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KANSER TEDAVISINDE GEN SUSTURULMASI iGiN HYALURONIK ASIT-
POLIETILENIMIN TASIYICI SISTEMININ GELISTIRILMESI

Beste GAGDAS TUNALI

Doktora, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Eda GELIK AKDUR
Tez Es Danismani: Prof. Dr. Mustafa TURK

Haziran 2019, 136 sayfa

Kanser tedavisinde kisa engelleyici siRNA’larin hedefe spesifik tasinimi
glnumuzin onde gelen arastirma konularindan birisidir. Sunulan tez ¢alismasi
kapsaminda siRNA’larin hyallronik asit (HA) reseptori araciligi ile etkili bir
sekilde taginimi, biyobozunur HA ve dusik molekul agirlikli polietilenimin (PEI)
temelli tagima sistemleri ile gerceklestiriimistir. Yine bu tez ¢calismasi kapsaminda
literaturde ilk defa, fototermal yanit verebilme yetenegindeki, inorganik temelli
nanotaslyicilardan olan altin nanoparcaciklarin ve bunlarin PEI ve HA ile yapmis
oldugu konjugatlarin, bunlara ilaveten yapiya kemoterapotik ajan olarak
kullanilan Doksorubisinin de ilave edilmesi ile olusturulan nihai pargaciklarin
(AuPEI-HA-DOX) bircok kanser turiinde asiri eksprese oldugu kanitlanmig
CXCR4 reseptorlerine 6zgu siRNA’lar ile kompleks olusturmasi ile, sonugta bu
tezin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan gen susturma, fototermal terapi ve
kemoterapinin kombinasyonu saglanmigtir. Kanserin etkin bir sekilde
hedeflenmesi ve kombine terapisi amaciyla tez galismasinda ilk olarak PEl ve HA

temelli siRNA tasiyici sistemleri sentezlenmis ve karakterizasyon caligmalari



yapilmistir. Sentezlenen parcgaciklarin boyutlari, PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP,
AuPEI NP, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX igin sirasiyla, 330 nm, 203 nm, 91 nm,
25 nm, 366 nm ve 692 nm olarak tespit edilmistir. Konjugatlarin olusumu ise "H-
NMR, FT-IR ve elementel analiz yontemleri ile dogrulanmistir. Sentezlenen
konjugatlarin siRNA ile elektrostatik etkilesimi ise konjugat yuzey yuku degigimi
ve jelde gecikme analizi ile belirlenmistir. Daha sonra, konjugatlarin hedef
hicrelerin (L929 fare fibroblast hiicre hatti, MDA-MB-231 meme kanseri hlicre
hatti ve CAPAN-1 pankreas kanseri hicre hatti) canliligina etkileri WST-1 hlicre
canlilik testi ile belirlenmis; tim pargalar i¢cin (AuPEI NP harig), 100 pg/mL
konsantrasyonunda, hicre canliigi %50’nin Gzerinde bulunmustur. Bu
konjugatlarin (6zellikle Au igeren) siRNA ile olusturduklari komplekslerin
ardindan uygulanan radyasyonun, 6zellikle MDA-MB-231 hicre hatti Gzerindeki
sitotoksik etkiyi arttirdigi sonucuna ulasiimigtir. Konjugatlarin apoptotik-nekrotik
etkilerine ise ikili boyama yontemi ile bakilmig, her ¢ hucre hattinda genel olarak
apoptotik etki dusuk bulunmustur. Nekrotik etki ise, AUPEI-HA-DOX konjugati
uygulamasi sonrasinda (sirasiyla, %50 ve %25), hem MDA-MB-231 hem de
CAPAN-1 hidcre hattinda en ylksek seviyede gorulmustir. Konjugat/siRNA
komplekslerinin hicre proliferasyonu Uzerindeki etkileri RTCA hicre
proliferasyon analizi ile arastiriimig, L929 hdcre hattinda antiproliferatif etki
g6rilmezken, MDA-MB-231 ve CAPAN-1 hicre hatlarinda en yuksek
antiproliferatif etki PEI-HA/siRNA, PEI-SS-HA/siRNA, AuPEI NP/siRNA ve
AuPEI-HA-DOX/siRNA komplekslerinin uygulamasi sonrasinda goriimustar.
Hazirlanan komplekslerin kanser hlicre hatlarinda hedef gen ifadelenmesini
baskilama etkileri Real Time- PCR ydntemi ile arastiriimis, MDA-MB-231 hucre
hattinda tim konjugat veya komplekslerin, CAPAN-1 hicre hattinda ise, AuPElI
NP/siRNA kompleksinin hedef CXCR4 geni ifadelenmesini baskilayabildigi
saptanmistir. Elde edilen tim bu veriler, sentezlenen PEI-HA ve AuPEI-HA-DOX
konjugatlarinin 6zellikle meme kanseri tedavisinde etkili sSiRNA tasiyicilari olarak

kullanilabileceklerini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Polietilenimin, Hyalturonik Asit, siRNA, Meme kanseri,

Pankreas Kanseri, Gen Terapisi, CXCR4



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF HYALURONIC ACID-POLYETHYLENEIMINE DELIVERY
SYSTEM FOR GENE SILENCING IN CANCER TREATMENT

Beste GAGDAS TUNALI

Doctor of Philosophy, Department of Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Eda GELIK AKDUR
Co- Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TURK

June 2019, 136 pages

Target-specific delivery of small interfering siRNAs in cancer treatment is one of
today's leading research topics. Within the scope of the thesis, effective transport
of siRNAs via hyaluronic acid (HA) receptor was carried out with biodegradable
HA and low molecular weight polyethyleneimine (PEI) based transport systems.
Within the thesis study, gold nanoparticles which are inorganic based
nanoparticles capable of giving photothermal response and their conjugates with
PEIl and HA are added to the structure, which is first in the literature. As a
consequence, a combination of gene silencing, photothermal therapy and
chemotherapy, which is one of the most important features of this thesis, has
been provided. In the first part of the thesis study, PElI and HA-based siRNA
delivery systems were synthesized and characterized. The dimensions of the
PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP, AuPEI NP, AuPEI-HA and AuPEI-HA-DOX particles

were measured as, 330 nm, 203 nm, 91 nm, 25 nm, 366 nm and 692 nm,



respectively. The formation of conjugates was confirmed by 'H-NMR, FT-IR and
elemental analysis methods. The electrostatic interaction of the synthesized
conjugates with siRNA was determined by the gel retardation analysis and the
change in zeta potentials. In the second part of the study, effects of the
conjugates on the viability of target cells (L929 mouse fibroblast cell line, MDA-
MB-231 breast cancer cell line and CAPAN-1 pancreatic cancer cell line) were
determined by the WST-1 cell viability test; in general (except AUPEI NP) the cell
viability was above 50% when the synthesized particles (100 ug/mL) were
applied. In the application of radiation following the conjugate/siRNA complex
(especially those containing Au), application increased the cytotoxic effect on the
MDA-MB-231 cell line. Apoptotic-necrotic effects of conjugates were investigated
by double staining method, and overall apoptotic effect was low in all three cell
lines. However, the necrotic effect was highest in both MDA-MB-231 and CAPAN-
1 cell lines, after administration of the AuUPEI-HA-DOX conjugates (50% and 25%,
respectively). The effects of the complexes of the synthesized conjugates and
siRNA on the cell proliferation were also investigated by RTCA real-time cell
proliferation analysis. Antiproliferative effect was not observed in L929 cell line in
accordance with cytotoxicity results, whereas the highest antiproliferative effects
in MDA-MB-231 and CAPAN-1 cell lines were observed after administration of
PEI-HA/siRNA, PEI-SS-HA/siRNA, AuPEI NP/siRNA and AuPEI-HA-DOX/siRNA
complexes. The effects of suppression of target gene expression in cancer cell
lines were investigated by Real Time-PCR method. All conjugates or complexes
in MDA-MB-231 cell line were able to suppress target gene expression of AuPElI
NP/siRNA complex in CAPAN-1 cell line. It was found that all conjugates or
complexes in the MDA-MB-231 cell line, AuPElI NP/siRNA complex in the
CAPAN-1 cell line could suppress the target CXCR4 gene expression. All these
data show that the synthesized PEI-HA and AuPEI-HA-DOX conjugates can be
used as siRNA carriers that are particularly effective, especially in the treatment

of breast cancer.

Keywords: Poliethylenimine, Hyaluronic acid, siRNA, Breast cancer, Pancreatic

cancer, Gene Therapy, CXCR4
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1. GIRIS

Kanser, dinya ¢apindaki dlimlerin baglica nedeni olup, kontrolstiz buyiame ve
anormal hucrelerin yayilmasi ile karakterize edilen, 100’den fazla hastalik
grubunun genel adidir. Kompleks bir hastalik olan kanserin tedavisi amaciyla
gunumuze kadar gelistiriimis en ¢ok gelecek vaat eden yontemlerden birisi ise
RNA interferans (RNAi)'dir. RNA interferans (RNAi) mekanizmasi (siRNA ve
miRNA’ya dayali) kullanilarak gen ifadelenmesinin baskilanmasi son zamanlarda
basta kanser olmak Uzere 6nemli hastaliklarin tedavisinde geleneksel tedavilere
alternatif olarak arastiriimaktadir. Ancak siRNA’larin klinik uygulamalari hicre igi
alimlarinin  zayif, serum Kkararliliklarinin  disik ve belirli htcrelere
hedeflenmelerinin yetersiz olusu nedeniyle sinirli olup, tedavide siRNA’larin
hedefe spesifik taginimlari igin uygun tasiyici sistemlerin gelistiriimesi dnemli bir
intiyactir. Gergeklestiriimis olan bu tez galismasinin en 6nemli 6zelliklerinden
birisi, gunumuzde siRNA tasiyicisi olarak kullanilan  polietilenimin
nanopargaciklarinin (PEI-Np) kanitlanmis sitotoksisitesini dogal bir polisakkarit
olan hyallUronik asit ile olusturacaklari kompleks sayesinde azaltarak, sonugta

cok daha biyouyumlu ve reseptor spesifik bir tasiyici sistemin gelistiriimesidir.

PEI gunimuzde, non-viral vektor olarak en ¢ok kullanilan katyonik polimer olup,
sahip oldugu pozitif yuklerden dolay! hicreye hedeflemede oldukga etkili olsa da
yuksek sitotoksik ozelliktedir. Bu nedenle hedefe spesifik tasinim amaciyla
yapilan g¢alismalarda, biyouyumlu bir oligosakkarit olan hyallronik asit (HA) ile
konjuge edilmeye baslanmistir. Yiksek anyonik karakteri sayesinde
nanotasliyicilarin sistemik dolasim slresinde artis saglayan HA, mukoadhezif
Ozelligi ve reseptorleri sayesinde hedef doku ile daha uzun sureli bir spesifik
etkilesim gostermektedir. Hedeflemede etkili oldugu dustnulen bu 6zellige sahip
multifonksiyonel HA biyomalzemesi ya direkt olarak, ya da konjugatlari

olusturularak nanotagliyici sistemler olarak kullaniimaktadir.

Son zamanlarda, siRNA taginiminda alternatif nano tasiyicilar olarak, benzersiz
hlcre ici davraniglar gosteren inorganik nanoparcgaciklar da yogun bir sekilde
1



cahsiimistir. Ozellikle, sahip olduklari yiksek biyouyumluluk, iyi tanimlanmis
yluzey kimyasi gibi o6zelliklerinden dolayr AuNP'lerin ¢ok fonksiyonlu gen
tasiyicilari olarak kullanimi gindeme gelmigstir [1]. Yine yapilan arastirmalarda
altin  nanoparcgaciklarin kanser hucrelerinin dldurtlmesinde radyasyonun
etkinligini arttirma yeteneg@i gosterdigi belirtiimigtir [2]. Ozellikle iyonlastirici
radyasyonla i1sinlanacak hedef olarak kullanilacak biyolojik sivilara, dokulara ve
organlara altin nanopargaciklarin yerlestirimesinin, ortamin esdeger atom
sayisini arttirarak emilen dozun artisina olanak sagladigi da yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Bu sebeple gugli proton/foton isinlarin kullanildigi radyoterapi ile
bolgesel tedavi Oncesinde kanserli dokulara Au gibi toksik olmayan
nanoparcgaciklarin farkli konsantrasyonlarinin enjekte edilebilecegi belirtilmigtir
[3]. Son 20 yilda kanser tedavisinde gundeme gelen bir diger yontem ise
radyoterapi ve kemoterapinin birlikte kullanimidir. Belirli kemoterapétik ajanlarin
radyasyona duyarliligin artmasina yardimci oldugu ve radyasyonun bolgesel
etkisinin yanisira sistemik etkili de olmasini sagladigi ve bu tedavi seklinin

potansiyel olarak metastazi onledigi veya geciktirdigi sonucuna ulagiimigtir [4].

Sunulan bu tez calismasinda gelistirilen yontem ile geleneksel kanser
ilaclarindan ¢ok daha spesifik 6zelliklere sahip siRNA’lar, nanotasiyici kompleks
olarak uretilen PEI temelli pargaciklarin yuzeyine baglanarak, bu pargaciklarin
kanser hucrelerinin yok edilmesinde kullanim etkinligi arastirilmistir. Yine bu tez
¢alismasi kapsaminda inorganik temelli nanotagsiyicilardan olan ve siRNA’larin
hedef hicre, doku ve organlara iletiminde siklikla kullanilan altin nanopargaciklar
ve bunlarin PEIl, HA ve bunlara ilaveten ginimuzde yaygin olarak kullanilan
kemoterapotik ajan olan Doksorubisin ile konjugatlari sentezlenmistir.
Sentezlenen bu parcaciklar siRNA'lar ile elektrostatik etkilesimler sayesinde
baglanarak elde edilen nihai konjugatlarin (Au-PEI-HA-DOX/siRNA) in vitro
calismalar ile terapotik etkinlikleri degerlendiriimistir. Ozellikle tez kapsaminda
secilen siRNA’larin hedefleri olan transmembran proteinler etkili kanser hedefleri
olarak gorulmektedir. Kanser tedavisi icin gunimuzde en c¢ok arastirilan
kemokinler ve reseptorleri (CXCL12 ve CXCR4) olup, bu biyomolekullerin

biyolojik stireclerde ve farkh kanser tirlerinin ilerlemesinde blylime, metastaz ve
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sagkalim dahil olmak tGzere birgok agidan dnemli rollerinin oldugu bilinmektedir

[5].

Ozetle bu tez calismasinda, CXCR4 reseptorlerine dzgii siRNA'nin givenli ve
etkili tasinimi icin biyouyumlulugu ve transfeksiyon etkinligi yuksek, hedefe
spesifik, icerdigi altin nedeniyle radyasyon terapisi etkinliginin arttirilmasini
saglamasinin yanisira tagidigi doksorubisin ile kemoterapétik etkinligi de olan
yeni bir tagiyici sistem gelistiriimistir. Bu sayede, literatlrde ilk defa gelistirilmis
olan bu parcacik ile 6zellikle meme kanseri tedavisinde hem gen terapi, hem
radyoterapi hem de kemoterapinin kombine bir sekilde uygulanabilecegi

gOsterilmigtir.

Kanserin etkin bir sekilde hedeflenmesi ve gen terapisi amaciyla tez galismasi
suresince planlanan hedefler ise sirasiyla, sSiRNA'nin taginimi icin PEI temelli
parcaciklari hazirlamak, hazirlanan bu pargaciklari karakterize etmek
(pargaciklarin ¢ potansiyelinin, buyukliginin ve polidispersite indeksinin
belirlenmesi, SEM ile yiizey goérinimlerinin belirlenmesi, NMR ile  'H niikleer
manyetik rezonans spektrumlarin elde edilmesi, FTIR analizi, elementel analiz)
ve parcaciklara siRNA’larin konjugasyonunu saglamak (jelde gecikme testi),
hazirlanan pargaciklar ile siRNA’larin kompleks olusturmasini saglayarak
bunlarin belirlenen konsantrasyonlarda MDA-MB-231 (meme kanseri hiicre hatti)
ve CAPAN-1 (pankreas kanseri hiicre hatti) ve L929 fare fibroblast hiicre hatlar
Uzerinde in vitro ¢alismalar (hicre canhliginin belirlenmesi, apoptoz/nekroz ikili
boyama, X-Celligence ile gergcek zamanl hicre proliferasyonu analizi, real time
PCR ile gen ifadelenme analizi) ile terapdétik etkinliklerini degerlendirmek

olmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hucrenin normal davraniglarini duzenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucu ortaya ¢ikan, ¢ok hicreli organizmalarda organizmanin genel gereksinimi
dogrultusunda c¢ogalma, farklilasma ve sagkalim gibi olaylari dizenleyen
mekanizmanin ortadan kalkmasi sonucunda hucrelerin kontrolsiz bigimde
bolinerek ¢odalmaya baslamasidir. Kanser, spesifik genlerdeki degisiklikler
izlenebilir oldugundan genetik bir hastalik olmakla birlikte, kalitsal degildir.
Kalitsal bir hastalikta, ebeveynin kromozomundaki genetik kusur zigota
aktarilirken, cogu kansere yol acan genetik degisiklikler etkilenen bireyin yagsami

sirasinda somatik bir huicrenin DNA’sinda ortaya ¢ikar.

Kanser, hucrenin temel dizenleyici mekanizmalarindaki kusurlardan
kaynaklandigi icin, 6zellikle molekiler ve hucresel duzeyde degerlendiriimesi
gereken bir hastaliktir. Hucrede sinyal iletimi, hicre dongusunun ve programli
hdcre o6lumUnin duzenlenmesi gibi islemlerde anahtar goérev Ustlenen
proteinlerin birgogu, ilk kez, hicrenin kontrolsiz ¢ogalmasina yol agan anormal
aktiviteleri nedeniyle tanimlanabilmistir. Kanser arastirmalari bu ydnuayle
hucrelerin galigmasini duzenleyen mekanizmalarin anlasiimasina dnemli dlgtide
katkida bulunmusg, bu mekanizmalar da kanseri anlamamiza yardimci olmustur
[6, 71.

Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik, kanser hicrelerinin surekli ve
kontrolsiz c¢ogalmasidir. Kanser hucreleri genetik degisiklikleri nedeniyle,
hdcrenin normal davraniglarini kontrol eden sinyallere dogru tepkiyi gostermek
yerine kontrolsiz bi¢cimde c¢ogalmayl ve bolunmeyi surdurerek, malignant
tumorleri olugturur ve bu tumorler saglikli doku ve organlari da istila ederek
sonunda tum vicuda yayilir. Kanser hucrelerinin ortak 6zelligi olan ¢ogalmayi
denetleyen mekanizmalarin ortadan kalkmasi, ¢ok hucreli sistemlerde biriken
anomalilerin sonucudur. Kanser hucrelerini normal hicreden ayiran birgok

davranig da bu 6zelligi yansitir [6-8].



2.1.1. Kanser Tiirleri

Kanser vucutta yer alan herhangi bir htcrenin anormal ¢gogalmasi sonucu ortaya
cikabildiginden, gerek davranis, gerekse tedaviye cevap yoninden dnemli dl¢clide
degisiklik gosteren, yuzden fazla degisik kanser tiri mevcuttur. Kanser
patolojisinde en onemli konu, selim ve malin timorleri birbirinden ayirabilmektir.
Deride gorulen basit sigiller gibi selim timoérler ¢evredeki dokuya ya da vicudun
uzak bdlgelerine yayilmadan olustuklari yerde kalirlar. Buna karsilik malin
timorler hem cevredeki normal dokuya, hem de kan ya da lenfatik sistem
araciligiyla vicudun diger bolgelerine yayilir (metastaz). Yalniz malin timorler
kanser olarak tanimlanmaktadir. Gerek malin, gerekse selim tumorler turedikleri
hicreye gore siniflandinlir. Kanserlerin ¢ogu U¢ ana grupta toplanabilir:
karsinomlar, sarkomlar ve l6semi veya lenfomalar. insan kanserlerinin yaklasik
%90’ In1 olusturan karsinomlar, epitel hicrelerinden kaynaklanan timorlerdir.
insanda az goriilen sarkomlar, kas, kemik, kikirdak ve fibréz doku gibi bag
dokusundan gelisen solid tumdrlerdir. Cok sayida kanser tlrd oldugu halde
bunlarin pek azi sik gortlir (Cizelge 2.1). Kanser dlinya capinda buyuk bir halk
saghgi problemi olup [9], insidansi giderek artmaktadir [10]. 2020 yilina kadar
dunya genelinde kanser vakalarinin iki katina ¢gikmasi beklenmekte ve yeni

kanser hastalarinin sayisinin yilda 15 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir [11].

Cizelge 2.1. Tarkiye’'de en sik gorulen ilk 10 kanser, 100.000 kiside, 2015 [12]

ERKEK KADIN
Trakea,Brons, Akciger 53.8 _ a1 Meme
Prostat 313 — _— 242 Tiroid
Kolorektal 218 — ._ 132 Kolorektal
Mesane 197 — _ 101 Uterus Korpusu
Mide 14 IR BN ;) Trakea Brons Akciger
Non-Hodgkin lenfoma 72 - _- 6.4 Mide
Larinks 6.4 - I- 59 Over
Bobrek 63 - _- 51 Non-Hodgkin lenfoma
Tiroid 6.3 - - 42 Uterus Serviksi
Pankreas 59 - _- 39 Beyin, sinir sistemi




Kanserlerin yarisina yakinini olusturan doért kanser turt prostat, meme, akciger
ve kolon/rektum kanseridir. Su ana kadar bilinen en 6limcul kanser olan akciger

kanseri, kansere bagli 6lumlerin yaklasik %30’'undan sorumludur [7].

2.1.2. Kanserin Nedenleri ve Gelisimi

Kanserin temel 6zelliklerinden biri klonalitedir. Timorlerin klonal olmasi, timor
gelismesine neden olan hicrenin baglangigta, kanser hucresinin batin
Ozelliklerine sahip oldugu anlamina gelmez. Tam tersine, kanserin gelismesi
birbirini izleyen degisiklikler sonucu, giderek malin sekle donusen ¢ok agamali bir

suregtir [7].

Tipik olarak, yetiskinlerde kanser gelisiminde, hicrelerin buyumesini kontrol eden
bircok gende mutasyonlar, timoér hucrelerinde meydana gelen metabolik
degisiklikler ve kanserin nihai buyimesini kolaylastiran veya hizlandiran tumor
mikroortami etkilidir [13, 14]. Hlucresel dlizeyde kanserin gelisimi, mutasyonlari
iceren ¢ok asamall bir sure¢ sonucunda g¢ogalma, sag kalim, invazyon ve
metastaz yetenekleri giderek artan hucrelerin segilmesi seklinde ortaya gikar. Bu
asamalarin ilki olan tumor baslangici, bir tek hucrenin anormal gogalmasina
neden olan genetik bir degisikligin sonucudur. Hucre ¢cogalmasina paralel olarak
klonal timor hucrelerinden olusan hicre toplulugu da giderek buydr. Tumor
ilerlemesi bu topluluk icindeki hucrelerde yeni mutasyonlarin gerceklesmesiyle
devam eder. Bu mutasyonlarin bir boliumu hicreye daha hizli cogalma gibi belirli
avantajlar kazandirir, bu hucrelerden tureyen ve s6z konusu avantaja sahip olan
yeni hucreler tumor toplulugu icinde gittikge daha baskin nitelikler kazanirlar.
Boylece gerek cogalma hizi, gerekse (sagkalim, invazyon ve metastaz yetenegi
gibi) bagka 6zellikler agisindan avantajli yeni bir tumor hicre klonu ortaya ¢iktigi
icin, bu isleme “klonal segilim” ad verilir. Klonal segilim, timor gelisimi boyunca
devam eder ve tumorler bu nedenle giderek daha hizli gogalarak, daha malin
Ozellikler kazanirlar. Cogalmayi surdidren ve ayni zamanda kan damarlarina ve
lenf yollarina da giren kanser hiicreleri, boylece, vicudun diger bolgelerine de

metastaz yapma olanagi elde eder [7].



Tumorlerin gelisimi ¢ok asamali bir islem oldugundan, birgok degisik faktor
kanserin ortaya ¢ikma olasiligini etkileyebilir. Ozellikle radyasyon, kimyasallar ve
viruslerin gerek deney hayvanlarinda, gerekse insanlarda kansere neden oldugu
gOsterilmistir. Radyasyon ve birgok kimyasal karsinojen, etkilerini DNA hasari
yaparak ve mutasyonlari uyararak gosterir. insanda kanser gelismesine neden
olabilen karsinojenler arasinda, mor 6tesi 1sini, titin dumanindaki karsinojenik
kimyasallar ve aflatoksin sayilabilir. Diger bazi karsinojenler, mutasyon
olusturmak yerine hlicre gogalmasini uyararak kanser gelisimine zemin hazirlar.
Protein kinaz C'yi aktiflestirerek hlicre gogalmasini uyaran forbol esterleri bunun
tipik drnegidir. Forbol esterlerinin aktivitesi farelerde kimyasal olarak olusturulan
deri tUmorleri deneyleri ile gosterilmigtir. Basta Ostrojenler olmak Uzere,
hormonlar da kanserin gelisiminde énemli timor kamgilayicisidir. Asiri ostrojen,
kadinda endometrium kanseri gelisme olasihgini artirir. Kimyasal maddeler ve
radyasyona ek olarak, bazi virtusler de, gerek deney hayvanlarinda, gerekse
insanda kansere neden olabilir. Viraslerin neden oldugu insan kanserlerinin
basinda, karaciger ve serviks kanserleri gelir [7]. Sigaranin akciger kanserine
neden oldugu ve gunes isidinin cilt kanserine neden oldugu yaygin olarak
bilinmekle birlikte, sigara i¢ciminin kanser insidansini arttirdigini veya sigara
iciminin neden olmadig! tim rahim agzi, bas ve boyun kanserlerine temelde
obezite veya hepatotoksinlerin (kronik alkol kullanimi gibi) degil, virGslerin neden

oldugu halkin sadece kuguk bir kesimi tarafindan bilinmektedir [15].

2.1.3. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hucrelerinde hicrenin normal gogalmasini, farklilasmasini ve sagkalimini
duzenleyen mekanizmalarda anormallikler gorulir. Butin bunlar bir araya
geldiginde, kanser hucresinin bu karakteristik ozellikleri malinitenin hucresel
duzeyde tanimlanmasini saglar. Kultur ortaminda kanser hucreleri ile normal
hacreler arasindaki ilk fark, normal hicrelerin gogalmasinin, yogunluga bagh
inhibisyondan etkilenmesidir. Belli bir yogunluga ulasan hucreler gogalmayi
keserek sessiz faza gecerken, kanser hicrelerinin gogalmasi yogunluga bagh
inhibisyondan etkilenmez ve bu hicreler Go fazinda durmak yerine kontrolsiz in
vivo ¢ogalma davraniglarini sdrdurerek, yogunlugun artmasina ragmen

¢ogalmaya devam ederler. Normal hucreler ile kanser hicreleri arasindaki bir
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baska fark da, kanser hucrelerinin hicre digi bayime faktorlerine daha az
gereksinim duymasidir. Birgok timaor hiicresinin buylime faktérlerine bagimlihgi
normal esdegerlerine kiyasla daha az oldugundan, bu 6zellik timor hicrelerinin

hem in vivo hem de in vitro kogullarda kontrolsiz gogalmasini saglar [7].

Kanser hucrelerinde, hlicre-hucre ve hlicre-matris etkilesimi de daha dizensizdir.
Yuzey adezyon molekullerinin ekspresyonundaki azalma nedeniyle kanser
hdcrelerinin gogunun tutunma yetenegdi normal hicrelere kiyasla daha dusuktur.
Kanser hicrelerinin tutunma vyeteneginin azalmasi, morfolojik ve hicre
iskeletinde degisikliklerine de yol agar: Tumor hucrelerinin gogu, hucredisi
matrise veya komsu hucrelere tutunamadiklar icin normal hucrelerden daha

yuvarlaktir [7].

Kanser hucrelerinin bagska doku bilesenleriile etkilesimini degistiren ve bu yluzden
invazyon ve metastaz agisindan énem tasiyan iki 6zelligi daha vardir. Bunlardan
birincisi, malin hicrelerin hicre digi matris bilesenlerini pargalayan ve boylece
kanser hucresinin normal komsu dokunun igine girmesine olanak veren
proteazlar salgilamasidir. ikincisi, kanser hiicreleri yeni kan damarlarinin
olusumunu (anjiyogenez) hizlandiran buyume faktorleri salgilarlar. Tumor
hlcreleri anjiyogenik uyari sonucunda gelisen yeni kilcallara kolayca
girebildiginden, bu olay kanser hucrelerinin dolagima katilmasina ve metastatik
yayllimin baslamasina olanak saglar. Kanser hicrelerinin bir bagka genel 6zelligi
de, normal bicimde farkhlasmamalaridir. Kanser hicreleri strekli aktif bicimde

¢ogalmalari ile uyumlu olarak, farklilagsmanin erken asamalarinda kalirlar [7].

Apoptoz ya da programli hicre o6lumu, kan hucreleri de dahil, birgok hicre
tirinde farkhlasmanin temel 06gelerindendir. Kanser hicrelerinin  gogunda
apoptoz gorulmediginden, bu huicreler normal hucrelerden ¢ok daha uzun
yasarlar. Normal cevresel sinyaller ortadan kalktiginda, tumor hucrelerinin
apoptoza girmemesi, sadece primer tumorun gelismesi acgisindan degil,
metastatik hdcrelerin vicudun bagka bodlgelerinde canhliklarini korumalari ve

cogalmalari agisindan da onemlidir [7].



2.1.4. Kanser Tedavisinde Uygulanan Yontemler

Baslica kullanilan geleneksel tedaviler arasinda, cerrahi tedavi, kemoterapi ve
radyoterapi sayilabilir. Bu ydntemlerden kemoterapi ve radyasyonda kanser
hlcrelerinin yaninda normal hucrelerin de fazla sayida oldurtlmesi nedeniyle
ciddi yan etkiler gorulmekte olup, ¢cogu ilerlemis kanser vakalarinda tedavi edici
etkileri sinirlidir. Son yillarda ise bu “kaba kuvvet” stratejilerin yerini, malignansin
molekuler temelleri ile ilgili yeni edinilen bilgilerin 1s1ginda “hedefli terapiler”
almaya baslamistir. Terapi seklinin “hedefli” olarak adlandiriimasi icin birgok
secenek vardir: normal hudcrelerin zarar gormeyecegdi sekilde sadece kanser
hacrelerine saldiri hedeflenebilir; kanser hicrelerinin cogalmasini ve sag kalimini
engelleyebilecek olan belirli bir proteinin inaktivasyonu hedeflenebilir; ve/veya

somatik mutasyonlari saptanabilmis bir hastanin kanser hucreleri hedeflenebilir.

Kanser tedavisi amaciyla gegtigimiz yillarda Nobel odulleri ile de taclandiriimig
ve aralarinda cerrahi, radyasyon gibi stratejilerin de oldugu birtakim yontemler
gelistiriimisse de, 2018 yil Fizyoloji ve Tip alanindaki Nobel Oduilii, negatif immiin
dizenlemesini engelleyerek gelistirdikleri kanser tedavisi yontemi ile James P.
Allison and Tasuku Honjo’nun olmustur [16-19]. Kanser tedavisi i¢in yeni ve umut
verici bir yaklagim olan kanser immunoterapisi, Science dergisi tarafindan 2013

yilinda, yilin atimi olarak kabul edilmistir [20].

Kanserin temel &zelliklerinden biri, tGmoér hicrelerinin imman  sistemden
kacabilmesidir ve immun terapi ile o0zellikle kanser asilari veya adjuvanlar ile
sitotoksik lenfositler guclendirilip, makrofajlar, dendritik hicreler ve digerleri gibi
antijen sunan hucreler aktive edilerek kanser hucreleri ile savasgmalari
saglanabilir. Ancak dusuk hedefleme etkisi ve anti-kanser etkinligi, kanser
immunoterapisinin  uygulanmasint  sinirlamistir  [13, 19]. Onaylanan
immunoterapi ilacglarin sayisi gun gectikge artsa da, immunoterapilerin yaygin
olarak uygulanmalarindaki en buyuk engel, bu terapétiklerin otoimmunite ve
spesifik olmayan inflamasyon gibi advers etkilerinin olmasidir. Bu advers
etkilerin kontroll ve etkinligin arttirllmasi ise ¢esitli immunoterapilere verilen

yanitin artmasi ile miimkindiir. ileri biyomalzemeler, nanoparcaciklar gibi ilac



tasinim sistemleri ve terapi amaciyla T-hlcrelerinin kullanimi ile bu toksik

etkiler azaltiimaya calisiimaktadir [21].

Kanser immunoterapisi, dogal ve adaptif immun efektér mekanizmalarinin
aktiflestirimesinden, inhibe edici ve bastirici mekanizmalarin notrlestiriimesine
kadar degisen cesitli stratejileri kapsar. Efektdr bagisiklik hicrelerini uyarma
stratejileri arasinda tumor antijenleriyle agilama, sitokinlerle tedavi (6rnegin,
interlokin 2 (IL-2) veya interferon-alfa (IFNa)) veya antijen sunumunun
arttirilmasi (Toll benzeri reseptdrlerin uyariilmasi, dendritik hiicrelerin verilmesi
veya CD40-hedefli agonistik antikorlarin kullaniimasi) sayilabilir [22]. Kiginin
kendi bagisikhk sisteminin tUmor hucrelerine kargi daha siddetli bir yanit
vermesini yapay olarak tesvik etmek igin aktifimmunoterapi olarak da bilinen pek
cok farkl stratejiler gelistiriimistir. Bu stratejilerden bazilarinda, bagisikhk
hicreleri hastadan izole edilir, in vitro ortamda uyarilir, kultirde c¢ogalmasi
saglanir ve ardindan hastaya geri verilirken, bazi ¢alismalarda ise izole edilen
bagisiklik hucreleri ¢ogaltilmadan once tumor karsiti potansiyellerini arttirmak

Uzere genetik olarak degistirilirler [6].

Ozellikle viicudun bagisiklik sistemini giglendiren ve aktif immUinoterapi olarak
kabul edilen bazi kanser asilari ile pek ¢ok klinik calismada cesaret ve Umit verici
sonuglar elde edilmistir [23]. Bu konuda onemli gelismelerden birisi ise FDA'In
rahim agzi kanseri vakalarinin %70'inden sorumlu olan insan Papilloma Viriisiine
(HPV) karsi gelistirilen Gardasil (protein olarak HPV antijenleri kullanilir) ve
Cervarix (HPV tip 16 ve 18 karigimi proteinlerinden olusur) adindaki iki agiyi

onaylamasi olmustur [24].

Geleneksel kanser tedavi yontemlerinden birisi ise kanser tetikleyici protein
aktivitesinin inhibisyonudur. Kanser hucrelerinin farkli davranmalarinin nedeni ya
anormal konsantrasyonda ya da anormal aktivite gosteren proteinler
icermeleridir. Bu proteinlerin bazilari Sekil 2.1’de gosterilmistir. Cogu durumda
tumor hucrelerinin blyumesi veya hayatta kalmasi bu anormal proteinlerden biri

ya da daha fazlasinin iglevini strdirebilmesine baghdir. Bu bagimlilik, “onkogen
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bagimlihgr” olarak bilinir. Eger bu proteinlerden birinin islevi segici olarak
engellenebilirse, malin hucrelerin tamamini 6ldurmek mumkun olabilir. Bu amagla
arastirmacilar, kuguk molekuler agirlikhh ve kanser destekleyici proteinlerin
aktivitesini inhibe eden bilegiklerden olusan ¢ok sayida molekul sentezlemislerdir
[6].

Biiviime faktdrleri

drn., PDGF (STS) o
o Biiyiime faktirii reseptirleri
drn., EGF reseptir (HER2)

Src (SRC)

Ra
0" Raf (RAF)
Protein kinazlar veva protein kinazlarn
aktive eden proteinler

., Bel-2 (BCL-2)

Sekil 2.1.Proto-onkogenlerce kodlanan proteinlerin sematik gdsterimi. (1)
Blyume faktorleri, (2) Buyume faktoru reseptorleri, (3) Protein kinazlar
ve onlari aktive eden proteinler, (4) hicre dongusini duzenleyen
proteinler, (5) apoptozu inhibe eden proteinler, (6) DNA-baglayan
proteinler. Mitoz, timor yayilimi ve metastaz ile iligkili proteinler

gOsterilmemistir [6].

Bircok sayida protein hedefleyen, kiigtik molekullt inhibitorler (6rn., Gleevec, Abl
kinaz inhibitora) ile klinik denemelerde basari saglanmig, bu ilaglar FDA
tarafindan onay almis ve daha yuzlercesi i¢in klinik denemeler devam etmektedir
[6, 25].
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Antikanser stratejilerinden bir digeri de yeni kan damarlari olusumunun
(anjiyogenez) inhibisyonudur ve bugtine kadar en umut vaad eden sonugclar cogu
solid timorde asiri eksprese olan endotelyal hiicre buyume faktori VEGF’e karsi

gelistiriimis Avastin® adi verilen insansilastiriimis antikor ile elde edilmistir.

GUnumuzde ise en iyi antikanser stratejisi erken teshistir. Tarama
uygulamalarindan bazilari mamografi, PAP smear, PSA tayini ve kolonoskopidir.
ilerleyen yillarda omik teknolojilerinde ve dzellikle proteomikste meydana gelen
gelismelerin, kandaki cesitli biyobelirteglerin seviyelerini belirleyebilecek yeni

tarama testlerinin gelistiriimesine kapi aralayacagi umut edilmektedir [6].

2.2. Gen Terapi

Kanser icin oncelikli tedavi sekilleri cerrahi, kemoterapi ve radyasyon tedavisidir;
ancak hedefli olmayan tedavilerde, saglikli dokular veya organlarda tedavinin
olumsuz yan etkileri gorulebilmektedir. Bu yan etkiler ayni zamanda hastanin
onemli Olcude strese girmesine ve kanser tedavisinin seyrinin degismesine
neden olabilmektedir. Bu nedenle, gunumuzde birgok yeni kanser tedavi sekilleri

arastiriimakta olup, gen terapi bunlardan biridir [26].

Gen transferi, kanserli hiicrelere veya ¢evreleyen dokuya yeni genler aktarilarak
hlcre 6lumune neden olan veya kanserin buyumesini yavaslatan yeni bir tedavi
yontemidir. Bu tedavi teknigi ¢ok esnek olmakla birlikte, ¢cok c¢esitli genler ve
vektorler kullanilarak klinik denemelerde basarili sonuglara ulasiimigtir.
Gelismekte olan kanser gen terapisi alani, bir dizi heyecan verici potansiyel tedavi
sunmaktadir. Gen terapi terimi, hticrelerin modifiye edilmesinde (in vitro veya in
vivo) genetik materyalin kullanildig! birgok tedavi turinu kapsamaktadir. Gen
terapide teorik olarak sekansi bilinen herhangi bir gen kullanilabilir ve kanser
terapi igin arastirilabilir. Hastaligin nedeni mutasyonlar bilindiginde ve gunumuz
diger tedavi yontemleri yeterince etkili olmadiginda, 6zellikle kas distrofisi, kistik
fibrozis ve agir kombine immun eksiklik (SCID) gibi 6nemli genetik hastaliklarin
tedavisinde, gen terapi cazip bir ydontem olarak karsimiza gikmaktadir [27]. Cok

cesitli gen terapisi ajanlarinin test edildigi farkli in vitro ve preklinik hayvan
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modelleri ile kayda deger etkiler gdsterilmistir. Ozellikle eksprese oldugunda
hiucresel dlume neden olan intihar genleri, antianjiyogenez genleri ve hucresel
bldyumeyi durduran genler gibi farkli fonksiyonlari olan genler de bu terapi
kapsaminda calisiimistir. Ornegin, akciger kanseri modellerinde gen terapisi
kullanilarak kanser asilari olusturmak, kanser hucrelerinin lizisi ve 6lumu igin
virusleri hedeflemek, timore kan akisini azaltmak veya normal hicresel fenotipin
yenilenmesini saglamak gibi hucresel sagkalim agisindan yararlari gosterilmigtir.
Preklinik gen terapi testleri gliyomalar, pankreas kanseri, karaciger kanseri ve
diger birgcok kanser turt Uzerinde de uygulanmigtir [28]. Yine klinik denemelerde
gen aktarimi amaciyla adenovirtsler, adeno-iligkili virGsler, retrovirusler, gicek
virusler gibi cok sayida farkli viral vektorler kullaniimig, bunlardan en yaygini ise
replike olamayan adenovirtsler olmustur. Yalin DNA transferi ve oligodendromer
DNA kaplamalari da, elektroporasyon kadar yaygin uygulamasi olan diger viral

olmayan gen aktarim sekillerindendir [29].

Gen transfer terapisinde tasiyici sistem tipinin secimi, genin etkili olabilmesi igin
eksprese olacagi zamanin uzunluguna oldugu kadar, terapinin hedeflenen
O6zgulligune bagh olarak da degismektedir. Gen transferi tedavisini uygulamaya
yonelik ilk girisimlerde, yontem basarili oldugu kadar, bazi transfer zorluklari da
yasanmistir. Terapotik genin hedef hicrelere basarili bir sekilde ulastiriimasi zor
olsa da, bir yaniti ortaya ¢ikaracak kadar etkilidir. Bu yontemde, terapotik genin
ureme dokulari gibi istenmeyen hicre tiplerine entegrasyonunu engellemek igin
ek dnlemler de alinmalidir. Daha 6nceki gen transfer deneylerinde gen, susturma
amaciyla hucre igerisine etkili bir sekilde gonderilse de, ya eksprese
edilememistir ya da sinirli bir sure icin ifade edilebilmistir [30]. Bu engellere
ragmen, hayvan modellerinde c¢esitli genler ve transfer yontemleri kullanilarak
prostat, akciger ve pankreatik timaorler gibi kati timaorler basarili bir sekilde tedavi
edilmistir [31-33].

DNA'nin  hucre kromozomuna eklenmesi durumunda da ozel Onlemler
alinmahdir. Ozellikle genin yerlestirildigi blge, genom igerisinde kanserlesmeye

neden olmayacak bir yerde olmalidir. Ornegin omurgali kromozomlarina gen
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insersiyonunda kullanilmis olan retrotranspozonlar, siklikla aktif olarak
transkripte olan genlere insersiyon yaparak hulcresel fonksiyon acgisindan
potansiyel problemlere neden olmustur [34]. Glioma i¢in murin modelleri gibi gen
yerlestirme teknikleri kullanan preklinik modeller, intrakraniyal olarak enjekte
edilen bir retrotranspozon sistemi araciligiyla antianjiyogenik genleri

uyguladiklarinda, énemli dlgide daha fazla sagkalim gostermistir.

2.2.1. Gen Susturma Stratejileri

Kanser tedavisinde toksik yan etkileri azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in yeni
tedavi stratejileri/ modelleri gereklidir. Hucre biyolojisindeki yeni gelismeler, insan
genom dizilerinin kullanilabilirligi ve oligonukleotit sentezindeki son gelismeler
“antisens terapisi” olarak adlandirilan hedefli tedavinin kapisini agmistir ve
antisens tedavisi ile ilgili 1978'de yayinlanan ilk deneysel kanit Paul C.
Zamecnik'e aittir [35]. Antisens terapisinde, hastaliktan sorumlu gen dizisine
tamamlayici olan tek zincirli bir oligonukleotit (DNA veya RNA), ilgili geni segici
bir sekilde susturmak icin hucrelere verilir. Antisens oligonukleotitleri, kimyasal
olarak modifiye edilmis veya edilmemis tek zincirli DNA/RNA molekulleridir.
Hlcreye girdikten sonra, tamamlayici oligolarin hedef mRNA dizisi ile

hibritlesmesi ve protein sentezini dnlemesi beklenir.

Arastirmacilar tarafindan mRNA translasyonunu engellemek igin G¢ farkli
yaklagsim gelistiriimigtir: 1) antisens oligonukleotitler, 2) ribozimler ve DNA
enzimleri ve 3) RNA-indukleyici susturma kompleksi (RISC) ile etkilesen kisa
girisimci  RNA (siRNA) molekulleri. Antisens oligonukleotidler, mRNA
translasyonunu bloke ederken, ribozim ve DNA enzimleri sahip olduklari katalitik
aktivite ile hedef RNA'y1 keserler. Bu molekuller hedef mRNA'ya bagladiginda,
fosfodiester omurgasi pargalanir ve mRNA devre digi kalir. Bir diger antisens
yaklagsimi ise “RNA interferans”tir [36-50]. RNA interferans (RNAi, RNA girisimi)
veya “gen susturulmasi”, bir hucrenin kendi RNA dizisini kullanarak genin
ekspresyonunun engellendigi buyuleyici bir mekanizmadir. Bu sureg, genlerin
hastaliklardaki rolunu arastrmak ve gen susturma yaklagimini iceren

terapotiklerin tasarlanmasinda kullanilabilmektedir [51, 52] ve RNAI, kodlamayan
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RNA'nin (ncRNA) bir Gyesini belirtir. NcRNA terimi, proteine ¢evrilemeyen RNA
icin kullanilsa da bu, kodlayici olmayan RNA'nin higbir gorevinin olmadigi
anlamina gelmez [50]. Yeni bulgular, memeli genomunun g¢ogunlugunun
ncRNA'ya transkribe edildigini ve sadece %2'sinin mRNA'ya transkribe edildigini
ve proteine cevrildigini gostermektedir [53-61]. RNA dizileme c¢alismalari,
ncRNA'larin kdkeninin antisens protein kodlayan gen transkriptlerinde, ¢ift yonlu
promotor transkriptlerinde, tekrarlanan dizilim alanlarinin transkriptlerinde ve
intronik transkriptlerde oldugunu gostermistir [62]. VirUsler ve diger cift sarmalli
RNA mikroorganizmalari, ya genomlarini konak hicrelerine sokar veya cift

sarmalli RNA'yl yapay olarak sentezler [63-65].

Kodlayici olmayan RNA iki gruba ayrilir: (i) kiguk duzenleyici RNA ve (i) uzun
kodlayici olmayan RNA. RNAI, siRNA ve miRNA'yI da igeren kiuguk dizenleyici
RNA'nin bir parcasidir [66] ve RNA girisim molekdllerinin kesfi, Mr. Fire ve
Mello’nun 1998'de C. elegans’taki arastirmalari sonucu olmustur [63]. Sonraki
yillarda RNAI alanindaki ilerlemeler ile birlikte, 2006 yilinda, Fire ve Mello,
Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel Odiili'ne layik gorilmuslerdir. RNAi slrecinde
RNA, “dicer” endoribonukleaz enzimlerince kig¢lk mudahaleci RNA (siRNA) ya
da mikro (miRNA) olarak adlandirilan kiiguk (19-23 bp) parcalara kesilir ve bu
parcalar Argonat, 6zellikle Argonat 2 (Ago2) olarak adlandirilan protein sinifina
baglanarak, mesajci RNA translasyonunun inhibisyonu saglanir. Gunumuizde,
hedef gen Urunudndn ekspresyonunu inhibe edebilen ve yaygin olarak kullanilan
birkagc RNAI tird vardir. Bunlar; siRNA, kisa sac tokasi RNA (shRNA) ve
miRNA'dir. siRNA ve shRNA, immuin sistem uyariimasi ile ilgili sorunlarin
ustesinden gelebilmek ve susturma etkilerini optimize etmek amaciyla
tasarlanmig, translasyonun tamamen durdurulabilmesi amaciyla ise daha uzun
RNA sekanslari kullanilmistir [67].

siRNA, kimyasal olarak sentezlenen, 2 nukleotidi 5°-fosforile edilmis ucu ve
fosforile edilmemis 3 -ucu eslesmemis sekilde olan, 19-23 baz cifti iceren, cift
sarmalli bir RNA’dir (dsRNA) [26, 68] ve iki asamada uretilir. Baslangig
asamasinda, uzun, c¢ift sarmalli RNA (500-200 bg) Dicer tarafindan 23-21
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nukleotit uzunlugunda fragmanlara ayrilir ve siRNA dretilir. siRNA fonksiyonel bir
molekuldur. Cift sarmalli RNA, viral genom ve bakteriyel DNA'dan kaynakh
olabildigi gibi, biyoinformatik veriler kullanilarak Uretilen sentetik RNA kaynakli da
olabilir [69, 70]. Sonraki asamada ise, ¢ift sarmalli siRNA helikaz ile ayrilir ve
daha sonra "sense" dizisi endojen endonukleazlar ile uzaklastirilarak "antisense"
dizi, RISC’e yonlendirilir. Bu kompleks daha sonra hedef mRNA'ya yonlendirilir.
RISC'nin bir bileseni olarak, Argonat, piwi bdlgesinden kaynakli ribonlkleaz
aktivitesi sayesinde hedef mRNA'y1 parcalar. Gen ekspresyonu, hedef mRNA
RISC tarafindan kesildigi sirada sona erer. mRNA iki farkh sekilde kesilebilir.
Birincisi, riboniikleazlarca kesilebilir. ikincisi ise, homolog iplikgiklere baglanarak
RNA polimeraz araciligiyla gift iplikli RNA olusturulup interferans yolaginin devam
etmesi saglanir. mRNA'nin parcalanmasiyla, transkripsiyon sonrasi gen
susturma (Post-Transkripsiyonel Gen Susturma; PTGS) olarak bilinen hedef
genin ekspresyonu baskilanir (Sekil 2.2) [69-71]. RNAI kesfedildiginden bu yana

bircok siRNA molekull insan klinik denemelerinde degerlendirilmistir [72].

Diger bir RNAIi tipi olan miRNA ise memelilerde dogal olarak olugsan
transkripsiyonel gen dizenleyicisi sistemidir [73]. Gen urtnlerinin miRNA aracili
dizenlenmesi ile, kanser dahil olmak Uzere cesitli hastaliklarin nedeninin
aciklanabilecegi 6ne suUrUlmustir [74, 75]. Kaposi sarkoma virlsu tarafindan
eksprese edilen bir miRNA'nin, B hucresi transformasyonunu destekleyen ve
hidcre buylimesini duzenleyen, endojen bir insan miRNA'sini (miR-155) taklit
ettigi gosterilmistir [76]. Bu nedenle, dogal olarak olugsan endojen ve eksojen
miRNA'lar tedavide hedef olabilirler [77]. Yine endojen gen diuzenlemesinin
hedeflenmesinde siRNA veya antisens oligonikleotitler gibi miRNA'larin

kullaniimasi da mumkun olabilir [27].
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Sekil 2.2.siRNA’nin  dolagimi ve RNAi'nin in vivo biyolojik mekanizmasi.
Nanoparcgaciklar siRNA’nin Ug¢ ana yoldan gergeklesen hucresel alimini
kolaylastirir (a) membran flzyonu, (b) reseptor aracili endositoz ve (c)
dogrudan endositoz. Hucre igine alinan siRNA’nin mekanizmasi RNA
tetikli susturma kompleksi (RISC) ile etkilesim yoluyla baslatilir ve
kontrol edilir. Geriye kalan antisens zincir, baz eglesmesi olan homolog
bélgeyi taniyarak ve hedef mMRNA'yI pargalarayak gen ekspresyonunun

inhibisyonunu saglar [78].

RNAI, hicrelerde genellikle bakteri ve viruslerin yabanci nukleik asitlerine karsi
bir savunma mekanizmasi olarak kullanilsa da, in vitro olarak genlerin segici
susturulmasi i¢in de tasarlanabilir. CRISPR gibi genomu dizenleme teknolojileri
bir gen Gzerinde “kalici olarak” degisiklik yaparken, siRNA'lar tarafindan genler
MRNA seviyesinde “gecici” olarak susturulur. RNAi; 20 yildan daha uzun zaman
once kesfedildiginden beri bu yaklagim, viral hastaliklar ve kanser dahil olmak
Uzere bircok endikasyonda belirgin sonuglar dodurarak, spesifik ve mudahale

edilemeyen genlerin manipulasyonunda sagladig! esneklik nedeniyle buyuk ilgi
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cekmistir [51, 52, 79-81]. KugUk molekulll inhibitérlerin veya antikorlarin aksine,
siRNA'lar spesifik gen seviyesinde hareket edebilen molekullerdir [79].
miRNA'nin aksine, kromozomal DNA ile etkilesime ge¢cmesi ya da cekirdege
aktarilmasi gerekmediginden ve sitozola taginiminin yeterli olmasi nedeniyle,
siRNA aktarimi daha ¢ok tercih edilebilir [52].

Gunumuzde birgok gen icin siRNA'larin tanimlandigi buyuk bir kutuphane
olusturulmus ve nispeten dusuk maliyetle oOlgcek buyatme c¢alismalari
yapilabilmektedir. Son yillarda birgcok siRNA trtind énemli ticari yatirimlarla klinik
alanda urune cevriliyor olsa da, uygun ve etkili taginimlari i¢in gerekli sistemlerin
geligtirilmesi, hiz sinirlayici basamak olarak karsimiza g¢ikmaktadir [82, 83].
Ayrica, diger DNA ve RNA ilag adaylarinda oldugu gibi siRNA'larin da taginimi
konusunda buyUk zorluklarla karsilasilmaktadir. Bu "yUukli" makromolekuller
vucut sivilarinda nukleazlarca hizla bozunur, bobrek ve karacigerden atilim
hizlari oldukga yuksek olmakla birlikte, immun yaniti istenmeyen bir sekilde
tetikleme potansiyeline sahiptir [82, 83]. siRNA'nin karaciger haricinde diger
organlara etkili ve guvenilir bir sekilde taginimi ile ilgili yaklagimlarin geligtiriimesi
kritik bir oneme sahiptir [82-84].

2.2.2. Kanser Tedavisinde RNA interferansin Rolii

Dunya genelinde kanser nedenli dlumlerin ginumuze kadar artis gostermesi
dikkate alindiginda 2030 yilina kadar kanser nedenli 6lum sayisinin 13,1 milyonu
bulacagi ongoérulmekte [85] ve kanser tedavisinde en etkili yollardan birisinin
hedeflenmis terapi temelinde terapotik indeksi arttirilmis anti-kanser ilaglarin
gelistiriimesi oldugu bilinmektedir. Tumor hedefli teshis ve terapiler, anti-timor
arastirmalarinda baslica darbogaz olup, etkili tumor teghis ve terapisi i¢in yeni
anti-timor ilaglar ve 6zgun biyomedikal teknolojiler gelistiriimelidir. Bu ydndeki en
onemli adimlardan biri endojen post-transkripsiyonel gen dizenleyici mekanizma
olan, kodlanmayan, cift zincirli RNA molekullerinin, susturma amaciyla hedef
genlerin expresyonuna mudahale ettigi RNA interferans mekanizmasinin
kullanimi olmustur [78]. Kanser terapisinde RNA enterferansinin etkinligi,

kemoterapi gibi diger kanser tedavisi yoOntemleriyle karsilastinldiginda,
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blyUmenin ileri evrelerinde susturma induksiyonu, susturulmus genin bir sonraki
nesile aktariimasi, diger gen terapisi metotlarina kiyasla dusuk maliyet ve yuksek
ozgulluk gostermektedir [86, 87]. Daha once de bahsedildigi gibi kanser, RNAI
bazl terapi icin ana hedeflerden biridir. Onkogenler, mutasyona ugramis tumaor
baskilayici genler ve tumorun ilerlemesinde rol oynayan diger genler, fonksiyonel
mekanizmasi belirli ve 6zgulligu yuksek ve kemoterapiile karsilastirildiginda yan
etkileri olmayan RNAIi bazli terapi ile gen susturma igin iyi hedeflerdir. RNAi'nin
kanser terapisindeki en buylk avantaji, timor gelisiminde rol oynayan cgesitli
hlcresel yolaklardaki farkh genlerin hedeflenebiliyor olmasidir [88]. Bu tedavi
sekli ile hem asiri dozda kimyasal ilaglarin yol agtigi ¢oklu ila¢ direnci olasiligi
azalmis olur, hem de birden fazla genin eszamanli olarak inhibisyonu sayesinde
daha etkili bir kanser tedavisi mumkundur. Bu tedavi seklinin bir bagka avantaj
ise, tumor buyumesini kontrol etmede digerlerinden daha etkili oldugu duastnulen
kisisellestirilmis ilaglarin geligtirimesine olanak tanimasidir [88]. Klinik gcaligmalari
yuruttlen birgok RNAI bazli ilag Gzerinde ¢alisiimaktadir [71].

2.2.2.1. Terapotik Uygulamalar

Gen ekspresyonunun rolu ile apoptoz genleri arasinda belirli bir iligki vardir ve
daha once de bahsedildigi Uzere RNAI etkilesim teknolojisi, ¢esitli timorlerin
olusumun ve gelisiminin inhibe edilmesinde rol oynar. Cioca vd. spesifik Bcl-2 ve
c-raf siRNA kombinasyonunun HL-60, U937 ve THP-1 I6semi hlcre hatlarinda
apoptozu indUkleyebildigini ve etoposid ve daunorubisine duyarhliklarini
arttirdiklarini bildirmislerdir [89]. Bu bulgu, RNAi molekullerinin kemoterapinin
etkinligini arttirabildigini gostermektedir. Bu alanda Nieth vd.’nin yapmis olduklari
calismada, MDR1 siRNA'sinin pankreas ve mide kanseri hucre hatlarina
transfekte edilmesi sonucunda MDR1 mRNA ve proteini dnemli dlgtide inhibe
edilerek daunorubisine karsi direnci azaltilabilmigtir (MDR1, timér kemoterapi
direncinde 6nemli bir rol oynayan ¢oklu ilaca direnglilik genidir) [90]. Bu ¢alisma
ile RNAi'nin ¢oklu ilag direngliligini geri ¢evirmede ve kemoterapotik ilaglara
hassasiyetin  arttinimasinda  kullanilabilirligi  gosterilmigtir.  GlUnUmuzde,
nanotaslyicilarin da eklenilen hedefleyici uglari (polietilen glikol (PEG) ve/veya
diger ligandlar) ile organlari hedeflemedeki fonksiyonellikleri arttirilabilmistir [91].

Wang ve ark. RGD peptidini (tumore hedeflenen ve penetre olabilen siklik peptid;
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amino asit sekansi: CRGDKGPDC) doksorubisin (DOX) ile asite duyarli cis-
asonitil bagi ile baglanan PEG’lenmis poliamidoamin (PAMAM) dendrimerine
baglamis (PEG-PAMAM-cisasonitil-DOX, PPCD) ve iRGD-aracili PPCD sistemi
ile timor vaskuler buyumenin inhibe edilebildigini, tumor igi ilag birikiminin ve

hayatta kalma suresinin arttirilabildigini ortaya koymuslardir [92].

Bu alanda yapilan bagka bir ¢calismada ise Ebrahimian vd. dusik miktarlarda
DOX ve bcl-xl shRNA'nin es zamanh tasinimi igin polilaktik-koglikolik aside
(PLGA) dayali yeni bir nanoparcgacik formule etmis ve in vitro calismalar ile surekli
salim kinetigine sahip PLGA-DOX-alkil-PEl/pBcl-xL  shRNA'nin, tumor
hlcrelerinin mortalitesini indUkleyebildigini ve meme kanseri proliferasyonunu
yalnizca DOX ve PLGA-DOX-PEI/pBcl-xL shRNA'dan daha iyi inhibe edebildigini
goOstermislerdir. Sonug olarak, PLGA-DOX NP'lerin ve alkil-PEI/shRNA kompleksi
kombinasyonunun, meme kanseri terapisinde umut vaat ettigini bildirmiglerdir
[93]. Sahip olduklari bu avantajlardan dolayr kanser tedavisinde RNAI'nin
uygulanmasi amaciyla farkli nano-6lgekli tasima sistemleri kullaniimis ve halen
kullaniimaktadir [26, 94].

2.2.2.2. RNA nterferans Molekiillerinin Tasiniminda Kullanilan

Nanopargaciklar

Kesfinden sonra, siRNA aracili gen susturma teknolojisi 6zellikle ilaglarla tedavi
edilemeyen hastaliklarin, kanser ve direngli viral enfeksiyonlarin hicresel ve
molekuler seviyede teshis ve tedavisinde guglu bir alternatif olarak karsimiza
cikmistir. Ancak bu molekullerin sistemik taginimi, hedef yapilarla etkilesimlerinin
nasil gergeklestigi ve fonksiyon mekanizmalari, ginimuizde hala tam olarak
aydinlatilamadigindan, bu teknolojiden tam olarak yararlanilamamaktadir [78].
Bu baglamda in vivo’da siRNA’larin hiicre membranindan sitoplazmaya etkili ve
guvenli bir sekilde hedeflenmesi hala tam olarak gerceklestirilememistir ve bu
sorunun Ustesinden gelebilmek igin birgok kisa, pozitif yukll, hicreye kolay
girebilen peptidlerin negatif yukli siRNA’lara baglanmasi saglanarak siRNA’lari
tasima sistemleri olusturulmustur [5]. Hedef molekdillere etki edebilmesi i¢in insan

vlicudundaki anatomik ve fizyolojik koruyucu bariyerleri asmak zorunda olan
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siRNA'larin hedefe spesifik taginimlarini saglayan bu sistemler ile ilgili yapilan
calismalar ve elde edilen veriler 1g1ginda, tasinimda kullanilabilirlikleri
kanitlanmis; ancak elde edilen basari, neden olduklan toksik etki ve siRNA
molekulleri ile olusturduklart komplekslerin in vivodaki instabiliteleri gibi
sorunlardan dolay! kisitlanmistir. Bu nedenle, gunumuze kadar siRNA ile
iliskilerinde etkili olan, bilesenleri, fiziksel ve kimyasal karakteristikleri temelinde
cesitli avantaj ve dezavantajlar sunan farkli nanopargacik sistemleri gelistirilmigstir
(Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2.siRNA tasiniminda kullanilan gesitli nanoparcaciklarin avantaj ve

dezavantajlari

Nano- Sinif Avantajlar Dezavantajlar Ref.
tasiyiciar
- Enzim degredasyonu yoklugu | - Yuksek Uretim
nedeniyle artan in vivo kararhlik maliyeti 5395]_
- Biyouyumluluk - Kisith kararlilik
- Hizli hicresel alim - YUKIU materyalleri
s Livozomlar - Sentez, modifikasyon ve pigdima
S P formulasyon esnekligi - Dusuk ¢ézunarluk
> .
% - Kontrolltii salim
§ - Kontrast ajanlar, problar ve
3 rorofc_JrIara kolay konjugasyon ve
5 fonksiyonellesme
0
= -Biyouyumlu ve biyobozunur - Hizh salim [100,
3 L 101]
Kati Lipit -Diisiik  sistemik toksisite ve | - Kristal
Nanoparga- sitotoksisite yapilarindan dolayi
ciklar o . dislk tasima
(SLN’ler) -Buyik Olgcekte lretim kapasitesi
-Otoklav ile sterilizasyon
-DisUk toksisite -Yiksek Uretim (08
ks ikl molekillerin  biyolojik | MaYet 102-
@D > ' _ 62el|ik]_erinin artigina  yardimcl | _Giivenligine iliskin | 104]
gé’" Siklodekstrin | molekiler taslyici davranisi kaygilar ve sinirl
£35 A
25 -Kiglk boyut ve disik immin goztnurlik
< uyarim

21



Cizelge 2.2. siRNA tasiniminda kullanilan gesitli nanopargaciklarin avantaj ve

dezavantajlari (Devam)
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Cizelge 2.2. siRNA tasiniminda kullanilan gesitli nanopargaciklarin avantaj ve

dezavantajlari (Devam)
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Son zamanlarda, gen iletiminde vektor olarak kullanimlarinin énemi artan [130]
nanoparcaciklar, ebatlari 10-1000 nm araliginda degisen, ¢ozelti seklindeki ya da
katt haldeki partikallerdir [131]. Nanopargaciklarin tasinimda kullanim
avantajlarindan birisi, nano-tagiyicilarin timaorlerde normal dokulardan ¢ok daha
yuksek konsantrasyonlarda birikmesini saglayan artan gegirgenlik ve tutulum
etkisidir (EPR) [132]. Nano tastyicilar, RNAi molekullerini enzimatik bozunma ve
immuan yanita karsi koruyabilmelerinin yani sira, hicre membranindan gegciste
diger tasiyicilara goére ¢ok daha yuksek tasima verimliligine sahip olup [133],
boyut ve yluzey kaplamalarinin uygun olmasi durumunda taginan molekullerin

hedefe ulagmasini mimkun kilar [134].

Katyonik polimer nanopargaciklari, lipit bazli sistemler ve benzerleri, organik
nanopargaciklar sinifina girmektedir ve kimyasal baglanma veya fiziksel gdmme
yoluyla bu organik nanopargaciklara ilaglar dahil edilebilir [135]. Kitosan gibi
cesiti dogal polimerler ve poli-L-lizin  (PLL), polietilenglikol (PEG),

biyouyumluluklari arttirilaran polietilenimin, katyonik dendrimerler gibi sentetik
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polimerler ile hazirlanan kompleks ve nanopargaciklar, siRNA'nin hicre igine
tasiniminda kullaniimiglardir. Bunlar, polikatyon veya polikatyon iceren blok
polimerlerdir ve siRNA ile inter-polielektrolit kompleksler (IPEC) veya blok
iyonomer kompleksler (BIC) olusturma yetenegindedirler. Gunumuzde, gen
tedavisinde kullanilan IPEC sistemleri, PEI, PLL, polintkleik asitler (DNA veya
RNA) ve polikatyon komplekslerinden olusurlar. Zit yUkli polielektrolitler
arasindaki guglu elektrostatik etkilesimler, kendiliginden toplanmayi saglar ve

enzimatik parcalanmayi 6nemli élgtide onler.

Sentetik polimerler, kimyasal modifikasyonlarla geligtirilebilir. Ornegin, lineer
polietilenglikol (PEG), yogun globuler PLL dendrimeri ile konjuge edildiginde suda
¢ozlunebilen poli-iyonik sferik bir kompleks olan PEG-blok-PLL dendrimerlerini
olusturur. PEI, RNAiI tasiniminda yaygin olarak ¢alisiimis katyonik bir polimerdir.
Polietilenimin (PEI) ve mannoz-PEl, transferrin-PEI ve lineer-PEl konjugatlari,
jelatin ve kitosan, metakrilad/metakrilamid polimerleri ve pridinium surfaktantlar
gibi kimyasallar (cogunlukla polimerler) ile DNA tasiniminin arttiriimasina
calisiimaktadir [136]. Bununla birlikte, PEI, 6zellikle sistemik uygulama sirasinda,
yuksek toksisite profili ve in vivo Kkararsizligi nedeniyle klinik olarak
kullanilamamig [137], sonraki galismalarda PEG gibi biyouyumlu malzemelerle
kullanilarak sitotoksisitesi distrilmeye caligiimistir. Ornegin, Kim vd. siRNA
konjuge-PEI/PEG polielektrolit komplekslerini gelistirmis ve vaskuler endotel
bliyime faktorid (VEGF) siRNA'si iceren bu PEG'lenmis polipleksler tUmor
bolgelerinde birikme gostermistir. VEGF'nin baskilanmasi sonucunda ise
mikrodamar olusumu engellenerek timor buyumesi durdurulabilmistir [138].
RNAIi mekanizmasinin kullanildig1 baska bir caligmada, toksik olmayan ve disuk
molekul agirlikli polietilenimin (2000 Da) HA ile konjuge edilerek blok-kopolimer
siRNA/(PEI-SS)-b-HA olusturulmus, bu sayede serum stabilitesi arttirilarak
hyallronik asit reseptor aracili endositoz ile siRNA'larin hedefe spesifik hucresel
alimi kolaylastiriimis ve sonug olarak in vitro gen susturma etkinligi arastirilan
kompleksin mMRNA seviyesinde %50-80 arasindaki azalma ile VEGF (damar
endotelyal buyume faktoért) aracili timoér bayimesini inhibe ettigi belirlenmistir
[139].
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GUnumuze kadar yapilan ¢alismalarda lipozomlar, miseller, emulsiyonlar ve kati
lipit nanoparcgaciklari (SLN'ler) dahil olmak UGzere birgok farkh lipit bazli sistem
bildirilmigtir. siRNA tastyicilari olarak genellikle, negatif yukli ntkleik asitlerle
kolay birlesebilmeleri sebebiyle katyonik lipitler kullaniimigtir [140]. Lipit bazl
nanopargaciklarin fizikokimyasal 6zellikleri (0rnegin, yapi, boyut ve ylzey yuku),
lipit kompozisyonu, ilag / lipit orani ve Uretim prosesi degistirilerek optimize
edilebilir. Son zamanlarda ise RNAI'nin hicre icine verilmesinde, insan
vlcudundaki Ustln stabiliteleri sayesinde, sterilize edilebilen ve dondurularak
kurutulabilen, 10-1000 nm arasindaki buyukliklere sahip SLN'ler kullaniimistir
[141].

Diger taraftan, mezoporoz silika nanopargaciklar (MSN'ler), karbon nanotupler,
kuantum noktalar ve metal nanopargaciklar gibi giderek artan sayida inorganik
madde, RNAi'nin aktarimi icin tasityici olarak kullaniimaktadir. inorganik
nanomalzemeler, inorganik parcaciklar ve biyobozunur polikatyon ile sentezlenir
ve gen terapide yeni bir nanoboyutlu ilag tasiyici olarak rol alirlar [142]. Tek
boyutlu mezoporlari, kolay islevsellesme, biyouyumluluk, yiksek ylzey alani,
genig gbzenek hacmi ve biyobozunurluk gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayi
MSN'ler, inorganik nano-tasiyicilar arasinda en sik kullanilanlardir [143, 144].
siRNA yukleme etkinligini ve MSN'lerin hlcresel alim etkinligini arttirmak igin,
MSN'lerin yuzeyleri veya i¢ gozenekleri katyonik polimerlerle kaplanabilmektedir.
Ornegin Li vd.'nin yapmis olduklari calismada MSN'lerin i¢ gdzenekleri siRNA ile
yuklenmis ve sonrasinda nanoparcacik yuzeyleri katyonik polimer PEI ve
fuzojenik peptit KALA (30 amino asitten olusan katyonik bir peptit) ile
kaplanmigtir. Sentezlenen tasiyici sistemi ile SiIRNA aktarimi sonucu, VEGF
proteini ekspresyonu ve tumor anjiyojenezi inhibe edilmig, boylece tUmor

blylUmesi baskilanmigtir [145].

Biyomedikal uygulamalarda altin nanopargaciklar (AuNP'ler) da buyuk ilgi
cekmektedir. siRNA'lar AuNP'lere, altin-tiyol baglanmasi yoluyla dogrudan
konjuge edilebilir. Conde vd. AuNP'leri, akciger kanserini hedef almak igin

terapétik bir ajan olarak siRNA ve arginin-glisil-aspartik asit (RGD) peptidi ile
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islevsellestirmiglerdir [146]. Ayrica kanser hucrelerini hedefleme kabiliyeti
kazandirmak amaciyla AuNP'ler, tek-degisken zincirli fragment, transferrin ve
prostata-6zgu membrani hedefleyen bir aptamer ile konjuge edilmigstir [147-149].
Ekzozom-benzeri nanovesikullerin tasiyici olarak kullanildigi bir gcalismada ise,
yuksek Uretim verimi saglanmis ve anti-kanser kemoterapdtiklerinin hlcrelere
iletilebildigi gosterilmistir [150]. Lunavat vd. eksozom-benzeri nanovesikullerin
uretim asamasindaki verimlerinin eksozomlara gore daha yuksek oldugu ve
uretimleri igin 6zgun yuzey molekullerini ifade eden tasarlanmis hicrelerden
yararlanilabilecegi gibi c¢esitli avantajlarini belirtmiglerdir [151]. Bu nedenle,
eksozom-benzeri nanovesikuller, RNAi'nin aktarimi ve muhtemelen farkli hastalik
tiplerinin tedavisi igin degerli nanotasiyicilardandir [152]. Lunavat vd.'nin yapmis
oldugu bagka bir ¢alismada ise, siRNA'lar ekzozom-benzeri nanovezikullere ya
ekzojen olarak yuklenmis, ya da endojen olarak Uretilmistir ve her iki yuklenme

durumunda da hedef gen ekspresyonlari 6nemli derecede azalmistir [26, 153].

2.3. C-X-C Kemokin Reseptor 4

Kemokinler gesitli stromal ve epitelyal hicreler tarafindan salgilanan, hicrelerin
kendi kemokin reseptorleri ile etkilesimi yoluyla konsantrasyon gradyani-suruculu
kemotaktik gocunu tetikleyebilen sinyal proteinleridir [26]. N-terminal sisteinlerin
sayisina ve araligina gore, kemokin reseptorleri dort gruba ayrilir (CXC, CX3C,
CC ve CX) [154]. TumU yedi transmembran G-protein-bagli reseptoér ailesine ait
19 farkli kemokin reseptoru vardir. Tumdrlerde, karmasik bir kemokin ve kemokin
reseptor agl, maddelerin tumor mikro gevresine girisini ve mikro gevresinden
cikisini kontrol ederek, timor hicrelerinin metastatik yayiliminin kritik kisimlarina
aracilik eder [155]. Metastaz bolgesinde eksprese edilen ilgili kemokinler, timor
hdcrelerinin uzak organ bolgelerine tasinimini yonlendiren kemo-gekici sinyaller
saglar. Farkh kanser turlerinden gelen hucreler, kemokin reseptorlerinin farkl
ekspresyon profillerine sahip olsalar da, CXC reseptori 4 (CXCR4), insan
kanserlerinde en yaygin olarak eksprese edilen kemokin reseptérudir ve bu, onu

kanser tedavisi icin kemokin agi icinde en umut verici hedef kilar.
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2.3.1. CXCR4/CXCL12 Sinyal Yolagi

CXCL12'nin CXCR4'e baglanmasi, ¢oklu akis asagi sinyal yollarini baslatir ve
bu, artan hucre i¢i kalsiyum akisi, gen transkripsiyonu, kemotaksi, hucre
sagkalimi ve proliferasyon gibi ¢esitli tepkilerle sonuglanir [156]. Heterotrimerik G
proteini aktive edilir ve GTP'ye bagh a ve By alt birimlerine aynlir [157]. GBy alt
birimleri iki ana enzimi, fosfolipaz C- (PLC-B) ve bir fosfatidilinositol-3-OH kinazi
(PI3K) aktive eder. Fosfatidilinositol (4, 5)-bifosfat, PLC-B ile iki sekonder
haberciye, inositol (1, 4, 5) -trisfosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) halinde kesilir.
IP3 hiicre ici depolardan Ca?* salinimina neden olur ve DAG Ca?* ile birlikte
protein kinaz C ve mitojenle aktive protein kinazi (MAPK) aktive ederek hucre
gogune katkida bulunur [158]. Ga veya Gy alt birimleri, ilgili adezyon fokal tirozin
kinaz (RAFTK), adaptor molekult p130 Cas ve sitosikletal protein paksillin dahil
olmak Uzere fokal adezyonlarin bilesenlerinin tirozin fosforilasyonuna yol agan
PI3K'y1 aktive ederek, aktin hucre iskeletinin yeniden duzenlenmesine ve hucre
gocu icin gerekli degisikliklere katkida bulunmus olur [159]. Transkripsiyon ve gen
ekspresyonu, PI3K-AKT-NF-kB, MEK1/2 ve ERK1/2 eksenlerinden sinyal
gondererek Gai tarafindan duzenlenir [160]. Aktive olan AKT, hucrelerin hayatta
kalmasini dizenleyebilir. CXCR4'Un boyutlandiriimasi, hicre morfolojisi
degisikliklerini ve kemotaktik tepkileri destekleyen JAK/STAT vyolu ile G

proteininden bagimsiz sinyallesmeye yol agar [161].

2.3.2. CXCR4’uin Kanser ve Kanser Metastazinda Rolii

CXCR4 asin ekspresyonu, meme, yumurtalik, prostat, 6zefagus, pankreas,
melanom ve renal hicreli karsinom dahil olmak tUzere 20'den fazla insan tumor
tipinde bildirilmistir [162]. CXCR4 ekspresyonundaki artis, c¢oklu buylme,
transkripsiyon ve hipoksi ile induklenebilir faktorlerdeki degisikliklerle iligkilidir
[163-165]. Birgok klinik dncesi ve klinik calismada, CXCR4 ekspresyonu ile
metastaz arasinda anlamli bir korelasyon go6zlemlenmis ve CXCR4
ekspresyonunun kotu sagkalim ve agresif kanser tipleri ile iligkili oldugu
bulunmustur. CXCR4 asiri ekspresyonu, zayif bir prognostik biyobelirte¢ olarak
tanimlanmistir. Ornegin 2.000 invazif meme kanseri ve 214 pre-invaziv meme

orneginin kullanildigi mikrogip calismasinda, CXCR4'Un kanser gelisimindeki
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kritik roli ortaya konmustur [166]. Primer timorlerde yluksek CXCR4 seviyeleri,
yine yuksek kemik metastazi gelisme riski ile iligkili bulunmustur [167]. Bagka bir
klinik calisma, CXCRA4'Un lenfatik sistem yoluyla metastazi destekledigini
gOstermistir [168]. Kanser hucrelerinde yliksek CXCR4 seviyeleri de yine artan
kanser tekrarlama riski ile iligkili bulunmustur [169]. PI3K, MAPK ve Erk1/2 gibi
hicre i¢i sinyal yollarini aktive eden CXCR4'Un kanser hicresinin hayatta
kalmasi, ¢cogalmasi, istilasi ve gogunde kritik bir rolu vardir [170-173]. Fokal
adezyon kompleksleri ve matris metaloproteinazlarinin  CXCR4 kaynakli
aktivasyonu, hem hucre disI matrisin bozulmasina aracilik eder, hem de kanser

hicrelerinin istilasina katkida bulunur.

Beyin, kemik iligi, akcigerler ve karaciger dokularinda CXCL12 ekspresyon
seviyeleri ylkselir. CXCL12 konsantrasyon gradyanlari daha sonra dolagimdaki
CXCRA4 pozitif timor hicrelerinin hareketini tetikler ve ekstravazasyon ve organa
0zgu metastazdan sorumludur [174]. Pankreatik kanser patolojisine bagl cgesitli
kemokin yolaklari arasinda, CXCR4/SDF1 ekseni PC'nin invazyonunda ve
metastazinda kritik rol oynar [175-177]. Stromal hucreler, PC hucrelerinde
CXCRA4'l aktive eden ve gelismis kemotaksi, transendotelyal go¢ ve invazyon ile
sonuglanan bol miktarda SDF-1 dretir [178]. CXCR4 ekspresyon artisi ile Sonic
Hedgehog yolag! degiserek, kdk hicre benzeri fenotip, gelismis desmoplazi,
kimyasal direng ve PC'nin invazyonunda artis gorulur [179]. Gegmise yonelik
bircok klinik arastirma, PC hastalarinda dusik sagkalim ve metastazi CXCR4
ekspresyonu ile dogrudan iligkilendirmistir [180, 181]. CXCR4/CXCL12 ekseni,
gelismis kanser tedavileri igin yeni aktarim stratejileri gelistirmek Gzere 6ne g¢ikan
onemli bir hedeftir [182, 183]. CXCR4 asiri ekspresyonunu, ilaglarin timorlere
ligand aracili tasiniminda basit bir hedef olarak kullanmanin yani sira, CXCR4
antagonistleri kullanarak veya CXCR4 ifadesini siRNA ile susturarak CXCR4/
CXCL12 etkilesiminin engellenmesi, Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi ile
birlestirildiginde primer tumoér blyumesini 6nleme ve metastazi azaltma
potansiyeline sahiptir. Sekil 2.3'te kanser tedavisi i¢in ilag tagsiniminda CXCR4'lin
baslica kullanimlari gosterilmis, Cizelge 2.3'te ise CXCR4'Un ilag tasiniminda

kullanildigi temsili 6rnekler 6zetlenmistir [184].
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Cizelge 2.3. CXCR4 hedefli ila¢g dagitim sistemlerine ornekler

Hedefleme Tasima Tasinan Uygulama Refera
kismi sistemi parga nslar
T22 peptidi Kaynasmis Yesil floresan  Kolorektal kansere [185]
floresan proteini nanopargacik tasinimi (in vivo)
protein
nanopargacik-
lari
LFC 131 peptidi  Kitosan ve Dosetaksel Akciger kanserinde antikanser  [186,
PLGA ve ilag aktariminin arttirllmasi (in -~ 187]
nanopargacik-  doksorubisin  Vvitro)
lar
DV3 peptidi Katyonik Antikanser CXCR4 pozitif lenfoma [188]
peptid peptidler hiicrelerinin hedeflenmesi ve
transduksiyon oldurdlmesi
bélgesi (PTD)
T22 analog Mezopordz Doksorubisin  Lenfoma hiicrelerine [189]
peptidini igceren- silica antikanser ilag taginiminin
azid parcaciklari arttirilmasi (in vitro)
CXCL12 N- Polipleksler Raportor CXCRA4 pozitif glioblastoma ve  [183,
terminal sekansi plasmid DNA servikal karsinoma hucrelerine  190]

gen tasiniminin arttiriimasi
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Cizelge 2.3. CXCR4 hedefli ilag dagitim sistemlerine érnekler (Devam)

4F-benzoil

TE14011 peptid

analogu

Ac-TZ
peptidi

AC-TZ-14011
peptidi

X4-2-6 peptidi

Anti-CXCR4
antikoru

Anti-CXCR4
antikoru
Anti-CXCR4
antikoru

AMD3100

AMD3100

AMD3100

AMD3100

AMD3100
tirevleri

Violojen
dendrimerleri

14011

Llipopleksler

Radyofarmaso®
tik

Dendrimerler

Kendiliginden
dizenlenen
peptid
nanopargacik-
lari

Lipozomlar

Lipozomlar

Radyofarmaso6
tik

Lipopleksler ve
polipleksler

PLGA
nanopargacik-
lari

PLGA
nanopargacik-
lari

Polipleksler

Polipleksler

Dendrimer
polipleksler

Raportor
plasmid DNA

1M1

"In ve Cy
5.5 boyasi

Antikanser
ilagc HKH-40A

Doksorubisin

Anti-lipokalin-
2 siRNA

Mn

Raportor

plasmid DNA

siRNA (anti
GFP)

Sorafenib

SIRNA (si
PLK1)

Raportor
plasmid DNA

TNFa
plasmid DNA

Rat glioma hiicrelerine gen
tasiniminin arttiriimasi

Metastatik pankreas
timorlerinde CXCR4
ekspresyonunun
gOrunttlenmesi (in vivo)

Meme kanserinde CXCR4
expresyonunun
gorintilenmesi (in vivo)

Meme timor metastazi
inhibisyonu (in vivo)

Meme kanserinde antikanser
ilag etkinligi ve taginiminin
arttinlmasi (in vitro)

Metastatik meme kanserinde
CXCR4 ve Lcn2 aracili gog
yolaklarinin inhibisyonu (in
vitro)

SPECT/CT ile beyin
timorinin goérintilenmesi (in
Vivo)

CXCR4-pozitif insan lenfoma
Jurkat hicrelerinde gen
transfeksiyonunun arttiriimasi

Uglii negatif meme kanseri ve
metastatik meme kanseri
tedavisinde alimin arttiriimasi,
CXCR4 sinyallesmenin
baskilanmasi ve siRNA
tasinimi (in vitro)

Malignant hepatoselltler
karsinomanin hedeflenmesi ve
sorafenib ile antikanser etkinin
arttirilmasi (in vivo)

Metastaz inhibisyonu amaciyla
es zamanli gen tasinimi ve
CXCR4 blokasyonu (in vivo, in
Vitro)

Hicre invazyonunun
inhibisyonu amaciyla es
zamanli gen tasinimi ve
CXCR4 blokasyonu (in vitro)

Es zamanl olarak CXCR4
aracili kanserde hicre
invazyonunun énlenmesi ve
TNFa-aracili kanserde hicre
Olimunin saglanmasi (in vitro)

[191]

[192]

[193,
194]

[195]

[196]

[182]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201-

204]

[205]

[206]
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Cizelge 2.3. CXCR4 hedefli ilag dagitim sistemlerine érnekler (Devam)

AMD3100 Radyofarmas¢ ®Cu PET ile insan meme kanseri [207]
tik kaynakli akciger metastazinin
gorintilenmesi (in vivo)
AMD3100 Radyofarmasoé ©Cu Beyin timora ve kolon [208]
tik timorinun PET/CT ile
gorintilenmesi (in vivo)
AMD3465 Polipleksler MiR-200c CXCR4 antagonizmasi ile [209]
(P-SS-AMD) mimic kanser hiicre gégunin
inhibisyonu (in vitro)
Klorokin Polipleksler MiR-210 Es zamanli olarak hlcre gogu [210]
(PCQ) inhibitori inhibisyonunun ve hiicre

Olimindn saglanmasi,
endosomal kagisin saglanmasi

(in vitro)
CXCR4 PEI-C siRNA (anti CXCR4 antagonizmasi ile [211]
antagonisti polipleksleri VEGF) kanser hiicre invazyonunun

engellenmesi (in vivo, in vitro)

2.3.3. CXCR4 Geninin Susturulmasi

Yapilan galigmalar 1siginda, hem in vitro hem de in vivo olarak kanser hicresi
blylimesini ve metastazi yavaslatmak amaciyla CXCR4 ekspresyonunun
siRNA'larla spesifik hedeflenmesi ve susturulmasi onerilmigtir. Spermin ile
modifiye dekstran temelli nanoparcgaciklarca iletilien anti-CXCR4 siRNA,
kolorektal kanserin karacijer metastazinda CXCR4 ekspresyonunu o6nemli
Olcude azaltmistir [212, 213]. Calismada, spermin, katyonik dekstran elde etmek
amaciyla indirgeyici aminasyon prosesi ile oksitlenmis dekstran ile birlegtirilmis
ve sonuglar CXCR4 susturma igleminin, tedavi edilen hayvanlarin karacigerindeki
kanser hlcresi ve lenfosit infiltrasyon derecesini azalttigini gdstermistir. Meme
kanseri metastazinda CXCR4'U susturmanin etkisinin arastirildigi bir calismada,
siRNA tasiyicisi olarak HER2-scFv ve arjinin nonamer peptid (e23sFv-9R) bazli
bir flizyon proteini sentezlenip test edilmistir [5]. Anti-CXCR4 siRNA'nin e23sFv-
9R tastyicisi tarafindan verilmesi, CXCR4 ekspresyonunda azalma ve HER2-
pozitif meme kanseri BT-474 hicre hattinda proliferasyon ve metastazda azalma
ile sonuclanmistir. Anti-CXCR4 siRNA'nin fuzyon proteini tarafindan sistemik

olarak verilmesi ile tumor buyimesi onemli derecede baskilanabilmig, metastazi
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azaltimis ve HER2 pozitif ksenograftlari iceren farelerde hayatta kalma siresi

uzatilmistir.

Tumor progresyonu, tumor igi hipoksi ve tumor dokusunda heterojen perfizyon
saglayan anormal vaskuler bir yapi ile iligkilendirilmigtir [214]. Hipoksi,
anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal gegis, hucre digi matriks degradasyonu ve
kemotakside rol alan ¢oklu genlerin ekspresyonunu dizenlemektedir [215].
CXCRA4, hipoksi durumunda expresyonu arttigindan hipoksi ile iligkili olaylarda
potansiyel bir hedeftir. Romain vd. hipoksinin kolon kanseri hiicrelerinde CXCR4
ekspresyonunu arttirdigini ve kanser hucreleri normoksik kogullara dondugu
zaman bile CXCR4 ekspresyonunun 48 saate kadar yuksek kaldigini gostermigtir
[216]. CXCR4 artisinin bir sonucu olarak, kolon kanseri SW480 hicrelerinin
gogu, normoksik kosullarla kargilastirildiginda hipokside 6 kat artmistir. Kisacasi,
CXCR4 gen susturma ile kanser hucrelerinin invazivitesinin artmasi 6nemli

Olclde azaltilabilir.
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3. DENEYSEL YONTEMLER VE MALZEMELER

3.1. MALZEMELER
3.1.1. Sentetik siRNA

RNA interferans galismalarinda CXCR4 genini baskilamak amaciyla ve CXCR4
proteinlerinin mMRNA’larina komplementer dizilime sahip olan 19 mer’lik siRNA’lar
kullaniimistir. Eurofins (CXCR4 siRNA, NC siRNA ve NC FAM-siRNA) ve
Dharmacon Research Inc. (GAPDH siRNA) firmalarindan temin edilen liyofilize
siRNA'lar (Cizelge 3.1) 1XsiRNA tamponu (pH 7,5) ile stok konsantrasyonu 100
MM olacak sekilde, RNaz icermeyen saf su kullanilarak ¢dzdurulmas, ileri

calismalarda kullaniimak tzere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Tez g¢alismasinda kullanilan siRNA’lar

siRNA Dizi Adi Dizi Ref.
CXCR4 siRNA 5-UAAAAUCUUCCUGCCCACCATdT-3' [217]
5CAACGGAUUUGGUCGUAUU-3
GAPDH siRNA 5-GACCUCAACUACAUGGUUU-3 218]
(Pozitif Kontrol) 5-UGGUUUACAUGUUCCAAUA-3
5-GUCAACGGAUUUGGUCGUA-3
NC siRNA
5-GGUGAACUGUCUGGAUAAG-3' [217]
(Negatif Kontrol)
NC FAM-siRNA 5-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3' 219]
(Negatif Kontrol) 5-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’

3.1.2. Kullanilan Primerler

Real-Time PCR cgalismalarinda kullanilan primerler (Cizelge 3.2) Oligomer
firmasindan liyofilize formda temin edilmis ve stok konsantrasyonlari 100 yM
olacak sekilde RNaz icermeyen saf su kullanilarak ¢oézdurdlmus, ileri

calismalarda kullaniimak tzere -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.2. Tez ¢calismasinda kullanilan primerler

Primer Dizi Ad Dizi Ref.
CXCR4 Forward 5-GATGCCGTGGCAAACTGGTA-3'

CXCR4 Reverse 5-CCAGACTGATGAAGGCCAGGA-3' 1ol
GAPDH Forward 5-AACGGATTTGGTCGTATTG-3'

GAPDH Reverse 5'-GGAAGATGGTGATGGGATT-3' [220]

3.1.3. Kullanilan Hiicre Hatlan
3.1.3.1. L929 (Fare Fibroblast Hiicre Hatti)

100 gunluk erkek fareden (C3H/An) alinan, WR Earle tarafindan stoklanan,
ylzeye tutunan bag doku hucreleridir. Kiltlr galismalarinda DMEM (Biological
Industries, israil), FBS (Fetal Sigir Serumu, Biological Industries, israil) ve

antibiyotik olarak penisilin/streptamisin kullaniimistir.

3.1.3.2. MDA-MB-231 (insan Meme Kanseri Hiicre Hatti)

51 yasindaki, adenokarsinoma hastaligi olan kadindan alinarak, R Cailleau
tarafindan stoklanan, yuzeye tutunan, epitelyal morfolojiye sahip, meme
bezinden izole edilmis hucrelerdir. Kiltir calismalarinda DMEM (Biological

Industries, israil), FBS ve antibiyotik olarak penisilin/streptamisin kullaniimistir.

3.1.3.3. CAPAN-1 (insan Pankreas Kanseri Hiicre Hatti)

40 yasindaki, adenokarsinoma hastaligi olan erkekten alinarak, J Fogh
tarafindan stoklanan, ylzeye tutunan, epitelyal morfolojiye sahip, pankreasin
metastatik bdlgesinden izole edilmis hicrelerdir. Kiltir ¢alismalarinda IMDM
(Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Catalog No. 30-2005), kullanilan diger
hatlardan farkli olarak %20 oraninda FBS ve antibiyotik olarak

penisilin/streptamisin kullaniimigtir.
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Tum hucrelerin yizeyden kaldiriimalari amaciyla PBS igerisinde %0,05’lik tripsin-
EDTA cozeltisi (Biological Industries, israil) kullanilmis, hiicrelerin sayiminda ise

boya olarak tripan mavisi kullaniimistir.

3.1.4. Kimyasallar ve GCozeltiler

Tdm hidcre kdltird c¢alismalarinda kullanilan kimyasallar, analitik saflikta
olmalarindan dolayr herhangi bir ekstra saflagtirma iglemine tabi
tutulmamiglardir. Baglica kullanilan sarf malzemeler; 12-96 kuyucuklu plakalar
(Nest, China) ve 25-75 cm?lik hiicre kiiltur flasklari (Nest, China), 0,2 um filtre
(Sartorius, Germany), 15 mL’lik santriftj tapu (Nunc, Almanya), mikropipet (10
pmM-100 um-1000 um Scaltec, Almanya), 96 e-plate (RTCA Resistor plate 96,
Roche, Almanya) ve tek kullanimlik pipetlerdir (2-25 mL). Caligmalar suresince
kullanilan baslica ekipmanlar ise, Laminar akish kabin (ESCO class Il BSC
Laminar Flow Cabinet, Labor lldam, Tirkiye), sogutmali santrifiij (ROTINA 380R
Hettich, Almanya), inverted mikroskop (Leica DM6000B, isveg), vorteks, elisa
plate okuyucu (BIOTEK GEN5 Elisa Reader PowerWave XS2), karbondioksitli
etliv (Binder CB150), hemositometri (Invitrogen, Countess), xCELLigence RTCA
(Gergcek Zamanh Hucre Analiz Sistemleri) (Roche, Almanya), hassas terazi
(Mettler toledo MS204), Qubit (invitrogen) cihazi, RT-PCR caligmalarinda
LightCycler 480 Il sistemi (Roche, Almanya), Termal Cycle Cihazidir (Techne TC-
Plus).

Agaroz jel elektroforezi icin %1’lik (a/h) agaroz Tris-Borik asit-EDTA (TBE)
tamponunda ¢ozulerek hazirlanmistir. TBE tamponu (x10) pH 8,9 igin 54 g Tris
base, 27,5 g borik asit ve 7,44 g Na2EDTA, saf su ile 1 L'ye tamamlanmistir.
Etidyum bromdr, 10 mg/mL derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde
muhafaza edilmistir. Sitotoksisite c¢alismalarinda kullanilan tetrazolyum tuzu
(WST-1) igin standart WST-1 analiz kit (Biological Industries, israil) kullanilmistir.
ikili boyama sollisyonu igin 1 mL PBS’de 10 mg Riboniikleaz A (Serva, israil), 1
mL PBS’de 200 ug Hoechst 33342 (Serva, israil) ve 1 mL PBS’de 100 ug
propidium iyodide (Serva, Israil) olacak sekilde hazirlanir. RNA izole etmek igin,

High Pure RNA Isolation Kiti (Roche, Almanya) kullaniimistir. Elde edilen
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RNA’lardan, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti (Roche, Almanya) ile
cDNA’lar elde edilmistir. Real Time PCR deneylerinde, CXCR-4 gen
ekspresyonunun arastiriimasi igin, Fast Start Essential DNA Green Master
(Roche, Almanya) kiti kullaniimistir. Steril kullaniimasi gereken tim tampon ve

coOzeltiler, 121°C’da 20 dakika sterilizasyona tabi tutulmustur.

3.2. DENEYSEL YONTEMLER

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen calismalar baslica ¢ asamadan
olusmaktadir (i) Sentezlenen PEIl ve Au temelli pargcaciklarin fizikokimyasal
Ozellikleri farkli karakterizasyon yontemleri ile (SEM, Dinamik Isik Sacgilimi (Zeta
sizer), '"H-NMR, FT-IR, Elementel analiz ve UV-Vis spektroskopisi) belirlenmistir;
(i) sentezlenen pargaciklarin siRNA molekulleri ile uygun oranlarda bir araya
getirilmesi saglanmis ve parcgacik/siRNA etkilesimi de yine Zeta sizer ile yapilan
zeta yuk analizi ve jelde gecikme analizi ile dogrulanmistir; (iii) sentezlenen
parcaciklarin tek baslarina ve/veya siRNA ile, normal hlcre hatti L929, meme
kanseri hicre hattt MDA-MB-231 ve pankreas kanseri hiicre hatti CAPAN-1
Uzerindeki sitotoksik, apoptotik-nekrotik, antiproliferatif ve hedef genin

ekspresyonu Uzerindeki etkileri yapilan in vitro ¢aligmalari ile arastiriimigtir.

3.2.1. Polietilenimin Temelli Non-Viral Tastyicilarin Sentezi

Bu calisma kapsaminda siRNA tasliyicisi olarak uygun polietilenimin-hyaltronik
asit konjugatlari ve bu konjugatlarin yanisira altin iceren ve doksorubisinle de

etkilestirilen polietilenimin-hyaltronik asit konjugatlari sentezlenmigtir.

3.2141. Polietilenimin-Hyaluronik  Asit Konjugatlarinin Sentezi

Optimizasyon Caligmalari

Optimizasyon c¢alismalari kapsaminda dncelikle Polyethylenimine (2 kDa, Sigma
Aldrich (St. Louis, MO)) ve Hyaluronik asit (Ma: 1,1-2 milyon Da, Acros Organics
USA (Morris Plains, NJ))'in sirasiyla en uygun hangi oranda (oran optimizasyonu)
ve hangi yontem (yéntem optimizasyonu) ile konjugat olusturabilecegi

belirlenmig, ardindan 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC)/N-
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Hydroxysuccinimide (NHS) mekanizmasi ile aktiflestirilen hyaltronik asit
polimerlerinin  reaksiyon ortaminda kendiliginden parcacik olusturmasi

arastirimistir.

3.2.1.1.1. PEI-HA Konjugatlarinin Olusturulmasinda Oran Optimizasyon

Caligsmasi

Bu calismada en uygun PEI-HA orani arastiriimigtir. PEI-HA (a/a) oranlari; 2:1,
5:1, 20:1, 30:1, 50:1, 100:1 ve 200:1 olarak belirlenmistir [221, 222]. Bunun igin
20’ser mg HA (Ma: 1,1-2 milyon Da) tartilarak PEI'nin (408700 Aldrich, 2 kDa)
degisen miktarlari (sirasiyla, 40 mg-100 mg-400 mg-600 mg-1000 mg-2000 mg-
4000 mg) ile reaksiyona sokulmustur. Alti ayri oran icin de 20’ser mg HA tartilarak
10 mL ddH20’da ¢ozulmustar. Belirlenen 6 grup i¢cin de EDC (0,15 mmol, Sigma
Aldrich (St. Louis, MO)) ve NHS (0,15 mmol, Pierce Protein Research Products
(Rockford, IL)) de ddH20:DMSO (1:1, h/h) karisiminda ¢dzllerek HA ¢ozeltisi
Uzerine 1’er mL hacimde ilave edimis ve 5 M HCI ile pH 6,5a ayarlanan
orneklerin karisimina 4 saat devam edilmigtir. Ardindan PEl'in belirlenen
miktarlari damla ilave yontemi ile hizla karistirilan HA ¢ozeltisine ilave edilmis ve
pH’1 1 M NaOH ilavesiile 7,0’'ye ayarlanan érneklerin karistirma islemine 24 saat
daha devam edildikten sonra reaksiyon karigimi ddH20’ya karsi 24 saat (8 saat
aralikla ddH20 3 kez degistiriimistir) boyunca diyaliz edilmigtir (MWCO
12,000 Da, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO)).

3.2.1.1.2. PEI-HA Konjugatlarinin Olusturulmasinda Yontem Optimizasyon

Calismasi

Bu calismada uygun tastyicilarin hazirliginda kolay uygulanabilir ve istenilen
parcacik buyuklugune ulagsmak igin etkili bir yontem arastinimistir. Bu galisma
kapsaminda uygulanan yontemler Sekil 3.1’de sematize edilmistir. Bunun igin, 3
ayri beherde 20’ser mg HA tartiimis ve ddH20'da ¢6zulmustir. Ardindan EDC
(0,15 mmol) ve NHS (0,15 mmol), 3.2.1.1.1’de anlatildigi gibi HA ¢ozeltisine ilave
edilmis ve 4 saat karigtirilimistir. Her bir uygulama igin ayri ayri beherlerde uygun
miktarda PEI (1:50 (a/a) oraninda HA:PEI igin) ¢ozeltisi hazirlanarak Gzerine

Sekil 3.1’de gosterildigi sekilde (Yontem 1, Yontem 2 ve Yontem 3) siringa
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icerisine alinan HA c¢ozeltileri ilave edilmis (Yontem 1 de manyetik karigtirici
uzerinde karistirilan PEI ¢ozeltisine, siringaya alinan HA ¢ozeltisi damla damla
ilave edilmig, Yontem 2’de siringaya alinan HA hizli bir sekilde homojenizator -
20,000 rpm’de calistirilan- daldirilmig PEI ¢ozeltisine ilave edilmis ve Yontem 3’te
petriye dokulen PEI ¢ozeltisi (20 mL) sabit bir dbnme hizinda iken siringa ile PEI
cOzeltisi Uzerine HA ¢ozeltisi spreylenmigtir (17,5 mV, 9 mL saat pompalama
hizinda)), reaksiyon ortami 5 M HCI ile pH 6,5’e ayarlandiktan sonra karigima
24 saat daha devam edilmis ve sonrasinda pH’1 7,0’ye ayarlanarak reaksiyonu
sonlandirilan ¢ozeltiler 3.2.1.1.1.de anlatildigi gibi diyaliz iglemine tabi
tutulmustur. Diyalizin ardindan petrilere alinan 6rnekler petri kaplarinda daha
sonra gerceklestirilecek olan uygulamalarda kullaniimak Gzere liyofilize edilmistir
(-50°C, 0,016 mbar, 24 saat).

I -
a

Yontem 1 (Damlailave) Yontem 2 (Homojenizatir) Yéntem 3 (Elektrosprey)

Sekil 3.1. PEI-HA konjugatlari olusturulmasinda etkinligi arastirilan yontemler

3.2.1.1.3. Partikil Boyut Dagiliminin Azaltiimasi ve HA’nin Reaksiyon

Ortaminda Kendiliginden Pargacik Olusturmasinin incelenmesi

Bu calismada oncelikle HA’nin reaksiyon ortaminda kendiliinden pargacik
olusturma oOzelligi arastinimistir. Bunun igin 20’ser mg HA tartilarak 5’er mL
ddH20’da ¢oézilmustir ve HA aktif grubu icin Gzerine DMSO:ddH20 (1:1 h/h,
toplam hacim 2 mL)'da hazirlanan EDC (0,15 mmol) ve NHS (0,15 mmol) ilave
edilip, 4 saat karisima devam edilmigtir. Aktiflestirimemis HA grubu ise direkt 4

saat karigima alinmig ve her iki grubun da PEI ile konjugasyonu saglanmadan,
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karakterizasyon c¢alismalari ile kendiliginden pargacik olusturma kapasitesi test

edilmistir.

Bu calismada ayrica, olusturulan PEI-HA Kkonjugatlarinin boyut dagilimini
azaltmak amaciyla homojenizator yontemi kullanilarak PEI:HA, 50:1 orani igin
3.2.1.1.1. kisminda bahsedildigi gibi sentez tekrarlanmig, ancak bu kez elde
edilen reaksiyon karisiminin yarisi diyaliz dncesinde 0,45 pm’lik filtreden
gegirilmis, diger yarisi ise direkt diyalize alinmigtir. Bu sayede diyaliz 6ncesinde
gerceklestirilecek olan filtrasyon igslemi ile sentez karisimindaki pargacik boyut
dagiliminin azaltilmasi ve 0,45 ym’den daha kiguk pargaciklarin elde edilmesi

amagclanmstir.

3.2.1.1.4. Biyobozunur PEI-SS-HA Konjugatlarin Olusturulmasi

Bu calismada toksik olmayan dusuk molekdl agirhikh PEl (2 kDa), HA ile
konjugasyon oOncesinde sistamin bisakrilamid ile gapraz baglanarak (CBA'nin
akriloil grubu ile dallanmig PEI'nin amin grubu arasinda Michael katilma tepkimesi
ile) vicut igerisinde indirgenebilir PEI-SS sentezi gergeklestirimeye calisiimistir.
Ardindan PEI-SS’nin amin gruplari, HA’nin karboksil gruplari ile indirgeyici
amidasyon reaksiyonu sonucunda asi-kopolimer formunda konjuge edilmistir
[139]. Bu ¢alisma kapsaminda, stok PEI ¢ozeltisinden 1 mmol PEI alinarak 20
mL %90 sulu metanol karigimi icerisine ilave edilmis, 3 dakika karistirildiktan
sonra Uzerine 2 mmol CBA tartilarak ilave edilmis, ve karigtirma iglemine argon
gazi altinda, 50°C sicaklikta ve karanlik bir ortamda 16 saat devam edilmistir.
Ardindan 80 mg HA/8 mL ddH20 Uzerine 0,15’er mmol EDC ve NHS (2 mL
DMSO: ddH20 (1/1, h/h) icerisinde) ilave edilerek, karisima 4 saat daha devam
edilmigtir. 24 saatlik karisimin ardindan elde edilen PEI-SS karisimi siringa
yardimi ile HA karigsimi Uzerine ilave edilmis ve son karisimin pH’si 6,5'a
ayarlanarak karisima 24 saat daha devam edilmigtir. Ardindan pH'1 7’'ye
ayarlanarak reaksiyonu sonlandirilan érnekler, 1 giin boyunca ddH2Q’ya karsi
diyaliz edilmistir. Diyalizin ardindan ise ornekler sonraki gcalismalarda kullaniimak

Uzere 24 saat sureyle liyofilize edilmistir.
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3.2.1.2. Doksorubisin ile Etkilestirilen Altin-Polietilenimin-Hyallironik Asit

Konjugatlarin Sentezi
3.2.1.2.1. AuPEI NP’lerin Lazer Ablasyon Teknigi ile Sentezi

Bu calisma kapsaminda kemoterapdétik ajan olarak Doksorubisin (Doksorubisin
hidroklorar, 2 mg/mL, Fresenius Kabi (India)) ile baglanacak olan AuPEI-HA
pargaciklarinin sentezi calismalari yapiimistir. Oncelikle AUPEI NP’lerin sentezi
icin %50Q’lik ticari PEI ¢ozeltisinden son hacimde farkli oranlarda olacak sekilde
(%0-%0,5-%5-%10-%50) kullanilarak, ¢ozeltide negatif ylzey yukine sahip
AuNP’ler ile katyonik dallanmis (branched)-PEI (bPEIl) arasinda elektrostatik

etkilesim saglanmis ve sonug olarak AuPEI NP’ler olusturulmustur (Cizelge 3.3).

Lazer ablasyon teknigi (Sekil 3.2) ile PEl kapli Au nanopargaciklari
sentezlendikten sonra, homojenizatér ve damla ilave yontemi birlikte uygulanarak
AuUPEI NP’lerine 6nceden aktiflestiriimis olan HA monomerleri baglanmis ve
sonugta AuPEI-HA konjugatlari olusturulmustur. En son asamada ise olusturulan
konjugatlar Doksorubisin ile muamele edilerek, parcgaciklar Doksorubisinle

kaplanmigtir.

Cizelge 3.3. PEI kaplh Au nanopargacik sentezinde reaksiyon kosullari

Ornek Adi PEI (%) PEI(mL) ddH.O (mL)  Altin miktari (mg)  Son Hacim (mL)

AuNP/1 0 - 10 0,6 10
AuPEI NP/2 0,5 0,1 9,9 0,6 10
AUuPEI NP/3 5 1 9 0,6 10
AuPEI NP/4 10 2 8 0,6 10
AUPEI NP/5 50 10 - 0,6 10

Lazer ablasyon tekniginde (Sekil 3.2) kullanilan lazer Nd-YAG olup, uygulanan
enerji 10 Hz, 1000 mJ, lazer ucu 1064 nm, fokal ¢cap 3-4 mm ve uygulama suresi
5 dakikadir. Altin plaka, uygulanan lazer darbeleri sonucunda ablasyona

ugratiimistir.
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Nd:YAG Lazer

Lens

PEI gozeltisi

Sekil 3.2. Lazer ablasyon teknigi ile AUNP ve AuPEI NP’lerin sentezi

3.2.1.2.2. AUPEI-HA-DOX Konjugatlarinin Sentezi

Bu calismada oOncelikle lazer ablasyon teknigi ile sentezlenmis olan AuPEl NP
orneklerinden, stabilitesi ve boyutu en uygun olan 3 numaral (AuPEl NP/3)

ornegin degisen oranlari, aktiflestiriimis HA ile reaksiyona sokulmustur.

AuPEI-HA pargacik sentezi i¢cin bu calisma kapsaminda oncelikle 15 mg HA
tartilarak, 12 mL ddH20’da ¢ozulmastir. Ardindan 43,1 mg EDC ve 25,9 mg NHS
tartihp, 1 mL’de (DMSO: ddH20, 1:1, h/h) ¢ézdurulip HA Gzerine ilave edilerek
karistirmaya 4 saat daha devam edilmis, lazer ablasyon teknigi ile sentezlenen
AuPEI NP/3 6rneginden, sirasiyla 5 ve 20’ser mL siringaya alinarak yine sirasiyla
5 ve 10 mL aktiflestirilen HA Gzerine homojenizator ile yliksek karigtirma altinda
(20,000 rpm) ve sonikator cihazi igerisinde ilave edilmistir. Elde edilen reaksiyon
ortamlarinin pH’1 6-6,5 ayarlanarak 16 saatlik reaksiyon baslatilmistir. 16 saatin
ardindan ¢ozelti pH’larn 7'ye ayarlanarak reaksiyon sonlandirilmig ve her 2 grup
ornek icin de (AuPEI:HA, 5:5 ve 20:10 (1:1 ve 2:1 olarak isimlendirilmiglerdir))
son hacimde (5 mL) 50-100-150 pg olacak sekilde Doksorubisin, ¢ozeltiler

Uzerine siringa yardimi ile ilave edilerek 1 saat karistirmaya birakilmistir.
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3.2.2. Sentezlenen Konjugatlarin Karakterizasyonu
3.2.2.1. Sentezlenen Konjugatlarin Yiizey Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sentezlenen nanoparc¢aciklar, buyukluk ve yuzey o6zelliklerinin belirlenebilmesi
amaciyla FEI marka / Quanta 450 FEG model taramali elektron mikroskobunda
(SEM; boyut analizi 50X-1,000.000X araliginda yapilabilmektedir) incelenmistir.
Bu amagla, érnekler aliminyum grid Uzerine yerlestirilerek inceleme yapilmigtir.
Orneklerin tarama iglemi, belirlenen blyitme araliklarinda ve 20 kV artan voltaj

kosullarinda gercgeklestirilmistir.

3.2.2.2. Sentezlenen Konjugatlarin Partikil Buyluklugu Degerlerinin

Olgiilmesi

Hazirlanan pargaciklarda buyukluk analizi, Malvern partiktul olgim cihazi ile
yapilmistir. Bu amagla, nanopargacik formulasyonlari, deiyonize su igerisinde
suspanse edilerek olgulmustar. Her bir formalasyon igin, n=3 olacak sekilde

Olcim alinmistir.

3.2.2.3. Sentezlenen Konjugatlarin Zeta Potansiyel Degerlerinin Olgiilmesi

Sentezlenen tum konjugatlarda yuzeysel ylk kontroli c¢alismasi, Malvern
Zetasizer 2000 cihazinda deiyonize su veya %10 FBS igeren besiyeri icerisinde
1 mg liyofilize nanoparcacik formulasyonlari suspanse edilerek yapilmistir.

Belirlenen formulasyonlar igin n=3 olacak sekilde dlgiim alinmistir.

3.2.2.4. UV-VIS Spektroskopi Analizi

Lazer ablasyon teknidi ile sentezlenmis olan AuNP’ler, AUPEI NP’ler ve bu
parcaciklarin HA ile olusturdugu konjugatlarin Doksorubisin ile etkilesimi
sonucunda elde edilen pargaciklarin reaksiyon karisimlarindaki renk
degisiminden yararlanarak kalitatif analizleri UV-ViS spektroskopi araciigiyla
yapilmistir. Bu amagla 400-600 nm dalga boyu arahdinda yapilan spektral tarama
ile sentezlenen farkli formulasyonlarin karakteristik Amax In1 g0steren absorbans

egrileri elde edilmistir.
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3.2.2.5. '"H-NMR Analizi

H'-NMR analizi icin sentezlenen konjugatlardan 1’er mg tartilarak DMSO veya

doteryumlu su ile ¢ozdurulmis ve oda sicakliginda analiz edilmigtir (Bruker- 2
300, 400 MHz, isvicre).

3.2.2.6. FT-IR Spektrumu Analizi

Sentezlenen konjugat gruplarinin kimyasal yapisi; Fourier donugumlu kizil tesi
spektrofotometresi (Bruker Vertex 70v, Germany) ile Kirikkale Merkezi Arastirma
Laboratuvar’'nda analiz edilmistir. Her bir spektrum, ZnSe ATR kristal hlicresi
ustiinde yapilan élgtimlerle 4 cm™ ¢dzuniirlik ve 16 tarama sayisi kullanilarak
4000-400 cm™ spektral aralikta % transmitans’a karsi dalga sayisi (cm™') olarak

cizilmistir.

3.2.2.7. Elementel Analiz

Sentezlenen konjugatlardaki toplam azot, karbon, hidrojen ve kukurt icerikleri,
Vario MICRO-cube Analyzer (Elementar Americas, USA) cihazi ile Kirikkale
Merkezi  Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestiriimigtir. 1050°C’de
gerceklestirilen analiz slresince agiga c¢ikan H20, CO2, N2, SO3 ve SO2
gazlarinin sinyalleri dedektorler ile tespit edilip, miktarsal analizi yapilmigtir.

Sonuglar her bir element igin agirhk ylzdesi olarak belirtilmigstir.

3.2.3. Sentezlenen Konjugattan Doksorubisinin Salimi Galigsmasi

Sentezlenen AuPEI-HA-DOX konjugatindan DOX'in in vitro saliminin arastirildigi
bu calisma pH 5,4 ve pH 7,4 olmak Uzere sirasiyla asetat ve fosfat tamponlarinin
kullanimi ile gergeklestirilmistir. Bunun igin dncelikle liyofilize AuPEI-HA-DOX
konjugatindan 5 mg/mL’ser tartilarak 1 mL asetat ya da fosfat tamponu igerisinde
¢ozdurulmus, sonrasinda diyaliz membrana aktariimigtir (MWCO = 12 kDa).
Diyaliz membran ise 100’er mL salim ortamlarina (fosfat ve asetat tamponlari)
konularak, deney suresince 37 °C’de ve 100 rpm karigstirma hizindaki su
banyosunda tutulmustur. Belirlenen zaman araliklarinda salim ortamindan

alinan her 1’er mL’lik 6rnege karsilik taze tamponlardan salim ortamlarina 1’er
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mL ilave edilmigtir. Alinan 1’er mL’lik érneklerin ise UV-vis spektrofotometrede
(Shimadzu UV 1800, Japonya) 490 nm dalga boyunda absorbanslari él¢ilmus
ve serbest DOX’in belirlenen konsantrasyonlarinin ayni dalga boyunda ol¢ulen
absorbans degerleri ile hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak, zamanla

ortama salinan DOX’in miktari belirlenmeye ¢ahisilmistir [223, 224].

3.2.4. Sentezlenen Konjugatlarin siRNA ile Etkilegsiminin Belirlenmesi

Bu calisma ile sentezlenen konjugatlar ile firmadan temin edilen siRNA’lar
arasinda elektrostatik etkilesim sonucu kompleks olusumu ve sentezlenen
konjugatlarin siRNA baglama yetenekleri arastiriimistir. Bu amagla, NP’ler ve
siRNA’lar igin kompleks olusumunda en uygun oran (NP/siRNA; 6,25, 12,5, 25,
50, 100, 200 a/a) sinanmigtir [43, 139, 222, 225].

3.2.4.1. Jelde Gecikme Analizi

Sentezlenen konjugatlarin siRNA baglama yeteneklerinin incelenmesi amaciyla
1 ug CXCR4 siRNA ve pH 5,0, PH 7,0 ve pH 9,0 6zelliginde olan tamponlarda
¢ozdurulen konjugatlarin belirlenen miktarlari (100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 pQ)
kanstiriimis ve son hacim RNaz icermeyen saf su ile 10 uL’ye tamamlanarak oda
sicaklhginda 30 dakika inkiibasyon sonrasinda 0,1 pg/mL etidyum bromdar igceren
%1’lik agaroz jelde, 50 mM borat tamponu (ph 8,9) kullanilarak, 100 V akimda,
20 dk ydratalmagstar [225, 226]. Bu ¢alismada, pozitif kontrol olarak siRNA
transfeksiyonunda etkili bir sekilde kullanilan Lipofektamin (Thermo Fisher
Scientific, USA) transfeksiyon ajani kullaniimistir (Lipofektamin/siRNA, 4/5 a/a).
siRNA’nin hareketinin jel Gzerindeki gecikmesi, UV is1g1 (UV transilliminator)

altinda yapilan goruntuleme ile belirlenmistir.

3.2.4.2. Dinamik Isik Sagilimi

Sentezlenen konjugatlarin zeta potansiyelinde meydana gelen degisim
belirlenerek kompleks olusum kapasitesi analiz edilmistir. Bunun icin belirlenen
konjugatlarin (PEI-SS-HA), siRNA ile belirlenen oranlarda (25, 50, 100 a/a)
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olusturduklari kompleksler ddH20 ile 10 kat seyreltildikten sonra zeta

potansiyelleri dlgulmusgtur.

3.2.5. In vitro Transfeksiyon Caligmalari

In vitro galigmalar L929 fare fibroblast, MDA-MB-231 ve CAPAN-1 hucre hatlari
ile hazirlanan konjugatlarin belirlenen konsantrasyonlari ve bunlarin siRNA ile
olusturdugu komplekslerin yine belirlenen konsantrasyonlarda hucreler Uzerine

uygulanmalari ile gergeklestiriimistir.

3.2.5.1. Konjugat/siRNA Komplekslerinin Hucresel Aliminin

Degerlendirilmesi

Sentezlenen konjugatlarin, floresan mikroskop ile goéruntulemede floresan prob
olarak kullanilacak olan floresan boya (FAM) ile isaretli negatif kontrol siRNA’lar
ile belirlenen oranda (Konjugat:siRNA, son konsantrasyon 100 ug/mL:50 nM)
olusturduklari komplekslerin hedef hicrelere (L929, MDA-MB-231 ve MDA-MB-
231) aliminin degerlendirildigi bu calismada 6ncelikle, ¢ hlcre hattina ait
hicreler 30x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 48 kuyucuklu plakaya ekilmis ve
deney oncesi 1 gece inkube edilmigtir. Ertesi gun, kullanilan besiyeri
uzaklastirilarak, yerine hazirlanan komplekslerin belirli miktarlarini iceren taze
besiyeri (OPTI-MEM) ilave ediimis ve hicreler 24 saat inkiibasyona
birakilmiglardir. inkiibasyonun ardindan kuyulardaki besiyeri uzaklastiriimis ve
hiacreler PBS (1X, 10 mM) ile 3 kez yikanmistir. Ardindan kuyulara %5’lik
gluteraldehit c¢ozeltisi (100 pg/mL) ilave edilerek, 4°C’de 15 dakika tutulan
hacrelerin fiksasyonu saglanmig, sonrasinda PBS (1X) ile yapilan 3 tekrarli
ylkamanin ardindan inverted floresan mikroskop (Leica DMIL, Germany) altinda

DAPI filtresi kullanilarak goéruntulenmiglerdir.

3.2.5.2. Sentezlenen Konjugatlarin Farkh Hiicre Hatlar (L929, MDA-MB-231,
CAPAN-1) Uzerindeki Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Sentezlenen konjugatlarin sitotoksisitesini belirlemek amaciyla normal L929 fare
fibroblast, MDA-MB-231 meme kanseri ve CAPAN-1 pankreas kanseri hucre
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hatti icin gerekli kultir galismalari yapilarak yeterli hicre sayisina ulasildiktan
sonra her (¢ hiicre hattindan da 96 kuyucuklu plakalara 5x10°® hicre/mL
konsantrasyonunda ekilmigtir. Hucreler 24 saat etivde inkube edilmig, daha
sonra 96 kuyucuklu plakalardaki hucre vasati atilmig, hucre besiyeri ile
seyreltiimis ve 1,5 mL hacimli santrifuj tuplerinde ddH20’da 1 mg/mL konjugat
bulunacak sekilde stok karisimlar hazirlanmistir. Stok karisimdan, son hacimde
200-100-50-25 ve 12,5 pg/mL konsantrasyonda PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP,
AuPEI Np, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX konjugatlari 3 tekrarli olacak sekilde

plaka kuyucuklarina eklenmig, ardindan 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Sentezlenen konjugatlarin (son hacimde 100 pg/mL, 25 nM) CXCR4 siRNA
molekulleri ile olusturduklari komplekslerin 24 saatlik uygulamalari sonrasinda
iyonize radyasyona tabi tutulan her G¢ hlcre hatti Gzerinde belirlenen sitotoksik
etkiler de bu galisma kapsaminda verilmistir. Bu ¢alisma igin oncelikle L929,
MDA-MB-231 ve CAPAN-1 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre/mL
konsantrasyonda ekilip inkiibe edilmis (1 gece, 37°C, %5 COz2) ve ardindan
komplekslerin uygulandigi ve uygulanmadigi (negatif kontrol) farkl gruplar SSD
100 olacak sekilde 2 Gy, 195 MU ile, altina gafkromik film dozimetre konularak
external foton radyoterapisine tabi tutulmus ve hucrelerin bulundugu ortamin
sicakhginin 36-41°C arasinda oldugu kizil 6tesi kamera ile élgtlmustir (FLIR SC
6000, FLIR Systems, Inc., Boston, MA) [227].

Komplekslerin inkiibasyonun ve radyasyon terapisinin ardindan, hicrelere WST-
1 metabolik aktivite temelli proliferasyon testi deney prosedurt uygulanmistir.
Kisaca, kullanilan besiyeri atilip, besiyeri kaynakli renk farkliligini engellemek igin
fenol red icermeyen besiyeri hazirlanmig ve tum kuyulara 100°er pL bu
besiyerinden ilave edilip ardindan tim kuyulara 5er yL WST1 tuzu ilave
edilmigtir. Folyo ile sarilan plakanin i1sik almasi onlenerek inkibatorde 4 saat
bekletildikten sonra plaka okuyucu ile 440 nm dalga boyunda absorbans olgimu
yapilmistir. Bu testin calisma prensibi, temel olarak proliferasyona ugrayan
hdcrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile tetrazolyumu (WST1 ((2- (4-

iyodofenil)- 3- (4-nitrofenil)- 5 -(2,4-disulfofenil)- 2H-tetrazolyum; kirmizi renkli)
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kullanarak formazan (sar1) boya Uretmesi sonucu gorulen renk degisiminin
absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile Olcliimesine
dayahdir [228]. Kontrol grubu olarak hucrelerin Uzerine sadece besiyerinin
uygulandigi kuyucuklar kullaniimis ve kontrol gruplarindan alinan absorbanslarin
ortalamasi %100 kabul edilmis olup, test kuyucuklarindan alinan absorbanslarin
ortalamalari ile karsgilastiriimistir. Uygulanan pargaciklarin toksisitesi asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanmis; % canliik + standart hata de@erleri tabloda

verilmistir.

Hucre canlihgi (%) = ((OD440 (6rnek)) / ((OD 440 (kontrol))) x 100 (1)

3.2.5.3. Sentezlenen Konjugatlarin Farkh Hiicre Hatlar Uzerindeki Apoptotik

ve Nekrotik Etkilerinin Belirlenmesi

Hoechst boyasinin Pl ile birlikte uygulandigi ve hiicre ¢ekirdeginin skorlanmasina
dayanan ikili boyama yontemi, kultur ortamindaki apoptozun ve nekrozun
belirlenmesi ve degerlendirimesini saglayan bir yontemdir. Bu calisma
kapsaminda ilk olarak hazirlanan konjugatlarin (PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP,
AuPEI NP, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX) L929, MDA-MB-231 meme kanseri ve
CAPAN-1 hlcre hatlari Gzerindeki apoptotik ve nekrotik etkisi arastiriimistir.
Bunun icin her iki hiicre hatti da 5x103 hiicre/mL olacak sekilde %10 FBS, %1
antibiyotik ve son hacimde 2 mM L-glutamin iceren DMEM besiyeri igerisinde 96-
kuyulu plakanin kuyularina ekilmis ve 1 gece 37°C, 5% COz2, %95 nemin
saglandigr ortamda inkube edilmistir. Ardindan, hdcreler Uzerine hazirlanan
konjugatlarin  12,5-200 pg/mL konsantrasyonlari uygulanmis ve 24 saat

inkibasyona birakilmigtir.

Bu calisma kapsaminda ayrica, sentezlenen konjugatlarin (son hacimde 100
pg/mL, 25 nM) CXCR4 siRNA molekulleri ile olusturduklari komplekslerin 24
saatlik uygulamalari sonrasinda iyonize radyasyona tabi tutulan her tg¢ hicre
hatti Uzerinde belirlenen apoptotik ve nekrotik etkiler de arastirilmistir. Bu
amagcla, hucrelerin ekimi ve radyasyona tabi tutulma proseddurleri tezin 3.2.5.2

kisminda anlatildigi gibi gerceklestirilmigtir.
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inklibasyonun ve iyonize radyasyon uygulamasinin ardindan, kuyucuklardaki
kullanilmis besiyeri uzaklastirilip her bir kuyucuga 70 uL ikili boyama soltisyonu
(10 mL PBS igerisinde, 500 yL Hoechst 33342 (200 pg/mL), 100 pL PI (100
pg/mL) ve 100 uL RNAse A (10 mg/mL)) ilave edilmistir ve plaka aliminyum ile
sarilarak 15 dk inkiibatérde bekletilmigtir. Inkiibasyonun ardindan DAPI (Hoechst
(yesil) ile boyanan apoptotik hicreler) ve FITC (propidyum iyodur, Pl (kirmizi) ile
boyanan nekrotik hiicreler) filtreleri araciligiyla inverted floresan mikroskop (Leica
DMIL, Germany) altinda apoptotik ve nekrotik hucreler incelenmigtir. Sonuglar
ise, her bir kuyuda rasgele secilen 3 bolgede yapilan hicre sayimi sonucunda

(100 hucre), yesil ve kirmizi hiicrelerin % degerleri olarak ifade edilmistir.

3.2.5.4. Konjugat/siRNA Komplekslerinin Farkli Hiicre Hatlari Uzerindeki

Proliferatif Etkisinin incelenmesi

Hazirlanan PEI-HA/si, PEI-SS-HA/si, AuNP/si, AuPEl NP/si, AuPEI-HA/si,
AuPEI-HA-DOX/si komplekslerin 48 (L929, CAPAN-1) ve 72 (MDA-MB-231) saat
boyunca hucre proliferasyonuna etkisi, hiicre temelli testlerden olan XCelligence
mikroelektronik biyosensor sistemi ile gergeklestirilmistir. Bu sistem ile hicrelerin
canhhligi, sitotoksisite ve proliferasyon, dinamik, gercek zamanh ve etiketleme
olmadan gergeklestirimektedir [229]. Bu ileri teknoloji ile, hazirlanan
komplekslerin L929 fibroblast, CAPAN-1 pankreas kanseri ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatlarinin proliferasyonuna etkisi, cihazin (Roche Applied
Science, Switzerland) uygulama prosedurine gore sirasiyla 48, 48 ve 72 saat
boyunca 10 dakika araliklar ile yapilan Olgcumler sayesinde incelenmigtir.
xCELLigence sistemi 4 ana pargadan olusmaktadir. Bunlar; RTCA analizleyici,
RTCA SP ana parga, gerekli yazilimin entegre oldugu bilgisayar ve zemini altin
mikroelektrotlar ile kaplanmis 96 well E-plate’dir. Bu ¢alisma kapsaminda 96
g6zli E-plate’in kuyulart 100’er uL besiyeri (L929 ve MDA-MB-231 icin DMEM,
CAPAN-1 i¢cin IMDM) ile doldurulmus ve inkubatore (37°C ve %5 COz2 igeren
nemli atmosferde) alinan cihaz igerisine yerlestirilerek 10 dakika boyunca hem
cihazin, hem de E-plate sicakhginin 37°C’ ye sabitlenmesi saglanmis ve 1
dakikalik arka plan okumasinin ardindan laminer akisgli kabin igerisine alinan E-
plate’in kuyularina L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1 hicreleri 100’er uL besiyeri

icerisinde  (5x10° hicre/kuyu) ekimis ve E-plate tekrar cihaz igerisine
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yerlestirilerek, kuyularin okunabilirligini dogrulayan 10 dakikallkk okumanin
ardindan hucrelerin E-plate zeminine tutunup ¢ogalmaya baslamalari igin 48
saatlik inkiibasyon surecine baglanmigtir. 48 saatin ardindan hicreler gogalma
asamasina geldiginde, E-plate cihaz igerisinden cikarilarak kuyulardan
kullaniimis besiyeri uzaklastiriimistir. Ardindan, sentezlenen konjugatlarin son
hacimdeki (200 pL) konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde saf su ile
dilusyonlari hazirlanmisg ve son hacimdeki konsantrasyonu 25 nM olacak sekilde
stok siRNA c¢ozeltisinden alinan siRNA’lar bu dilisyonlar Gzerine ilave edilerek
uygulama oncesinde aralarindaki etkilesim icin 30 dk, oda sicakhginda
inkiibasyona birakilmiglardir. Son konsantrasyonda 25 ve 100 nM olacak sekilde
sadece siRNA’lar da hucreler Uzerine ayri kuyucuklara olacak sekilde
uygulanmistir. Bu amagla siRNA’larin hicre igerisine transfeksiyonunda kullanim
etkinligi kanitlanmig lipofektamin, transfeksiyon ajani olarak kullanilimistir.
Hucrelere uygulama oncesinde siRNA’larin lipofektamin ile etkilesimi i¢in 49 uL
OPTI-MEM ile nazikge pipetleme ile karistirilan 1 pL Lipofektamin (izerine son
hacimdeki konsantrasyonu 25 ve 100 nM olacak sekilde siRNA ilave edilmis ve
30 dk, oda sicakliginda inkibasyona birakilmistir. Ardindan hazirlanan tim bu
formulasyonlar hiicreler Gzerine uygulanarak tekrar cihaz igerisine yerlestirilen E-
plate’teki hucrelerin ¢cogalma durumlari ve dolayisiyla hicre indeksi degerleri
L929 ve CAPAN-1 icin 48 saat, MDA-MB-231 hlcre hatti i¢in 72 saat boyunca

okunmaya devam edilmistir.

3.2.5.5. Konjugat/siRNA Komplekslerinin Farkli Hiicre Hatlarindaki Hedef

Gen ifadelenmesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi
3.2.5.5.1. Hiicrelerin Hazirlanan Konjugat/siRNA Kompleksler ile Muamelesi

Bu calisma kapsaminda CXCR4 proteininin siRNA ile inhibe oldugunu mRNA
seviyesinde goOstermek amaciyla es zamanli PCR analizi uygulanmistir. Bu
amagla, oncelikle CAPAN-1 ve MDA-MB-231 hucreleri 12-kuyucuklu plakalara
0,5 mL IMDM ve DMEM (sirasiyla %20 ve %10 FBS iceren) besiyerleri icerisinde
2x10% hiicre/mL olacak sekilde ekilmis ve 24 saat %5 CO2'li inkiibatérde
inklibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan, kuyucuklarda tutunan

hucrelerin Uzerinden kullanilmig besiyeri uzaklastirilmig ve ayni kuyucuklara
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Cizelge 3.4’te belirtilen miktarlarda serumu azaltilmig OPTI-MEM besiyeri ilave
edilmistir. Sonrasinda, hazirlanan kompleksler (Son hacimde 200 ug/mL
konsantrasyonda olacak sekilde sonikator yardimi ile RNAz icermeyen saf suda
¢6zdurllen konjugatlar yine son hacimde 50 nM olacak sekilde stok siRNA (100
MM) coOzeltisinden gereken miktarda alinan CXCR4 siRNA’lar ile 30 dakika
etkilestiriimiglerdir) tek (CAPAN-1) ve iki (MDA-MB-231) tekrarli olacak sekilde
OPTI-MEM besiyeri iceren kuyucuklara Cizelge 3.4'te belirtilen sekilde
uygulanmis ve transfeksiyon amaciyla 48 saatlik inkiibasyon igin 12-kuyucuklu

plakalar 37°C’de, %5 COz igeren inkubatdre alinmistir.

Cizelge 3.4.12-kuyucuklu plakalarin kuyucuklarina ekilen CAPAN-1 ve MDA-MB-

231 hucreleri Uzerine eklenen kompleksler ve miktarlari

” OPTIi-MEM Konjugat Son siRNA Miktar
Kod Rrrek A Hacmi (uL) Konstr. (ug/mL) (pmol)
1 Kontrol grubu 1000 - -
GADPH siRNA
2 (+ Kontrol Grubu) 994.5 ) 50
NC siRNA
3 (- Kontrol Grubu) 9ogs Y 50
4 CXCR4 siRNA 994 5 ) 50
(susturucu)
Konsantre CXCR4
5 siRNA (susturucu) 993,5 ) 150
6 AuPEI 950 200 -
7 AUuPEI/siRNA 949 200 50
8 PEI-HA 950 200 -
9 PEI-SS-HA 950 200 -
10 PEI-HA/siRNA 949 200 50
1 PEI-SS-HA/ siRNA 949 200 50
12 AUPEI-HA-DOX 950 200 -
13 AUPEI-HA-DOX/ siRNA 949 200 S0
14 AuPEI-HA-DOX 899 400 50

(2)/siRNA

3.2.5.5.2. RNA izolasyonu

3.2.5.5.1. kisminda verilen Cizelge 3.4’teki Oorneklerle 48 saat inkiibe edilen
hlcrelerden, RNA izolasyonu yapmak i¢in asagidaki islem takip edilmistir (High
pure RNA isolation kit, Version 12).
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Oncelikle kuyucuklardan besiyeri atiimig, hiicreler PBS ile yikanmis, %0,05
tripsin ile hlcreler kaldirilarak santriflij tiplerine alinmis ve santrifijlenmistir
(2,500 x rpm, 2 dk). Ardindan, elde edilen pellet Gzerine 200 uL PBS ilave edilip
yavasca pipetlenerek homojen hale getirilmis ve hucrelerin bulundugu falkon
tuplere 400 pL pargalama ¢ozeltisi (Lizis Buffer) ilave edilip 15 sn
vortekslenmistir. Falkon tlp icerisindeki hlcreler max. 700 uL olacak sekilde
kolona aktariimis ve santrifijlenmistir (8,000 x g, 15 sn). Kolonun altindaki sivi
atiimig, 90 pL DNaz inkibasyon tamponu ve 10 yL DNaz | karisimi eklenmis ve
mikropipetle nazikge karistirildiktan sonra oda sicakhiginda 15 dakika
bekletiimigtir. Ardindan, yikama islemi gergeklestiriimistir. Bunun igin oncelikle
500 pL yikama c¢ozeltisi-1 ilave edilmis ve santrifijlenmis (8000 x g, 15 sn),
ardindan 500 pL yikama ¢oOzeltisi-2 ilave edilmis ve santrifij islemi tekrarlanmigtir
(8000 x g, 15 sn). Daha sonra kolonun altindaki sivi atilmig, ikinci kez 200 pL
yilkama ¢ozeltisi 2 ilave edilip santrifijlenmis (8000 x g, 2 dk) ve yine kolonun
altindaki sivi atilip, altta bulunan tupler temiz 1,5 mL’lik santrifGj tlpleri ile
degistiriimistir. Bundan sonra elusyon islemi gergeklestiriimigtir. Bunun icin ise 50
uL ayirma ¢ozeltisi (elution buffer) eklenmis ve santrifijlenmigtir (8000 x g, 1 dk).
Santriflj tlpleri alinip hemen buzdolabina kaldirildiktan sonra kolonlarin altina
tekrar yeni santriflj tupleri alinip elusyon islemi 50 yL ayirma ¢ozeltisinin ilavesi
ile tekrarlanmis ve bu ellisyonun ardindan da yine alttan santrifij tapleri alinip

hemen derin dondurucuya alinmiglardir (-80°C).

cDNA'ya donustiurme reaksiyonundan once elde edilen toplam RNA'larin
konsantrasyonlari, érneklerden 1’er uL alinarak NanoDrop cihazi ile dlgUlimusgtir.

Olgme islemi icin kor olarak eltisyon tamponu kullaniimigtir.

3.2.5.5.3. cDNA Sentezi

Her bir gruptan izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlemek igin asagidaki
protokol takip edilmistir (Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit, Version
08).
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ik olarak RNA’lardan cDNA sentezi icin elde edilen total RNA’larin miktarlari her
bir 6rnek i¢cin 1 ug olarak ayarlanmis ve her iki hucre hattina da ait bu RNA
orneklerinin, primer (Random hexamer primer) ve su karisimi ile birlikte son

hacmi 11,4 uL olacak sekilde kalip primer karisimi hazirlanmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Kalip primer karigimi (1 drnek igin)

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

Toplam RNA Degisebilir 1 ng-4ug

Random Hexamer Primer, 600 pmol/ yL 2 uL 60 uM

Su, PCR safliginda Degisebilir Toplam hacmi ayarlamak igin
=11,4 L

Toplam Hacim 11,4 uL

Cizelge 3.5'da belirtilen sekilde PCR tlpleri igerisinde karisimlar hazirlandiktan
sonra 65°C’de 10 dk Termal Cycle Cihazinda (Techne TC-Plus) inklube
edilmislerdir. Bu adim RNA’nin denaturasyonunu saglamak i¢in uygulanmigtir.
Daha sonra ise PCR amaciyla ters transkriptaz karisimi hazirlanmigtir (Cizelge
3.6). inkiibasyondan gikarilan PCR tupleri igerisine hazirlanan bu karigimindan
8,6 uL ilave edilip, vorteks kullaniimadan pipetaj ile nazikge karistirilarak son

hacmi 20 uL olan PCR karigimi elde edilmistir.

Cizelge 3.6. Ters transkriptaz karigiminin bilesenleri ve miktarlari (1 6rnek igin)

Bilesen Adi Miktar (uL) Son Konsantrasyon
Transcriptase Reaction Buffer 4 1x (8 mM MgCly)
Protector RNase Inhibitor (40 U/uL) 0,5 20U
Deoxynucleotide Mix 2 1 mM

DTT 1 5mM

Transcriptor Reverse Transcriptase 1,1 10U

Son Hacim 8,6

Kalip primer karigimi Gzerine ters transkriptaz karigimi ilave edildikten sonra elde
edilen PCR karisimlarina i1s1 donguleyici kullanilarak énerilen geri transkripsiyon
mekanizmasi kosullari uygulanmis (Termal Cycle cihazinda 55°C’de 30 dk,
85°C’de 5 dk inklbe edilmistir), bdylece cDNA’lar elde edilmistir. Ardindan tipler
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hemen buza alinmis yeteri kadar sogumalari saglandiktan sonra -20°C’de RT-

PCR primer analizi yapilana kadar muhafaza edilmiglerdir.

3.2.5.5.4. Rolatif Kantitatif Real Time PCR Caligsmasi

siRNA’lar ve konjugat/siRNA kompleksleri ile ayri ayri muamele edilen CAPAN-
1 ve MDA-MB-231 hucrelerinde CXCR4 geninin ifadelenmesi seviyesinde
etkisinin arastiriimasi icin RT-PCR primer analizi yapiimistir. Hedef genlerin
analizi i¢in referans gen olarak GAPDH kullaniimigtir. RT-PCR ¢alismasi Fast
Start Essential DNA Green Master (Version 06) kiti kullanimi ile Roche
LightCycler® 480 Il Sistemi’nde gerceklestiriimigtir.

Bu calisma kapsaminda ilk olarak NanoDrop ile stok cDNA miktarlari belirlenmis,
ardindan RT-PCR amaciyla reaksiyona girecek cDNA’larin 5 pyL’sinde 100 ng
olacak sekilde gerekli dilusyonlari yapilmistir. RT-PCR’da kullanilacak olan
primerlerin (forward ve reverse) GAPDH ve CXCR4 igin ayri ayri stok
cozeltilerinden (100 uM) RT-PCR son hacminde (20 uL) 0,5 yM olacak sekilde
10x konsantre g¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ardindan 1,5 mL reaksiyon tuplerinde
analizi yapilacak her bir érnek igcin RT-PCR karisimi Cizelge 3.7°de belirtildigi

sekilde hazirlanmigtir.

Cizelge 3.7. PCR karisiminin bilesenleri ve miktarlari

Reajan Hacim (uL)
Su, PCR safliginda (Vial 2) 3

PCR Rrimer, 10x kons. 2

Master Mix, 2x kons. (Vial 1) 10

Toplam Hacim 15

Tup igerisinde hazirlanan karisim, Light Cycler 96-Multiwell Plakasina her 6rnek
icin ayri bir kuyucuga olmak Uuzere aktarilmistir. Ardindan, kalip olarak
kullanilacak ve 20 ng/uL olacak sekilde hazirlanan cDNA’lar da ayni kuyucuklara
5er yL olarak ilave edilmis (Negatif kontrol olarak kalip cDNA yerine ayni
miktarda (5 pL) saf su kullaniimigtir) ve dikkatlice pipetlemenin hemen ardindan

plakanin Ust kismi muntazam bir sekilde kapatiimistir. Hazirlanan plaka, bagka
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bir plaka ile dengelendikten sonra santrifuj edilmis (1,500 x g, 1dk); reaksiyon
karisimlarini iceren plaka, Light Cycler 96 cihazina konularak, belirlenen PCR
programi (Cizelge 3.8) calistiriimistir. mMRNA ekspresyon seviyesinin rolatif
Olcimu igin AACT esitligi kullaniimistir [230].

AACT = ((Cr,Target - CTRef.) - (CT,Target - CT, Ref.)) @

Hedef genin ekspresyon seviyesi = 2"44CT (3)

Cizelge 3.8. Light Cycler 96 cihazinda uygulanan PCR programi

Program Name | Temperature (°C) | Ramp (°C/s) | Duration (s) | Acquisition Mode

Pre- Incubation | Cycles (1), Analysis Mode (None)

95 4.4 600 None
Amplification | Cycles (65), Analysis Mode (Quantification)

95 4.4 10 None

57 2,2 15 None

72 4,4 15 Single
Melting Cycles (1), Analysis Mode (Melting Curves)

95 4,4 5 None

65 2,2 60 None

97 - - Continuous

3.2.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi student t-test ile gerceklestiriimigtir. Veriler ortalama
deger * standart sapma seklinde sunulmustur. istatistiksel anlamlilik p degerinin

0,05 ve 0,01’den kuguk olmasi ile belirtilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. PEIl Temelli Non-viral Tasiyicilarin Sentezlenmesi ve Karakterizasyonu

41.1. Polietilenimin-Hyallironik Asit Konjugatlarinin  Sentezinde

Optimizasyon Caligsmalari Sonuglari

Optimizasyon galismalari kapsaminda ydontem optimizasyonu g¢alismasi igin U¢
farkli yontemin (elektrosprey, damla ilave ve homojenizasyon) etkinligi
degerlendirilmistir: (i) elektrosprey yonteminde petriye dokllen PEI ¢dzeltisi sabit
bir donme hizinda iken giringa ile PEI ¢ozeltisi Uzerine HA ¢ozeltisi spreylenmis,
ancak petride topaklagmalar olmus ve homojen bir ¢ozelti elde edilememistir; (ii)
damla ilave yontemi ile siringaya alinan HA karisimi, manyetik karistiricida
kanistirilan PE| ¢ozeltisi (20 mL) Uzerine damla damla ilave edilmig, parcaciklar
¢ozelti icerisinde gozle net bir sekilde gorulebilmis ve pargacik boyut dagiliminin
homojenizasyon yontemindekine gore ¢ok daha genis oldugu saptanmistir; (iii)
homojenizator ile gercgeklestirilen yontemde ise siringaya alinan HA hizli bir
sekilde homojenizator daldiriimis (20,000 rpm karistirma hizinda) PEI ¢ozeltisine
ilave edilmistir. Cok fazla hava kabarcigi olustugu halde homojen bir ¢ozelti elde
edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1.Konjugat sentezinde elde edilen reaksiyon karisimlari. A)

Homojenizasyon yontemi B) Damla ilave yontemi (¢okelti olusumu)

Elde edilen son gelismeler 1siginda, PEI bazli gen tasinim vektorlerinin gesitli
biyomedikal uygulamalarda kullanimi artmistir. PEI'nin en iyi yani, DNA'yi
nanoparcaciklara sikistirmasi (kolay alim), onu nikleazlara kargi korumasi ve
nikleer lokalizasyon icin sitozole polimer-DNA kompleksinin  salimini

kolaylastiran igsel endosomolitik aktiviteye sahip olmasidir. Hucre igerisine
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endositik vezikuller ile alinan PEI, sahip oldugu protonlanabilen amin gruplari
sayesinde proton slngeri etkisi ile endozom asidifikasyonunu engelleyerek
endozom igerisine daha fazla proton alimina ve sonug¢ olarak siserek
patlamalarina neden olur. Boylece bPEI bazli vektorler, igeriklerini bu asidik
kompartmanlardan erken fazda (lizozomal yikim olmadan) sitozole salabilirler
[221].

PEI'nin yuksek yuk yogunlugu 6zelliginden etkilenilerek yapilan bu tez ¢aligmasi
kapsaminda fonksiyonel karboksil tagiyan anyonik glikozaminoglikan olan HA'ya,
toksik olmayan dusuk molekul agirlikli bPEl'ler, sahip olduklari amin gruplari ile
karbodiimit aracili birlestirme kimyasi kullanilarak kovalent olarak baglanmistir.
Tez galismasinda kullanilan HA, dusuk molekudler agirlikli bPEI ile biyobozunur
amid bagi olusumu ile birlestiriimesinde kalip olarak davranmasi éngorilerek
tercih edilmistir. Ayrica sentezlenen konjugatlar sadece biyobozunur ve
biyouyumlu olmakla kalmayip, ayni zamanda serum proteinleri ve diger dokularla
spesifik olmayan etkilesimleri de azaltir ve son olarak, sentezlenen konjugatlar
CD44 ve RHAMM asiri eksprese eden hucrelere hedefli gen tasinimi igin
kullanilabilir [221]. Bu noktalar gézonunde bulundurularak sunulan tez ¢alismasi
kapsaminda bPEI'nin degisen miktarlari ile HA-NHS'ler reaksiyona sokulmus ve
PEI-HA konjugati serisi hazirlanmigtir. Optimizasyon c¢alismalari kapsaminda
reaksiyona girecek PEI: HA (a/a) oranlari; 2:1, 5:1, 20:1, 30:1, 50:1, 100:1, 200:1
olarak belirlenmistir [222]. PEI-HA konjugatlarinin sentezi igin dncelikle HA, aktif
NHS esterlerine donlsturiimis ardindan suda ¢6zunebilir gapraz baglayici ajan
olan EDAC karbodiimiti kullanilarak, amid baglarini vermek Uzere PEI'deki primer
aminlerin yapiya baglanmasi amaciyla degisen oranlarda PEIl, HA ¢oOzeltisine
ilave edilmistir. Belirlenen oranlarda gerceklestiriien reaksiyonlar sonrasinda
liyofilize edilen reaksiyon karisimlarinin karakterizasyonu amaciyla dinamik 1s1k
sacilimi yonteminin uygulandigi Zeta Sizer cihazi ile, liyofilizasyonun hemen
ardindan 0. saatte yapilan analize gére PEI:HA orani 20:1, 30:1, 50:1, 100:1,
200:1 iken nanoparcacik boyutlari (hidrodinamik ¢ap) sirasiyla, 532.531111,45
nm, 599,6+27,47 nm, 330+19,12 nm, 365,5+24,42 nm, 468,13£119,00 nm
bulunmus, 330+£19,12 nm ortalama boyut ve +13,73+2,84 mV zeta potansiyeli ve

kabul edilebilir sinir degerin altinda bulunan polidispersite (0,58+0,05) degerleri
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ile en iyi PEI:HA (a:a) orani 50:1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu oranin
altinda, HA’'nin konjugattaki oraninin artisi ile konjugat etrafindaki hidrasyon
derecesinin yukselmesi sonucunda boyutta artis gorulmuastiur. Deiyonize su
icerisinde Zeta sizer ile analiz edilen 50:1 orani ile elde edilen konjugatlarin 72
saat boyunca her 24 saatte bir ortalama boyut ve yuk analizi yapilmis, 72. saatin
sonunda ise ortalama pargacik boyutu 271,23+16,65 nm, zeta potansiyeli
+10,141£3,14 mV ve polidispersitesi 0,55+0,08 bulunmustur (Cizelge 4.1). Elde
edilen bu degerlere bakildiginda 72 saatin sonunda sentezlenen bu konjugatlarin

stabilitesini koruduklari soylenebilir.

Tripathi vd.’nin karbodiimit kimyasini kullanarak olusturduklari kovalent bagli PEI-
HA konjugatlarinda en iyi konjugasyon verimi (%5,41) ile PEI:HA orani 30:2 (a/a)
iken (%6,7) saglanmistir [221]. Ortalama boyut da yine bu oran 30:1’den 30:2’ye
indikge (PEI'nin konjugattaki miktari arttikga) 527 nm’den 490 nm’ye dismustuir.
Olgllen yiizey yiikleri ise suda +26 mV ve +30 mV arasinda ¢ikmistir. Sunulan
bu tez calismasi kapsaminda calisilan PEI:HA (20, 30, 50, 100 ve 200 a/a)
konjugatlarinda ise HA'nin konjugattaki iceriginin azalmasi ile birlikte boyutta
benzer bir azalma gorulmemis ve degisen PEI:HA orani ile birlikte yuzey yukleri
+3 ile +30 mV arasinda degismistir. Tripathi vd.’nin ayni g¢alismasinda,
konjugatlarin %10 FBS iceren ortamdaki boyutlari da dlciimis ve ortalama
boyutlarda sudakine gore bir azalma tespit edilmis ve bunun, konjugatlarin
cevresinde degisen ortam kaynakli bir dehidrasyon ile iligkili olabilecegi
dusunulmustur [221]. Benzer sonug, bu tez kapsaminda c¢alisilan ilgili 6érnek
gruplarinda da (PEI:HA (30) DMEM, PEI:HA (50) DMEM) tespit edilmigtir. PEI:HA
(30, suda) 6rnegi boyutu 24. saatte 322,6 nm odlgctlmugken, PEI:HA (30, DMEM)
ornegi boyutu 20,21 nm ol¢ulmustur. Yine, PEI:HA (50, suda) 6rnek grubunun
boyutu 24. saatte 247,17 nm dl¢iimusken, PEI:HA (50, DMEM) 6rnek grubu igin
65,83 nm Olculmustur. Her iki drnek grubu igin benzer azalmalar 48. ve 72.
saatlerde tekrarlanan Olgimlerde de saptanmistir. Jiang vd.'nin EDC/NHS
mekanizmasini kullanarak yapmis oldugu baska bir calismada yine farkli
oranlarda PEI:HA konjugatlari (20:1, 5:1 ve 2:1) hazirlanmig, bu konjugatlarda

HA’nin PEI ile modifikasyonun derecesi arttikga ytizey yuklerinde de artis oldugu
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tespit edilmistir (2:1, 5:1 ve 20:1 i¢in sirasiyla, +3,6 mV, +13,2 mV ve +24,9 mV)
[222].

Tez galismasi kapsaminda disulfit baglar igeren ¢capraz bagl PEI-SS’nin siRNA
tagsiniminda yuksek molekul agirlikli bPEI kadar etkili olabilecegi ve bPEI
molekullleri arasindaki disulfit baglanmalarin  sitozolde glutatyon ile
parcalanabilme 0Ozelligi sayesinde sitotoksisitede oOnemli derecede azalma
saglayabilecedi ve siRNA’larin sitozole salinarak terapdétik etkilerini
gOsterebilmelerinin  de saglanabilecegi dusunulerek, indirgeyici amidasyon
reaksiyonu ile asi-kopolimer formunda PEI-SS-HA konjugatlari elde edilmis, bu
sayede hem yapinin serum stabilitesi arttirilmis hem de siRNA’nin HA reseptoru
aracili endositozu sayesinde hedefe spesifik hucresel alimi kolaylastiriimigtir
[139, 231]. Sentezinde PEI:HA i¢in 50:1 oraninin kullanildidi, ancak yapisinda
disulfit bagi iceren PEI-SS-HA konjugatlarinin da DLS ydntemi ile yapilan analiz
sonuglarina goére sentezlenen bu konjugatlarin boyutu 203,37+3,57 nm,
polidispersitesi 0,38+0,02 ve zeta potansiyeli ise +35,831£1,43 mV bulunmustur
(Cizelge 4.1). Zeta potansiyelinin 30 mV’un Uzerinde bulunmasi, sentezlenen bu
parcaciklarin oldukg¢a kararli ve polidispersitesinin 0,38 bulunmasi ise parcacik

boyutunun dniform oldugunu kanitlamaktadir.

Optimizasyon calismalari kapsaminda HA’nin reaksiyon ortaminda iken
kendiliginden pargacik olusturmasi da arastiriimig, DLS yontemi ile elde edilen
sonuglara goére (ortalama boyut 1565,67+180,93 nm) kendiliginden parcacik
olusturmadigi sonucuna variimistir. Ayrica olusturulan reaksiyon karigimindaki
nanoparcgaciklarin (PEI:HA, 50:1) boyut dagiliminin azaltilmasi1 amaciyla PEI:HA
sentez karisiminin yarisi diyaliz oncesi filtreden geciriimis, yarisi ise direkt
diyalize alinmigtir. PEI-HA reaksiyon karisiminin filtreden (0,45 pm) gegiriimesi
sonucunda da filtreden gegiriimeyen reaksiyon karigimina gore pargacik

boyutunda kugulme goérulmemistir (433,53+37,98 nm, 0. saat) (Cizelge 4.1).
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Diyaliz 6ncesinde filtreden gegirilmis (PEI:HA (0,45 um)), filtreden gegiriimemis
(PEI:HA), deiyonize su yerine 0,1 M PBS (pH 7,4) icerisinde analiz edilen PEI:HA
(PBS) konjugatlarn, ddH20’da ¢6zdurilen HA ve EDC/NHS iceren reaksiyon
ortamindaki HA (aktif) polimer ¢ozeltilerine ait DLS ydntemi ile elde edilen analiz
sonuglari kullanilarak bar grafigi elde edilmigtir (Sekil 4.2). PEI:HA (filtresiz)
orneginde pargacik boyutu diger érneklere gére daha kiguk olmus ve parcgacik
boyutu ortalamasi * std hata, G¢ gun tekrarlanan analiz sonucuna gore 341,86 +
36,5 nm bulunmustur. Ayni 6rnege ait PDI degeri (0,46 + 0,08)'de yapilan literatur

taramasina gore kabul edilebilir sinir degerin altinda (<0,7) bulunmustur.
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Sekil 4.2.Elde edilen orneklere HA ve PEIHA o6rneklerine ait boyut analiz

sonuglari bar grafigi

PEI-HA (filtresiz) ve PEI:HA (filtreli) érneklerinin boyut ile ilgili karakterizasyon
calismalarinin yapildi§i Zeta sizer cihazi ¢iktilarina ise Sekil 4.3’te yer verilmistir.
PEI:HA (filtreli) ornegi icerisindeki parcaciklarin %94,5’inin boyutu 305,6 nm ve
polidispersite indeksi (PDI) 0,398 iken (Sekil 4.3.A), PEI:HA (filtresiz) 6rnegi
icerisindeki partikullerin %97,8’inin boyutu 267,9 nm ve polidispersite indeksi
(PDI) 0,263 bulunmustur (Sekil 4.3.B). Ayni o6rneklere ait 1-5 um odlgek
araligindaki SEM goruntulerine Sekil 4.3.C ve Sekil 4.3.D’de yer verilmigtir. Buna
gore, PELHA (filtreli) Ornegine ait goruntude (Sekil 4.3.C) PELHA
nanopartikillerinin  PEI:HA (filtresiz) 06rnegine gobre birbirinden daha ayri

konumlandiklari goralmustur. Filtreden geciriimeyen PEI:HA (filtresiz) orneqgi
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goruntisunde (Sekil 4.3.D) ise pargaciklarin birbirleri ile daha siki bir sekilde

konumlandiklari gorulmagtar.
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Sekil 4.3.Sentezlenen PEI:HA konjugatlarinin karakterizasyonu. A) PEI:HA
(filtreli) 6rneginin parcacik boyut analizi; B) PEI:HA (filtresiz) 6rneginin
parcacik boyut analizi; C) PEI:HA (filtreli) 6rnedinin SEM goéruntusu; D)
PEI:HA (filtresiz) 6rneginin SEM goruntusu
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4.1.2. Sentezlenen Biyobozunur PEI-SS-HA Konjugatlarin Karakterizasyonu

Sentezlenen biyobozunur PEI-SS-HA konjugatlarin boyutlarinin zamana bagl
degisimi, dinamik 1sik sagilimi yonteminin kullanildigi Zetasizer cihazi ile

belirlenmistir (Sekil 4.4). Buna gore pargcacik boyut dagilim karaktestiginin 72

saate kadar korundugu gorulmasgtur.
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Sekil 4.4. PEI-SS-HA konjugatlarinin zamana bagli pargacik boyut dagihmi

Sekil 4.5.A’da, biyobozunur PEI-SS-HA konjugatinin temsili SEM goruntisu

verilmistir.

SEM goruntust kullanilarak sayilan
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nanoparcgaciklarinin boyutlari 6lciimus ve Image J software programi (NIH, ABD)
yardimiyla boyut dagilim analizi yapiimistir. Elde edilen nanoparcacik boyut
dagilimlari esit araliklarla gizilmis histogramda gosterilmistir (Sekil 4.5.B). Ayrica,
PEI-SS-HA konjugatlarina ait kimdulatif ylzde egrisi de bu histogramda
verilmistir. PEI-SS-HA konjugatlarinin parcacik boyut dagihm genislik degeri
(SPAN degeri), bu kamdulatif ylzde egrisinden, asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmigtir [232, 233].

[0.9]-d[0.1]

d
SPAN = 2105] 4)

Bu esitlikte, d[0.9], d[0.5] ve d[0.1] de@erleri kimulatif ylzde egrisindeki sirasiyla
90., 50. ve 10. yuzdeliklerdeki ortalama nanopargacik boyutlarini gostermektedir.
Buna gore, parcacik sekillerinin agirlikli olarak kuresel oldugu gozlemlenmigtir.
Hesaplanan ortalama pargacik boyutunun 295,5 nm ve SPAN degerinin ise 0,57
oldugu goérulmektedir. Hesaplanan bu dusuk SPAN degeri, 6rnegin homojen bir

boyut dagihmina sahip oldugunu da géstermektedir.
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Sekil 4.5.PEI-SS-HA konjugatinin SEM gorintisu (A) ve pargacik boyut dagihm
histogrami (B)
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4.1.3. Lazer Ablasyon Teknigi Kullanilarak Sentezlenen AuPEI-HA-DOX

Konjugatlarinin Karakterizasyonu
4.1.3.1. AUPEI NP’lerin Zeta Sizer ile Analizi

Au-PEI-HA-DOX konjugatlari sentezi igin oncelikle lazer ablasyon teknigi ile suda
negatif zeta potansiyeline sahip AuNP’ler ile katyonik bPEInin, zit yuklu
iyonlarinin  arasinda elektrostatik etkilesimlerin  gergceklesmesi  (iyonik
baglanmalar) ile Au-PEI nanopargaciklar sentezlenmis, sonrasinda sentezlenen
nanopargaciklarin Zeta Sizer ile pargacik analizi yapilmistir (Cizelge 4.2). DLS
yonteminin kullanildigi bu analiz sonuglarina goére, optimum boyut (25 nm) ve PDI
(0,62) degerine sahip pargaciklarin AuPEI-NP (3) ornek grubuna ait oldugu
dusunulmustur. Kotcherlakota vd.'nin yapmig olduklari ¢alismaya gore ise
serbest AuNP’lerin boyutu 5,3 nm, ylzey yuku ise -60 mV olarak tespit edilmigken
[234], bu tez kapsaminda suda serbest AuNP’lerin boyutu 91 nm, zeta potansiyeli
ise -17 mV olarak dlgulmustir. AUNP’lerin boyutlari arasindaki bu farkhligin temel
sebebinin sentezlenen parcaciklarin ylzey yuklerindeki farkhlik oldugu
dusunulmustur. Kotcherlakota ve ark.’nin elde ettikleri AuNP’lerin -60 mV olan
yuzey yukleri nedeniyle parcaciklarin agrege olma egilimi bu tez calismasi
kapsaminda elde edilen parcaciklara (-17 mV) gore olduk¢a azdir, dolayisiyla
Olculen pargacik boyutlari (5 nm) da bu tez galismasinda elde edilen sonuca goére
(91 nm) oldukga dusuktar. Yine de lazer ablasyon teknigi ile sulu ¢ézeltide olusan
AuNP’lerin es zamanh olarak sentez ortaminda bulunan PEI ile kaplanmasi
sonucunda, AuNP’ler agrege olmadan, ¢ok daha kuguk boyutta (25 nm) AuPEI
Np’ler olusturulabilmistir. Bu da AuPEl Np'lerin sentezinde lazer ablasyon

yonteminin basarih bir sekilde uygulanabildigini gostermektedir.

Cizelge 4.2. AuNP ve degisen agirlik oranlarinda hazirlanan AuPEI NP’lerin

Zetasizer 6l¢im sonuclari

Ornek Adi Boyut (nm) Zeta potansiyeli (mV) PDI
AuNP (1) 90,91+11,14 -17,30+1,14 0,42+0,02
Au-PEI Np (2) 282,97+21,21 -0,95+0,45 0,56+0,08
Au-PEI Np (3) 25,01+4,34 -0,91%0,3 0,6210,07
Au-PEI Np (4) 79,46+19,33 -1,6040,21 0,47+0,06
Au-PEI Np (5) 226,57+2,36 -0,73+0,25 0,36+0,04
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Zetasizer ile 6lctim sonrasinda 1 hafta dolapta (+4°C) bekletilen érnekler dolaptan
cikarilarak stabilitelerinin gostergesi olarak ¢okelti olugsup olusmadigi kontrol
edilmistir. Buna gore en stabil 6rnegin yapilan goézleme goére de (Sekil 4.6), DLS
yonteminde elde edilen sonuca benzer bir sekilde Au-PEI Np (3) olduguna karar
verilmistir. Ayrica nanopargacik suspansiyonlarindaki kirmiziya dogru kayma
daha buylk nanoparcgaciklarin varligina isaret ederken, spektrumda maviye
dogru kayma ise, daha kuguk nanopargaciklarin olugtugunu gostermektedir.
Sekil 4.6’daki sentez ortamlarinin gériunimune bakildiginda AuNP grubundaki
parcaciklarin boyutunun en kuigtk, AuPEI NP (5) grubundaki parcaciklarin ise en
blyUk olmasi beklenmektedir. Ancak DLS yontemi ile yapilan 6lgim sonrasinda
en kiguk parcacik boyutuna sahip grubun AuPEI NP (3), en yuksek pargacik
boyutuna sahip grubun ise AuPEI NP (2) oldugu gorulmustar.

Au Npt | AwPEI Npf2| Aw:PEI Np/2 Aw:PEI Npdd | Au:PEl NpiS

1 2 3 4 5

Sekil 4.6. Lazer ablasyon teknigi ile sentezlenen AuPEIl Np’lerin sentez ortami

gorunumu

4.1.3.2. Sentezlenen AuPEI-HA-DOX Konjugatlarin Zeta Sizer ile Analizi

Bu tez calismasi kapsaminda sentezlenen ve kanser terapisinde, NIR
radyasyonu absorplayip kanser hucreleri igerisinde 1si artisina ve dolayisiyla
hucrelerin 6lumune neden oldugundan, termal ablasyon ajani olarak da
kullanilabilecegi kanittanmig  AuNP’lerin siRNA’lar ile olusturacaklari
komplekslerin sahip olduklari negatif yuzey yuki nedeniyle stabil olmayacagi
ongorulerek, bu pargaciklarin guc¢li endozomal kagis kapasitesinden dolayi etkili

nonviral gen tasima sistemlerinde yaygin olarak kullanilan bPEI ile kaplanmalari
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gerektigi disunulmus, ancak elde edilen parcaciklardaki bPE| kaynakli pozitif
yuzey yuku nedeniyle bu parcaciklarin kan serum bilegenleri ile birleserek vucut
icerisinde agregasyona ve emboliye sebebiyet verebilecedi de gobzdnune
alinmistir. Ayrica pozitif yikli nanoparcgaciklarin negatif yukli hlicre membranina
spesifik olmayan bir sekilde tutunmasinin siRNA'nin yine spesifik olmayan bir
sekilde salimina, dolayisiyla terapétik etkide dnemli derecede azalmaya sebep
olabilecegi de duslnilmus, tim bu 6éngériler 1siginda, siRNA’larin hedefe
spesifik taginimini saglayacak sekilde siRNA tasiyicisi olarak sentezlenen AuPEI
Np’lerin disg ylzeyine hyaluronik asit kovalent olarak baglanmigtir. Yine ayni
parcaciklarin doksorubisin kemoterapdtik ajani ile etkilestiriimesi sonucunda elde
edilen nihai AUPEI-HA-DOX pargaciklarinin sahip olduklar pozitif (+10,6 mV)
yuzey yuku sayesinde siRNA’lari serum igeren hidcre kultir ortaminda
nikleazlarca pargalanmadan hucre igerisine tasiyabilecekleri sonucuna
variimistir. Ayrica nihai konjugatta bulunan hyalturonik asitin de serum
komponentleri ile spesifik olmayan etkilesimleri minimuma indirecegi

dusunulmustar.

Sentezlenen AuPEI-HA-DOX (1:1/50 pg) ve AUuPEI-HA-DOX (1:1/100 pg)
orneklerinin pargacik boyutlari, AUPEI Np'lerine gore oldukg¢a buyuk g¢ikmigtir
(Cizelge 4.3). Buna ragmen, bu parcaciklarin PDI degerleri kabul edilebilir sinir
degerler arasinda olup (sirasiyla 0,55 ve 0,56), sahip olduklari Zeta yikleri
sayesinde (sirastyla +11,47 mV ve +10,60 mV) siRNA’lar ile elektrostatik

etkilesime girebilecekleri sonucuna variimistir.

Cizelge 4.3.Degisen agirlik oranlarinda AuPEI-HA ve degisen agirlik oranlarinda

AuPEI-HA-DOX konjugatlarinin Zetasizer ile analiz sonuglari

Ornek Adi Boyut (nm) Zeta potansiyeli (mV) PDI

AUPEI-HA (1:1) 365,90+10,19 -4,27+1,52 0,56+0,01
AUPEI-HA (2:1) 446,27+14,43 0,07+0,37 0,78+0,10
AUPEI-HA-DOX (1:1/50 ug) 720,63+18,33 11,4710,23 0,55+0,02
AuPEI-HA-DOX (1:1/100 ug) 691,50+4,37 10,60+0,44 0,56%0,03
AUPEI-HA-DOX (1:1/150 ug) 1012,0+31,09 8,92+1,14 0,57+0,02
AUPEI-HA-DOX (2:1/50 ug) 537,33+10,45 7,25+0,73 0,90+0,06
AUPEI-HA-DOX (2:1/100 pg) 575,07+14,96 2,92+1,05 1,0040,00
AUPEI-HA-DOX (2:1/150 pg) 765,60+87,10 9,36+0,97 0,92+0,08
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Sentezin farkli asamalarindaki pargaciklarin ve siRNA’nin tek basina zeta
potansiyeli de DLS yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.7). Buna gore elde edilen
PEI-HA, PEI-SS-HA ve AUPEI-HA-DOX bilesiklerinin sahip olduklari ylzey
yukleri sayesinde (sirasiyla, +13,73 mV, +35,83 mV ve +10,6 mV) hedef siRNA
molekdilleri ile etkili bir sekilde elektrostatik olarak etkilesebilecekleri sonucuna
variimigtir. Lazer ablasyon teknigi ile elde edilen AuNP’lerin katyonik 6zellikteki
bPEI ile kaplanmasi sonucunda yuzey yukundeki artis beklenen bir sonugtur.
Yine bPEI kapli altin NP’lerin HA ile konjugat olusturmalari sonrasinda ylzey
yukindeki azalma da beklenildigi Uzere gergeklesmistir. Sonug olarak anyonik
yapili dogal bir polisakkarit olan HA, lazer ablasyon yontemi ile sentezlenen
AuNP’ler ve bunlarin once bPEI ardindan HA ile olusturduklari konjugatlarin
sahip olduklari yuzey yukleri (sirasiyla -52,37 mV, -17,3 mV, -0,91 mV ve -4,27
mV) nedeniyle siRNA molekilleri ile daha zayif bir elektrostatik etkilesim

gOsterebilecekleri sonucuna varimistir.
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Sekil 4.7. Sentezlenen pargaciklarin deiyonize suda zeta potansiyel analizi.

Sonuglar Ort + Std. Hata olarak verilmigtir (n=3).
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4.2. Sentezlenen Pargaciklarin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.2.1. Sentezlenen Pargaciklarin UV-Vis Spektroskopi ile Analizi

Lazer ablasyon teknigi ile sentezlenmis olan AuNP’lerin, bPEI'nin farkl
derigimlerinin kullanimi ile PEI kaplanmis AuPEI NP’lerin, ve damla ilave yontemi
ile oncelikle aktiflestiriimis HA ile reaksiyona sokulmasi ve sonrasinda
Doksorubisin ile muamele edilmesi ile elde edilen pargaciklarin (AuPEI-HA-DOX)
optik Ozelliklerinden yararlanarak kalitatif analizi, hazirlanan gruplarin UV-Vis
spektrumlarinda yuzey plazmon rezonans (SPR) tepe noktalarinin
gozlemlenmesi ile yapilmis (Sekil 4.8), ardindan Zeta sizer ile analizleri

gerceklestiriimis ve sonuglar Cizelge 4.3’de verilmigtir.

Bu tez galismasinda lazer ablasyon yontemi ile dretilen AuNP’ler 520 nm dalga
boyunda SPR pikine sahip iken, Doksorubisin 490 nm dalga boyunda SPR pikine
sahiptir. Dolayisiyla sentezlenen AuPEI-HA-DOX parcaciklarinda
Doksorubisinden dolayi, AUNP’nin 520 nm’de gelen karakteristik piki 490 nm’ye
kayma gostermistir (Sekil 4.8). Kotcherlakota ve ark’'nin sentezlemis olduklari
AuNP’lere ait UV-Vis spektrumunda ise pargaciklar 515 nm’de absorpsiyon piki
vermigtir [234]. Manocha ve Margaritis tarafindan yapilan doksorubisinin kontrolll
salimi g¢alismasinda, DOX’in karakteristik Amax degerinin 480 nm oldugu
bildirilmig, DOX’in y-PGA ile kompleks olusturmasi sonrasinda ise DOX’in SPR
pikinde 15 nm kayma meydana gelerek olugsan kompleksin 495 nm’de SPR piki
verdigi bildirilmistir [235]. Chen ve ark. tarafindan uluslararasi literatlre girmis
olan bir diger calismada ise PEI-FI-(PEG-HA) konjugatlarinin DOX ile ylklenmesi
sonrasinda olugsan kompleksin yine 480 nm’de absorpsiyon piki verdigi
bildirilmistir [224]. Sonug olarak gerek AuNP’lere, gerekse DOX iceren nihai Au-
PEI-HA-DOX'lere ait belirlenen absorpsiyon pik degerlerinin literatirde bildirilen

degerler ile uyustugu gorulmektedir.
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Sekil 4.8.Sentezlenen AuNP, AuPEI NP, AuPEI-HA-DOX pargaciklarina ve

Doksorubisine (40 pg/mL) ait absorpsiyon spektrumu

4.2.2. 'TH-NMR Analizi

NMR analizi sonuglarina gore 3,2-3,7 ppm arasindaki HA karakteristik pikleri PEI
ile konjugasyon sonucunda 2,5-3,2 ppm araligina kayma gostermistir. 1,9
ppm’deki karakteristik pik hyalGronik asit molekulinde bulunan metil (-CHs)
grubuna ait proton ile iligkili iken, 3,2-3,7 ppm arahgindaki sinyaller D-glukuronik
ve N-asetil glukozamin protonlarina aittir [222, 236, 237]. 4,8 ppm civarinda gelen
pik iz miktardaki suya (D20) ait olup, PEI'nin karakteristik 2,5-2,6 ppm civarindaki
pikleri konjugat olusumu sirasinda 2,7-2,8 araligina kaymistir. PEI-SS-HA
yapisindaki sulfit grubuna komsu protonlarin ise (CH2 grubundaki) 2,57 ppm’de
pik verdigi gorulmektedir (Sekil 4.9).

69



HA

PEI

PEI-HA

PEI-SS-HA
+ ‘

T T T T
8 7 6 5

T T T
11 10 9

T T T
14 13 12

Sekil 4.9. Sentezlenen konjugatlarin '"H-NMR spektrumlari (0-16 ppm)
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AuPEIl NP konjugatindaki 2,3-2,8 ppm arasinda gelen ¢oklu pikler bPEI'den
kaynakh amin gruplarindaki protonlarin (-CH2CH2NH-) varligini géstermektedir
(Sekil 4.10) [139, 238]. 3,0-5,0 ppm arasindaki pikler ise yapilya eklenen
hyaltronik asitin seker iskeletine ait protonlara aittir (Sekil 4.10) [239]. AUPEI-HA-
DOX konjugatlarindaki DOX’in aromatik halkalarindan kaynakli, belirgin olmayan
sinyaller ise AUPEI-HA-DOX (2-1-50 ug/mL) grubunda 7,1-8,6 ppm, yine AuPEI-
HA-DOX (1-1-100 pg/mL) grubunda ise 7,6-8,8 ppm arasinda gézlemlenmistir
(Sekil 4.10) [223].
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Sekil 4.10. Sentezlenen konjugatlarin "TH-NMR spektrumlari (0-13 ppm)

4.2.3. FT-IR Spektrumu Analizi

Sentezlenen pargaciklarin karsilastirmali kimyasal karakterizasyonu amaciyla
gerceklestiriien FT-IR spektrumu analizine ait sonuglar Sekil 4.11°de
gorulmektedir. HA'nin FT-IR spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.11.A), 3310
cm™"deki pikin —OH grubunun molekiil i¢i ve molekdil arasi gerilme titresiminden,
2883 cm™deki pikin CH2 grubu kaynakli simetrik gerilme titresiminden, 1610
cm' ve 1404 cm’deki piklerin COO™ grubunun simetrik ve asimetrik
titresiminden ve 1035 cm™ deki pikin ise C-O-C hemiasetalik sistem sakkarit
birimlerinden kaynakl oldugu anlasiimistir [240]. PEI'nin FT-IR spektrumuna
bakildiginda 2944 ve 2836 cm™" deki piklerin sirasiyla CH2 grubunun asimetrik ve
simetrik titresiminden, 1462 cm™"deki pikin CH2'nin diizlem igi bukilmesinden
[241], 1599 ve 1113 cm™"lerdeki piklerin ise sirasiyla, NH ve C-N gruplarindaki
bikilme titresiminden kaynaklandigi anlasiimistir (Sekil 4.11.B) [242, 243].
Doksorubisin’in  FT-IR spektrumuna bakildiginda (Sekil 4.11.C) ise 3651
cm™"deki pikin —OH grubunun hidrojen bagi gerilme titresiminden, 1730 cm "deki
pikin C=0 gerilme titresiminden, 1582 cm™deki pikin kinon icindeki hidrojen
bagindan, 1283 cm™"deki pikin C-O-C gerilme titresiminden, 1114 cm "deki pikin
tersiyer alkoldeki C-O titresiminden, 1070 cm™"deki pikin sekonder alkoldeki C-O

titresiminden, 996 cm™deki pikin ise primer alkoldeki C-O titresiminden
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kaynaklandigi anlasiimigtir [244]. PEI-HA konjugatina ait FT-IR spektrumunda
(Sekil 4.11.D) 1062 cm™ ve 1637 cm™de gelen piklerin HA’nin bPEI ve HA
arasinda olusan amid bagi kaynakli oldugu dusunulmastir ki, HA’nin sakkarit
birimlerinden (C-O-C) ve COO™ grubundan kaynakh 1035 cm™' ve 1610 cm™"deki
piklerde ve bPEInin C-N ve NH gruplarindan kaynakli 1113 cm™ ve 1599
cm™"deki piklerde meydana gelen kaymalar da bu sonucu desteklemektedir. PEI-
SS-HA konjugatina ait FT-IR spektrumunda da yine 1018 cm™ ve 1607 cm™'de
gelen piklerin bPEI ve HA arasinda meydana gelen amid bagi olusumlarina ait
oldugu anlasilmistir (Sekil 4.11.E). PEIl kaplh AuNP’lerine (AuPEIl) ait FT-IR
spektrumunda (Sekil 4.11.F) gelen 2827 cm™ deki pikin CH2 grubunun simetrik
titresiminden, 1571 cm™ deki pikin NH grubundaki bikilme titresiminden,
1459 cm"deki pikin CH2'nin diizlem igi biikilmesinden ve 1106 cm'lerdeki
pikinse C-N grubundaki blkutlme titresiminden kaynakli oldugu, dolayisiyla
AuNP’lerine bPEI polimerlerinin basariyla kaplanabildigi anlasiimistir. AUPEI-HA
konjugatina ait FT-IR spektrumunda 1605 cm™ ve 1024 cm™"'de gelen piklerin de
yine bPEI'nin amin gruplari ile HA'nin karboksil gruplari arasinda olugan amid
baglarina ait olduklari anlagiimistir (Sekil 4.11.G). AuPEI-HA konjugatina
doksorubisin baglanmasi sonucunda Sekil 4.11.G’deki spektrumda yapidaki OH
gruplarina ait oldugu bilinen 3383 cm™de gelen pikin daralmasi da yine OH
gruplarinin doksorubisin kaynakli COOH ve NH:2 ile baglanmalari sonucunda
gerceklesmigtir. Ayrica, AuPEI-HA-DOX konjugatina ait spektrumda AuPEI-
HA'ninkine goére yine OH grubuna ait oldugu bilinen pikin (3383 cm™)
absorbansinda meydana gelen artis yapiya doksorubisin kaynakli yeni OH

gruplarinin da yapiya girdigini gostermektedir (Sekil 4.11.H).
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Sekil 4.11.Sentezlenen konjugatlarin FT-IR spektrumlari. A) Hyallronik asit; B)
PEI; C) Doksorubisin; D) PEI-HA; E) PEI-SS-HA; F) AuPEI NP; G)
AuPEI-HA; H) AuPEI-HA-DOX
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4.2.4. Elementel Analiz

Elementel analiz sonuglarindan da anlagildigi Uzere, sentezlenen PEI-HA
konjugatinda hyaluronik asit polisakkaritine gére %N miktari artmigtir (%17,97).
Hyaluronik asitteki (C14H21NO11)n teorik N miktari %4 iken, bu oranin PEI ile
konjugat olusumu sonrasinda %17,97’ye ¢ikmasi sentezin basaril bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir. Elementel analiz sonucundan vyararlanilarak
yapilan hesaplamaya gore 1 mol HA basina 2,25 mol bPEI'nin konjuge
edilebildigi sonucuna ulasiimistir. Yine glutatyon ile indirgenebilen biyobozunur
PEI-SS-HA konjugatindaki sualfurin orani %1,05 bulunmus, sentezlenen
konjugatlardaki en yuksek %S orani ile sentezin basaril bir sekilde gergeklestigi
gorulmustir. PEI-SS-HA konjugatindaki diger elementlerin yluzdeleri ise PEI-
HA’ya gore beklenildigi gibi anlamli bir degisiklik gostermemigtir. AuPEI-HA
konjugatinda ise HA’nin yapiya baglanmasi sonucu AuPEI| konjugatina gére %N,
%C ve %H diusmustlr (sirasiyla %8,60, %35,78 ve %6,34). AUPEI konjugatindaki
PEI'nin %N, %C ve %H degerleri teorik olarak sirasiyla %33, %55 ve %12 iken
AuPE!l Kkonjugati icin bu degerler sirasiyla %23,49, %41,74 ve %9,62
bulunmustur. Yapiya HA baglandiginda ise tum bu elementlerin % degerlerindeki
disme beklenen bir sonugtur. Olusan AuPEI-HA konjugatina doksorubisinin
baglanmasi sonucunda doksorubisin (C27H20NO11) yapisindaki NH2 grubu
nedeniyle %N degerinde (%17,12) meydana gelen artis da yine beklenen bir
sonugtur. Konjugatlardaki toplam azot, karbon, hidrojen ve kukurt icerikleri, her

bir element icin agirlik yluzdesi olarak belirtilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Konjugatlarin elementel analiz sonuglari

Ornek adi N [%] C [%] H [%] S [%]
Hyalironik asit 2,99 34,29 5,15 0,00
PEI-HA 17,97 34,31 8,29 0,35
PEI-SS-HA 17,82 34,01 8,43 1,05
AuUPEI 23,49 41,74 9,62 0,04
AUPEI-HA 8,60 35,78 6,34 0,00
AuPEI-HA-DOX 17,12 31,25 8,34 0,00
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4.3. Sentezlenen Konjugattan Doksorubisinin in Vitro Salimi

DOX'in sentezlenen AuPEI-HA-DOX konjugatindan farkh pH kosullarinda salimi,
pH degisikliginin ilag-polimer baglarinin kopmasindaki etkisinin degerlendiriimesi
ile arastirlmistir. Bunun igin belirlenen pH’lar 5,4 (asidik lizozom/endozom
ortamini ve tumor mikrogevresini taklit etmek i¢in) ve 7,4 (normal fizyolojik cevreyi
taklit etmek icin) olmustur. Sekilde gosterildigi gibi AuPEI-HA-DOX
konjugatindan zamana ve pH’a bagl olarak DOX salimi gergeklesmistir. 36 saat
sonra pH 7,4’te konjugattan DOX'in ~%65’i salinirken, pH 5,4te ~%67’si
salinmigtir. Sonug olarak pH’'nin dismesi ile birlikte DOX’in konjugattan salimi
%Z2’lik bir artis gostermigtir. Serbest DOX ise beklenildigi Uzere, her iki pH’da da
serbest halde iken AUPEI-HA konjugati ile etkilesimde gosterdigi salimina goére
daha hizli gergeklesmistir. Elde edilen sonuglar, Chen vd.'nin PEI-FI-(PEG-
HA)/DOX konjugatindan DOX’in salimi ile ilgili calisma sonuglari ile benzerlik
gostermektedir. Chen ve ekibi de DOX'in serbest formda iken daha hizl
salindigini ve pH 5,4’te elde ettikleri konjugattan DOX’in saliminin (%60,6) pH
7.4’dekine gore (%52,1) daha yuksek oldugu sonucuna ulagsmiglardir [224].
Ayrica, bu ¢alisma kapsaminda DOX'in asidik pH 5,4 kosulunda AuPEI-HA-DOX
konjugatindan salim hizi, fizyolojik pH 7.4’da gdzlemlenene gére daha hizli
bulunmusg, bunun da DOX’in asidik pH’'da protonlanma dolayisiyla daha hidrofilik

bir davranig sergilemesi ile ilgili olabilece@i dusunulmustur.
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Sekil 4.12.Doksorubisinin AUPEI-HA-DOX konjugatindan farkh pH’larda (pH 5,4

ve 7,4), 37°C’de zamana bagl kimaulatif salimi
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4.4. Sentezlenen Konjugatlarin siRNA ile Etkilegsiminin Belirlenmesi
4.4.1. Jelde Gecikme Analizi

ilk olarak hazirlanan PEI-SS-HA siRNA tasiyici pargaciklarin  degisen
miktarlarinin, ayni miktardaki siRNA (0,1 nmol) molekulleri ile hem pH 5,0 hem
de pH 7,0de etkilesimleri incelenmis ve pH 7,0°'de ticari Lipofektamin
transfeksiyon ajani ve tim sentezlenen nanopargaciklarin degisen miktarlarinin
siRNA’lar ile iyi bir sekilde etkilesimde oldugu, pH 5,0’te ise hem lipofektamin
transfeksiyon ajaninin hem de sentezlenen nanopargaciklarin azalan
miktarlarinin siRNA moleklilleri ile etkilesiminin zayifladigi ve bunun sonucunda
siRNA'larin salinmaya bagladigi jelde siRNA’larin yaptigi artan 1gima ile
gorulmustar (Sekil 4.13).

SRNA  Upls  PEVS  Np/s(00) Wp/s(100) mp/s(SD) NR/S(S) NRS(LS)

Sekil 4.13. Sentezlenen PEI-SS-HA konjugatlarin pH 5,0 ve 7,0'de siRNA ile

etkilesiminin karsilastiriimasi
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ikinci asamada ise sentezlenen tim parcaciklarin siRNA ile (¢ farkli pH'da (5, 7
ve 9) etkilesimi jelde geciktirme analizi ile arastirimis ve bu galismaya ait jel
goruntuleri Sekil 4.14.A ve Sekil 4.14.B’de verilmistir. Sekil 4.14.A’da goruldugu
Uzere, AuNP hari¢ sentezlenen tim parcaciklarin (100 ug/mL) her tg¢ ortamda
(pH 5, 7 ve 9) siRNA ile etkilesimi gerceklesmistir. siRNA’larin AuNP’ler ile
etkilesememe nedeninin ise AuNP’lerin sahip oldugu negatif yuzey yiku (-17,3
mV) oldugu disunulmustir. AUPEI-HA-DOX pargaciklarinin siRNA’ya oraninin
azalmasi (50, 25, 12,5 ve 6,25 a/a) durumunda ise yine pozitif ylzey yukune
sahip pargaciklarin ortamdaki konsantrasyonu azaldigindan, AuPEI-HA-DOX
/siRNA etkilesiminin azaldigi da siRNA’nin jelde surtklenmesi ile tespit edilmistir
(Sekil 4.14.B). Yine Sekil 4.14.B'de goruldugu Uzere, pH 9 ortaminda siRNA
salimi pH 5 ve pH 7 olan ortamlara gore daha yuksek olmustur.

LadderDOX/zi (50) DOX/=i(25)
&3 9 5 T &

!i

[LadderDOX/5i12.5DOX /51 (6.25)
Bz 9 57 9

Ladder sRNA =~ | L}p."ni_ PEHAsi  PRlasHA  AufPlsi AuPElsi  AwPETHA)si APETHADOX:i
-SRI - AR T T T S S B R . T A TV,

Sekil 4.14.Sentezlenen pargaciklarin g farkli pH’da (5, 7, 9) siRNA ile etkilegimi.
A) Pargacik/siRNA orani (100, a/a), B) AUPEI-HA-DOX/si orani (50, 25,
12,5 ve 6,25, a/a)

4.4.2. Dinamik Igik Sagilimi

siRNA tasiyicisi olarak sentezlenen PEI-SS-HA pargaciklarinin degisen
oranlarinin siRNA ile olusturduklari komplekslerin ylik degisimi Zeta Sizer ile
Olgulmusg, aralarindaki etkilesimin  kompleksin yukinu nasil degigstirdigi
arastinimistir (Sekil 4.15).
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Dinamik 1s1k sagilimi yontemi ile analiz sonucunda siRNA molekdilleri, PEI-SS-
HA nanoparcaciklari ve PEI-SS-HA nanoparcaciklarinin degisen miktarlarinin
siRNA’lar ile olusturdugu PEI-SS-HA/siRNA (25/1, 50/1, 100/1, (a/a))
konjugatlanin yuzey yukleri sirasiyla -3,14 mV, +35,83 mV, +29,47 mV, +23,47
mV ve +16,03 mV olarak belirlenmigtir (Sekil 4.15). Buna gore sentezlenen
nanoparcgacik/siRNA orani arttikga olusan kompleksin zeta potansiyel (mV)
degeri dusmektedir. Elde edilen bu sonuglar, Park vd.’nin (2010) PEI-SS-b-
HA/siIRNA etkilesimi ile ilgili elde ettigi sonuclar ile ortismektedir. Park vd.
yapmis olduklari ¢alismada (PEI-SS)-b-HA/siRNA (15, 23 ve 38, (a/a))
parcaciklar igin yuzey yuklerini dinamik 151k sacilimi yontemi ile 6lgmus ve
sirastyla +12,1 mV, +6,8 mV ve +1,8 mV olarak bulmuslardir [139].

40 A
35 1
30 A
25 1
20 A
15 -
10 A

Yizey yUkd (mV)

Sekil 4.15.PEI-SS-HA/siRNA  kompleksinin artan parcacik oranlarinda (

potansiyeli karakteristigi

4.5. In vitro Transfeksiyon Sonuglari
4.5.1.Konjugat/siRNA Komplekslerinin Hiicresel Aliminin Degerlendirilmesi

Bu calismada sentezlenen konjugatlarin L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1
hacrelerine alimi, floresan isaretli siRNA’lar (FAM-siRNA) ile olusturduklari
kompleksler araciliiyla degerlendiriimistir. Calismada degerlendiriimek Uzere
belirlenen gruplar ise sirasiyla, ¢iplak FAM-siRNA, Lipofektamin:FAM-siRNA (1:1
uL/pL), PEI-HA:FAM-siRNA (100 pg/mL:50 nM), PEI-SS-HA:FAM-siRNA (100
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pug/mL:50 nM), AuNP:FAM-siRNA (100 pg/mL:50 nM), AuPEIl NP: FAM-siRNA
(100 pyg/mL:50 nM), AuPEI-HA: FAM-siRNA (100 pg/mL:50 nM) ve AuPEI-HA-
DOX:FAM-siRNA (100 pg/mL:50 nM) olmustur. Calismada higbir uygulamanin
yapiimadigi hucreler ise kontrol grubunu olusturmustur. Belirlenen gruplardan
ciplak siRNA ve Lipofektamin:FAM-siRNA, AuNP:FAM-siRNA, AuPEI NP:FAM-
siRNA’ya ait gorunttlerde FAM-siRNA kaynakli 1sima gézlenmemis, sentezlenen
konjugatlar araciligiyla FAM-siRNA'nin hucre igerisine aliminin az da olsa
goruldugu gruplar ise PEI-HA:FAM-siRNA, PEI-SS-HA:FAM-siRNA, AuPEI-HA:
FAM-siRNA olmus, en ylksek i1simalar (isimalar goérintiler Gzerinde beyaz
oklarla gOdsterilmigtir) ise AuPEI-HA-DOX:FAM-siRNA grubunda gorulmustar
(Sekil 4.16).

4.5.2. Sentezlenen Konjugatlarin Farkh Hiicre Hatlari Uzerindeki Sitotoksik

Etkilerinin Belirlenmesi

Tum orneklerin farkli konsantrasyonlarinin (12,5-200 ug/mL) her Gg¢ htcre hatti
uzerinde (L929 fare fibroblast, MDA-MB-231 meme kanseri ve CAPAN-1
pankreas kanseri) 24 saatlik hicre canliigina etkisi WST-1 sitotoksisite testi ile
arastiriimis ve 440 nm’de yapilan okuma sonucunda, her U¢ hicre hatti igin
kontrol grubunda elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalarina gore
orneklerin uygulandidi kuyulardaki absorbans degerleri kullanilarak % canhlik
degerleri elde edilmistir ve 3 tekrarli yapilan deneyden elde edilen % canlilik

degerleri standart hatalar ile birlikte verilmistir (Cizelge 4.5).

Uygulanan her bir pargacigin 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonu igin ayri ayri
olmak Uzere Ug¢ farkh hiicre hattindaki % hicre canliliklarina etkisi Sekil 4.16’da
bar grafikleri seklinde ifade edilmig, elde edilen ortalama % hucre canhlik
degerleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel anlamliliklari ise student T-testi ile

belirlenmigtir.
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Sekil 4.16.Konjugat/FAM siRNA komplekslerinin hiicresel alimi. A) L929 Kontrol

grubu, B) MDA-MB-231 Kontrol grubu, C) CAPAN-1 Kontrol grubu, D)
L929 AuPEI-HA-DOX:FAM-siRNA (Aydinlk alan), E) MDA-MB-231
AuUPEI-HA-DOX:FAM-siRNA (Aydinlik alan), F) CAPAN-1 AuPEI-HA-
DOX:FAM-siRNA (Aydinlik alan), G) L929 AuPEI-HA-DOX:FAM-
siRNA (DAPI filtresi), H) MDA-MB-231 AuPEI-HA-DOX:FAM-siRNA
(DAPI filtresi), I) CAPAN-1 AuPEI-HA-DOX:FAM-siRNA (DAPI filtresi),
[) L929 AuPEI-HA-DOX:FAM-siRNA (D-G birlesim), J) MDA-MB-231
AuPEI-HA-DOX:FAM-siRNA (E-H birlesim), K) CAPAN-1 AuPEI-HA-
DOX:FAM-siRNA (F-I birlesim)
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Sentezlenen pargaciklarin artan konsantrasyonlarinin genel olarak MDA-MB-231
ve CAPAN-1 hicreleri lUzerinde L-929 hicrelerine gére beklenen sekilde daha
sitotoksik oldugu gorualmustar. L929 hicreleri Gzerinde ise DOX'in serbest formu
hari¢, sentezlenen tum bu parcaciklarin dozuna bagl bir sitotoksik etki
gorulmemigtir. Antrasiklin grubu bir antibiyotik olan ve antineoplastik ajan olarak
yaygin bir sekilde kullanilan doksorubisinin, serbest formda uygulandigi durumda
esit konsantrasyonda diger tum konjugatlar ile karsilastirildiginda, sitotoksik
etkisi her U¢ hlcre hatti Uzerinde de beklenildigi Uzere daha yuksek ¢ikmigtir.
Serbest formda uygulanan Doksorubisin icin hesaplanan yari maksimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri (IC50) ise L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1
hlcre hatlari igin sirasiyla 24,84 pg/mL, <12,5 ug/mL ve 66,6 ug/mL bulunmustur.
IC50 degerinin dugmesi ile sitotoksik etkinin yukseldigi bilindiginden,
doksorubisin kimyasalinin sitotoksik etkisinin en yuksek MDA-MB-231 hucreleri

uzerinde oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5teki hicre canlihk degerleri g6zonine alindiginda sentezlenen
polimerik konjugatlara baglanan doksorubisinin (AuPEI-HA-DOX) ise IC50
degerinin her Gg¢ hicre hatti icin de 200 uyg/mL’nin tGzerinde oldugu belirlenmistir.
Her U¢ hiucre hattinda da artan DOX konsantrasyonu ile birlikte hicre

canliliklarinda azalma gorulmustur.

DOX-polimer konjugatlari olusturan Dong vd.’de benzer bir sekilde MCF-7 hlcre
canhliginin DOX konsantrasyonuna bagli olarak degistigini gostermiglerdir. Yine
bu tez calismasinda elde edilen sonuclara benzer bir sekilde serbest DOX’in
sentezledikleri konjugatlara gore hicresel alim farkhliklarindan dolayr MCF-7
hacreleri Uzerinde daha ylksek sitotoksik etki gosterdigini bildirmislerdir.
Sentezledikleri konjugatlarda DOX konsantrasyonu artsa da, konjugatlarin disuk
antiproliferatif etki gosterdiklerini bildirmislerdir [223]. Bu tez c¢alismasinda
sentezlenen Au-PEI-HA-DOX parcgaciklarinin da benzer bir sekilde artan
konsantrasyonlarinin her U¢ hucre hatti Uzerinde de hucre canliliklarina etkisi

dusuk olmus, hicre canliligi %67’nin altina dugmemigtir.
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Her Ug hicre hattina da PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP ve AuPEI NP parcgaciklarinin
100 ug/mL konsantrasyonlari uygulandiginda CAPAN-1 pankreas kanseri
hdcrelerindeki hucre canlihk degerleri (sirasiyla, %50,44, %57,05, %70,36 ve
%46,22) hem L929 hem de MDA-MB-231 hucrelerine gére anlamli derecede az
bulunmugtur (Sekil 4.17.A). Bu farkh hicre hatlarma 200 pg/mL
konsantrasyonunda ayri ayri uygulanan AuPEI-HA-DOX haricindeki tum
parcaciklarin ise CAPAN-1 hicrelerinin canhlik degerlerinin L929 hicrelerine
gore anlamli derecede dusmesine neden olmus, yine bu pargaciklardan PEI (2
kDa), PEI-HA, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX, MDA-MB-231 hicre canhlligini
L929 hicrelerine gore dnemli derecede azaltmistir (sirasiyla, %63,19, %85,93,
%78,56 ve %82) (Sekil 4.17.B).

Bu calisma kapsaminda ayrica, sentezlenen parcgaciklar ve bu pargaciklarin
siRNA'lar (25 nM) ile olusturduklari komplekslerin 100 ug/mL konsantrasyonlari
hem normal hem de kanserli hicrelere uygulanmis ve 24 saatin ardindan bu
kompleksler ile muamele edilen hucrelere radyoterapi de uygulandiktan sonra
WST-1 hicre canhlik testi yapiimis ve elde edilen tum gruplara ait % canhlik +

std. hata sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

DOX'in in vitro sahmi deneyinde elde edilen sonuglara goére, hlcreler Gzerine
ilave edilen AuPEI-HA-DOX konjugatindan kultir ortamina salinan DOX miktari
teorik olarak ~200 nM (0,1 pg) bulunmustur. Dolayisiyla, AuPEI-HA-DOX
konjugatinin, uygulandigi hiicreler Gzerindeki sitotoksik etkisi %33’U gegcmemistir.
Yine, AuPEI-HA veya AuPEI-HA-DOX konjugat uygulamasi sonrasinda elde
edilen hicre canlilik degerleri arasinda yapilan kiyaslamaya gore, sitotoksisitede,

yapiya eklenen DOX'den kaynakli anlamli bir artis gozlenmemisgtir.
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Sekil 4.17.Sentezlenen parcgaciklarin uygulandigi (24 st.) L929, MDA-MB-231 ve
CAPAN-1 hdcrelerin canhliklarinin karsilastiriimasi. A) Pargacik
konsantrasyonu 100 ug/mL, B) Pargacik konsantrasyonu 200 ug/mL.
a: p<0,05 L929 hicre hattina gore, b: p<0,05 MDA-MB-231 hucre

hattina gore.

Cizelge 4.6.Parcacik/siRNA kompleksleri uygulamasini takiben radyasyon

terapisi sonucundaki hiucre canlilik degerleri (% canlilik £ std. hata)

Hiicre Canliligi (%) * Std. Hata

Ornek Adi
L929 MDA-MB-231 CAPAN-1

PEI-HA/siRNA 107,80+2,06 60,79+4,13 82,89+1,82
PEIssHA/siRNA 109,10+12,68 54,13+11,59 68,16+£10,99
AuNp/ siRNA 108,34+6,72 90,83+2,32 80,69+11,09
AUPEINp/ siRNA 108,02+9,64 58,06+0,00 68,26+4,97
AUuPEIHA/ siRNA 108,78+8,67 71,07+0,50 77,3415,64
AuPEIHADOX/ siRNA 106,72+14,84 73,19+1,61 77,342 77
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Her U¢ hidcre hattina da sentezlenen parcaciklarin (100 pg/mL) 24 saatlik
uygulamasi sonrasinda ve ayrica parcaciklarin siRNA’lar (son konsantrasyon 25
nM) ile olusturduklari komplekslere ilaveten radyoterapi uygulamasi sonrasinda
yapilan WST-1 analizi sonuglari arasindaki farklihgin istatistiksel olarak
anlamhhigr Student T-testi ile de arastiriimigtir. Buna gore, L929 hicre hattinda
sadece parcacik uygulamasi ve pargacik/siRNA kompleksi uygulamasina
ilaveten radyasyon uygulamasi sonrasi, aralarinda istatistiksel agidan bir farklilik
saptanmamis, MDA-MB-231 hucre hattinda, PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP, AuPEI
NP uygulamasi ile yine ayni pargaciklarin siRNA ile olusturduklari komplekslerin
uygulanmasini takiben radyoterapi uygulamasi sonrasinda % hucresel canlilik
acisindan anlaml (sirastyla, p<0,01, p<0,05, p<0,01 ve p<0,01) derecede
azalma gorulmustar (sirasiyla, %60,8, %54,1, %90,8 ve %58,1) ve ozellikle Au
iceren konjugatlar igcin (AuNP, AuPEI NP, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX)
radyasyon uygulamasinin sitotoksisiteyi arttirici yonde etki ettigi goraimustar ki
AuNP’lerin, radyasyonu absorplama kapasitesi sayesinde kanser hucrelerinde
6lime neden olmasindan dolayi bu beklenilen ve istenilen bir sonugtur. Shen vd.’
de benzer bir galismada PEI-Au NR’leri sentezleyip bunlarin hem tek bagina hem
de siRNA ile olusturduklari komplekslerin MDA-MB-231 ve SUM-159 hicreleri
canlihgina etkileri ile bu uygulamalara ilaveten uygulanan radyasyon terapisinin
hucre canliligina etkilerini karsilastirmis, radyasyon terapisinin hticre canliliginin
azalmasinda arttirici bir etkisinin oldugunu kanitlamiglardir [226]. CAPAN-1
hdcre hattinda ise PEI-HA ve AuPEI NP’lerin uygulanmasi durumunda benzer bir
karsilastirma yapildiginda bunun tam tersi bir sekilde % hucresel canliik anlamli
Olcide (sirasiyla, p<0,01 ve p<0,05) artmistir (sirasiyla, %82,89 ve %68,26)
(Sekil 4. 18).
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Sekil 4.18.Parcacik uygulanan ve pargacik-siRNA kompleksleri uygulamasina
ilaveten radyasyon terapisi uygulanan hucrelerin hicre canhliklarinin
kargilastiriimasi. Sonuglar % hicre canliigi + std. hata olarak
bildirilmigtir. a: p<0,05 PEI-HA igin, b: p<0,05 PEI-SS-HA igin, c:
p<0,05 AuNP igin, d: p<0,05 AuPEI NP igin, e: p<0,05 AuPEI-HA igin,
f: p<0,05 AuPEI-HA-DOX igin radyasyon terapisi sonrasina gore.

Bu calisma kapsaminda ayrica her U¢ hlcre hattinin da, sentezlenen AuNP ve
AuPEI-HA-DOX parc¢aciklarinin 200 ug/mL konsantrasyonlari uygulandiktan 24
saat sonra Isik mikroskobu altindaki goruntileri alinmigtir. Buna gore
uygulamanin  yapildigi  hdcrelerin  kontrol grubu  hudcrelerine  kiyasla
morfolojilerindeki farklihk arastirilmigtir (Sekil 4.19). Buna gore her u¢ hucre
hattina da uygulanan AuNP’ler fotograflarda (B, E ve H) siyah, 6lG hlcreler ise
yuvarlak sekilde gorulmektedir. Uygulanan AuPEI-HA-DOX pargaciklar ilgili
fotograflarda net bir sekilde gézlemlenememis (C, F ve 1), 6lG hlcreler de yine

yuvarlak sekilde gorulmektedir.
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Sekil 4.19. 24 Saatlik uygulama sonrasi hicrelerin i1sik mikroskobu altindaki
goruntuleri A-D-G) Sirasiyla L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1 kontrol
gruplari; B-E-H) L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1 (AuNP, 200 pg/uL,
sirasiyla); C-F-I) L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1 (AuPEI-HA-DOX,
200 pg/uL, sirasiyla)

4.5.3. Sentezlenen Konjugatlarin Farkli Hiicre Hatlari Uzerindeki Apoptotik

ve Nekrotik Etkilerinin Belirlenmesi

Apoptotik ve nekrotik indeksin belirlenmesi igin ikili boyama yapilmistir. Kontrol
grubu olarak sadece besiyeri iceren hicreler kullaniimistir. ikili boyama
solusyonunda bulunan hoechst 33342 apoptotik hucreleri boyayarak, DAPI
filtresinde parlak mavi renkte gdstermektedir (Sekil 4.20). Nekrotik hicreler ise
hicre membrani zarar goérdigu igin propidyum iyodurle boyanarak FITC

filtresinde kirmizi renkte gorulmektedir (Sekil 4.21).

Canli hucreler DAPI filtresinde mavi renkte, FITC filtresinde vyesil renkte

gorulmektedir. Parcaciklarin degisen konsantrasyonlarinin (0-200 pg/mL)
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uygulandigi 3 farkl hicre hattina ait olan hicrelerin ikili boyama sonrasi DAPI ve
FITC filtrelerine sahip inverted mikroskop ile goruntilemeleri yapiimis, her bir
grup icin ayri1 ayri olarak rastgele alinan 3 mikroskobik gortntideki apoptotik ve
nekrotik hucrelerin normal hucrelere orani hesaplanarak veriler apoptotik-
nekrotik % indeks = std. hata olarak verilmistir (Cizelge 4.7). Her uU¢ hucre
hattinda da pargaciklarin uygulanmasi sonrasindaki apoptotik ve nekrotik etkiler
degerlendirildiginde, 6zellikle L929 hucre hattinda apoptotik etkinin genel olarak
ya ¢ok az tespit edilebildigi ya da edilemedigi sdylenebilir. Nekrotik etki ise PEI-
HA ve PEI-SS-HA parcaciklarinin konsantrasyonuna bagl olarak artmis, PEI (2
kDa), AuPEl NP, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX parcaciklari uygulamasindan
sonra ise konsantrasyondan bagimsiz bir sekilde artig gostermistir. En yuksek
nekrotik etki ise %70 nekrotik indeks degeri ile PEI-SS-HA’nin 200 pg/mL
konsantrasyonunda saptanmistir. MDA-MB-231 hlicre hattinda L929 hcre
hattindakine benzer bir sekilde apoptotik etki ya ¢ok az gorilmids ya da
gorulmemigtir. En yuksek apoptotik etkide ise apoptotik indeks degeri %9’u
geg¢memistir. Nekrotik etki ise PEI (2 kDa), PEI-HA ve PEI-SS-HA parcaciklari
icin en yuksek 100 pg/mL konsantrasyonunda (nekrotik indeks degerleri sirasiyla,
%28,5, %42,5 ve %22,5) saptanmis, tespit edilen en yuksek nekrotik etki ise %50
nekrotik indeks degeri ile AuPEI-HA-DOX parcaciginin 200 pg/mL
konsantrasyonunda gorulmustir. CAPAN-1 hicre hattinda diger iki hucre
hattindakinden farkli olarak apoptotik etkiler 6zellikle AuNP, AuPEI NP, AuPEI-
HA ve AUPEI-HA-DOX pargaciklarinin uygulanmasi durumunda goézlenmis,
ancak gorulen apoptotik etkiler dozdan bagimsiz bir sekilde artis gostermigtir.
%22,5 apoptotik indeks degeri ile en yliksek apoptotik etki ise AUPEI-HA-DOX
parcaciginin 200 pg/mL konsantrasyonunun uygulandigi durumda gorulmustir.
Ayni hicre hattinda genel olarak nekrotik etki apoptotik etkiye gore daha az tespit
edilebilmis, en yuksek nekrotik etki (Nekrotik indeks degeri %25) yine AuPEI-HA-
DOX pargaciginin 200 pyg/mL konsantrasyonunda saptanmigtir (Cizelge 4.7).
Parcaciklarin hicre canhligina etkileri topluca degerlendirildiginde, gerek hicre
canlihgini azaltmasi1 (MDA-MB-231 ve CAPAN-1 hlcre hatlarinda) gerekse hem
apoptozu (CAPAN-1 hlcre hattinda) hem de nekrozu arttirmasi (MDA-MB-231
ve CAPAN-1 hicre hatlarinda) agisindan sentezlenen AuPEI-HA-DOX
parcaciklarinin kanserin hedefli terapisinde kullaniilmaya aday olduklari

soylenebilir.
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Sekil 4.20. ikili boyama y6ntemi ile apoptotik L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1

1] ik K

hicrelerinin  gosteriimesi  (beyaz oklar apoptotik  hucreleri
gOstermektedir). A) L929 kontrol grubu, B) MDA-MB-231 kontrol
grubu, C) CAPAN-1 kontrol grubu, D) PEI-HA (100 pg/mL) uygulanan
L929 hucreleri, E) PEI-HA (100 ug/mL) uygulanan MDA-MB-231
hacreleri, F) PEI-HA (100 pg/mL) uygulanan CAPAN-1 hucreleri, G)
AUPEI NP (100 pg/mL) uygulanan L929 hucreleri, H) AUPEI NP (100
ug/mL) uygulanan MDA-MB-231 hducreleri, [) AuPElI NP (ug/mL)
uygulanan CAPAN-1 hiicreleri, i) AuPEI-HA-DOX (100 pg/mL)
uygulanan L929 hacreleri, J) AuPEI-HA-DOX (100 ug/mL) uygulanan
MDA-MB-231 hucreleri, K) AuPEI-HA-DOX (100 pg/mL) uygulanan
CAPAN-1 hucreleri
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Sekil 4.21.ikili boyama yéntemi ile nekrotik L929, MDA-MB-231 ve CAPAN-1

hdcrelerinin - gosteriimesi  (beyaz  oklar  nekrotik  hucreleri
gOstermektedir). A) L929 kontrol grubu, B) MDA-MB-231 kontrol
grubu, C) CAPAN-1 kontrol grubu, D) PEI-HA (100 pg/mL) uygulanan
L929 hdicreleri, E) PEI-HA (100 pg/mL) uygulanan MDA-MB-231
hacreleri, F) PEI-HA (100 pg/mL) uygulanan CAPAN-1 hicreleri, G)
AuPEI NP (100 pg/mL) uygulanan L929 hucreleri, H) AUPEI NP (100
pMg/mL) uygulanan MDA-MB-231 hducreleri, 1) AuPEI NP (ug/mL)
uygulanan CAPAN-1 hicreleri, 1) AuPEI-HA-DOX (100 ug/mL)
uygulanan L929 hucreleri, J) AUPEI-HA-DOX (100 ug/mL) uygulanan
MDA-MB-231 hcreleri, K) AUPEI-HA-DOX (100 pg/mL) uygulanan
CAPAN-1 hucreleri
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Parcacik uygulamalarinin (24 st.) yapildigi her U¢ hicre hatti igin, 100 pg/mL
konsantrasyonunda pargaciklarin uygulanmasi durumunda, apoptotik ve nekrotik
hacrelerin % indeks deg@erleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamhhigina
student T-testi ile bakilmistir. Buna gore MDA-MB-231 hucre hattinda PEI-HA ve
PEI-SS-HA ornekleri igin apoptoz degeri L929'a gore anlamli bir sekilde
azalmistir (sirasiyla, %4,5 ve %2,25). Yine MDA-MB-231 hucre hattinda AuPEI-
HA 6rnegi icin L929'a gore anlamh bir artis olmustur (%5). CAPAN-1 hicre
hattinda AuPEI NP icin L929'a gére anlamh bir artis olmustur (%17). CAPAN-1
hicre hattinda PEI-SS-HA, AuPEI NP ve AuPEI-HA-DOX 6rnekleri icin de MDA-
MB-231'a gore anlamli artiglar olmustur (sirasiyla, %6, %17 ve %4,5). % Nekrotik
indeks degerlerine bakildiginda ise, MDA-MB-231 hucre hattinda AuNP ve
AuPEI NP ornekleri igin nekroz degeri L929'a gore azalmis (%1 ve %5), AuPEI-
HA-DOX 6rnegi igin ise artmistir (%17). CAPAN-1 hicre hattinda PEI-HA,
PEISSHA ve AuPEI NP 6rnekleri igin nekroz L929'a gbre azalmis (sirasiyla, %0,
%12 ve %8), AUNP 6rnegiicin ise tam tersi olarak artmistir (%10). Yine CAPAN-
1 hucre hattinda L929 ile yapilan kargilastirma sonuclarina benzer bir sekilde
PEI-HA ve PEI-SSHA o&rnekleri icin nekroz MDA-MB-231'a gobre azalmis
(sirasiyla %0 ve %12), AUNP ve AuPEIl NP o6rnekleri igin ise tam tersi olarak

artmigtir (sirasiyla, %10 ve %8) (Cizelge 4.7).

Bu calisma kapsaminda ayrica, sentezlenen pargaciklar ve bu pargaciklarin
siRNA’lar ile olusturduklari komplekslerin 100 pg/mL konsantrasyonlari hem
normal hem de kanserli hicrelere uygulanmis ve 24 saatin ardindan bu
kompleksler ile muamele edilen hiucrelere radyoterapi de uygulandiktan sonra ikili
boyama yontemi ile elde edilen tum gruplara ait apoptotik-nekrotik indeks
sonuglari Cizelge 4.8’de gosterilmigtir. Buna gore siRNA'l konjugatlarla muamele
sonrasinda radyoterapi uygulandiginda en yuksek apoptotik indeks degeri AuPEI
NP icin, CAPAN-1 hdcre hattinda %20, en ylksek nekrotik indeks degeri ise
AuPEIl NP ve AuPEI-HA o&rnekleri icin CAPAN-1 hicre hattinda %40 olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.8.Konjugatlarin ve radyoterapinin uygulandigi L929, MDA-MB-231 ve
CAPAN-1 hcrelerine ait apoptotik-nekrotik indeks sonuglari

. Apoptotik %indeks * Std. Hata Nekrotik %indeks * Std. Hata
Ornek Adi

L929 MDA-MB-231 _ CAPAN-1 1929 MDA-MB-231 __ CAPAN-1
Kontrol 0,00£000 __ 0,00%0,00 2.00£0,00 _ 2,0020,00 __ 2,00£1,00 20,00£2,00
PEI-HA/SiRNA  0,00:0,00  6,00+1,00 0,00£0,00  10,0040,00  16,00+1,00 0,00£0,00
PEI-SS- 400£1,00  0,00£0,00 0,00£0,00 8004100  12,0040,50 0,00£0,00
HA/siRNA 001, 000, 000, 0041, 000, 000,
AuNP/siRNA 4,00£0,00  0,00£0,00 3,00¢050  2,0040,00  5,00+0,50 21,0042,00
AuPEI 12,0041,00  6,00£0,00 20,00£1,00  20,00#2,00  10,0041,00 40,00£2,00
NP/SiRNA 001, 000, 001, 0022, 0041, 002,
AuPEI- 0,00£0,00  2,00£0,00 8,00¢0,50  2,0041,00  4,000,00 40,00+4,00
HA/SiRNA 000, 0020, 000, 001, 000, 004,
AuPEI-HA-
O CRNA 4004050  2,00£0,00 12,00£2,00  6,00:000  14,00+1,00 28,00£1,00

Sentezlenen pargaciklarin uygulanan her Ug¢ hucre hattina ait hucrelerdeki
apoptotik-nekrotik % indeks degerleri ve pargaciklarin siRNA’lar ile olusturduklari
kompleksleri takiben radyoterapi uygulanan her ¢ hicre hattina ait hicrelerdeki
apoptotik-nekrotik % indeks degerleri arasinda da kiyaslama yapilmis,
farkhliklarin anlamliliklari Student t-test ile belirlenmistir (Sekil 4.22). Buna gore,
L929 hdicrelerine PEI-HA 06rnedinin (100 pg/mL) siRNA ile olusturdugu
kompleksin uygulanmasini takiben radyasyon terapisi uygulanmasi durumunda,
sadece PEI-HA 6rnegi uygulamasina gore apoptozun anlaml bir sekilde (p>0,05)
azaldig1 (0,00:0,00), MDA-MB-231'de ise tam tersi olarak anlamli dl¢ide
(p<0,05) arttig: (6,00:1,00), benzer karsilastirma AuPEI igin yapildiginda ise
L929 hlcrelerinde apoptozun anlamli derecede (p<0,01) arttig1 (12,00+1,00)
belirlenmistir. CAPAN-1 hticrelerine PEI-SS-HA uygulamasini takiben radyasyon
uygulanmasi durumunda ise sadece PEI-SS-HA 06rnedi uygulamasina gore
apoptoz anlamli (p<0,01) bir sekilde azalmis (0,00:0,00), AuNP, AuPEI NP,
AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX wuygulamalari i¢cin benzer karsilagstirma
yapildiginda ise hlicreler Uzerindeki nekrotik etkinin dnemli élgtide (p<0,05) arttig1
(sirasiyla, 21,00+2,00, 40,00£2,00, 40,00+4,00, 28,00+1,00) belirlenmistir (Sekil
4.22). Ozetle, Au iceren AuNP, AuPEl NP, AuPEI-HA ve AuPEI-HA-DOX
parcaciklarinin uygulamasina ilaveten yapilan radyasyon terapisinin ozellikle
parcaciklar tarafindan hedeflenmek istenen CAPAN-1 hicrelerinin nekrozunu

anlamli derecede arttirdig1 gorulmus, ayrica L929 hucre hattinda apoptoz ve
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nekroz acgisindan genel olarak anlamli bir degdisiklik olmamistir ki, her iki sonu¢

da bu tez ¢caligmasinin dnemli bulgulari arasindadir.
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Sekil 4.22. Pargacik uygulanan (A) ve parcacik-siRNA kompleksleri
uygulamasina ilaveten radyasyon terapisi uygulanan (B) hucreler
Uzerindeki apoptotik ve nekrotik etkilerin kargilastiriimasi. Sonugclar
apoptotik-nekrotik % indeks * std. hata olarak bildirilmistir. a:
p<0,05 PEI-HA igin, b: p<0,05 PEI-SS-HA igin, c: p<0,05 AuNP igin,
d: p<0,05 AuPEINP igin, e: p<0,05 AuPEI-HA igin, f: p<0,05 AuPEI-

HA-DOX igin radyasyon terapisi sonrasina gore.
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4.5.4. Konjugat/siRNA Komplekslerinin Farkh Hiicre Hatlari Uzerindeki

Proliferatif Etkinin incelenmesi

XCelligence mikroelektronik biyosensor sistemi ile hazirlanan PEI-HA/si, PEI-SS-
HA/si, AuNP/si, AUPEI NP/si, AuPEI-HA/si, AUPEI-HA-DOX/si konjugatlarinin 48
saat boyunca hucre proliferasyonuna etkisi incelenmis ve zamana bagh Cell
Index (Cl) deg@erleri kullanilarak elde edilen grafikler Sekil 4.23’te verilmistir. Buna
gore L929 ve CAPAN-1 hucre hatlari igcin kontrol grubu (uygulama yapilmayan)
ile kiyaslandiginda, negatif kontrol siRNA veya CXCR4 siRNA’larin direkt
uygulamalarinin sonrasinda (48 saat sonra) hicre cogalmasinda artis olmakla
birlikte aralarinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Buna kargilik, MDA-MB-
231 hiucrelerine uygulanan negatif kontrol siRNA ve CXCR4’GUn farkh
konsantrasyonlarinin uygulanmalarinin sonrasinda (72 saat sonra) hucre
¢ogalmasinda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda azalma goralmustar (Sekil
4.23.A-C).

Bu calisma kapsaminda hucreler Gzerine, sentezlenen konjugatlar (100 ug/mL)
ile birlikte etkilestirilen siRNA’lar (25 nM) uygulanmis ve hlcre ¢ogalmasina
etkilerine bakilmistir (Sekil 4.23.D-F). Buna goére L929 hicre hatti igin kontrol
grubu hucrelerine kiyasla yalnizca PEI-SS-HA/siRNA  komplekslerinin
uygulanmasi sonrasinda (48 saat sonra) hicre ¢ogalmasinda azalma olmustur
(Sekil 4.23.D). L929 hucrelerine komplekslerin uygulanmasi sonrasinda genel
olarak hlcre ¢ogalmamasinin etkilenmemesi istenilen bir sonug olup, hedefli
terapinin basarisini gostermektedir. CAPAN-1 hicrelerine komplekslerin
uygulanmasi sonrasinda (48 saat sonra) ise AuNP/siRNA hari¢ diger
komplekslerin antiproliferatif etkileri gérilmustir. En ylksek antiproliferatif etki ise
PEI-HA/siRNA, PEI-SS-HA/siRNA, AuPEIl NP/siRNA, AuPEI-HA-DOX/siRNA
kompleksleri uygulandiginda go6zlenmigtir (Sekil 4.23.E). MDA-MB-231
hlcrelerine komplekslerin uygulanma suresi ise diger hucrelerden fakli olarak 72
saat surmusgtir. Bu surenin sonunda AuNP/siRNA’larin yine altinin biyouyumlu
olmasindan dolayi en az, PEI-HA/siRNA ve PEI-SS-HA/siRNA komplekslerinin
ise en c¢ok antiproliferatif etkiye neden oldugu goéruimis, AuPEl NP/siRNA,
AuPEI-HA/siRNA ve AuUPEI-HA-DOX/siRNA komplekslerinin ise benzer bir
antiproliferatif etki gosterdikleri gozlenmigtir (Sekil 4.23.F).
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4.5.5. Konjugat/siRNA Komplekslerinin Farkli Hiicre Hatlarindaki Hedef Gen

ifadelenmesi Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Bu galisma kapsaminda sentezlenen konjugatlardan belirlenenlerin (PEI-HA,
PEI-SS-HA, AuPEI NP, AuPEI-HA-DOX) ve bunlarin siRNA ile olusturduklari
komplekslerin CXCR4 gen ekspresyonuna etkisi hem CAPAN-1 hem de MDA-
MB-231 hilcre hatlarinda arastirilmis ve g¢alisma ile ilgili rélatif miktarsal analiz
sonuglarr Sekil 4.24’te verilmistir. Calisma kapsaminda CXCR4 gen ifadesinin
degerlendiriimesi, GAPDH housekeeping geninin ifadesi ile yapilan
karsilastirmaya gore gerceklestiriimistir. Buna gore MDA-MB-231 hicre hatti
uzerindeki hedef geni susturma etkinligi en yuksek AuPEI NP konjugatinin
uygulamasi sonucunda gerceklesmis, AuPEI-HA-DOX/siRNA, PEI-HA/siRNA
kompleksleri ve AuPEI-HA-DOX konjugati uygulamalarinda da anlamli bir sekilde
gen ifadelenmesi azalmistir (Sekil 4.24.A). CAPAN-1 hiicre hattinda ise yalnizca
AuPEI/siRNA kompleksi uygulamasi sonucunda hedef CXCR4 geni
susturulabilmigtir (Sekil 4.24.B).

Sentezlenen konjugat ve bunlarin siRNA ile yapmis olduklari komplekslerin
uygulanmasi sonrasinda MDA-MB-231 hiicre hatti Uzerinde hedef gen
CXCR4’Un ifadelenmesini baskilama miktarlari da yine RT-PCR analizi
sonucunda hesaplanmis ve CXCR4 gen ifadelenmesinde 56 kat azalma ile en
yuksek baskilamayi AuPEI NP’lerin sagladigi sonucuna ulasiimistir. Bunu ~25
katlik bir azalma saglayan AuPEI-HA-DOX/siRNA konjugatlari izlemigtir. CAPAN-
1 hicre hattinda ise gen ifadelenmesinin  AuPEl NP/siRNA uygulamasi
sonrasinda ~6 kat azaldidi hesaplanmistir. CXCR4 gen ifadelenmesini
azaltmaya yonelik Yu vd.’nin yapmis olduklari ¢calismada ise sentezlenen kitosan
nanopargaciklarinin CXCR4 siRNA ile olugsturduklari kompleksin gen susturma
etkinligini ayni1 konsantrasyondaki lipofektamin/siRNA kompleksininkine oldukga
yakin (gen ifadelenmesinde ~%50 azalma) bulmuslardir [245]. Yine Park vd.’nin
yapmis olduklari baska bir galismada, sentezlenen PEI-SS-b-HA konjugatlarin
VEGF-siRNA ile olusturduklari komplekslerin uygulanmasi ile hedef timor

dokularindaki VEGF mRNA seviyesinde 2 katlik bir azalma saglanabilmistir [139].
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Sekil 4.24.Sentezlenen konjugat ve konjugat/siRNA komplekslerinin hedef gen
CXCR4 ifadelenmesi Uzerindeki etkileri A) MDA-MB-231 hucre hatti
uzerindeki gen ifadelenmesine etkiler; B) CAPAN-1 hucre hatti

uzerindeki gen ifadelenmesine etkiler

Bu g¢alismada kullanilan DOX’in tek basina, CXCR4 hedef geninin ifadelenmesi
Uzerindeki etkisi ise yapilan literatlr arastirmasi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda hedef hicreler Gzerine uygulanan AuPEI-HA-DOX konjugatindan
klltir ortamina salinan DOX’in teorik miktari 200 nM olarak hesaplanmis, bu
miktarin kanser hucrelerindeki hedef gen ekspresyonu Uzerine etkisi
ongorulmeye calisiimistir. Konu ile ilgili Fang vd.’nin yapmis oldugu ¢alismada

MCF-7 hucreleri GUzerine serbest DOX’in 1,5 uM konsantrasyonda uygulanmasi
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sonucunda CXCR4 hedef gen ekspresyonu seviyesi %97,8 bulunmustur [246].
Dragoj vd.’nin yapmis oldugu baska bir caligmada ise, doksorubisine direncli
oldugu bilinen NCI-H4601R hucrelerine 50 nM konsantrasyonda DOX
uygulanmasi sonucunda da hedef gen CXCR4 ekspresyonu baskilanamamakla
birlikte, kontrole gobre ekspresyon seviyesinde yaklagsik 7 katlik bir artig
gOrulmustar [247]. Tum bu veriler 1s1§inda, RT-PCR ¢alismasi sonucunda MDA-
MB-231 hicre hattindaki hedef gen CXCR4 ekspresyonu uzerindeki baskilama
etkisinin AUPEI-HA-DOX konjugatindan hicre kultir ortamina salinan DOX’ten
kaynaklanmadigl sonucuna ulagiimistir. Dolayisi ile, elde edilen bu basarinin
sadece, konjugattaki DOX ile ilgili olmayip, AuUPEI-HA-DOX/siRNA kompleksinin

kendisi ile ilgili oldugu sonucuna variimigtir.

Gruplar arasinda yaplilan istatistiksel analiz sonuglarina goére ise tim gruplarda
kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde gen ifadelenmesinin baskilandigi
gorulmastar  (Sekil  4.25). PEI-HA/siRNA ve AuPEI-HA-DOX/siRNA
komplekslerinin de sirasiyla PEI-HA ve AuPEI-HA-DOX konjugatlarina gére gen

ifadelenmesini anlamli olarak daha da azalttigi tespit edilmistir (Sekil 4.25).

Rolatif mRNA Seviyesi
(CXCR4IGAPDH)

Sekil 4.25.Sentezlenen konjugat ve konjugat/siRNA komplekslerinin uygulandigi
MDA-MB-231 hucrelerinde rolatif CXCR4 mRNA seviyesi
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Sonug¢ olarak, sentezlenen tim konjugat ve komplekslerin MDA-MB-231
hlcrelerinde oldukga basarili bir sekilde hedef gen CXCR4’lUn ifadelenmesini
baskilayabildikleri, ancak CAPAN-1 hdcreleri Uzerinde ayni etkiyi
gosteremedikleri tespit edilmigtir. CAPAN-1 pankreas kanseri hicrelerinde hedef
gen ekspresyonu Uzerinde istenilen basarinin saglanamamasindaki en énemli
neden, bu hiucre hattinin kemoterapétik ajanlara direncinin oldukga yuUksek
olmasidir. Dolayisi ile, ¢oklu ila¢ direngliligi gosteren bu htcrelere, 6zellikle
kemoterapo6tik ajan olarak doksorubisin iceren AuPEI-HA-DOX konjugati
uygulamasi ile, bu konjugatlarin hicre igerisine aliminin yetersiz olmasindan
dolayi hedef gen ekspresyonu baskilanamamistir. Basarinin
saglanamamasindaki 6nemli nedenlerden bir digeri ise, CAPAN-1 hlcrelerinin
kaltdr ortamindaki yayiliminin olduk¢a siki bir sekilde gerceklesmesi ve
dolayisiyla hucreler arasindaki mesafenin MDA-MB-231 hicrelerine kiyasla gok
daha az olmasi nedeniyle hicrelere aliminin daha az olmasidir. Nedenlerden bir
digerinin ise CAPAN-1 hicrelerinin kultir ortaminda daha hizli yayilmasi
nedeniyle, birim hucre basina dusen parcacik sayisinin daha az olmasinin

olabileceg@i dusunulmustur.
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5. SONUGLAR

Bu tez calismasi kapsaminda meme ve pankreas kanseri hiicrelerine siRNA’'nin
etkili tasinimi amaciyla PEI ve Au temelli tasima sistemleri gelistiriimis ve hedef

CXCR4 geninin ekspresyonu Uzerindeki etkileri arastiriimistir.

Sentezlenen tasima sistemlerinden Au temelli, doksorubisin igeren konjugatlar
literatlrde ilk defa ¢alisiimis olup, bu pargaciklar sayesinde kanser terapisinde
gen terapi, radyasyon terapisi ve kemoterapi kombinasyonal bir gsekilde
uygulanmigtir. Sentezlenen PEI temelli PEI-HA ve PEI-SS-HA konjugatlari ise
farkli arastirma gruplari tarafindan daha 6nce de c¢alisiimis olsa da bu ¢alisma
kapsaminda secilen hedef genin susturulmasinda ve hedef hucre hatlarindan
CAPAN-1’de ilk defa caligiimigtir.

Calisma kapsaminda sentezlenen hem PEI, hem de Au temelli konjugatlarda
bulunan HA sayesinde ise siRNA'larin, CD44 ve RHAMM asiri eksprese eden
kanser hucrelerine spesifik, reseptor aracili endositoz araciligiyla tasinimi

gerceklestirilebilmistir.

PEI temelli konjugatlarin (PEI-HA ve PEI-SS-HA) sentezi igin optimizasyon
calismalari kapsaminda belirlenen en uygun yontem homojenizasyon, dinamik
Is1k sacgilim yontemi ile elde edilen sonuglar isiginda belirlenen en uygun oran ise
50:1 (PEI'nin HA’ya orani, a/a) olmustur. Bu oran ile elde edilen PEI:HA ve PEI-
SS-HA konjugatlarinin ortalama hidrodinamik ¢aplari sirasiyla, 330 + 19,12 nm
ve 203,37 £ 3,57 nm, zeta potansiyelleri ise sirasiyla +13,73 £ 2,84 mV ve +35,83
11,43 mV olarak belirlenmigtir. Dinamik 1sik sa¢ilimi yonteminin uygulandigi zeta
sizer cihazi ile 24 saat araliklarla 72 saat boyunca alinan boyut dlgimlerine gore
her iki konjugat turinde de zamana bagli olarak bir aglomerasyon
gerceklesmemis, parcaciklar, sulu g¢ozeltileri seklinde iken 72 saat boyunca
stabilitelerini korumusglardir. PEI temelli bu konjugatlarin SEM ile karakterizasyon
sonuglarina gore ise pargacik sekillerinin agirlikli olarak kiresel oldugu

gozlemlenmigtir.
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Bu calisma kapsaminda sentezlenen Au temelli konjugatlarin sentezinde ise ilk
olarak yuksek saflikta nanopargacik sentezine imkan veren bir ydontem olan lazer
ablasyon teknigi ile es zamanl olarak AuNP’ler ve PEIl ile kapli AuPEI NP’ler
sentezlenmis, zeta sizer ile yapilan analiz sonucuna gore pargacik boyutlari
sirasiyla 91 nm ve 25 nm olarak bulunmustur. Lazer ablasyon teknigi ile sulu
cozeltide olusan AuNP’lerin es zamanli olarak sentez ortaminda bulunan PEl ile
kaplanmasi sonucunda, AuNP’ler agrege olmadan, ¢ok daha klguk boyutta (25
nm) AUuPEI Np’ler olusturulabilmistir. Ardindan, sentezlenen AuPEI NP’lerin dig
yuzeyine, yine karbodiimit aracili birlegtirme kimyasi kullanilarak siRNA’larin
hedefe spesifik tagsinimini saglayan HA molekdlleri kovalent olarak baglanmistir.
Elde edilen AuPEI-HA parcaciklarinin doksorubisin kemoterapotik ajani ile
etkilestirimesi sonucunda ise nihai olarak AuPEI-HA-DOX konjugatlari
olusturulmus, elde edilen bu nihai pargaciklarin +10,6 mV olarak belirlenen ylizey
yukU sayesinde, siRNA’lari serum iceren hicre kultir ortaminda niukleazlarca
parcalanmadan hicre igerisine tasiyabilecekleri, bu ¢alisma kapsaminda yapilan
ileri arastirmalar ile ispatlanmigtir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen PEI-HA,
PEI-SS-HA ve AuPEI-HA-DOX konjugatlarinin sahip olduklari pozitif ylzey
yukleri sayesinde siRNA ile elektrostatik olarak etkilesebilecekleri sonucuna

variimigtir.

PEI-HA, PEI-SS-HA, AuPEI NP, AuPEI-HA ve AuUPEI-HA-DOX konjugatlari
olusumu 'H-NMR ve FT-IR analizleri aracilijiyla da, spektrumlardaki karakteristik
piklerin degerlendiriimesi ile ispatlanmistir. Elementel analiz ile bPEI ve HA
arasindaki konjugasyon derecesi 1 mol HA basina 2,25 mol bPEI olarak
hesaplanmigtir.  Glutatyon ile indirgenebilir, biyobozunur PEI-SS-HA
konjugatinda elde edilen %1,05’lik sulfur orani ile sentezin basarili bir sekilde

gerceklestigi kanitlanmigtir.

AuPEI-HA-DOX konjugatindan DOX'in iki farkh pH'da (5,0 ve 7,4) in vitro
saliminin arastirildig1 calismada ise, literatur ile uyumlu olarak serbest DOX'in

kimulatif salimi beklenildigi Uzere konjugattan salima gdére daha ylksek
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gerceklesmig, DOX'in konjugattan salimi da yine literatur (ort. %57) ile yapilan

kiyaslamaya gore ise daha ylksek bulunmustur (ort. %66).

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen pargaciklarin negatif yukli siRNA
(parcacik/siRNA, 100/1, al/a) ile elektrostatik etkilesim sayesinde kompleks
olusturmasi ise jelde geciktirme analizi ile arastirilmig, buna goére -17,3 mV zeta
potansiyeline sahip AuNP’ler disinda tum pargaciklarin yapilarinda bulunan
katyonik bPEI sayesinde, beklenildigi Uzere siRNA ile etkilesime girebildigi

gOsterilmistir.

Konjugatlarin siRNA’lari L929 ve hedef MDA-MB-231 ve CAPAN-1 hicrelerine
guvenli ve etkili tagima yetenegi ise floresan igaretli sSIRNA (FAM-siRNA) ile
olusturduklari kompleksler araciligiyla degerlendiriimis, floresan 1sik altinda
(DAPI filtresi) yapilan goruntilemeye goére hicre igerisine en ¢ok alim MDA-MB-
231 hicre hattinda olup, en ylksek i1sima AuPEI-HA-DOX/FAM-siRNA

komplekslerinin uygulanmasi durumunda gozlenmigtir.

Parcaciklarin belirlenen konsantrasyonlarinin (12,5-200 ug/ml) farkl G¢ htcre
hatti Uzerindeki sitotoksik etkileri ise WST-1 hulcre canliligi analiz yontemi ile
belirlenmistir. Buna goére, uygulanan pargaciklarin artan konsantrasyonlarinin
genel olarak hedef kanser hiicre hatlarinda (MDA-MB-231 ve CAPAN-1), L929
normal hicre hattina gére hicre canliliginda daha fazla azalmaya neden olmus
ancak, hicre canhligi higbir hiicre hattinda ve higbir konsantrasyonda DOX

uygulamasi haricinde %43’Un altina dugsmemigtir.

Bu calisma kapsaminda ayrica, U¢ farkh hdcre hattina da sentezlenen
parcaciklarin siRNA’lar ile olusturduklari komplekslere ilaveten radyasyon
terapisi de uygulanmis, sonrasinda yapilan WST-1 analiz sonucunda elde edilen
% canlihk degerleri, pargaciklarin yalniz uygulanmasi sonrasinda elde edilen
degerler ile karsilastiriimis ve yapilan kiyaslama sonucunda 6zellikle MDA-MB-

231 hicre hattinda, tim pargaciklar i¢in radyasyon terapisi sonrasinda elde
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edilen canhlik degerlerinde anlamli azalma gorulmustur. Her iki hedef kanser
hucre hattinda da 6zellikle Au'nun radyasyonu absorplama kapasitesinden dolayi
AuPE-HA-DOX nihai pargaciklarin uygulanmasi durumunda, radyasyon

sonrasinda elde edilen % hucre canlilik degerlerinde dugus saptanmistir.

Sentezlenen pargaciklarin Ug¢ farkli hiicre hatti Gzerindeki apoptotik veya nekrotik
etkileri ise ikili boyama yontemi ile arastiriimigtir. Bunun sonucunda, L929 normal
hlcre hatti Gzerinde higbir parcacigin apoptotik etki degeri %5’in, nekrotik etki
degeri ise 100 pg/mL’ye kadar %34’Un Uzerinde ¢ikmamistir. MDA-MB-231 ve
CAPAN-1 hicre hatlarinda AuPEI-HA-DOX pargaciginin 200 pg/mL
konsantrasyonunun uygulanmasi durumunda belirlenen apoptotik etki degerleri
sirasiyla %15 ve %23 olmustur. Yalniz pargacik uygulamasi ve pargacik/siRNA
kompleksi uygulamasini takiben radyasyon terapisi sonrasinda elde edilen
apoptotik-nekrotik indeks degerleri karsilastirildiginda ise, ozellikle CAPAN-1
hlcre hatti i¢in, genel olarak Au igeren konjugatlarin uygulanmasi durumunda,
hem nekrotik indeks degerlerinde (anlamh olarak) hem de apoptotik indeks

degerlerinde artiglarin oldugu saptanmistir.

Parcacik/siRNA komplekslerinin farkli hticre hatlari Gzerindeki proliferatif etkileri
gercek zamanl proliferasyon sistemi (RTCA) ile de arastiriimig ve genel olarak

WST-1 ile elde edilen sonuglar ile uyumlu sonuglar elde edilmigtir.

Komplekslerin hedef kanser hicre hatlarindaki hedef gen (CXCR4) ifadelenmesi
uzerindeki etkileri ise RT-PCR analiz yontemi ile GAPDH housekeeping geninin
ifadesi ile yapilan karsilastirma sonucunda tespit edilmis, buna gére genel olarak
susturma etkinligi MDA-MB-231 hucre hatti Gzerinde, CAPAN-1 hulcre hattina
gore c¢ok daha yuksek c¢ikmistir. MDA-MB-231 hicre hattinda hedef gen
ifadelenmesini en yuksek, 56 katlik bir azalma ile AUPEI NP’ler baskilayabilirken,
bunu 25 katlik bir azalma ile AuPEI-HA-DOX/siRNA kompleksleri izlemistir.
CAPAN-1 hicre hattinda ise yalnizca AuPEI/siRNA kompleksi uygulamasi ile

hedef gen ifadelenmesi baskilanabilmistir.
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In vitro analizler aracih@iyla elde edilen tim bu sonuglar degerlendirildiginde,
sentezlenen gerek PEI temelli, gerekse Au temelli parcaciklarin MDA-MB-231
hdcre hatti izerinde, CAPAN-1 hicrelerine gore daha etkili olduklari sonucuna
variimigtir. Bunun en o6nemli nedeni de hedef kanser hulcrelerinin kultar
ortaminda yayilim karakterlerinin farkli olmasi, dolayisiyla pargaciklarin hicresel

alimindaki farkliliklardir.

Sonug olarak 6zellikle, hedefe spesifik sSiRNA taslyici sistemi olarak literatlrde ilk
defa sentezlenen AuPEI-HA-DOX konjugatlarinin, meme kanserinin
kombinasyonal gen terapi, radyasyon terapi ve kemoterapisinde etkili bir sekilde
kullanilabilecekleri ve in vitro ¢alismalar ile elde edilen bu sonuglar 1siginda in

vivo galismalar i¢in potansiyellerinin oldugu gosterilmistir.

106



6. KAYNAKLAR

[1] Y. Lee, S.H. Lee, J.S. Kim, A. Maruyama, X. Chen, T.G. Park, Controlled
synthesis of PEI-coated gold nanoparticles using reductive catechol chemistry for
siRNA delivery, Journal of controlled release, 155 (2011) 3-10.

[2] C. Moore, Gold Nanoparticles Enhance Cancer-Killing Radiation Efficiency;
Reduce Side-Effects, Radiation Therapy News, 2015.

[3] L. Torrisi, Gold nanoparticles enhancing protontherapy efficiency, Recent
patents on nanotechnology, 9 (2015) 51-60.

[4] R. Nelson, Combining Radiation and Chemotherapy May Improve Outcomes,
CURE, Cancer Updates, Research & Education 2013.

[5] K. Jiang, J. Li, J. Yin, Q. Ma, B. Yan, X. Zhang, L. Wang, L. Wang, T. Liu, Y.
Zhang, Targeted delivery of CXCR4-siRNA by scFv for HER2+ breast cancer
therapy, Biomaterials, 59 (2015) 77-87.

[6] G. Karp, Cell and Molecular Biology, Concepts and Experiments, 5 ed., John
Wiley & Sons, Inc. 2008.

[7] G.M. Cooper, R.E. Hausman, Hucre: Molekuler yaklasim, BRC Ofset. Ltd.
Sti.2016.

[8] R.W. Ruddon, Cancer Biology, 4. Edition ed., Oxford University Press, Inc.,
United States of America, 2007.

[9] A. Jemal, R. Siegel, E. Ward, Y. Hao, J. Xu, M.J. Thun, Cancer statistics,
2009, CA: a cancer journal for clinicians, 59 (2009) 225-249.

[10]A. Jemal, F. Bray, M.M. Center, J. Ferlay, E. Ward, D. Forman, Global cancer
statistics, CA: a cancer journal for clinicians, 61 (2011) 69-90.

[11] WHO, Global cancer rates could increase by 50% to 15 million by 2020,
World Health Organisation, Geneva, 2003.

[12] K.D. Baskanhgi, 2015 Yili Kanser Istatistikleri, in: H.S.G.M. TC. Saghk
Bakanligi (Ed.)Ankara, Turkiye, 2015.

[13] D. Hanahan, R.A. Weinberg, Hallmarks of cancer: the next generation, cell,
144 (2011) 646-674.

[14] M.W. Pickup, J.K. Mouw, V.M. Weaver, The extracellular matrix modulates
the hallmarks of cancer, EMBO reports, 15 (2014) 1243-1253.

107



[15] E.A. Golemis, P. Scheet, T.N. Beck, E.M. Scolnick, D.J. Hunter, E. Hawk, N.
Hopkins, Molecular mechanisms of the preventable causes of cancer in the
United States, Genes & development, 32 (2018) 868-902.

[16] N. Hansson, F. Moll, D. Schultheiss, M. Krischel, Remembering Charles B.
Huggins’ Nobel Prize for hormonal treatment of prostatic cancer at its 50th
anniversary, Eur Urol, 69 (2016) 971-972.

[17]1B.A. Chabner, T.G. Roberts Jr, Chemotherapy and the war on cancer, Nature
Reviews Cancer, 5 (2005) 65.

[18] A. Bolinger, A. Zangwill, J. Slattery, L. Risler, D. Sultan, D. Glidden, D.
Norstad, M. Cowan, Target dose adjustment of busulfan in pediatric patients
undergoing bone marrow transplantation, Bone marrow transplantation, 28
(2001) 1013.

[19] Y. Liu, X. Wang, M. Hussain, M. Lv, X. Dong, T. Wang, X. Xu, B. Liu,
Theranostics Applications of Nanoparticles in Cancer Immunotherapy, Medical
Sciences, 6 (2018) 100.

[20] J. Couzin-Frankel, Cancer immunotherapy, American Association for the
Advancement of Science, 2013.

[21] R.S. Riley, C.H. June, R. Langer, M.J. Mitchell, Delivery technologies for
cancer immunotherapy, Nature Reviews Drug Discovery, (2019) 1.

[22] P. Sharma, K. Wagner, J.D. Wolchok, J.P. Allison, Novel cancer
immunotherapy agents with survival benefit: recent successes and next steps,
Nature Reviews Cancer, 11 (2011) 805.

[23] R. Kokate, A Systematic Overview of Cancer Immunotherapy: An Emerging
Therapy, Pharm. Pharmacol. Int. J, 5 (2017) 31-35.

[24] D. Lowy, J. Schiller, Preventing Cervical Cancer: The Development of HPV
Vaccines, National Cancer Institute, 2016.

[25] Y.-L. Lin, Y. Meng, W. Jiang, B. Roux, Explaining why Gleevec is a specific
and potent inhibitor of Abl kinase, Proceedings of the National Academy of
Sciences, 110 (2013) 1664-1669.

[26] Y. Xin, M. Huang, W.W. Guo, Q. Huang, L. zhen Zhang, G. Jiang, Nano-
based delivery of RNAi in cancer therapy, Molecular cancer, 16 (2017) 134.

[27] E.R. Rayburn, R. Zhang, Antisense, RNAI, and gene silencing strategies for
therapy: mission possible or impossible?, Drug discovery today, 13 (2008) 513-
521.

108



[28] D. Cross, J.K. Burmester, Gene therapy for cancer treatment: past, present
and future, Clinical medicine & research, 4 (2006) 218-227.

[29] S.D. Patil, D.G. Rhodes, D.J. Burgess, DNA-based therapeutics and DNA
delivery systems: a comprehensive review, The AAPS journal, 7 (2005) E61-E77.
[30] O. Frank, C. Rudolph, C. Heberlein, N. von Neuhoff, E. Schrock, A.
Schambach, B. Schlegelberger, B. Fehse, W. Ostertag, C. Stocking, Tumor cells
escape suicide gene therapy by genetic and epigenetic instability, Blood, 104
(2004) 3543-3549.

[31] T. Satoh, A. Irie, S. Egawa, S. Baba, In situ gene therapy for prostate cancer,
Current gene therapy, 5 (2005) 111-119.

[32] E. Vattemi, P. Claudio, Gene therapy for lung cancer: practice and promise,
Annali italiani di chirurgia, 75 (2004) 279-2809.

[33] J.F. Tseng, R.C. Mulligan, Gene therapy for pancreatic cancer, Surgical
oncology clinics of North America, 11 (2002) 537-569.

[34] P.B. Hackett, S.C. Ekker, D.A. Largaespada, R.S. Mclvor, Sleeping beauty
transposon-mediated gene therapy for prolonged expression, Advances in
genetics, 54 (2005) 189-232.

[35] J. Casaca-Carreira, Y. Temel, I. Larrakoetxea, A. Jahanshahi, Distribution
and penetration of intracerebroventricularly administered 2' OMePS
oligonucleotide in the mouse brain, Nucleic acid therapeutics, 27 (2017) 4-10.
[36] R.W. Collin, A. Garanto, Applications of antisense oligonucleotides for the
treatment of inherited retinal diseases, Current opinion in ophthalmology, 28
(2017) 260-266.

[37] F. Delie, M. Berton, E. Allémann, R. Gurny, Comparison of two methods of
encapsulation of an oligonucleotide into poly (D, L-lactic acid) particles,
International journal of pharmaceutics, 214 (2001) 25-30.

[38] R.K. DeLong, U. Akhtar, M. Sallee, B. Parker, S. Barber, J. Zhang, M. Craig,
R. Garrad, A.J. Hickey, E. Engstrom, Characterization and performance of
nucleic acid nanoparticles combined with protamine and gold, Biomaterials, 30
(2009) 6451-6459.

[39] B. Gill, J. Singh, V. Sharma, S.H. Kumar, Emulsomes: An emerging vesicular
drug delivery system, Asian Journal of Pharmaceutics (AJP): Free full text articles
from Asian J Pharm, 6 (2014).

109



[40] M.G. Ferreiro, L. Tillman, G. Hardee, R. Bodmeier, Characterization of
alginate/poly-L-lysine particles as antisense oligonucleotide carriers,
International Journal of pharmaceutics, 239 (2002) 47-59.

[41] M.M. Janas, Y. Jiang, M.K. Schlegel, S. Waldron, S. Kuchimanchi, S.A.
Barros, Impact of oligonucleotide structure, chemistry, and delivery method on in
vitro cytotoxicity, nucleic acid therapeutics, 27 (2017) 11-22.

[42] P. Jarver, U. Langel, Cell-penetrating peptides—a brief introduction, Bba-
Biomembranes, 3 (2006) 260-263.

[43] J.H. Jeong, S.H. Kim, SW. Kim, T.G. Park, Intracellular delivery of poly
(ethylene glycol) conjugated antisense oligonucleotide using cationic lipids by
formation of self-assembled polyelectrolyte complex micelles, Journal of
nanoscience and nanotechnology, 6 (2006) 2790-2795.

[44] T. Lee, H. Awano, M. Yagi, M. Matsumoto, N. Watanabe, R. Goda, M.
Koizumi, Y. Takeshima, M. Matsuo, 2'-O-Methyl RNA/ethylene-bridged nucleic
acid chimera antisense oligonucleotides to induce dystrophin Exon 45 skipping,
Genes, 8 (2017) 67.

[45] K. Schmidt, T.P. Prakash, A.J. Donner, G.A. Kinberger, H.J. Gaus, A. Low,
M.E. Ostergaard, M. Bell, E.E. Swayze, P.P. Seth, Characterizing the effect of
GalNAc and phosphorothioate backbone on binding of antisense
oligonucleotides to the asialoglycoprotein receptor, Nucleic acids research, 45
(2017) 2294-2306.

[46] A.J. Sprangers, L. Hao, R.J. Banga, C.A. Mirkin, Liposomal spherical nucleic
acids for regulating long noncoding RNAs in the nucleus, Small, 13 (2017)
1602753.

[47] Y. Yamada, M. Tabata, Y. Yasuzaki, M. Nomura, A. Shibata, Y. Ibayashi, Y.
Taniguchi, S. Sasaki, H. Harashima, A nanocarrier system for the delivery of
nucleic acids targeted to a pancreatic beta cell line, Biomaterials, 35 (2014) 6430-
6438.

[48] A. Zimmer, Antisense oligonucleotide delivery with polyhexylcyanoacrylate
nanoparticles as carriers, Methods, 18 (1999) 286-295.

[49] M. Innus, Antisense cancer therapy: Do antisense oligonucleotides hold
promise as a cure for cancer, Chem. Sci. J, 8 (2017) e117.

[50] R.F. Gesteland, T.R. Cech, J.F. Atkins, The RNA World, 3rd Edition ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press2006.

110



[51] G. Ozcan, B. Ozpolat, R.L. Coleman, A.K. Sood, G. Lopez-Berestein,
Preclinical and clinical development of siRNA-based therapeutics, Advanced
drug delivery reviews, 87 (2015) 108-119.

[52] J. Wang, Z. Lu, M.G. Wientjes, J.L.-S. Au, Delivery of siRNA therapeutics:
barriers and carriers, The AAPS journal, 12 (2010) 492-503.

[53] E.P. Consortium, Identification and analysis of functional elements in 1% of
the human genome by the ENCODE pilot project, Nature, 447 (2007) 799.

[54] P. Carninci, T. Kasukawa, S. Katayama, J. Gough, M. Frith, N. Maeda, R.
Oyama, T. Ravasi, B. Lenhard, C. Wells, The transcriptional landscape of the
mammalian genome, Science, 309 (2005) 1559-1563.

[55] P. Carninci, A. Sandelin, B. Lenhard, S. Katayama, K. Shimokawa, J.
Ponjavic, C.A. Semple, M.S. Taylor, P.G. Engstrom, M.C. Frith, Genome-wide
analysis of mammalian promoter architecture and evolution, Nature genetics, 38
(2006) 626.

[56] J. Cheng, P. Kapranov, J. Drenkow, S. Dike, S. Brubaker, S. Patel, J. Long,
D. Stern, H. Tammana, G. Helt, Transcriptional maps of 10 human chromosomes
at 5-nucleotide resolution, Science, 308 (2005) 1149-1154.

[57]1N. Cloonan, A.R. Forrest, G. Kolle, B.B. Gardiner, G.J. Faulkner, M.K. Brown,
D.F. Taylor, A.L. Steptoe, S. Wani, G. Bethel, Stem cell transcriptome profiling
via massive-scale mRNA sequencing, Nature methods, 5 (2008) 613.

[58] L.J. Core, J.J. Waterfall, J.T. Lis, Nascent RNA sequencing reveals
widespread pausing and divergent initiation at human promoters, Science, 322
(2008) 1845-1848.

[59] J.M. Johnson, S. Edwards, D. Shoemaker, E.E. Schadt, Dark matter in the
genome: evidence of widespread transcription detected by microarray tiling
experiments, TRENDS in Genetics, 21 (2005) 93-102.

[60] P. Kapranov, J. Cheng, S. Dike, D.A. Nix, R. Duttagupta, A.T. Willingham,
P.F. Stadler, J. Hertel, J. Hackermdiller, |.L. Hofacker, RNA maps reveal new RNA
classes and a possible function for pervasive transcription, Science, 316 (2007)
1484-1488.

[61] A.C. Seila, J.M. Calabrese, S.S. Levine, G.W. Yeo, P.B. Rahl, R.A. Flynn,
R.A. Young, P.A. Sharp, Divergent transcription from active promoters, science,
322 (2008) 1849-1851.

111



[62] J.Z. Levin, M. Yassour, X. Adiconis, C. Nusbaum, D.A. Thompson, N.
Friedman, A. Gnirke, A. Regev, Comprehensive comparative analysis of strand-
specific RNA sequencing methods, Nature methods, 7 (2010) 709.

[63] A. Fire, S. Xu, M.K. Montgomery, S.A. Kostas, S.E. Driver, C.C. Mello, Potent
and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis
elegans, nature, 391 (1998) 806.

[64] D.-H. Kim, M.A. Behlke, S.D. Rose, M.-S. Chang, S. Choi, J.J. Rossi,
Synthetic dsRNA Dicer substrates enhance RNAi potency and efficacy, Nature
biotechnology, 23 (2005) 222.

[65] C. Matranga, Y. Tomari, C. Shin, D.P. Bartel, P.D. Zamore, Passenger-
strand cleavage facilitates assembly of sSiRNA into Ago2-containing RNAi enzyme
complexes, Cell, 123 (2005) 607-620.

[66] A. Khvorova, A. Reynolds, S.D. Jayasena, Functional siRNAs and miRNAs
exhibit strand bias, Cell, 115 (2003) 209-216.

[67] S.M. Elbashir, W. Lendeckel, T. Tuschl, RNA interference is mediated by 21-
and 22-nucleotide RNAs, Genes & development, 15 (2001) 188-200.

[68] S.M. Elbashir, J. Harborth, W. Lendeckel, A. Yalcin, K. Weber, T. Tuschl,
Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured
mammalian cells, nature, 411 (2001) 494.

[69] N. Agrawal, P. Dasaradhi, A. Mohmmed, P. Malhotra, R.K. Bhatnagar, S.K.
Mukherjee, RNA interference: biology, mechanism, and applications, Microbiol.
Mol. Biol. Rev., 67 (2003) 657-685.

[70] M.A. Matzke, J.A. Birchler, RNAi-mediated pathways in the nucleus, Nature
reviews genetics, 6 (2005) 24.

[71] B. Mansoori, S.S. Shotorbani, B. Baradaran, RNA interference and its role in
cancer therapy, Advanced pharmaceutical bulletin, 4 (2014) 313.

[72] A. de Fougerolles, H.-P. Vornlocher, J. Maraganore, J. Lieberman,
Interfering with disease: a progress report on siRNA-based therapeutics, Nature
reviews Drug discovery, 6 (2007) 443.

[73]1 V. Ambros, microRNAs: tiny regulators with great potential, Cell, 107 (2001)
823-826.

[74] M. Georges, W. Coppieters, C. Charlier, Polymorphic miRNA-mediated gene
regulation: contribution to phenotypic variation and disease, Current opinion in
genetics & development, 17 (2007) 166-176.

112



[75] K. Jeyaseelan, W.B. Herath, A. Armugam, MicroRNAs as therapeutic targets
in human diseases, Expert opinion on therapeutic targets, 11 (2007) 1119-1129.
[76] E. Gottwein, N. Mukherjee, C. Sachse, C. Frenzel, W.H. Majoros, J.-T.A. Chi,
R. Braich, M. Manoharan, J. Soutschek, U. Ohler, A viral microRNA functions as
an orthologue of cellular miR-155, Nature, 450 (2007) 1096.

[77] C.C. Esau, B.P. Monia, Therapeutic potential for microRNAs, Advanced drug
delivery reviews, 59 (2007) 101-114.

[78] M.S. Draz, B.A. Fang, P. Zhang, Z. Hu, S. Gu, K.C. Weng, J.W. Gray, F.F.
Chen, Nanoparticle-mediated systemic delivery of siRNA for treatment of cancers
and viral infections, Theranostics, 4 (2014) 872.

[79] P. Zhang, K. An, X. Duan, H. Xu, F. Li, F. Xu, Recent advances in siRNA
delivery for cancer therapy using smart nanocarriers, Drug discovery today, 23
(2018) 900-911.

[80] C. Chakraborty, A.R. Sharma, G. Sharma, C.G.P. Doss, S.-S. Lee,
Therapeutic miRNA and siRNA: moving from bench to clinic as next generation
medicine, Molecular Therapy-Nucleic Acids, 8 (2017) 132-143.

[81] S. Anthiya, A. Griveau, C. Loussouarn, P. Baril, M. Garnett, J.-P. Issartel, E.
Garcion, MicroRNA-based drugs for brain tumors, Trends in cancer, 4 (2018)
222-238.

[82] J. Chery, RNA therapeutics: RNAi and antisense mechanisms and clinical
applications, Postdoc journal: a journal of postdoctoral research and postdoctoral
affairs, 4 (2016) 35.

[83] A. Wittrup, J. Lieberman, Knocking down disease: a progress report on
siRNA therapeutics, Nature Reviews Genetics, 16 (2015) 543.

[84] R.M. Kannan, Toward new design principles for superior gene silencing,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 115 (2018) 3200-3201.

[85] S. Arpicco, P. Milla, B. Stella, F. Dosio, Hyaluronic acid conjugates as vectors
for the active targeting of drugs, genes and nanocomposites in cancer treatment,
Molecules, 19 (2014) 3193-3230.

[86] T.A. Brown, Genetics: A molecular approach, 6th edition ed., University of
Tehran Press(press.ut.ac.ir), Tehran, 2013.

[87] A.Z. Fire, Gene silencing by double-stranded RNA (Nobel Lecture),
Angewandte Chemie International Edition, 46 (2007) 6966-6984.

113



[88] R.S. Bora, D. Gupta, T.K.S. Mukkur, K.S. Saini, RNA interference
therapeutics for cancer: challenges and opportunities, Molecular medicine
reports, 6 (2012) 9-15.

[89] D.P. Cioca, Y. Aoki, K. Kiyosawa, RNA interference is a functional pathway
with therapeutic potential in human myeloid leukemia cell lines, Cancer gene
therapy, 10 (2003) 125.

[90] C. Nieth, A. Priebsch, A. Stege, H. Lage, Modulation of the classical
multidrug resistance (MDR) phenotype by RNA interference (RNAI), FEBS
letters, 545 (2003) 144-150.

[91] J. Zhao, S.-S. Feng, Nanocarriers for delivery of siRNA and co-delivery of
siRNA and other therapeutic agents, Nanomedicine, 10 (2015) 2199-2228.

[92] K. Wang, X. Zhang, Y. Liu, C. Liu, B. Jiang, Y. Jiang, Tumor penetrability and
anti-angiogenesis using iRGD-mediated delivery of doxorubicin-polymer
conjugates, Biomaterials, 35 (2014) 8735-8747.

[93] M. Ebrahimian, S. Taghavi, A. Mokhtarzadeh, M. Ramezani, M. Hashemi,
Co-delivery of doxorubicin encapsulated PLGA nanoparticles and Bcl-xL shRNA
using alkyl-modified PEI into breast cancer cells, Applied biochemistry and
biotechnology, 183 (2017) 126-136.

[94] A. Scomparin, G. Tiram, R. Satchi-Fainaro, DNA and RNA nanotechnologies
in medicine. Diagnosis and treatment of diseases, Springer2013.

[95] H. Hatakeyama, H. Akita, E. Ito, Y. Hayashi, M. Qishi, Y. Nagasaki, R. Danev,
K. Nagayama, N. Kaji, H. Kikuchi, Systemic delivery of siRNA to tumors using a
lipid nanoparticle containing a tumor-specific cleavable PEG-lipid, Biomaterials,
32 (2011) 4306-4316.

[96] A. Schroeder, C.G. Levins, C. Cortez, R. Langer, D.G. Anderson, Lipid-based
nanotherapeutics for siRNA delivery, Journal of internal medicine, 267 (2010) 9-
21.

[97] H. Lv, S. Zhang, B. Wang, S. Cui, J. Yan, Toxicity of cationic lipids and
cationic polymers in gene delivery, Journal of controlled release, 114 (2006) 100-
109.

[98] A. Babu, R. Muralidharan, N. Amreddy, M. Mehta, A. Munshi, R. Ramesh,
Nanoparticles for siRNA-Based Gene Silencing in Tumor Therapy, IEEE

transactions on nanobioscience, 15 (2016) 849-863.

114



[99] J. Li, S. Xue, Z.-W. Mao, Nanoparticle delivery systems for siRNA-based
therapeutics, Journal of Materials Chemistry B, 4 (2016) 6620-6639.

[100] M. Demirel, Y. Yazan, Kah Lipit Nanopartikiller (SLN) FABAD J. Pharm.
Sci. , 25 (2000) 167-179.

[101] P. Ghasemiyeh, S. Mohammadi-Samani, Solid lipid nanoparticles and
nanostructured lipid carriers as novel drug delivery systems: applications,
advantages and disadvantages, Research in pharmaceutical sciences, 13 (2018)
288-303.

[102] S.V. Kurkov, T. Loftsson, Cyclodextrins, International journal of
pharmaceutics, 453 (2013) 167-180.

[103] P. Jansook, S.V. Kurkov, T. Loftsson, Cyclodextrins as solubilizers:
formation of complex aggregates, Journal of pharmaceutical sciences, 99 (2010)
719-729.

[104] G. Tiwari, R. Tiwari, A.K. Rai, Cyclodextrins in delivery systems:
Applications, Journal of Pharmacy and Bioallied Sciences, 2 (2010) 72.

[105] D. Cun, D.K. Jensen, M.J. Maltesen, M. Bunker, P. Whiteside, D. Scurr, C.
Foged, H.M. Nielsen, High loading efficiency and sustained release of siRNA
encapsulated in PLGA nanoparticles: quality by design optimization and
characterization, European journal of pharmaceutics and biopharmaceutics :
official journal of Arbeitsgemeinschaft fur Pharmazeutische Verfahrenstechnik
e.V, 77 (2011) 26-35.

[106] D. Sezlev Bilecen, J.C. Rodriguez-Cabello, H. Uludag, V. Hasirci,
Construction of a PLGA based, targeted siRNA delivery system for treatment of
osteoporosis, Journal of biomaterials science. Polymer edition, 28 (2017) 1859-
1873.

[107] F. Chai, L. Sun, X. He, J. Li, Y. Liu, F. Xiong, L. Ge, T.J. Webster, C. Zheng,
Doxorubicin-loaded poly (lactic-co-glycolic acid) nanoparticles coated with
chitosan/alginate by layer by layer technology for antitumor applications, Int J
Nanomedicine, 12 (2017) 1791-1802.

[108] S. Biswas, V.P. Torchilin, Dendrimers for siRNA Delivery, Pharmaceuticals
(Basel, Switzerland), 6 (2013) 161-183.

[109] J. Wu, W. Huang, Z. He, Dendrimers as carriers for siRNA delivery and
gene silencing: a review, TheScientificWorldJournal, 2013 (2013) 630654.

115



[110] R. Duncan, L. 1zzo, Dendrimer biocompatibility and toxicity, Adv Drug Deliv
Rev, 57 (2005) 2215-2237.

[111] A.M. Derfus, A.A. Chen, D.H. Min, E. Ruoslahti, S.N. Bhatia, Targeted
quantum dot conjugates for siRNA delivery, Bioconjug Chem, 18 (2007) 1391-
1396.

[112] A.P. Alivisatos, Semiconductor Clusters, Nanocrystals, and Quantum Dots,
Science, 271 (1996) 933.

[113] R. Hardman, A toxicologic review of quantum dots: toxicity depends on
physicochemical and environmental factors, Environmental health perspectives,
114 (2006) 165-172.

[114] A.M. Schrand, M.F. Rahman, S.M. Hussain, J.J. Schlager, D.A. Smith, A.F.
Syed, Metal-based nanoparticles and their toxicity assessment, Wiley
interdisciplinary reviews. Nanomedicine and nanobiotechnology, 2 (2010) 544-
568.

[115] E. Boisselier, D. Astruc, Gold nanoparticles in nanomedicine: preparations,
imaging, diagnostics, therapies and toxicity, Chem Soc Rev, 38 (2009) 1759-
1782.

[116] N. Khlebtsov, L. Dykman, Biodistribution and toxicity of engineered gold
nanoparticles: a review of in vitro and in vivo studies, Chem Soc Rev, 40 (2011)
1647-1671.

[117] J.W. Park, K.H. Bae, C. Kim, T.G. Park, Clustered magnetite nanocrystals
cross-linked with PEI for efficient siRNA delivery, Biomacromolecules, 12 (2011)
457-465.

[118] O. Boussif, F. Lezoualc'h, M.A. Zanta, M.D. Mergny, D. Scherman, B.
Demeneix, J.P. Behr, A versatile vector for gene and oligonucleotide transfer into
cells in culture and in vivo: polyethylenimine, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 92 (1995) 7297-7301.
[119] J.W. Park, H. Mok, T.G. Park, Epidermal growth factor (EGF) receptor
targeted delivery of PEGylated adenovirus, Biochemical and biophysical
research communications, 366 (2008) 769-774.

[120] H. Mok, T.G. Park, Self-crosslinked and reducible fusogenic peptides for
intracellular delivery of siRNA, Biopolymers, 89 (2008) 881-888.

[121] T. Xia, M. Kovochich, M. Liong, H. Meng, S. Kabehie, S. George, J.l. Zink,

A.E. Nel, Polyethyleneimine coating enhances the cellular uptake of mesoporous

116



silica nanoparticles and allows safe delivery of siRNA and DNA constructs, ACS
Nano, 3 (2009) 3273-3286.

[122] H. Meng, M. Xue, T. Xia, Z. Ji, D.Y. Tarn, J.l. Zink, A.E. Nel, Use of size
and a copolymer design feature to improve the biodistribution and the enhanced
permeability and retention effect of doxorubicin-loaded mesoporous silica
nanoparticles in a murine xenograft tumor model, ACS Nano, 5 (2011) 4131-
4144.

[123] V. Cauda, A. Schlossbauer, T. Bein, Bio-degradation study of colloidal
mesoporous silica nanoparticles: Effect of surface functionalization with organo-
silanes and poly(ethylene glycol), Microporous and Mesoporous Materials, 132
(2010) 60-71.

[124] H. Zhang, D.R. Dunphy, X. Jiang, H. Meng, B. Sun, D. Tarn, M. Xue, X.
Wang, S. Lin, Z. Ji, R. Li, F.L. Garcia, J. Yang, M.L. Kirk, T. Xia, J.l. Zink, A. Nel,
C.J. Brinker, Processing pathway dependence of amorphous silica nanopatrticle
toxicity: colloidal vs pyrolytic, Journal of the American Chemical Society, 134
(2012) 15790-15804.

[125] J.M. Rosenholm, V. Mamaeva, C. Sahlgren, M. Linden, Nanopatrticles in
targeted cancer therapy: mesoporous silica nanoparticles entering preclinical
development stage, Nanomedicine (London, England), 7 (2012) 111-120.

[126] K.-m. Choi, S.-H. Choi, H. Jeon, I.-S. Kim, H.J. Ahn, Chimeric Capsid
Protein as a Nanocarrier for siRNA Delivery: Stability and Cellular Uptake of
Encapsulated siRNA, ACS Nano, 5 (2011) 8690-8699.

[127] N.A. Peppas, P. Bures, W. Leobandung, H. Ichikawa, Hydrogels in
pharmaceutical formulations, European journal of pharmaceutics and
biopharmaceutics : official journal of Arbeitsgemeinschaft fur Pharmazeutische
Verfahrenstechnik e.V, 50 (2000) 27-46.

[128] N.A. Peppas, J.Z. Hilt, A. Khademhosseini, R. Langer, Hydrogels in Biology
and Medicine: From Molecular Principles to Bionanotechnology, Advanced
Materials, 18 (2006) 1345-1360.

[129] S. Ramakrishnan, Hydrogel-siRNA for cancer therapy, Cancer biology &
therapy, 11 (2011) 849-851.

[130] S.M. Dizaj, S. Jafari, A.Y. Khosroushahi, A sight on the current nanoparticle-

based gene delivery vectors, Nanoscale research letters, 9 (2014) 252.

117



[131] A. Nagal, R.K. Singlab, Nanoparticles in different delivery systems: a brief
review, organ, 1 (2013) 4.

[132] D.C. Drummond, O. Meyer, K. Hong, D.B. Kirpotin, D. Papahadjopoulos,
Optimizing liposomes for delivery of chemotherapeutic agents to solid tumors,
Pharmacological reviews, 51 (1999) 691-744.

[133] H. Ragelle, G. Vandermeulen, V. Préat, Chitosan-based siRNA delivery
systems, Journal of Controlled Release, 172 (2013) 207-218.

[134] D. Haussecker, The business of RNAi therapeutics, Human gene therapy,
19 (2008) 451-462.

[135] O.M. Merkel, D. Librizzi, A. Pfestroff, T. Schurrat, K. Buyens, N.N. Sanders,
S.S. De, M. Béhé, T. Kissel, Stability of siRNA polyplexes from poly
(ethylenimine) and poly (ethylenimine)-g-poly (ethylene glycol) under in vivo
conditions: effects on pharmacokinetics and biodistribution measured by
Fluorescence Fluctuation Spectroscopy and Single Photon Emission Computed
Tomography (SPECT) imaging, Journal of controlled release: official journal of
the Controlled Release Society, 138 (2009) 148-159.

[136] E. Salva, siRNA icin uygun tasiyici sistem gelistirimesi; in Vitro ve in Vivo
Calismalar, Saglik Bilimleri Enstitisu, Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali,
Marmara Universitesi, Istanbul 2009, pp. 284.

[137] T. R Nayak, L. K Krasteva, W. Cai, Multimodality imaging of RNA
interference, Current medicinal chemistry, 20 (2013) 3664-3675.

[138] S.H. Kim, J.H. Jeong, S.H. Lee, S.W. Kim, T.G. Park, LHRH receptor-
mediated delivery of siRNA using polyelectrolyte complex micelles self-
assembled from siRNA-PEG-LHRH conjugate and PEI, Bioconjugate chemistry,
19 (2008) 2156-2162.

[139] K. Park, M.-Y. Lee, K.S. Kim, S.K. Hahn, Target specific tumor treatment
by VEGF siRNA complexed with reducible polyethyleneimine—hyaluronic acid
conjugate, Biomaterials, 31 (2010) 5258-5265.

[140] J.J. Lu, R. Langer, J. Chen, A novel mechanism is involved in cationic lipid-
mediated functional siRNA delivery, Molecular pharmaceutics, 6 (2009) 763-771.
[141] J. Torrecilla, A. del Pozo-Rodriguez, M. yngeles Solinis, P.S. Apaolaza, B.
Berzal-Herranz, C. Romero-Lépez, A. Berzal-Herranz, A. Rodriguez-Gascon,

Silencing of hepatitis C virus replication by a non-viral vector based on solid lipid

118



nanoparticles containing a shRNA targeted to the internal ribosome entry site
(IRES), Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 146 (2016) 808-817.

[142] P. Szabo, R. Zelko, Formulation and stability aspects of Nanosized solid
drug delivery systems, Current pharmaceutical design, 21 (2015) 3148-3157.
[143]J. Pang, Y. Luan, X. Yang, Y. Jiang, L. Zhao, Y. Zong, Z. Li, Functionalized
mesoporous silica particles for application in drug delivery system, Mini reviews
in medicinal chemistry, 12 (2012) 775-788.

[144] S.-H. Wu, C.-Y. Mou, H.-P. Lin, Synthesis of mesoporous silica
nanoparticles, Chemical Society Reviews, 42 (2013) 3862-3875.

[145] C. Jing, H. Zhang, Inhibition of VEGF expression and SMMC 7721 cell
growth by VEGFsiRNA, Chinese Journal of Pathophysiology, (1986).

[146] J. Conde, A. Ambrosone, V. Sanz, Y. Hernandez, V. Marchesano, F. Tian,
H. Child, C.C. Berry, M.R. Ibarra, P.V. Baptista, Design of multifunctional gold
nanoparticles for in vitro and in vivo gene silencing, Acs Nano, 6 (2012) 8316-
8324.

[147] X. Qian, X.-H. Peng, D.O. Ansari, Q. Yin-Goen, G.Z. Chen, D.M. Shin, L.
Yang, A.N. Young, M.D. Wang, S. Nie, In vivo tumor targeting and spectroscopic
detection with surface-enhanced Raman nanoparticle tags, Nature
biotechnology, 26 (2008) 83.

[148] C.H.J. Choi, C.A. Alabi, P. Webster, M.E. Davis, Mechanism of active
targeting in solid tumors with transferrin-containing gold nanoparticles,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 107 (2010) 1235-1240.

[149] D. Kim, Y.Y. Jeong, S. Jon, A drug-loaded aptamer— gold nanoparticle
bioconjugate for combined CT imaging and therapy of prostate cancer, ACS
nano, 4 (2010) 3689-3696.

[150] S.C. Jang, O.Y. Kim, C.M. Yoon, D.-S. Choi, T.-Y. Roh, J. Park, J. Nilsson,
J. Létvall, Y.-K. Kim, Y.S. Gho, Bioinspired exosome-mimetic nanovesicles for
targeted delivery of chemotherapeutics to malignant tumors, ACS nano, 7 (2013)
7698-7710.

[151] T.R. Lunavat, L. Cheng, D.-K. Kim, J. Bhadury, S.C. Jang, C. Lasser, R.A.
Sharples, M.D. Lépez, J. Nilsson, Y.S. Gho, Small RNA deep sequencing
discriminates subsets of extracellular vesicles released by melanoma cells—
Evidence of unique microRNA cargos, RNA biology, 12 (2015) 810-823.

119



[152] R. Kole, A.R. Krainer, S. Altman, RNA therapeutics: beyond RNA
interference and antisense oligonucleotides, Nature reviews Drug discovery, 11
(2012) 125.

[153] T.R. Lunavat, S.C. Jang, L. Nilsson, H.T. Park, G. Repiska, C. Lasser, J.A.
Nilsson, Y.S. Gho, J. Lotvall, RNAI delivery by exosome-mimetic nanovesicles—
implications for targeting c-Myc in cancer, Biomaterials, 102 (2016) 231-238.
[154] Y. Le, Y. Zhou, P. Iribarren, J. Wang, Chemokines and chemokine
receptors: their manifold roles in homeostasis and disease, Cell Mol Immunol, 1
(2004) 95-104.

[155] F.R. Balkwill, The chemokine system and cancer, The Journal of pathology,
226 (2012) 148-157.

[156] R.K. Ganju, S.A. Brubaker, J. Meyer, P. Dutt, Y. Yang, S. Qin, W. Newman,
J.E. Groopman, The a-chemokine, stromal cell-derived factor-1a, binds to the
transmembrane G-protein-coupled CXCR-4 receptor and activates multiple
signal transduction pathways, Journal of Biological Chemistry, 273 (1998) 23169-
23175.

[157] Z. Goldsmith, D. Dhanasekaran, G protein regulation of MAPK networks,
Oncogene, 26 (2007) 3122.

[158] L.J. Bendall, R. Baraz, J. Juarez, W. Shen, K.F. Bradstock, Defective p38
mitogen-activated protein kinase signaling impairs chemotaxic but not
proliferative responses to stromal-derived factor-1a in acute lymphoblastic
leukemia, Cancer research, 65 (2005) 3290-3298.

[159] J.-F. Wang, |.-W. Park, J.E. Groopman, Stromal cell-derived factor-1a
stimulates tyrosine phosphorylation of multiple focal adhesion proteins and
induces migration of hematopoietic progenitor cells: roles of phosphoinositide-3
kinase and protein kinase C, Blood, 95 (2000) 2505-2513.

[160] S.R. Vlahakis, A. Villasis-Keever, T. Gomez, M. Vanegas, N. Vlahakis, C.V.
Paya, G protein-coupled chemokine receptors induce both survival and apoptotic
signaling pathways, The Journal of Immunology, 169 (2002) 5546-5554.

[161] M. Mellado, A. Vila-Coro, C. Martinez, J. Rodriguez-Frade, Receptor
dimerization: a key step in chemokine signaling, Cellular and molecular biology
(Noisy-le-Grand, France), 47 (2001) 575-582.

120



[162] U.M. Domanska, R.C. Kruizinga, W.B. Nagengast, H. Timmer-Bosscha, G.
Huls, E.G. de Vries, A.M. Walenkamp, A review on CXCR4/CXCL12 axis in
oncology: no place to hide, European journal of cancer, 49 (2013) 219-230.
[163] T. Ishikawa, K.-I. Nakashiro, S.K. Klosek, H. Goda, S. Hara, D. Uchida, H.
Hamakawa, Hypoxia enhances CXCR4 expression by activating HIF-1 in oral
squamous cell carcinoma, Oncology reports, 21 (2009) 707-712.

[164] R.J. Phillips, J. Mestas, M. Gharaee-Kermani, M.D. Burdick, A. Sica, J.A.
Belperio, M.P. Keane, R.M. Strieter, Epidermal growth factor and hypoxia-
induced expression of CXC chemokine receptor 4 on non-small cell lung cancer
cells is regulated by the phosphatidylinositol 3-kinase/PTEN/AKT/mammalian
target of rapamycin signaling pathway and activation of hypoxia inducible factor-
1a, Journal of Biological Chemistry, 280 (2005) 22473-22481.

[165] J.D. Kubic, J.W. Lui, E.C. Little, A.E. Ludvik, S. Konda, R. Salgia, A.E. Aplin,
D. Lang, PAX3 and FOXD3 promote CXCR4 expression in melanoma, Journal
of Biological Chemistry, 290 (2015) 21901-21914.

[166] O. Salvucci, A. Bouchard, A. Baccarelli, J. Deschenes, G. Sauter, R. Simon,
R. Bianchi, M. Basik, The role of CXCR4 receptor expression in breast cancer: a
large tissue microarray study, Breast cancer research and treatment, 97 (2006)
275-283.

[167] F. Andre, W. Xia, R. Conforti, Y. Wei, T. Boulet, G. Tomasic, M. Spielmann,
M. Zoubir, N. Berrada, R. Arriagada, CXCR4 expression in early breast cancer
and risk of distant recurrence, The oncologist, 14 (2009) 1182-1188.

[168] M. Kato, J. Kitayama, S. Kazama, H. Nagawa, Expression pattern of CXC
chemokine receptor-4 is correlated with lymph node metastasis in human
invasive ductal carcinoma, Breast Cancer Research, 5 (2003) R144.

[169] Q.D. Chu, N.T. Holm, P. Madumere, L.W. Johnson, F. Abreo, B.D. Li,
Chemokine receptor CXCR4 overexpression predicts recurrence for hormone
receptor-positive, node-negative breast cancer patients, Surgery, 149 (2011)
193-199.

[170] L. Chang, M. Karin, Mammalian MAP kinase signalling cascades, Nature,
410 (2001) 37.

[171] T.N. Hartmann, J.A. Burger, A. Glodek, N. Fujii, M. Burger, CXCR4

chemokine receptor and integrin signaling co-operate in mediating adhesion and

121



chemoresistance in small cell lung cancer (SCLC) cells, Oncogene, 24 (2005)
4462.

[172] A.Z. Fernandis, A. Prasad, H. Band, R. Kldsel, R.K. Ganju, Regulation of
CXCR4-mediated chemotaxis and chemoinvasion of breast cancer cells,
Oncogene, 23 (2004) 157.

[173] K.E. Luker, G.D. Luker, Functions of CXCL12 and CXCR4 in breast cancer,
Cancer letters, 238 (2006) 30-41.

[174] X. Sun, G. Cheng, M. Hao, J. Zheng, X. Zhou, J. Zhang, R.S. Taichman,
K.J. Pienta, J. Wang, CXCL12/CXCR4/CXCR7 chemokine axis and cancer
progression, Cancer and Metastasis Reviews, 29 (2010) 709-722.

[175] K. Cui, W. Zhao, C. Wang, A. Wang, B. Zhang, W. Zhou, J. Yu, Z. Sun, S.
Li, The CXCR4-CXCL12 pathway facilitates the progression of pancreatic cancer
via induction of angiogenesis and lymphangiogenesis, Journal of Surgical
Research, 171 (2011) 143-150.

[176] X. Li, Q. Ma, Q. Xu, H. Liu, J. Lei, W. Duan, K. Bhat, F. Wang, E. Wu, Z.
Wang, SDF-1/CXCR4 signaling induces pancreatic cancer cell invasion and
epithelial-mesenchymal transition in vitro through non-canonical activation of
Hedgehog pathway, Cancer letters, 322 (2012) 169-176.

[177] F. Marchesi, P. Monti, B.E. Leone, A. Zerbi, A. Vecchi, L. Piemonti, A.
Mantovani, P. Allavena, Increased survival, proliferation, and migration in
metastatic human pancreatic tumor cells expressing functional CXCR4, Cancer
research, 64 (2004) 8420-8427.

[178] Y. Matsuo, N. Ochi, H. Sawai, A. Yasuda, H. Takahashi, H. Funahashi, H.
Takeyama, Z. Tong, S. Guha, CXCL8/IL-8 and CXCL12/SDF-1a co-operatively
promote invasiveness and angiogenesis in pancreatic cancer, International
journal of cancer, 124 (2009) 853-861.

[179] A.P. Singh, S. Arora, A. Bhardwaj, S.K. Srivastava, M.P. Kadakia, B. Wang,
W.E. Grizzle, L.B. Owen, S. Singh, CXCL12/CXCR4 Protein Signaling Axis
Induces Sonic Hedgehog Expression in Pancreatic Cancer Cells via Extracellular
Regulated Kinase-and Akt Kinase-mediated Activation of Nuclear Factor kB
IMPLICATIONS FOR BIDIRECTIONAL TUMOR-STROMAL INTERACTIONS,
Journal of Biological Chemistry, 287 (2012) 39115-39124.

[180] R. Marechal, P. Demetter, N. Nagy, A. Berton, C. Decaestecker, M. Polus,
J. Closset, J. Deviere, I. Salmon, J.-L. Van Laethem, High expression of CXCR4

122



may predict poor survival in resected pancreatic adenocarcinoma, British journal
of cancer, 100 (2009) 1444.

[181] T. Welsch, S. Keleg, F. Bergmann, L. Degrate, S. Bauer, J. Schmidt,
Comparative analysis of tumorbiology and CD133 positivity in primary and
recurrent pancreatic ductal adenocarcinoma, Clinical & experimental metastasis,
26 (2009) 701.

[182] P. Guo, J.-O. You, J. Yang, D. Jia, M.A. Moses, D.T. Auguste, Inhibiting
metastatic breast cancer cell migration via the synergy of targeted, pH-triggered
siRNA delivery and chemokine axis blockade, Molecular pharmaceutics, 11
(2014) 755-765.

[183] A. Egorova, A. Kiselev, M. Hakli, M. Ruponen, V. Baranov, A. Urtti,
Chemokine-derived peptides as carriers for gene delivery to CXCR4 expressing
cells, The Journal of Gene Medicine: A cross-disciplinary journal for research on
the science of gene transfer and its clinical applications, 11 (2009) 772-781.
[184] Y. Wang, Development of CXCR4-Inhibiting Nanoparticles for the
Treatment of Metastatic Cancer, Pharmaceutical Sciences University of
Nebraska Medical Center, Omaha, Nebraska 2016, pp. 229.

[185] U. Unzueta, M.V. Céspedes, N. Ferrer-Miralles, |. Casanova, J. Cedano,
J.L. Corchero, J. Domingo-Espin, A. Villaverde, R. Mangues, E. Vazquez,
Intracellular CXCR4* cell targeting with T22-empowered protein-only
nanoparticles, International journal of nanomedicine, 7 (2012) 4533-4544.

[186] C. Chittasupho, K. Lirdprapamongkol, P. Kewsuwan, N. Sarisuta, Targeted
delivery of doxorubicin to A549 lung cancer cells by CXCR4 antagonist
conjugated PLGA nanoparticles, European journal of pharmaceutics and
biopharmaceutics : official journal of Arbeitsgemeinschaft fur Pharmazeutische
Verfahrenstechnik e.V, 88 (2014) 529-538.

[187] R.T. Wang, X.Y. Zhi, S.Y. Yao, Y. Zhang, LFC131 peptide-conjugated
polymeric nanoparticles for the effective delivery of docetaxel in CXCR4
overexpressed lung cancer cells, Colloids and surfaces. B, Biointerfaces, 133
(2015) 43-50.

[188] E.L. Snyder, C.C. Saenz, C. Denicourt, B.R. Meade, X.-S. Cui, |.M. Kaplan,
S.F. Dowdy, Enhanced Targeting and Killing of Tumor Cells Expressing the CXC
Chemokine Receptor 4 by Transducible Anticancer Peptides, Cancer Research,
65 (2005) 10646.

123



[189] C. de la Torre, I. Casanova, G. Acosta, C. Coll, M.J. Moreno, F. Albericio,
E. Aznar, R. Mangues, M. Royo, F. Sancenén, R. Martinez-Manez, Gated
Mesoporous Silica Nanoparticles Using a Double-Role Circular Peptide for the
Controlled and Target-Preferential Release of Doxorubicin in CXCR4-Expresing
Lymphoma Cells, Advanced Functional Materials, 25 (2015) 687-695.

[190] A. Egorova, M. Bogacheva, A. Shubina, V. Baranov, A. Kiselev,
Development of a receptor-targeted gene delivery system using CXCR4 ligand-
conjugated cross-linking peptides, The journal of gene medicine, 16 (2014) 336-
351.

[191] W.H. Driessen, N. Fuijii, H. Tamamura, S.M. Sullivan, Development of
peptide-targeted lipoplexes to CXCR4-expressing rat glioma cells and rat
proliferating endothelial cells, Molecular therapy : the journal of the American
Society of Gene Therapy, 16 (2008) 516-524.

[192] H. Hanaoka, T. Mukai, H. Tamamura, T. Mori, S. Ishino, K. Ogawa, Y. lida,
R. Doi, N. Fujii, H. Saji, Development of a 111In-labeled peptide derivative
targeting a chemokine receptor, CXCR4, for imaging tumors, Nuclear medicine
and biology, 33 (2006) 489-494.

[193] J. Kuil, T. Buckle, J. Oldenburg, H. Yuan, A.D. Borowsky, L. Josephson,
F.W.B. van Leeuwen, Hybrid Peptide Dendrimers for Imaging of Chemokine
Receptor 4 (CXCR4) Expression, Molecular Pharmaceutics, 8 (2011) 2444-2453.
[194] J. Kuil, T. Buckle, H. Yuan, N.S. van den Berg, S. Oishi, N. Fuijii, L.
Josephson, F.W. van Leeuwen, Synthesis and evaluation of a bimodal CXCR4
antagonistic peptide, Bioconjug Chem, 22 (2011) 859-864.

[195] S.G. Tarasov, V. Gaponenko, O.M. Howard, Y. Chen, J.J. Oppenheim, M.A.
Dyba, S. Subramaniam, Y. Lee, C. Michejda, N.I. Tarasova, Structural plasticity
of a transmembrane peptide allows self-assembly into biologically active
nanoparticles, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 108 (2011) 9798-9803.

[196] P. Guo, J.-O. You, J. Yang, M.A. Moses, D.T. Auguste, Using breast cancer
cell CXCR4 surface expression to predict liposome binding and cytotoxicity,
Biomaterials, 33 (2012) 8104-8110.

[197] S. Nimmagadda, M. Pullambhatla, M.G. Pomper, Immunoimaging of
CXCR4 expression in brain tumor xenografts using SPECT/CT, Journal of

124



nuclear medicine : official publication, Society of Nuclear Medicine, 50 (2009)
1124-1130.

[198] B. Le Bon, N.V. Craynest, J.-M. Daoudi, C.D. Giorgio, A.J. Domb, P.
Vierling, AMD3100 Conjugates as Components of Targeted Nonviral Gene
Delivery Systems: Synthesis and in Vitro Transfection Efficiency of CXCR4-
Expressing Cells, Bioconjugate Chemistry, 15 (2004) 413-423.

[199] A.C. Misra, K.E. Luker, H. Durmaz, G.D. Luker, J. Lahann, CXCR4-
Targeted Nanocarriers for Triple Negative Breast Cancers, Biomacromolecules,
16 (2015) 2412-2417.

[200] D.-Y. Gao, T.-T. Lin, Y.-C. Sung, Y.C. Liu, W.-H. Chiang, C.-C. Chang, J.-
Y. Liu, Y. Chen, CXCR4-targeted lipid-coated PLGA nanoparticles deliver
sorafenib and overcome acquired drug resistance in liver cancer, Biomaterials,
67 (2015) 194-203.

[201] J. Li, Y. Zhu, S.T. Hazeldine, C. Li, D. Oupicky, Dual-function CXCR4
antagonist polyplexes to deliver gene therapy and inhibit cancer cell invasion,
Angewandte Chemie (International ed. in English), 51 (2012) 8740-8743.

[202] J. Li, D. Oupicky, Effect of biodegradability on CXCR4 antagonism,
transfection efficacy and antimetastatic activity of polymeric Plerixafor,
Biomaterials, 35 (2014) 5572-5579.

[203] Y. Wang, J. Li, D. Oupicky, Polymeric Plerixafor: effect of PEGylation on
CXCR4 antagonism, cancer cell invasion, and DNA transfection, Pharmaceutical
research, 31 (2014) 3538-3548.

[204] Y. Wang, J. Li, Y. Chen, D. Oupicky, Balancing polymer hydrophobicity for
ligand presentation and siRNA delivery in dual function CXCR4 inhibiting
polyplexes, Biomaterials Science, 3 (2015) 1114-1123.

[205] Y. Wang, S.T. Hazeldine, J. Li, D. Oupicky, Development of functional
poly(amido amine) CXCR4 antagonists with the ability to mobilize leukocytes and
deliver nucleic acids, Advanced healthcare materials, 4 (2015) 729-738.

[206] J. Li, A.-M. Lepadatu, Y. Zhu, M. Ciobanu, Y. Wang, S.C. Asaftei, D.
Oupicky, Examination of structure-activity relationship of viologen-based
dendrimers as CXCR4 antagonists and gene carriers, Bioconjugate chemistry,
25 (2014) 907-917.

[207] S. Nimmagadda, M. Pullambhatla, K. Stone, G. Green, Z.M. Bhujwalla,

M.G. Pomper, Molecular imaging of CXCR4 receptor expression in human

125



cancer xenografts with [64Cu]AMD3100 positron emission tomography, Cancer
Res, 70 (2010) 3935-3944.

[208] R.A. De Silva, K. Peyre, M. Pullambhatla, J.J. Fox, M.G. Pomper, S.
Nimmagadda, Imaging CXCR4 expression in human cancer xenografts:
evaluation of monocyclam 64Cu-AMD3465, Journal of nuclear medicine : official
publication, Society of Nuclear Medicine, 52 (2011) 986-993.

[209] Z.-H. Peng, Y. Xie, Y. Wang, J. Li, D. Oupicky, Dual-Function Polymeric
HPMA Prodrugs for the Delivery of miRNA, Molecular Pharmaceutics, 14 (2017)
1395-1404.

[210]Y. Xie, F. Yu, W. Tang, B.O. Alade, Z.-H. Peng, Y. Wang, J. Li, D. Oupicky,
Synthesis and Evaluation of Chloroquine-Containing DMAEMA Copolymers as
Efficient Anti-miRNA Delivery Vectors with Improved Endosomal Escape and
Antimigratory Activity in Cancer Cells, Macromolecular Bioscience, 18 (2018)
1700194.

[211] Y. Zhou, F. Yu, F. Zhang, G. Chen, K. Wang, M. Sun, J. Li, D. Oupicky,
Cyclam-Modified PEI for Combined VEGF siRNA Silencing and CXCR4 Inhibition
To Treat Metastatic Breast Cancer, Biomacromolecules, 19 (2018) 392-401.
[212] F. Abedini, H. Hosseinkhani, M. Ismail, A.J. Domb, A.R. Omar, P.P. Chong,
P.-D. Hong, D.-S. Yu, I.-Y. Farber, Cationized dextran nanoparticle-encapsulated
CXCR4-siRNA enhanced correlation between CXCR4 expression and serum
alkaline phosphatase in a mouse model of colorectal cancer, International journal
of nanomedicine, 7 (2012) 41509.

[213] F. Abedini, M. Ismail, H. Hosseinkhani, T.A.T. lbrahim, A.R. Omar, P.P.
Chong, M.H. Bejo, A.J. Domb, Effects of CXCR4 siRNA/dextran-spermine
nanoparticles on CXCR4 expression and serum LDH levels in a mouse model of
colorectal cancer metastasis to the liver, Cancer management and research, 3
(2011) 301.

[214] P. Vaupel, D.K. Kelleher, M. Hockel, Oxygenation status of malignant
tumors: pathogenesis of hypoxia and significance for tumor therapy, Seminars
in oncology, Elsevier, 2001, pp. 29-35.

[215] A.L. Harris, Hypoxia—a key regulatory factor in tumour growth, Nature
Reviews Cancer, 2 (2002) 38.

126



[216] B. Romain, M. Hachet-Haas, S. Rohr, C. Brigand, J.-L. Galzi, M.-P. Gaub,
E. Pencreach, D. Guenot, Hypoxia differentially regulated CXCR4 and CXCR7
signaling in colon cancer, Molecular cancer, 13 (2014) 58.

[217] T. Wang, Y. Mi, L. Pian, P. Gao, H. Xu, Y. Zheng, X. Xuan, RNAI targeting
CXCR4 inhibits proliferation and invasion of esophageal carcinoma cells,
Diagnostic pathology, 8 (2013) 104-104.

[218] N. Nasr, S. Maddocks, S.G. Turville, A.N. Harman, N. Woolger, K.J. Helbig,
J. Wilkinson, C.R. Bye, T.K. Wright, D. Rambukwelle, H. Donaghy, M.R. Beard,
A.L. Cunningham, HIV-1 infection of human macrophages directly induces viperin
which inhibits viral production, Blood, 120 (2012) 778-788.

[219] X. Mu, H. Lu, L. Fan, S. Yan, K. Hu, Efficient Delivery of Therapeutic siRNA
with Nanoparticles Induces Apoptosis in Prostate Cancer Cells, Journal of
Nanomaterials, 2018 (2018) 10.

[220] M. Deng, D.D. Jing, X.J. Meng, Effect of MUC1 siRNA on drug resistance
of gastric cancer cells to trastuzumab, Asian Pacific journal of cancer prevention
: APJCP, 14 (2013) 127-131.

[221] S.K. Tripathi, S. Gupta, K.C. Gupta, P. Kumar, Efficient DNA and siRNA
delivery with biodegradable cationic hyaluronic acid conjugates, RSC Advances,
3 (2013) 15687-15697.

[222] G. Jiang, K. Park, J. Kim, K.S. Kim, E.J. Oh, H. Kang, S.E. Han, Y.K. Oh,
T.G. Park, S. Kwang Hahn, Hyaluronic acid—polyethyleneimine conjugate for
target specific intracellular delivery of siRNA, Biopolymers: Original Research on
Biomolecules, 89 (2008) 635-642.

[223] D.W. Dong, S.W. Tong, X.R. Qi, Comparative studies of polyethylenimine—
doxorubicin conjugates with pH-sensitive and pH-insensitive linkers, Journal of
Biomedical Materials Research Part A, 101 (2013) 1336-1344.

[224] C. Chen, B. Zhou, X. Zhu, M. Shen, X. Shi, Branched polyethyleneimine
modified with hyaluronic acid via a PEG spacer for targeted anticancer drug
delivery, RSC Advances, 6 (2016) 9232-9239.

[225] K. Park, S.W. Hong, W. Hur, M.-Y. Lee, J.-A. Yang, S.W. Kim, S.K. Yoon,
S.K. Hahn, Target specific systemic delivery of TGF-B siRNA/(PEI-SS)-g-HA

complex for the treatment of liver cirrhosis, Biomaterials, 32 (2011) 4951-4958.

127



[226] J. Shen, H.C. Kim, C. Mu, E. Gentile, J. Mai, J. Wolfram, L.n. Ji, M. Ferrari,
Z.w. Mao, H. Shen, Multifunctional gold nanorods for siRNA gene silencing and
photothermal therapy, Advanced healthcare materials, 3 (2014) 1629-1637.
[227] E.S. Glazer, C. Zhu, K.L. Massey, C.S. Thompson, W.D. Kaluarachchi, A.N.
Hamir, S.A. Curley, Noninvasive radiofrequency field destruction of pancreatic
adenocarcinoma xenografts treated with targeted gold nanoparticles, Clinical
Cancer Research, 16 (2010) 5712-5721.

[228] G. Terzioglu, A. Keskin, G. Demirel, Hicre Proliferasyonu Olgim
Yontemleri ve Cesitli Ticari Proliferasyon Kitlerinin Karsilastiriimasi, Turk J
Immunol, 1 (2013) 74-89.

[229] E. Urcan, U. Haertel, M. Styllou, R. Hickel, H. Scherthan, F.X. Reichl, Real-
time xCELLigence impedance analysis of the cytotoxicity of dental composite
components on human gingival fibroblasts, Dental materials, 26 (2010) 51-58.
[230] K.J. Livak, T.D. Schmittgen, Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method, Methods, 25
(2001) 402-408.

[231] Y.-F. Wu, H.-C. Wu, C.-H. Kuan, C.-J. Lin, L.-W. Wang, C.-W. Chang, T.-
W. Wang, Multi-functionalized carbon dots as theranostic nanoagent for gene
delivery in lung cancer therapy, Scientific reports, 6 (2016) 21170.

[232] N. Vrana, O. Erdemli, G. Francius, A. Fahs, M. Rabineau, C. Debry, A.
Tezcaner, D. Keskin, P. Lavalle, Double entrapment of growth factors by
nanoparticles loaded into polyelectrolyte multilayer films, Journal of Materials
Chemistry B, 2 (2014) 999-1008.

[233] O. Erdemli, D. Keskin, A. Tezcaner, Influence of excipients on
characteristics and release profiles of poly (e-caprolactone) microspheres
containing immunoglobulin G, Materials Science and Engineering: C, 48 (2015)
391-399.

[234] R. Kotcherlakota, D.J. Srinivasan, S. Mukherjee, M.M. Haroon, G.H. Dar,
U. Venkatraman, C.R. Patra, V. Gopal, Engineered fusion protein-loaded gold
nanocarriers for targeted co-delivery of doxorubicin and erbB2-siRNA in human
epidermal growth factor receptor-2+ ovarian cancer, Journal of Materials
Chemistry B, 5 (2017) 7082-7098.

128



[235] B. Manocha, A. Margaritis, Controlled release of doxorubicin from
doxorubicin/y-polyglutamic acid ionic complex, Journal of Nanomaterials, 2010
(2010) 12.

[236] J.A. Alkrad, Y. Mrestani, D. Stroehl, S. Wartewig, R. Neubert,
Characterization of enzymatically digested hyaluronic acid using NMR, Raman,
IR, and UV-Vis spectroscopies, Journal of pharmaceutical and biomedical
analysis, 31 (2003) 545-550.

[237] A.-M. Vasi, M.l. Popa, M. Butnaru, G. Dodi, L. Verestiuc, Chemical
functionalization of hyaluronic acid for drug delivery applications, Mater Sci Eng
C Mater Biol Appl, 38 (2014) 177-185.

[238] G. Tang, H. Guo, F. Alexis, X. Wang, S. Zeng, T. Lim, J. Ding, Y. Yang, S.
Wang, Low molecular weight polyethylenimines linked by B-cyclodextrin for gene
transfer into the nervous system, The Journal of Gene Medicine: A cross-
disciplinary journal for research on the science of gene transfer and its clinical
applications, 8 (2006) 736-744.

[239] M. Miyazaki, E. Yuba, H. Hayashi, A. Harada, K. Kono, Hyaluronic acid-
based pH-sensitive polymer-modified liposomes for cell-specific intracellular drug
delivery systems, Bioconjugate chemistry, 29 (2017) 44-55.

[240] G. Leone, M. Consumi, S. Lamponi, A. Magnani, New hyaluroran derivative
with prolonged half-life for ophthalmogical formulation, Carbohydrate polymers,
88 (2012) 799-808.

[241] B.H. Stuart, Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications, John
Wiley & Sons, Ltd2004.

[242] S. Choosakoonkriang, B.A. Lobo, G.S. Koe, J.G. Koe, C.R. Middaugh,
Biophysical characterization of PEI/DNA complexes, Journal of pharmaceutical
sciences, 92 (2003) 1710-1722.

[243] T. Yang, A. Hussain, S. Bai, I.A. Khalil, H. Harashima, F. Ahsan, Positively
charged polyethylenimines enhance nasal absorption of the negatively charged
drug, low molecular weight heparin, Journal of controlled release, 115 (2006)
289-297.

[244] Shodhganga, Preformulation Study, 2004, pp. 98-112.

[245] S. Yu, Y. Chen, X. Li, Z. Gao, G. Liu, Chitosan nanoparticle-delivered siRNA
reduces CXCR4 expression and sensitizes breast cancer cells to cisplatin, Biosci
Rep, 37 (2017).

129



[246] X. Fang, H. Xie, H. Duan, P. Li, M. Yousaf, H. Xu, Y. Yang, C. Wang, Anti-
tumor activity of nanomicelles encapsulating CXCR4 peptide antagonist E5,
PLOS ONE, 12 (2017) e0182697.

[247] M. Dragoj, Z. Milosevic, J. Bankovic, N. Tanic, M. Pesic, T. Stankovic,
Targeting CXCR4 and FAK reverses doxorubicin resistance and suppresses
invasion in non-small cell lung carcinoma, Cellular oncology (Dordrecht), 40
(2017) 47-62.

130



EKLER

EK 1- Tezden Turetilmis Yayinlar

DELIVERY OF siRNA USING PElI AND HA BASED NANOPARTICLES FOR
DOWNREGULATION OF CXCR4

Beste CAGDAS TUNALI" 3", Eda GELIK"2 and Mustafa TURK?
'Department of Bioengineering, Institute of Science, Hacettepe University, 06800 ANKARA

2Department of Chemical Engineering, Engineering Faculty, Hacettepe University, 06800
ANKARA

3Department of Bioengineering, Engineering Faculty, Kirikkale University, 71450 KIRIKKALE

ABSTRACT:

Target-specific delivery of small interfering siRNAs in cancer treatment is one of today's leading
research topics. The effective transport of siRNAs via hyaluronic acid (HA) receptor was carried
out with biodegradable HA and low molecular weight polyethyleneimine (PEI) based transport
systems. Gold nanoparticles which are inorganic based nanoparticles capable of giving
photothermal response and their conjugates with PEI and HA were added to the structure, which
is first in the literature. As a consequence, a combination of gene silencing, photothermal therapy
and chemotherapy has been provided. The dimensions of the PEI-HA, PEI-SS-HA, AuNP, AuPEI
NP, AuPEI-HA and AuPEI-HA-DOX particles were measured by DLS method as, 330 nm, 203
nm, 91 nm, 25 nm, 366 nm and 692 nm, respectively. Cell viability was above 50% when the
synthesized particles (100 pg/mL) were applied (except AUPEI NPs), according to the WST-1 test
and the observed apoptotic effect was very low according to the double staining method. Using
radiation following the conjugate/siRNA complex (especially those containing Au) application, the
cytotoxic effect on the MDA-MB-231 cell line was increased. CXCR4 gene silencing of the
synthesized complexes, especially AUPEI-HA-DOX/siRNA was more efficient in MDA-MB-231
cells than in CAPAN-1 cells. Overall, these results demonstrated that the synthesized PEI-HA
and AuPEI-HA-DOX conjugates can be used as siRNA carriers that are effective especially in the

treatment of breast cancer.

Keywords: Poliethylenimine, Hyaluronic acid, siRNA, Breast cancer, Pancreatic cancer, Gene
Therapy, CXCR4

Not: Yayin yazim asamasindadir.
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