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Hepatoselliiler Karsinoma Hiicre Hatlarinda mTOR (Mammalian Target of
Rapamycin) Gen Ekspresyonunun Plazmid Bazh MikroRNA-7/Kitozan

Kompleksleri ile Baskilanmasina iliskin in Vitro Cahsmalar

Ogrencinin Adi : Melek EVIRGEN

Danismam : Dr. Ogr. Uyesi Suna OZBAS TURAN
Anabilim Dah : Farmasoétik Biyoteknoloji Anabilim Dali
1.0ZET

Amag: Tez ¢aligmasinda amag; hepatoselliiler karsinomada ekspresyonu downregiile
olan miR-7’nin o6zellikleri incelerek katyonik bir biyopolimer olan kitozanla
hazirlanan kompleks formlarinin Hep 3B ve Hep G2 hepatoselliiler karsinoma hiicre
hatlarindaki etkinligi ve hepatoselliiler karsinoma tedavisindeki kullanilabilirligi in

vitro olarak arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Hep 3B ve Hep G2 hepatoselliiler karsinoma hiicrelerinde mTOR
geninin ekspresyonunu baskilayabilecek miR-7’nin etkin bir sekilde aktarilabilmesi
icin dogal kitozan polimerleri ile kompleksler hazirlanmigtir. Hazirlanan
komplekslerin  partikiil boyutu ve yiizey yiikii Olgiilerek fizikokimyasal
karakterizasyonlar1  yapilmistir. Tasiyict  sistemlerin  ise serum stabilitesi,
sitotoksisitesi, transfeksiyon etkinligi, hepatoselliiller karsinoma hiicrelerinin

migrasyonu tizerine etkisi degerlendirilmistir.

Bulgular: Farkli oranlarda kitozan kullanilarak hazirlanan kompleksler ile Hep 3B ve
Hep G2 hepatoselliiler karsinoma hiicresine transfeksiyonu saglanmistir. Kitozan ile

1/1 ve 2/1 oraninda hazirlanmis miR-7 tam kompleks olusumu saglamistir.

Sonugclar: Calisma sonucunda miR-7’nin kitozan kompleksleri ile hiicrelere stabil
olarak tasindigi, hiicreye internalize olarak kanser hiicrelerinde bozulan miRNA
reglilasyonunun tedavi edilmesi ile kanser hiicrelerinin invazivligini azalttig

gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: miR-7, hepatoselliiler karsinoma, gen tedavisi, Hep 3B, Hep G2



In Vitro Studies of MTOR Gene Expression in Plasma Based microRNA-7 /

Chitosan Complexes in Hepatocellular Carcinoma Cell Lines

Name of Student  : Melek EVIRGEN

Supervisors : Dr. Ogr. Uyesi Suna OZBAS TURAN
Department : Department of Pharmaceutical Biotechnology
2.ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the properties of miR-7 which is
downregulated expression in hepatocellular carcinoma and to investigate its efficacy
in Hep 3B and Hep G2 hepatocellular carcinoma cell lines and its usefulness in

hepatocellular carcinoma treatment in vitro.

Material and Method: Complexes with natural chitosan polymers were prepared to
efficiently transfer miR-7, which can suppress the expression of mTOR gene in Hep
3B and Hep G2 hepatocellular carcinoma cells. The particle size and surface charge of
the prepared complexes were measured and physicochemical characterizations were
made. The effects of carrier systems on serum stability, cytotoxicity, transfection

efficiency, and migration of hepatocellular carcinoma cells were evaluated.

Result: Transfection of Hep 3B and Hep G2 hepatocellular carcinoma cells was
achieved with complexes prepared using chitosan in different ratios. MiR-7 prepared

with chitosan in a ratio of 1/1 and 2/1 provided complete complex formation.

Conclusion: As a result of this study, it was shown that miR-7 was transported to cells
with chitosan complexes and decreased the invasiveness of cancer cells by treatment

of miRNA regulation in cancer cells which were internalized to the cell.

Key Words: miR-7, hepatocellular carcinoma, gene therapy, Hep 3B, Hep G2



3.GIRIS

Karaciger kanseri, kanserden kaynaklanan 6liim nedenleri arasinda ti¢iincii
sirada yer almaktadir. Karacigerin en sik rastlanan primer malign tiimorii olan
hepatoselliiler karsinoma; kanserden kaynakli 6liim nedenleri arasinda erkek ve
kadin Dbireylerde st siralarda yer almaktadir. Yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde bu tiimoriin molekiiler diizeyde 6zelliklerinin iyi anlasilmasi 6nemli

rol oynamaktadir.

Hepatoselliiler karsinoma iizerine son yillarda yapilan ¢aligmalarla hiicresel
mekanizmalarin  aydinlatilmas:  saglanmaya ¢alisilmaktadir. Meydana gelen
ilerlemeler ile gen tedavisi sistemlerinin gelistirilmesi saglanmaktadir. Gen
tedavisinde kullanilan sistemler viral ve viral olmayan vektorler olarak iki ayri grupta
degerlendirilmekte olup, viral vektorler ile yapilan ¢alismalar sonucu her ne kadar
onemli gelismeler kaydedilse de kisa siireli transgen ekspresyonu ve toksisite gibi
onemli problemler nedeniyle bu sistemlere alternatif tasiyicilar gelistirilmeye
calisilmaktadir. Viral vektorlerde gozlenen olumsuzluklar nedeniyle, arastirmalar,
kolay sentez edilebilme, hiicre/dokuya hedeflendirilebilme, diisiik immiin cevap ve
sinirsiz biiyiikliikte plazmid DNA tasiyabilme gibi 6zelliklere sahip viral olmayan
vektorler iizerine yogunlasilmaktadir. Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan viral
olmayan vektorlerden birisi katyonik ozellikte polimerik tasiyici sistemler olup,
genetik materyali hiicre igine tasiyabilmektedir. Katyonik polimerler, sentetik ve
dogal polimerler olarak iki grupta incelenmektedir. Dogal polimerlerden kitozan
tasiyict sistem olarak hiicre icerisine etkin bir sekilde gen aktarimi1 amaciyla oldukca

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu tez c¢ergevesinde; normal hepatoselliiler karsinoma hiicresinden farkli
olarak hepatoselliiler karsinomada ekspresyonu downregiile olan miR-7 ile
calisilmigtir. miRNA’lar ve kitozan ile kompleks olusturulup, in vitro
karakterizasyonu yapilmistir. miR-7, Hep 3B ve Hep G2 hepatoselliiler karsinoma
hiicre hatlarinda ekspresyon 6zellikleri incelenerek, hazirlanan formiilasyonlarin bu

hiicreler iizerindeki in vitro etkinligi (protein ekspresyonu, invazyon, apoptoz ve



hiicre  proliferasyonuna etki) ve hepatoselliller karsinoma tedavisinde

kullanilabilirligi arastirilmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Kanser Hakkinda Genel Bilgiler

Kanser, viicudun herhangi bir boliimiinti etkileyebilen genis bir hastalik grubu
icin kullanilan genel bir terim olmakla birlikte; tiim diinyada her gecen giin daha fazla
goriilen en 6nemli saglik problemlerinden birisi olarak tanimlanmaktadir (Zhang ve
ark.,2007). Bir baska ifade sekli ile kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin
diizensiz olarak boliiniip ¢ogalmasi ile ifade edilen bir hastaliktir (Lindsey, 2012).
Kanser 100’den fazla hastalik grubunu kapsamaktadir (Fitzmaurice ve ark., 2015;

Pavlopoulou ve ark., 2015).

Cok cesitli kanser tipleri olmasina ragmen, hepsi anormal hiicrelerin kontrol
dis1 cogalmasi ile baslamaktadir. Kanser genel olarak koken aldiklari dokuya gore
siiflandirilmaktadir. Epitelyal hiicrelerinden kdken alanlar “karsinom”, mezoderm
hiicrelerinden koken alanlar “sarkom”, salgi bezi hiicrelerinden kdken alanlar ise
“adenokarsinom” olarak adlandirilmaktadir. (Hanahan ve Weinberg 2011). Kanser,
tedavi edilemedigi durumlarda ise ciddi rahatsizliklara, hatta 6liime dahi neden
olabilmektedir. Kanser, diinyadaki ikinci 6nde gelen 6liim nedenidir ve 2018
yilindaki tahmini olarak 9,6 milyon oliimden sorumlu tutulmaktadir. Diinya
genelinde degerlendirildiginde, 6 Olimden yaklagik 1 tanesi kanserden
kaynaklanmaktadir (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer,
Erigim tarihi: 12 Eyliil 2018).

Erkek ve kadin bireylerde en sik rastlanan ve 6liime neden olan kanser tiirii
akciger kanseridir (Siegel ve ark., 2015). Institute for Health Metrics and Evaluation
(IHME) tarafindan yayimlanan Findings from the Global Burden of Disease Study
2017 isimli ¢aligmasina gore; 2017 yilinda kansere bagli yasanan 6liimlerde akciger,
kolorektal, mide, karaciger ve meme kanserleri yaygin olarak goriilmektedir. Sirasi
ile 1,88 milyon, 896 bin, 864 bin, 819 bin ve 611 bin 6liime sebebiyet verdigi Sekil
4.1°de gosterilmektedir.


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer

Cancer deaths by type, World, 2017

Total annual number of deaths from cancers across all ages and both sexes, broken down by cancer type

Tracheal, bronchus, and lung cancer | - millon
Colon and rectum cancer |GGG 06 040
Stomach cancer |GGG :c4 050
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Breast cancer |G 11625
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Esophageal cancer |G 435,959
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Cervical cancer [N 259,671
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Bladder cancer 196,546
Lip and oral cavity cancer 193,696
Ovarian cancer 175,982
Gallbladder and biliary tract cancer 173,974
Kidney cancer 138,526
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Other pharynx cancer 117,412
Multiple myeloma 107,114
Other cancers 102,920
Uterine cancer 85,239
Nasopharynx cancer 69,550

Nen-melanoma skin cancer 65,097
Malignant skin melanoma 61,665
Thyroid cancer 41,235
Hedgkin lymphoma 32,560
Testicular cancer 7,662
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Source: IHME, Global Burden of Disease (GBD) CCBY

Sekil 4.1. 2017 Yilinda Diinya Genelinde Tiirlerine Gére Kanser Oliimii

Kanser hiicreleri az oksijen, az yiyecek, zorlu kosullara kars1 gosterdigi direng
ve zaman igerisinde bu kosullar1 kendi lehine ¢evirmesi ile yasama tutunmaktadir.
Kanser hiicreleri zamanla sekil degistirerek transforme olabilmektedir. Normal
hiicrelerin belli bir zemine tutunarak biiylimesi ve yasamasi miimkiinken, kanser
hiicreleri  herhangi bir yere tutunmadan da yasayabilmekte, biiylyiip
cogalabilmektedir (Baykara, 2015). Kanser hiicreleri ise normal hiicrelerin sahip

olmadig bir¢ok 6zellige sahiptir. Bu 6zellikler genel hatlar ile su sekildedir:

e Hiicre ylizeyindeki reseptdrler daha sik sinyal almaktadir.

e Kontrolsiiz sekilde cogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemleri bulunmaktadir.

e Yandaki hiicreye temas sonrast boliinmeyi durdurmadan, biiyiimeye ve
¢ogalmaya devam etmektedir.

e Normal hiicreler her tipteki besini kullanabilirken kanser hiicreleri sadece
glukozu kullanabilmektedir.

e Gerekli besin ve oksijeni almak iizere ¢evrelerindeki stromayi etkileyerek yeni
damar sistemleri olusturabilmektedir.

e Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak sonsuz sekilde

replike olup ¢ogalabilmektedir.



e Dolasim sistemine girip uzaktaki bir yere hareket edebilmekte ve yeni bir
yerleserek kanserlesmeyi baglatabilmektedir.
e Apoptozdan kacabilmektedir.

e QGenetik ve epigenetik olarak stabil 6zellik géstermemektedir.

4.2. Karaciger Kanseri Hakkinda Genel Bilgiler

GLOBOCAN 2018 wverilerine gore; karaciger kanserinin yilda yaklasik
841.000 yeni vaka ve 782.000 6liim ile 2018 yilinda diinya genelinde en sik tani
konan altinc1 kanser; akciger ve mide kanserinden sonra {igiincli 6nde gelen kanser
olim nedeni oldugu tahmin edilmektedir. S6z konusu veriler Tablo 4.1.°de

gosterilmektedir.



Tablo 4.1. 2018 Yilindaki 36 Kanser Tipine Gore Yeni Vaka ve Oliim Sayilart

HO. OF NEW CASES MO OF DEATHE
CANCER SITE % OF ALL SITES] [ OF ALL SITES)
Lumsg 2093 &G (118 161,007 (1E4)
Braast 1 0EE R NE 36,670 {65
Prostate 126,00 (1) I5E 960 [1L8)
Ciokon 1,096,600 {5.1) 351, 260 {58
Nonmelanoma of 1,042,056 {58 E5, 155 {7
skin
Saomach 1,033,701 (5.7 TED A5 (BT}
Liver BA1,080 .7 TR1,631 {B.3)
Amctum MMATE A5 N0.73% 35
Escploqe SR4EN 508,585 (5 1)
Crvin uteri SEDBET AR ISP
Thyroid SETAI AN 41,071 {4}
Bladdar 500, 393 (309 199,933 {21}
Maon-Hodglkin S04 500 [3.8) METM (25
hymphoma
Pancreas 458 915 %) 437 247 {5
Leukemia 37033 24 309,006 (3.7
Kidney &0, 267 1.3} 175,098 (18
Coorps ule 2700 {21) 9,079 {05
Lip, oral conity 154 BES 200 177 3B4 (15
Brain, renvme o0 BE (LS MLETRE
syslem
Chary A (LS 1B, 704 (1.9
Melanoma of skin BN (L& B0,13 HE
Galbladdar N9A2D0 (LT 165 08T (17)
Laryx 1TT A2 (106 04,77 (1.0
Multiple myeloma 159, 0E% 0.9 106, W05 1.1}
Nzsnpharym 1329072 0N 7357 0
(iopharyme a3 BET 5 51,005 L5
Hypophanmz BO,GOE D4y 34534 {04y
Hisdgkin lymphoma 19,950 D43 36, V6T LT
Te=dis T, 043 0,507 Oy
Saliary glands 53 re% M 33,176 403
Anus 48541 03} 19,139 §0.3)
Vuha 44, TS 0LTY 15,332 {LI)
Kaposi sarcoma 41,725 {03 19,902 {3}
Peni AT 15,138 40.7%:)
Me=othefioma 388 {0T 2550603
Vagina T E00 {0LT) B0E3 0.1)
Al stes excluding 17,035,901 0, 4E5.8T]
skin
Al sites 18,078,557 9,555,027
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GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya genelinde 2018 y1l1 icerisinde erkek
bireylerde 9,5 milyon yeni tanit konulan kanser hastaliklari icerisinde, karaciger
kanseri %6,3 orani ile besinci sirada yer almaktadir. Ayni sekilde 2018 yil1 igerisinde
erkek bireylerde kansere bagli olarak yasanan 5,4 milyon 6liim igerisinde, karaciger

kanseri %10,2 orani ile akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir.

Diinya genelinde 2018 yil1 icerisinde kadin bireylerde 8,6 milyon yeni tani
konulan kanser hastaliklar1 igerisinde, karaciger kanseri %8,4 orani ile iiglincii sirada
yer almaktadir. Ayni sekilde 2018 yili icerisinde kadin bireylerde kansere bagli
olarak yasanan 4,2 milyon 6liim igerisinde, karaciger kanseri %13,8 orani ile meme
kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. S6z konusu veriler Sekil 4.2°de
sunulmaktadir. T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan yaymmlanan 2014 Yili Tirkiye
Kanser Istatistikleri raporuna gore, iilkemizde erkek bireylerde akciger kanseri
(52,5/100000 kiside YSH), kadin bireylerde ise meme kanseri (43,0/100000 kiside

YSH) en sik goriilen kanser tiirleridir.

4.3. Hepatoselliiler Karsinoma (HCC) Hakkinda Genel Bilgiler

Primer karaciger kanseri olan hepatoselliiler karsinoma (HCC) konulan
tanilarin %75 - %85'in1 igermektedir. HCC’nin goriilme sikligindaki giderek artisin
Hepatit B viriisii (HBV) veya hepatit C viriisii (HCV), aflatoksinle kontamine olmus
gida maddeleri, yiiksek alkol tiiketimi, obezite, sigara tiikketimi ve tip 2 diyabet ile

iliskili oldugunu gosteren galismalar mevcuttur (London ve ark., 2018).

HCC, hepatositlerden koken alan ve karacigerin en sik goriilen primer malign
timoriidiir. HCC, diinyada en sik goriilen tiimdrlerden biri olmakla birlikte kansere
bagl oliimlerde de erkek ve kadin bireylerde {ist siralarda yer almaktadir (Hilscher
ve ark., 2012). S6z konusu bu kanser tipinde; zengin damar agi, agresif biiylime
potansiyeli, yliksek metastaz kapasitesi, heterojen yapisi ve hizli anjiogenez yetenegi
gibi nedenler ile sag kalim oranlar1 oldukca diisiiktiir. Bununla birlikte her sene

600,000’den fazla yeni vaka teshis edilmesine ragmen heniiz etkili bir tedavi yontemi
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bulunamamistir (Herath ve ark., 2006). Bu nedenle giiniimiizde tedavi amaci ile

geleneksel yontemlere alternatif degisik yontemler arastirilmaktadir.

4.4. Epigenetik Mekanizmalar ve HCC Hakkinda Genel Bilgiler

HCC hem epigenetik hem de genetik bir hastaliktir. Ozellikle epigenetik
degisiklikler; anormal DNA metilasyonu, histon modifiye eden enzimlerin hatali
ekspresyonu, anormal kodlanmayan RNA ekspresyonu siireglerini igermektedir
(Dogan ve ark., 2016). Epigenetik degisiklikler kanserin gelisimi sirasinda kromatin
yapisini degistirerek gen ekpresyonunu baskilayict veya aktive edici Ozellikler
gostermektedir. Bu siiregte hem i¢ ve dis (stres, yasam bicimi, beslenme sekli gibi)
cevresel faktorler rol oynadigi gibi, atalarindan kalitilan bozuk genler de rol

almaktadir.

HCC’nin hem kalitsal hem de sporadik tipleri mevcuttur. Yapilan ¢caligmalar
aile icerisinde HCC Oykiisii olmasi, HBV ve HBC viriislerinden bagimsiz olarak
HCC riskini artirdigin1 gostermektedir. Aile igerisindeki HCC 6ykiisiintin; HBV ve
HBC viriislerinden yaklasik 70 kat daha fazla iliskili oldugu goriilmiistiir (Turati ve
ark., 2012).

DNA Modifikasyonlar1 en yaygin kullanilan metilasyondur. DNA
metilasyonlar1 hiicre farklilasmasi ve fonksiyonlarinda 6nemli yere sahiptir. Kanser
hiicreleri saglikli hiicrelere oranla daha az metilasyon seviyesine sahiptir. HCC’de
timor baskilayic1 genler, DNA tamir genleri ve diger kanserle iliskili olan genler
siklikla hipermetilasyona ugramaktadir. Kanser gelisimiyle dogrudan veya dolayli
yoldan iligskide olan genler (RASSF1A, p16, CRABP1, GSTP1, CHRNA3, DOKI1,
SFRP1, GAADA45a, pl6 INK4A, pl5 INK4B, RB1 GSTP1, SOCS1, APC, E-
cadherin, Hintl, SOCS3, RIZ1, MGMT ve p73) hepatokarsinogenez siirecinde
anormal metilasyon diizeyleri gostermektedir Bu genler, hastaligin gelisiminde
onemli rolleri olan hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii kontrolii, DNA tamiri ve
sitokin sinyalizasyonunun susturulmast gibi ¢ok farkli sinyal transdiiksiyon

yolaklarinda ve biyolojik regiilasyon aktivitelerinde islev gérmektedirler.
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Histon Modifikasyonlart dogrudan gen ifadesini kontrol eden mekanizmalar
olup kromatin ile iliskili proteinler ile etkileserek, genin transkripsiyon asamasinin
diizenlenmesini saglamaktadir. Bu grupta yer alan mekanizmalar arasinda;
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, snitrosilasyon sumolasyon
bulunmaktadir. Histon modifikasyonu, enzimler yardimiyla histon proteinine baska

molekiillerin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile olusmaktadir.

Kodlanmayan RNA’lar (ncRNA) dolayli yoldan gen ifadesini kontrol eden
mekanizmadir. miRNA’lar, uzun kodlanmayan RNA’lar ve PIWI proteiniyle iliskili
RNA’lardir. Cok sayida farkli islevleri olan kodlanmayan RNA bulunmaktadir.
Bunlardan bazilar;; snRNA’lar (small niiclear RNA) RNA transkriptlerin
islenmesinde ve intronlarin uzaklastirilmasinda, snoRNA’lar (small niicleolar RNA)
rRNA’nin olgunlagsmasinda, siRNA’lar (small interfering RNA) ve miRNA’lar
(microRNA) ise gen ekspresyonunun diizenlenmesinde, piRNA’lar (piwi interacting
RNA) gametogenesisde ve tmRNA’lar (transfer mRNA) ribozomlarin kirik

mRNA’lardan arindirilmasinda gérev almaktadir.

Sporadik hepatoselliiler karsinoma, kalitsal mutasyonlar yerine ilk defa bireyin
genomunda ortaya ¢ikan ve tamir sistemleri tarafindan diizeltilemeyen mutasyonlarin
birikimi sonucu olugmaktadir. Onkogenlerin aktivasyonu ile birlikte tiimor
baskilayict genlerin inaktivasyonu ve bunlarin yaninda bu genlerin bir kaginda birden
meydana gelen mutasyonlarin rol oynadigi bilinmektedir. HCC’nin sporadik tipleri

arasinda spontan riiptiir sayilabilmektedir (Kucukkkartallar, 2007).

4.5. Kodlanmayan RNA’lar Hakkinda Genel Bilgiler

Riboniikleik asit (RNA)’lerin bulunmasi ve islevlerinin tanimlanmasiyla,
RNA’larin canli yasami i¢in ¢ok 6nemli siireclerde rol oynadiklar1 belirlenmistir.
Ozellikle insan genomunun %62’sini kapsayan ncRNA (kodlamayan RNA)’larin
hiicresel savunmada, gelisimsel siireclerde, farklilasmada, DNA replikasyonunda,

transkripsiyonda ve post-transkripsiyonel susturumda gorev aldiklart gosterilmistir
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(Birney ve ark., 2007). ncRNA’larda meydana gelen bozukluklar bir¢ok hastaliga
yol agmaktadir. iliskili olduklar1 hastaliklardan bazilar1 kanserler, nérodejeneratif
hastaliklar, immiin yetmezlik hastaliklar1 ve kardiyovaskiiler hastaliklardir (Gehrke

ve ark., 2010).

Hastaliklardan sorumlu olduklar1 diisiiniilen ncRNA’lar, yeni tedavi
yaklasimlarinda hem hedef hem de arag olarak goriilmektedirler (Lu ve ark., 2005).
Tanimlanan ve fonksiyonu aydinlatilan ncRNA’larin sayist her gecen giin
artmaktadir. ncRNA’lar yaygin olarak uzunluklarina gore siniflandirilmaktadir.
ncRNA’larin biiyiik bir kismi kisa diizenleyici RNA’lardan olusmaktadir. Kisa
diizenleyici RNA’larin uzunluklar1 15-40 baz ¢ifti arasinda degismektedir. Bunlara
ornek olarak small interfering RNA (SiRNA), mikro RNA (miRNA) ve PIWI (P-
element induced wimpy testis) proteini ile etkilesimi olan RNA (piRNA)
verilebilmektedir (Erson ve Petty, 2008). Bu RNA’lar, RNA enterferans (RNA
interference-RNAi) mekanizmasi ile gen susturumunu saglayan molekiillerdir. Bu
mekanizma, milyarlarca yil dnce, hiicrelere saldiran viriislere karsi gelistirilmis bir
savunma mekanizmasidir. Giiniimiizde artik, RNAi mekanizmasinin geligim,
farklilasma, hiicre cogalmasi ve apoptoz gibi dnemli siireglerin diizenlenmesinde rol

aldig1 bilinmektedir (Voinnet, 2009).

4.5.1. MikroRNA (miRNA) Yapis1 Hakkinda Genel Bilgiler

miRNA'lar, 1993 yilinda iki bagimsiz c¢aligmada es zamanli olarak gen
ekspresyonunun posttranskripsiyonel diizenleyicisi olarak kesfedildiginden evrimsel
olarak en eski gen regiilasyon mekanizmalardindan biri olarak kabul edilmektedir.
Herhangi bir protein iiretmeyecek olan bu tek zincirli RNA molekiilleri DNA'dan ilk
sentezlendiklerinde uzun molekiillerdir ve kendi iizerlerine kapanarak 2. yapilar
olustururlar daha sonra hiicredeki c¢esitli enzimler bu 2. yapilar1 belirli yerlerden
keserek 20-30 baz uzunlugunda "olgun mikro RNA'lar olusturur. Bu miRNA'lar
uzunluklar kii¢lik oldugundan mRNA'larin ribozom baglanma bolgelerinin civarina

baglanarak o mRNA'nin {iretecegi proteinin sentezlenmesini engeller.
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miRNA’lar, hiicresel bir¢ok temel islevin diizenlenmesinde gorev almaktadir.
Hiicre icerisindeki seviyelerinin normal kosullar disina ¢ikmasinin insanlarda kanser
gelisimi ile baglantili oldugu gosterilmistir. Kanser, hasarli hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde ¢cogalmasi ve bu duruma devam etmesi sonucu tiimor olusumunun meydana
gelmesiyle olusur. Hiicreler; hem gelisim hem de ergin donemde koordineli bir
sekilde hiicre boliinmesi, farklilasma ve 6limiin diizgiin olarak gerceklesmesinden
emin olmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirmistir. Birgok diizenleyici etken, genleri
cogalma ve farklilasmada yonlendirmek i¢in agip kapatmaktadir (Yu ve ark., 2010;
Lee ve ark., 1993).

4.6. miRNA ve Kanser Arasindaki iliski Hakkinda Genel Bilgiler

RNA’larin protein kodlamayan dizileri olarak adlandirilan miRNA’larin
hiicresel anlamda pek ¢ok temel islevin diizenlenmesinde gorev aldig1 saptanmaistir.
Bununla birlikte miRNA’nin hiicredeki seviyesinin normal kosullarin disina
cikmasinin insanlarda kanser gelisimi ile baglantili olabilecegi tespit edilmistir. Bu
sayede miRNA’larin tiimdr gelisiminde onkogen veya tiimor baskilayic1 olarak
fonksiyon gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Buna ek olarak bulunduklar sartlara bagl
olarak bazi miRNA’lar ise hem tiimor baskilayict hem de onkogen karakter
gosterebilir. Bu kategoriye 6nemli bir 6rnek, kronik lenfositik 16semi ve akciger
kanserinde bir tliimor baskilayici, meme kanserinde ise bir onkogen olarak fonksiyon
gosteren miR-29a’dir (Gebeshuber ve ark., 2009). miRNA’lar bu fonksiyonlarini
kullanarak kanser gelisiminin invazyon, metastaz, proliferasyon ve anjiyogenez gibi
biyolojik siire¢lerinde rol oynamaktadir. Bu durumda yapilacak calismalarin kanserin
erken teshisi veya tedavisi sirasinda onemli olabilecegi sonucunu dogurmustur

(Wijnhoven ve ark., 2007).

Hiicre biiylimesi, proliferasyon ve apoptoz, hiicre sayisinin ve biyolojik
fonksiyonlarin i¢ stabilitesini ve dengesini diizenleyen énemli siireclerdir (Li ve ark.,
2016). Hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii boyunca siki ve diizenli bir sekilde
kontrol edilen bir hiicre aktivitesi siireci vasitasiyla gerceklestirilir. Sikline bagiml

kinazlar (CDK'lar) hiicre dongiisiiniin ¢ekirdek diizenleyicileridir (Ruijtenberg ve
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Heuve, 2016). Herhangi bir hiicre ¢ogalmasi siireci belirli kurallar takip eder. Hiicre
dongiisii kontrolden ¢iktiginda ve sinirsiz hiicre ¢ogaldiginda, bir tiimor hiicresine
doniismesi beklenmektedir (Urrego ve ark. 2014). Apoptoz programlanmis hiicre
6liimii olarak adlandirilmaktadir (Mohamed ve ark., 2017). Apoptozis hiicre 6liimii ve
yenilenme arasindaki i¢ dengenin korunmasina katkida bulunmaktadir (Davis ve ark.,
2010). Apoptozis bozuklugu siklikla insan hastaliklari ile iliskilidir. Ornegin, yetersiz
apoptozis tiimore yol agabilir (Matsuura ve ark., 2016). Kisacasi, hiicre sinirsiz
¢cogalmasi ve apoptozun anormal diizenlenmesi, HCC de dahil olmak iizere kanser

olusumunu tesvik edecektir.

Bununla Dbirlikte, miRNA'larin ¢alismalarinda da bazi  problemler
bulunmaktadir. Birgok ¢alisma sadece deney asamasinda kalmakta ve klinik ¢alisma
asamasina gecilememektedir. Buna ek olarak, HCC erken tan1 ve tedavi belirtegleri
olarak hareket eden miRNA'larin giivenligi ve giivenilirligi ayrica daha ileri

arastirmalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

4.6.1. Onkogen Olarak Tanimlanan miRNA’lar

Kanserde,  ekspresyonlar1  artan =~ miRNA’lar  onkogen  olarak
adlandirilmaktadir. Onkogenler, gen ekspresyonunu hizlandiran ya da kodladiklar
proteinlerde kontrolsiiz aktivite artisina neden olan genetik degisikliklerin sonucunda
anormal hiicre cogalmasina neden olmaktadir. Onkogen olarak islev gosteren
miRNA’lar tiimor baskilayici genleri ya da hiicre farklilasmasini veya apoptozu
kontrol eden genleri negatif yonde etkileyerek tiimdriin gelismesini tesvik ederler.

Pek cok miRNA geni farkli kanserlerde asir1 derecede ekspresyona ugramaktadirlar.

4.6.2.Tiimor Baskilayici Olarak Tanimlanan miRNA’lar

Bu genler hiicre boliinmesinin baskilanmasindan sorumlu genlerdir. Bir¢ok
tiimorde bu genlerin hasar gormesi veya inaktive olmasi nedeniyle hiicre ¢ogalmasi

negatif yonde diizenlenerek tiimor hiicreleri anormal cogalma gosterirler.
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4.7. miR-7 ile HCC lliskisi Hakkinda Genel Bilgiler

miR-7 ilk defa Lagos-Quintana tarafindan 2001 yilinda tanimlanmistir
(Lagos-Quintana ve ark., 2001). miR-7 meme, karaciger, kolon, bébrek, beyin ve
melanom gibi ¢ok sayida kanser tiirlinde etki gosteren, timor baskilayici bir miRNA
olarak kabul edilmektedir. Insanlarda miR-7 sirasiyla, ii¢ farkli genomik lokasyon
(9921, 15926, 19q13) tarafindan kodlanmaktadir. Bu ii¢ farkli DNA sekansinin “pri-
miR-7-1, pri-miR-7-2 ve pri-miR-7-3" olarak adlandirilan {irtinleri ise, 23 niikleotid
igeren ayni olgun mir-7 dizisine islenebilmektedir (Le Quesne ve Caldas, 2010).
Olgun miR-7 daha sonra, miRNA sayesinde hedef mRNA’lar1 hatali baz eslesmesi
yoluyla tantyan RNA indiiklenmis susturma kompleksi (RISC)’ne baglanmakta ve
bu islem genellikle hedef mRNA’nin translasyonunun engellenmesi veya

destabilizasyonu ile sonuglanmaktadir (Zhao ve ark., 2015).
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Sekil 4.3. Insan miR-7 Sag Tokas1 Prekiirsrleri ve Olgun Dizilerinin Yapisi

HCC’de miR-1468’in asir1 ekspresyonu, G1’den S fazina gegisi ve apoptoz
direncini desteklemistir (Liu ve ark., 2018). miR-107’nin HCC hiicreleri upregiile
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ettigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2015). miR-155-5p'min HCC hiicrelerinin ¢ogalma
kabiliyetini arttirdig1 ancak apoptozu 6nledigi bulunmustur (Fu ve ark. 2017).

mir-7’nin akciger ve mide kanseri de dahil olmak tizere birgok kanser ¢esidini
downregiile ettigi ve tiimor baskilayict fonksiyonu olarak gorev yaptigi kanitlanmistir
(Horsham ve ark., 2015; Kalinowski ve ark., 2014). Ge¢mis ¢alismalarda hedef alinan
baz1 kanser ¢esitlerinde mir-7 onkogen olarak tanimlamistir (Zhang ve ark., 2014;
Chang ve ark., 2015). miR-7’nin, normal hiicrelere kiyasla, HCC hiicrelerin 6nemli
Olciide downregiile oldugu goriilmiistiir. HCC’nin Hep G2 kanser hiicrelerine mir-7
eklenmesi sonucunda, hiicrelerin ¢ogalmasi inhibe edilmistir (Wang ve ark., 2017).
MiR-7'nin asirt ekspresyonu, HCC hiicrelerinin proliferasyonunu onemli 6lgiide
baskilamis ve daha da 6nemlisi, artan otofajiye eslik etmistir Ayrica, otofajinin negatif
regiilatorii olan mTOR'un, miR-7'nin dogrudan bir hedefi oldugu gosterilmistir. (Wang
ve ark., 2017)

miR-7, evrimsel olarak korunmus bir miRNA’dir (Kalinowski ve ark., 2014).
miR-7 ¢esitli mekanizmalar ile pek ¢ok kanser hiicresi tiirliniin biiyiimesini
baskilamaktadir. Cok sayida miRNA’nin etkinlik gosterdigi HCC hiicre hattinda,
mMIiR-7 ailesi timor baskilayict etkinlige sahip 6nemli bir miRNA grubu olarak
tanimlanmaktadir (Fang ve ark., 2012; Zhu ve ark., 2014; Wang ve ark., 2017; Kabir
ve ark. 2018). Yukarida bahsedilen ozellikleri sebebi ile son yillarda miRNA
ekspresyon profilinin HCC olusumunda ve ilerlemesinde biyo-marker olabilecegi

anlamina gelmektedir.

4.8. miRNA Biyogenezi Hakkinda Genel Bilgiler

miRNA biyogenezi, ¢ekirdekte RNA polimeraz II araciliginda transkripsiyon
ile baglamakta ve hairpin yapisinda olgun miRNA dizisini iceren uzun miRNA (pri-
miRNA) olusmaktadir. Hairpin yapisi, Drosha (RNAaz III enzimi) ve kofaktorii
DiGeorge kritik sendrom boélgesi 8 (DGCR8)’den (Pasha) olusan mikroprosesor

tarafindan kesilir ve 60-70 niikleotid uzunlugunda prekiirsor miRNA’nin (pre-
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miRNA) olugsmasina neden olur. Prekiirsor hairpin niikleustan Exportin-5 (XPO5) ile
sitoplazmaya tasinir ve diger bir RNAaz III enzimi olan Dicer tarafindan 21-24
niikleotid uzunlugunda dubleks miRNA’ya kesilir. Olgun diziye kesilecek olan iplik,
miRNA indiiklenmis susturma kompleksini olusturan (RISC) Argonaute’a yiiklenir.
MikroRNA’nin 2-8 niikleotidlik c¢ekirdek dizisi hedef mRNA ile tam olarak
eslendiginde mRNA’nin destabilizasyonu saglanir. Eksik baz eslesmesiyle, miRNA
RISC’1 indiikler ve mRNA destabilizasyonu ya da translasyonal baskilanmaya neden
olur. Bahsedilen siirecin gosterimi Sekil 4.4’te sunulmaktadir (Winter ve ark., 2009).
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Sekil 4.4. miRNA Biyogenezi

4.9. mTOR ve HCC Arasindaki iliski Hakkinda Genel Bilgiler

MTOR (Mammalian Target of Rapamycin, Rapamisi - Protein Kompleksinin

Memeli Hedefi) hiicre biiylimesi ve metabolizmasinda énemli role sahiptir. mTOR

18



katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda anahtar islevi goren bir kinazdir

(Faivreve ark., 2006).

Kanserde oOnemli oldugu saptanan ¢ temel sinyalizasyon yolu;
PISK/AKT/mTOR kinaz zinciri, protein kinaz C ailesi (PKC) ve mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK)/Ras bulunmaktadir. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin ¢esitli
hiicre tiplerinde baslica proliferasyon, apoptoz ve otofaji yanitlarinda O6nemi
bilinmektedir. PI3K/AKT sinyal yolunun énemli bir diizenleyicisi olan mTOR, besin
diizeyini kontrol eden, G1 fazindan S fazina ge¢is saglayan ve sinyal yolaginin akis
asagl aktivasyonunda anahtar bir kinazdir. G1 fazinda metabolizma agisindan aktif
olan hiicre hacim olarak biiylimektedir. S fazinda DNA’nin kopyalanmasi ve
replikasyon islemi gerceklesmektedir. G2 fazinda mitoz igin gerekli proteinler
sentezlenerek hiicre biiyiimesi gerceklesmektedir. M fazinda hiicre boliinerek iki es
yavru hiicre olusturmaktadir. GO faz1 ise metabolik aktivitelerini siirdiirmekte olan
hiicreler olup bolinme 6zelligi gostermemektedir. MTOR aktivasyonu sonucunda
hiicre boliinmesine dnciiliik eden molekiillerin zincirleme aktivasyonu gerceklesmekte
ve boylece mTOR hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyalleri birlestirerek biiyiime, ¢ogalma ve
hiicre metabolizmasinin  diizenlenmesinde ve hayatta kalmanin merkezi
fonksiyonlarinda gérev almaktadir (Laplante ve Sabatini, 2009). Besin yoklugu
durumunda mTOR aktivitesinin baskilandig1 bilinmektedir. HCC’lerin bir kisminda
mTOR aktivasyonunun yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu yolagin aktivasyonu da,
kanser hiicrelerinin proliferasyonu, sag kalimi, kemoterapiye direnci ve anjiyogenez
stiregleri ile iligkili olup, kanser tedavisi i¢in alternatif bir molekiiler hedef olarak

gorilmektedir.

Biriktirilmis kanitlar, miRNA'larin, mTOR yolaginin farkli agamalarini hedef
alarak, tlimor olusumuna ve kanser metastazina katkida bulundugunu gosterir. Bazi
mMiRNA'lar dogrudan mTOR'u hedef alirken, digerleri PI3K ve AKT gibi yolun diger
bilesenlerini hedefleyerek mTOR sinyalini almaktadir. mMTOR yolunu hedefleyen
kapsamli bir miRNA listesi Sekil 4.5°te sunulmaktadir. Bu listede mTOR ve S6K1
target genler ile miRNA-7’nin HCC’de timor baskilayici oldugu gosterilmistir.
(Zhang ve ark., 2017)
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Sekil 4.5. mTOR Yolunu inhibe Eden Tiimor Baskilayict miRNA'lar

Cok sayida miRNA, mTOR'u ve / veya mTOR'un yukari akistaki pozitif

regiilatorlerini dogrudan hedefleyerek tiimor baskilayici aktivite sergiler.

mTOR'a benzer sekilde, miRNA'lar ¢ogalma, farklilasma, apoptoz ve otofaji
dahil olmak tizere genis hiicresel fonksiyonlar diizenler. Bu derleme, mTOR sinyalini
kesen miRNA profilleri ile 1lgili mTOR sinyalini diizenleyen miRNA'larin diizenleyici
mekanizmasina ve mTOR ve miRNA biyogenezi arasindaki baglantiya 6zel dnem
vererek, mTOR profillerine iliskin giincel bilgileri gozden gegirmeyi amaglamaktadir.
Iligkilerinin ayrmtili olarak anlasiimasinin kanser teshisi, tedavi ve prognoz iizerindeki

etkileri vardir.

Olgun miRNA-7 (miR-7), insan genomundaki miRNA o6nciillerinden miR-7-1
(9921.32), miR-7-2 (15¢026.1) ve miR-7-3 (19p13.3)'ten tiiretilir. Coklu kanser
tiplerinde tiimor baskilayici olarak gosterilmistir. miR-7, kismen IRS-2 ekspresyonunu
ve ardindan AKT-mTOR sinyalini dogrudan inhibe ederek glioblastomu baskilar
(Kefas ve ark., 2008). Adrenokortikal karsinomlarda, miR-7"nin nanopartikiil iletimi
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ile sistemik olarak verilmesi, hem hiicre dizisi hem de hasta kaynakli ksenograft

tiimorlerinin bliylimesini azaltir (Glover ve ark., 2015).

HCC’de miR-7'nin dogrudan hedefleme PIK3CD, mTOR ve p70S6K'yi
kodlayan HCC'nin tiimdrgenezi ve metastazini inhibe ettigi gosterilmistir (Fang ve

ark., 2012).

HCC PIK3CD (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic
subunit delta) ve mTOR hedefleri; onkogenik yolun koordineli olarak baskilandig:
goriilmektedir (Fang ve ark., 2012). Benzer sekilde HCC hiicrelerini miRNA-7 aracili
G1 fazinda baskilandigi kanitlanmistir (Zhang ve ark., 2014).

4.10. Gen Tedavisi Hakkinda Genel Bilgiler

Glinlimiizde, mevcut ilaglar, kanser tedavisinde ¢ogunlukla yetersiz kalmakta
ve ciddi yan etkiler olusturmaktadir. Kanserin tedavi siirecinde normal hiicreleri
etkilemeden direkt olarak kanser hiicrelerini hedefleyen degisik stratejiler
gelistirilmektedir. Gen tedavisi de mevcut tedavilere alternatif bir tedavi yontemi
olarak arastirilmaktadir. Kanser gen tedavisinde kullanilan antigen ve antisens
molekiiller ile yapilan preklinik ve klinik ¢calismalarda basarili sonuglar alinmistir. Gen
tedavisi, farmasotik Uiriin olarak genlerin kullanilmasi aracilifiyla eksik, hatali ve
istenilen sekilde fonksiyon gostermeyen gene islevselliginin yeniden kazandirilmasi
icin kanser, genetik ve infeksiyoz hastaliklar gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde
geleneksel tedaviye alternatif bir yaklasimdir. Gen tedavisi ile ilgili ¢alismadan
basarili bir sonug alabilmek i¢in; kalitsal hastaliga neden olan genin belirlenmesi ve
klonlanmasi, hastaligin ve hedef hiicrenin taninmasi, genin istenen hiicreye
nakledilmesi ve ekspresyonu ile gen naklinin olasi yan etkilerinin tespit edilmesi
tizerine yogunlagilmaktadir. Gen tedavisi (1) Hedef alinan dokunun niteligine, (2)
Vektoriin  hastaya uygulanma bicimine ve (3) Kullanilan vektor tipine gore

smiflandirilmaktadir.
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Kullanilan vektorler acisindan gen tedavisi; viral ve viral olmayan yontemler
olmak tlizere ikiye ayrilmaktadir. Bagka bir deyisle sirasiyla, biyolojik vektorler ve
kimyasal veya fiziksel yontemler olarak da ifade edilebilmektedir. ideal bir vektdriin

Ozellikleri arasinda;

¢ Kaolay tasarlanabilmesi,

e Yeterli tasima kapasitesine sahip olmasi,

e Immiin sistemi tarafindan algilanmamast,

e Uzun siireli ekspresyon yapabilmesi,

e Toksik olmamasi,

e Biyobozunur olmasi,

e Kolay bir proses ile yiiksek konsantrasyonlarinin ucuza iiretilmesi,
e Stabil olmasi ve

e Hedef hiicrelere girebilmesi olarak sayilabilmektedir.

4.10.1. Viral Vektorler Hakkinda Genel Bilgiler

Viral vektorler, viriislerin hastalifa yol agan ve viriisiin ¢ogalmasindan
sorumlu olan genlerin yerine, hastalar1 iyilestirme amaciyla rekombinant genler
yerlestirilmektedir. Viral yontemlerde kullanilan virlisler arasinda; retroviriis,
adenovirilis, adeno iligkili viriis, ordek hepatit virlis, parvoviriis, sendaiviriis
bulunurken en ¢ok kullanilan viral vektorler; retroviriisler, adenoviriisler,
herpesviriisler ve adeno iliskili virtislerdir (Worgall ve Cyrstal, 2014). Sekil 4.6’da
viral vektorler gosterilmektedir. Bu viral vektorlerin sahip oldugu spesifik
dezavantajlar Tablo 4.2.’de sunulmaktadir. Viriisler her ne kadar gen tedavisinde

kullanilan en etkili ara¢ olsa da baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu dezavantajlari:
e Biyolojik ajan olmalar1 sebebi ile kaybettikleri patojenik 6zelliklerini yeniden

kazanabilirler.

e Konak¢imin immiin sistemini uyarirlar.
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e Biiyiik miktarlardaki iiretimi kompleks bir proses gerektirmekle birlikte maliyeti

yiiksek bir islemdir.

e Tastyabilecegi DNA miktar1 sinirhdir.
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Sekil 4.6. Yaygin Olarak Kullanilan Viral Vektorler
Tablo 4.2. Viral Vektorlerin Avantaj ve Dezavantajlari
Viral Vektor | Avantaj Dezavantaj
*Hiicrelere etkili bir sekilde girmektedir. .
) ) ) *Uretimi zordur.
Retroviriis *Viral genler icermemektedir.
o ' S ' *Boyutu sinirhdir.
*Stabil bir sekilde birlestirmektedir.
*Viral genlerin vektor
*Hiicrelere etkili bir sekilde girmektedir.
‘ ‘ icerisinde olmasi
*Terapotik genin yiiksek ekspresyonunu i
gerekmektedir.
Adenoviriis saglamaktadir. . _ o
*Immiin  sisteminin
*Konakg¢1 kromozumuna
) ) ] cevabina neden
birlestirmemektedir.
olmaktadir.
' *Kiigtik boyutta
*Kromozoma  spesifik  kisimlardan . o
Adeno iligkili | ) ) genleri 1¢ine
birlestirmektedir. ) )
viriis . alabilmektedir.
*Immiin cevaba neden olmamaktadir. .
*Uretimi zordur.
Herpesviriis | *Yiiksek miktarda tiretilmektedir. *Uretimi zordur.
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Klinik gilivenlik sorununun disinda, viral tastyici sistemler; kiiciik tasima
kapasitesi, uzun siireli transgen ekspresyonunun olmamasi, tekrarlayan uygulamalara
direng, biiyiik dl¢iide farmasotik kalitede iiretim zorlugu ve kalite kontrolii gibi bazi
diger kritik problemler gostermistir. Bu da viral vektorlerin kullaniminin yeniden
gbzden gecirilmesine yol agti ve viral tastyici i¢in toksisite sorunlarinin iistesinden
gelebileceginden  dolayr  viral-olmayan  tasiyicilar  tizerindeki  arastirmayi

hizlandirmistir (Yang ve ark., 2014).

Giivenli ve etkin bir sekilde hedef hiicrelere terapdtik genleri tasiyabilmek igin,

viral olmayan vektorler lizerine yaplacak calismalar oldukca dnemlidir.

4.10.2 Viral Olmayan Vektorler Hakkinda Genel Bilgiler

Viral olmayan vektorler Tablo 4.2.°de de kisaca deginilen viral vektdrlerin
dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak {izere gelistirilmistir. Viral olmayan vektorlerin
terapotik geni tasiyabilmesi i¢in plasmide ihtiyact bulunmaktadir (Saka Ongun
Mehmet, 2009, s. 145). Plasmid, kendi kendini esleyebilen, kromozomdan ayri bir
DNA pargasidir. Plasmidler, ¢ok sayida, kolay ve ucuz elde edilmeleri, ¢ift iplikgikli,
sarmal bir yapiya sahip olmalari, yapilarinda seleksiyonda 6énemli fonksiyonu olan
baz1 spesifik markerlerin (ampr, telr, kanr, lac+, gibi) bulunmasi, belli uzunlukta
yabanci genleri kabul etmeleri, infeksiy6z olmamalari, restriksiyon endonukleaz i¢in
bazilarinda bir tek kesim yerinin bulunmasi, replikasyon orijinine sahip olmalar1 ve
buna bagl olarak hiicre iginde bagimsiz olarak replikasyon 6zelligi tagimasi, gibi
hususlar plasmidlerin fazla oranda vektor olarak kullanilmalarinin baslica nedenleri
arasinda gelmektedir. Viral olmayan vektorler; ¢ciplak plasmid DNA dogrudan viicuda
uygulanabildigi ya da tedavi edici geni tastyan plasmid DNA’nin ve kisa niikleik
asitlerin transfeksiyon etkinligini artirmak amagli cesitli fiziksel ve kimyasal
yontemler araciliiyla da uygulanabilmektedir. Sekil 4.7.’de viral olmayan vektorler
gosterilmektedir. Modern viral olmayan sistemler genelde transgenlerin lipidler,
polimerler ya da polipeptidlerle kompleks yaparak / paketlenerek uygulanmasini baz

almaktadir. (Kuscu ve Sezer, 2016).
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Sekil 4.7. Yaygin Olarak Kullanilan Viral Olmayan Vektorler

*Fiziksel Uygulamalar: Fiziksek gen iletim sistemlerinin ilkesi; hiicreye difiizyonla
DNA gecisine izin veren gegici yaralanma veya defektlere sebep olarak hedef hiicrenin
membraninda gegici olarak zayif noktalar olusturmak icin mekanik, ultrasonik,
elektrik, hidrodinamik veya lazer-temelli enerji kullanmaya dayanmaktadir (Ibraheem
ve ark., 2014).

*Kimyasal Uygulamalar: Kimyasal uygulamalar viral vektorlerin dezavantajlarinin
iistesinden gelmek icin umut verici alternatifler olarak Onerilmektedirler. Bu
vektorlerin hiicre niikleusuna gen transferini artiran {i¢ amaci vardir. Bunlar arasinda
(1) DNA negatif yiiklerin maskelenmesi, (2) DNA molekiiliinii daha kiigiik hale
getirmek icin sikistirilmasi ve (3) Niikleik asitlerin intraseliiler niikleazlar tarafindan
degredasyonundan korunmasi sayilabilmektedir. Bu hedefler, ya anyonik DNA ve
polikatyonlar arasindaki elektrostatik etkilesimle ya da biyobozunur polimerlerle
enkapsiilasyonuyla veya adsorbsiyonuyla DNA’nin paketlenmesi yoluyla elde

edilebilir (Ibraheem ve ark., 2014).

4.11. Kitozan Hakkinda Genel Bilgiler

Kitozan deniz kabuklularinin iskeletinde bulunan kitinin deasitilasyonu ile elde
edilen katynoki bir polisakkarittir. Baz1 mantar tiirlerinde bulunan kitin, dogada

seliiloza oranla daha yayin bulunan bir polisakkarittir. Kitozan; D-glikozamin ve N-
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asetil-D- glukozamin birimlerinin tekrarlarindan olusan, 1-4 glikozidik bag ile bagli,
biyobozunur bir polimerdir (Onishi ve Machida, 1999).

Kitozan birka¢ fizikokimyasal Ozellikleri ile smiflandirilabilmektedir. Bu
Ozellikler molekiil agirligi, deasetilasyon derecesi, vizkozite ve kristallanme
derecesidir. Kitozanin ¢oziiniirliigii deasitilasyon derecesine ve molekiil agirligina
bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Kitozan asetik asit, sitrik asit, hidroklorik asit,
glutamik asit, aspartik asit ve laktik asit gibi asidik pH’l1 ortamlarda ¢6ziiniirken, nétr

pH ortaminda ¢éziinmemektedir.

Kitin ve kitozan mikroorganizmada bulunan lizozomal enzimler tarafindan
enzimatik yikima maruz kalmaktadir. Bu enzimatik yikim sonucunda glikozamin
aci1ga ¢ikmaktadir. Kitozanin enzimler tarafindan parcalanabilir olmasi ve agiga ¢ikan
iriiniin dogal bir monosakkarit olmasi, bu polimerin farmasotik alaninda kullanilmasi

acisindan 6nem arz etmektedir (Shigemasa ve Minami, 1996).

Dogal bir kitozan polimeri tarim, gida, saglik gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. ila¢ endiistrisinde kitozan siklikla ilag tasiyict sistemlerin
gelistirilmesi sirasinda nanopartikiiler ve mikropartikiiler sistemlerin hazirlanmasi igin
kullanilmaktadir. Kitozan sadece ilag tasimak igin degil ayn1 zamanda niikleik asit
tasinmasinda (pDNA, siRNA, shRNA, miRNA gibi) da en ¢ok kullanilan dogal
polimerlerden bir tanesidir (Katas ve Alpar, 2006). Mumper ve ark., tarafindan ilk defa
1995 yilinda yapilan bir in vitro ¢caligmada pDNA taginmasi i¢in Kitozan potansiyel

tasiyict olarak kullanilmustir.

Kitozan biyouyumlu, diisiik immiinojeniklik ve diisiik sitotoksisite nedeniyle
tercih edilen bir polimer olmakla birlikte aym1 zamanda dogal bir katyonik

polisakarittir. Kimyasal yapis1 Sekil 4.8.’de gosterilmektedir (Chen, 2013).
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Sekil 4.8. Kitozan Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi

Kitozanin katyonik yapisindan kaynakli sahip oldugu pozitif yiiki,
elektrostatik olarak negatif yiiklii olan DNA ile baglanmaktadir. Kitozan ve DNA
arasindaki elektrostatik etkilesim Sekil 4.9.’da gosterilmektedir (Raftery ve ark.,
2013).
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Sekil 4.9. Kitozan ve DNA Arasindaki Elektrostatik Etkilesim

Yapilan caligmalarda kitozanin DNA’ya baglanip pozitif yiikli bir Kitozan-

DNA kompleksinin olusumuna yol agtigi goriilmiis ve viral olmayan gen tedavi
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yontemleri igin bir potansiyel oldugu belirtilmistir (Corsi ve ark., 2003). Yiiksek
konsantrasyonlar altinda dahi toksik olmamasi, kitozani en gok ¢alisilan viral olmayan
vektorlerden biri yapmistir (Ramamoorth ve Narvekar, 2015). miRNA ve kitozanla

ilgili literatiirde sinirli sayida ¢alisma mevcuttur (Safari, vd., 2012).

Viral olmayan vektorlerin biyouyumlu olmasi, giivenir olup diisiik toksisiteye
sahip olmasi, biyobozunur olmasi, serum igerisinde stabil olmasi, kolay tretilmesi,
tiretim maliyetinin diisiik olmasi, gibi avantajlar1 bulunurken toplam aktarim verminin
diisik olmast ve kisa siireli ekspresyon olusturmalar1 dezavantaj olarak

sayilabilmektedir.

4.12. Kitozan ve miRNA Hakkinda Genel Bilgiler

Kitozanin miRNA tasiyicisi olarak kullanildigi ¢ok az sayida yayin mevcuttur.
Kitozanla yapilan ¢alismada (Chen ve ark., 2014), operasyon sonrasi Achilles tendon
iyilesmesindeki problemlerin ¢oziimii i¢in kitozan arastirilmig kitozanin miR-296
ekspresyonunu belirgin oranda artirdigir saptanmistir. Diger bir ¢aligmada akciger
kanseri teshis ve goriintillenmesinde kitozan/miR-155 molekiiler beakon
kombinasyonu kullanilmistir (Zhu ve ark., 2014). Deng ve arkadaslar1 tiglii negatif
meme kanserinde, doksarubisin ve miR-34a igeren hyalunorik asit-Kitozan
nanopartikiillerini kullanmislar, anti-tiimor tedavide olumlu sonu¢ alindigini rapor

etmislerdir (Deng ve ark., 2014)
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Kimyasal Sarf Malzemesi

Amonyum molibdat
Asetik asit

Borik asit
Bromfenol mavisi
Dimetil siilfoksit
DMEM

EDTA

Etanol (absolii)
Etidyum bromiir
Fenol

Featal bovin serum
Formaldehit
Glasiyal asetik asit
Gliserol

Hidrojen floriir
Hidroklorik asit
Kitozan

Kloroform

Metanol

29

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (Israil)
Sigma (ABD)

Riedel de Haen (Almanya)
Sigma (ABD)

Sigma (ABD)

Biological Industries (Israil)
E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)

Fluka (Almanya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)

E. Merck (Almanya)



Sodyum hidroksit
Sodyum kloriir
Tripan mavisi
Tripsin 1:250

Trizma base

5.1.2. Kullanilan Cihazlar

Derin Dondurucu (-20)
Derin Dondurucu (-80)
Distile Su Cihazi
Elektrofez Gii¢ Kaynagi
Etiv

Etiiv

Floresan Mikroskop
Dijjital Fotograf Makinesi
Hassas Terazi
Horizontal Karistirict
Isitic1 Tabla

Invert Mikroskop

Jel Analiz Sistemi

JVC Spot Junior Kamera Sistemi

Karbondioksitli Etiiv

Konfokal Mikroskop

J. T. Baker (ABD)
Sigma (ABD)

E. Merck (Almanya)
Sigma (ABD)

Roche (Almanya)

Argelik (Tiirkiye)

Nuar (ABD)

GFL (Almanya)
EC-Techne (Ingiltere)
Heraeus (Almanya)
Memmert (Almanya)
Olympus BX50 (Japonya)
Olympus (Japonya)
Shimadzu (Japonya)
Velp Scientifica (Italya)
Ika - Werk (Almanya)

Olympus BH40 (Japonya)

Kodak 1D Dijital Science (ABD)

JVC (Japonya)
Sanyo (Japonya)

Zeiss



Laminar Akish Doku Kiiltiirii Kabini

Manyetik Karistiric
Mekanik Karistiric
Mikropipet Seti
Mikrosantrifiij

Mili-Q Su Sistemi
Otoklav

Partikiil Ol¢iim Cihaz
pH Metre

Santrifiij
Spektrofotometre
(Japonya)
Tranmission Elektron Mikroskobu
Terazi

U.V. Transilliiminator
Vertikal Karistirict

Yatay Jel Elektrofez Cihazi

Yiizey Yiikii Olgiim Cihazi

5.1.3. Plasmid miRNA Yapisi

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

Ika — Werk (Almanya)

Gilson (Fransa)

Hettich (Almanya)

Milipore (ABD)

Kermanlar (Tirkiye)

Malvem HSA 3000 (Ingiltere)
WTW (Almanya)

Hettich (Almanya)

Shimadzu BioSpec-1601

Jeol (Japonya)

Sartorius (Almanya)
Vilber Lourmat (Fransa)
Velp Scientifica (Italya)
Atto (Japonya)

Malvern HSA 3000 (Ingiltere)

Tez caligmasinda Okaryotik hiicrelerde anlatim yapabilen pCMV-MIR
(Origene ABD) vektorii kullanilmigtir. pCMV-MIR, 6219 baz ¢ifti uzunlugunda bir

plazmid vektordiir. Yapisinda: Insan CMV erken promotérii olarak “CMYV Promoter”,

insan biliylime hormonu sinyali olarak “PolyA”, yliksek kopya yapilabilmesi ColE1



replikasyon kaynagi olarak “ColE1”, neomisin, kanamisin ve G418’¢ direng
kazandirilabilmesi i¢in “Neor/Kanr”, dahili ribozom giris bolgesi olarak “IRES”, yesil
floresan proteini olarak “GFP”, SV40 artiric1 ve erken promotdrii olarak “SV40 ori”

ve fl bakteriyofaj replikasyon orijini olarak “f1 ori” bulunmaktadir. Plazmid

vektoriiniin haritast Sekil 5.1.’de verilmistir.
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Sekil 5.1. Plasmid Vektoriin Haritas1
5.1.4. Hiicre Hatlar1 Yapisi

Hep 3B: Hep 3B hepatoseliiler karsinomasi olan 8 yasindaki siyahi bir erkek
cocugunun karaciger dokusundan tiiretilmis insan karaciger karsinomu hiicrelerinden

olusan bir hiicre hattidir. Hep3B hiicrelerinin morfolojisi epiteldir. Hep 3B hiicreleri

HBYV viriisii icermektedir.
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Resim 5.1 Hep 3B Hiicre Hatt1 Yapist
(http://lccl.zucmanlab.com/hcc/cellLines/Hep3B, Erisim tarihi: 9 Nisan 2019)

Hep G2: Hep G2 hepatoseliiler karsinomasi olan 15 yasindaki geng bir Kafkas
erkeginin karaciger dokusundan tiiretilmis insan karaciger karsinomu hiicrelerinden
olusan bir hiicre hattidir. Hep G2 hiicrelerinin morfolojisi epiteldir. Yapisinda HBV

virilisli igermemektedir.

Resim 5.2. Hep G2 Hiicre Hatt1 Yapist
(http://lccl.zucmanlab.com/hcc/cellLines/HepG2, Erisim Tarihi: 9 Nisan 2019)
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Yukarida bahsi gegcen Ozellikler Tablo 5.1.°de toplu bir sekilde

gosterilmektedir.

Tablo 5.1. Hep 3B ve Hep G2 Hiicre Hatlarinin Ozellikleri

Hiicre

o Cografi
Hatti Yas | Cinsiyet Etnik Koken | HBV HBC

Koken
Yapisi
Afrikan
Hep 3B 8 Erkek ABD ) + -
Amerikan

Hep G2 15 Erkek ABD Avrupa - -

5.1.5. Besiyerleri ve Cozeltiler

5.1.5.1. Besiyerleri

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

i) 4 X DMEM Czeltisi (-)
DMEM besiyeri 250 ml steril bidistile su igerisinde ¢6ziindiiriilmiis ve 0,22

pum’lik filtreden siiziilerek sterilize edilmistir.

i) Sodyum Bikarbonat Cozeltisi (%10)
100 g sodyum bikarbonat 1 litre steril bidistile su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve

0,22 pm’lik filtreden siiziilerek sterilize edilmistir.

iii) 1 X DMEM Cozeltisi
100 mL serum, 250 mL 4X DMEM (-) ¢ozeltisi, 100 IU/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin ve 5 pg/mL amfoterisin lizerine 20 mL %10 (a/h) sodyum
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bikarbonat ¢ozeltisi eklenerek pH’s1 7,4’e ayarlanmistir. Cozelti hacmi steril bidistile
su ile 1 litreye tamamlanmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda dogrudan bu ¢ozelti

kullanilmustir.

e MEGM™ Mammary Epithelial Cell Growth Medium Bullet Kit

5.1.5.2. Cozeltiler

¢ Elektroforez Yiiriitme Cozeltisi (x10)
6,055 g Tris (50 mM), 82 g Glisin (384 mM) ddH.0O’da ¢6ziilmiistiir. ddH20

ile 200 ml’ye tamamlanmustir.

e Elektroforez Yiikleme Tamponu (x6)

%0,25 Bromfenol Mavisi
%0,25 Ksilen Siyanol
%30 Gliserol

Hazirlanan elektroforez yiikleme tamponu, kii¢iik hacimlere boliinerek 4°C’de
muhafaza edilmistir. Jel elektroforezi ¢alismalar1 esnasinda elektroforez yiikleme

tamponu, 6rnekler ile 1:5 orainda karistirilarak kullanilmastir.

e Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (0,5 M, pH 8)

186,1 g EDTA 800 mL bidistile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Pellet halinde NaOH
eklenerek c¢ozeltinin pH’s1 8’e¢ ayarlanmig ve hacmi 1 litreye tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize

edilmistir. (EDTA mol agirlhig1 = 372.2)
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e Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (%5 (a/h) )
5 g EDTA tartilip 80 mL distile su i¢erinde ¢oziindiiriilmiis, hacmi 100 mL’ye
tamamlanmigstir. Cozeltinin pH’s1 NaOH ile 7,2’ye ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de

1 atmosfer basing altinda 20 dakika sterilize edilmistir.

e Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
0,1 g etidyum bromiir 10 mL distile su igerisinde ¢o6ziindiirtilerek

hazirlanmustir.

e Fenol — Kloroform — izoamil Alkol (25 /24 / 1)

Kristal halde fenol, 65°C’de eritildikten sonra, oksidasyonu dnlemek i¢in son
konsantrasyonu % 0.1 (a/h) olacak sekilde 8-hidroksikinolin eklenmistir. Fenol,
kloroform — izoamil alkol ile karistirilmadan oOnce Tris-HCI tamponu ile
doyurulmustur. Bunun i¢in fenol iizerine esit hacimde 0,5 M Tris-HCI tamponu (pH
8,0) eklenmis ve kuvvetlice karistirilmistir. Fenol ve tamponun iki faz halinde
ayrilmasi i¢in emiilsiyon +4°C’de 60 dakika bekletilmistir. Ustte olusan Tris-HCI faz1
uzaklagtirllmigtir. Ayni islem 0,1 M Tris-HCI tamponu ile fenoliin pH degeri 7,8’den
biiyiik olana kadar tekrarlanmistir. Tris-HCI tamponu ile doyurulan fenol esit hacimde
Kloroform - izoamil alkol (24/1) ile karistirilmis ve tizerine yaklasik 0,1 hacim 0,1 M

Tris-HCI tamponu eklendikten sonra +4°C’de saklanmustir.

e Fizyolojik Fosfat Tamponu (PBS pH 7,4)
2,38 g NazHPO4, 0,190 g KH2PO4 ve 8 g NaCl tartilarak 800 mL bidistile suda
¢Oziindiiriilerek 1000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1 dlgiildmiis

asidik ise Na2HPOQOg4; bazik ise KH2PO4 eklenerek pH 7,4’e ayarlanmustir.

e Glukoz Cozeltisi (0,5 M)
9,01 g glukoz bidistile su igerisinde c¢oziindiiriilerek 100 mL’ye

tamamlanmistir. (Glukoz mol agirligi = 180.2)
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e 5 N Hidroklorik asit (HCI) Cozeltisi
41,44 mL % 37 (a/h)’lik HCI alinip 100 mL’ye tamamlanmaistir.

e Kitozan Cozeltisi

Cozeltilerin hazirlanmasinda molekiil agirligi 70 kDa olan diistik (L) molekiiler
agirlikli kitozan kullanilmastir. 1 g kitozan tartilip 100 mL Tris-asetat tamponu (pH
5,0) igerisinde ¢Oziindiiriilmiistir. Hazirlanan Kitozan ¢o6zeltileri  kompleks

hazirlanmasinda kullanilmaistir.

e Liziz Tamponu
25 mM Tris-PO4 tamponu (pH 7,8)

2mM EDTA
2mMDTT
% 10 Gliserol

%1 Triton X-100

Liziz tamponu 0,22 pm por ¢apina sahip filtre kullanilarak sterilize edilmistir

ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

e RIPA Tamponu
10 mM HEPES, 10 mM KClI, 1,5 mM MgClz, 0,5 mM DTT, %1 NP-40, PMSF,

%25 gliserol, 0,2 mM EDTA igeren tampon hazirlanmistir.
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e Sodyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 7,5)

10.74 g NaoHPO4 150 mL bidistile su icerisinde konsantrasyonu 0,2 M olacak
sekilde ¢ozlindiirilmiistiir. (NazHPO4 mol agirligr = 358,14) 1,56 g NaH,PO4 50 mL
bidistile su igersinde konsantrasyonu 0,2 M olacak sekilde c¢oziindiiriilmistiir.
(NaH2PO4 mol agirligt = 156,01) Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan 0,2 M
NaHPO4 ¢ozeltisinin pH degeri yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan 0,2 M

NaH2POj4 ¢ozeltisi ile 7,5’e ayarlanmistir.

e Tripan Mavisi Cozeltisi (% 0.4 (a/h))
0,4 g Tripan mavisi tartilip PBS igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve hacmi 100 mL’ye

tamamlanmistir.

e Tripsin Cozeltisi (% 0.25 (a/h))
2,5 g Tripsin 1 litre steril PBS (pH 7.4) igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. 0,22
um’lik filtreden siiziilerek sterilize edilmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti -20°C’°de

saklanmustir.

e Tripsin — EDTA Cozeltisi (% 0,05 (a/h) : % 0.05 (a/h))
10 mL % 5 (a/h) EDTA ¢ozeltisinin tizerine 200 mL % 0,25 tripsin ¢ozeltisi

eklenmis, steril PBS pH 7,4 ile hacmi 1 litreye tamamlanmistir.

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

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

hazirlanmasinda 1/5 oraninda seyreltildikten sonra kullanilmistir.
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e Tris—HCI Tamponu (1 M, pH 8,0)

121,1 g Tris, 800 mL bidistile su igerisinde ¢6ziindirilmustir. 5 N HCI
¢ozeltisi ile pH’s1 8’e ayarlandiktan sonra hacmi 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan
Tris - HCI tampon ¢o6zeltisi otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dakika
sterilize edilmistir. (Tris mol agirhg = 121.1)

5.2. Yontem

5.2.1. Plasmid miRNA ile Yapilan Calismalar

Plazmid miRNA olarak tez calismasinda Okaryotik hiicrelerde anlatim
yapabilen pCMV-MIR vektorii kullanilmistir  (Origene, ABD). pCMV-MIR
plazmidine iligkin bilgiler boliim 5.1. Gereg kisminda 5.1.3. Plasmid miRNA Yapisi
baslig1 altinda ayrintil1 bir sekilde verilmistir.

5.2.2. Plasmid miRNA’nin Transformasyonu

Ticari olarak satin alinan plazmid vektor Escherichia coli uygun konak
bakterisine transforme edilmis halde liyofilize diske emdirilmis olarak gelmis ve disk
tizerine onceden 37 °C’a 1sitilmis 1 ml LB besiyeri eklenerek 37°C’da 1 saat siire ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, pDNA’da marker gen olarak yer alan
antibiyotigi iceren sec¢ici besiyerine 0,1 ml hacimde yayma yontemi ile ekim
yapilmistir. Ekim sonrasi petriler, 37°C’daki etiive kaldirilmigtir. Petrilerde gelisen
kolonilerden, gerceklestirilecek ¢alismalarda kullanilmak tizere petri, egri besiyeri ve
gliserine stok almmistir. Alinan stoklardan pDNA izolasyonu ve kontrolleri

yapilmustir.
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5.2.3. Plasmid miRNA’nin izolasyonu

Stoga alinmis pDNA iceren uygun Escherichia coli susundan plazmid DNA
izolasyonu, Birnboim ve Doly’nin modifiye alkali-liziz yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Transforme edilen E.coli susunun 100 pg/ml konsantrasyonda 10
ml LB besiyerinde doygun kiiltiiri hazirlanmistir. Hazirlanan 6n kiiltiirden 1000 ml
antibiyotikli LB besiyerine ekim yapilacak ve 37°C’da 18-24 saat siire ile inkiibasyona

birakilmistir.

Elde edilen doygun kiiltiirler, +4°C, 10000 devir/dakika hizda 10 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢okeltilmistir. Besiyeri kalintilarinin uzaklastirilmas1 amaci
ile 0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) ve 1 mM EDTA iceren STE tamponu
ilavesi ile hiicreler yikanmis, hiicre ¢okeltisi 2,5 mg/ml nihai konsantrasyonda lizozim,
50 mM Glukoz, 25 mM Tris-HCI (pH 8.0) ve 10 mM EDTA (pH 8.0) igeren 1 hacim
Cozelti [ igerisinde siispanse edilmis ve 20 dakika buz icerisinde bekletilmistir. Hiicre
slispansiyonu iizerine, taze hazirlanmis 2 hacim 0,2 N NaOH (10 N NaOH stok
cozeltisinden seyreltilerek) ve % 1,0 SDS (% 10 SDS stok ¢ozeltisinden seyreltilerek)
iceren Cozelti II ilave edilecek ve hafifce karistirilarak hiicrelerin pargalanmasi
saglanmigtir. Hiicre lizati iizerine, 1,5 hacim buzda sogutulmus 5,0 M KAc (60.0 ml),
Glasiyal Asetik Asit (11,5 ml) ve Bidistile H20 (28,5 ml) iceren Cozelti III ilave
edilmis ve lizat buz icerisinde 30 dakika bekletilmistir. Bu asamada hiicre artiklari,
genomik DNA ve proteinlerin 6nemli bir kisminin ¢okelmesi saglanmistir. Lizat, +4
°C, 15000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant hacmi
Olctilerek temiz bir tiipe aktarilmistir. pPDNA’y1 iceren siipernatant {izerine 0.6 hacim
izopropanol ilave edilmistir. Oda sicakliginda 30 dakika bekleme siiresi sonunda

PDNA, +4 °C, 15000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢okeltilmistir.

Cokelti 1 hacim Tris-EDTA (TE, pH 8.0) tamponu ilavesi ile ¢6zlindiiriilmiis,
20 pg/ml nihai konsantrasyonda RNAase A ve ardisik olarak 50 pg/ml nihai
konsantrasyonda Proteinase K ile muamele edilmistir. Enzimatik olarak kismen
saflastirilan pDNA nin {izerine 4 hacim PEG 8000/NaCl (% 13 / 1.6 M) ¢ozeltisi ilave

edilmis ve karisim 3-4 saat buz icerisinde bekletilmistir. Siirenin sonunda pDNA, +4
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°C, 15000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. 1 hacim TE
tamponu ilave edilerek ¢oziindiiriilecek olan pDNA, fenol: kloroform: izoamil alkol
ekstraksiyonunu takiben amonyum asetat (NH4Ac) / Etanol uygulamasi ile +4 °C,
15000 devir/dakika hizda 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Pellet, % 70
etanol ile yitkanmis ve uygun hacim TE tamponu ilave edilerek ¢6ziindiiriilmustiir. Bu
sekilde hazirlanan plazmid DNA stoklari, kiigiik hacimlere boliinmiis,
spektrofotometrik ve elektroforetik kontrolleri yapilmis ve 20 °C’de muhafaza

edilmistir.

5.2.4. Plasmid miRNA’nin Kontrolii

Plasmid miRNA 6rneklerinin miktar tayini, saflik derecesi ve konformasyonel

yap1 kontrolleri spektrofotometrik ve elektroforetik olarak yapilmistir.

5.2.4.1. pDNA’nin Elektroforetik Kontrolii

Agaroz jel elektroforez yontemi; DNA’nin ayirimi, tayin edilmesi ve
saflagtirilmasinda kullanilan standart bir yontemdir. Basit, tekrarlanabilir ve diger
yontemlerle ayrimi yapilamayan hassaslikta DNA fragmanlarina ayrimini
gerceklestirebilecek kapasitededir. Agaroz jeller amaca gore farkli porozitede

hazirlanabilmekte ve farkl sartlar altinda yiiriitiilebilmektedir.

Izole edilen plazmid miRNA nin saflig1, igerdigi formlar ve plazmid yapisinin
dogrulugu agaroz jel -elektroforezi yontemi kullanilarak kontrol edilmistir.
Elektroforez islemi icin %0,8’lik agaroz jel kullanilmistir. Bu amacla agaroz %2 (a/h)
olacak sekilde, 1xTAE igerisinde (RNaz ve DNaz igcermeyen su ile hazirlanan TAE)
kaynatilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Cozeltinin sicakligi 55-60°C’ye indiginde 0.05 pg/ml
final konsantrasyonda niikleik asid boyama soliisyonu (RedSafe™, Intron Biotech.)
eklenmis ve yatay jel kasetlerine dokiilmiistiir. Jelin sogumasina yakin uygun tarak jel

tepsisine monte edilmis ve polimerlesmenin tamamen gergeklesmesi i¢in sogumaya
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birakilmistir. Polimerlesme tamamlandiktan sonra, tarak ve yan destekler dikkatlice
cikarilmis, elektroforez tank sistemi igerisine yerlestirilmistir. Uygulanacak drnekler
ornek yilikleme tamponu ile karistirildiktan sonra tarak ile olusturulan kuyucuklara
aktarilmis ve agaroz jel donduktan sonra 1x TAE tamponu igeren elektroforez tankina
yerlestirilmistir. miRNA 6rnekleri 5:1 oraninda 6xyiikleme tamponu ile karistirilarak
jele uygulanmistir. Elektroforez islemi 200 V / 80 mA sabit elektrik akimi altinda 30
dakikada tamamlanmistir. miRNA bandi UV transilliiminator ile goriiniir hale

getirilmis ve fotografi ¢ekilmistir.

5.2.4.2. pDNA’min Spektrofotometrik Kontrolii

Bu calismada miRNA’larin spektrofotometrede maksimum absorbans
gosterdikleri 260 ve 280 nm dalga boylarinda miRNA’larin absorbanslari 6l¢iilmiis ve

miRNA miktarlar1 ve safliklar1 belirlenmistir.

5.2.5. Kitozan/miRNA Komplekslerin Hazirlanmasi ve Kontrolii

Kitozan, 40 mM Tris-asetat/asetik asit ¢ozeltisinde (pH 5,0) ¢oziindiiriilerek
son konsantrasyonu %1 (a/h) olacak sekilde ¢ozeltisi hazirlanmistir. miRNA ve
kitozan ¢ozeltileri basitce karistirilmis  ve  vortekslenerek — kitozan/miRNA
kompleksleri hazirlanmistir. % 1°lik konsantrasyonda 70 kDa diisiik molekiil
agirhigina sahip kitozan (10mg/ml) ile miRNA (0,5pg/ul) belli oranlarda karistirilarak
agirlik¢a 0.5/1, 1/1, 2/1, 5/1 oranlarinda kompleksler hazirlandi. Kompleks olusumu
icin oda sicakliginda 1 saat beklenmistir. Kompleks hazirlanmasi siiresince,
miRNA’larin hacmi sabit tutulmus ve kitozan soliisyonunun hacmi teorik yiik oranim
(+/-) (aminin fosfat gruplarina molar oran1) ayarlamak i¢in degistirilmistir. Her bir

kompleks 3 seri halinde hazirlanmastir.

42



5.2.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olusumunun Goriintiilenmesi

Hazirlanan kompleksler % 2°lik (a/h) konsantrasyonda hazirlanmis olan agaroz
jelinde elektroforez yontemiyle incelenmistir. Kompleks olusumu ig¢in 1 saat
beklendikten sonra %2’lik jele uygulandi. Elektroforez igslemi 200V/80mA sabit akim
altinda 30 dakikada tamamlanmistir. miRNA, niikleik asid boyama soliisyonu ile
boyanarak UV 15181 altinda goézlenmistir. Olusan jel resmi dijital kamera ile

goriintiilenmis ve kompleks olusumu incelenmistir.

5.2.5.2. Komplekslerin Partikiil Biiyiikliigii Degerlerinin Ol¢iilmesi

Komplekslerin partikiil biyiikliikleri, cihaza (Malvern Instruments, UK)
entegre partikiil 6lger birimiyle, pH 7.4 PBS tamponu igerisinde 6l¢iilmiistiir. Her biri
on ayr1 Ol¢lim degeri veren {i¢ ayr1 6rnekte dl¢lim yapilmistir. Komplekslerinin yani

sira serbest miRNAnin da partikiil biiytikliigii 6l¢iimleri yapilmistir.

5.2.5.3. Komplekslerin Zeta Potansiyel Degerlerinin Ol¢iilmesi

Komplekslerin zeta-potansiyel degerleri elektroforetik mobilitelerini dlgen
zeta Olger (Malvern Instruments, UK) cihazinda dl¢iilmiistiir. Sonuglar Malvern PCS
versiyon 4.41 yaziliminda hesaplanmustir. Olgiim cam kiivetlerde, 25°C” de ve PBS
pH 7.4 tamponunda yapilmistir. Her biri on ayr1 6l¢lim degeri veren ii¢ ayr1 drnekte
Olgtim yapilmistir. Komplekslerin yani sira serbest miRNA’nin da zeta-potansiyel

degeri Olclilmiistiir.
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5.2.5.4. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Seruma Kars1 Stabilitesinin

Incelenmesi

Ciplak miRNA, kitozan/miRNA kompleksi lizerine %10 fetal bovine serum
eklenerek 37°C’de inkiibe edilmis ve daha sonra 150 mM NaCl ¢6zeltisi eklenmistir.

Belli zaman araliklarinda 6rnekler alinmis ve elektroforetik olarak degerlendirilmistir.

5.2.6. In Vitro Transfeksiyon Calismalari

5.2.6.1. Hiicre Kiiltiirii Pasaji ve Hiicre Kiiltiiriiniin Devamhliginin Siirdiiriilmesi

Cahismalan

Icerisinde mir-7 barindiran Kitozan kompleks formiilasyonlarinin in vitro
transfeksiyon g¢alismalarinda Hep 3B ve Hep G2 hepatoselliiler karsinoma hiicre
kiiltiirleri kullanilmastir. Hiicre kiiltiirlerine iliskin bilgiler 5.1. Gereg¢ boliimiinde 5.1.4.
Hiicre Hatlar1 Yapisi baslig altinda detayl bir sekilde verilmistir.

In vitro transfeksiyon ¢alismalar1 T-25 cm? hiicre kiiltiirii siseleri ile 6 ve/veya
24 kuyucuklu plate kullanarak gergeklestirilmistir. Hiicre pasajlar1 ve hiicre
kiiltiiriiniin devamliliginin saglanmasi ¢calismalarinda, Hep 3B ve Hep G2 hiicre hatlar1
icin % 10 fetal bovin serum, 100 mM L-glutamin ve 100 mM antibiyotik ¢ozeltisi
iceren 0,22°lik filtre kullanilarak steril edilmis DMEM doku kiiltiirii besiyeri
kullanilmistir. In vitro transfeksiyon c¢alismalarinin ilk agamalarinda, belirtilen doku
kiiltiirli besiyeri, serum ilavesiz olarak kullanilmistir. Belirli zaman araliklarinda hiicre
saymmi ve canlilik tayini yapilmistir. Pasajlama islemi hiicrelerin yogunluguna bagl
olarak 1-2 giinde bir yapilmistir. Pasajlama igin besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan
sonra kalan hiicre tabakas1 5 ml steril PBS (pH 7.4) tamponu ile 2 kez yikanmustir. 1ml
tripsin:EDTA (%0.05:% 0.05) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 37°C’ de 2-3 dakika kadar
bekletilerek hiicre Kkiiltiir sisesine tutunmus haldeki hiicrelerin tamamen kalkmasi

saglanmistir. Hiicre tabakasinin tamamen dagildigr invert 151k mikroskobu ile
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gozlenerek onaylanmistir. Daha sonra hiicrelerin iizerine 5 ml taze besiyeri ilave
edilmis ve birka¢ kez pipetaj yapilarak hiicre kiimelerinin ayrilmast saglanmistir.

Kiiltiirler % 5 karbondioksit ve % 98 nem igeren 37°C’lik etiivde inkiibe edilmistir.

5.2.6.2. Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in hiicreler tek tabaka halinde biiyiitiilmiistiir. Hiicre ekim
islemi i¢in yontem 5.2.6.1. Hiicre Kiiltiirii Pasaj1 ve Hiicre Kiiltiiriiniin Devamliliginin
Stirdiiriilmesi Calismalart bagliginda belirtildigi sekilde tripsinize edilen hiicrelerin
tizerine 5 ml besiyeri eklenmis ve 1000 rpm’de 4 dakika santifiij edilerek hiicreler
coktiiriilmistiir. Siipernatant atilmis ve ¢okelti halindeki hiicreler 1 ml besiyeri
igerisinde tekrar dagitilmistir. Steril bir ependorfa 100 pl hiicre slispansiyonu, 400 pl
besiyeri ve 500 ul % 0.4°’liik tripan mavisi ¢ozeltisi konmustur. Hiicreler Thoma
laminin 16 biiytik karelik alaninin en iist ve en sag ¢izgisi disinda kalan alan iizerindeki
toplam Olii ve canli hiicre sayisi seklinde ters fazli mikroskoptan gozlenerek
saytlmistir. Bu igslem Thoma lammin diger 16 biiyiikk karelik bolmesi icin de
tekrarlanmigtir. Ortalama hiicre sayis1 hesaplanmistir. Hiicre sayist i¢in asagidaki

formiil kullanilmastir.

Hucre Sayist Ortalama Hicre Sayist
ml B 10-*

* (Dillisyon Faktori = 10)

6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagina her bir kuyucuga 2x10° tane hiicre ekimi
yapilmistir. Hiicreler bir gece 37 °C’lik COz inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. miRNA
ile transfeksiyon isleminden once hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve
soguk PBS ile yikanmistir. Daha sonra 1 ml serumsuz taze besiyeri ilave edilmistir.
Her bir hiicre hatt1 i¢in ayr1 hazirlanan kompleksleri besiyerine pipetleyerek siispanse
edilmis ve kompleksin besiyerinde esit dagilmasini saglamak i¢in yaklasik 1 dakika

orbital calkalayicida karismasi saglanmistir. Transfeksiyondan 4 saat sonra 1 ml
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serumlu besiyeri ilave edilmis ev transfeksiyonunun 48. saatinde transfeksiyon

kontrolleri yapilmig ve tayinler yiirttiilmiistiir.

5.2.6.3. Sitotoksisite ve Hiicre Proliferasyonu Calismalari

Kitozan/miRNA-7 kompleks formiilasyonlarinin Hep 3B ve Hep G2 hiicre
hatlarma sitotoksik etkisinin olup olmadig1 ve komplekslerin hiicre proliferasyonuna
etkileri MTT (3,4,5,dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum) ve BrdU testi ile
belirlenmigtir. MTT testi, indirekt olarak hiicre biiyiimesi ve/veya hiicre 6limiinii
degerlendirmeyi amaglayan, hiicre kiiltiirii esasina dayanan bir duyarlik testidir. Canli
hiicrelerde bulunan mitokondrial dehidrojenaz enziminin tetrazolyum halkasina uguk
sar1 renkli MTT nin baglanmasi ile olugan koyu renkli formazan kristallerin teshisine

dayanmaktadir.

Hiicreler 96 kuyucuklu plate 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.
Uzerine 100 pl besiyeri (antibiyotiksiz 1XDMEM) ilave edilip bir gece inkiibasyona
birakilmistir, daha sonra besiyeri kaldiril ve hazirlanan kompleksler 50 ul serumsuz
besiyerinde siispande edilerek ilave edilmistir. 4 saat sonra 50 pl %10 serumlu besiyeri
ilave edilmis ve 48 saat 37 °C’da %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda
hiicrelerin tizerine 10 ul WST-1 hiicre proliferasyon ajani ilave edilerek 37 °C’da 4
saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 1 dakika boyunca yatay c¢alkalayicida
calkalanmasi saglanmig ve 6rnekler 440 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
absorbans degerleri ol¢iilmiis ve degerlendirilmistir. Yontem iireticinin protokoliine

uygun olarak yapilmustir.

5.2.6.4. mTOR’un ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Yontemi ile

Incelenmesi

Hiicre kiiltiir stispansiyonunun siipernatantinda mTOR tayini ELISA yontemi
ile iiretici protokoliine uygun olarak yapilmistir (BTLaboratory, China). Protokol

adimlar1 asagida yer almaktadir.
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1. Tim reaktifler, standart ¢cozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirilmis olup test

oda sicakliginda yapilmistir.

2. Standart ¢ozeltiler bahsedildigi sekilde hazirlanmis ve kuyucuklara 50ul
olacak sekilde eklenmistir. Standart ¢ozeltiler biyotinlenmis antikor icerdiginden

standart ¢ozelti icerek kuyucuklara antikor eklenmemistir.

3. Iki farkls hiicre hatti dikkate alinarak numune kuyucuklarina 40ul eklenmis
ve daha sonra numune kuyucuklarina 10ul anti Raptor antikoru ekleymistir. Bunun
ardindan da numune kuyucuklarina ve standart ¢ozelti igeren kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP eklenmistir. Plakay1 bir sizdirmazlik maddesi ile ortiinmiistiir. 37
°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.

4. S1izdirmazlik maddesi ¢ikarilmis olup tiim kuyucuklar 5 kez yikama tamponu
ile yikanmistir. Her yikama i¢in en az 0,35 ml yikama tamponu kuyucuklara eklenmis

ve 30 saniye ile 1 dakika arasinda muamele edilmistir.

5. Her kuyucuga 50ul substrat A ¢ozeltisi eklenmistir ve daha sonra her
kuyucuga 50ul substrat B ¢ozeltisi eklenmistir. Karanlikta 37 °C'de 10 dakika boyunca

yeni bir s1izdirmazlik maddesi ile kapali sekilde inkiibe edilmistir.

6. Her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklenmis ve mavi rengin hemen

sartya dondiigii gozlemlenmistir.

7. Durdurma c¢ozeltisini ekledikten sonra 10 dakika ig¢inde 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her oyugun optik yogunlugunu (OD

degeri) belirlenmistir.

miRNA transfeksiyonu ile mTOR sekresyonunun inhibisyonu (%),
numunelerdeki mTOR’un kontrolle karsilastirilmasiyla hesaplanmistir.  Tiim

calismalar ii¢ kere tekrarlanmis ve standard sapmalari () hesaplanmustir.
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5.2.6.5. Invazyon Yontemi

Kuyularin igerisine 6ncelikle 500 mL PBS koymus ve hiicreler kaldirmadan
hizlica ¢ekilmistir. Bunun tizerine 200 mL tripsin eklenerek yaklasik 2-3 dakika
hiicrelerin yiizeyden kalkmasi i¢in beklenmistir. Tripsin kuyular icerisinde yer alirken
tizerine 300 mL serumsuz besiyeri eklenmistir. Tiim kuyunun i¢inde kenar ve orta
bolgelerinden kdplirtmeden pipetaj yapilmistir. Akabinde 300 mL serumsuz besiyeri
koyup karigtirilmistir. Bu karisim chamber’in i¢ kismina dik bir sekilde orta bolgeden
koyulmustur. Serumlu besiyeri de chamber’in dis kismina yaklasik 600 mikrolitre
olarak sekilde eklenmistir. Bu sekilde 1 gece inkiibasyona birakilmstir. isleme devam
edebilmek icin 6ncelikle formaldehit ¢dzeltisi seyreltilmistir. Ug tane 250 mL’lik
beher alarak iki tanesine yaklasik 150 mL kadar PBS doldurulmustur. Etiivde bulunan
insert’lerden i¢ kisimda yer alan chamber alinmis ve igindeki karisim bos olan behere
bosaltilmigtir. Chamber sonra PBS’te sirasiyla iki kere yikanmistir. Bunun ardindan
seyreltilen formaldehit ile fikse edilmistir. Seyreltilmis formaldehit 1 mikrolitre
chamber icine, 1 mikrolitre chamber digina olacak sekilde kuyulara eklenmistir. Bu
islem i¢in yaklagik 2 dakika kadar beklemis ve i¢ kisimda yer alan chamber bosaltilmig
ve 2 kere PBS ile ytkanmustir. I¢ kisimda yer alan chamber’1 kuyuya yerlestirmeden
once kuyuda kalan formaldehit pipetle ¢ekilmistir. Bunun ardindan 1 mL i¢ chamber,
1 mL dis chamber olmak {izere Giemsa ile boyama siirecine gec¢ilmistir. Bunun
sonucunda gog etmeyen hiicreler kaldirilarak, gé¢ eden hiicrelerin invert mikroskopta

sayimi yapilmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

5.2.6.6. Apoptoz Calismasi

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden
biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde
plasma membraninin i¢ kisminda lokalize olan PS molekiilleri, apoptozun erken
asamasinda fosfatidilserin plasma digina transloke olur ve hiicrenin dis yilizeyinde
ortaya ¢ikar. Bu yer degistirme, hiicre membran biitlinliigliniin bozulmadig1, apoptotik
hiicre 6liimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Bu yontemde Annexin V proteini,
floresan bir madde olan FITC ile isaretlenerek apoptotik hiicreler igin fosfatidilserini

saptayan ve hiicreleri gorliniir kilan bir prob olarak kullanilmis ve FITC-Annexin V
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kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma oram1 “Flow Sitometri”
yontemi ile dl¢lilmiistiir. Apoptoz deneyi i¢in 6 kuyucuklu well-plate’e HepG2 hiicre
hattindan ekim yapilmis ve 24 saat inkiibe edildikten sonra hazirlanmis olan
kitozan/miR-7 kompleks formiilasyonlari, 1500 pl serumsuz besiyeri ile karigtirilarak
kontrol kuyular1 hari¢ her bir kuyuya ilave edilmistir. 4 saatlik inkiibasyon siiresini
takiben kontroller de dahil tiim kuyucuklara 150 pl serum ilavesi yapilmistir. Plate
ekimi yapilan hiicreler 48 saat inkiibe edilmelerini takiben, hiicreler itizerinden
besiyerleri uzaklastirilmistir. Uzerlerine 500 pl Tripsin-EDTA ilave edilmis ve
tripsinin aktivasyonu igin 2-3 dk bekletilmistir. Takiben kuyulardaki tripsin ve
hiicreler ayr1 ayr1 eppendorflara alinarak tizerlerine 1 ml PBS eklenmistir. PBS ile iki
kez yikama igleminin ardindan hiicre ¢okeltilerinin iizerine 1 ml 1XAnnexin Binding
Buffer ilave edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlarinin her birinden 100 pl
alinarak, tizerlerine 5 ul Annexin V-FITC eklenmis ve eppendorflar 15 dakika siireyle
karanlik bir ortamda, oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon periyodunu
takiben, 400 pl daha 1XAnnexin Binding Buffer ilavesi yapilarak Flow Sitometri

yontemiyle 1 saat igerisinde analiz edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. miRNA Calismalarina Iliskin Bulgular

6.1.1. miRNA’larin Hazirlanmasina iliskin Bulgular

miRNA’lar yontem 5.2.1. Plasmid miRNA ile Yapilan Calismalar basliginda
belirtildigi gibi son konsantrasyonu 50 nmol olacak sekilde 1XshRNA tamponu

igerisinde ¢oziilmiistiir.

6.1.2. miRNA’larin Kontroliine iliskin Bulgular

6.1.2.1. miRNA’larin Elektroforetik Kontroliine Iliskin Bulgular

miRNA’lar yapisal olarak yontem 5.2.4.1. pDNA’nin Elektroforetik Kontrolii
basliginda belirtildigi sekilde agaroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir.
miRNA stoktan 5 mL c¢ekilmis, iizerine 95 mL TE eklenmistir. Bunun icerisinden

sirasi ile 2, 4 ve 6 mikrolitre kuyulara yliklenmistir.

Resim 6.1. Farkli Miktardaki miRNA’larin Agaroz Jeldeki Goriintimii
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6.1.2.2. miRNA’larin Spektrofotometrik Kontroliine iliskin Bulgular

Yontem 5.2.4.2. pDNA’nin Spektrofotometrik Kontrolii basliginda belirtildigi
sekilde miRNA’lar maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda spektrofotmetrik
olarak incelenmistir. Liyofilize miRNA’larin nanomolii molekiil agirlig1 ile carpilarak
mikrogram miktarlar1 hesaplanmis ve aynmi oranda seyreltilmistir. Bu hesaba gore
toplam hacimden 1pg miRNA ile yapilan spektrofotometrik Olglim degerleri
(A260/280 ve DNA konsantrasyonu) Tablo 6.1.’de verilmistir.

Tablo 6.1. Spektrofotometrik Olgiim Degerleri

Spektrofotometrik Ol¢iim

Al/A2 1,9896
DNA Konsantrasyonu (ng) | 1,1477

Teorik olarak hesaplanan miRNA konsantrasyonlart spektrofotometre ile

dogrulanmustir.

6.2. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Hazirlanmas1 / Kontroliine fliskin

Bulgular

6.2.1. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Hazirlanmasi

Kitozan/miR-7 kompleksleri yontem 5.2.5. Kitozan/miRNA Komplekslerin

Hazirlanmasi ve Kontrolii baghiginda belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
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6.2.2. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Kontroliine Iliskin Bulgular

6.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile Kompleks Olusumunun Goériintiilenmesine

Mliskin Bulgular

miRNA igeren Kitozan komplekslerine iliskin elektroforetik inceleme bulgulari
Resim 6.2’de verilmistir. Kompleks olusumunun agaroz jel elektroforezi ile
incelenmesinin sonucunda sentetik miRNA ile kitozan arasinda %0,25’lik ¢alisma
formiilasyonu igerisinde tam kompleks olusumu 1/1 ve 2/1 oranlarinda gézlenmistir.
0,5/1 oranindaki komplekste ise kismi kompleks olusumu goriilmiistiir. %0,10’luk
calisma formiilasyon icerisinde ise tam kompleks olusumu gosteren bir oran

gozlenmemistir.
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Resim 6.2. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Elektroforetik Goriinimii

0.5/1
21

-
~
w

Resim 6.2.’de verilen (A) gorselinde %0,10'luk Kitozan-pDNA c¢alisma
formiilasyon oranlarinin elektroforetik goriiniimii, (B) gorselinde ise %0,25'lik
Kitozan-pDNA ¢alisma formiilasyon oranlarinin elektroforetik  gdriiniimi

gosterilmistir.
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6.2.2.2. Komplekslerin Partikiil Biiyiikliigii Degerlerinin Ol¢iilmesine liskin

Bulgular

Serbest miIRNA-7 ve kitozan/miRNA komplekslerinin partikiil biiytkligi

Ol¢lim sonuglar1 Tablo 6.2.’de verilmistir.

Tablo 6.2. miRNA ile Hazirlanan Kompleks Formiilasyonlarina, Serbest

miRNA’lara ve Kitozana Ait Boyut ve Yiizey Yiikii Ol¢iim Sonuglart

Zeta Potansiyeli Partikiil Boyutu d.nm
Formiilasyonlar Oran
mV(£SD) (£SD)
0,5/1 0,85+0.5 1705+ 8

1/1 575+1.2 2543+ 12
Kitozan/miR-7

2/1 18,8 £ 0.6 305,6 £ 26

5/1 272+0.2 410,4 + 50

Kitozan - 27.844.21 416 + 15

Serbest miR-7 - -10.6 £0.7 -

Yapilan Ol¢limlerde, kitozan/miR-7 formiilasyonlarmin partikiil boyutlari

170,5 = 8 nm ile 410,4 + 50 nm arasinda degistigi saptanmustir.

6.2.2.3. Komplekslerin Zeta Potansiyel Degerlerinin Olciilmesine iliskin Bulgular

Kitozan/miRNA kompleksleri ve serbest miRNA’ya ait zeta potansiyel 6l¢iim
sonuclar1 Tablo 6.2.’de verilmistir. Yapilan dl¢iimler sonucunda, serbest miR-7’lerin
negatif yiizey yiik yogunluguna sahip oldugu gézlenmistir. 1/1 ve 2/1 (+/-) oraninda
hazirlanmis olan formiilasyonlarin pozitif yiik yogunluguna sahip olduklar1 ve zeta

potansiyel degerleri kitozan/miR-7 kompleksleri i¢in 0,85-27,2 mV arasinda degistigi

saptanmustir.
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6.2.2.4. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Serum Stabilitesine Iliskin Bulgular

Komplekslerin serumun pargalayic1 etkisine karsi stabilitesini belirlemek
tizere; yontem 5.2.5.4. Kitozan/miRNA Komplekslerinin Seruma Kars1 Stabilitesinin
Incelenmesi basliginda belirtildigi sekilde serbest miRNA ve kompleks formiilasyonu

ile serum stabilite ¢alismasi yapilmustir.

Stabilite ¢aligmas1 6ncesinde miRNA’larin ve hazirlanan komplekslerin agaroz

jel elektroforezinde elektroforetik kontrolii yapilmuistir.

6.3. In Vitro Transfeksiyon Cahsmalarina iliskin Bulgular

6.3.1. Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon Calismalar

Transfeksiyon Oncesinde hiicre ekimi ve transfeksiyonu yontem 5.2.6.2.
Transfeksiyon Oncesi Hiicre Ekimi ve Transfeksiyon bashginda belirtildigi sekilde
yapilmustir.

6.3.2. Transfeksiyon Kontrol Calismalari

Kitozan/miRNA-7 kompleksleri Hep 3B ve Hep G2 hiicre hatlarina verilerek
komplekslerin igerisindeki lokalizasyonlar1 floresan ve konfokal mikroskop ile

incelenmistir.

S6z konusu hiicre hatlarinda Rhodamin filtre ile floresan mikroskop altinda
alinan goriintiilere goére tim hiicrelerde kitozan tasiyicist  ile miRNA
transfeksiyonunda transfeksiyon etkinligi gozle tespit edilmis ancak yiiksek verimde

olmamasi sebebi ile fotografi ¢ekilmemistir.
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6.4. Protein Ekspresyonunun ELISA Yontemi ile Tayinine iliskin Bulgular
6.4.1. m‘TOR’un ELISA Yéntemi ile Tayinine Iliskin Bulgular
Hep 3B ve Hep G2 kanserli hiicre hatlarinda kitozan/miR-7 transfeksiyon

sonrasi hiicrelerdeki mTOR miktarin1 6lgmek amaci ile yontem 5.2.6.4.’te belirtildigi

gibi ELISA tayini yapilmustir.

ELISA Yontemi Standart Egri

3,5

w
1

y =0,0012x + 0,3581
R?=0,9881

Absobans (450nm)
= n
= w N w

2
wn

0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0 3000,0
Konsantrasyon ng/L

Resim 6.3. Standart Cozeltilerin Konstrasyon Degerlerine Karsilik Gelen

Absorbans Degerlerine Iliskin Standart Egri

Yapilan ELISA tayini sonucunda; Hep3B hiicre hattinda kitozan/miR-7 1/1 ve
2/1 formiilasyon oranina sahip kompleksinde transfeksiyon sonrast mTOR sirasiyla
%14 ve %5 oraninda azaldigi gozlenmistir. HepG2 hiicre hattinda kitozan/miR-7 1/1
ve 2/1 formiilasyon oranina sahip kompleksinde transfeksiyon sonrasi ve timor
kontrol grubunda mMTOR protein miktar1 kiyaslandiginda mTOR seviyesi

transfeksiyon sonrasinda sirasi ile %7 ve %9 oraninda arttigi gézlenmistir.
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Sekil 6.1. Tiimor Hiicrelerinde Tedavi Oncesi ve Sonrasi Arasinda mTOR

Ekspresyonunun Karsilastiriimasi

6.5. Sitotoksisite ve Hiicre Proliferasyonu Cahsmalarina iliskin Bulgular

Sagliklt hiicre hatt1 (L-929) ve kanserli hiicre hatlarinda (Hep 3B ve Hep G2)
yapilan hiicre proliferasyon ¢aligmasi 5.2.6.3. Sitotoksisite ve Hiicre Proliferasyonu

Calismalar1 baslhiginda belirtildigi gibi yapilmistir.

Sekil 6.2.’de MTT ve Sekil 6.3.’de BrdU calismalarinin bulgularina gore,
saglikli hiicre hatti 1.929 fare fibroblast hiicresinde kitozan/miR-7 1/1 oranindaki
formiilasyonu pozitif kontrole gore degismedigi ancak kitozan/miR-7 2/1 oranindaki
formiilasyonu pozitif kontrole gére proliferasyonu artirdig: tespit edilmistir. Hep 3B
hiicre hattina uygulanan Kkitozan/miR-7 1/1 oranindaki formiilasyonunun hiicre
proliferasyonunu  kontrole gore azalttigi, kitozan/miR-7 2/1  oranindaki
formiilasyonunun hiicre proliferasyonunu kontrole gore artirdig1 gézlenmistir. Hep G2
hiicre hattina uygulanan kitozan/miR-7 1/1 oranindaki formiilasyonunun hiicre
proliferasyonun kontrole gore degismedigi, Kkitozan/miR-7 2/1 oranindaki

formiilasyonunun hiicre proliferasyonunu kontrole gore artirdigi gézlenmistir.
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Sekil 6.2. Saglikli ve Kanser Hiicre Hatlarinda Yapilan Hiicre Proliferasyon Caligsmasi
(MTT)
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Sekil 6.3. Saglikli ve Kanser Hiicre Hatlarinda Yapilan Hiicre Proliferasyon Calismasi
(Brdu)
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6.6. Invazyon Cahsmalarna iliskin Bulgular

Invazyon testi yontem 5.2.6.5."te belirtildigi sekilde yapilmistir. Tiimér kontrol
grubu, kitozan/miR-7 kompleksleri i¢in 1x10° hiicre / insert olacak sekildle DMEM
besiyeri ile siispande edilmis, 8 um por filtreye sahip insertlere ekim yapilmistir.
Hiicreler tutunduktan sonra besiyeri kaldirilmis ve 1 mL serum free besiyeri i¢erisinde
kompleksler siispande edilerek inserte eklenmistir. 24 saat sonra %4 Paraformaldehit
(PFA) ile fiksasyon ve giemsa ile boyanmasinin ardindan hiicre hatlarinda invazyon

bulgularina ait goriintiiler Resim 6.4’te verilmistir.

Resim 6.4. HepG2 Hiicre Hattinda Kitozan/miRNA Transfeksiyonu Sonrasi Invazyon
A: Kontrol B: 1/1 Formiilasyon C: 2/1 Formiilasyon
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6.7. Apoptoz Calismalarina fliskin Bulgular

Apoptoz ¢alismas1 yontem 5.2.6.6.’te belirtildigi sekilde yapilmis ve sonuglar
Resim 6.5°te verilmistir.
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Resim 6.5. HepG2 Hiicre Hattinda Kitozan/miRNA Transfeksiyonu Sonras1 Apoptoz
A: Kontrol B: 1/1 Formiilasyon C: 2/1 Formiilasyon
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7. TARTISMA VE SONUC

2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayimlanan raporda kanserin
diinya genelinde 6liime neden olan birinci hastalik grubu oldugu belirtilmistir. Kanser
asir1 hizli yayilim gostermesi 6zelliginden dolay: tedavisi oldukga zor bir hastaliktir.
Yayilim konusunda agresif bir kanser tiirli oldugu bilinen HCC, 2018 yilinda diinya
genelinde en sik tan1 konan altinci kanser olup kanser ile alakali 6liimlerde ise ti¢lincii
sirada yer almaktadir. Etiyoloji ve insidansi cografi bolgelere gore farklilik

gostermektedir.

Kanser tedavisinde standart olarak kabul edilen kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi yontemlere ek olarak asilar, biyolojik, hormonal, hedeflenmis ve gen terapiler
giderek sik bir sekilde kullanilmaktadir. Bu farkli olan tedavi yontemlerinin ortak bir
amaci ise tiimoriin biiylimesini kontrol altina alarak yok edilmesini saglamaktir. Fakat
bu siire¢ yan etkiyi de beraberinde getirmektedir. Bu sebeple son yillarda kanser

tedavisinde yeni bir segenek olarak gen tedavisi yaklagimlar aragtirilmaktadir.

Basarili ve etkin bir gen tedavisi i¢in genlerin hiicre igerisine tasiyici sistemler
ile aktarilmalar1 gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda 6nemli sonuglar elde
edilse de viral gen tasiyici sistemlerde gézlemlenen olumsuzluklar nedenleriyle; son
yillarda viral olmayan gen tasiyici sistemler {izerine yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir.
Katyonik 6zellik gdsteren lipidler ve polimerik tasiyici sistemler gen tasiyici sistemler
olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, dogal bir katyonik polimer olan Kitozan
kullanilarak plasmid bazli kitozan/miRNA-7 kompleksleri hazirlanmis ve bu
komplekslerin in vitro olarak hepatoselliiler karsinoma hiicre hatlarindaki (Hep G2 ve

Hep 3B) etki mekanizmasi aragtirilmistir.

Gen aktarimi i¢in  kullanilacak tasiyict  vektoriin - fizikokimyasal
karakterizasyonu yapilarak, serum stabilitesi, hiicre proliferasyonuna etkisi
(sitotoksisitesi), transfeksiyon etkinligi degerlendirilmisti. mTOR geninin
ekspresyonunu baskilayacak miRNA kodlayan plasmid DNA’nin hiicreye
transfeksiyonunu saglayacak tasiyici sistem iki farkl ylizdeye (90,25 ve %0,10) sahip
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olarak hazirlanmistir. Bu amagla miR-7’nin elektroforetik ve spektroforetik yontemle
kalite kontrolleri yapilarak, kitozanla kompleksleri hazirlanmistir. Denenen farkli N/P
oranlarinda (0.5/1, 1/1, 2/1, 5/1) tam kompleks olusumu Resim 6.2.”de goriildiigl gibi
katyonik bir dogal polimer olan kitozan negatif yiiklii pDNA ile elektrostatik etkilesim
gostererek kompleks olusturulmustur. miRNA ile kitozan arasinda %0,25°lik ¢alisma
formiilasyonu igerisinde tam kompleks olusumu 1/1 ve 2/1 oranlarinda gézlenmistir.
Daha sonra komplekslerin boyut, yiizey yiikkii Ol¢iimleri ve serum stabiliteleri
calisilmistir. Tablo 6.2.°de goriildiigii gibi kitozan miR-7 komplekslerinin boyutlar
170,5 = 8 nm ile 410,4 £ 50 nm arasinda; zeta potansiyel degerleri ise 0,85-27,2 mV
arasinda degismektedir. Hiicre membrani negatif yiike sahiptir ve hazirlanan polimerik
tastyicinin ylizey yiikiiniin pozitif olmasi hiicre membrani ile etkilesimini saglayarak,
aktarilan genetik materyalin hiicre i¢ine girmesini kolaylastirmaktadir (Ulasov ve ark.,
2011; Raftery ve ark., 2013).

Calismalar sirasinda kullanilacak terapdtik etkili pDNA i¢in saflik tayini
yapilmistir. A260/280 orani DNA’nin safligini géstermekte ve saf DNA ¢ozeltilerinin
260/280 oran1 1.8-2 arasinda yer almaktadir. (Chiang ve ark., 2005). Calismada izole
edilen pDNA’larin saflig1 bu aralikta bulunmustur.

Transfeksiyon calismalar1 kapsaminda; transfeksiyon islemi sonrasi hiicreler
floresan mikroskop altinda degerlendirilerek, gen aktarimi verimin diisiik olmasina
ragmen basarilabildigi, yesil floresan protein ekspresyonunun goézlendigi

formiilasyonlar formiilasyonlar iizerinden deneylere devam edilmistir.

Hiicre proliferasyon hizinin  belirlenmesi  timoriin -~ parametrelerinin
anlagilmasinda olduk¢a onemlidir (Gokhan Terzioglu, 2013). Hiicre proliferasyon
testleri DNA sentezi, metabolik aktivite ve ATP igeriginin olgiimlerine bakilarak
yapilan testlerdir. DNA sentezinin belirlenmesine dayali hiicre proliferasyon testinde
floresan 6zellikli BrdU kullanilmig olup bdylece hiicre proliferasyonu timidin
analoglarinin yeni sentezlenen DNA’ya katilimi {izerinden izlenebilmektedir.

Metabolik aktivite temelli proliferasyon testi ise bir tetrazolyum tuzu olan MTT nin

61



hiicre tarafindan kullanilmasina dayanmaktadir. Bu c¢alismada hazirlanan
formiilasyonlarin in vitro sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi yapilan MTT ve BrdU
testi sonucunda belirlenmistir. On ¢alisma olarak pDNA ile hazirlanan komplekslerin
hiicre sitotoksisitesi tizerine etkileri 6l¢iilmiistiir. MTT ve BrdU testi sonucunda; Hep
G2 ve Hep 3B hiicre hattina uygulanan kitozan/miR-7 1/1 oranindaki
formiilasyonunun hiicre proliferasyonunu kontrole gore azalttigi, kitozan/miR-7 2/1
oranindaki formiilasyonunun hiicre proliferasyonunu kontrole gore artirdig

gbzlenmistir.

Daha sonra hazirlanan kompleksler i¢inde iki farkli N/P oran1 olan 1/1 ve 2/1
orani segilerek in vitro hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda kullanilmistir. Belirlenen dozda
kitozan/miRNA komplekslerinin uygulanmasindan sonra miR-7’nin anjiyogenez
mTOR etkisini saptamak icin mTOR tayini ELISA yontemi ile yapilmistir. mTOR
tayini bulgularma gore Sekil 6.1.°de goriildigii gibi Hep 3B hiicre hattinda
kitozan/miR-7 1/1 ve 2/1 formiilasyon oranina sahip kompleksinde transfeksiyon
sonrast mTOR sirasiyla %14 ve %5 oraninda azaldigi gozlenmistir. miR-7
miRNA’lariin mTOR’u hedefleyerek ekpresyonunu regiile ettigine iligskin bu bilgi
literatiire uygundur (Zhang ve ark., 2017)
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Abstract

MikroBMNAs are small, endogenons and non-coding FNA molecules which regulate gene expression.
Recent studies show that deregulation of miRNAs have been associated with different diseases including
cancer. Therefore, miRNAs are important therapeutic target in cancer. However, major obstacles of usage
miRNAs in therapy are stability. rapid clearance and internalization. For this reason, it is important in
terms of therapy with appropriate carrier system to the cells. Aim of this study is to investigate efficacy
(invasion, apoptosis and cell proliferation) and usability in hepatocellular carcinoma (HCC) cancer cell
lines (Hep3B and HepG2) of polyplexes forms of chitosan and miF-7 mumic. miR-7 sumic and chitosan
complex was prepared. In vitro characterisation of these complex was done. With these dosage have used
to investizate mTOR. protein levels by using ELISA assays and invasion, apoptosis and cell proliferation
assays have done. Our studies show that chitosan/miR-7 complex was mternalized stably to cancer cells,
thus deregulated miFINA levels repaired. Invasiveness of cancer cells was reduced. Chitosan complexes
were shown to be safe and efficient delivery system for miRNA

Keywords: chitosan, chifosan/muR-7 complex, hepatocellular carcinoma, miR-7, muRNA delivery system.
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