemi kullanildi
(Kasparis et al., 2022).

KA
“Bcose
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Bu denklemdeki t kristal boyutudur, K degeri 0,89 olan sekil faktoriidiir (Shape factor,
Fattore di forma), 4 X-1s1n1 kaynaginin dalga boyudur (1,54056 °A), # maksimum yaridaki tam
genislik (full width at half maximum, 0,5443 olarak hesaplandi) iken 6 ise bu noktadaki Bragg
acisidir (35,39°).

Elde edilen MNP’lere ait atom tiirlerini ve karakteristik baglanma enerjilerini
belirlemek iizere X-Isin1 Fotoelektron Spektroskopi (XPS, Specs-Flex, DAYTAM, Atatiirk
Universitesi) kullanildi. Analiz i¢in hekzanda dagitilmis MNP soliisyonlar1, dncesinde asit ve
saf su ile yitkanmis temiz camlar tizerine homojen bir film olusturacak sekilde damlatild1 ve
numuneler oda sartlarinda kurumaya birakildi. Orneklere ait spektrum (Wide-scan ya da survey

spectrum) kaydedildi.

Karbon kapli bir bakir grid iizerine damlatilan hekzanda dagitilmig MNP’ler, oda
sartlarinda kurutulduktan sonra gegirimli elektron mikroskobu (TEM, Hitachi HighTech
HT7700, DAYTAM) ile goriintiilendi. TEM goriintiileme ile MNP’ lere ait yapisal (sekil, boyut)
bilgiler edinildi.

Son olarak, toliien (Sigma-Aldrich, 24529) iginde dagitilan MNP soliisyonunun indiiktif
olarak eslestirilmis plazma-kiitle spektrometresi (ICP-MS, Agilent 7800, DAYTAM) ile demir
ve ¢inko icerigi Ol¢iildii. Farkli Fe igerigine sahip MNP soliisyonlari, AC manyetik alan (MSI
Automation, manyetik hipertermi sistemi) altinda tutuldu ve fiber optik bir temokupl
kullanilarak 6rneklerin zamanla sicaklik degisimi grafik edildi. AC manyetik alanda tutulmus
olan bu tiiplerin termal kamera (Seek Shot Pro, 320x240 Pixel) ile fotograflar1 ¢ekildi. Elde
edilen sicaklik-zaman grafigi ve asagidaki denklenmeden (Muro-Cruces et al., 2019)
faydalanilarak MNP’lerin SAR degerleri hesaplandi.

SAR = Ctoliien X Mirnek dT

Mpe dt

Bu formiilde ¢ 6zgiil 1s1y1 temsile etmektedir ve toliien i¢in bu deger 1,717 kJ.kgt.K?
olarak almmistir. memek, Ornegin toplam kiitlesini (mg), mre ise Ornekteki demirin toplam
kiitlesini (ICP-MS sonugclarinda elde edilen veriden demir miktart mg cinsinden hesaplanmistir)
ifade etmektedir. Denklemde yer alan dT ve dt, sirasiyla, sicaklik (°C) ve siire (saniye)
degisimini belirtmektedir. Elde edilen SAR degeri, J.sn.g™ biriminden watt/kg’a cevrilerek

sunulmustur.

MNP’nin mezoporoz silika ile kaplanmasi1 (MSNP iiretimi)

Mezopordz manyetik silika nanopargaciklar (MSNP), literatlirde bulunan bir protokol

takip edilerek iiretildi (J. Kim et al., 2008). Oncelikle, hekzan igerisinde saklanan MNP
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soliisyonunda ne kadar MNP oldugunu belirlemek i¢in, darast alinmig armudi balona 1 ml MNP
sollisyonu alinip evaparator ile hekzan cektirildi. Armudi balon tartildiktan sonra, 10 mg/ml
MNP olacak sekilde kloroform iginde ultra-sonik su banyosu yardimiyla MNP dagitild.
Ardindan 1 g setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB, Merck, 8.14119.0500), 0,55 M olacak
sekilde 5 ml su (ultra saf su, 25 °C’de 18 mQ) ile karistirilirken bu ortama 0,5 ml MNP
soliisyonu ilave edildi (Sekil 19). Karisim 65 °C’de 10 dakika tutularak kloroform uzaklastirildi.

VAVAVAVAVAN Oleyilamin/Oleik asit

@ ——— CTAB

Sekil 19. CTAB ve MNP yiizeyindeki oleatlar arasinda gergeklesen hidrofobik etkilesimler.
Siyah sulu ¢ozelti seklinde elde edilen MNP@CTAB karisimi, 0,3 ml NaOH (2M,
Merck, 1.06462.1000) ¢ozeltisi igeren 45 ml ultra saf su iginde 3 boyunlu bir reaksiyon
balonuna aktarildi ve 3 dakika ultra-sonik su banyosunda tutuldu. Ceketli 1siticiya alinan
balondaki reaksiyon karisimi, bir geri sogutucu sistemi altinda karistirilarak (1400 rpm) 15
dakika icinde 70 °C’ye 1sitildi. Sicaklik 70 °C’ye ulastiktan sonra reaksiyon balonuna 0,5 ml
tetraetilortosilikat (TEOS, Aldrich, 86578) ve 3 ml etil asetat (Sigma-Aldrich, 27227)
karigimindan, 3 dakika araliklarla 350 pl ekleme sekilde yarim saat boyunca ilave edildi.
Karigim, 70 °C’de 2,5 saat daha tutuldu. Siire sonunda oda sartlarina sogutulan s1v1 10.300 g’de
45 dakika santrifiij edilerek silika kaplit MNP’ler (MSNP) toplandi (Sekil 20). MSNP pelleti,
35 ml ultra saf su ile 3 kez yikandi ve tliplin agz1 agik birakilarak oda sartlarinda kurutuldu.

MSNP’ler oda sartlarinda kuru olarak saklandi.

Gozenekli yapinin elde edilmesi igin 20 mg MSNP, 50 ml %5 asetik asit (glacial, Merck,
100056) igeren etanol ile gece boyunca ¢alkalandi (Solak et al., 2021). G6zenekli MSNP,
10.300 g’de 45 dakika santrifiij edilerek toplandi. Pellet, 35 ml ultra saf su ile 3 kez yikand1 ve
tiipiin agz1 acgik birakilarak oda sartlarinda kurutuldu. MSNP’ler (Sekil 20) oda sartlarinda kuru
olarak saklandi. Steril sartlarin gerektigi deneylerde kullanilacak olan MSNP’ler, steril kabin
icinde agzi agik tutularak kurutuldu.
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Manyetik Silika

Manyctik Cekirdek Cckirdek-Kabuk
(MNP) Nanoparcaciklar:
(MSNP)

Sekil 20. Manyetik ¢ekirdek, silika kabuk ve en son elde edilen manyetik mezoporoz silika
nanoparcaciklarin temsili gosterimi.

MSNP’lerin, CTAB ¢ikarma oOncesi ve sonrast FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, Bruker VERTEX 70v, DAYTAM, Atatiitk Universitesi) dl¢iimii yapildi.
Numuneler, elmas ATR modunda 400-4000 cm™ arasinda 2 cm™ adim aralikli olarak vakum

altinda tarandi.

MSNP’nin morfolojik karakterizasyonu i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss
Sigma 30, DAYTAM, Atatiirk Universitesi) kullanildi. Bu amagcla érnekler suda dagildiktan
sonra temizlenmis camlara damlatildi ve gece boyu oda sartlarinda kurutuldu. Camlar,
paladyum kaplamasi yapildiktan sonra SEM’in 6rnek tutucu alanina yerlestirildi. MSNP’lere
ait SEM goriintlisii vakum altinda alindi. Bunun yaninda ¢ekirdek/kabuk yapisinin

aydinlatilmasi i¢in grid tizerinde kurutulan 6rneklerin TEM goriintiileri kaydedildi.

MSNP’lerin AC manyetik alan altinda ortam sicakligini degistirme yeteneklerinin
Olclimil icin yine manyetik hipertermi sistemi kullanildi. Bu kez MSNP’leri igeren %10 FBS
iceren DMEM soliisyonu, AC dis manyetik alan (250 kHz) altinda tutuldu ve zamana baglh

sicaklik degisimi fiber optik sicaklik sensdrii ile dl¢iildii.

Orneklerin manyetik histerezis dongiileri, Vibrating Sample Magnetometer (VSM
Quantum Design PMS9T, Gebze Teknik Universitesi) kullanilarak oda sicakliginda (T=305 K),
-20 kOe ila +20 kOe arasinda uygulanan manyetik alanda belirlendi (Oe=Oersted, T=Tesla ve
1 kOe= 1000 Oe, 1 T=10000 Qe).

Malzemenin boyut dagilimini ve yiizey yiikiinii belirlemek iizere DLS (Dynamic Laser
Scatter, Malvern), teknigi kullanildi. DLS 6l¢iimii yapmak i¢in, 6rnekler bir sivi (su, tampon
veya hiicre biiyiitme ortami gibi) i¢inde dagitildi. Siispansiyonlar bir ultra-sonik banyoda
tutulduktan sonra veriler 25 °C’de, He-Ne lazer 151k kaynagindan (633 nm) iletilen 1sindan 90°
act ile toplandi.
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Floresan molekiil ile isaretli MSNP’ler

Floresan etiket olarak TRITC mixed isomer (5/6-tetramethyl-rhodamine isothiocyanate,
Thermo Scientific™, Cat. No: 46112) ticari {iriinii satin alindi. Floresan etiketli silika kapl
MNP’lerin tiretimi literatiirde ¢esitlilik gostermektedir. Bu nedenle bu adimda, iiretici firmanin
onerdigi protokol ve literatiir incelenerek bir protokol ¢ikarildi (Liong et al., 2008; X. Song et
al., 2011; Thermoscientific, 2010; Yang et al., 2014; L. Zhang et al., 2012). Basitge, 2 ml susuz
etanol ic¢inde 100 ul APTES (APTS, APTES, 3-Triethoxysilylpropylamine, (3-
AminopropyDtriethoxysilane, Sigma-Aldrich) ve 1 mg TRITC, ultrason su banyosunda
tutularak ¢oziildiikten sonra inert atmosferde 2 saat karanlik sartlarda karistirildi. Siire sonunda,
azot gazi akisi saglanarak etanol uzaklastirildi. Kuruyan TRITC-APTES yapist 0,5 ml TEOS
ile kanstirildi. Bu soliisyon, MSNP iiretimi basamaginda anlatilan silika kaplama
protokoliindeki TEOS ilavesi adiminda kullanildi. Diger tiim adimlar MSNP {iretiminde
anlatildig gibi uygulandi.

Floresan molekiiliin doplama basarisi, floresan spektrofotometre (Agilent Cary Eclipse,
DAYTAM, Atatiitk Universitesi) ve floresan mikroskop (ZEISS, DAYTAM, Atatiirk
Universitesi) ile ortaya kondu. Bu amagla 3 tekrarli olarak diliisyon serileri seklinde farkli
derisimde MSNP-TRITC soliisyonlar1 hazirlandi ve soliisyonlarin floresan siddeti (intensity)
floresan spektrofotometre ile 6l¢iildii (Ex/Em: 555/580 nm). Kuyularin fotografi kabinli UV
cihazinda (UVP, UVGL-58 Handheld UV lamp, 6 watt, 254/363 nm, DAYTAM, Atatiirk
Universitesi) ¢ekildi. Ayrica 1 mg/ml derisimde MSNP-TRITC soliisyonu lam-lamel arasina
aliarak floresan mikroskop ile (kirmizi kanal) goriintiilendi. Benzer goriintii miknatis tizerinde

10 dakika bekletilen 6rnek i¢in de kaydedildi.

Polietileniminin-folik asit tiretimi

Folik asitin (FA) dalli polietilenimin (Branched PEI) yapilarina baglanabilmesi, yani
PEI-FA’nin {iretimi igin literatiirde yer alan bir yol izlendi (J. Wang & Liu, 2016). Bu ¢alisma
i¢in 25 kDa PEI molekiilii kullanildi. Oncelikle FA (100 mg), DMSO (5 ml, dimetil siilfoksit)
icerisinde ¢oziildi. Daha sonra FA soliisyonuna EDC (70 mg, (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride)) ve 200 mg N-hidroksisiiksinimit (NHS,
Sigma) igceren DMSO (5 ml) eklendi. Cozelti karanlikta 2 saat inkiibe edildi ve 800 mg PEI
iceren 20 ml sulu ¢ozelti, aktive edilmis FA karisimina ilave edildi. Daha sonra, ortamin pH
degeri NaOH ¢ozeltisi (0,2 M) ile 8’e ayarlandi. Karisim ii¢ giin boyunca karanlik sartlarda
karistirtldi ve PEI-FA (Sekil 21) molekiilii 30.000 MWCO membran igeren bir santrifiij
yogunlastiricist (Corning® Spin-X® UF, 20 ml) ile saflastirildi. Bu amagcla, 14 ml karisim
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yogunlastiriciya alindi ve 4.000 g’de giin boyu santrifiij edildi. Tiim karisim bu sekilde
yogunlagtirildiktan sonra nihai karisim ultra saf su ile yikanarak baglanmayan FA ile birlikte
diger safsizliklar ortamdan uzaklagtirildi. Liyofilize (CHRIST Alpha 1-4 Ldplus, DAYTAM,
Atatiirk Universitesi) edilen ve toz haline getirilmis drnek, karanlik ortamda oda sartlarinda

saklandi.

PEI PEI-FA

Sekil 21. Folik asit (FA) bagh dall1 polietilenimin (PEI) yapisini temsili ¢izimi.

PEI ve FA arasinda kurulan bagin PEI’nin tiim amin gruplarini kapatmadigini test etmek
tizere, PEI ve PEI-FA molekiillerin tamponlama kapasiteleri belirlendi. Bu amagla 10 ml PEI
ve PEI-FA soliisyonlar1 (I mg/ml) hazirland1 ve soliisyon pH degerleri 12’ye ayarlandi.
Ardindan, 1 M HCI (150 pl) ile titre edilen soliisyonlarin, eklenen HCI miktarina bagli pH

degisim grafigi hazirlandi. Kontrol olarak saf su kullanildi.

Sentez basaris1 FTIR ve Ultraviyole spektroskopi (Shimadzu UV-3600 Plus, DAYTAM,
Atatiirk Universitesi) ile dogrulandi. FTIR 6l¢iimleri daha 6nce anlatildig: gibi gerceklestirildi.

PEI-FA’nin DNA baglayabilme yetene8i zeta potansiyel Ol¢iimii ve agaroz jel
elektroforezi ile arastirildi. Farkli miktarlarda PEI-FA ve DNA karisimlar1 hazirlanarak oda
sartlarinda inkiibe edildi ve karisimlar Malvern zeta potansiyel 6l¢iimii cihazina yerlestirildi.
Agaroz jel elektroforezinde ise 20 ul etidyum bromiir (Sigma) igeren %2’°lik, 200 ml (1x TAE)
jeller hazirland1 ve yiikleme boyasi (ABT) ile karigtirilan 50 pl 6rnekler kuyulara yiiklendi.
Uygun bir belirteg (50 b¢ DNA Ladder RTU-GeneDireX) ile 1XTAE tamponuyla 1 saat (60 V)
yiiriitme islemi (Biorad) gerceklestirildi. Jel sonuglari kemiliiminesans jel dokiimantasyon

sistemi (Bio-Rad Gel Doc XR+) ile goriintiilendi ve Image Lab 6.1 programu ile islendi

Tlac yiikleme

Steril ultra saf su i¢erisinde 10 mg DOX (Doksorubisin hidroklorit, CAS No: 23214-92-
8, Cat. No: HY-15142A, Medchemexpress, Sekil 22) cozilerek stok ¢ozelti hazirlandi.

Hazirlanan stok DOX soliisyonu 100°er pl seklinde boliintip -80 °C’de folyoya sarili olarak 6
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ay boyunca saklandi. Tarihi gegcen DOX soliisyonlar1 atild1 ve taze stoklar hazirlandi. DOX
¢ozeltisi, amber renkli tiipler iginde, PBS (son hacim 5 ml) ile 50, 100, 200, 400, 500, 800,
1.000, 1.500, 1.600, 2.000, 2.500, 3.200, 5.000, 6.400, 10.000, 12.800 ve 15.000 nM’a
seyreltildi ve bu DOX c¢ozeltileri standart grafik hazirlamak iizere kullanildi. Hazirlanan tiipler
25 °C’de 3 giin tutuldu ve her giin floresan spektrofotometre ile 6l¢iim yapildi. Uyarim i¢in 470
nm dalga boyu kullanildi ve 490-750 nm araliginda emisyon verisi toplandi. Standart grafik
hazirlanirken emisyon i¢in en yiiksek deger olan 595 nm’de Olciilen degerler kullanildi. Bu
islem Ui¢ kez yapilmis ve standart grafik bu tekrarli Olglim sonuglarinin ortalamasi ile

hazirlanmustir.

Sekil 22. Doksorubisin hidrokloritin kimyasal yapisi (Medchemexpress).

Kullanilan MSNP’nin DOX yiikleme kapasitesi, farkli oranlarda (kiitlece) MSNP (0,1,
0,25, 0,5 ve 1 mg) icerecek sekilde hazirlanan karisimlar ile siipernatantta kalan DOX’un
(baslangic derisimi 1 pg/ml) 6l¢iilmesiyle belirlendi. Numuneler, karanlik ortamda ve oda
sartlarinda 24 saat ¢alkalandi. Boylece kiitlece 0,01-1 olan DOX/MSNP oraninda karigimlar
hazirlandi ve MSNP miktarina gére DOX yiikleme orani incelendi. Yiiklenen DOX miktarinin
Olclimii i¢in 6rnekler santrifiij edildi. Siipernatantlar floresan spektrofotometrede ol¢iildii (Ex:

470 nm ve Em: 595 nm).

Ilag yiikleme amacryla DOX (1 ml, 1 mg/ml) ve 20 mg MSNP son hacim 20 ml olacak
sekilde DPBS i¢inde 24 saat karanlik oda sartlarinda (amber renkli tiipler folyo ile sarild1) 150
rpm calkalama hizinda karistirildi. Siire sonunda ila¢ ylikleme yiizdesinin hesaplanmasi i¢in 1
ml 6rnek alindi ve kalan karisima 12 pl APTES eklenerek karisim 8 saat (Heggannavar et al.,
2018) daha bu sekilde calkalandi (Sekil 23). Ayni islem DOX igermeyen NP firetimi igin de
yapildi.
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Gozenekli MSNP DOX Yiiklii MSNP MSNP-DOX-NH:

Sekil 23. Mezoporéz manyetik silika nanoparcaciklarin (MSNP) doksorubisin (DOX) ile
yiiklenmesine (MSNP-DOX) ve bu yapmin APTES ile kabuk modifikasyonuna (MSNP-DOX-
NH2) ait temsili gosterim.

Tiipler santrifiij edildi ve yapiya dahil olmayan tiim molekiilleri uzaklasgtirmak i¢in
MSNP’ler DPBS ve steril saf su ile birer kez yikandi. Tiim siiregte steril malzemeler kullanildi
ve tlip agma islemleri steril kabin icerisinde gergeklestirildi. DOX yiikleme oran1 hesaplanirken

asagidaki formiil kullanild1 (T. Li et al., 2016).

llag Yiikleme = [(Toplam DOX — Siipernatanttaki DOX) + Nanoparcactk miktarit] X 100

DNA yiiklenmesi

STING aktivatorii (ISD) ile hazirlanacak gruplar i¢in oncelikle ISD ve PEI-FA
karistirildi ve kompleksin pozitif yiiklii ve kararli oldugu sartlari belirlemek iizere zeta
potansiyel ol¢limii yapildi. Calismada, yiiksek konsantrasyonlu olmasi ve ISD gibi kisa
dizilerden olugsmasi sebebiyle DNA ylikleme sartlarinin belirlenmesi adimlarinda salmon sperm
DNA (10 mg/ml, ThermoScientific) kullanildi. Gruplar hazirlanirken ISD veya salmon sperm
DNA (1 pg/ul) ve PEI-FA (1 mg/ml) endotoksin ve niikleaz igermeyen steril suda ¢oziilerek

hazirlandi.

ISD’nin DOX yiikli MSNP’ler ile birlestirilmesi yoluyla DOX ve ISD yiiklii
nanopargaciklar (DINP) elde edildi (Sekil 24). DINP hazirlanirken 250 png MSNP-DOX-NH>
(250 pl), 1 pg ISD (50 pl) ve PEI-FA/DNA oran1 50 (50 pg PEI-FA, 50 ul) DPBS ortaminda
(son hacim 1 ml) 15 dakika inkiibe edildi. Bu sekilde hazirlanan yap1, farkli hacimlerde ilgili
kiiltiir kaplarina eklemek suretiyle hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanildi. Bu adimda DINP ile
es zamanl olarak iiretilen sadece DOX yiiklii PEI-FA ile sarili MSNP’ler DNP olarak
adlandirilirken, ISD yiiklii PEI-FA ile sarili MSNP’ler ise INP olarak adlandirildi.
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PEI-FA PEI-FA/ISD DINP

Sekil 24. DINP iiretim semasi.

Agaroz jel, %2 ya da %3 oraninda olacak sekilde tartilan agarozun gerekli miktardaki
(100-200 ml) IxTAE igerisinde ¢oziilmesi ve mikrodalga firinda kaynatilmasi yoluyla
hazirlandi. Karisim 40 °C’ye sogutulduktan sonra son derisim 5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromiir soliisyonu eklendi ve jel katilasmaya birakildi. Jel katilastiktan sonra DNA iceren
ornekler yiikleme boyas1 (ABT, 2 pl) ile karistirildi ve kuyucuklara yiiklenerek bir belirte¢
(GENEDIREX, DMO012-R500) ile birlikte 90 dakika (60 V) yiritildd. Jel sonuglar
kemiliiminesans jel dokiimantasyon sistemi (Bio-Rad Gel Doc XR+) ile goriintiilendi ve Image

Lab 6.1 programu ile islendi.

DOX salim testleri

MSNP’ler DOX ile yiiklenip APTES ile inkiibe edildikten sonra DOX salim1, pH 7,4 ve
pH 6,0 olmak tizere iki farkli pH degerinde arastirildi. Ayrica sicakligin DOX salimina etkisini
gozlemek tizere 37 °C ve 42 °C’de inkiibasyon deneyleri yapildi. Tiiplere paylastirilmis ve
uygun sicakliklarda inkiibe edilmis olan ornekler, dnceden belirlenen siirelerde toplandi ve
aliman 6rnek hacmine es miktarda tampon ¢ozeltisi tiiplere ilave edildi. Toplanan Grnekler
santrifiij edildi ve slipernatantlar floresan spektrofotometrede DOX miktarini1 6l¢gmek (Ex/Em:

470/595 nm) iizere kullanildi.

DINP kararhhginin arastirllmasi

DINP yapisinin serum varliginda kararliligt %10 serum (FBS) igceren ve igermeyen
ortamlar ile caligildi. 15, 30 ve 45 dakika 37 °C’ye ayarli bir su banyosunda inkiibe edilen

orneklerin hidrodinamik caplar1 zetametre ile (Malvern) 6lgiildii.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismada tiim deneyler i¢in insana ait {i¢ hiicre hatt1 kullanildi. Tiimor6jenik olmayan
hiicre hatt1 olarak MCF-10A kullanilirken meme kanseri hiicre hatlarindan liimen benzeri
(0strojen reseptorii pozitif, ERa ve ERB) MCF-7 ve tiglii negatif MDA-MB-231 meme hiicre
hatlar1 kullanildi. Hiicreler 37 °C, %90 nem iceren %5 CO: sartlarina sahip inkiibatérde
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yetistirildi. Hiicreler uygun medyumlarda (Tablo 1) biiyiitiildii ve gerek duyuldugunda DMSO

(%5) iceren dondurma ¢ozeltisi ile sivi azot tankinda kullanilincaya kadar saklandi.

Tablo 1. Hiicre Hatlar1 ve Hiicrelerin Biiyiime Ortamlari.

Hiicre Hatti Biiyiime Ortam

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), %10’luk bir
MCF-7 nihai derigimde fetal sigir serumu, %1 Penisilin-Streptomisin

(1x) ve 1 mg/ml Normicin ile desteklenmis ortam.

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM), %10’luk bir
MDA-MB-231 nihai derigimde fetal sigir serumu, %1 Penisilin-Streptomisin

(1x) ve 1 mg/ml Normicin ile desteklenmis ortam.

DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM)
ve Ham's F-12 Nutrient Mixture, 100 ng/ml kolera toksin
(Sigma C-8052), insiilin (Sigma [-1882), hidrokortizon

MCF-10A (Sigma H-0888), at serumu (%5), epidermal biiylime faktorii
(EGF, Invitrogen 16050-122) %1 Penisilin-Streptomisin (1x)
ve 1 mg/ml Normicin ile desteklenmis ortam (Harvard
University, 200).

ISD’nin kontrolii

Interferon uyarict DNA (ISD, Invivogen), iiriiniin satin alindig1 firmanim (Invivogen)
onerdigi transfeksiyon araci olan LyoVec araciligryla MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerine gonderildi. Hiicrelerde STING yolaginin ISD ile uyarilip uyarilmadigi, ELISA
testiyle (Human IFN-B ELISA Kit, BT Lab, EO154Hu) IFN miktar1 6l¢iilerek belirlendi.

MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri, 300 pul biiylime ortami ile 48 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekildi (30.000 hiicre/kuyucuk) ve gece boyu inkiibe edildi. Her grup i¢in 4
kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirildi. ISD (1 pg), satin alindigr firmanin
(Invivogen) 6nerdigi sekilde, bir transfeksiyon araci olan LyoVec (100 pl) ile birlestirildi ve 20
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicrelere 15 pl LyoVec+ISD uygulandi (Cao et al.,
2020). Bu adimda muamelesiz ve LyoVec+ISD uygulanmis hiicre gruplar1 planlandi. Uretici
firma, LyoVec+ISD uygulanmis hiicrelerin 16-48 saat inkiibe edilmesini tavsiye ettigi i¢in 12,
24 ve 48. saatlerde hiicre biiyiime ortamlar1 toplandi (100 pl). Belirlenen saatlerde 6rnek
toplandiktan sonra hiicrelere 100 pl taze biiyiime ortami eklendi. ELISA testi protokolii i¢in kit

iretici firmanin tavsiyesi takip edildi.
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Bunun yaninda, ISD’nin hiicreler lizerine etkisi toksisite testi ile belirlendi. Firmanin
onerdigi sekilde 4 pl ISD (1 mg/ml), LyoVec (400 ul) ile karigtirilip 20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Hiicre ekili kuyulara, kuyuda 200, 100, 50 ve 25 ng ISD olacak sekilde (sirastyla
1, 0,5, 0,25 ve 0,125 ng/ml) farkli dozlarda ISD uygulandi. Uygulamadan 48 saat sonra CCK-
8 testi yapildi.

Hiicre canlihig ve sitotoksisite

Sitotoksisite ve proliferasyonun arastirtlmasi i¢in CCK-8 testi tercih edildi. Bu boya
MTT, MTS veya WST-1den daha hassastir, sitotoksik degildir, boyanin dondur-¢6z asamalar1
yoktur ve 5 °C’de 1 yil kararli kalabilmektedir. CCK-8 testi, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekilen ve ilgili muamelelere tabi tutulmus hiicrelere 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonun ardindan
uygulandi. Kisaca, CCK-8 ¢ozeltisi (10 ul) 200 pl fenol kirmizisi igermeyen medyum ile
karistirildi ve karisim hiicrelere eklendikten sonra hiicreler 2 veya 3 saat inkiibatorde tutuldu.
Ardindan numunelerin absorbans degerleri bir plaka okuyucu ile 450 nm’de okundu. CCK-8

testi sonunda hiicre canliligi hesaplanirken asagidaki formiil kullanild: (T. Li et al., 2016).

%Canlilik = [(Muameley,s) + (Kontroly,s)] X 100

Hiicresel alim

Hiicreler tarafindan MSNP aliminin ortaya konmasi i¢in floresan etiketli MSNP
kullanildi. Oncelikle floresan etiketli MSNP, PEI-FA veya sadece PEI ile modifiye edildikten
sonra MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerine uygulandi. Kullanmadan 6nce, lameller
poli-D-Lizin (GIBCO, A3890401) ile kaplandi. Kaplama iglemi, 50 pg/ml’ye PBS tamponu ile
seyreltilen poli-D-Lizin soliisyonunun camlar ile 1 saat oda sartlarinda inkiibe edilip camlarin
PBS (2 kez) ve saf su (3 kez) ile yikanmas:1 seklinde gergeklestirildi. Camlar, kurutulduktan

sonra kullanildi.

Hiicreler, konfokal mikroskop ile goriintileme calismalarinda kullanilan 12 mm
yuvarlak lamellere (poli-D-Lizin kapli) uygulamadan 24 saat 6nce ekildi. Hiicresel alim
calismalarinda kullanilan NP derisimleri literatiirde degisiklik (10-200 pg/ml) gostermektedir
(Panetal., 2020; B. P. Shah et al., 2014). Bu nedenle hiicrelere 25, 50 ve 100 pg/ml derisimlerde
floresan etiketli MSNP uygulandi. Muamele edilmis hiicreler, 4 saat (T. Li et al., 2016) boyunca
inkiibatorde tutulduktan sonra lazer taramali konfokal mikroskop ile incelendi ve FA varliginin
hiicresel alima etkisi arastirildi. Miknatis uygulamalarinda NP’ler ile muamele edilmis kiiltr

kaplar1 bir miknatis tizerinde belirli siirelerde tutulu (Sekil 25).
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Sekil 25. Inkiibator icinde miknatis ile NP muamelesine ait goriintii.

Tim adimlarda karsit boyama olarak hiicre c¢ekirdegi, DAPI (4,6-Diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride, Biomatik) ile boyandi. Uygulamanin morfolojik etkisinin
ortaya konmasi igin hiicre iskeleti Flash Phalloidin™ Green 488 (Biolegend, 424201) ile
boyandi. Boyama isleminde firmanin 6nerdigi protokol takip edildi. Kisaca hiicreler %2 PFA
(paraformaldehit) ile 30 dakika oda sartlarinda tutularak fikse edilip %0,3 Triton X-100 (oda
sartlarinda 5 dakika) ile permeabilize edildi. Ornekler sirayla %5 FBS igeren PBS (15 dakika,
oda sartlar1), Flash Phalloidin™ Green 488 (1:200 seyreltilerek, karanlik oda sartlarinda, 20
dakika) ve DAPI (15 dakika, 37 °C’de) ile inkiibe edildi. Her adim sonrast hiicreler 2 kez PBS
ile yikand1 ve goriintiilemeye giderken camlarin iizerine Cell Staining Buffer (Biolegend)
eklendi. Sonugcta hiicrelerde MSNP-TRITC kirmizi, hiicre ¢ekirdegi (DAPI) mavi ve hiicre

iskeleti yesil renkli olarak goriintiilendi.

PFA soliisyonu 1X PBS ile hazirlanip —20 °C’de bir yila kadar saklandi. %4 PFA
hazirlarken 4 g PFA tozu (Sigma-Aldrich) 80 ml PBS i¢inde ¢oziiliip, karisim 60°C sicaklikta
(ceker ocak i¢inde) kaynama olmaksizin karistirildi. PFA tozu hemen ¢6ziinmedigi i¢in renksiz
bir ¢ozelti olusuncaya kadar karisima 5 M NaOH damla damla eklendi. Karigim oda sicakligina
sogutulup 0,45 pm’lik filtreden gecirildi. Hacim, 1X PBS ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra
karisimin pH degeri 7,0-7,4 arasinda olacak sekilde ayarlandi. Don-¢6z yapmamak i¢in ¢ozelti
kiictik hacimlere boliinerek -20 °C’de saklandi. Calisma sirasinda %4 PFA, 1:1 hacimde PBS
ile seyreltilerek %2 PFA hazirlandi.

Triton X-100 ¢ozeltisi yine PBS tamponu ile hazirlandi. Bunun ig¢in 100 ml PBS igine
300 ul Triton X-100 eklenip karigim 15 dakika ultra-sonik su banyosunda tutuldu.
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Hiicre ici DOX salim

DNP (DOX yiiklii PEI-FA ile sarili MSNP’ler) ile muamele edilen ve tripsin ile toplanan
hiicrelerde DOX miktari, akis sitometri ile belirlendi. Uygulama adiminda, DOX ilac1 (0,5 uM)
ve ilag yiikkli MSNP’ler (50 pg/ml) hiicreleri o6ldiirmeyecek ancak DOX varligini
Olcebilecegimiz dozlarda uygulandi. Uygulamadan 3 saat sonra hiicre medyumlari ¢ekildi ve
taze medyum eklendi. Medyum degisiminden 3 saat sonra ise ilk Ol¢lim alindi. Hiicre

siispansiyonlarindaki DOX miktar1 48. saate kadar 6lgiildii.

Apoptotik Indeksin Arastiriimasi

Apoptozisin erken sathasinda hiicrelerin membran asimetrilerinin kaybolmasindan
dolay1 membran fosfolipidi olan fosfatidilserin (apoptotik yapilarin “beni ye” sinyali olarak
bilinir) plazma membraninin disinda belirmektedir (Nagata & Tanaka, 2017). Anneksin V
antikoru, fosfatidilserine yiliksek afinite ile baglanmakta ve bdylece apoptotik hiicre orani
belirlenebilmektedir. Ek olarak ortamdaki 6lii hiicrelerin belirlenebilmesi amaciyla prodium
iyodid (PI) kullanilmaktadir. Bu nedenle apoptozun belirlenmesi amaciyla Anneksin V
Apoptosis Deteksiyon Kiti (Biolegend, 640914) kullanildi. Basit¢e, uygulama yapilmis
hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile toplanip santrifiij edildi. Hiicre pelleti Cell Staining Buffer
(Biolegend) ile yikandi1 ve ardindan kit igeriginde bulunan Binding Buffer (100 pl) i¢inde tekrar
stispanse edildi. Hiicrelere Anneksin V FITC (2,5 ul) ve PI (5 ul) eklenip oda sartlarinda ve
karanlikta 15 dakika inkiibasyondan sonra hiicreler akis sitometri cihazina yiiklendi. DOX ve
Pl floresan boyalarin birlikte 6l¢iildiigii bir akis sitometri deneyinde, DOX floresanst PC5.5
kanalinda dlgiiliirken, PI floresansi PE kanalinda 6lgiildii. Kit igerigindeki Anneksin V ise FITC
etiketli oldugu icin, FITC kanali kullanildu.

Oksidatif Stresin Arastirillmasi

Oksidatif stres indeksi, firmanin Onerdigi protokole gore ROS Detection Kit ile
belirlendi. Bu kit, canli hiicre i¢indeki hidroksil, peroksil ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS)
aktivitesini Olcen bir florojenik boya olan hiicre gecirgen reaktif DCFDA’y1 (2°,7°-
dichlorofluorescin diacetate) kullanir. Difiizyon yoluyla hiicreye gecen DCFDA, hiicresel
esterazlarla DCF (2’°,7’-dichlorofluorescein)’ye cevrilir. DCF, yiiksek derecede floresan bir
bilesiktir ve 485/535 nm’de uyarim/emisyon yaparak floresan spektroskopisi ile tespit
edilmektedir. Bu testte, uygulama yapilmis hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile toplanip
santrifiij edildi. Hiicre pelleti, 10 uM DCFDA iceren besiyeri i¢cinde dagitilip 30 dakika
37 °C’de inkiibe edildi. Hiicreler kit igeriginde yer alan tampon ile yikanip tekrar bu tamponda
siispanse edilerek akis sitometri cihazi ile test edildi.
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Manyetik Hipertermi (MHT) Calismalar:

MHT sistemi olarak MSI Automotion (Sekil 26) cihazi kullanildi. MHT sartlarinin
optimizasyonu i¢in 6ncelikle sadece MSNP kullanildi ve ideal sartlar belirlendikten sonra MHT

uygulamasi, DINP muamelesiyle birlestirildi.

T e ——

Bilgisayarbaglantisi Ayarlama iinitesi

Frekans ve gii¢ paneli

Fiber termokupl

Helezon,
coil, sarmal

Sekil 26. MHT uygulamasi i¢in kullanilan cihaza ait fotograf.

Oncelikle MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerine farkli derisimlerde MSNP
uygulandi ve hiicreler, 2 saat inkiibe edildi. Tripsin/EDTA ile toplanan hiicreler pellet halinde
(tizerine 0,5 ml medyum eklenerek) MHT cihazina yerlestirildi. Farkli siirelerde 250 kHz’de
(coil ¢ap1 15 cm, %100 giic) AC manyetik alan uygulandi. MHT nin ardindan kiiltiir kaplarina
ekilen hiicrelere CCK-8, apoptoz ve ROS gibi gerekli testler uygulandi.

Istatistiksel Analizler

Veriler toplandiktan sonra istatistik hesaplamalar ve verilerin gorsellestirilmesi
amaciyla OriginPro 2023 programi kullanildi. Deney gruplari en az 3 ornek igerecek sekilde
tasarlandi. Gruplar arasi karsilastirma yapilirken one-way ANOVA (analysis of variance)
kullanild1 ve gruplar arasindaki fark Tukey testi ile belirlendi. Veri seciminde aykir1 deger
belirlemesi yapilirken programin ‘Outliers’ belirleme yonteminden (Grubbs test) faydalanildi.

Fotograflara ait nicel verilerin toplanmasi ImageJ programu ile gerceklestirildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tasiyic1 Nanoyapinin Hazirlanmasi

Demir (Fe) oksit manyetik nanopargaciklar (MNP), biyouyumluluk ve sinirli toksisite
nedeniyle giivenilirdir. Bu yapiya manyetik doygunlugu artirmak i¢in farkli metal iyonlari dahil
edilmektedir. Cinko (Zn) i¢eren demir oksit MNP’lerin, manyetizasyon doygunlugunun yiiksek
oldugu bilinmektedir (H. J. Kim & Choi, 2019; Yin et al., 2016). Ayn1 zamanda Zn-Fe oksit
MNP’ler, AC manyetik alan altinda tutuldugunda daha hizli bir sekilde Fe oksit MNP’lerin
eristigi sicakliga erisebilmektedir (Kasparis et al., 2022). Birlikte ¢oktiirme, sol-jel veya termal
bozunma gibi yontemlerle Zn igeren demir oksit MNP ler tiretilmektedir (Borade et al., 2020).

Her yontemin farkl: Gistlinliikleri veya dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda organik ¢oziicii i¢inde dagilabilen, kararli Zn-Fe oksit (ZnxFesxO4)
MNP’ler, termal bozunma yontemi ile iiretildi (Sekil 27). Sentezde ¢oziicii ortam olarak benzil
eter tercih edildi ve bu sayede istenilen sicaklik olan 300 °C’ye erisilebildi. 1,2-heksadekan-
diyol termal bozunma yontemiyle yapilan MNP sentezinde, MNP’lerin dispersiyonunu
stabilize etmek, boyut kontroliinii saglamak ve reaksiyon ortaminin uygunlugunu (homojenlik,
viskozite, termal iletkenlik) artirmak i¢in kullanilan 6nemli bir alkol tiirevidir. Oleylamin ve
oleik asit, MNP sentezinde ylizey aktif maddeler olarak gorev yaparak MNP dispersiyonunu
kararli hale getirirler. Bu siiregte oleylamin, metal iyonlarinin kararlihigini saglarken, oleik asit
MNP yiizeylerini kaplar ve biiyiimeyi kontrol eder. Birlikte kullanildiklarinda, bu iki bilesen
MNP sentezinde istenen boyut, dispersiyon ve yiizey 6zelliklerinin elde edilmesine yardimci
olur. Kullandigimiz yontem ile tek seferde 276,00+12,73 mg ZnxFe3xOs MNP elde

edilmektedir.

ZnxFe3xO4 MNP’lerin XRD 6l¢iimii (Sekil 27), malzemenin yliksek kristal yapida
oldugunu gostermektedir. Scherrer denklemi ile ZnxFesxOs MNP’ lerin kristal boyutu 15,4 nm
olarak hesaplandi. XRD deseninde gbzlenen 20 acilarinda 30,03°, 35,39°,43,01°, 53,38°, 56,9°,
62,52°, ve 73,92° pikleri sirastyla (220), (311), (400), (422), (511), (440) ve (533) Miller
indekslerine sahip kristal diizlemlerine karsilik gelmektedir. Bu sonugclar, iiretilen malzemenin
tek (single) kristal yapida olmadigin1 gostermektedir (PANalytical, 98-007-6981 referans kodu).
Piklerin dar bir bigimde uzanmasi ise yapinin kristal boyutu ve kusursuz kafes orgiisii ile
iligkilidir (Ungar, 2004; Unni et al., 2017). Yiiksek pik siddetleri ise kristal yapinin safligini
gostermektedir (Ebadi et al., 2021). Tiim keskin ve siddetli pikler literatiirde yer alan sonuglar
ile tam uyusmaktadir (H. Song et al., 2015).
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Sekil 27. A. Uretilen ¢inko-demir oksit manyetik nanopargaciklarin X 1smn1 kirmim deseni ve
B. Hekzan igerisinde dagitilmis ¢inko-demir oksit manyetik nanopargaciklarin fotografi.

MNP’lerin oksidasyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in XPS teknigi kullanildi. Genel
spektrumda (Sekil 28 A) Zn, Fe, O ve C pikleri sunuldu. Olgiim sonucu elde edilen kismi tarama
verileri, C-C bagindaki karbon atomunun 1s durumunda ~284,8 eV baglanma enerjisine sahip
oldugu bilgisi kullanilarak normalize edildi (Cardiff University, 2023; Davydov et al., 2014).
1043,78 ve 1021,7 eV’deki pikler sirasiyla Zn 2p1/2 ve Zn p3/2’ye atfedilir, bu da Zn’nin
numunede esas olarak 2* oksidasyon durumunda bulundugunu gostermektedir (H. Song et al.,
2015). Bunun diginda, 724,2 ve 711,3 eV’de bulunan Fe 2p tepe noktalari, Fe 2p1/2 ve Fe
2p3/2 spektrumlarina atfedilir, bu da Fe’nin oksidasyon durumunun numunede 3" oldugunu
gosterir. Ek olarak, 1s oksijenin spektrumu, 536 ve 529,9 eV’de bulunan pikler kafes
oksijeninin Zn ve Fe ile bagli oldugunu gdstermektedir (Zn—O ve Fe—O olarak gosterilir). Bu
sonuglar ile XRD sonuglar1 beraber degerlendirildiginde, lretilen ZnxFesxOs MNP’lerin

ZnFe>04 kapali formiiliine sahip oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 28. Uretilen ZnFe;Os manyetik nanoparcaciklarin X-Ismi fotoelektron spektroskopi

sonuglari.
A. genel spektrum ve B, C, D ve E sirasiyla karbon, oksijen, demir ve ¢inko yapilarina ait kismi

spektrumlari belirtmektedir.
Kaydedilen TEM goriintiileri, elde edilen ZnFe,O4 MNP’lerin neredeyse monodispers,

cogunlukla altigen formda ve ortalama 18 nm oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 29). NP
boyutu agisindan TEM gériintiileri ile XRD sonuglart uyusmaktadir. Onceki ¢alismalarimizda
sadece metal asetilasetonat onciilii ile MNP iiretildiginde 10 nm’den kii¢iikk boyutlara
MNP’lerin elde edildigi gozlendi (Celik et al., 2022; Solak et al., 2021). Bu ¢alismada ZnFe;O4
MNP’lerin iiretiminde ise onciil olarak hem metal asetilasetonat hem de metal klortir bilesikleri

kullanildi. Bu durum daha biiyilk MNP’lerin iiretilmesini sagladi. Ciinkii metal kloriir, metal
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asetilasetonattan daha kararhidir ve daha yiiksek sicaklikta bozunur. Bu nedenle, reaksiyon
ortamina metal kloriirlin eklenmesi, daha yavas ¢ekirdeklenmeye, dolayisiyla, karisimda olusan
cekirdeklerin etrafina daha fazla metal Onciisliniin birikmesine ve bu yolla daha biiyilik

MNP’lerin olusmasina neden olmaktadir (Cheng et al., 2019).
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Sekil 29. Uretilen ZnFe;Os manyetik nanopargaciklarm A. Gegirimli elektron mikroskop
goriintiileri ve bu goriintiilerden ¢izilen boyut dagilimina ait B. histogram grafigi.

ZnFe;04 MNP’lerin MHT calismalarinda kullanilabilirligini arastirmak tizere toliien
(kaynama noktasi: 110,6 °C) i¢inde dagitilan MNP’ler (1 mg/ml) AC manyetik alan altinda
tutuldu (Sekil 30 A) ve cihazdan alinan tiip termal kamera ile goriintiilendi (Sekil 30 B).
Literatiirde saniyeler (10 mg/ml, 180 saniye) i¢inde 80 °C’ye erisebilen MNP’lerin
(CoFe204@MnFe204) varligi duyurulmustur (Pan et al., 2020). Toliien i¢inde dagitilan
ZnFe;04 MNP soliisyonunda, ICP-MS ile dl¢iilen demir miktar1 3525,553 ppm ve ¢inko miktari
171,15 ppm olarak belirlendi. MNP’lerin ortam sicakligini artirma hizi (AT) 0,945 °C/dakika
olarak belirlendi (1 mg/ml, 0,5 ppm Fe). Termal kamera goriintiilerinden goriildiigii tizere sivi

numunenin her bolgesinin 1sinmasi, MNP lerin homojen dagildigini dogrulamaktadir.

Sicaklik (°C)
3

0 20 40 60 80 100 120

Siire (Saniye)
Sekil 30. ZnFe204 MNP’lerin (1 mg/ml, 0,5 ppm Fe) AC manyetik alan altindaki davranist.
A. Sicaklik zaman grafigi ve B. termal kamera goriintiisii. Sicaklik 6lgegi °C’dir.
AC manyetik alan altinda MNP’ler saniyeler i¢inde ortam sicakligini ¢ok yiiksek

degerlere cikarabilmektedir. Kaydedilen termal kamera goriintiileri ile 0,5 ppm Fe igeren MNP
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karisiminin, 2 dakika icinde 72 °C’ye eristigi gozlenmistir (Sekil 31). Literatiirde birlikte
coktlirme yontemi ile iiretilen MNP’lerin, MHT uygulamalarinda kisa siirede yiiksek sicaklik
artis1 sagladigi bilinmektedir (Campanini et al., 2015). Campanini ve arkadaslari, birlikte
¢coktiirme yontemiyle elde edilen MNP ler arasinda giiclii dipolar etkilesimlerin kuruldugunu,
bu nedenle biiyiik agregatlarin olustugunu ve bdylece birlikte ¢oktiirme yonteminin 1sitma
egiliminin daha iyi oldugunu belirtmektedir. Termal bozunma yoluyla elde edilen MNP’lerde
organik tabakanin (oleylamin ve oleik asit) varligi, dipol etkilesimin zayif olmasina neden olur
ve bu durumda MNP’ler bulundugu organik bir ¢6ziicli iginde daha iyi dagilmaktadir.
MNP’lerin daha iyi dagilmalari, MNP’lerin ortami 1sitma derecesini diisiirmektedir. Buna
karsin benzer bir sekilde termal bozunma yoluyla {iretilen nanopargaciklarin, “istyla
indiiklenebilen bir promotér yardimi ile kontrollii gen ekspresyonu” amacina yonelik olarak
kullanildig1 literatiirde yer almaktadir (H. J. Kim & Choi, 2019). Bu bilgiler dogrultusunda
irettigimiz MNP’lerin 1 mg/ml derisiminde 2 dakika i¢inde 72 °C’ye erismesi basarili bir

durumdur.

o

1 dakika

Sekil 31. ZnFe;O4 MNP’lerin (1 mg/ml, 0,5 ppm Fe) AC manyetik alan altinda kaydedilen
termal kamera goriintiisii.
Sicaklik 6lgegi °C’dir ve ¢oziicii toliiendir.

Sicaklik-zaman grafigi kullanilarak ZnFe,O4 MNP’lerin SAR degeri 19,429+6,272
W/kg olarak hesaplandi. Son olarak VSM sonuclar1 ile ZnFe,Os MNP’lerin manyetik
doygunluklarmin 80 emu/g’ye yakin degerlere eristigi goriildii (Sekil 32). Literatiirde yer alan
kaplanmamis (bare) MNP’ler de bu veya daha diisilk manyetik doygunluk degerlerine sahiptir
(Ebadi et al., 2021; Hadadian et al., 2022; Mohamed et al., 2021). VSM grafigi ile ayn1 zamanda
MNP’lerin siiperparamanyetik oldugu elde edilen grafigin “S” formunda olmasiyla net bir

sekilde anlagilmaktadir (Ebadi et al., 2021).
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Sekil 32. VSM opsiyonlu Quantum Design PPMS 9T ile kaydedilen ZnFe;Os MNP’lerin
manyetizasyon Ol¢iimiine ait grafik.

Kloroform iginde dagitilan, oleik asit ve oleylamin ile stabilize edilen hidrofobik
ZnFe204 MNP’ler, sulu bir CTAB c¢ozeltisi ile karistirilarak ve organik ¢oziiciiniin
buharlastirilmasiyla su fazina aktarildi (Sekil 33). Bu basit yontemi kullanarak, yiizey aktif
maddenin (CTAB) hidrofobik kuyrugu, nanokristallerin yilizeyindeki hidrofobik ligantlarla
giiclii bir sekilde etkilesime girer ve CTAB’nin hidrofilik yiiklii u¢ grubu, nanokristalleri suda
dagilabilir hale getirir. Bu yontem ile MNP’lerin sulu ortama transferi, ¢ozeltide goriiniir ¢okelti

veya agregat olusturmadigindan dolay1 oldukea etkilidir.

Mikroemiilsiyon

Sulu MNP Krl S1M1

Sekil 33. CTAB ile karigtirilip su faza alinan oleik asit ile stabilize ZnFe2O4 MNP’ler.

Reaksiyonun devaminda ortama TEOS eklenir. Hidrolize TEOS molekiilleri, CTAB
kapli nanokristaller ve serbest yilizey aktif madde miselleri arasindaki etkilesim, mezo yapiy1
olusturmak i¢in TEOS’un baz-katalizli yogunlasmasini tesvik eder. MNP’lerin mezopor6z

silika ile kaplanmas1 asamasinda, TEOS’taki hidrofobik gruplar, kullanilan CTAB’in organik
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kuyruklari ile hizalanir ve hidrofilik kisimlar Gouy—Chapman® bélgesini bozarak farkli bir
biiyiime davranisina neden olur (Kobler et al., 2008; Suteewong et al., 2010). Literatiirde CTAB
disinda farkli materyaller (SDS, Tween 80, Triton X-100) denenmistir ancak CTAB’in iyi
tekrarlanabilirlige sahip kararli yag/su mikroemiilsiyonlarin  olugsmasii  sagladigi
bildirilmektedir (Cichos & Karbowiak, 2014). CTAB siirfaktan1 ayn1 zamanda g6zenekli bir
silis tabakasinin olusmasini saglayan bir sablon gorevi de gérmektedir (Cichos & Karbowiak,
2014). Bu noktada mezopordoz NP’lerin olusumu i¢in farkli yaklagimlar Onerilmektedir.
Bunlardan birisi olan La Mer teorisine gore NP’lerin olusumu, monomer derigim artisi,
¢ekirdeklenme ve biliylime seklinde iic asamada gergeklesmektedir (Ding et al., 2012). Bu
nedenle reaksiyon sirasinda TEOS’un tek seferde ilavesi yerine adim adim ilave edilmesi,
ortama devamli monomer saglamasi agisindan biiyiimeyi kontrol ederek ¢ekirdek igermeyen
silika NP’lerin olusumunu 6nlemektedir (Ding et al., 2012). TEOS molekiilleri, yan {iriin olarak
etanol {ireten TEOS/su damlasi arayiiziinde hidrolize edilir (Suteewong et al., 2010). Bunun
yaninda MSNP’lerin morfolojisi, soliisyonun sicakligina biiyiik 6l¢iide baglidir. Sicaklik ¢ok
diisiik oldugunda, yavas silika olusumu ve neticesinde daha biiylik boyutlu malzemeler elde
edilmektedir. Nanoboyutta MSNP’lerin iiretimi i¢in 65-80 °C reaksiyon sicakligi
onerilmektedir (Liong et al., 2008). Ortama eklenen etilasetat ise reaksiyonun pH degerini
yavas yavas diistirerek boyut ve morfoloji kontrolii noktasinda yardimci olmaktadir (Suteewong
et al., 2010).

Maglar gibi gesitli kargo molekiillerini MSNP’lere yiikleyebilmek i¢in yapida bulunan
yiizey aktif maddenin MSNP’lerden uzaklastirilmasi ve gézeneklerin olusmasi gerekmektedir.
CTAB’in ekstrakte edilmesi i¢in kullanilan metotlardan biri, malzemelerin asidik alkol i¢ginde
1sitilmast, digeri ise kalsinasyondur. Kalsinasyon, organik maddelerin tiimiinii yok edecegi icin
floresan boyalar1 da yok etmektedir. Ek olarak kalsinasyon suda zayif bir sekilde dagilabilen
geri doniisli olmayan NP agregasyonuna da neden olmaktadir (Liong et al., 2008). Bu nedenle
calismada yiizey aktif maddeleri ¢ikarmak igin asetik asit iceren alkol ¢ozeltisi kullanildi.
CTAB c¢ikarma dncesi ve sonrast MSNP’lere ait FTIR spektrumunda CTAB yapisinda yer alan
-C-H zincirine ait pikler 2848 ve 2917 cm™’de goriiliirken (Solak et al., 2021), CTAB
uzaklastirma isleminden sonra bu pikler kayboldu (Sekil 34). Bu durum CTAB’in yapidan

tamamen uzaklastirildigini gostermektedir. Bununla birlikte 1083 ve 801 cm™de silika

8 Gouy-Chapman bdlgesi, bir sivi-yiizey arayiiziinde, yiizey yakinindaki iyonlarin elektriksel etkilerinin
belirgin hale geldigi bolgedir.
54



kaplamay1 belirten -Si-O pikleri goriildi (Y. Li et al., 2022; Solak et al., 2021). Son olarak
demir oksit varligini isaret eden Fe-O bag absorpsiyonu yaklasik 569 cm™ noktasinda bir pik
olarak goriinmektedir (Ebadi et al., 2021).
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Sekil 34. Gozenekli (CTAB uzaklastirilmis) ve gozeneksiz (CTAB igeren) MSNP’lere ait FTIR
spektrumu.
MSNP: Mezopordz manyetik silika nanopargaciklar.

TEM goriintiisii alinan gozenekli MSNP’lerin, ¢ekirdek/kabuk formunda oldugu
belirlendi (Sekil 35 A). Tek veya ¢ok ¢ekirdekli yapilarin olusmasina ragmen, MSNP’lerin
boyutunun genel olarak 100 nm dolaylarinda oldugu gozlendi. MSNP’lerin dagilimini ve
morfolojik yapisin1 anlamak {izere SEM goriintiileri incelendi (Sekil 35 B). Bu sayede
MSNP’lerin oldukga kiiresel ve monodispers bir dagilim sergiledikleri gézlendi. Elde edilen
MSNP’ler su ortaminda homojen bir sekilde dagilmaktadir (Sekil 35 C).

Sekil 35. Gozenekli ¢ekirdek/kabuk yapisina sahip MSNP’lerin A. TEM, B. SEM goriintiisii
ve C. su i¢inde dagitilmis hali (1 mg/ml MSNP).
Olgek TEM goriintiisiinde 100 nm, SEM gériintiisiinde 500 nm’dir.

55



Gozenekli yapimin yilizey alaninin belirlenmesi i¢in yapilan BET 06l¢iim sonucunda
(Sekil 36), MSNP’ler ortalama 83,85 nm’dir. Bu boyut TEM goriintiileri ile uyusmaktadir. Ek
olarak MSNP’deki por ¢aplarinin 5,17 nm oldugu belirlendi. Bu boyut, yapiy1 mezogozenek
(gbzenek boyutu 2-50 nm) smifina dahil etmektedir (ALOthman, 2012). Aym1 zamanda bu
gozenek yapi, DOX yiikleme i¢in uygundur. Ayrica MSNP’lerin BET yiizey alaninin 71,55
m?/g oldugu belirlendi.
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Sekil 36. MSNP’lere ait BET izoterm egrisi.

Cok kiiciik MNP’ler, gozeneklere yiiklenen molekiillerin gdzenek sistemine veya
disartya kiitle transferine daha kolay imkan verdigi icin MNP boyutunun olabildigince kiigiik
Olciilerde ayarlanmasi cok dnemlidir. Ancak boyut ne kadar kiiciik ise MNP lerin AC manyetik
alan altinda termal enerji liretme kapasitesi de o kadar diislik olacaktir. Bu nedenle iirettigimiz
MSNP’lerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan soliisyonlari AC manyetik alan altinda
tutuldugunda, ortamin sicaklik artis hizinin doz bagimli olarak arttig1 gézlendi (Sekil 37 A).
Ayrica 37 °C’de inkiibe edilen MSNP’lerin (70 pg/ml) %10 FBS iceren DMEM’de zamana
bagl sicaklik degisimine ait grafik (Sekil 37 B), bu yapilarin ortam sicakligini artirabildigini

gostermektedir.
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Sekil 37. AC manyetik alana maruz kalan MSNP soliisyonlarinin sicaklik-zaman grafikleri.

Soliisyonlarin baslangic sicaklig1 A. oda sartlaridir ve B. 36,5 °C’dir.
%10 FBS iceren DMEM igerisinde farkli derisimde dagitilan MSNP’ler 2400 saniye (40
dakika) AC manyetik alan altinda tutuldu.

VSM o6l¢limii ile MSNP’lerin manyetik doygunlugunun, yaklasik 40 emu/g oldugu
belirlendi (Sekil 38). MSNP’lerdeki kabuk varligi manyetik doygunlugun, beklendigi iizere,
(MNP’lerle kiyaslandiginda, Sekil 32) diismesine neden olmustur. Yapinin siiperparamanyetik

0zelligini korudugu, egrinin “S” kavisli yapisindan anlasilmaktadir.
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Sekil 38. VSM opsiyonlu Quantum Design PPMS 9T ile kaydedilen MSNP’lere ait
manyetizasyon Ol¢iimii grafigi.

MSNP iiretimi sirasinda floresan bir molekiiliin reaksiyona dahil edilmesi seklinde

yapilan etiketleme islemi, materyallerin boyutunu ve seklini etkilemeden floresan islevsellik
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saglamaktadir ve MSNP’lerin hiicresel aliminin floresan mikroskobu ile izlenmesine olanak
tanimaktadir (Liong et al., 2008). Bu amagla TRITC isaretli MSNP {iretimi yapildi. Farkli
derigimlerde hazirlanan TRITC isaretli MSNP soliisyonlarinin floresan spektrofotometrede doz
bagimli floresan siddete sahip oldugu belirlendi (Ex/Em: 488/532 nm, Sekil 39). Bu sonug,
TRITC molekiiliiniin, MSNP yapisina dahil edildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 39. PBS icinde seyreltilmis TRITC isaretli MSNP’lere (mg/ml) ait floresan spektrum ve
UV 151k altinda kuyularin fotografi.

Hedefleme Molekiiliiniin Hazirlanmasi ve DNA Baglama Kapasitesi

Sentetik katyonik bir polimer olan polietilenimin (PEI), fizyolojik pH’da yiiksek
pozitifligi nedeniyle, hiicre membranina elektrostatik olarak yapisir (Saito & Saitoh, 2012). PEI,
fosfat gruplarindan 6tiirli anyonik olan niikleik asitlerle de elektrostatik olarak etkilesmektedir
(Yin et al., 2014). Bu nedenle PEI, niikleik asit (DNA veya RNA) transferi caligmalarinda gok
yaygin bigimde tercih edilmektedir (Akinc et al., 2005; Han et al., 2000). PEI'nin ¢ok sayidaki
katyonik ytikleri, yiiksek bir transfeksiyon aktivitesi ve yiiksek yiikleme kapasitesi saglamasina
ragmen molekiiler agirligi yiiksek olan PEI’ler canli organizmalar iizerinde doz bagiml
sitotoksik etki gosterir (Moghimi et al., 2005; Werth et al., 2006). Bunun yaninda PEI, hiicre
yiizeyindeki negatif yiiklii proteoglikanlarla etkilesir ve bu durum niikleik asit tagima verimini

diistirerek istenmeyen biyo-agregasyona neden olabilir.
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PET’nin sitotoksisite mekanizmasi, yiiksek protonlama kapasitesi ile 6zdeslesen proton
stinger etkisi (proton sponge effect) ile iligkilidir. Endositoz sonucu hiicre i¢ine alinan PEI’den,
ortamin pH degerinin diisiisiinden dolay1 proton ayrildik¢a hiicre i¢inde proton pompalama
aktivitesi artar ve ozmotik sisme sonucunda endositoz kesesi parcalanir. Aktarim
caligmalarinda endozomal kagisa sagladigi bu katki PEI’yi 6zel kilmaktadir. PEI sitotoksisitesi
PEI'nin molekiiler agirligina, polimer sikligina ve kimyasal modifikasyon igerip icermemesine
baghdir (Xiaetal., 2009). Cok diisiik molekiiler agirlikta PEI kullanimi niikleik asit aktariminda
basarisizliga neden oldugu i¢in genellikle 10-25 kDa olan PEI yapilar1 niikleik asit aktarimi
calismalarinda tercih edilmektedir (Xia et al., 2009) (H. Yang et al., 2014). (Moghimi et al.,
2005).

Niikleik asitler PEI ile aktarilabildigi gibi NP’lerin ylizeyine tutturulmus PEI ile de
aktarilabilmektedir. Literatiirde, modifiye edilmis PEI kullanan niikleik asit aktarim
caligmalarina rastlanmaktadir (Y. Li et al., 2014; Z. Li et al., 2017; Yang et al., 2014). Ayrica,
floresan etiketlemenin PEI'nin DNA baglama 6zelligini yok etmedigini ve PEI’nin, niikleer
cevrede ve interfaz hiicrelerindeki niikleolusta hizla biriktigi bilinmektedir. Bu ¢calismalar, PEI
yapisindaki herhangi bir modifikasyon neticesinde PEI’nin niikleik asit tasima yetenegini
yitirmedigini gostermektedir. Ek olarak Saito ve arkadaslarinin ¢aligmasi PEI’nin sitoplazmada
bazi bolgelerde de lokalize olabildigini ortaya koymaktadir (Saito & Saitoh, 2012). Bu durum
ise sadece ¢ekirdege degil, sitoplazmaya hedef molekiillerin ulagtirilmasi amaciyla da PEI’'nin

kullanilabilecegini gdstermektedir.

Bu tez ¢alismasinda literatiirde de siklikla kullanilan 25 kDa molekiiler agirligindaki
dallanmis PEI tercih edildi. Calismada kullanilacak olan PEI; giivenli bir sekilde ISD taginmasi,
folik asit (FA) ile konjugasyon, MSNP’nin suda dagiliminin arttirilmasi, ISD’nin erken ve pH
7,4’te salimimin sinirlandirilmast ve son olarak ISD’nin sitoplazmada salimi i¢in endositoz

kacis1 gibi birgok amaca hizmet etmektedir.

Ote yandan FA, meme kanseri hiicrelerinin hedeflenmesi i¢in sik¢a kullanilan bir
molekiildiir (Parker et al., 2005). PEI yapisinda meydana gelen herhangi bir degisiklik onun
tamponlama yetenegini, dolayisiyla niikleik asit tagima ve hiicre i¢ine aktarma (transfeksiyon)
ozelligini etkilemektedir (Warriner et al., 2018). PEI ve FA arasinda kurulan bagin PEI’nin tiim
amin gruplarm1 kapatmadigimi ve elde edilecek konjuge yapinin DNA yiikleyip
yiikleyemeyecegini test etmek lizere, PEI ve PEI-FA molekiillerin tamponlama kapasiteleri
Olciildi. Elde edilen grafik (Sekil 40), FA ile modifikasyon sonrasi PEI’nin azalan serbest NH>
gruplar1 nedeniyle tamponlama kapasitesinde diisiis oldugunu gostermektedir. Buna ragmen
asit ilavesi ile pH degerindeki azalmanin keskin ve hizli bir sekilde olmadig1 gozlendi. Bu
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durum, PEI’ye gore daha diisiik olsa bile, PEI-FA’nin tamponlama kapasitesinin var oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, PEI-FA’nin proton siinger etkisi ile hiicre i¢ginde DNA’nin

salimina hizmet edecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 40. 1 mg/ml PEI ve PEI-FA sulu ¢ozeltilerine 1 M HCI ilavesi sonucu 6l¢iilen pH
degerleri.

Sulu FA ve PEI-FA ¢ozeltilerinin UV spektrofotometre sonuglart incelendiginde (Sekil
41), FA’nin 279 nm dolaylarinda gozlenen absorbans pikinin PEI-FA’da 292 nm’ye kaydig1
gozlendi. Tipik olarak FA, yaklasik olarak 280 nm ve 366 nm dalga boylarinda emilim piklerine
sahiptir. 280 nm dolaylarindaki pikin kaymasi, FA’nin PEI’deki amin gruplariyla etkilesimine
atfedilmektedir (J. M. Li et al., 2013; Okamoto-Schalch et al., 2020).
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Sekil 41. PEI ve PEI-FA molekiillerinin sulu ¢ozeltilerinin (1 mg/ml) UV spektrofotometre ile
dalga boyu tarama sonugclari.

PEI’ye FA baglama basaris1 FTIR spektroskopisi ile dogrulandi (Sekil 42). Sentezlenen
PEI-FA’ya ait FTIR sonucunda PEI’nin yapisinda bulunan amin ve -C-H gruplarina ait pikler
PEI-FA yapisinda da gozlendi. FA yapisinin aromatik C=C ¢ift bag1 ve fenil halkas1 sirastyla
1605 cm™ ve 1483 cm™'de yer alan pikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. FA’ya ait karboksil
(1691 cm™) ve PEI yapisindaki amin gruplari (1587 cm™) arasinda kurulan yeni amid bagma
ait pik ise PEI-FA’ya ait spektrumda 1644 cm™’de belirmektedir.
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Sekil 42. Folik asit, polietilenimin ve folik asit bagli polietilenimine (PEI-FA) ait FTIR
spektrumu.

Uretilen PEI-FA’nin DNA baglama yetenegi dnce zeta potansiyel 6l¢iimii ile aragtirildi.
Bu dogrultuda, DNA ve PEI-FA’nin ayr1 ayr1 zeta potansiyel degerleri 6l¢iildii. DNA’ nin (1
ng/ml) niikleaz icermeyen sudaki zeta potansiyelinin -10,60+1,38 mV oldugu belirlendi. Bunun
yaninda PEI-FA’nin (10 pg/ml) farkli tamponlar igindeki zeta potansiyel degerleri
incelendiginde PEI-FA’nin su i¢inde zeta potansiyeli pozitif (17,30+0,50) 6l¢iiliirken, DPBS
icinde zeta potansiyeli PEI-FA derisimine gore degismektedir (Sekil 43). Yiiksek PEI-FA
derisiminde (100 pg/ml) dl¢iilen pozitif zeta potansiyel degerine (8,37+0,57) karsin, diisiik (10
png/ml) PEI-FA iceren karisimin zeta potansiyelinin negatiflesmesinin (-10,48+0,89) nedeni,

tampon ¢oziiciilerde var olan iyonlarin PEI-FA ile etkilesimlerinden dolay1 olabilir.
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Sekil 43. Farkli ortamlarda ¢oziilen PEI-FA’nin zeta potansiyel degeri.
A. 10 pg/ml PEI-FA iceren su, DPBS ve 20 mM NaCl iceren DPBS soliisyonlari, B. 10 ve 100
ug/ml PEI-FA igeren su soliisyonlar1 ve C. 10 ve 100 pg/ml PEI-FA igeren DPBS ¢d6zeltileri.

Ayni sartlarda PEI-FA ve DNA karistirildiginda, PEI-FA+DNA kompleksinin yiizey
yiikii arastirildi (Sekil 44). Suyun kullanildig1 grupta yiizey yiikii pozitif (+15,40 mV) olsa bile
hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicreler i¢in uygun bir pH’da bir tamponun kullanim1 daha dogru
olacaktir. Bu nedenle PEI-FA+DNA kompleksinin hazirlanmasi adimlarinda DPBS tamponu
kullanildi.

Degisen PEI-FA miktarinin ylizey yiikiine etkisini aragtirmak tizere DNA miktar1 (1 pug)
ve son hacim (1 ml DPBS) sabit tutularak PEI-FA miktar1 degistirildi (10-60 pg). Olgiim
sonucunda PEI-FA miktarinin artmasi ile zeta potansiyelin pozitif yonde arttigi ortaya kondu
(Sekil 44 A). Daha yiiksek derisimlere ¢ikilamamasinin nedeni, devam eden siiregte hiicre
kiiltiirii deneylerinde hiicrelere yiiksek miktarda PEI-FA’nin verilemeyecek olmasidir. 40, 50
ve 60 pg PEI-FA kullanilan gruplarda ylizey yiikii pozitifligindeki artisin, diger gruplar
arasindaki artisa gére daha anlamsiz oldugu gozlendi. Bu nedenle devam eden ¢aligmalarda 50
ug PEI-FA kullanimina ve nihayetinde PEI-FA/DNA oraninin 50 olarak sabit tutulmasina karar

verildi.

Bu sonuclarin ardindan, PEI-FA/DNA oram1 50°de sabit tutulmasi halinde, DNA
miktarinin degigmesi ile zeta potansiyelin nasil degisecegi incelendi (Sekil 44 B). Elde edilen
degerlere gére DNA miktar1 arttikga, PEI-FA/DNA orani1 sabit olsa bile zeta potansiyeli
artmaktadir. Ancak artan DNA miktar ile zeta potansiyelinde orantili bir artis yoktur. Zeta
potansiyel 6l¢limii sonuglarinda, PEI-FA/DNA oran1 50 oldugunda 2, 4 ve 6 ug DNA kullanim
arasinda istatistiki agidan anlamli fark go6zlenmedi. 6 pg tlizeri DNA miktarinin
denenmemesinin nedeni, hiicre kultiirinde muhtemel niikleik asit sitotoksisitesinin Oniine

gecmektir. Ayni sebeple devam eden ¢alismalarda 1 veya 2 ug DNA kullanildi.
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Sekil 44. DNA ve PEI-FA etkilesimine ait zeta potansiyel sonuglari.
A. 1 pg DNA ile degisen derisimlerde PEI-FA ve B. PEI-FA/DNA oran1 50’de sabit tutularak
degisen DNA miktar1 denendi. Coziicii olarak DPBS kullanildi ve son hacim 1 ml’dir.

Zeta potansiyel 6l¢limlerinden sonra PEI-FA ve DNA etkilesimi agaroz jel elektroforezi
ile incelendi (Sekil 45). Esit miktar DNA’nin farkli ¢6ziiciilerle karistirilmasina (PEI-FA
yoklugunda) ait elektroforez goriintiisiinde, ayn1 miktar DNA ayni1 yerde ve ayn1 bant siddetinde
goriilmektedir. PEI-FA igeren drneklere ait kuyularda ise DNA’ya ait parlak bant gozlenmedi.
Bu durum PEI-FA’nin DNA’y1 korumasi ve bu sayede jeldeki etidyum bromiiriin DNA ile
etkilesememesinden dolayr olabilir. Etidyum bromiiriin DNA’ya erismemesi, PEI-FA’nin
niikleazlara karsi da DNA’y1 koruyabilecegini belirtebilir. Ek olarak PEI-FA/DNA oraninin 2
oldugu 6rneklerin DNA miktarlar1 Nanodrop ile 6lciildii. Olgiim sonucunda PEI-FA nin DNA
baglama kapasitesi HEPES (20 mM), PBS, NaCl (20 mM, PBS i¢inde), niikleaz igermeyen saf
su ve serum icermeyen hiicre biiyiilme medyumu ortamlarinda hesaplandi ve
strastyla %19,942,9, %7,7+5,8, %13,1£6,2, %9,6+1,3 ve %6,5+0,7 olarak bulundu. En yiiksek
DNA baglama oran1 HEPES ortaminda ve en diisiik DNA baglama orani ise serum igermeyen

hiicre biiylime medyumunda gozlendi.
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Sekil 45. Farkli ¢oziicii ortamlarin, PEI-FA ve DNA etkilesimine ait agaroz jel elektroforez
goruntisi.

Ornekler, 100 pl stv1 iginde 2 pg DNA (0,05 pg/ul) igerecek sekilde hazirlandi. PEI-FA igeren
ornekler hazirlanirken, niikleaz icermeyen saf su i¢inde ¢6ziilmiis 0,5 pg/pl derisimine sahip
PEI-FA soliisyonu kullanildi. Coziicii ortamlar; HEPES (20 mM), PBS, NaCl (20 mM, PBS
icinde), niikleaz icermeyen saf su ve serum igermeyen hiicre biiyiime medyumudur.

Ardindan farkli oranlarda PEI-FA/DNA soliisyonlarina ait gorintiiden, PEI-FA/DNA
oranin 4 ve lzeri oldugu tim o6rneklerde, DNA’nin PEI-FA tarafindan tutuldugu, bu sayede
jelde bulunan etidyum bromiirin DNA ile etkilesmedigi, jelde parlak bantlarin
goriilmemesinden anlagilmaktadir (Sekil 46). Bir calismada, grafen oksit ve polietilen glikol ile
birlestirilmis PEI-FA yapis1 siRNA ile karistirilmis ve kiitlece PEI-FA/RNA oran1 15’e kadar
olan sartlarda jelde bant gortilmiistiir (Y. Wang et al., 2020). Wang ve ark. ait bu ¢alisma ile
kiyaslandiginda, grafen oksit ve polietilen glikol kullanmadigimiz i¢in PEI-FA/DNA agirlik
orant 10’dan itibaren bant gézlenmemesi olasidir. Sekil 44 A’da PEI-FA/DNA orani 10 iken
zeta potansiyelin negatif oldugu belirlendi. Bu durum ortamda serbest DNA molekiillerinin
varlig1 ve PEI-FA’nin tim DNA’y1 sarmadigi seklinde yorumlanabilir. PEI-FA/DNA oram 10
olan 6rneklerin yiiklendigi jel sonucunda DNAya ait parlak gozlenmemistir (Sekil 46 B). Bu
durumun nedeni serbest DNA’nin jelde goriinmeyecek derisimde olmasindan ya da negatif

iyonlarin PEI-FA+DNA ile zeta potansiyeli etkileyecek diizeyde etkilesiminden dolay1 olabilir.
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Sekil 46. PEI-FA’nin DNA baglama yetenegini gosteren farkli PEI-FA/DNA o6rneklerine ait

agaroz jel elektroforez goriintiisii.

A. 2 pg DNA igeren tiim 6rneklerde (son hacim 150 pl, PBS) PEI-FA/DNA oram1 0, 1, 2, 3, 4
ve 5 olan soliisyonlar ve B. Jelde ornek yilikleme sirasi, soldan saga dogru; belirteg, 2 pg DNA
iceren tiim 6rneklerde PEI-FA/DNA oran1 0, 10, 20, 40, 50 ve 60 olan soliisyonlar. En sonda B
jelinde kullanilan belirtecin kullanim kilavuzunda yer alan bant goriintiisii sunuldu.

Zeta potansiyel (Sekil 44) sonuglar1 da géz oniine alinarak, PEI-FA/DNA agirlik orani
50 olan sartlarda DNA miktar1 degistirilerek ornekler jele yiiklendiginde yine tiim gruplarda
bant varligi gbzlenmedi (Sekil 47). Bu durum seg¢ilen oranda (50), artan DNA derisimlerinde
bile tiim DNA molekiillerinin PEI-FA tarafindan baglanabildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 47. PEI-FA’nin DNA baglama yetenegine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii.

[lk kare, kullanilan belirtecin kullanim kilavuzunda yer alan bant goriintiisiidiir. Sagdaki jelde
ornek yiikleme sirast soldan saga dogru; belirteg, PEI-FA/DNA oran1 50 olan 0,5, 1, 2, 4 ve 6
png DNA igeren soliisyonlar.

Son olarak ISD ile birlestirilmis olan PEI-FA’nin SEM goériintiileri incelendi. Bazi

noktalarda yigilma s6z konusu iken genel olarak diiz bir yiizeyin varlig1 gézlendi (Sekil 48).

T=1 i i =
DAYTAM EHT = 10.00 kV Signal A = InLens
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Sekil 48. PEI-FA/DNA’ya (50 orani ve 1 ug DNA) ait SEM goriintiisii.

Ila¢ ve DNA Yiiklii Yapilar

Doksorubisin (DOX), uzun siiredir kansere kars1 kullanilan, ABD Gida ve Ilag idaresi
(FDA) tarafindan onaylanmig kemoterapoétik bir ilagtir (NIH, 2018). DOX, kanser hiicrelerinin
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bliylimesini yavaslatarak veya durdurarak calisan, DNA ig¢ine enterkalasyon yapan bir
kemoterapoétiktir. Hastalara hidrokloriir tuzu seklinde damardan uygulanan DOX, kan dolagimi
yoluyla eristigi tiimdr hiicrelerini etkiledigi gibi saglikli hiicrelere de zarar vermektedir (kemik
iligindeki kan hiicrelerinin sayisinin azalmasi gibi) (NIH, 2014). Bu nedenle DOX ve benzeri
ilaglarin klinik kullanimi oldukga risklidir. DOX gibi kanser tedavisinde etkin ilaglarin giivenli

kullanimai i¢in akill ilag tagima sistemleri Onerilmektedir.

DOX yiikleme

PBS i¢inde ¢oziilmiis DOX’un nanomolar alti derisimlerde bile oOlgiilebilecegi
literatiirden bilinmektedir (S. Shah et al., 2017). DOX’un miktar 6l¢iimii i¢in daha hassas sonug
vermesi ve daha diisiik derigimleri belirleyebilmenin miimkiin olmasi nedeniyle Ol¢iim
tekniginde floresan spektrofotometre kullanildi. 0-15.000 nM DOX soliisyonlarinin 470 nm
uyarim (Ex) sonucu elde edilen emisyon (Em) taramasina ait grafik Sekil 49 A’da, 595 nm’de
okunan degerlere gore hazirlanan standart grafik ise Sekil 49 B’de sunuldu. Hazirlanan
soliisyonlarda DOX 6l¢timii 3 giin siirdiiriildii ve bdylece giinlerce siirecek olan ilag yiikleme
ve salim ¢aligmalarinda, PBS i¢indeki DOX’un oda sartlarinda 3 giin siireyle kararli oldugu
belirlendi. Grafikten (Sekil 49 A) goriilecegi lizere ¢ok yiiksek derisim nedeniyle 12,8 ve 15
uM’lik DOX soliisyonlar1 arasinda fark gozlenmedi. Bu nedenle floresan siddet Olciimii
yapilirken yiiksek derisimli DOX soliisyonlar1 seyreltildi. ila¢ yiikleme isleminin ardindan
gozeneklere yiiklenen ila¢ miktarinin tayini ig¢in bu standart grafikten (Sekil 49 B) elde edilen
denklem kullanildi.
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Sekil 49. DOX soliisyonlarina (nM) ait A. floresan spektrumu ve B. standart grafik.
DOX soliisyonlari, PBS i¢inde karanlik oda sartlarinda inkiibe edildi ve Ex/Em:470/500-700
nm’de tarand1. Standart grafik, Ex/Em: 470/595 nm degerlerinden alinan veri ile olusturuldu.

Farkli miktarda MSNP ile karistirtlan DOX soliisyonlarina, 24 saat sonra bir miknatis
tutulup MSNP’ler toplandi (Sekil 50). Bu soliisyonlarda DOX varligini isaret eden kirmizi

rengin, soliisyona eklenen MSNP miktari ile dogru orantili olarak azaldigi gozlendi. Sadece
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MSNP i¢eren tiipler kor (Ex/Emazo/s95 nm: 4,936) olarak kullanildi ve sadece DOX (Ex/Emuazo/ses
nm: 17,401) igeren tiipler ise %100 ilag olarak kabul edildi. Sekil 50°da sunuldugu {izere,
ortamdaki DOX’un (standart grafikten elde edilen denklemden faydalanilarak 77 nM olarak
hesaplandi) yaklasik %56°s1, 1 mg MSNP tarafindan tutulmaktadir. MSNP miktar1 arttikca hem
soliisyondaki DOX kaynakli turuncu renk siddeti hem de miknatis tutulduktan sonra sivida
kalan ylizdece DOX miktar1 azalmaktadir. Bu durum DOX’un MSNP’ye yiiklendigini
gostermektedir. Caligma sirasinda daha yiiksek DOX yiikleme oranlarina ¢ikmak i¢in baslangig
DOX miktar arttirilmis ve beklendigi tizere MSNP’lerin yiikledigi DOX miktar1 artmistir.
Ancak bu yolla iiretilen DOX yiiklii MSNP’lerin (MSNP-DOX) sitotoksisitesinin ¢ok fazla
oldugu gozlenmistir. Hiicrelere uygulanan MSNP-DOX derisimi diisiiriilerek sitotoksisite
azaltilabilir ancak bu durumda MHT uygulamasinda istenilen sicakliga erismek i¢in ortamda
yeterince manyetik kaynak (MSNP) bulunmayacaktir. Bu nedenle, sitotoksisite sonuclart goz
Oniine alimarak, MSNP i¢indeki DOX miktarini diigiirerek, MSNP-DOX {iretimi i¢in 20 mg
MSNP ile 1 mg DOX’un karistirilmasi (son hacim 20 ml) uygun goriilmiistiir. Su ortaminda
DOX yiikli MSNP’lerin APTES ile kolayca kaplanabilmekte ve APTES kaplama, PBS
ortaminda NP’lerin kolloidal kararliligin1 artirmaktadir (Y. Wang et al., 2016).
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Sekil 50. MSNP’ye DOX yiikleme sonuglari.
A. Miknatis yok (iist) iken ve miknatis var (alt) iken DOX ve MSNP igeren karigimlara ait
fotograflar ve B. Baslangi¢ DOX (77 nM) miktarinin yiizdece MSNP’ye yiiklenme grafigi.

Literatiirde, ila¢ yliklenen MSNP’lerin ylizeyindeki silanol gruplarindan kaynaklanan
geri doniistimsiiz bir ila¢ yiikli MSNP agregasyonu bildirilmektedir (Liong et al., 2008).
Agregasyon, ylizeylere hidrofilik molekiillerin agilanmasiyla dnlenebilmektedir. Bu amacla
hem hidrofilik yiizeyin elde edilmesi hem de sonraki adimda kullanilacak olan DNA nin MSNP
yiizeyine etkilesimini artirmasi amaciyla (saglayacagi pozitiflikten dolayl) DOX yiikli
MSNP’lerin yiizeyi, ylizeye amin grubu saglayan APTES ile modifiye edildi (MSNP-DOX-
NH.). APTES, silika kabugun yiizeyini kolayca -NH> ile islevsellestirebilmektedir (Cichos &
Karbowiak, 2014). MSNP-DOX ve MSNP-DOX-NHz’ye ait FTIR spektrum sonuglarinda, -
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CHs,-CH; varliginda beliren 2800-2900 cm™ arasindaki pikler gozlendi (Sekil 51 A). Ayrica
1450-1600 cm™ arasinda beliren pikler -NH- varligi belirtmektedir (Bhavsar et al., 2020; .
Li et al., 2022; Zabihi et al., 2015). MSNP-DOX yapilarin FTIR spektrumlarinda, DOX’a ait
piklerin belirgin olarak goriilmemesi DOX un miktarmin diisiik olmasina ve DOX’un yiizeyde
kalmayip MSNP gozeneklerine hapsolmasia bagli olabilir. MSNP-DOX-NHz’ye ait TEM
goriintiileri (Sekil 51 B) MSNP’ye ait gortintiilerle (Sekil 35 A) karsilastirildiginda, MSNP-
DOX-NH: yapisinda gozeneklerin belirsizlestigi goriilmektedir. Bu durum gdzeneklerde
DOX’un varligindan dolayr olabilir. Hem ila¢ yiikleme hem de APTES ile modifikasyon
isleminin NP’lerin boyut ve dagiliminda olumsuz bir etki olusturmadig: anlasilmaktadir. Bu

durum SEM goriintiileriyle de dogrulanmistir (Sekil 51 C ve D).

>
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Sekil 51. MSNP’lere ait A. FTIR spektrumu, B. TEM goriintiisit (MSNP-DOX-NHz), C. ve D.
Sirastyla MSNP-NHz ve MSNP-DOX-NHz’ye ait SEM goriintiileri.

Gerek FTIR gerekse elektron mikroskoplari ile yapilan gozlem, DOX varligini
kanitlamamaktadir. Bu nedenle DOX igeren MSNP’ler lam-lamel arasinda bir floresan
mikroskop ile incelenmistir (Sekil 52). Bu asamada bir grup 6rnek miknatis tizerinde tutularak
DOX’un MSNP’ler ile hareket edebildigi ortaya konmustur. Hem 151k hem kirmizi kanalda
kaydedilen fotograflarda, miknatis tutulmayan MSNP-DOX-NH:’lerin daha daginik ve ara ara

kiimelenmis bir halde oldugu goézlendi. Buna karsin miknatis iizerinde bekletilen lamlardan
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aliman goriintiide MSNP-DOX-NHz’lerin birbirlerine daha yakin durdugu ve kismen bir
hizalanmanin oldugu belirlendi. Miknatis yokken gozlenen biiyiik kiimelerin, miknatis
tutulduktan sonra goézlenmemesi, yine NP’lerin manyetik alan (miknatis) varliginda
hizalanmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica kirmizi rengin MSNP-NH2’lerde yokken
MSNP-DOX-NH2’lerde  gozlenmesi, = MSNP-DOX-NH:’lerde = DOX’un  varligini

kanitlamaktadir.

Kirmizi Kanal Isik Kirmiz: Kanal

MSNP-NH,

MSNP-DOX-NH,

-‘a ﬁ i :? N A
Sekil 52. MSNP-NH2 ve MSNP-DOX-NHz iceren sivilarin floresan mikroskop goriintiileri.

Goéruntileme, A. miknatis tutulmadan ve B. 10 dakika miknatis tutulduktan sonra yapildi.
Olgek 50 pm’dir.

Bunun yaninda DOX varhigi UV spektrofotometre ile de dogrulandi (Sekil 53). DOX
sollisyonunda gozlenen 500 nm’deki pikin, MSNP-DOX-NH2’de de gozlenmesi, DOX’un
yaptya yiiklendigini kanitlamaktadir (J. Wang et al., 2018).
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Sekil 53. DOX, MSNP-NH> ve MSNP-DOX-NH> igeren soliisyonlarin dalga boyu-absorbans
grafigi.

Son olarak DPBS tamponunda dagitilan MSNP, MSNP-NH; ve MSNP-DOX-NH:’lerin
(0,1 mg/ml) DLS analizi souglar1 incelendi. ilag yiikleme asamasinda, karisima APTES ilavesi
sayesinde ylizeye katilan -NH gruplarindan dolayt MSNP’ye (-31,1£11,5 mV) kiyasla, hem
MSNP-NHz’lerde (-17,5+5,35 mV) hem de MSNP-DOX-NH>’lerde -13,29+6,21 mV) yiizey
yikiiniin negatifliginde diisiis gozlendi (Tablo 2). Bu durum NP’lerin yiizeyinde pozitif
gruplarin arttifini isaret etmektedir, yani yapida -NH2 gruplarinin varligint dogrulamaktadir
(Bhavsar et al., 2020). DOX varligt APTES ile modifiye edilmis MSNP’lerin zeta potansiyel
degerini negatiflestirmektedir (Y. Wang et al., 2016). Bu durum 6nemlidir ¢iinkii, nétr zeta
potansiyeline sahip (-10 ila +10 mV) NP’lerin ila¢ dagitim verimliliginin daha yiiksek oldugu
belirten yaymlarin yani sira negatif yiiklii bir yiizeye sahip olan nano tasiyicilarin, kan dolasimi
yoluyla tiimoral doku etrafinda daha fazla ilaglari biriktirdigi ileri stiriilmektedir. (Y. Wang et
al., 2016; Wilhelm et al., 2016). Bu nedenle hazirlanan MSNP-DOX-NH;’lerin hiicresel alim
anlaminda daha etkili olmas1 beklenmektedir. Ote yandan karisimdaki pargacik boyutlarmin
dagilimina ait polidispersite indeksi (PDI) degerlerine gore karisimdaki MSNP-DOX-NH:
boyutlarinin orta derecede heterojendir ve tamamen homojen degildir. Hidrodinamik ¢ap
boyutlarinin MSNP’ye gére MSNP-NH2 ve MSNP-DOX-NH>’lerde daha diisiik 6l¢iilmesi,
APTES modifikasyonunun MSNP agregasyonunu azalttigin1 belirtmektedir.
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Tablo 2. DLS Analizi Sonuglari.
Zeta Potansiyeli (mV) Hidrodinamik Cap (nm) PDI

MSNP -31,10+11,50 3658 0,426
MSNP-NH2 -17,50+5,35 2548 0,700
MSNP-DOX-NH2 -13,29+6,21 1375+354,97 0,485+0,117

PDI: polidispersite indeksi. Karigimlar 0,1 mg/ml derisimde hazirlandu.
Salim Deneyleri

Ilag tasima sistemlerinde kullanilan malzemelerinin ¢oziiniirliigii, ilacin difiizyonu ve
hem ilacin hem de tastyici yapinin biyolojik olarak parcalanmasi salim siirecine dnciiliik eden
faktorlerdir. Eger ila¢ tasima sisteminin ¢oziiniirligii/aginma hizi, ilacin difiizyon hizindan
diisiikse ilag salim mekanizmas1 difiizyon iizerinden ilerler. Ilag salimi sirasinda kiitle transferi,
ilact ¢evreleyen biyolojik siviya, ilacin yiiksek miktarda oldugu nano-tasiyicidan diisiik
derisimde oldugu s1vi ortama diflizyonu seklinde gerceklesir. Baslangigta gozlenebilen hizli
ila¢ salim1 (drug release) ¢gogunlukla nano-tasiyici yiizeyine tutunmus olan ilag molekiillerinin
varligindan kaynaklanmaktadir. ilag salim kinetiginin incelenmesi, ilacin fizikokimyasal
davraniginin anlasilmasi, in vivo sistemlerde gergeklesebilecek salimin 6n goriilebilmesi, salim
mekanizmas1 hakkinda fikir yiiriitiilebilmesi ve yapiin karaliliginin test edilmesi agisindan

Onem arz etmektedir.

MSNP-DOX-NH>’lerin, hem pH 7,4 ve pH 6,0 hem de 37 °C ve 42 °C’de DOX salim
Kinetiklerine ait floresan spektrofotometre 6l¢iimiinde, DOX saliminin her iki sicaklik sartinda
da pH 6,0°da daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 54). Bununla birlikte 42 °C’de daha fazla
DOX salim1 kaydedildi. {1k 3 saatten sonra (3-6 saat arast) hizli bir ilag salim1 gozlendi, devam
eden siiregte DOX saliminda yavaslama kaydedildi. Ozellikle 37 °C ve pH 7,4 sartlarinda
oldukea diisiik ilag saliminin gdzlenmesi ilag tasima sistemimizin, onerilen ¢alisma i¢in uygun
oldugunu gostermektedir. Kaplama yapilmayan MSNP-DOX yapilarindan 6 saat icinde
DOX’un tamaminin salindig1 bilinmektedir (Bhavsar et al., 2020). Ayrica ilk 6 saat goz Oniine
alindiginda, hiicrelere yapilan uygulama sonucunda ilag yiiklii yap1 miknatis tizerinde tutulacagi
i¢in hiicreler maksimum oranda ilag yiiklii yapiy1 kisa siirede sitoplazmalarina alacaktir. Ilk 3
saat icinde ilacin burst salim etkisi ile hizli bir sekilde (genellikle baslangicta diflizyon hizl
olur) salindig1 goriilmektedir. APTES ile modifikasyon adiminda, kullanilan APTES miktari
arttirtlarak bu etki kontrol altina alinabilir (Y. Wang et al., 2016).
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Sekil 54. MSNP-NH>’den DOX salimina ait floresan spektrofotometre 6l¢iim sonucu.
DINP Uretme

Hedeflenen kombine terapi ¢alismalarinda MSNP’ler, hiicre icine DN A nin bir miknatis
yardimiyla hizla alinmas1 amaciyla kullanildi. Bu dogrultuda, PEI-FA/DNA igeren ortama ilag
yiikleme adiminda APTES ile modifiye edilmis MSNP-NH> de eklendi. Oncelikle elde edilen
MSNP-NH2’nin suda dagitilmasi ile zeta potansiyelinin 48,4342,31 mV ve DPBS icinde ise -
16,93+1,00 mV oldugu belirlendi (Sekil 55). Ardindan PEI-FA ve DNA karistmina farkli
miktarlarda MSNP-NH: eklenip 10 dakika oda sartlarinda inkiibe edilerek zeta potansiyel
degerleri ol¢iildii. Sonuglar, nihai karisimin zeta potansiyelinin pozitif oldugunu ortaya
koymaktadir. 100 ve 300 pg/ml MSNP-NHz igeren gruplar birbiriyle istatistiki agidan anlamli
bir farkliliga sahip iken diger gruplarin birbirleriyle istatistiki agidan anlamli bir farka sahip

olmadig: belirlendi.
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Sekil 55. PEI-FA/DNA (50, w/w) ile karistirilan MSNP-NH2’nin zeta potansiyel degerleri.
Bunun disinda daha yiikksek DNA ve MSNP-NH; miktar1 ve farkli PEI-FA/DNA

oranlar ile hazirlanan 6rneklerin zeta potansiyel degisimlerinde yiizey yiikiiniin her daim

pozitif oldugu gézlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Farkli Miktarlarda Hazirlanan Orneklerin Zeta Potansiyel Degerleri.

PEI/DNA (w/w) DNA (ng) MSNP-NH2 (mg) Zeta Potansiyeli (mV)

100 4 - 13,33+0,503
100 6 - 11,87+0,808
120 6 - 13,4+0,2
100 4 2 13,07+0,59
100 6 2 12,73+0,31
120 6 1 12,60+0,44
60 4 1 11,60+0,53
60 4 2 11,77£1,15
120 4 2 12,8+0,92

Tiim bu sonuglar, hiicrelere uygulanmak {izere hazirlanacak kompleksin yiizey yiikiiniin
pozitif oldugunu gostermektedir. Bu durum hem negatif olan hiicre yiizeyi ile hazirlanan
yapinin elektrostatik etkilesimini artirmakta hem de fosfat omurgasindan dolay1 negatif olan
DNA’nin PEI-FA ile tamamen sarildigini géstermektedir. Ayrica DNA ve PEI-FA ile
birlestirilen MSNP-NHz’lerin polimer ile sarildigi, SEM goriintiilerinde MSNP-NH;’lerin
yiizey morfolojisindeki degisimden anlasilmaktadir (Sekil 56).
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Sekil 56. DINP’a ait SEM goriintiisii.

1 ml DPBS i¢inde 250 ng MSNP-DOX-NH2, 1 png ISD ve 50 ug PEI-FA olacak sekilde
hazirlanmis bir karisimdan cam iizerine damlatildi. Ornek acik havada kurutulduktan sonra
paladyum ile kaplanarak goriintiiler kaydedildi.

Son olarak PEI-FA varliginda ve yoklugunda hazirlanan MSNP-NH ile ISD karigimini
iceren Ornekler jele yiiklendi (Sekil 57). Bu sonuglar, PEI-FA kullanilmayan gruplarda DNA’ya
ait bant gozlenmesi DNA’nin paketlenemedigini, MSNP-NH: ile etkilesse bile bu etkilesim
etidyum bromiiriin DNA’ya ulagmasina engel olamadigini ve bu durumda ise DNA nin kolayca

niikleazlarin hedefi olabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 57. MSNP-NH2’nin DNA baglama yetenegine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii.
Jelde ornek yilikleme sirasi soldan saga dogru; belirteg, ISD, 50 ve 100 ng MSNP-NH: igeren
ve PEI-FA/DNA orani 2 olan 50 ve 100 ng MSNP-NH:2 iceren soliisyonlar. Soldaki kare,
kullanilan belirtecin kullanim kilavuzunda yer alan bant goriintiistidiir.

DINP Kararhhg:

Ilag tasiyict sistemlerin kargo molekiilii ile olusturdugu kompleksin, in vivo cevreye
benzer ortamlardaki kararliliginin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir. Ciink{i nanoformiilasyon,
tiimor dokusuna s1zdiginda tiimor stromasinda (bag dokudan olusan iskelet) “ilag ytiklii depo”
olarak bekler. Bu sirada meydana gelen enzimatik pargalama veya fagositik ataklar, ilag salimi
icin diflizyonun baglamasina onciiliik eder. Bu sebeple nanoformiilasyonun biyodagilimi ve
kararlilig, terapinin etkinligi i¢in 6nemlidir. Kararlilik konusundaki 6ncelikli nokta, fizyolojik
sartlarda (plazma gibi) veya biyolojik uygulamalarda kullanilan ortamlarda (hiicre kiiltiirii
medyumu gibi) nanoformiilasyonun topaklasmasimin (agregasyon) arastiriimasidir. Ornegin
serum homojenatinda nanopartikiillerin topaklagsmasi, onlarin kana enjekte edildiklerinde de
toplanabilecekleri anlamina gelir. Topaklanmis nanoformiilasyon, damarlarin tikanmasina
neden olabilir. Ayrica topaklanma, ilag salim profilini etkileyecektir. Ciinkii topaklasma, ilacin
difiize olabilme yetenegiyle kisitlar. Topaklasmanin boyutunun belli bir sinirin {izerine ¢gikmasi
halinde bu yapilar bagisiklik sistemine ait beyaz kan hiicreleri tarafindan yakalanacaktir. Bu
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durum, tedavide istenilen basarinin saglanamamasi demektir. Belirli bir ortamda nano-yapilarin
kararlilig1, nanoformiilasyonun yiizey 6zelliklerine, konsantrasyonuna ve ortam bilesenlerine

baglidir.

Oldukga seyreltilmis ortamlarda DLS teknigi boyut ve boyut dagilimi hakkinda bilgi
vermesinden Otiirti kullanigl olsa da DLS teknigi genellikle opak biyolojik ortamlar i¢in uygun
degildir. Ozellikle serum iceren kiiltiir medyumlarinda nanopargaciklarmn boyutuna yakin bagka
molekiillerin varligit sonuglari 6nemli derecede etkileyecektir. Spektrofotoflorimetri,
nanoformiilasyonlarin biyolojik ortamlardaki dagilimini degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir diger yontemdir. Pargacik kaynakli floresans ve parcacigin koloidal kararliligi
arasindaki iliski, nanoformiilasyon kararliligini degerlendirmek icin faydali bir ara¢ olarak
goriilmektedir. Bununla birlikte, nanoformiilasyon yapisinda bulunabilen polimerin bozunmasi
veya floresan boyanin yapidan salimi spektrofotoflorimetri analizinde 6l¢iimii dnemli dlciide

saptirabilirken, bu durum DLS i¢in sorun degildir.

DINP yapisinin serum varliginda kararliligi %10 serum (FBS) iceren ve icermeyen
ortamlar ile ¢alisildi. 15, 30 ve 45 dakika 37 °C’de inkiibe edilen 6rneklerin hidrodinamik
caplar1 (Malvern) 6l¢iildii (Sekil 58). DMEM ortaminda (°C) kaydedilen hidrodinamik ¢apa ait
genis piklerin (100-1000 nm arasi) siire arttik¢a daraldigi gézlendi. Bu durum 0-45 dakika
boyunca DMEM’deki yapinin zamana bagli olarak dagilabildigini gostermektedir. Serum (%10
FBS) iceren ortamda yapilan dl¢iimde, proteinlerden kaynakli ekstra pikler (100 nm altinda)
gozlendi. 0-15 dakika arasinda hidrodinamik caplara ait piklerin degismedigi gozlenirken 30.
dakikadan itibaren 1000 nm dolaylarindaki pik siddetinin azaldig1 gozlendi. Bu durum DINP’1n
dagilmasi ile alakali olabilir. Bu sonuglar hazirlanan yapinin in vivo’da lokal uygulamalar i¢in
daha kullanish olabilecegini gostermektedir. Ozellikle miknatis uygulanarak hiicresel alimin
hizlandirilmasi yoluyla DINP’in dogrudan hiicre i¢inde dagilmasi saglanabilir. Lokal
uygulamalarda klinikte 6rnegini gordiiglimiiz NanoTherm {irlinii bu tarz uygulamalara bir

ornektir (Mahmoudi et al., 2018; Rodriguez et al., 2022; Southern & Pankhurst, 2018).

78



Yogunluk (Yiizde)
(enyeQ) 2.1n8

01 1 10 100 1000 10000

Hidrodinamik Boyut (nm)

Sekil 58. DINP kararliligina ait hidradinamik ¢ap dl¢iimii.

1 ml DPBS i¢inde 250 pg MSNP-DOX-NH2, 1 pg ISD ve 50 pg PEI-FA olacak sekilde
hazirlanmig bir karisimdan 400 pl alindi ve 2 ml son hacim olacak sekilde medyumlar ilie
karistirildi. Ornekler, 37 °C’ye ayarli su banyosunda inkiibe edildi.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Bu tez calismasi, ililkemizde (ve diinyada) kadinlarda en sik goriilen meme kanseri
modeli lizerinden yiiriitiilmiistiir. Calismada MCF-7, MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlar
kullanildi (Sekil 59). MCF-10A, tiimérojenik olmayan bir meme epitel hiicre hattidir. MCF-7
hiicre hatti1 luminal meme kanseri tiirii iken MDA-MB-231 hiicre hatt1 {i¢lii negatiftir. MDA-
MB-231 hiicre hatt1 epitel benzeri bir goriiniime sahiptir, baz1 hiicreler uzun ve ince iken bazi
hiicreler yuvarlaktir. Yavas biliylime egiliminde olan MCF-7 hiicreleri ise yine epitel benzeri
goriiniir ve diislik pasaj numaralarinda kiiresel ve {ist iiste biiyilime (iist {iste, i¢ boyutlu) egilimi
sergiler. Birka¢ pasaj ilerledikten sonra MCF-7 hiicreleri, tek tabaka (iki boyutlu) halinde
biiyiimeye baslar. /n vitro olarak biiyiitiildiigiinde, bu hiicre hatt1 kubbeler olusturabilir, tipik
hiicre boyutu 20-25 um olan oldukga biiyiik yapisik (adherent) hiicrelerdir. Literatiirde MDA
MB-231, MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin iki katina ¢ikma stiresi sirasiyla 24, 45 ve 18 saat
olarak belirtilmektedir (Ali et al., 2017).
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Sekil 59. A. Meme dokusu hiicre yerlesimi ve B. Bu tez calismasi sirasinda ters (invert)
mikroskop ile goriintiilenen hiicreler.
A sekli (Dimri et al., 2005)’den Tiirkge’ye ¢evrilmistir. B goriintiilerinde 6l¢ek 20 um’dir.

MCF-7 hiicreleri, meme epiteline 6zgii birkag 6zelligi igermesi Sebebiyle in vitro meme
kanseri ¢alismalar1 i¢in oldukg¢a kullanighdir. Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligsmalarda elde
edilen bulgulara gore meme adenokarsinomundan tiiretilen MCF-7 hiicreleri, ERK
(Extracellular signal-regulated kinase) ve Akt fosforilasyonu ile PI3K ve MAPK (mitogen-
activated protein kinase) iligkisini saptamak i¢in kullanilabilir. Ayrica, sitoplazmik Ostrojen
reseptorlerine sahip oldugu igin bu hiicreler, estradiol formundaki dstrojeni isleme yetenegine
sahiptir. MCF-7 ayrica progesteron reseptorii pozitif ve HER2 negatiftir. Ostrojen reseptorii
(ER)-pozitif meme kanseri hiicre deneyleri igin aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan MCF-
7 hiicreleri ve gelistirilen cesitli alt klonlar, degisen ekspresyon seviyelerine sahip farkli ER+

tumor siniflarini temsil eder.
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Hiicre Canlihig ve Sitotoksik Aktivite

PEI-FA uygulanan hiicrelerde genel olarak doz bagiml etki gozlendi (Sekil 60). Ilk 24
saatte, 20 pg/ml ve iizeri derisimlerde MCF-10A hiicre canliliginin kontrole gore istatistiki
acidan anlaml oldugu goriildii. Genel olarak tiim hiicre hatlarinda hiicre canliliginin %70’in
altina diismedigi belirlendi. Polikatyonik bir polimer olan PEI’nin 6zellikle 25 kDa ve iizeri
molekiiler agirhiga sahip formlarinin uygulandigi hiicrelerde giiglii sitotoksisite gézlenmektedir
(Aravindan et al., 2009; Zintchenko et al., 2008). Yapilan FA modifikasyonu PEI’nin bu
sitotoksik etkisini azaltti. Diisiik derisimlerde (<20 pg/ml) ise hiicre canliliginin daha yiiksek

olmasi, PEI-FA’nin tasiyici olarak giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 60. PEI-FA (pg/ml) uygulanan hiicrelerin, hiicre canlilig1 grafigi. *: p<0,05
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DOX uygulanmuis hiicrelere ait 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasit CCK-8 testi ile
belirlenmis hiicre canlilig1 sonuglar1 Sekil 61°da sunuldu. Bir ¢alismada MCF-10F, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlar1 igin yar1 inhibisyon degeri (IC50°) sirasiyla 1, 4 ve 1 uM olarak
belirtilmistir (Pilco-Ferreto & Calaf, 2016). Baska bir ¢calismada ise 48 saatlik DOX uygulamasi

% Bir bilesigin uygulandigi hiicrelerin belirli bir siire sonunda %50’sinin etkilendigi derigim.
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neticesinde IC50 degerlerinin MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla
36,6, 4,1 ve 15,1 uM olarak bildirilmistir (Attarde & Pandit, 2020). DOX sitotoksisitesi
calismalarinda ayn1 DOX derigimleri i¢in farkli hiicre canliliklar gézlenmistir (Davydov et al.,
2014; Liipertz et al., 2010; Radwan et al., 2016). Yani DOX toksisitesi konusunda ayni hiicre
hatlar1 i¢in rapor edilen toksisite sonuglart tutarli degildir. Bu tez calismasi kapsaminda da
MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat DOX’a maruz birakilarak
hiicrelerin canliliklart CCK-8 testi ile belirlendi.
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Sekil 61. Doksorubisin (WM) uygulanmis hiicrelere ait hiicre canliligr grafigi. *: p<0,05

MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin DOX maruziyetine ait IC50 degerleri
Tablo 4’te sunuldu. Genel olarak artan inkiibasyon siiresi ve derigimle her ti¢ hiicre hattinin
DOX’tan etkilendigi gozlendi. Diisiik derisimlerde (6zellikle 0,5 ve 1 uM derisimlerde) DOX
uygulanmis MCF-10A ve MDA-MB-231 hiicre hatlart MCF-7 hiicre hattina gére DOX’tan
daha fazla etkilendi.

Tablo 4. DOX Uygulamasina Ait IC50 Degerleri (uM).

MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231
24 Saat - 5,792 5,659
48 Saat 0,493 0,925 1,467
72 Saat 0,540 1,413 0,932
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Hiicreler, MSNP-NH2’ye maruz kaldiginda (Sekil 62), sadece en yiiksek derisimde (250
pg/ml) yapilan uygulamanin MCF-10A hiicre hattinda hiicre canliligini diisiirdiigii belirlendi.
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde, doz bagimli hiicre canlilig1 azalis1 belirgin olarak
goriilmektedir. MSNP-NH;2 uygulanmis MCF-10A hiicrelerinde 72 saatte 40, 60 ve 80 pg/ml
derisimlerinin ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 60 ile 80 pg/ml ve 60 ile 100 pg/ml
derisimlerinde yapilan uygulamalar arasinda anlamli bir fark belirlenmedi. Bu sonuglar,
tiretilen MSNP-NH2’nin MCF-10A hiicreleri i¢in giivenli oldugunu ve kanser hiicreleri
tizerinde doz bagimli sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonuclar MSNP-
NH2’nin ila¢ tagimaya uygun bir tasiyici platform oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonuglari
destekler nitelikteki bir ¢alismada, MSNP-NH; ile 48 saat inkiibe edilmis KB ve NOK
hiicrelerinde 50 pg/ml derisime kadar hiicre canliliginin %80’nin {izerinde oldugu

belirtilmektedir (Y. Wang et al., 2016).
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Sekil 62. MSNP-NH: (pg/ml) uygulanmis hiicrelere ait hiicre canlilig1 grafigi. *: p<0,05

Derisik DOX soliisyonu ile muamele edilerek elde edilen MSNP-DOX-NH: yapiSinin
cok giiclii sitotoksik etkisi oldugu goriildii (veri paylasilmadi). Literatiirde de yiiksek derisimde
DOX igeren MSNP’ler ile muamele edilmis MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin, 10 pg/ml
derisimde bile %90’ min 6ldigi bildirilmistir (Bhavsar et al., 2020). Bu tez ¢alismasinda diisiik
DOX derisimli ¢6zelti ile hazirlanan MSNP-DOX-NH>’lerin uygulandigi hiicrelerde, ilk 24 saat
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yiiksek bir hiicre o6liimii gézlenmedi ve genel hiicre canliligi yiizdesinin MSNP-NH2’ye
benzedigi goriildi (Sekil 63). MCF-10A’da  MSNP-NH2’ye kiyasla MSNP-DOX-NH>
uygulamasinda daha diisiik dozlarda kontrol ile anlaml1 diizeyde fark olustu. MCF-7 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde, doz bagimli olarak hiicre canlilig1 azald1. Literatiire gore MSNP-DOX-
NH: ile 48 saat inkiibe edilmis KB ve NOK hiicrelerinde, hiicre canliligi oldukc¢a diisiik (Y.
Wang et al., 2016) iken U87MG hiicrelerinde 18 saat sonunda canlilik ¢ok daha yiiksektir (J.
Wang et al., 2018). Bu durum MSNP-DOX-NH’nin sitotoksik etkisinin MSNP’nin DOX
icerigi, hiicre hatt1 ve uygulama siiresiyle dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir. Tez
calismasi kapsaminda tiretilen MSNP-DOX-NH>, kanser hiicre hatlarin1i MCF-10A’dan daha
fazla etkiledi (6zellikle 72. saatte, 60 ve 80 pug/ml derisimlerde) ancak bu etki hiicrelerde yiiksek
hiicre 6liimiine neden olmadi. Bu durum elde edilen yapinin kombine terapide hedeflenen diger

terapi modellerinin etkisini inceleyebilme imkani tanimaktadir.
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Sekil 63. MSNP-DOX-NH: (ng/ml) uygulanmis hiicrelere ait hiicre canliligi grafigi. *: p<0,05
ISD’nin hiicreler tizerindeki etkisine ait 48 saatlik CCK-8 test sonucunda (Sekil 64),
MCF-10A hiicre canliliklart karsilagtirildiginda kontrol, 0,25 ve 0,5 ng/ml dozlari arasinda fark
gozlenmedi. MCF-7’nin bu uygulamadan daha fazla etkilendigi gozlendi. MCF-7 hiicre
canlilig1 tiim dozlarda, kontrole gore istatistiki agidan anlaml farkliliga sahiptir. MDA-MB-
231 hiicre hattinin ise bu uygulamadan etkilemedigi belirlendi.
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Sekil 64. ISD uygulanan hiicrelerin, hiicre canlilig1 grafigi. *: p<0,05
ISD (4 pg), LyoVec (400 ul) tasiyicihiginda hiicrelere (10 pl/kuyu) uygulandi. Uygulamadan
48 saat sonra CKK-8 sitotoksisite ve proliferasyon testi yapildi.

PEI-FA’nin ISD aktariminda doz bagimli etkisi yine CCK-8 testi ile aragtirildi (Sekil
65). Bu adimda yiiksek doz ISD uygulayabilmek adina PEI-FA/DNA oran1 20 olacak sekilde

A

PEI-FA+DNA karisimlart hazirlandi. 48 saat sonunda hiicre canliliklari incelendiginde, PEI-
FA+ISD uygulamasindan en az etkilenen hiicre hattinin MCF-7 oldugu, MCF-10A ve MDA-

MB-231 hiicrelerinde istatistiki acidan Onemli olmasa da doz bagimli bir etki gozlendi.

LyoVec+ISD uygulamasinin tiim uygulamalardan anlamli diizeyde farkli oldugu gozlendi.

85



120 MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231

*

\o
=
1

Hiicre Canhhgi (%)
[=2)
[—]

%)
<
1

1) ;\Q '\3’ g:Q \QQ @Q QQ’C« ) ;\Q qf:’ g:Q \QQ \GDQ 42‘0 L) @ p\jb 6“ \QQ \‘OQ 4@0
£ £ L
v A% v
ISD (ng)

Sekil 65. PEI-FA+ISD uygulanan hiicrelerin, hiicre canlilig1 grafigi. *: p<0,05

ISD (5 pg), PEI-FA (100 pg) tastyiciliginda hiicrelere uygulandi. Kontrol olarak ISD (1 pg),
LyoVec (100 ul) tasiyiciliginda (10 pl/kuyucuk) hiicrelere uygulandi. Uygulamadan 48 saat
sonra CKK-8 sitotoksisite ve proliferasyon testi yapildu.

DINP uygulanmis MCF-10A hiicre canliliginda, tiim uygulamalarda 60 ve 70 pg/ml
derisimlerde kontrole gére anlamli bir diisiis kaydedildi ancak daha diisiik derisimlerde kontrole
gore fark oOnemsizdir (Sekil 66). Bunun yaninda DOX igeren ve icermeyen gruplar
karsilastirildiginda MSNP’lerde DOX varligy, hiicre canliliginda anlaml bir etki gostermedi.
MCF-7 hiicrelerinde tiim dozlarda hiicre canliligi, kontrole gore istatistiki agidan anlamli
derecede degismistir ancak doz bagimli bir etki gruplar arasinda belirlenmedi. MSNP’lerin
DOX icermesi, MCF-7 hiicre canliliginda istatistiki agidan 6nemli bir farka neden oldu.
Ornegin 50 pg/ml MSNP-NH; ve MSNP-DOX-NH igeren karisimlarin PEI-FA/DNA oran1 50
olan uygulama dozlart anlamli derecede farklidirr MSNP-NH, veya MSNP-DOX-NH>
uygulanmig MCF-7 hiicrelerinde, DOX’un etkisi PEI-FA/DNA orani 25 olan gruplar arasinda
bariz olarak fark olustururken (tiim konsantrasyonlarda) PEI-FA/DNA oran1 50
uygulamalarinda DOX’un varligi, diisiik dozlarin aksine, yiliksek konsantrasyonlarda (60 ve 70
pg/ml) anlamli bir fark olusturmadi. Ote yandan MDA-MB-231 hiicre canliliklari
karsilastirildiginda, yine tiim dozlarda hiicre canliligi, kontrole gore istatistiki agidan anlaml
derecede degisti ve genel olarak gruplardaki uygulama dozlar1 arasinda doz bagimli bir

sitotoksik etki gozlendi.
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Genel olarak hiicrelerde 60 ve 70 pg/ml derisimler arasinda fark gozlenmedigi igin ve
MCF-10A hiicrelerinin canlilii gbéz Oniine alinarak devam eden g¢alismalarda 60 pg/ml
derigiminin kullanimi uygun bulundu. PEI-FA/DNA oran1 25 ve 50 olan gruplar arasindan da
anlamli bir fark gdzlendi ve sonugta calismanin devaminda 50 oraninin kullanimina karar

verildi.
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Sekil 66. DOX iceren ve icermeyen MSNP’ler ile hazirlanan DINP yapilarinin uygulandigi
hiicrelerin hiicre canlilig1 grafigi.

ISD (1 pg), MSNP-NH2 veya MSNP-DOX-NHz tasiyiciliginda (sirastyla INP ve DINP) PEI-
FA/DNA oram 25 ve 50 olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir. Uygulamadan 48 saat sonra
CKK-8 sitotoksisite ve proliferasyon testi yapilmistir. *: p<0,05

Hiicresel Alim

MSNP’lerin hiicre i¢i takibini yapabilmek amaciyla iiretilen MSNP-TRITC, hiicrelere
uygulandiktan sonra konfokal lazer taramali mikroskop ile hiicre goriintiileri alind1 ve akis
sitometri cihazi ile hiicresel alim yiizdeleri belirlendi. Boylece MSNP’lerin hiicresel alimi1 3
hiicre dizisi iizerinde ¢alisildi. Oncelikle PEI veya PEI-FA ile modifiye edilmis MSNP-TRITC
uygulanan ve miknatis tutulmayan gruplar karsilagtirildiginda, muhtemelen PEI’nin yiiksek
pozitivitesinden dolayi, PEI ile kaplamis olan MSNP-TRITC’lerin hiicresel aliminin fazla

oldugu goriildii. Ancak bu alim segici degildir ve her hiicre hattinda benzerdir.
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MCF-10A hiicrelerine ait konfokal resimlerinden, ImageJ ile 6l¢iilen TRITC floresan
siddetleri incelendiginde, en fazla MSNP-TRITC igeren grubun PEI ile kaplanmis muameleler
oldugu gozlendi (Sekil 67). 25 pg/ml MSNP-TRITC@PEI ve MSNP-TRITC@PEI-FA
uygulanmis gruplar arasinda istatistiki nem arz eden fark belirlendi. 25 ve 50 ug/ml MSNP-
TRITC@PEI uygulanmis hiicrelerin TRITC sinyalleri arasinda anlaml fark gézlenmedi. Ayni
sekilde 25 ve 50 pg/ml MSNP-TRITC@PEI-FA uygulanmis hiicrelerin TRITC sinyalleri
arasinda anlamli fark goézlenmedi. MCF-10A hiicre iskelet yapisi incelendiginde, yiiksek

dozlarda bile hiicre morfolojisinde (yesil renkli) bariz bir fark gériilmemistir.
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Sekil 67. MCF-10A hiicrelerinin konfokal mikroskop goriintiileri ve ImagelJ ile 6l¢iilen TRITC
sinyal siddetine ait grafik.

Uygulamadan sonra hiicrelere miknatis tutulmamaistir. Hiicre iskeleti yesil (Alexa Fluor™ 488
Phalloidin), hiicre ¢ekirdegi mavi ve MSNP’ler kirmizi gériinmektedir. Olgek 20 pm’dir.
Grafikte *: p<0,05 ve derisim pg/ml’dir.

MCF-7 hiicreleri incelendiginde, 25 pg/ml derisimde PEI ve PEI-FA ile yapilan
modifikasyon arasinda istatistiki agidan anlamli fark gézlenmedi (Sekil 68). Hem PEI hem de
PEI-FA ile yapilan modifikasyonlarin 50 ve 100 pg/ml MSNP derisimleri arasinda istatistiki
acidan anlaml bir fark gozlenmezken, 25 pg/ml uygulama dozlarinin 50 ve 100 pg/ml MSNP
derisimlerinden anlamli bir farka sahip oldugu belirlendi. Artan dozlarda, MCF-7 hiicre iskelet
yapisinin bozuldugu net olarak gozlenmistir. MSNP-TRITC@PEI-FA’ya kiyasla MSNP-
TRITC@PEI iceren gruplarda morfolojik degisim ¢ok daha fazla iken, PEI ya da PEI-FA
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icermeyen MSNP (100 pg/ml) ile muamele edilen hiicrelerde daha az bir morfolojik bozulma

gbzlenmistir. Bu durum, polimer kaynakli toksisiteyi igsaret etmektedir.
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Sekil 68. MCF-7 hiicrelerinin konfokal mikroskop goriintiileri ve Imagel ile dlgiilen TRITC
sinyal siddetine ait grafik.

Hiicrelere miknatis tutulmamistir. Hiicre iskeleti yesil (Alexa 488 Phalloidin), hiicre ¢ekirdegi
mavi ve MSNP’ler kirmiz1 gériinmektedir. Olgek 20 pm’dir. Grafikte *: p<0,05 ve derisim
pg/ml’dir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda MSNP-TRITC@PEI-FA ile muamele edilmis tiim dozlar
istatistiki agidan anlamli bir fark belirlenmezken 25 pg/ml derisiminde MSNP-TRITC@PEI ile
muamele edilmis hiicreler ile MSNP-TRITC@PEI-FA ile muamele edilmis tiim dozlar arasinda
fark gozlendi (Sekil 69). Artan dozla dogru orantili olarak, tiim gruplarda, TRITC sinyalinin
arttig1 ortaya kondu. MSNP-TRITC@PEI ile muamele edilmis tiim gruplarda hiicre iskelet
yapisinin bozuldugu ancak MSNP-TRITC@PEI-FA ile muamele edilmis hiicrelerde sadece
100 pg/ml derisimde morfolojik bozulma belirlendi. Benzer hiicresel etki 100 pg/ml derisimde
uygulanan MSNP@PEI-FA hiicrelerinde de gézlendi.
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Sekil 69. MDA-MB-231 hiicrelerinin konfokal mikroskop goriintiileri ve ImageJ ile 6l¢iilen
TRITC sinyal siddetine ait grafik.

Hiicrelere miknatis tutulmamistir. Hiicre iskeleti yesil (Alexa 488 Phalloidin), hiicre ¢ekirdegi
mavi ve MSNP’ler kirmiz1 gériinmektedir. Olgek 20 um’dir. Grafikte *: p<0,05 ve derisim
pg/ml’dir.

Genel olarak her {i¢ hiicre hattinda, ¢ekirdek anomalisi gézlenmedi. Bu durum hiicresel
alim deneyleri i¢in kafi olan inkiibasyon siiresinin, ¢ekirdek anomalisi gozlemleyecek kadar
uzun olmayisindan kaynaklaniyor olabilir. Sonug olarak PEI yapisina katilan FA, MSNP’nin
hiicresel alimmi (PEI’ye kiyasla) azaltmaktadir ancak tiim hiicrelerde polimer kaynakli
morfolojik bozulmaya kars1 hiicreyi korumaktadir. Ayrica FA sayesinde hiicresel alim, MCF-
10A hiicrelerinin daha az MSNP’ye maruz kalmasimi saglamaktadir. Bu farkin daha iyi
gozlenmesi i¢in miknatis {izerinde inkiibe edilen hiicre serileri incelendi (Sekil 70, Sekil 71 ve
Sekil 72). MCF-7 hiicrelerinin daha az FA reseptorii igerdigi bilindiginden (Jhaveri et al., 2004),
bu durum MDA-MB-231 hiicrelerine gore MCF-7 hiicrelerinin daha az MSNP-TRITC@PEI-

FA aliminin izah1 olabilir.

Oncelikle MSNP-TRITC@PEI-FA ile muamele edilmis hiicreler, farkli siirelerde
miknatis lizerinde inkiibe edildi. TRITC sinyalinin hiicre yiizeyinden mi yoksa hiicre i¢inden
mi geldigini net olarak ortaya koymak ve sadece hiicre icindeki MSNP’lerin miktarini
karsilastirabilmek adina, hiicre ekili camlarda secilen bolgeler, 3D tarama yoluyla goriintiilendi.

Lazer taramali konfokal mikroskobun odagi, segili alanlarda Z-ekseni boyunca 5 pm adimlarla
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degistirilerek goriintii alindi. Bu sayede, hiicre ¢ekirdegi katmaninda alinan TRITC sinyalinin
hiicre i¢ine ulasan MSNP’lerden geldigi kesin olarak ortaya kondu (Sekil 70, Sekil 71 ve Sekil
72).

MCF-10A hiicrelerine miknatis siiresi arttik¢a, hiicre i¢cin TIRTC sinyalinin arttigi
ortaya kondu (Sekil 70). Miknatis tutulmayan grupta, mavi ve kirmizi renklerin ayn1 katmanda
belirginlesmesi, MSNP’lerin hiicre i¢inde oldugunu ama mavi ve kirmizi renklerin birbirinden
uzak olmalari, MSNP’lerin sitoplazmada yer aldiklarmi isaret etmektedir. Miknatis siiresi
artttkca kirmizi sinyalin hiicre ¢ekirdegine ait mavi renkli alana yaklasmasi, MSNP’lerin
sitoplazmadan c¢ekirdege dogru ilerledigini géstermektedir.

Miknatis Siiresi (Dakika)
0 5 15 20 30

60

[Sum

o

Sekil 70. MCF-10A hiicrelerinin farkli siirede miknatis lizerinde inkiibasyonuna ait goriintiisii.
Lazer taramali konfokal mikroskobu Z-ekseni boyunca 5 um aralikli olarak odagini degiserek
alan taramast yapildi. Goriintide, hiicre ¢ekirdegi (merkez), hiicrenin alt ve tstiine dogru odagin
kaydigi ti¢ kare sunuldu. Hiicre ¢cekirdegi mavi, MSNP’ler ise kirmizi gortinmektedir. Olgek 20
pum’dir.

MCF-7 hiicrelerinde, MCF-10A’ya gore daha kisa miknatisli inkiibasyon siiresi
sonunda (5 dakika) TRITC sinyalinin ¢ekirdek c¢evresinde oldugu gozlendi (Sekil 71). Bu
durum MCF-7’de hiicresel alimm MCF-10A’dan daha iyi olduguna dair bir isarettir. Miknatis

stiresi arttikga, MCF-10A"ya benzer sekilde MCF-7 hiicrelerinde de TRITC sinyali artmaktadir.
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Sekil 71. MCF-7 hiicrelerinin farkli siirede miknatis iizerinde inkiibasyonuna ait goriintiisii.
Lazer taramali konfokal mikroskobu Z-ekseni boyunca 5 um aralikli olarak odagini degiserek
alan taramasi yapildi. Goriintiide, hiicre ¢ekirdegi (merkez), hiicrenin alt ve tistiine dogru odagin
kaydigi ii¢ kare sunuldu. Hiicre gekirdegi mavi, MSNP’ler ise kirmizi goriinmektedir. Olgek 20
um’dir.

En fazla MSNP birikimi MDA-MB-231 hiicre hattinda gozlendi (Sekil 72). Bu durum
MDA-MB-231 hiicre hattinin, FA reseptoriinii yliksek seviyede eksprese etmesinden
kaynaklaniyor olabilir (Parker et al., 2005; Soleymani et al., 2018; Yang et al., 2014; Zhou et
al., 2016). 60 dakikalik miknatis {izerindeki inkiibasyonun, MNSP agregasyonuna neden

oldugu belirlendi.
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Sekil 72. MDA-MB-231 hiicrelerinin farkli siirede miknatis {izerinde inkiibasyonuna ait
goruntusu.

Lazer taramal1 konfokal mikroskobu Z-ekseni boyunca 5 um aralikli olarak odagini degiserek
alan taramasi yapildi. Goriintiide, hiicre ¢ekirdegi (merkez), hiicrenin alt ve iistiine dogru odagin
kaydigi ii¢ kare sunuldu. Hiicre cekirdegi mavi, MSNP’ler ise kirmizi goriinmektedir. Olgek 20
pum’dir.
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Sonug¢ olarak her ii¢ hiicre hattinda, miknatis uygulanan gruplar ile miknatis
uygulanmayan hiicrelere ait fotograflar karsilagtirildiginda, miknatis varliginda MSNP-
TRITC@PEI-FA’nin ¢ekirdek etrafinda kiimelendigi goriilmektedir. Miknatis tutulmayan
gruplarda ise MSNP-TRITC@PEI-FA sinyali, genel olarak hiicre sitoplazmasina dagilmis
olarak gozlendi. Son olarak hem DAPI hem de TRITC sinyalinin ayni1 noktadan gelmesi,
goriintli kaydedilirken hiicre ylizeyine odaklanilmadigini ve dolayistyla MSNP’lerin hiicre i¢ine
girdigini kanitlamaktadir. Eger MSNP’ler hiicre yiizeyinde kalip hiicre igine girmeseydi, 3D
tarama yapildiginda ¢ekirdekten gelen mavi renk ve MSNP’yi isaretlemek i¢in kullandigimiz

TRITC sinyalleri, hiicrenin farkli katmanlarinda yogunlasirdi.

Hiicre icin MSNP miktarinin maksimum oldugu ve MHT uygulamasina baslanacak
stireyi belirlemek ve miknatis siiresinin kalitatif analizini yapmak iizere hiicreler MSNP-
TRITC@PEI-FA ile farkli stirelerde miknatis lizerinde tutuldu ve 2-48 saat araliginda 6rnekler
toplanarak akis sitometri cihazinda okundu. Akis sitometri analizindeki kapilama islemi i¢in
TRITC igermeyen MSNP-NH; ile (20 dakika miknatis) muamele edilmis gruplar kullanildi.
Akis sitometri sonuglart miknatis tutulmasi halinde hiicre igi MSNP miktarinin arttigini ancak
15, 20 ve 30 dakika uygulama arasinda anlamli bir fark olmadigini ortaya koymaktadir (Sekil
73). Bu sartlar altinda 15 dakika miknatis ve 2 saat inkiibasyon siiresinin MHT uygulamasina

baslamak i¢in yeterli olacagi sonucuna varildu.
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Sekil 73. Hiicre i¢i MSNP-TRITC@PEI-FA miktarinin zaman bagimli akis sitometri sonucu.
A hiicre yiizdesi ve B. Ortalama floresan siddet (MFI, Mean Fluorescence Intensity).

Bu veriler (konfokal ve akis sitometri verileri) MSNP’lerin hizli ve giiclii hiicresel
alimini agikc¢a dogrulayarak, tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in manyetik hipertermi tedavisinde
rahatlikla kullanilabilir olduklarina kanit saglar. Miknatis tutulmayan gruplar dikkate
alindiginda MCF-10A hiicre hattinda hiicresel alimin diger iki hiicreye gore diisiik oldugu
goriilmektedir. Literatiirde, meme kanseri hiicre hatlariin yiiksek seviyede FA reseptorii (ahFR)
irettigi ancak normal hiicre hatlarinda bu proteinin daha diisiik miktarda {retildigi
bilinmektedir (Jhaveri et al., 2004; Ross et al., 1994). FA ile modifiye edilmis
nanomateryallerin kullanildig1 ¢alismalarda, FA reseptoriinii fazla iireten {iglii negatif hiicre

hatt1 olan MDA-MB-231de tedavi etkinliginin daha iyi oldugu bildirilmektedir (Mahalunkar
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et al., 2019). Bu bilgiler, ¢alismamizda gézlemledigimiz MDA-MB-231 hiicrelerinde
kaydedilen daha fazla MSNP-TRIC sinyalinin nedenini agiklamaktadir.

Hiicre i¢i DOX Salimi

MSNP-DOX-NH:’nin hiicre iginde DOX salimina izin verip vermedigi akis sitometri
yontemi ile test edildi. Dogrudan DOX uygulamasi yapilan hiicrelerde en diisiik ilag iceren
hiicre yiizdesi MCF-10A’de gozlendi (Sekil 74). MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde, genel
olarak inkiibasyon siiresi ile DOX iceren hiicre ylizdesinin dogru orantili olarak arttig1 belirlendi.
MSNP-DOX-NH2 uygulanmis hiicrelerde. 3 saat sonunda DOX+ hiicre yiizdeleri MCF-10A,
MCF-7 ve MDA-MB-231 igin sirasiyla %26,74, %24,98 ve %97,95 olarak kaydedildi. Bu
sonuclar, yapmin kisa siirede hiicre icine ulastiginin ve hiicre i¢inde DOX saliminin

gerceklestiginin gostergesidir.
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Sekil 74. Hiicre i¢i DOX salimina ait akis sitometri sonuglart.

Kontrol (Muamele yapilmamis hiicreler), DOX uygulanan hiicreler (0,5 uM) ve DOX yiiklii
MSNP (50 pg/ml) uygulanan hiicreler belirli saatlerde toplanarak akis sitometri cihazi ile DOX
iceren hiicre ylizdesi belirlenmistir.

MCF-7 hiicrelerinde diisiik p-glikoprotein varligi nedeniyle DOX alimmin diisiik
oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur (Gao et al., 2014). DOX’un hiicre alimlarina ait bir
baska ¢alismada MCF-10A’nin daha az DOX aldig1 belirtilmektedir (S. Li et al., 2018).
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Manyetik Hipertermi ve Coklu Terapi Uygulamasi

Hiicrelerin proliferasyon 6zelliklerini incelemek tizere, uygulama yapilan hiicreler, 96
kuyucuklu kiiltiir kaplaria esit sayida ekildi ve 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda
hiicrelere CCK-8 testi yapildi. Bu siirecte 24. saatteki absorbans degerleri baslangic kabul
edilerek her bir uygulamanin 48 ve 72 saatte Ol¢iilen absorbans degeri 24. saat verilerine

oranland1. Ayrica 72. saatteki absorbans degeri 48 saatlik sonuglar ile de oranland: (Sekil 75).

MCF-10A hiicre hattinda 48 saatlik absorbans degerlerinin 24 saatlik absorbanslara
oranlandiginda (48/24), genel olarak gruplar arasinda fark gozlenmedi. 72/48°de MHT
uygulanmayan gruplar arasinda fark yok iken MHT+ gruplarinin MHT- gruplarindan anlamli
diizeyde farkli oldugu belirlendi. Bu siirelerde DINP ve DINP+MHT arasinda fark yoktur.
72/24 degerlerinde de yine gruplardaki absorbans degisiminin birbirlerinden farkli olmadigi
gozlendi. Ilging bir sekilde 72/24’te sadece INP+MHT uygulanan grubun diger tiim gruplardan
ayrildigi ve proliferasyonun arttigt gozlendi. Sonu¢ olarak genel bir degerlendirmede
bulunuldugunda hem belirlenen derisimlerde uygulanan materyallerin hem de MHT nin MCF-

10A hiicrelerinin absorbans degisimine etkisi sinirlidir.

MCF-7 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonundaki absorbans degerleri 24 saatlik
degerlere oranlandiginda (48/24) tiim gruplar kontrole gore anlamli diizeyde farklidir (Sekil 75).
Bu siirede kontrol grubundaki hiicre sayist 6 kat artti. Ayni siirede DINP ve DINP+MHT
uygulamalarinda kat artis1 3,3 ve 2,4 oldugu gozlendi. Genel olarak tiim siirelerde MHT+
uygulama gruplarinin MHT- uygulamalarina gore absorbans degisimi daha diisiiktiir. 72/48
oranlarinda DNP ve DINP+MHT uygulama gruplari disindaki gruplarin birbirinden farkl
olmadig1 belirlendi. 72/24’te DINP ve DINP+MHT uygulamalarindaki absorbans degisimi 3,7
ve 1,9 kattir. Sonug olarak MCF-7 hiicre hattinda, MHT+ uygulanmasi halinde kanser hiicre
sayisinin  artis, kontrole gore diigiiktiir. ISD’nin sitotoksik ve proliferatif etkisi ise

gbzlenmemistir.

En fazla etkinin gézlendigi MDA-MB-231 hiicrelerinde MHT uygulamasinin (MHT+)
genel olarak hiicre sayisini etkilemedigi gozlendi (Sekil 75). Ornegin; tiim gruplardan daha
diisiik absorbans degisimi gozlenen 48/24’te DINP ve DINP+MHT uygulamalarinin arasinda
anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Sadece, DNP ve DNP+MHT uygulamalarinin hem
birbirlerinden hem de tiim gruplardan farkli oldugu belirlendi. Sonug olarak ISD varliginin ve
MHT uygulamasinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 hiicre sayisinda bir fark olusturmadigi

belirlendi.
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Sekil 75. Coklu terapi uygulanmis hiicrelerin CCK-8 testi ile elde edilen absorbans degerlerinin
karsilastirmasina ait grafik.

Uygulamalarda 60 png/ml MSNP, 1 pg ISD ve 50 ug PEI-FA olacak sekilde materyal kullanild1.
fgili gruplara 2 saat AC manyetik alan uygulandi. 24, 48 ve 72 saatlik okuma kaplarina ait
kuyular aymi tiiplerden esit sayida hiicre ekimi yapildi. Kuyulara CCK-8 iceren medyum
ilavesinden 2,5 saat sonra 6rneklerin absorbans degerleri bir plaka okuyucu ile kaydedildi.

Genel olarak her hiicrede 48 saatten 72 saate kadar gecen siirede absorbans degerlerinde
anlaml bir degisim olmadig1 belirlendi. Bu nedenle ¢alismanin devaminda her uygulama icin
48 saatlik inkiibasyonun yeterli oldugu kamisina varildi. Termal kamera ile kaydedilen
goriintlilerde (Sekil 76), 60 ve 70 pg/ml derisimde uygulanan MSNP-NH>’lerin 2 saat sonunda
38-40 °C’lere eristigi anlasilmaktadir. MHT cihazinin helezonunun isinmasina ragmen, helezon
ve kiltiir kaplar1 arasindaki boslugun 1sitnmamis olmast (mavi renkli) ve kontrol gruplarinda
(33 °C) sicakligin yiikselmemesi, kiiltiir kaplarindaki sicaklik artisinin MSNP-NH2’lerden
kaynaklandigin1 kanitlamaktadir.

97



B 0 ug/ml 60 pg/ml 70 pg/ml

MCF-7

MDA-MB-231

Sekil 76. AC manyetik alan uygulamasina ait fotograf.
A. AC manyetik alan uygulama cihazi ve B. AC manyetik alan altinda tutulan (2 saat) hiicrelere
ait termal kamera goriintiisii. Olgek °C’dir.

Apoptotik indeks

Elde edilen MSNP’lerin AC manyetik alan altinda hiicreler tizerindeki apoptotik etkileri
arastirildi. Proliferasyon ve sitotoksisite sonuglarina dayanarak apoptozis testi sadece 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda uygulandi. AC manyetik alan uygulanmayan MCF-10A hiicrelerinde
hiicre canliliginin yiiksek oldugu AC manyetik alan altinda tutulma stiresi ve uygulanan MSNP-
NH2 dozu arttik¢a hiicre canliliginin diistiigti gozlendi (Sekil 77). AC manyetik alan siiresi ve
MSNP-NH2 dozunun hiicre canlili1 {izerindeki olumsuz etkisi MDA-MB-231 hiicrelerinde
daha net bir sekilde gézlendi. Genel olarak AC manyetik alana maruziyet siiresinin artmasi ile
nekrotik, yani PI ile boyanmis, hiicre yiizdesinin arttig1 belirlendi. Tim sonuglar
degerlendirildiginde, MCF-10A hiicre canlilig1 ylizde oran1 gz oniine alinarak, ¢oklu terapi
asamasinda, 2 saat AC manyetik alan uygulanmasina ve 60 pg/ml MSNP-NH: derisiminin

kullanilmasina karar verildi.

98



Canlihk [ Erken Apoptoz Gec Apoptoz [ Nekroz
MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231

120

T
LTI
T

0 50 60 70 0 S0 60 70 O 506070
MSNP-NH, (pg/ml)

Sekil 77. MSNP-NH2 uygulanmis hiicrelerin AC manyetik alan altinda 2 saat tutulduktan 48
saat sonra apoptozis testine ait akis sitometri sonuglari.

Annexin-V-FITC ve PI ile isaretlenmis hiicreler en az 10.000 event kaydedilerek hiicre
yiizdeleri belirlendi.

Hiicre Sayis1 (%)
(beeg) 1saang LHIN

Coklu terapi uygulanan hiicrelerde en fazla yikici etki MDA-MB-231 hiicre hattinda
belirlendi (Sekil 78). Ozellikle DOX igeren ve MHT’ye maruz birakilan gruplarda hiicre
canliliginin %10 ve daha az oldugu kaydedildi. Genel olarak DOX ve MHT varliginin hiicre
popiilasyonunu ge¢ apoptoza dogru kaydirmaktadir. MHT uygulanmayan gruplarda DINP’1n
apoptotik yiizdeleri MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 i¢in sirastyla %14,55, %4,95 ve %0
iken MHT uygulandiginda bu degerler %9,6, %8,28 ve %0,4 olarak degismistir. Buna karsin
Pl ile boyanan, yani nekrotik 6liim seklinde degerlendirilen ytizdeler ise MCF-10A, MCF-7 ve
MDA-MB-231 igin sirasiyla %12,79, %19,47 ve %78,73 iken MHT uygulandiginda bu
degerler %13,86, %13,62 ve %47,07 olarak degismistir. Bu degerlere gore kanser hiicrelerinde
apoptotik yiizde MHT wuygulamasi ile bir miktar artmaktadir. Boylece kanser hiicre
yogunlugunun daha c¢ok nekrotik alanda kaydigini ortaya konmaktadir. MSNP-DOX ile
muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinde apoptotik hiicre yiizdesinin arttifina dair bilgilere

rastlanmaktadir (Bhavsar et al., 2020).
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Sekil 78. Coklu terapi uygulanmis hiicrelerin AC manyetik alan altinda 2 saat tutulduktan 48
saat sonra apoptozis testine ait akis sitometri sonuglari.
Annexin-V-FITC ve Pl ile muamele edilmis hiicrelerde en az 10.000 event kaydedidi.

Uygulama yapilan hiicrelerin morfoloji incelemesinde (Sekil 79), MHT uygulamasinin

hiicre sayisinda hissedilebilir azalma ve bunun yaninda hiicrelerde vakoul olustugu gézlendi.
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Sekil 79. Uygulama yapilmis hiicrelere ait mikroskop goriintiileri.
A. MCF-10A, B. MCF-7 ve C. MDA-MB-231. Olgek 20 um’dir.

Oksidatif Stres Durumu

Apoptosis verilerinin ardindan MHT uygulamasimin hiicre i¢i oksidatif stres
parametrelerine etkisine bakildi (Sekil 80). Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan, hiicre i¢in olagan dist bir durumdur. Gegirgen
2°,7’-diklorofloresin diasetat (DCFDA, H2DCFDA, DCFH-DA ve DCFH olarak da bilinir) adli

reaktifin canli hiicrelere uygulanmasi prensibine dayali bir test yontemi ile reaktif oksijen
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tiirlerini nicel olarak degerlendirmek miimkiindiir. Bu bilesik hiicreye girdikten sonra, hiicresel
esterazlar tarafindan deasetile edilir ve floresan olmayan bir bilesik haline doniisiir. Bu floresan
olmayan bilesik ise daha sonra hidroksil, peroksil ve diger reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tarafindan oksitlenerek yiiksek floresanli 2’,7’-diklorofloresin (DCF) iiretilir. DCF’nin
floresans siddeti akis sitometri cihazlarinda FITC kanali ile tespit edilir. Calismamiz
kapsaminda uygulamalar sonucunda MCF-10A hiicrelerinde yliksek oksidatif stres varligi
belirlendi. Her iki kanser hattinda da MHT siiresi arttikga DCF sinyalinin alindig1 hiicre
ylizdesinin azaldig1 belirlendi. Buna karsin en yiiksek MSNP-NH2 derisimi uygulanan
hiicrelerde, beklendigi iizere, daha yiiksek oksidatif stres tespit edildi.

Kanser hiicre gelisiminde, hiicre i¢in ROS miktarinin artist proliferasyonu
indiiklemektedir (Klaunig & Kamendulis, 2004). Meme kanseri hiicrelerinin dstrojen reseptorii
icerip igermemesine gore oksidatif strese karsi gelistirdikleri tepki ve hiicre i¢i antioksidan
enzim miktarlar1 degismektedir (Mobley & Brueggemeier, 2004). Ostrojen reseptdrlerini
yapilarinda yer alan sistein rezidiisit ROS varligindan etkilenmektedir (Okoh et al., 2011). Bu
nedenle, bir ajan ile artirtlmis hiicre i¢i ROS miktar1 yoluyla tasarlanacak tedavi yaklasimi,
kanser hiicrelerinin ER igerip igermemesinden dogrudan etkilenmektedir. 42 °C’de 1 saat
inkiibe edilen MCF-7 ve MDA-MB-453 hiicrelerinde ROS diizeyi arastirilmis ve bu uygulama
neticesinde MDA-MB-453 hiicrelerinde daha fazla ROS olustugu belirtilmistir (Terasaki et al.,
2020).
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Sekil 80. MSNP-NH2 uygulanmis hiicrelerin AC manyetik alan altinda belirli siire tutulduktan

48 saat sonra oksidatif stres durumuna ait akis sitometri sonuglari.
FITC kanalinda okuma yapilip, az 10.000 event kaydedilerek hiicre yiizdeleri belirlendi.

Coklu terapi uygulanan hiicrelerde MHT uygulamasinin kanser hiicreleri iizerinde
oksidatif stresi artirdig1 belirlendi (Sekil 81). Ozellikle DINP+MHT gruplarinda DCF* hiicre
yiizdeleri MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 i¢in sirasiyla %28,25, %51,44 ve %62,64
olarak belirlendi. ilging bir sekilde MHT uygulanmayan gruplarda ISD varligmin oksidatif stres

tizerinde diisiliriicii bir etkisinin oldugu goézlendi. Bu durum hiicre i¢i yolaklarda farkli

mekanizmalarin devreye girmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 81. Coklu terapi uygulanmis hiicrelerin 48 saat sonundaki oksidatif stres durumu.

FITC kanalinda okuma yapilip, az 10.000 event kaydedilerek hiicre ylizdeleri belirlendi. ISD
(1 pg), MSNP-NH2 veya MSNP-DOX-NH: tasiyiciliginda (sirastyla INP ve DINP) PEI-
FA/DNA orani1 50 olacak sekilde hiicrelere uygulanmustir.

Interferon Tespiti

Literatiirde birgok farkli dsDNA dizisi, sitozolik DNA algilama yolunu aktive etmek
amaciyla kullanilmaktadir. Yapilan literatiir taramasinda, bagisiklik hiicrelerinin yaninda A549
ve noroblastoma gibi kanser hiicrelerinde STING yolaginin aktivasyonunun s6z konusu oldugu
goriilmiistiir (Miyabe et al., 2014; Nakamura et al., 2015; Z. Wang et al., 2015). Ancak bizim
kullanacagimiz hiicre hatlariyla yapilan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle 6nce, ISD
uygulanmig MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerden salinan IFNf miktar1 (Sekil 82),
ELISA testi ile belirlendi. MCF-10A hiicrelerinde en yiiksek IFN-B miktar1 12. saatte 6l¢iildii
ve siire arttikca Olciilen IFN-B miktarinin azaldigt belirlendi. Bu hiicrelerde kontrol ve
LyoVec+ISD arasinda fark gézlenmedi. MCF-7 hiicrelerinde de benzer sekilde en yiiksek IFN-
B miktar1 12. saatte Ol¢iildii ve siire arttik¢a dlgiilen IFN-B miktarinin azaldig: belirlendi. Bu
hiicre hattinda, ISD varliginda kontrole gore daha fazla IFN- miktar1 tespit edildi. MDA-MB-
231 hattinda 24. saatte kontrol ve LyoVec+ISD arasinda fark gézlendi. Uygulama yapilan hiicre
hatt1 ve test siiresine bagli olarak degiskenlik gostermekle beraber, LyoVec ile ISD aktarimi

sonucunda IFN-B miktarinda sinirl diizeyde artis meydana getirebildigi goriilmiistiir.
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Sekil 82. LyoVec ile ISD uygulanmis hiicrelerin IFN 6l¢limiine ait ELISA sonucu.
Veriler 12, 24 ve 48 saatlerde toplanan ortamlarda IFNf miktar1.

Hiicrelerde ISD varliginda IFN {iretimini arastirmak iizere 4, 8 ve 24 saatlerde toplanan
orneklere yapilan ELISA testinde (Sekil 83), MCF-10A hiicrelerinde gruplar arasinda IFNf
miktar1 agisindan ciddi fark gézlenmedi. Tiim hiicre hatlarinda ve tiim saat dilimlerinde ISD
iceren ve icermeyen gruplar arasinda (6rnegin 60 pg/ml MSNP-NHz ve 60 pg/ml MSNP-
NH2+ISD) fark belirlenmedi. Sadece MCF-10A hiicrelerinin 8 saatlik uygulamasinda 70 pg/ml
MSNP-NH2 ve 70 ng/ml MSNP-NH>+ISD gruplarinin istatistiki agidan anlamli diizeyde farkl
oldugu ortaya kondu.
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Sekil 83. ISD igeren MSNP-NH2 uygulanmuis hiicrelerin besi ortamindan dl¢iilen IFNP miktart.
Gruplar su sekildedir; 0: kontrol, LI: Lyovec (100 ul)+ISD (1 pg), M60: 60 pg/ml MSNP-NH>,
M70: 70 ng/ml MSNP-NH2, M60I: 60 pg/ml MSNP-NH2 ve ISD (1 pg) ve M70L: 70 pg/ml
MSNP-NHz ve ISD (1 ng) iceren 6rnekler. PEI-FA/DNA oran1 50°dir.
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SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada ortalama 16 nm boyutlarinda ZnFe>,O4 MNP ler iiretilmistir (Sekil 28 ve
Sekil 29). Bu yap1 kullanilarak ortalama 100 nm boyutlarinda MSNP’ler elde edilmistir (Sekil
35). MSNP’lere DOX ilact yiiklenmistir (Sekil 50, Sekil 51 ve Sekil 52). FA ile modifiye
edilmis PEIL ISD ile karistirlmigtir (Sekil 47) ve sonra bu karisim MSNP-DOX-NH:’ler ile
muamele edilmistir. Nihai olarak DINP yapisi elde edilmistir. Elde edilen MSNP’lerin hiicresel
alimi, manyetik alan (miknatis) yoklugunda (Sekil 67, Sekil 68 ve Sekil 69) ve varliginda (Sekil
70, Sekil 71 ve Sekil 72) belirlenmistir. Miknatis siiresi artttkca MSNP’lerin hiicre iginde
topaklastig1 belirlenmistir. Sadece 2 saatlik inkiibasyon sonunda kanser hiicrelerinde yiiksek
oranda MSNP igerigi belirlenmistir (Sekil 73). Toksisite ¢aligmalarinda PEI-FA’nin 20 pug/ml
tizerindeki derigimlerinin sitotoksik oldugu belirlenmistir (Sekil 60). DOX uygulamasinda,
literatiir ile uyumlu sekilde MDA-MB-231 hiicre hattina kiyasla MCF-10A ve MCF-7 hiicreleri
daha fazla etkilenmistir (Sekil 61). Benzer sonu¢ MSNP-NH> uygulamasinda da gozlenmistir
(Sekil 62). Ancak MSNP-DOX-NHz uygulamasindan MCF-10A hiicrelerinin daha az
etkilendigi ortaya konmustur (Sekil 63). Tiim sonuglar géz oniinde bulunduruldugunda ilag
tagima sistemimizin kanser hiicrelerine daha fazla ilag ulastirdigi ve yapinin hedefe 6zgii oldugu
anlagilmaktadir. MSNP-DOX-NH:2’nin kanser hiicreleri tizerinde daha fazlasi sitotoksik etkisi
oldugu, artan inkiibasyon stiresiyle hiicre canliliginin daha da diistiigii belirlenmistir. ISD’nin
proliferasyon ve sitotoksisite etkisi LyoVec (kontrol olarak) ve PEI-FA tasiyiciliginda test
edilmistir. MCF-7 hiicrelerini LyoVec+ISD’nin daha fazla etkiledigi, MDA-MB-231
hiicrelerini ise PEI-FA+ISD’nin daha fazla etkiledigi belirlenmistir (Sekil 64 ve Sekil 65).

Hiicre igcinde MSNP-DOX-NH2’den DOX salimi akis sitometri Ol¢limiiyle
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada en fazla DOX igeren hiicre hatt1 %97,95 DOX iceren hiicre
orantyla MDA-MB-231"dir (Sekil 74).

MHT varliginda sitotoksik etki testleri, inkiibasyon siireleri orantilanarak incelenmistir
(Sekil 75). Bu analizde 24 saatten 48 saate, 48 saatten 72 saate ve 24 saatten 72 saate kadarki
absorbans degisimleri karsilastirilmistir. DINP+MHT uygulamasinin absorbans degisiminin 48
saate kadar kontrollere gére daha az degistigi belirlenmistir. Bu durum, hiicrelerin bahsedilen
uygulamadan etkilendigini gostermektedir. Uygulamalar arasindaki absorbans degisim farki
MCF10-A hiicrelerinde daha azdir. Tim bu sonuglar neticesinde 48 saatlik inkiibasyon
stiresinin testler i¢cin daha uygun oldugu ortaya konmustur. Yapilan apoptotik incelemede MCF-

10A hiicrelerinde, hiicre canliliginin ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmis, AC manyetik alan

altindaki inkiibasyon siiresi arttikca Ozellikle kanser hiicre hatlarinda apoptotik ve nekrotik
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hiicre yiizdesinin artt1ig1 belirlenmistir (Sekil 77 ve Sekil 78). Ozellikle ¢oklu terapi uygulanan
gruplar incelendiginde MCF-10A hiicre hattinda, kansere gore daha diisiik oksidatif stres
sinyali gozlenmistir (Sekil 81). Son olarak hazirlanan multi-nano yapinin immiinoterapotik
yaklasim i¢in kullanilip kullanilamayacagi, uygulama yapilan hiicrelere ait hiicre kiiltiir s1visi
ile yapilan IFNP ELISA testi ile ortaya kondu. Bu sonuglar genel olarak ISD varliginda daha
fazla IFNP salindigini ortaya koymaktadir (Sekil 83).
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