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OZET

Amag¢: Bu tez calismasinda, dogal ve sentetik polimerler ile, Ui¢li negatif meme
kanserinin tedavisinde kullanilabilecek yeni bir viral olmayan nanopartikiiler niikleik

asit tastyici sistemin gelistirilmesi amaglanmustir.

Yontem: Uglii negatif 4T1 fare meme kanseri hiicresinde STAT-3 geninin
ekspresyonunu baskilayabilecek sShRNA kodlayan plazmit DNA (pDNA)’nin etkin bir
sekilde aktarilabilmesi i¢in dogal ve sentetik polimerler ile niikleik asit tastyici sistemler
gelistirilmistir. Dusiik, orta ve yiikksek molekiil agirlikli dogal kitosan polimerleri ile
kitosan nanopartikiilleri hazirlanmistir. Diisiik molekiil agirlikli (dogrusal) ve yiiksek
molekiil agirlikli (dallanmis) sentetik polietilenimin polimerleri ile polipleks tasiyict
sistemleri hazirlanmistir. Hazirlanan niikleik asit tastyici sistemlerin partikiil boyutu ve
yiizey yikii Olgiilerek fizikokimyasal karakterizasyonlart yapilmistir. Niikleik asit
tastyict sistemlerin serum stabilitesi, Sitotoksisitesi, transfeksiyon etkinligi ve meme

kanseri hiicrelerinin migrasyonu iizerine etkisi degerlendirilmistir.

Bulgular: Farkli oranlarda polietilenimin kullanilarak hazirlanan dogrusal ve dallanmis
polipleksler ile 4T1 metastatik meme kanseri hiicresine transfeksiyon saglanmustir.
Dallanmis PEI ile 2:1 (a:a) polimer:DNA oraninda hazirlanmis, 237 nm partikiil boyutu
ve +21.9 mv zeta potansiyel degerlerine sahip B2S kodlu polipleks, en etkin niikleik asit
tastyict sistem olarak bulunmustur. B2S kodlu polipleks formiilasyonunun heterojen
hiicre yapisina (yuvarlak ve igsi) sahip ti¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinde fibroblast
hiicrelerinin hareketini  6nledigi, yuvarlak hiicrelerin ise kohezyonunu artirarak

agregasyonu sagladig gozlemlenmistir.

Sonuc¢: Dallanmis ve dogrusal polietilenimin polipleksleri niikleik asitlerin stabil ve
etkin bir sekilde 4T1 meme Kkanseri hiicrelerine aktarilmasi igin uygun tasiyici
sistemlerdir. Uglii negatif meme kanseri hiicrelerinde STAT-3 geninin ekspresyonunun

baskilanmasi kanser hiicrelerinin migrasyon hizini yavaglatmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Uglii negatif meme kanseri, STAT-3, 4T1 hiicresi, polietilenimin,
polipleks, kitosan nanopartikiil, SARNA, pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA



ABSTRACT

Objective: In this thesis, it is aimed to develop a novel non-viral gene therapy agent
which can be used in the treatment of triple negative breast cancer with natural and

synthetic polymers.

Method: Nucleic acid delivery systems have been developed with natural and synthetic
polymers for efficient transfection of plasmid DNA which encodes shRNA for silencing
of STAT-3 gene expression in 4T1 triple negative mouse breast cancer cells. Chitosan
nanoparticles with low, medium and high molecular weight natural chitosan polymers
and polyplex delivery systems with low (linear) and high (branched) molecular weight
synthetic polyethylenimine polymers were prepared. Physicochemical characterization
was done by measuring of particle size and zeta potantial of the developed nucleic acid
delivery systems. The effect of nucleic acid delivery systems on serum stability, cell

proliferation, transfection efficiency and cell migration of breast cancer was evaluated.

Results: Transfection to 4T1 metastatic breast cancer cells was achieved with linear and
branched polyplexes prepared at different polyethyleneimine ratios. It was found that the
B2S coded polyplex, which has 237 nm particle size and +21.9 mv zeta potential
value and was prepared with the branched PEI at a ratio of 2:1 (w:w) polymer:
DNA, was the most effective nucleic acid delivery system. It was observed that the B2S
coded polyplex formulation prevented the movement of fibroblast cells in triple negative
breast cancer cells which have heterogeneous cell structure (round and spindle), while

it provided aggregation by increasing cohesion in the rounded cancer cells.

Conclusion: The branched and linear polyethylenimine polyplexes can be used for
transfection of nucleic acids. In triple negative breast cancer, suppression of the

expression of the STAT-3 gene decelerates the migration rate of cells.

Key words: Triple negative breast cancer, STAT-3, 4T1 cell, polyethyleneimine
polyplex, chitosan nanoparticle, ShRNA, pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA
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GIRIS

Meme kanseri, kanserden kaynaklanan 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan ve
kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiplerinden birisidir. Yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde bu tiimdriin molekiiler diizeyde 6zelliklerinin iyi anlagilmasi 6nemli rol

oynamaktadir.

Meme kanserinde son yillarda yapilan ¢alismalarla hiicresel mekanizmalarin
aydinlatilmasi saglanmaya ¢lisilmaktadir. Nanoteknoloji alaninda meydana gelen
ilerlemeler ile nano boyutta akilli ilaglarin ve gen tasiyici sistemlerin gelistirilmesi
saglanmigtir. Gen aktarim sisteminde kullanilan sistemler viral ve viral olmayan
vektorler olarak iki ayr1 grupta degerlendirilmekte olup, viral vektorler ile yapilan
calismalar sonucu her ne kadar onemli gelismeler kaydedilse de kisa siireli transgen
ekspresyonu ve toksisite gibi 6nemli problemler nedeniyle bu sistemlere alternatif
tastyicilar gelistirilmeye calisilmaktadir. Viral vektorlerde goézlenen olumsuzluklar
nedeniyle, arastirmalar, Kolay sentez edilebilme, hiicre/dokuya hedeflendirilebilme,
diisik immiin cevap ve smirsiz biiyiiklikkte plazmid DNA tasiyabilme gibi ozelliklere
sahip viral olmayan vektérler {izerine yogunlasmistir. Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan
viral olmayan vektorlerden birisi katyonik 6zellikte polimerik tasiyict sistemler olup,
genetik materyali hiicre igine tasiyabilmektedir. Katyonik polimerler, sentetik ve dogal
polimerler olarak iki grupta incelenir. Dogal polimerlerden Kkitosan ve sentetik
polimerlerden polietilenimin polimerik tasiyict sistem olarak hiicre igerisine etkin bir

sekilde gen aktarimi amaciyla oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda, polimerik yapidaki tasiyict sistemler hazirlanarak STAT3
mRNA’sin1 tanima ve ona baglanarak gen ekspresyonunu susturma Ozelligi olan,
STAT3’e 6zgii kisa hairpin RNA (shRNA) kodlayan pDNA’nin, meme kanseri hiicreleri
tizerindeki transfeksiyon ve gen susturma etkinligi degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, ileride meme kanseri gen tedavisi i¢in yapilacak olan in vivo deneysel

calismalara katki saglayacaktir



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Giliniimiizde kanser tiim diinyada oOliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri haline
gelmistir (Ferlay, Soerjomataram ve ark., 2015). Kanser vakalarmin son 20 yilda %70
oraninda artacagi Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilmistir (Vago ve
ark., 2016). 2015 yilinda kanserden dlenlerin sayisi 8.8 milyon kisiye ulagmistir. Yaygin
olarak erkeklerde akciger, prostat, kolorektal ve karaciger kanseri goriiliirken, kadinlarda
ise  meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanseri goriilmektedir.

(www.who.int/cancer/en/ Erigim tarihi/ 1 May1s 2017).

Kanser, normal hiicrelerin fonksiyonlarin1 degistiren bir dizi molekiiler olaydan
kaynaklanir. Kanser hiicrelerinde hiicrenin asirt biiylimesini kontrol eden ve diger
organlara metastaz yapmasint dnleyen sistem hasarlidir. Bu hiicreler biiyilidiik¢e hiicre
yapisindaki degisiklikler, azalmis hiicre adezyonu ve yeni enzim {iretimi gibi yeni
karakteristik 6zellikler gelistirirler. Bu tiir yeni kazanilan 6zellikler kanser hiicrelerinin

yayilmasina ve diger dokulari istila etmesine neden olur.

Insan genomundaki yaklasik 35.000 genin yalmizca kiigiik bir kismi1 kanserle
iligkilendirilmistir. Ayni gendeki degisiklikler genellikle farkli kanser tiirleriyle
iliskilidir. Bu hasarli genler ii¢ gruba ayrilabilir. Ilk grup proto-onkogenler; normalde
hiicre boliinmesini arttiran veya normal hiicre 6liimiinii inhibe eden protein iiretirler. Bu
genlerin mutasyona ugramis formlarina onkogen denilmektedir. Ikinci grup tiimor
baskilayicilar; normalde hiicre boliinmesini Onler veya hiicre 6liimiine neden olur.
Ugiincii grup DNA onarim genleri igerir; kansere yol acan mutasyonlar: dnlemeye
yardimci olur (Gibbs 2003). Kanser gelisiminde onkogenler ve timor baskilayici genler
onemli rol oynamaktadir. Bu iki gen grubu birbiriyle denge halindedir. Kanserin
meydana gelmesindeki bir diger faktor ¢evresel etkenlerdir. Bu kanserojen ajanlardan
bazilar1 X isinlari, UV 1smlan, titliin {Uriinleri ve bircok kimyasal maddelerdir.
Apoptazdan kagis, siirekli anjiogenez, siirsiz ¢cogalma potansiyeli, doku metastazi ve
invazyon yetenegi gibi normal hiicrelerde meydana gelen fonksiyonel degisiklikler

kanser olusumu ve yayilimma neden olur (Hanahan ve Weinberg 2000). Kanser
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olusumu; ¢esitli yolaklarda meydana gelen mutasyonlar, gen ekspresyonlarinin yanlis, az
ya da ¢ok olmasi gibi fonksiyon degisiklikleri araciligiyla gerceklesmektedir. Bu
yolaklar genellikle sitokinler, biliyiime faktorleri ve hiicre i¢i sinyal yolaklari
olabilmektedir. Kanser hiicrelerinin immiinojenik etki gostermesi nedeniyle (Oettgen
1991); kanserli hiicrelere kargi immiin yanitin arttirilmasi; kanser gen tedavisinde yaygin
olarak kullanilan IL-12 (interleukin -12) genleri gibi sitokinleri kodlayan genler yoluyla
kazandirilabilir (Barajas, Mazzolini ve ark., 2001, Shi, Rakhmilevich ve ark., 2002).

2.1.1. STAT Gen Ailesi ve Kanserdeki Rolii

Kanser hiicreleri genellikle proliferasyonun gelismesi, apoptozun azalmasi ve anormal
metabolik aktivite gibi farkli 6zellikler ile karakterize edilmistir (Hanahan ve Weinberg
2000, Garay ve Gray 2012). Kanser hiicrelerinde meydana gelen bu ozelliklerin kesfi
sayesinde molekiiler mekanizmalar giderek daha agik hale gelmistir. Sinyal ileticisi ve
Transkripsiyon Aktivatorii (Signal Transducer and Activator of Transcription; STAT)
proteinleri hiicre yagaminin siirdiiriilmesi, hiicre proliferasyonunu uyarma, anjiogenezi
uyarma ve hiicreleri immiin sistemden koruma gibi dnemli gorevleri bulunan cesitli

proteinlerin ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumlu hiicresel proteinlerdir.

STAT ailesi STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak
adlandirilan yedi iiyeden olusmaktadir. Bu proteinler sitokin, biiylime faktorii veya
peptid reseptorlerinden aldiklar1 sinyaller ile aktive olan ve bu sinyalleri hiicre
cekirdegine ileten sitoplazmik transkripsiyon faktorleri olarak fonksiyon gérmektedirler
(Yu ve Jove 2004, Chai, Shanmugam ve ark., 2016). Aktive olduklarinda once
fosforillenmekte sonra da dimerleserek cekirdege yonelmektedirler. Burada hedef genin

promotdr bolgesine baglanarak gen ekspresyon degisikliklerine neden olmaktadirlar.

STAT ailesinin iiyeleri fonksiyonlarina gére iki gruba ayrilmaktadir. ilk grup STAT2,
STAT4 ve STAT6'dan olusmaktadir; bunlar az sayida sitokinler araciligiyla aktive
olurlar ve interferon - y (IFN-y) sinyali ve T- hiicre gelisimiyle ilgilidir. ikinci grup
STATI1, STAT3 ve STATS igerir; cesitli ligandlar aracilifiyla farkli dokularda aktive

edilir ve IFN-y sinyali, meme bezlerinin gelisimi ve embriyogenez ile ilgilidir.



STAT'larin ikinci grubu apoptozu ve hiicre siklus progresyonunu kontrol ettigi icin

onkogenezde anahtar rol oynamaktadir.

STAT3’iin tiimorlerde ve kansere sebep olan hiicrelerde yaygin olarak aktive edilmis
olmast bu faktoriin timor olusumu ve ilerlemesinde 6nemli oldugunu akla getirmektedir.
STAT3’lin 6zellikle kontrolsiiz olarak ¢ogalan, apoptoza direngli, bagisiklik sisteminden
kagan ve c¢ogalmayla birlikte anjiyogenezi (damar olusumunu) uyaran timor
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve hiicresel doniisiime neden oldugu
bilinmektedir (Niu, Bowman ve ark., 2002). Transkripsiyon faktorii STAT3 ayrica
gelisme, farklilagsma, immunite, metabolizma gibi ¢esitli fizyolojik prosesleri kontrol
eder ve kanser gibi patolojik kosullarda beklenmedik sekilde eksprese edilir. STAT3 lin
devamli olarak aktive oldugu meme, pankreas, prostat, over ve hepatik kanserler gibi
birgok solid tiimorlerde ve lenfoma ile l6semiler dahil olmak tiizere hematopoetik
timorlerin gogunda gosterilmistir (Yu ve Jove 2004). Cesitli tiimor tiplerinde hiicrelerde
yiiksek oranda STAT3 hiperakivitesinin olmasi, bunun bircok malignitede rol almasi,
tiimor hiicrelerinin canli kalimi igin, normal hiicrelere oranla STAT3’e daha fazla
bagimli olmas1 bu molekiilii kanser terapisi i¢in uygun bir hedef haline getirmektedir.
STAT3’iin kanser hiicrelerinin diren¢ kazanmas1 ve yasamlarini siirdiirmesi tizerindeki
rolii, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinler, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF) gibi bir¢ok onkojen protein ile iligkisi
degisik caligmalarda incelenmis, inhibe edilmesi ile birlikte hem kanser hiicrelerinin
apoptoza ugradigi, hem de kemoterapi direncinin kirildig1 bildirilmistir (Eroles, Bosch
ve ark., 2012).

Kronik inflamasyon ve kanser arasindaki kritik baglanti major pro-inflamatuvar faktorler
olan niiklear faktor kappa B (NF-kb) ve sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatori 3
(STAT3) olarak gosterilmistir. Bu iki onkogenik transkripsiyon faktorleri tiimor
olusumunda anahtar rol oynamaktadir. Ayrica kanseri tedavi etmek ya da onlemek i¢in

potansiyel hedef olarak diistiniilebilir (Lin ve Karin 2007).

IL-6 ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi bir¢ok sitokinler ve hepatosit biiylime

faktoriiniin (HGF) fosforilasyonu STAT3'lin aktivasyonuna aracilik etmektedir. Temel



olarak aktive olmus STAT3 eksprese eden kanser hiicreleri apoptoz ve kemoterapiye
kars1 daha fazla diren¢ saglar. Artmis STAT3 aktivasyonu veya asir1 ekspresyon ve
uyarim sonucunda tirozin kinazlar kontrolsiiz olarak aktive olmakta ve STAT3’iin
fosforillenmesine neden olmaktadir. STAT3’lin aktivasyonu sonucunda pro-apoptotik
genlerin baskilanmasi (p53, Bax, Bid), anti-apoptotik genlerin (Bcl-2, Bcl-xL, c-Myc)
ise aktivasyonu gerceklesmektedir. Bu sekilde hiicrelerin 6lim yolagma girmesi
engellenmektedir. Ayrica immiin yanit uyaranlarina verilen cevapta da azalma olmakta
ve bu da canliligin siirdiiriilmesine katkida bulunmaktadir. Diger yandan damar endotel
bliylime faktorii ekspresyonunda artisla birlikte tiimorlii dokuda yeni damar olusumu
uyarilmakta ve timoriin kolayca beslenmesini saglayan dolasim kosullar
saglanmaktadir (Siveen, Sikka ve ark., 2014).

Basta viral vektorlerle olmak iizere cesitli yollarla STAT3 geninin susturulmasi ile
bircok kanser tiirinden koken alan hiicre kiltiirleri iizerinde in vitro ve in vivo
denemeler yapilmistir. Bu denemelerin sonucunda STAT3 geninin susturulmasiyla
kanser hiicrelerinin kemoterapiye duyarliligmin arttigi ve hatta apoptoza ugradigi

gosterilmistir (Spitzner, Roesler ve ark., 2014).
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(Siveen, Sikka ve ark., 2014)
Sekil 2.1. Tiimor invazyon ve metastazinda STAT3 yolagt



2.1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik teshis edilen ve kadinlar arasinda akciger
kanserinden sonra gelen (Siegel, Naishadham ve ark., 2013) kanser Sliimlerinin en
yaygin nedenlerinden birisidir (Jemal, Bray ve ark., 2011). Meme kanseri morfolojileri,
molekiiler profilleri, klinik davraniglar1 ve tedaviye yanitlar1 farkli olan heterojen bir
hastaliktir. Meme kanseri; dstrojen reseptor (ER), progesteron reseptor (PR) ve onkogen
ERBB2 (HER2) reseptorlerin statiisiine gore ER+, HER2+ (ER-, PR- ve HER2+) ve
ticlii negatif meme kanseri (ER-/PR-/HER2-) olarak ii¢ alt grupta siiflandirilmaktadir
(Perou, Serlie ve ark., 2000). Bu farkli molekiiler alt tiirler hastaligin ilerlemesinde,
metastatik yayilim modellerinde ve tedaviye yanitta farklilik gosterir. Bu nedenle

hastalarin simiflandirilmasi meme kanseri tedavi planlamasi i¢in 6nemlidir (Weigelt,

Peterse ve ark., 2005).

Uclii negatif meme kanseri meme kanseri vakalarmin % 15 'ni olusturur ve insan
epidermal bliylime faktor reseptor 2 (HER-2), progesteron reseptor (PR) ve Ostrojen
reseptor (ER) ekspresyonunun eksikligi immiinohistokimyasal olarak tanimlanmaktadir
(Tan, Marchié ve ark., 2008). Uclii negatif meme kanseri ¢ogunlukla bazal benzeri
meme kanseri ile eslestirilir ve ii¢ alt tip arasinda en agresif meme tiimorlerini temsil
eder. Gilinlimiizde mevcut hedeflendirilmis bir tedavi yontemi yoktur ve hastalar
cogunlukla sitotoksik olan kemoterapi ile tedavi edilmektedir (Curtis, Shah ve ark.,
2012). Uglii negatif meme kanseri ilk bir iki yil igerisinde artan insidans hizi ile kétii
prognoz sergiler ve hemen hemen tiim metastazlar ilk bes yil igerisinde gerceklesir
(Dent, Hanna ve ark., 2009, Kennecke, Yerushalmi ve ark., 2010). Beyin ve akciger
dahil tiim i¢ organlar iiglii negatif meme kanseri tiimérlerinde daha sik etkilenir. Uglii
negatif meme kanseri; HER-2 pozitif reseptdor ve hormonal reseptor pozitif meme
kanserleri ile karsilagtirildiginda terapotik bir hedefin olmamasi, prognozun koétii olmast

ve agresif olmasi ile karakterizedir (Reis-Filho ve Tutt 2008).

ER+ tiimorler luminal alt tip olarak da tanimlanir, meme kanseri vakalarinin ~% 70 ni
olusturur. Bu tiimorler tipik olarak yiliksek diizeyde ER ve PR eksprese eder ve ER'ye
bagl biliylime fenotipi gosterir ve Ostrojen yoksunluguna duyarhidir; tedavi olarak

hormonal tedavi kullanilir (Sledge, Mamounas ve ark., 2014). ER+ tiimorleri ilk bes
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yilda diistik insidans hiz1 ile en iyi prognaza sahiptir. Fakat bu oran bes yilin sonunda

kademeli olarak artar (%40).

HER2+ alt tipi tiim meme kanseri vakalarmin %10-15' ni olusturmaktadir ve reseptor
tirozin kinaz (RTK) onkogen ERBB?2 ile ¢alismaktadir. Bu tiimoérler klinikte anti-HER2
tedavisine duyarlilik ve ERBB2 gen amplifikasyon/asiri ekspresyonu ile tedavi
edilmektedir HER2+ tiimorler de agresif 6zellik sergiler. Anti-HER2 tedavisinin kesfi
hastanin prognozu ve yasam siiresine 6nemli Olgiide katki saglamistir (Kennecke,
Yerushalmi ve ark., 2010).

Meme kanserleri dliimlerinde metastaz birincil nedendir (Weigelt, Peterse ve ark.,
2005). Metastaz; kanser hiicresinin ilk bulundugu yerden viicudun farkli organ ve
dokularina yayilmasidir. Meme kanserinin alt tiirline bagl olarak niiksettigi uzak
bolgeler; karaciger, plevra zari, akciger, lenf nodlar1 ve beyindir (Kennecke, Yerushalmi
ve ark., 2010). Kanser metastazi ¢ok asamali bir siirectir ve bu siire¢ bir ¢ok hiicresel
sinyal yolaklar1 tarafindan etkilenmistir (Said ve Williams 2011). Meme kanseri
metastazinda sitokinlerden interleukin-6 (IL-6)’nin ve onkostatin M (OSM)’in 6nemli
rol oynadig1 gosterilmistir (Queen, Ryan ve ark., 2005, Jorcyk, Holzer ve ark., 2006,
Kniipfer ve Preifl 2007). OSM ve IL-6 gp130 ailesinin iki iiyesi olup (Kishimoto, Taga
ve ark., 1994, Heinrich, Behrmann ve ark., 1998) hiicresel olaylar1 akis yoniinde
etkilemek icin Janus Kinaz- Sinyal Ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatorii (JAK-STAT)
sinyal yolagini kullanir (Levy ve Darnell 2002). STAT ailesinin transkripsiyon faktorleri
temel biyolojik yanitlar1 indiiklemek ve hiicre iletisimine aracilik etmek icin biliylime
faktorleri ve sitokinleri ters yonde etkiler. Hiicre ylizey reseptdriine baglanan sitokin
Janus (Jak) kinaz ailesinin aktivitesiyle sonuglanir, ki bu da belirli JAk- reseptor
kombinasyonuna bagli olarak sitoplazmada spesifik gizli STAT' lar1 fosforile eder ve
diizenler (Darnell Jr, Kerr ve ark., 1994). Bu yolak hiicre farklilagmasi, hiicre cogalmasi,
hiicre gb¢li, immiin sistemin gelisimi, siit olusumu ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel

siirecte rol oynamaktadir.

Yapilan deneysel c¢aligmalarda c¢ogunlukla {i¢lii negatif meme kanseri hiicre dizisi

olarak; 4T1 fare meme kanseri hiicresi ile MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre



dizisi ve HER2(-) meme kanseri hiicre dizisi olarak; MCF-7 insan meme kanseri hiicre

dizisi kullanilmaktadir.

4T1 meme kanseri hiicre dizisi baslangigta BALB/c cins farelerden rastgele bir meme
karsinomasindan tretilmistir (Aslakson ve Miller 1992). 4T1 hiicrelerinin insan meme
karsinomasini taklit ettigi ve bu hiicrelerin uzak organlara mikrometastatik 6zellikte
oldugu raporlarda bildirilmistir (Pulaski, Terman ve ark., 2000). 4T1 hiicresi kemigin
yani sira akciger, karaciger ve beyin dahil olmak iizere metastaz yapmaktadir (Yoneda,
Michigami ve ark., 2000). 4T1 hiicresi; lglii negatif meme kanseri 6zeliklerini taklit

etmektedir. 4T1 meme kanseri hiicre dizisi Sekil 2.2 (a)' da goriildiigi gibidir.

MCF-7 hiicre dizisi insan meme adenokarsinoma hiicre dizisidir. ilk olarak 1970 yilinda
69 yasindaki Asya irkindan olan bir kadin meme dokusundan elde edilmistir. MCF-7
hiicre dizisi PR(+) ve ER(+) HER2(-) 6zelliktedir (http///www.mcf7.com Erisim tarihi 5
Eyliil 2017). MCF-7 meme kanseri hiicre dizisi Sekil 2.2 (b)' de goriildiigi gibidir.

MDA-MB-231 hiicresi; epitelyal insan meme kanseri hiicre dizisidir; metastatik meme
adenokarsinomali 59 yasindaki Asyali bir kadinin meme dokusundan elde edilmistir
(Cailleau, Olive ve ark., 1978). MDA-MB 231 hiicresi PR, ER ve HER2 reseptorii
bulundurmadigindan oldukga agresif ve invaziv ii¢lii negatif meme kanseri hiicresidir
(Liu, Zang ve ark., 2003, Chavez, Garimella ve ark., 2010). MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre dizisi Sekil 2.2 (c)' de goriildiigii gibidir.

2.1.3. Meme Kanserinde STAT3' iin Rolii

STAT3 laktasyon kesildikten sonra meme bezinin kivrilmasini (involiisyon) onlerken
(Groner ve Hennighausen 2000, Humphrey, Helfand ve ark., 2002) kanserde STAT3
aktivasyonu onkogeniktir. Temel olarak fosforillenmis STAT3 primer meme
kanserlerinin % 30-60' inda bulunur ve artmis proliferasyon, apoptoz direnci, hiicre
hareketi invazyon ve metastaz ile iliskilendirilmistir (Hsieh, Cheng ve ark., 2005,
Avalle, Pensa ve ark., 2012). STAT3 meme tiimorlerinin yaklasik %70' inde aktive
olmustur (Chai, Shanmugam ve ark., 2016).



Sekil 2.2. a) 4T1 fare meme kanseri hiicre dizisi; b) MCF-7 insan meme kanseri hiicre dizisi
(https://lwww.moleculardevices.com/cell-counter-mcf-7-cells); ¢) MDA-MB 231 insan meme kanseri
hiicre dizisi morfolojik goriintileri



Normal meme hiicrelerinde STAT3 involusyonu kolaylagtirmak i¢in 16semi inhibitor
faktor (LIF) tarafindan aktive edilir, ancak meme kanserinde STAT3 c¢ogunlukla
interlokin-6 (IL-6) tarafindan aktive edilir (Kritikou, Sharkey ve ark., 2003). Aslinda
bircok meme kanseri hiicre dizisinde IL-6 iretilir, bu iiretilen IL-6 Jak kinaz ve IL-6
reseptor yoluyla sinyal gondererek STAT3' i aktive eder (Marotta, Almendro ve ark.,
2011). STATS3 aktivasyonu meme kanserlerinin g alt tipinde de bulunur, fakat ¢ogu kez
tclii negatif meme timort ile iliskilidir (Walker, Nelson ve ark., 2009, Marotta,
Almendro ve ark., 2011).

Sitokinlerin IL-6 ailesi STAT3'iin giiclii uyaricilar olarak raporlarda gosterilmistir ve
birgok meme kanserinde STAT3 hiperaktivasyonunun baglica tetikleyicisi olarak
goriilmektedir. Meme kanseri olan bir ¢ok hastada artmis IL-6 {iretimi ve serum
seviyesi, genellikle ge¢ evre tiimorlerde, artmis metastatik bolge (organ ve dokular) ve
kot prognoz ile korelasyon gosterir (Koztowski, Zakrzewska ve ark., 2003, Chavey,
Bibeau ve ark., 2007).
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Sekil 2.3. STAT3'in saglikli ve kanserli meme hiicrelerinde aktivasyon yolagi
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Stat3 involute meme bezlerinde (fizyoloji) ve meme kanseri (patoloji) de farkli rollere
sahiptir. Stat3 sitokin sinyalizasyonun downstream yoniinde Jak kinazlar tarafindan
fosforile edilir. Meme bezi involasyonu boyunca, Stat3 aktivitesi 16semi inhibitor faktor
(LIF) ve onkostatin M (OSM)- sinyali tarafindan up regiile edilir, transkripsiyonel
aktivitede bir artisa yol agar. Stat ayn1 zamanda, sinyalizasyonunun negatif bir
diizenleyicisi olan Socs3 'iin yanisira, pozitif bir geri bildirim halkasi olarak OSM-
reseptoriiniin (OSM-R) ekspresyonunu up regiile eder. Meme kanseri hiicresi ve normal
meme hiicresindeki farklilik Sekil 2.3' de gosterilmistir. Bu diizenleyici ag, meme
bezinde Stat3 transkripsiyonel aktivitesinin gii¢lii fakat kisa siireli patlamasina izin verir.
Meme ve diger kanserlerde, STAT3' {in siklikla yapisal olarak aktive oldugu ve onkogen
bagimlihg: (STAT3'e) goriilmistiir (Baltayiannis, Baltayiannis ve ark., 2008, Resemann,
Watson ve ark., 2014). Tiim STAT ailesi tiyeleri arasinda en sik olarak STAT3 tiimor
olusumu ile iligkilidir ve onkogen olarak diisiiniilmektedir (Bromberg, Wrzeszczynska
ve ark., 1999).

Gilinlimiizde meme kanserinde kullanilan mevcut tedaviler cerrahi islem, radyoterapi,
kemoterapi ve hormon terapidir. Son yillarda ise biyolojik ilaglar ile tedavi gibi gelismis
tedavi yaklagimlari ortaya ¢ikmistir. Bu gelismis tedavi yaklasimlarinda tiimor hedef
bolgesindeki etkinligi arttirmak igin pasif ve aktif hedeflendirme yapilarak hedeflendiril
mis kanser hiicresi disindaki toksisite en aza indirilerek; daha toksik olan mevcut

kemoterapiye alternatif tedavi segenegi olusturmaktadir.

2.2. Gen Tedavisi

Genetik materyal deoksiriboniikleik asit (DNA); dogada bulunan tiim organizmalarin ve
baz1 viriislerin biyolojik olaylar i¢in genetik bilgi aktarimi saglayan niikleik asitlerdir.
Gen; DNA molekiiliinde canlinin kalitsal 6zelliklerinden herhangi birini tastyan, anlamli

bir islevi olan (protein kodlayan) bir birim, bir par¢adir.

Gen tedavisi; eksik veya fazla ya da hatali protein {iretimine sebep olan, bozuk gen
tasiyan hiicreye gen aktarimi yapilarak genetik hasarin  diizeltilmesi olarak

tanimlanabilir.
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Gen tedavisi hedef alinan dokunun niteligi bakimindan germinal (esey hiicresi) ve
somatik (viicut hiicresi) gen tedavisi olarak iki grupta siniflandirilabilir. Somatik gen
tedavisinde genetik materyal baz1 hedef hiicrelere aktarilir, ama bu degisim gelecek
nesillere aktarilmaz. Germinal gen tedavisinde ise terapotik ya da modifiye edilmis
genler yumurta ya da sperm hiicresine aktarilir, bu sebeple genlerde yapilan degisiklikler
bir sonraki nesile aktarilir. Gliniimiizde yapilan gen tedavisi ¢aligmalarinin ¢ogu somatik

hiicre gen tedavisidir.

Gen tedavisi ex vivo ve in vivo gen tedavisi seklinde uygulanmaktadir. EX vivo gen
tedavisinde, hiicreler viicuttan alinir; in vitro kosullarda viicut disinda istenen genin
aktarimi yapildiktan sonra hiicreler viicuda transplantasyon veya transfiizyon yoluyla
geri verilir. /n vivo gen tedavisi ise, istenen DNA parcasinin hedef organdaki hiicrelere

direk transferidir, hastadan hasta genler hiicre disina ¢ikarilmaz.

Avrupa ilag Ajans1 (European Medicine Agency, EMA) gen tedavisi tibbi iiriiniinii
asagidaki iki 6zelligi yerine getiren bir biyolojik tibbi iiriin olarak tanimlamaktadir: a)
Genetik bir diziyi silmek, eklemek, degistirmek ya da tamir ettigini gormek amaciyla
insanlarda kullanilan veya uygulanan rekombinant niikleik asitler igeren veya olusan
aktif bir madde igerir b) terapotik, profilaktik ya da diagnostik etki bu dizinin direkt
olarak genetik ekspresyonun iiretimine ya da rekombinant niikleik asite baglidir. Gen

tedavi tibbi iirtinli enfeksiyon hastaliklarina karsi agilar igermemelidir.

Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (US Food and Drug Administration, FDA) gen
tedavisini sO0yle tanimlamaktadir; "Aktarilmis genetik materyalin translasyonu ve/veya
transkripsiyonu ya da konak¢1 genoma integrasyonu ile aracilik eder ve bunlar niikleik

asit, viriis ya da genetik olarak modifiye mikroorganizma olarak uygulanir".

Gen tedavisi ¢aligmalari, insan genom basarisi ile gen tedavisi kistik fibroz (Mitomo,
Griesenbach ve ark., 2010) ve hemofili (Walsh 2003) hastaliklari, malign tiimdrler gibi
bircok somatik hastaliklar (Mcneish, Bell ve ark., 2004), norodejeneratif hastaliklar
(Tuszynski, 2002), enfeksiyon hastaliklari (Bunnell ve Morgan 1998), AIDS gibi ciddi
viral enfeksiyon hastaliklarinda umut verici sonuglar gostermistir. 2012 yilinda yapilan

arastirmalara gore; % 66.4 kanser hastaliklari, % 8.7 monojenik hastaliklar, % 8.4
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kardiyovaskiiler hastaliklar, % 8 enfeksiyon hastaliklari, % 2 nérolojik hastaliklar, % 1.5
okiiler hastaliklar, % 0.7 inflamatuvar hastaliklar seklinde veriler gosterilmistir (Ginn,

Alexander ve ark., 2013).

Gen tedavisi terapotik DNA' nin hedef hiicrenin c¢ekirdegine basarili bir sekilde
tasinmasina dayanir. Hayvan hiicresine disardan DNA'nin aktarimi ilk kez 1979'da
Mulligan ve ark. tarafindan kalsiyum fosfat transfeksiyon teknolojisi kullanilarak
yapilmis ve rekombinant plazmid DNA ile hiicrelerin basarili bir sekilde transfeksiyon
edildigi rapor edilmistir (Mulligan, Howard ve ark., 1979). 1980 yilinda in vitro kosulda
lipozom aracili gen tasiyici sistem yolu ile DNA'nin basarili bir sekilde aktarildigi
raporlarda gosterilmistir (Fraley, Subramani ve ark., 1980). Bunu 1980 yilinin sonunda
polilizin ile transfeksiyon (Wu ve Wu 1987) ve 1990 yilinda polietilenimin (PEI) ile
transfeksiyon (Boussif, Lezoualc'h ve ark., 1995) takip etmistir. Tasiyici sistemin amact
uygulamaya gore degisir, ornegin; bir¢cok kanser gen tedavi stratejisinde kisa siireli gen
ekspresyonu yeterliyken, hiperkolestorelomi gibi tek gen islev bozuklugu ile ilgili
hastaliklarin tedavisi i¢in uzun ve siirekli gen ekspresyonuna ihtiya¢ vardir. Kanser
hiicrelerinin gelisimi bu hiicrelerin genetik seviyede coklu degisiklikleri ile ilgilidir
(Bertram 2000).

2.3. Gen Tedavisi Stratejileri

Baslica gen tedavi stratejileri; eksik genlerin veya iirliniiniin yerine konmasi, yanlis veya
fazla c¢alisan genlerin ekspresyonlarinin susturulmasi, genetik hasari diizelterek normal
gen ekspresyonunu saglamaktir. Tim gen tedavi stratejilerinde hedef, gen ya da gen
tirlinlerinin hedef doku veya organa aktarilmasidir. Genetik materyallerin hedef doku

veya hiicreye aktarilmasi i¢in tasiyici vektorlere ihtiyac vardir.

2.3.1. Antisens Teknolojisi

Bilinen gen terapi yontemlerinin bir¢ogu hiicre fenotipinin degistirilmesi amaciyla
fonksiyon kazandirilmasina odakli olmakla birlikte son yillarda hiicredeki niikleik asit
fonksiyonunun inhibe edilmesine dayali tedavi yontemlerine olan ilgi artmistir. Gen
ekspresyonunun inhibisyonu genellikle translasyonda kesinti yapmay1 saglayan antisens
molekiillerinin kullanilmasi veya mRNA’nin par¢alanmasi sonucu genomik diziyi bozan

cesitli kompleks genetik manipiilasyonlar ile saglanmaktadir. Antisens teknolojisi,
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antisens molekiiller kullanilarak hedef gen ekspresyonun engellenmesini ifade
etmektedir. Antisens oligoniikleotidler ile yapilan ¢aligmalar, gen susturma mekanizmasi

icin etkili bir yontem olan RNA interferansin (RNAi) kesfedilmesini saglamistir.

RNA Interferans (RNAI)

RNA interferans mekanizmasi ilk olarak bitkilerde kesfedilmis olup daha sonra bir
mikroenjeksiyon teknik kullanilarak ¢ift iplik RNA'nin (dsRNA) taginmasi ile solucan
Caenorhabditis elegans da gosterilmistir (Fire, Xu ve ark., 1998). Ekzojen olarak
sunulan ¢ift iplik RNA'nin (dsRNA) gen ekspresyonunu gecici olarak baskilamasina
sebep oldugu gosterilmistir (Sen ve Blau 2006, Dogini, Pascoal ve ark., 2014). Dogal
olarak RNALI, viriisler gibi okaryotik hiicrelerin eksojen genleri parcalayabilecegi 6nemli
bir savunma mekanizmasidir. RNAI spesifik genlerin transkripsiyonunu engelleyerek ya
da gen ekspresyonunu translasyon asamasinda inhibe eder. mRNA dizisinin kirilmasina
yol agan transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasinin bir pargasidir. Bu RNAi
trtinleri 19-29 nt dizili sSIRNA (small interfering RNA), 19-21 nt dizili ShRNA (short
hairpin RNA) ve 19-22 nt dizili miRNA' lardir ve ilag¢ olarak kullanim i¢in uygundur;
clinkii genoma entegrasyon gerektirmez ve kolay sentezlenebilir(Singh ve Peer 2016).
Cift zincir RNA (dsRNA) hiicreye girdiginde ilk olarak DICER enzimi tarafindan ~20
niikleotidli siRNA pargalarina boliintir. Sonra her bir ¢ift iplik siRNA tasiyicr iplik
(passenger strand) ve kilavuz iplik (guide strand) olarak ayrilir. Bundan sonra kilavuz
iplik passenger iplik bozulmusken, RNA-indiiklii susturucu kompleks (RNA-induce
silencing complex RISC) i¢ine birlesir. RISC'de siRNA'nin klavuz ipligi bir tamamlayici
sekans ile ¢iftlesir ve Argonaute tarafindan boliinerek indiiklenir; bu da transkripsiyon

sonrasi gen susturulmasina sebep olur.

Tas1yict sistemlerin hiicre i¢ine alinimi klatrin, kaveol yolak ya da lipit raft gibi birkag
mekanizma tarafindan gergeklestirilebilir. Bu olayda iki yontem gozlenir; reseptor
aracilt endositoz ve reseptor aracili olmayan endositoz. Biitiin bu durumlarda, tasiyici
sistemler endozomal vezikiillerin igine hapsolur, bu vezikiiller lizozom ile birlesir ve

siRNA'nin par¢alanmasina yol acar (Resnier, Montier ve ark., 2013). (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. Gen tasiyici sistemlerin hiicre i¢ine alim mekanizmasi

Son yillarda kanser gen tedavisi yaklasimlarinin birgok tiirii ShRNA (tek iplik RNA
hairpin loop yapisinda), shRNA kodlayan plazmid DNA ve kiigiik engelleyici RNA
(siRNA; cift iplik RNA) iceren endojen gen ekspresyonunu diizenleyen sistemleri

kullanmak {izerine olusturulmustur.

siRNA (Small interfering RNA- kiiciik interferans RNA)
SiRNA, mRNA dizisinin kirilmasina yol agan transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasinin pargasidir. SIRNA 19-29 nt dizili RNAI iriinleridir. Tasiyici sistemler

aracilifiyla endositoz, fagositoz ve ligandlar aracilifiyla hiicre igerisine alinirlar

(Mehrabadi, Fischer ve ark., 2012).

shRNA (Short hairpin RNA- kisa toka RNA)

ShRNA 19-21 nt dizili RNAi driiniidiir. mRNA dizisinin kirilmasma yol agan
transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasidir. Hiicre i¢ine vektor araciligiyla
aktarilan shRNA sitoplazmadan cekirdege tasinir ve olgunlagsmamis haldeki shRNA
(Pre-shRNA) Exportin G ile ¢ekirdekten sitoplazmaya geger ve burada Dicer enzimi ile
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olgun shRNA olusiur. Daha sonra bu olgun shRNA' lar Ago/RISC kompleksi olusturur;
RISC'de shRNA'nin klavuz ipligi bir tamamlayic1 sekans ile g¢iftlesir ve Argonaute
tarafindan boliinerek indiiklenir; bu da transkripsiyon sonrasi gen susturulmasina sebep
olur. Tasiyic1 sistemler araciligiyla endositoz, fagositoz ve ligandlar araciligiyla hiicre
igerisine alinirlar (Mehrabadi, Fischer ve ark.,, 2012). shRNA' m1 gen susturma

mekanizmasi Sekil 2.5' de gosterilmistir.

MiRNA (mikro RNA)
MIRNA 19-29 nt dizili RNAi iriinidir. mRNA dizisinin kirilmasma yol agan
transkripsiyon sonrast gen susturma mekanizmasinin parcasidir. Tasiyict sistemler

araciligiyla endositoz, fagositoz ve ligandlar araciligiyla hiicre igerisine alinirlar

(Mehrabadi, Fischer ve ark., 2012).

Cekirdek Sitoplazma

Ekspresyon vektor

e — &

(Mansoori, Shotorbani ve ark., 2014)

Sekil 2.5. shRNA'nin gen susturma mekanizmasi

2.4. Gen Tedavisinde Kullanilan Tasiyic1 Sistemler

Gen tedavisi potansiyel yeni nesil bir terapotik yontem olarak ilgi ¢ekmesine ragmen,
niikleik asitlerin istenmeyen Ozelliklerinden dolayr klinik uygulamalart smirhdir
(Putnam, Gentry ve ark.,, 2001, Pack, Hoffman ve ark., 2005). Nikleik asit
tasinmasindaki engeller; dolasimda niikleaz igeren c¢esitli biyomolekiiller tarafindan

pargalanir olmalari, serum bilesenleri ile spesifik olmayan etkilesimler, kararsizlik
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gostermeleri, immiin ve inflamatuvar yanit olusturmalari, hiicre zarma yetersiz
baglanmalar1 ve agregasyon ve tromboz riski olugturmalari ¢iplak niikleik asitlerin hedef
hiicreye aktarilmalarini sinirlandirmaktadir (Scholz ve Wagner 2012). Kiigiik kimyasal
ilaglarin ve bir ¢cok biyolojik ilacin aksine, etkin bir gen tedavisi i¢in niikleik asitler (NA)
sitoplazmaya ya da ¢ekirdege aktarilmalidir. Bu tasiyict sistemler niikleik asitlerin etkili
bir sekilde ve yukarida belirtilen dezavantajlar1 en aza indirerek hedef dokuya ya da

organa aktarilmasini saglar.

Gen tastyict sistemler viral vektorler ve viral olmayan vektorler olmak lizere iki gruba
ayrilmaktadir (Wirth, Parker ve ark., 2013). Gen tasiyici sistem olarak; viral tasiyicilar
yiiksek oranda transfeksiyon etkinligine sahip olmalarina karsin potansiyel mutasyon,
rekombinasyon ve onkojenik etkiler gibi ciddi problemler tasimaktadirlar. Viral
vektorlerin toksisite, saf olmama, laboratuarda uygulama zorlugu, biiyiik 6lgekte istenen
miktarda {iretilememe gibi dezavantajlart nedeniyle viral olmayan yontemler

gelistirilmeye calisilmaktadir

2.4.1. Viral vektorler

Viral vektor; gliniimiizde mevcut kullanilan basarili bir gen aktarimi saglayan biyolojik
vektorlerdir ve etkili hiicresel infeksiyonu korumak igin genetik olarak islenmis ve
patojenik olmayan viriislerdir. Viral vektdr olarak retroviral vektorler, adenoviral
vektorler, adeno benzeri viriis, herpes-simpleks viriis, pox viriis ve lentiviral vektorler
kullanilmaktadir (Nayerossadat, Maedeh ve ark., 2012). Biitiin viral vektér genomlari
modifiye edilerek c¢ogalmalari bozulmustur ve bu islem onlar1 daha giivenilir hale
getirdi; fakat immiinojenite gostermeleri ve toksin iretimi genel karsilasilan

sorunlardandir (Katare ve Aeri 2010).

Adenoviral vektorler

Enfekte ettikleri hiicrelerin kromozomlarina entegre olmayan, patojenitesi diisiik olan
¢ift sarmal DNA viriisleridir (Thomas, Ehrhardt ve ark., 2003). Konak¢: genomuna
entegre olmamalari, gen transdiiksiyon veriminin yiiksek olmasi gibi avantajlara
sahiptirler. Gegici transgen ekspresyonu, dokuya spesifik olmamasi, hepato(toksik)

olmast, vektdr immiinojenitesinin yiiksek olmasi dezavantajlaridir.
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Retroviral Vektorler

RNA viriisleridir ve retroviriis niikleik asidi konak¢1 kromozamal DNA’ya entegre olur.
Hedef hiicre genotipi siirekli degiserek, hiicrelerdeki gen ekspresyonunun devam
etmesini ve nesilden nesile aktarilmasimi saglar (Thomas, Ehrhardt ve ark., 2003).
Retroviral vektorlerin avantajlari; kalitsal ve kronik hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmektedir, konak¢t genomuna entegrasyonla uzun siireli gen ekspresyonu
saglamakta, gen transdiiksiyon veriminin yiiksek olmasi, dokuya spesifik olabilme ve
diisiik immiinojenite gostermesi kullanim agisindan avantaj saglamaktadir. Retroviral
genlerin konakg¢r genomuna rastgele yerlesmesi ve insan bilesenleri ile ¢ok cabuk

inaktive olmalar1 ve mutajenik etki gosterebilmeleri dezavantaj olarak gdsterilmektedir.

Adenobenzeri Viriis (AAV) Vektorler

Replikasyon i¢in yardimeci viriisiin ko- enfeksiyonuna ihtiya¢ duyan, patojenik olmayan
kiigiik DNA viriisleridir. Replikasyon yapabilen ve yapamayan hiicrelerde kullanilabilir
olmasi avantaj saglar (Thomas, Ehrhardt ve ark., 2003).

Herpes-Simpleks Viriis Vektorler

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde terapotik gen aktarimi igin gelistirilmis biiyiik
DNA virtisleridir (Thomas, Ehrhardt ve ark., 2003). Konakg¢i genomuna entegre
olmamalar1 ve virlis genomunun biiylikk olmasi avantaj saglamaktadir. Transgen
ekspresyonunun kalict olmamasi, diisiik titrede elde edilebilir olmas1 ve sitotoksik etki

gostermeleri dezavantaj olarak gosterilmektedir.

Lentiviral Vektorler

Boliinmeyen hiicreleri de enfekte edebilen 6zellesmis retroviriislerdir. Immiin sistemi
tetiklememeleri ve yliksek diizeyde gen ekspresyonu saglamalar1 avantaj saglamaktadir.
Cogu lentiviral vektorlerin kaynagi insan HIV (human immundeficiency viriis)
viriisiidlir. Diger retrovirlisler gibi genoma rastgele entegre olmasindan dolay1
dezavantaj gostermektedir (Nayerossadat, Maedeh ve ark., 2012). Viral vektorlere

alternatif bir diger gen aktarim tasiyici sistem viral olmayan vektorlerdir.
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2.4.2.Viral Olmayan Vektorler

Viral vektorler ile yapilan ¢alismalar sonucu her ne kadar 6nemli gelismeler kaydedilse
de kisa stireli transgen ekspresyonu ve konakei hiicrede yetersizlik ve toksisite gibi
onemli problemler meydana gelmistir. Ayrica inflamatuvar sitokin profil analizi ile bu
vektorlerin intravaskiiler koagiilasyona, akut solunum hastaliklarina ve coklu organ
iflaslarma neden oldugu gosterilmistir. Viral vektorler icin yukarida siralanan

olumsuzluklar nedeniyle viral olmayan vektorler gelistirilmistir.

Viral olmayan vektorler kolay sentez edilebilme, hiicre/dokuya hedeflendirilebilme,
diisik immiin cevap ve smirsiz biyiiklikte plazmit tasiyabilme gibi &zellik
gostermelerinden dolay1 son yillarda tercih edilmektedir. Uzerinde en ¢ok arastirma
yapilan viral olmayan vektorler, katyonik ozellikte polimerik, lipidik ve peptit-protein

yapida tastyici sistemler olup, genetik materyali hiicre igine tasiyabilmektedirler.

Katyonik oOzellikte viral olmayan sistemler, negatif yiiklii genetik materyal ile
elektrostatik olarak etkilesmesi nedeniyle avantajlara sahiptirler. Etkilesimden sonra
olusan pozitif net yiiklii partikiil, negatif yiiklii hiicre membrani ile etkilesim saglar ve
bu durum da endositoz yolu ile (Ogris, Brunner ve ark., 1999) DNA'nin hiicre zarindan
gecisini kolaylastirir ve kompleks olusturulmus DNA'y1 niikleaz yikimina karsi korur

(Davis 2002)

Viral olmayan vektorler de kendi igersinde fiziksel yontemler, kimyasal yontem ve ilag

tastyici sistemler olarak siniflandirilmaktadir.

Fiziksel Yontemler

Gen tabancasi

DNA mikro biiytikliikteki tungten veya altin parcaciklari ile kaplanip, gen tabancasi
kullanilarak, helyum basinci ile yiiksek hizla hiicrelere gonderilmektedir (Gao ve ark.,
2007).
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Elektroporasyon
Hiicrelere veya dokulara kisa zamanli ¢ok kuvvetli elektrik akimi uygulayarak, hiicre

zarinda nanometre boyutunda gegici porlar olusturulmasi islemidir (Gao ve ark., 2007).

Sonikasyon
Yiiksek frekanshi ses dalgalar1 kullanilarak yapilan gen transferidir. Membran porlari

olusturur ve DNA’nin membran porlart arasindan pasif diflizyon yoluyla gen transferini

kolaylastirir (Ozlem 2005).

Kimyasal Yontemler
DEAE-DEKSTRAN (Dietilaminoetil Dekstran)
Memeli hiicre kiiltiiriine niikleik asitlerin transferi i¢in kullanilan ilk ajandir. Katyonik

polimerdir ve negatif yiiklii niikleik asitlerle birlesir (Macka ve ark., 1998).

Kalsiyum Fosfat
Kalsiyum fosfat ile c¢oktiirme ilk Once sistemik ¢alismalarda kullanilmis sonra
transfeksiyon yontemi haline gelmistir. Kullanilan maddeler kolay ulasilabilir oldugu

icin kalsiyum fosfatla ¢oktliirme yontemi genis bir kullanim alanina sahiptir.
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Niikleik Asit Tastyic1 Sistemler
e Polimerik yapidaki tasiyicilar

* Polimer konjugatlari
» Polimer-protein konjugatlari

* Polimer-ila¢ konjugatlart

Dendrimerler

* Polimerik nanopartikiiller

Polimerik miseller
e Lipit yapidaki tastyicilar

» Lipozomlar

» Kati lipit nanopartikiiller
e Inorganik yapidaki tasiyicilar

» Karbon nanotiipler

*  Altin nanopartikiiller

* Manyetik nanopartikiiller

Sistemik gen tasinmasi icin uygun vektorler asagidaki ozelliklere sahip olmahdir
(Nimesh, Gupta ve ark., 2011):

e Kan dolagimindan ve sitozoldeki yikilimdan niikleik asitleri korumali
e Serum proteinleri ile agregasyon olusumunu 6nlemeli
e Retikiiloendotelyal sistem(RES)'den korumali

e Hedef hiicreye spesifik baglanmasi ve internalizasyonu
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e Endozomal kagis saglamali
e Niikleik asiti ¢cekirdege etkili bir sekilde tasimali

2.5. Polimer Yapisindaki Niikleik Asit Tasiyici Sistemler

Nanoteknoloji Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan "Nanometre lgekteki materyallerin
seklini ve boyutunu kontrol ederek sistemler, araglar ve yapilarin uygulanmasi™ olarak
tammmlanmistir  (http://www.ema.europa.eu  Erisim  Tarihi 5  Aralik 2017).
Nanopartikiiller; sentetik veya dogal kaynakli bir makromolekiilden meydana gelen ve
¢oziinmiis, hapsedilmis veya adsorbe olmus etkin maddeyi kontrollii olarak salan kati
kolloidal partikiillerdir. Nanopartikiillerin; ilac1 kontrollii olarak salmasi, istenen bolgede
toplanarak etki etmesi, stabilite sorunlarinin olmamasi, parg¢alanma iiriinlerinin toksik
olmamasi ve sterilize edilebilmeleri istenen 6zellikleridir. Nanopartikiiller goriintiileme,
tan1 ve tedavi amaciyla saglik alaninda kullanilmaktadir. Nanopartikiiller tedavi
amactyla kullanildiklarinda aktif ve pasif hedeflendirme stratejileri uygulanmaktadir.
Hedeflendirme stratejileri 1ile; oOzellikle kanser tedavilerinde tiimor dokusuna
hedeflendirme yapilarak terapotik etkiyi arttimak, diisiik ya da yiiksek dozlarda etkin ve
giivenli tedavi saglamak, ilaclarin farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklerini
degistirmek ve diger dokularda meydana gelebilecek toksisiteyi en aza indirmek

amaglanir (Brigger, Dubernet ve ark., 2002).

[lag ve genetik materyalin tasinmasinda kullanilan en yaygin tastyic1 sistemler lipidik ve
polimerik tasiyict sistemlerdir. Lipozomlar; amfifilik fosfolipitlerden olusan kendi
kendine katlanabilen iki katmanli lipit membranli kolloidal vezikiillerdir. Bu tez
caligmasinda polimerik tasiyic1 sistemler kullanilmistir. Asagida kisaca polimerik

yapidaki tagiyicilar hakkinda bilgi verilmistir.

Polimer Yapisindaki Tastyicilar
Polimer konjugatlar

e Polimer-protein konjugatlart

e Polimer-ila¢ konjugatlari
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Antitiimor proteinlerin ya da kiigiik molekiillii antikanser ilaglarin konjuge edildigi
polimerik yapilar olarak tanimlanabilir. Antikanser ajanlar hedeflendirilmis bdlgeye
polimerik tasiyici sistem igerisinde stabil olarak tasmirlar (Duncan 2006). Antikanser
proteinler ile polimer arasindaki kovalent baglanma immunojeniteyi azaltir. Stabilite ve

kandaki dolasim siiresini arttirir (Duncan 2003).

Dendrimerler

Biyolojik ozellikte nanomateryal tiriidiir. Kigiik boyutta (1-15nm), yiiksek su
¢Oziiniirliigline sahip, diizenli ve olduk¢a dallanmis {i¢ boyutlu yapi, yiiksek ilag
yiikleme kapasitesi, biyobozunur, biyogecimli, ylizeyine birden fazla fonksiyonel grup
ve molekiiliin konjugasyonunun yapilmasi 6zelliklerine sahiptir (Nanjwade, Bechra ve
ark., 2009)Nanjwade ve ark., 2009; (Khan, Nigavekar ve ark., 2005). Dendrimerlerin
tekdiize yapida olmalar1 kanser hiicrelerin zarini1 gegmelerini kolaylastirir ve makrofajlar
tarafindan tagimmlarini azaltir. Anti kanser ilaglar dendrimerin g¢ekirdeginde non-
kovalent olarak ya da yiizeyinde kovalent olarak baglanabilir ve ilag salinim profili
istege gore degistirilebilir (Lee, Mackay ve ark., 2005, Tong ve Cheng 2007, Wolinsky
ve Grinstaff 2008, Svenson 2009).

* Cekirdek

%" Dallanma dendronlar

. Yiizey ligand1

Temel dendrimer bileseni

(http///bme240.eng.uci.edu Erisim tarihi 1May1s 2017)

Sekil 2.6. Dendrimer yapisi

Polimerik Nanopartikiiller
Polimerler ¢ok sayida ayni veya farkli atomlarin kimyasal baglarla, az veya ¢ok diizenli
bir bigimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda biyopargalanir ve biyouyumlu dogal ya da sentetik
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polimerler kullanilir. Sentetik polimerlere 6rnek; poliglutamik asit ve poliglikolik asit
(PGA), polietilen glikol (PEG), polikaprolakton (PCL), polilaktik asit (PLA), poli
aspartat (PAA), poli(D,L- lactide-co-glycolic) acid (PLGA), N-(2- hidroksipropil)-
metakrilamid kopolimer(HPMA) kullanilmaktadir. Dogal polimerler olarak Kitozan,
aljinat, dekstran, heparin, albumin sik kullanilan jelatin ya da kollojen daha az kullanilan

polimerlerdir.
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Polimerik nanopartikiil

¢ Ilag A ® flagB * Hedefleyici kisim

(Gao, Xie ve ark., 2014)

Sekil 2.7. Polimerik nanopartikiil yapisi

2.5.1. Kitosan Nanopartikiiller

Kitosan; deniz kabuklularinin iskeletinde bulunan Kitinin deasitilasyonu ile elde edilen
katyonik polisakkarittir. Kitin; bazi mantar tiirlerinde bulunmakla birlikte dogada
seliilozdan sonra en ¢ok bulunan polisakkarittir. Kitosan; D-glikozamin ve N-asetil-D-
glukozamin birimlerinin tekrarlarindan olusan, 1-4 glikozidik bag ile bagli, biyobozunur

bir polimerdir (Onishi ve Machida 1999).

s Souid

HO

Sekil 2.8. Kitosanin yapisal formiilii
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Kitosan birkag fizikokimyasal 6zellikleri ile siniflandirilabilir; bunlar molekiiler agirligi,
deasetilasyon derecesi, vizkozite ve kristallenme derecesidir. Kitosanin ¢oziiniirligii
deasitilasyon derecesine ve molekiiler agirligina bagli olarak degisiklik gosterir. Kitosan
asetik asit, sitrik asit, hidroklorik asit, glutamik asit, aspartik asit ve laktik asit gibi asidik

pH' I1 ortamda ¢6ziiniir ve nétr pH da ¢oziinmez.

Kitin ve kitosan mikroorganizmada bulunan lizozomal enzimler tarafindan enzimatik
yikima maruz kalmaktadir ve bu enzimatik yikim sonucunda glikozamin agiga cikar.
Kitosanin enzimler tarafindan parcalanabilir olmas1 ve agiga cikan iriiniin dogal bir
monosakkarit olmasi, bu polimerin farmasotik alanda kullanimi agisindan 6nemlidir

(Shigemasa ve Minami 1996).

Dogal kitosan polimeri tarim, gida ve saglik gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Ilag
endiistrisinde kitosan siklikla ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi ve nano ve
mikropartikiiler sistemlerin hazirlanmasi i¢in kullanilir. Kitosan sadece ilag tasimak igin
degil ayn1 zamanda niikleik asit tasinmasinda (pDNA, siRNA, shRNA ve miRNA vb.)
en ¢ok kullanilan dogal polimerlerden bir tanesidir (Katas ve Alpar 2006).

Literatiirde Kitosan nanopartikiil hazirlamak igin ¢6ziicii buharlastirma teknigi, ¢oklu
emiilsiyon yontemi, ¢Oktiirme yontemi gibi bir¢ok yontem kullanilmaktadir. En ¢ok
kullanilan yontemlerden bir tanesi iyonik jelasyon yontemidir (Banerjee, Mitra ve ark.,
2002). Kitosan nanopartikiil, zit yiikli bir baglayicinin kitosan ile ¢apraz baglanmasi
sonucu olusur; en sik kullanilan ¢apraz baglayict sodyum tripolifosfat (Na-TPP)' dir.
Nanopartikiil olusumu; Kitosan yapisindaki pozitif (+) yikli amin grubu ile TPP
yapusndaki negatif (-) yiiklii tripolifosfat gruplar1 arasindaki iyonik etkilesime dayanir
(Shu ve Zhu 2002). Kitosan partikiillerinin olusumu sematik olarak Sekil 2.9’da
gosterilmistir. Ik Kitosan/TPP nanaopratikiilleri 1997 yilinda Calvo ve ark., tarafindan
yapilmistir ve bir ¢ok calismada bu yontemin kullanildigi rapor edilmistir (Calvo,
Remunan-Lopez ve ark., 1997). Protonlanmis kitosanin amin grubu ile negatif yiiklii
DNA/SIRNA elektrostatik etkilesim yoluyla kompleks olusturur (Malmo, Sergard ve
ark., 2012). Mumper ve ark., 1995 yilinda ilk kez in vitro ¢alismada pDNA tasinmasi

icin kitosani potansiyel tasiyici olarak kullanmiglardir.
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Bu c¢alismada da 4T1 hiicrelerine kitosan/TPP nanopartikiil/pSIH-H1-STAT3 shRNA

pDNA's1 tagiyict sistem kullanilarak transfeksiyon gerceklestirmesi hedeflenmistir.

TPP Cozeltisi

e
M
A
O
.\ & [ Kitosan partikal
o @ () @ - Kitosan gozeltisi
® Manyetik kanstinc

Sekil 2.9. Iyonik jelasyon yontemi ile kitosan partikiillerinin olusumunun sematik olarak gdsterimi

2.5.2. Polietilenimin Polipleksler

Polietilenimin (PEI) alifatik ve toksik olmayan bazik yapida sentetik bir polimerdir.
Ayrica primer, sekonder ve ti¢linciil amino grubundan dolay:r polikatyonik 6zelliktedir.
(Beyth, Yudovin-Farber ve ark., 2010). PEI yiiksek yiik yogunluguna ve DNA baglama
kapasitesine sahiptir (Wong, Sun ve ark., 2006). PEI en etkili polikatyonik transfeksiyon
ajanmidir ve gen aktariminda altin standart olarak bilinmektedir (Pathak, Patnaik ve ark.,
2009). PEI ile pDNA’nin olusturdugu poliplekslerin yapist sematik olarak Sekil...

gosterilmistir.

Sekil 2.10. Polietilenimin/pDNA polipleksinin sematik gosterimi

Tekrarlanan etilenimin birimlerinin bag olusturmasmna bagli olarak dallanmis ve
dogrusal olmak iizere iki ¢esit polietilenimin bulunmaktadir. Dallanmis ve dogrusal
polietilenimin vektorlerinin etkinligi ve bunlarin sitotoksik ozellikleri, dnemli dlciide,
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polipleksin partikiil boyutu ve zeta potansiyel gibi 6zellikleri, polipleks konsantrasyonu,
transfeksiyon siiresince serum varligl ya da yoklugu, inkiibasyon siiresi, gibi deneysel
kosullara baglidir (Von Harpe, Petersen ve ark., 2000). 25 kDa dallanmis polietilenimin
ve 22 kDa' lik dogrusal polietilenimin en verimli pDNA transfeksiyon ajan1 olarak kabul

edilmektedir. (Grayson, Doody ve ark., 2006).

€) (b)

Sekil 2.11 Dogrusal (a) ve dallanmis (b) polietilenimin yapisal formiilii
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Malzeme ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Biyolojik Materyaller

pDNA vektorleri

Calismalarimizda iki farkli pDNA vektorii Addgene firmasindan bakteri kiiltiirii
icerisinde temin edildi. LV-RFP (Addgene #plazmit 26001) ve pSIH1-puro-STAT3
shRNA pDNA (Addgene #plazmit 26596) kullanildu.

On calismalarimizda iizerinde kirmizi floresan marker geni tasiyan LV-RFP plazmit
DNA'st kullanildi. LV-RFP pDNA'st 7539 b¢ uzunlugunda olup, ampisilin
antibiyotigine karsi direng geni tasiyan bir plazmittir. LV-RFP plazmit DNA vektor
haritas1 Sekil 3.1'de gosterildigi gibidir.

Terapotik olarak STAT3 genini susturmast amactyla 7048 bg biiyiikliigiinde, ampisilin
ve puromisin antibiyotiklerine kars1 direng genleri tasityan pSIH1-puro-STAT3 shRNA
plazmit DNA's1 kullanildi. pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA vektor haritas1 Sekil
3.2'de gosterildigi gibidir.

4T1 meme kanseri hiicre hatti

4T1 fare meme kanseri hiicre dizisi (ATCC® CRL-2539) kullanildu.

Kullamilan bakteri
pDNA'nin ¢ogaltilmasinda konakg1 bakteri hiicresi olarak Escherichia coli DH5a (E. coli)

susu kullanildi.
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Sekil 3.1. LV-RFP plazmit DNA vektor haritast
M13_forward20_primer
M13_pUC_f primer
Ndel |TESZS} truncHIV-1_3_LTR
pGEX_3_primer HIV-1_5_LTR
AmpR_promoter i_pac!
Motl (921)
F frame 2 RRE
Ampicillin

pSIH1-H1-Puro
7048 bp

lac_promoter
b_pUC_rev_primer Hpal (1794}
cPPT
Clal (1917

13_reverse_primer

wd_primer
CMV_promoter
pCEP_fird_primer
LWNCX_primer
Xbal (2273)

SV40pro_F_primer I
SV40_origin Mscl (2654}
EBV_rev_primer Sall (2879}
SV40_PA_terminator WPRE
truncHIV-1_3_LTR ORF frame 2
HIV-1_5_LTR Kpnl (3497)
EcoRI (3828)
BamHI (3819}
H1_primer
Apal (3642)
U3FPT
cPPT

(Addgene plazmit # 26596)
Sekil 3.2. pSIH1-puro-STAT3 shRNA plazmit DNA vektor haritast
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlarin listesi kullanim amaglari ile birlikte Tablo

3.1'de verildi.

Tablo 3.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Kullanilan cihazlar

Kullanim amaclari

AutoclaveSystec VE55

Kullanilan ¢ozeltilerin strerilizasyonu

BiofugeStratosHeraeus

pDNA izolasyonu

Bio-RAD PowerPac Basic

Agaroz jel elektroforezi

Calkalamali Inkibator SHEL LAB SI Series

Bakteri kultirt

Floresan Microscope

Hiicre goriintiileme

Heidolph Inkiibator 1000

Bakteri kultiria

Heidolph MR3001 Manyetik Karistirici

Cozelti hazirlama

Heidolph Unimax 1010

Bakteri kiltiri

KODAK Image Station 2000min

Agaroz jel elektroforezi

Mettler Toledo Hassas Terazi

Cozelti hazirlama

Olympus CKX41 Mikroskop

Hiicre goriintiileme

Olympus 1X2-UCB

Hiicre goriintiileme

Thermo Multiskan Spectrum

pDNA izolasyonu

ThermoScientific Heracell 240
CO,inkiibator

Hiicre kultird

ThemoScientific Orion Star A111 pH metre

Cozelti hazirlama
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3.2. Genetik Materyalin Elde Edilmesi

Deneysel ¢alismalarimizda LV-RFP (Addgene #plazmit 26001) ve pSIH1-puro-STAT3
shRNA pDNA (Addgene #plazmit 26596) kullanildi. Escherichia coli bakteri hiicresi
icinde bulunan LV-RFP plazmit DNA’sinin izolasyonu alkali lizis yontemi ile; pSIH1-
puro-STAT3 shRNA pDNA’sinin izolasyonu Qiagen maksi kit ile yapildi.

Kullanilan Cozeltiler
Luria-Bertani Agar (Sigma Aldrich L2897): 35 g LB agar tartilip 1 L dH,0'da ¢6ziildi
ve 121°C'de 15 dakika otaklavda sterilize edildi. Otaklav isleminden sonra oda

sicakliginda biraz bekleyen LB agar icerisine 100pg/ml olacak sekilde ampisilin eklendi.

Luria-Bertani Broth (Sigma Aldrich L3022): 20 g LB tartilip 1 L dH,O'da ¢6ziildii ve
121°C'de 15 dakika otaklavda sterilize edildi. Otaklav isleminden sonra oda sicakliginda
biraz bekleyen LB broth igerisine 100ug/ml olacak sekilde ampisilin eklendi.

Tris (Vivantis biochemicalMw:121.4 g/mol): 10mM Tris-Cl igin 30.285g tartilip 250 ml
dH,O'da ¢oziildii ve HCI kullanilarak pH 8 'e ayarlandi.

EDTA (Sigma aldrich Mw:372.2 g/mol): 0.5 M EDTA hazirlamak i¢in 9.306 g EDTA
tartilip 50 ml dH,0'da ¢oziildii ve NaOH kullanilarak pH 8'e ayarlandi.

3.2.1. Bakteri Hiicrelerinin Kati Besi Yerine Ekimi ve Tek Koloni Se¢imi
Tek koloni izolasyonu ayni 6zelliklere sahip olan bakteri toplulugunu se¢gmeye yarayan

bir islemdir.
1. 100 pg/ml ampisilin igeren LB agar besiyeri hazirlandi.

2. -20°C'de saklanan, pDNA iceren E. coli bakteri stogundan bakteri 6rnegi alindi ve
petri yiizeyinin yaklasik 1/3'inii kaplayacak sekilde steril 6ze ucu ile ii¢ asamali

cizik olusturularak ekim yapildi.

3. Ekim yapilan petriler gece boyu 37°C'de inkiibatérde birakilarak bakterilerin

cogalmasi saglandi.
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4. Agarli besiyerinde iiremis olan kolonilerden tek koloni secilerek, daha once
hazirlanan 100 pg/ml ampisilin igeren LB siv1 besiyerine ekim yapilarak mini kiiltiir

kuruldu.

5. Bakteri kiltiirii 37°C'deki inkiibatorde 200 rpm'de c¢alkalanarak yaklasik 8 saat
inkiibasyona birakildi.

6. Daha sonra yine 100 pg/ml ampisilin igeren sivi LB ile mini kiiltiirden bakteri

alinarak maksi kiltiir kuruldu.

7. Bakteri kiiltirii 37°C'de 200 rpm'de ¢alkalanarak, 12 saat inkiibe edildi ve plazmit
DNA izolasyonuna gecildi.

3.2.2. LV-RFP pDNA izolasyonu

On c¢alismada kullanmak iizere LV-RFP pDNA izolasyonu igin alkali lizis ydntemi
kullanildi (Sambrook, Fritsch ve ark., 1989). Bunun i¢in gerekli ¢ozeltiler Tablo 3.2'de
verildigi gibidir.

Tablo 3.2. Alkali Lizis yonteminde kullanilan ¢6zeltiler

Cozelti I

Glukoz 50mM
Tris-Cl (pH:8.0) 25mM

EDTA (pH:8.0) 10mM

Cozelti 11

Sodyum hidroksit 0.2 N

SDS %1

Cozelti 111

Potasyum asetat (5M)

Glasiyel asetik asit

Distile su
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Alkali lizis yontemi ile pDNA izolasyonu asagida anlatildig: sekilde yapildi:

1. Bakteri kiiltiri 12.000 g'de 3 dakika santrifiij edildi ve c¢oktiirme islemi
gergeklestirildi.

2. Sipernatant dokiildii ve ¢oken pellet lizerine buz lizerinde sogutulmus Cozelti I

eklenerek, vortekslenip buz tizerinde 30 dakika bekletildi.

3. Daha sonra iizerine taze hazirlanmig olan Cozelti II eklendi ve tiipler 5 kez hassas bir

sekilde elle calkalandi.
4. 3-4 dakika buz tizerinde bekletildi.

5. Buz itizerinde bekletilen Cozelti III eklendi ve vortekslenerek 3-5 dakika buz

izerinde bekletildi.
6. 12.000 g'de 5 dakika santrifiijlendi.

7. DNA'y1 ¢oktirmek igin %100 etil alkol eklendi ve 12.000 g'de 5 dakika

santriftijlendi.

8. Coken pellet iizerine 1 ml %70'lik etil alkol eklenip 12.000 g'de 5 dakika

santrifiijlendi.

9. Daha sonra iist faz dokiilerek pellet kurumaya birakildi ve DNA 1X TE tamponda

¢oziildil.

3.2.3. pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA izolasyonu

Terapotik amagla kullanilmasi planlanan pSIH-puro-STAT3 shRNA plazmit DNA
izolasyonu QIAGEN plazmit maksi kit (Cat No/12162) ile yapildi. izolasyon islemi
QIAGEN plazmit maksi kitin i¢inde bulunan protokole gore yapildi. Izole edilen pDNA
1X TE soliisyonunda ¢6ziildii ve kiigiik pargalara ayrilarak -20°C'de sakland.

Kit kullanilarak yapilacak pDNA izolasyonu i¢in islem basamaklar1 asagidaki gibidir:
1. Gece boyu inkiibasyona birakilan kiiltiir 4800 g’de 20 dakika santrifiij edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Santrifiijledikten sonra siipernatant dokiildii ve pellet {izerine 10 ml P1 tampon

cozeltisi eklenerek pipetaj yapildi.

Pipetaj isleminden sonra P2 tampon ¢ozeltisi eklendi ve 10 kez hassas bir sekilde

elle calkalandi. 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra P3 tampon ¢ozeltisi eklendi ve 6-7 kez calkalandiktan

sonra 20 dakika buz lizerinde inkiibasyona birakildi.
20.000 g’de 30 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiijden hemen alinan supernatant QBT tampon c¢dozeltisi ile doyurulan

kolondan gegirildi.

Kolon tamamen bosaldiktan sonra QC tampon ¢ozeltisi ile yikandi.
DNA'y1 toplamak i¢in QF tampon ¢ozeltisi eklendi.

Daha sonra hizli bir sekilde izopropanol eklendi.

15.000 g’de 30 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Supernatant dokiildiikten sonra pellet tizerine %70’lik etil alkol eklendi ve
15.000 g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiijden aldiktan sonra siipernatant dokiildii ve 5 dakika buz iizerinde

kurumaya birakildi.
Pellet tizerine 1X TE ¢ozeltisi eklendi.

pDNA konsantrasyonu spektrofotometre (Thermo Multiskan Spectrum) ile

ol¢tim yapilarak belirlendi.

3.3. Genetik Materyallerin Karakterizasyonu
Izole edilen pDNA'lar; plazmid DNA’nim safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi,
elektroforetik hareketin degerlendirilmesi ve restriksiyon enzim analizi ile plazmit

DNA’nin dogrulanmasi yontemleri ile karakterize edildi.
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3.3.1. Plazmit DNA'nin Safhiginin ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

izole edilen pDNA'nin safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 260 ve 280 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile absorbans Ol¢iimii yapildi. pDNA 1XTE
tamponunda ¢6ziildii. Daha sonra pDNA ¢d6zeltisinden bir miktar alinarak belirli bir
oranda diliie edildi ve 260-280 nm dalga boyunda spektrofotometre (Thermo Electron

Corparation Multiskan Spectrum) ile absorbans 6l¢iimii yapildi.

Plazmit DNA saflig1 Asgomeo oranina gore degerlendirildi. OD280 ¢ozeltideki protein
miktarini; OD260 ise DNA miktarin1 gosterir. Bu oranmn 1.8-2.0 arasinda ¢ikmasi

pDNA' nin saf oldugu bilgisini verir.
pDNA konsantrasyonu ise asagida verilmis olan denkleme gore hesaplandi.
PDNA konsantrasyonu= Azs X 50 X Diliisyon faktorii

3.3.2. Elektroforetik Hareketin Degerlendirilmesi

Izole edilen pDNA'larin biiyiikliikleri %1'lik (a/h) hazirlanan agaroz jel elektroforezi
yontemi kullanilarak degerlendirildi. Agaroz jelde tampon c¢ozeltisi olarak 1XTBE
kullanildi. TBE c¢ozeltisi asagida anlatildig: gibi hazirlands.

TBE ¢ozeltisi (Tris- Borik Asit- EDTA): 0.5 M EDTA hazirlamak i¢in 186.1 g disodyum
EDTA 1L dH,0O'da ¢oziildii ve NaOH ile pH 8'e ayarlanarak daha sonra filtreden
gecirildi. 1 L TBE ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 54 g Tris baz ve 27.5 g borik asit tartilip
tizerine 20 ml 0.5 M EDTA eklenerek 1L'ye tamamlandi ve pH 8.3 ayarlandi.

pSIH-puro-STAT3 shRNA pDNA ve LV-RFP pDNA'st % 1'lik (a/h) agaroz jel
elektroforezinde 90 v sabit elektrik akiminda 45 dakika yiritildi (BIOrad) ve
goriintiileme (KODAK Image Station 2000min) yapildi.

3.3.3. Restriksiyon Enzim Analizi ile pDNA'nin Dogrulanmasi

Plazmit DNA'larin iizerinde belirli spesifik tanima bolgeleri vardir. pPDNA haritasinda
restriksiyon enzimlerinin pDNA'y1 hangi biiyiikliikte kesecegi bilgisi verilmektedir. Bu
bilgiler dahilinde uygun enzimler kullanilarak izolasyon yapilan pDNA'nin dogru olup

olmadig1 dogrulandi.
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pDNA'lar uygun endoniikleaz enzimler tarafindan kesildikten sonra, agaroz jel
elektroforezinde goriinen DNA bantlarina bakilarak dogruluklar1 degerlendirildi. pSIH-
puro-STAT3 shRNA pDNA Kpnl ve EcoRI enzimleri kullanilarak kesildi. Kesim islemi
20 pl reaksiyon ortaminda gergeklestirildi. 1 ul pDNA, 1 ul Kpnl ve EcoRI enzimi, 2 ul
hizli pargalama tamponu (green buffer, Thermofisher) ve 15 ul enjeksiyonluk su
eklenerek 20 pl ye tamamlandi ve 37°C'de 30 dk su banyosunda enzim aktivitesi igin
bekletildi. Enzim ile kesilen pDNA % 1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
degerlendirildi.

LV-RFP pDNA's1 Notl, Kpnl ve EcoRI enzimleri kullanilarak kesildi. Kesim iglemi 20
ul reaksiyon ortaminda gergeklestirildi. 1 pul pDNA, 1 ul Notl, Kpnl ve EcoRI enzimi, 2
ul hizli pargalama tamponu (green buffer, Thermofisher) ve 14 ul enjeksiyonluk su
eklenerek 20 pl ye tamamlandi ve 37°C'de 15 dk su banyosunda enzim aktivitesi i¢in
bekletildi. Kesilen pDNA % 1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
degerlendirildi.

3.4. Tasiy1c Sistemlerin Hazirlanmasi

In vitro transfeksiyon ¢alismalarinda pDNA'y1 hiicre icine aktarmak icin yiiksek, orta ve
diisiik molekiiler agirlikli kitosan (dogal) ve dallanmis ve dogrusal polietilenimin
(sentetik) polimerleri kullanildi. Tasiyict sistemin amaci pDNA'y1 serumda bulunan

niikleazlara kars1 korumak ve pPDNAnin stabil kalmasini saglamaktir.

Kullamlan maddeler
1. Yiiksek molekiil agirlikli kitosan (YMA) (Fluka ~600.000 Mw): Stok ¢o6zelti
2mg/ml olacak sekilde %]1'lik (h/h) asetik asit kullanilarak hazirlandi ve pH 4.5-

5.5 olarak ayarlandi.

2. Orta molekiil agirlikli kitosan (OMA) (Fluka ~400.000 Mw): Stok ¢ozelti 2
mg/ml olacak sekilde %1' lik (h/h) asetik asit kullanilarak hazirlandi ve pH 4.5-
5.5 olarak ayarlanda.
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3. Diisiik molekiil agwhikli kitosan (DMA) (Fluka ~150.000 Mw): Stok ¢ozelti 2
mg/ml olacak sekilde %1'lik (h/h) asetik asit kullanilarak hazirlandi ve pH 4.5-

5.5 olarak ayarlandi.

4. Sodyum tripolifosfat, 85% (Na- TPP, Sigma aldrich 238503): Stok ¢ozeltisi 0.4
mg/ml, 0.55 mg/ml ve 0.84 mg/ml olacak sekilde hazirlandi ve pH 8.0 olarak

ayarlandi.

5. Dogrusal polietilenimin (LPEI) (Polysciences, Inc Cat. No. 23966~25.000mw):
Stok ¢ozelti Img/ml olacak sekilde hazirlandi ve pH 7.0 olarak ayarlanda.

6. Dallanmus polietilenimin (BPEI) (Sigma Aldrich 408727 average Mw~25.000 by
LS): Stok ¢ozeltisi 1mg/ml olacak sekilde hazirlandi.

3.4.1. Kitosan Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Kitosan nanopartikiilleri DMA, OMA ve YMA kitosan ve sodyum tripolifosfat (Na-
TPP) ile iyonik jelasyon yontemi kullanilarak hazirlandi. Iyonik jelasyon yontemi,
pozitif yikli kitosan ile negatif yiiklii ¢apraz baglayici Na-TPP'nin oda sicakliginda
iyonik etkilesimine dayanir (Calvo ve ark., 1997).

Kitosan nanopartikiilleri, Tablo 3.3’de belirtilen Na-TPP/Kitosan agirlik/agirlik (a/a)
oranlarinda hazirlandi. Kitosan ¢ozeltisinin pH’1 5.5 ve Na-TPP c¢ozeltisinin pH’1 8
olarak ayarlandi. Hazirlanan kitosan ¢ozeltisi iizerine, manyetik karistirici tizerinde Na-
TPP c¢ozeltisi damlatilarak eklendi. Tiim karistirma islemleri 500 rpmde 10 dakika
gerceklestirildi.
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Tablo 3.3. Kitosan nanopartikiillerinin hazirlandig oranlar

c Kitosan Cesitleri
s
a 3 \i Disiik Orta Yiiksek
[ % £ molekiil molekiil molekiil
g aglrllkll KOD aglrllkll KOD agirlikl KOD
N kitosan kitosan kitosan
(2 mg/ml) (2 mg/ml) (2mg/ml)
04
1:4 D14 1:4 014 1:4 Y14
0.55 1:4 D24 1:4 024 1:4 Y24
1:1 D31 1:1 031 11 Y31
0.84 13 D33 13 033 13 | Y33
1:5 D35 1:5 035 1:5 Y35
1:7 D37 1:7 036 1:7 Y37

3.4.2. Kitosan Nanopartikiil -pDNA Komplekslerinin Hazirlanmasi

Tablo 3.3 de belirtilen oranlarda hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin hepsi
lug/ul LV-RFP plazmit DNA ile 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1 ve 6:1 (h/h) oraninda karistirildi
ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak kitosan nanopartikiil-pDNA
kompleksleri hazirlandi. Tim nanopartikiil formiilasyonlarinin pDNA ile kompleks
olusturabilme 6zelligi % 1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi.

3.4.3. Polietilenimin ile Tasiyic1 Sistemlerin Hazirlanmasi

Izole edilen pDNA'mn hiicre igerisine tasinmasinda sentetik yapida; yiiksek molekiil
agirlikl, dallanmig (BPEI) polietilenimin ve diisitk molekiil agirlikli, dogrusal (LPEI)
polietileimin kullanildi. Her iki polietilenimin polimerinin ¢ozeltisi dH,O iginde 1
mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanarak pH’1 7'ye ayarlandi ve kullanilmak

uzere +4°C'de saklandi.
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3.4.4. Polietilenimin-pDNA Poliplekslerinin Hazirlanmasi

1 mg/ml stok konsantrasyonda hazirlanan BPEI ve LPEI polimerleri ile 1 pg/ul LV-RFP
pDNA's1 Tablo 3.4'de belirtilen pDNA/polietilenimin oranlarinda karistirilarak, 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Tablo 3.4. Polietilenimin ve pDNA poliplekslerinin hazirlandig1 oranlar (a:a)

Polietilenimin
Dallanmig Dogrusal
polietilenimin polietilenimin
(BPEI) KOD 1 ™ LpEN) KOD

(1 pg/pl) (1 pg/pl)
1:1 L1 1:1 Bl
LV-NQ 1:2 L2 1:2 B2
PDNA 1:3 L3 1:3 B3
1pg/ul 1:4 L4 1:4 B4
1:5 L5 1.5 B5
1.6 L6 1.6 B6

3.5. Tasiyic1 Sistemlerin Karakterizasyonu

Kitosan ve PEI polimerleri kullanilarak hazirlanan pDNA tasiyict sistemler, boyut ve
zeta potansiyelleri o6lgiildiikten sonra, transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilds,
transfeksiyondan sonra sitotoksik ozellikleri ve serum stabiliteleri degerlendirildi.
Sitotoksisite ¢aligmasi 3-(4,5-dimetiltiyazol -2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT)
testi ile, serum stabilite deneyi %1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi.

Boyut ve zeta potansiyel dl¢gtimii igin Malvern Zetasizer ZEN3600 kullanilda.

3.5.1. Tasiyic1 Sistemlerin Yiiklerinin ve Boyutlarmin Olgiilmesi

Hazirlanan tasiyict sistemler 1:1000 kat seyreltilerek yiikleri (zeta potansiyel) ve
boyutlar 6l¢iildii. Hazirlanan tasiyict sistemlerin yiik (zeta potansiyel) ve boyutunun
Olciilmesi bu tasiyict sistemlerin karakterizasyonu agisindan onemli parametrelerdir.
Olgiim yapilan cihazin ¢alisma prensibi, dinamik 151k sa¢ilimi kullanilarak seyreltik

cozelti icerisindeki kiigiik parcaciklardan sagilan 1518in siddetinin ve degisiminin
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Olgiilmesi temeline dayanir. Sagilan 15181in  siddetindeki degisim, pargacigin
blyiikliigline, ortamin vizkozitesine, ortamin sicaklifina ve pargacigin hareketine
baghdir. Sagilan 15181 agis1 ve siddeti Ornegin parcacik boyut dagilimini belirler.
Parcacik igerisinden gecen 1s18in sacgilma agisi pargacik boyutuna baglidir. Parcacik
boyutu diisdiikce sagilma agis1 logaritmik olarak artar. Boyutun kiiclik olmasi tagiman

genetik materyalin hiicre i¢ine girmesini kolaylastirir.

Zeta potansiyel parcacik ile icinde bulundugu ¢oézelti arasinda olusur. Pargaciklar
arasinda itme ve c¢ekme kuvveti olusturur. Bir c¢ozelti igerisindeki aymi yiikteki
parcaciklar birbirlerini iter, zit yiikteki pargaciklar ise birbirini ¢eker. Bu ¢ekme ve itme
kuvveti pargacigin zeta potansiyel degerine baglidir. Zeta potansiyel Slgiimii Doppler
prensibi kullanilarak elektrik alan1 uygulanan parcaciklarin hizinin 6l¢imii esasina
dayanir. Zeta potansiyel degeri, parcacigin i¢inde bulundugu ¢6zeltinin pH degeri ile
degisir.

3.5.2. Tasiyic1 Sistemlerin Serum Icerisindeki Stabilitelerinin Degerlendirilmesi
Hazirlanan pDNA tastyici sistemlerinin pDNA'y1 serumda bulunan niikleazlara karsi
koruyup korumadigini degerlendirmek i¢in hazirlanan formiilasyonlar %10 FBS serum
iceren DMEM igerisinde 30 dk ve 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda
% 1'lik (a/h) sodyumdodesilsiilfat (SDS, Sigma L4390) ile deney sonlandirildi ve serum
icerisindeki stabilitesi %1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezinde degerlendirildi (Akbaba ,
2010).

Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-
glutamin): Bir sise toz besiyeri ve 3,7 g sodyum bikarbonat 800 ml distile su iginde
¢oziildii ve pH 7.4 ayarlandiktan sonra 1 litreye tamamlandi. Steril kabinde 0,22 pmlik
filtre ile filtreledikten sonra, 10 ml penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (Biological
Industries) amfoterisin ve sodyum piruvat eklendi. Serumlu DMEM i¢in %10 oraninda

1s1 ile inaktive edilmis FBS (Fetal Sigir Serum, Biochrom AG) eklendi.

3.5.3. Tasiyia1 Sistemlerin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi
Tasiyict sistemlerin sitotoksisitesi MTT testi ile degerlendirildi. MTT testi, hiicre

canliligint ve proliferasyonunu test etmek igin kullanilan ydntemlerden biridir.
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Yontemin temeli, canli hiicrelerin metabolik aktivitelerinin Ol¢iimiine dayanir. Canli
hiicreler,ortamdaki MTT’yi renkli formazan kristallerine doniistiirir. Ortaya ¢ikan
formazon kristallerinin miktar1, ¢6ziinmelerini takiben 570-630 nm’de spektrofotometrik
olarak belirlenebilir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak
daha ¢ok aktivite gdsterdigi i¢in, bu yontem hiicre canliligini ve sitotoksiteyi 6l¢gmenin
yaninda, hiicre proliferasyon oranina da isaret eder. Suda ¢dziinen bir tetrazolyum tuzu
olan MTT, tuz ¢ozeltileri ile hazirlandiginda sarimtirak bir ¢6zelti halindedir.
Tetrazolyum halkasinin dehidrogenaz enzimleri tarafindan par¢alanmasi sonucu MTT
mor renkli, ¢dziinebilen formazana doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrileri
araciligiyla gerceklesir. Olusan bu formazan bir ¢oziicii yardimiyla ¢oziiliir ve ortaya

cikan kolorimetrik reaksiyon spektrofotometrik olarak okunup miktar tayini yapilir.

MTT (5 mg/ml) Cozeltisi
MTT (AppliChem, A2231) 5 mg tartildi ve 10 ml 1X PBS i¢inde ¢oziildi. Steril kabinde
0,22 um filtreden gegirilerek +4°C’de karanlikta muhafaza edildi.

MTT testi igin, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda kiiltiire edilmis olan hiicrelere, 100 pl
besiyeri varliginda 20 pul MTT ¢ozeltisi (5 mg/ml) eklendi ve 4 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Siire sonunda besiyeri uzaklastirildi ve 100 ul DMSO (Sigma D8418) eklendi, 5
dakika calkalandiktan sonra spektrofotometrede 570-640 nm'de absorbans Ol¢iimii

yapildi.

3.6. Transfeksiyon Calismalari

Hazirlanan tiim Kitosan nanopartikiill:pDNA kompleksleri ve dallanmis ve dogrusal PEI
pPDNA  poliplekslerinin gen aktarim etkinlikleri transfeksiyon ¢alismasiyla
degerlendirildi. Transfeksiyon ¢aligmasi asagida anlatildig: sekilde yapilda.

Kullanilan Cozeltiler
Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-
glutamin): Bolim 3.5.2'deki gibi hazirlandi.

Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS): 8 g NaCl (Sigma S9888), 0,2 g KCI (Sigma P9541), 1,44
g NaH,PO, (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma) tartildi ve 800 mldH20O iginde
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¢ozildi. Cozeltinin pH’s1t NaOH ile 7.4°¢ ayarlandi ve toplam hacim distile su ile 1
litreye tamamlandi. Hazirlanan c¢ozelti steril kabinde 0,22 um vakumlu filtreden

gegirildi.
Tripsin-EDTA Cozeltisi: 1X Tripsin-EDTA ¢6zeltisi (Biochrom AG, L2133) kullanildi.

3.6.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Petri kabinda {retilen hiicreler, petri yiizeyinin yaklasik %80’ini kapladiklarinda
pasajlandi. Bunun i¢in, besiyeri ¢ekilerek atildiktan ve 5 ml PBS ile yikandiktan sonra, 2
ml Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 3-5 dakika inkiibatorde bekletildi. Hiicreler
yiizeyden ayrilmaya baslaymca 8-10 ml serumlu besiyeri ile slispanse edilerek santrifiij
tiptine alind1 ve 125g de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve pellet 10 ml
serumlu besiyerinde homojenize edilerek petrilere dagitildi. 4T1 hiicrelerinin

yogunluguna gore pasaj yapildi veya besiyeri degistirildi.

3.6.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Petrilerin ylizeyini yaklasik %80 oraninda kaplayan hiicreler, PBS ile yikanip Tripsin-
EDTA c¢ozeltisinde 3 ila 5 dakika inkiibatorde bekletildikten sonra serumlu besiyeri
eklendi ve 125 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra ¢okelti, %5
DMSO ve % 95 FBS karisimiyla siispanse edilerek Cryo.s™ tiiplere boliindii (1 petriden
yaklagik 3 adet). Alkol igeren kaplarda 1 gece -80°C’de bekletildikten sonra sivi azot

tankina aktarildi.

3.6.3. Hiicrelerin Sayimi

Thoma laminda hiicre sayimina hazirlik olarak hiicreler tripsinle kaldirilarak besiyerinde
stispanse edildi. Bu siispansiyondan 100 pl alinarak 1 ml ependorf i¢cinde 100 pl Trypan
Blue boyasi ile karistirilarak pipetaj yapildi. Hiicre zarmin biitlinliigii bozuldugunda
Trypan Blue boyasi hiicre igerisine girerek sitoplazmay1 boyamaktadir. Canli hiicreler
Trypan Blue boyasini gecirmediklerinden islem sonucunda mikroskopta parlak sari

renkte, Olii hiicreler ise mavi renkte goriiliir.

Hiicre sayisinin belirlenme formiilii = Hs X Do X Ss
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(Hs/ Hiicre sayis1, Do/ Diliisyon orani, Ss/ 0,1 mm®te gerceklestirilen saymmin 1 ml
hacimdeki karsiliginin bulunmasi ve standart sonug¢ elde edilmesi amaciyla kullanilan

sabit say1/ 10.000).

Thoma laminda 0,1 mm® hacimde sayim yapilir. 1 kiiglik kare olarak belirtilen kare
prizmanin hacmi = 0,005 mm x 0,05 mm x 0,1 mm = 0,00025 mm?® = 1/4.000 mm®tiir.
Bir sayim alaninda 16 x 25 = 400 kii¢iik kare oldugundan,

toplam sayim hacmi = 0,00025 mm® X 400 = 0,1 mm® diir.

On transfeksiyon c¢alismalar1 i¢in LV-RFP plazmit DNA's1 ve Tablo 3.3 ve 3.4'de
verilmis formiilasyonlar kullanildi. 4T1 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 30.000/
kuyucuk olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra 70-80% doluluga ulasmis 4T1 hiicreleri 1X
PBS ile yikandi. Daha sonra, %10 FBS iceren 100 ul DMEM besi yeri ile karistirilan
formiilasyonlar 4T1 hiicreleri tizerine eklenerek; 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakildi. 4
saatin sonunda eski besiyeri, taze besi yeri ile degistirildi. 24., 48. ve 72. saatlerde
floresan  mikroskobunda (Olympus CKX41 Mikroskop) 1simalara bakilarak

transfeksiyon etkinligi degerlendirildi.

On transfeksiyon ¢aligmalarinda basarili bulunan LV-RFP plazmit DNA’y1 hiicrelere
aktarabilen formiilasyonlarin transfeksiyon yetenekleri daha sonra pSIH1-puro STAT3
shRNA pDNA's1 ile degerlendirildi. Uzerinde puromisin direng geni tagtyan pSIH1-
puro STAT3 shRNA pDNA'sinin transfeksiyon ¢aligmalarindan 6nce ilk olarak

optimum puromisin konsantrasyonu belirlendi.

3.6.4. pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA'simn Transfeksiyonu icin Optimum
Puromisin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA'sinin transfeksiyon etkinligini degerlendirmek i¢in
oncelikle 4T1 hiicresi i¢in optimum puromisin konsantrasyonu belirlendi. pSIH1-puro
STAT3 shRNA pDNA's1 lizerinde puromisin direng geni bulunmaktadir. Plazmit
DNA’y1 aktardigimiz hiicreler puromisin diren¢ genine sahip olacagindan puromisin
iceren ortamda direng gostererek canli kalacaktir. Puromisin diisiikk antibiyotik
konsantrasyonlarinda, hizli hiicre 6liimiine neden olan hizli bir etkiye sahiptir. Yapigkan

(adherent) memeli  hiicreleri 2-5 ug/ml konsantrasyonlarinda  duyarlidir
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(www.thermofisher.com Erisim tarihi 12 Aralik 2017). Bu nedenle 4T1 hiicreleri igin
hiicreleri tamamen Oldiirmeyen dozu belirlemek amaciyla puromisin konsantrasyonu
belirlendi. Bu konsantrasyonlar insan meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan diger
calismalarda kullanilan oranlara gore belirlendi. Puromisin uygulamasindan 24 saat 6nce
96 kuyucuklu plakalara 30.000/kuyucuk hiicre ekildi ve puromisinin 0.1, 0.5, 1, 2.5 ve 5
pg/ml  konsantrasyonlart uygulandi. Sonucglar 48 saat sonra MTT yapilarak

degerlendirildi.

3.7. Hiicrenin Migrasyon Hizinin Degerlendirilmesi

Hiicrenin  migrasyon hizi yaygm olarak kullanilan yara iyilesmesi (Wound
Healing/Scratch Assay) yontemi ile degerlendirildi. Bu tez g¢alismasinda kullanilan 4T1
fare meme kanseri hiicre dizisi ¢ok fazla metastaz yapan bir fizyolojiye sahiptir ve meme
kanseri hiicre hatlarinda bu parametrenin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir. pSIH1-
puro STAT3 shRNA pDNA'sin1 basarili bir sekilde aktararak STAT3 genini baskilamak

ve hiicrenin migrasyon yeteneginin durdurulmasi amaglandi.

Kullanilan cozeltiler

DMEM besiyeri: Boliim 3.5.2'deki gibi hazirlandu.
Fosfat tampon ¢éozeltisi (PBS): Bolim 3.6'daki gibi hazirlandu.

Hiicrenin migrasyon hizin1 degerlendirmek icin LV RFP pDNA'st ile yapilan
transfeksiyon ve sitotoksisite ¢aligmasi sonucunda belirlenen formiilasyonlar kullanildi.
Transfeksiyon ve sitotoksisite calismasi sonucunda belirlenen formiilasyonlar Tablo
3.5'de verildi. 4T1 hiicreleri 24 kuyucuklu plaklara 150.000/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. 24 saat sonra doluluk orani %90 oldugunda 10ul steril pipet ucu ile ¢izik
olusturuldu ve PBS ile yikandi. Hazirlanan bu formiilasyonlar uygulandi ve uygun
kosullarda 37°C'de inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatin sonunda %10 FBS
iceren DMEM taze besiyeri ile degistirildi. 0., 24., 48 ve 72. saatlerde goriintii alind1
(Olympus CKX41 floresan mikroskop).

Ayrica formiilasyonda kullandigimiz polimerlerin hiicreye tek basina etki edip

etmeyecegi degerlendirildi. Uygulanan miktarlar Tablo 3.6'da verildi. Hiicreye
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uygulanan polimerler 4 saat inkiibasyona birakildi ve sonra eski besiyeri taze besi yeri

ile degistirildi. 0., 24., 48 ve 72. saatlerde goriintii alind1 (Olympus CKX41 floresan

mikroskop).

Tablo 3.5. Hazirlanan polietilenimin:pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA kompleksleri

Kod Polipleksler a:a h:h
(ng/ng) (ul/pl)
L1S LPEI:pSIH1 puro- STAT3 shRNA pDNA 1:1 2:2
L2S LPEI:pSIH1 puro- STAT3 shRNA pDNA 2:1 4:2
L3S LPEI:pSIH1 puro- STAT3 shRNA pDNA 3:1 6:2
B1S BPEI:pSIH1 puro- STAT3 shRNA pDNA 1:1 2:2
B2S BPEI:pSIH1 puro- STAT3 shRNA pDNA 2:1 4:2
CPS Ciplak pSIH1 puro- STAT3 shRNA pDNA 2
K Kontrol hiicre
Tablo 3.6. Kullanilan dallanmis ve dogrusal polietilenimin miktarlari
Kod Polimer Miktar
LPEI/1 Dogrusal polietilenimin I pg
LPEI/2 Dogrusal polietilenimin 2 g
LPEI/3 Dogrusal polietilenimin 3ug
BPEI/1 Dallanmig polietilenimin I pg
BPEI/2 Dallanmis polietilenimin 2ug
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4. BULGULAR

4.1. Genetik Materyalin Eldesi ve Karakterizasyonu

Deneysel ¢alismalarimizda LV-RFP (Addgene #plazmit 26001) ve pSIH1-puro-STAT3
shRNA pDNA (Addgene #plazmit 26596) kullanildi. Escherichia coli bakteri hiicresi
icinde bulunan LV-RFP plazmit DNA’simin izolasyonu Bolim 3.2.2°de anlatildig
sekilde; pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA’sinin izolasyonu Bolim 3.2.3’de anlatildigi
sekilde yapilmistir.

izole edilen pDNA'lar; plazmit DNA’nim safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi,
elektroforetik hareketinin degerlendirilmesi ve restriksiyon enzim analizi ile plazmit

DNA’nin dogrulanmasi yontemleri ile karakterize edildi.

4.1.1. Plazmit DNA'nin Safhiginin ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi
izole edilen pDNA’larmn saflik ve konsantrasyonlar1 Boliim 3.3.1°de anlatildig1 sekilde
hesaplanmistir. Konsantrasyonlar1 1.7-2 pg/ul, safliklar: 1.8-2.0 araliginda hesaplandi.

4.1.2. Elektroforetik Hareketin Degerlendirilmesi ve Restriksiyon Enzim Analizi
Izole edilen pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA ve LV-RFP pDNA'larmnin elektroforetik
hareketi Boliim 3.3.2°de; dogrulugu Boliim 3.3.3°de anlatildig: sekilde belirlenmistir.

pSIH1- puro-STAT3 shRNA pDNA'sinin Kpnl ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile
tanima bolgelerinden kesildigi Sekil 4.1’de; LV-RFP pDNA'sinin Notl, Kpnl ve EcoRI

restriksiyon enzimleri ile tanima bdlgelerinden kesildigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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20000 bg
5000 bg

1500 bg

Sekil 4.1. Restriksiyon enzim kesimi yapilan pSIH1- puro-STAT3 shRNA pDNA'min agaroz jel
elektroforez fotografi

Ornek 1: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)
Ornek 2: pSIH1- puro-STAT3 shRNA pDNA (7048 bg)

Ornek 3: Kpnl ve EcoRl restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan 6rnek

7000 bg

1500 bg

Sekil 4.2. Restriksiyon enzim kesimi yapilan LV-RFP pDNA'nin agaroz jel elektroforez fotografi

Ornek 1: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)

Ornek 2: LV-RFP pDNA (7539 bg)

Ornek 3: Notl, Kpnl ve EcoRlI restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan 6rnek

4.2. Tastyic Sistemlerin Hazirlanmasi

pDNA'y1 serumda bulunan niikleazlara karsi korumak ve pDNA'nin stabil kalmasini
saglamak amaciyla B6liim 3.4.1 ve 3.4.3°de anlatildig1 sekilde kitosan nanopartikiilleri

ve polietilenimin ¢dzeltisi hazirlandi.

4.2.1. Kitosan Nanopartikiil- pDNA Kompleks Olusumunun Degerlendirilmesi

On calismalarda kullanmak {izere yiiksek, orta ve diisiik molekiil agirlikli Kkitosan
nanopartikiilleri Bolim 3.4.2°de anlatildigi sekilde LV-RFP plazmit DNA’s1 ile
komplekslestirildi. Tablo 3.3'de verilen oranlarda hazirlanmis kitosan nanopartikiilleri

ile pDNAMnin kompleks olusturup olusturmadigi agaroz jel elektroforezi ile
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degerlendirildi. D33, O33 ve Y33 kodlu kitosan nanopartikiillerinin ve pDNA’nin
elektrostatik etkilesim ile kompleks olusturdugu sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil
4.5'de gosterilmistir. Ciplak plazmit DNA ile karsilagtirildiginda komplekslerin

kuyucukta kaldig1 ve jel tizerinde hareket etmedigi goriildii.

Sekil 4.3. D33:pDNA kompleks olusumunun agaroz jel elektroforez fotografi
Ornek 1: DNA molekiil agirlik standarti (1 kb plus DNA ladder Thermo)
Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (LV-RFP pDNA)

Ornek 3: D33:LV-RFP pDNA 1:1 (h:h)

Ornek 4: D33:LV-RFP pDNA 2:1 (h:h)

Ornek 5: D33:LV-RFP pDNA 3:1 (h:h)

Ornek 6: D33:LV-RFP pDNA 4:1 (h:h)

Ornek 7: D33:LV-RFP pDNA 5:1 (h:h)

Ornek 8: D33:LV-RFP pDNA 6:1 (h:h)
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Sekil 4.4. O33:pDNA kompleks olusumunun agaroz jel elektroforezi fotografi
Ornek 1: DNA molekiil agirlik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)
Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (LV-RFP pDNA)

Ornek 3: 033:LV-RFP pDNA 1:1 (h:h)

Ornek 4: 033:LV-RFP pDNA 2:1 (h:h)

Ornek 5: 033:LV-RFP pDNA 3:1 (h:h)

Ornek 6: 033:LV-RFP pDNA 4:1 (h:h)

Ornek 7: 033:LV-RFP pDNA 5:1 (h:h)

Ornek 8: 033:LV-RFP pDNA 6:1 (h:h)

Sekil 4.5. Y33:pDNA kompleks olusumunun agaroz jel elektroforezi fotografi
Ornek 1: DNA molekiil agirlik standarti (1 kb plus DNA ladder Thermo)
Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (LV-RFP pDNA)

Ornek 3: Y33:LV-RFP pDNA 1:1 (h:h)

Ornek 4: Y33:LV-RFP pDNA 2:1 (h:h)

Ornek 5: Y33:LV-RFP pDNA 3:1 (h:h)

Ornek 6: Y33:LV-RFP pDNA 4:1 (h:h)

Ornek 7: Y33:LV-RFP pDNA 5:1 (h:h)

Ornek 8: Y33:LV-RFP pDNA 6:1 (h:h)



4.2.2 Polietilenimin-pDNA Polipleks Olusumunun Degerlendirilmesi

Polietilenimin - LV-RFP pDNA Polipleksleri

On calismalarda kullanmak iizere, dallanmis ve dogrusal polietilenimin ve LV-RFP
pDNA  Tablo 3.4’deki oranlarda Bolim  3.4.4’de  anlatildign  sekilde
komplekslestirilmistir. Hazirlanmig olan poliplekslerin agaroz jel elektroforezi
fotograflar Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de goriilmektedir.

Dogrusal polietilenimin ile pPDNA’nin polipleks olusturdugu; c¢iplak pDNA kuyucuktan
hareket ederken poliplekslerin hareket etmeyerek kuyucukta kaldigi Sekil 4.6'da

goriilmektedir.

Sekil 4.6. Dogrusal polietilenimin:pDNA poliplekslerinin agaroz jel elektroforez fotografi
Ornek 1: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)

Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (LV-RFP pDNA)

Ornek 3: L1 1:1 (a:a)

Ornek 4: L2 2:1 (a:a)

Ornek 5: L3 3:1 (a:a)

Ornek 6: L4 4:1 (a:a)

Ornek 7: L5 5:1 (a:a)

Ornek 8: L6 6:1 (a:a)

Dallanmis polietilenimin ile pDNAnin polipleks olusturdugu; ¢iplak pDNA kuyucuktan
hareket ederken poliplekslerin hareket etmeyerek kuyucukta kaldigi Sekil 4.7'de

goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Dallanmig polietilenimin:pDNA poliplekslerinin agaroz jel elektroforez fotografi
Ornek 1: DNA molekiil agirlik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)

Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (LV-RFP pDNA)

Ornek 3: B1 1:1 (a:a)

Ornek 4: B2 2:1 (a:a)

Ornek 5: B3 3:1 (a:a)

Ornek 6: B4 4:1 (a:a)

Ornek 7: B5 5:1 (a:a)

Ornek 8: B6 6:1 (a:a)

Polietilenimin - pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA Polipleksleri

On ¢alismada kullandigimiz LV-RFP pDNA ile olusturulan poliplekslerin transfeksiyon
ve toksisite ¢alismalar1 sonucunda segilen oranlarda, terapotik amagla kullanilmak tizere
pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA ile polipleksler hazirlandi. Hazirlanan poliplekslerin
oranlari Tablo 3.5'de verilmistir. Ciplak pDNA kuyucuktan hareket ederken
poliplekslerin hareket etmedigi kuyucukta kaldig1 Sekil 4.8'de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Dallanmis ve dogrusal polietilenimin:STAT3 shRNA pDNA poliplekslerinin agaroz jel
elektroforezi fotografi

Ornek 1: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)
Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (STAT3 shRNA pDNA)

Ornek 3: B1S 1:1 (a:a)

Ornek 4: B2S 2:1 (a:a)

Ornek 5: L1S 1:1 (a:a)

Ornek 6: L2S 2:1 (a:a)

Ornek 7: L3S  3:1 (a:a)

4.3. Tasiyic1 Sistemlerin Karakterizasyonu
Tastyict sistemlerin karakterizasyonu amaciyla partikiil boyutlar1 ve yiikleri 6l¢iildii,
transfeksiyon etkinliklerinin degerlendirilmesinden sonra sitotoksik 6zellikleri ve serum

stabiliteleri belirlendi.

4.3.1. Tastyic Sistemlerin Partikiil Boyutlarinin ve Yiiklerinin Ol¢iilmesi

Kitosan Nanopartikiil-pDNA Kompleksinin Boyut ve Yiik Ol¢iimii

Kitosan nanopartikiil ve dallanmis ve dogrusal polietilenimin ile olusturulan
komplekslerin partikiil boyutlar1 ve yiikleri B6liim 3.5.1'de anlatildig1 sekilde olciildii.
D33, 033 ve Y33 kodlu kitosan nanopartikiil-LV-RFP pDNA kompleklslerinin partikiil
boyutlar1 ve yiikk degerleri Tablo 4.1'de gdosterilmistir. Kitosan nanopartikiilleri ile
transfeksiyon islemi gerceklesmedigi i¢in sadece yiikk ve boyutlar1 Olgiildii, serum

stabiliteleri ve sitotoksik 6zellikleri degerlendirilmedi.
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Tablo 4.1. Disiik, orta ve yiiksek molekil agirlikli kitosan nanopartikiilleri ve kitosan-pDNA
komplekslerinin boyut ve yiik degerleri

Ornekler Zeta Potansiyel (mV) Boyut (nm)
D33 +39.5 774
033 +56.6 752
Y33 +38.2 656
D33:pDNA 1:1 +4.27 210
D33:pDNA 2:1 +30.1 265
D33:pDNA 3:1 +27.9 350
D33:pDNA 4:1 +3.85 364
D33:pDNA 5:1 +28.2 479
D33:pDNA 6:1 +29.5 314

D: Diisiik molekiil agirlikli kitosan, O: Orta molekiil agirlikl kitosan, Y: Yiiksek molekiil agirlikli kitosan

Polietilenimin- pDNA Komplekslerinin Boyut ve Yiik Ol¢iimii

LV RFP pDNA'si1 ile yapilan on transfeksiyon ve sitotoksisite ¢aligmalari sonucunda

secilen polimer oranlarinda pSIHI1-puro-STAT3 shRNA pDNA ile polipleksler

hazirlanarak boyut ile yiik 6lgtimleri Boliim 3.5.1'de anlatildig sekilde yapildi. Segilen

poliplekslerin yiik (zeta potansiyel) ve boyut degerleri Tablo 4.2'de belirtilmistir.
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Tablo 4.2. Dallanmis ve dogrusal polietilenimin ve polietilenimin-pDNA komplekslerinin boyut ve yiik
degerleri

L1S L2S L3S B1S B2S

Dogrusal
polietilenimin
Dallanmis
polietilenimin

Zeta
potansiyel | +245 | +35.8 | +19.8 | +23.8 | +25.1 | +11.8 | +21.9
(mV)

Boyut

105 | 219.8 | 172.8 | 382 | 441 | 189.3 | 237
(nm)

4.3.2.Tastyic1 Sistemlerin Sitotoksisitelerinin Degerlendirilmesi

Tastyict  sistemlerin  sitotoksisite ~ degerlendirmeleri  sadece  transfeksiyonu
gergeklestirmis olan polietilenimin ile hazirlanmig formiilasyonlar igin yapildi.
Transfeksiyon calismast  sonrasinda hazirlanan  tasiyici  sistemlerin  hiicre
proliferasyonuna (sitotoksisite) etki edip etmedigini gostermek igin Bolim 3.5.3'de
anlatildigr sekilde MTT deneyi yapildi. Yapilan MTT deneyi sonucunda dallanmig
polietileniminin dogrusal polietilenimine gore daha toksik oldugu gozlendi.

Poliplekslerin hiicre prolifersyonuna etkisi Sekil 4.13'de gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Poliplekslerin hiicre proliferasyonuna etkisi (n=3)

K: 4T1 kontrol hiicresinin canliligi, Ciplak LV-RFP: Ciplak pDNA ile transfekte edilen 4T1

hiicresinin canlili§i, L1-6: Dogrusal PEI polipleksleri ile transfekte edilen 4T1 hiicresinin

canlilifi, B1-6: Dallanmig PEI polipleksleri ile transfekte edilen 4T1 hiicresinin canlilig1
Transfeksiyon ve MTT testi sonuglarina gore bundan sonraki pSIH1-puro STAT3
shRNA pDNA's1 ile yapacagimiz transfeksiyon ve hiicre proliferasyon ¢alismalarinda
kullanilacak olan formiilasyonlar belirlendi. pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA's1 ile
polipleksler hazirlamak i¢in dogrusal polietilenimin ile hazirladigimiz L1, L2 ve L3;
dallanmis polietilenimin ile hazirladigimiz B1 ve B2 formiilasyonlarinda kullanilan

polimer oranlar1 uygun bulundu.

4.3.3. Tasiyic1 Sistemlerin Serum Stabilitelerinin Degerlendirilmesi
Transfeksiyon ve sitotoksisite 6n g¢aligmalarindan sonra uygun bulunan polimer:;pDNA
oranlarinda hazirlanan poliplekslerin serum stabiliteleri degerlendirildi. Serum stabilite

degerlendirmesi Boliim 3.5.2'de anlatildig1 sekilde yapildi.

Serum (FBS) ile 30 dk inkiibasyon sonrasinda dallanmis polietilenimin ile hazirlanmis
B1S ve B2S kodlu poliplekslerin, dogrusal polietilenimin ile hazirlanmis L1S, L2S ve
L3S kodlu poliplekslerden daha stabil oldugu belirlendi. Poliplekslerin serum

igerisindeki stabiliteleri Sekil 4.9'da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Poliplekslerin 30 dk boyunca serum igerisindeki stabilitelerini gosteren agaroz jel elektroforezi
fotografi

Ornek 1: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)
Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA) (serumsuz)
Ornek 3: pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA %10 FBS iceren DMEM iginde
Ornek 4: B1S 1:1 (a:a)

Ornek 5: B2S 2:1 (a:a)

Ornek 6: L1S 1:1 (a:a)

Ornek 7: L2S 2:1 (a:a)

Ornek 8: L3S 3:1 (a:a)

Serum (FBS) ile 4 saat inkiibasyon sonrasinda dallanmis polietilenimin ile hazirlanmig
B1S ve B2S kodlu poliplekslerin, dogrusal polietilenimin ile hazirlanmis L1S, L2S ve
L3S kodlu poliplekslerden daha stabil oldugu belirlendi. Poliplekslerin serum
icerisindeki stabiliteleri Sekil 4.10'da gorildiigi gibidir.
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Sekil 4.11. Poliplekslerin 4 saat boyunca serum igerisindeki stabilitelerini gosteren agaroz jel elektroforezi
fotografi

Ornek 1: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)

Ornek 2: Ciplak plazmit DNA (pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA) (serumsuz)

Ornek 3: pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA %10 FBS iceren DMEM icinde

Ornek 4: B1S 1:1 (a:a)

Ornek 5: B2S 2:1 (a:a)

Ornek 6: L1S 1:1 (a:a)

Ornek 7: L2S 2:1 (a:a)

Ornek 8: L3S 3:1 (a:a)

4.4. Tasiyia1 Sistemlerin Transfeksiyon Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

Diisiik, orta ve yiliksek molekiil agirlikli dogal bir polimer olan kitosan ile hazirlanan
nanopartikiil pPDNA komplekslerinin 4T1 hiicrelerine transfeksiyonu gergeklestirilemedi.
Dogrusal ve dallanmis polietilenimin ile hazirlanan tasiyici sistemin basarili olup
olmadigini gérmek i¢in transfeksiyon caligmalarinda ilk énce LV-RFP plazmit DNA's1
kullanild1. LV-RFP plazmit DNA's1 ile hazirlanan poliplekslerin hiicre igerisine aktarilip
aktarilmadig1 ve gen ekspresyonunun basarili olup olmadigi, floresan mikroskop altinda
24., 48. ve 72. saatlerde kirmizi floresan proteinin ekspresyonuna bakilarak

degerlendirildi.

Kontrol grubu olarak LV-RFP plazmit DNA'si, polimerik tasiyicilar ile
komplekslestirilmeden, ciplak olarak transfekte edildi. Ciplak plazmit DNA kontrol
grubunda 24., 48. ve 72. saatlerde transfeksiyon gerceklesmedigi; polipleklser ile
transfeksiyoun gergeklestigi ve kirmizi floresan proteinin ekspresyonunun 48. ve 72.
saatlerde arttig1 gozlendi. Kontrol grubuna ait floresan mikroskop goriintiileri Sekil
4.12'de gosterilmistir.
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48. ve 72. saat sonuglarma gore pSIHI1-puro STAT3 shRNA pDNA ile hazirlanan
poliplekslerin transfeksiyon ¢alismalari i¢in B1, B2, L1, L2 ve L3 kodlu formiilasyonlar
secildi. Transfeksiyon caligmalarina ait floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14'de gosterilmistir.

24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.12. Ciplak LV-RFP pDNA ile transfekte edilen 4T1 hiicresine ait floresan mikroskop fotograflari
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24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.13. Dallanmis polietilenimin ve LV-RFP pDNA’s1 ile hazirlanmis polipleksler ile transfekte edilen
4T1 hiicresine ait floresan mikroskop fotograflar
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24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.14. Dogrusal polietilenimin ve LV-RFP pDNA’s1 ile hazirlanmis polipleksler ile transfekte edilen
4T1 hiicresine ait floresan mikroskop fotograflari

60



4.4.1.pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA ile Hazirlanan Poliplekslerin
Transfeksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Sitotoksisite ¢alismasi sonuglarina gore belirlenen L1, L2, L3, B1 ve B2 kodlu
formiilasyonlarda kullandigimiz polietilenimin:;pDNA oranlariyla pSIH1-puro STAT3
ShRNA pDNA's1 kullanilarak polipleksler hazirlandi ve transfeksiyon etkinligi
degerlendirildi.

Transfeksiyon ¢alismalarina baslamadan 6nce puromisin antibiyotiginin 4T1 hiicreleri
icin uygun konsantrasyonunu belirlemek i¢cin Boliim 3.6.4'de anlatildigi sekilde
konsantrasyon ¢aligmalar1 yapildi. 0.1 ug/ml konsantrasyonda hiicrelerin %70’inin canlt
kaldig1, 0.5 pg/ml konsantrasyonda ise hiicrelerin %20’sinin canli kaldigi1 gozlenerek,
hedeflenen %50 hiicre canliligi i¢in puromisin konsantrasyonu 0.3 pg/ml olarak tayin

edildi. Puromisin konsantrasyonlarina bagl hiicre canliligi Sekil 4.15'de goriilmektedir.
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Sekil 4.15. 4T1 meme kanseri hiicrelerinde puromisin konsantrasyonuna bagli hiicre canliligi

pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA’s1 iizerinde puromisin diren¢ geni bulundugu igin
transfekte olan hiicreler puromisin iceren ortamda canliligmi korur. 0.3 pg/ml
konsantrasyonda puromisin kullanilarak yapilan transfeksiyon calismasina ait 1s1k
mikroskobu goriintileri Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir. Plazmit
kullanilmadan puromisinin eklendigi kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda tim

polipleks formiilasyonlarinin 72. saate kadar hiicre canliligini korudugu goézlendi.
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24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.16. Dallanmis polietilenimin ve pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA’s1 ile hazirlanmis polipleksler
ile transfekte edilen 4T1 hiicresine ait 151k mikroskobu fotograflar: (K: Kontrol)
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24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT
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Sekil 4.17. Dogrusal polietilenimin ve pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA’s1 ile hazirlanmis polipleksler
ile transfekte edilen 4T1 hiicresine ait 151k mikroskobu fotograflar1 (K: Kontrol)
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4.5. Hiicrenin Migrasyonunun (Yara Iyilesmesinin) Degerlendirilmesi

4T1 hicrelerinin migrasyonunun degerlendirilmesi Bolim 3.7'de anlatildigi sekilde
yapildi. Hiicre plaklari iizerinde olusturulan yarik hiicrelerin migrasyonuyla kapanmakta
ve yara iyilesmesi gerceklesmektedir. Ciplak plazmit DNA tek basina hiicre igerisine
aktarildiginda, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hiicrenin migrasyonunu olumlu bir
etkisinin  olmadigi  gozlendi. Hazirlanan  poliplekslerin  migrasyona etkisi
degerlendirildiginde 72. saat sonunda B2S ve L3S kodlu poliplekslerin kanser
hiicrelerinin migrasyonunu yavaslattigi goriildii. Calismaya ait fotograflar Sekil 4.18-

20’de gosterilmistir.
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0. SAAT

24. SAAT

48. SAAT

72. SAAT

Sekil 4.18. 4T1 hiicresinin migrasyonun degerlendirilmesinde kontrol gruplarma ait 151k mikroskobu
fotograflar1 (K: Kontrol hiicresi, KpDNA: Ciplak pDNA nin aktarildig1 kontrol hiicresi)
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0. SAAT

B1S B2S

24. SAAT

48. SAAT

72. SAAT

Sekil 4.19. Dallanmis polietilenimin ve pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA’s1 ile hazirlanmis polipleksler
ile transfekte edilen 4T1 hiicresinin migrasyonuna ait 1s1k mikroskobu fotograflar
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48. SAAT 24 SAAT 0. SAAT

72. SAAT

Sekil 4.20. Dogrusal polietilenimin ve pSIH1-puro STAT3 shRNA pDNA’s1 ile hazirlanmis polipleksler
ile transfekte edilen 4T1 hiicresinin migrasyonuna ait 1s1k mikroskobu fotograflari
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Hiicre invazyon deneyinde kullandigimiz polimerin bir etkisi olup olmadigini
degerlendirmek i¢in hiicreler sadece formiilasyonlart1 hazirlarken kullandigimiz
oranlarda dogrusal ve dallanmis polietilenimin ile muamele edildi. Sonuglar
degerlendirildiginde, polimerlerin 72. saat sonunda kanser hiicrelerinin canliligi ve
migrasyon hizi iizerine bir etkisinin olmadig1 gozlendi. Caligmaya ait 151k mikroskobu

fotograflar1 Sekil 4.21 ve Sekil 4.22’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Dallanmis polietileniminin 4T1 hiicresi migrasyonuna ait 131k mikroskobu fotograflar
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Sekil 4.22. Dogrusal polietileniminin 4T1 hiicresinin migrasyonuna ait 151k mikroskobu fotograflar
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5. TARTISMA

Ucli negatif meme kanserinde 0strojen hormon reseptorii (ER), progesteron hormon
reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2 (HER2) reseptorleri
bulunmamaktadir. Nadir goriilen {i¢lii negatif meme kanseri oldukca agresif bir meme
kanseri ¢esididir. Kanser tedavisinde giincel tedavi yaklagimlart kemoterapi, radyoterapi,
cerrahi islem ve immiinoterapi ile tedavidir. Giliniimiizde meme kanseri tedavisinde
kullanilan hormon tedavisi ve hedefe yonelik ilaglarbu meme Kkanseri tiiriinde
kullanilamazken, bu kanser tiirii sadece kemoterapi ile tedavi edilmektedir. Son yillarda
kanser tedavisinde yeni bir tedavi segenegi olarak gen tedavisi yaklagimlari arastirilmaya
baglanmistir. Bu tez c¢alismasinda ftiglii negatif meme kanseri gen tedavisinde
kullanilabilecek yeni bir niikleik asit tasiyici sistem gelistirilerek, etkinligi

degerlendirildi.

Kanser gen tedavisi yaklagimlarinin ¢ogu etkili gen ekspresyonunun inhibisyonunun
saglanmasi1 amaciyla, short hairpin RNA (shRNA; tek iplik RNA hairpin loop
yapisinda), shRNA kodlayan plazmit DNA ve kiigiik engelleyici RNA (siRNA; cift iplik
RNA) igeren endojen gen ekspresyonunu diizenleyen sistemleri kullanma iizerine
olusturulmustur. Bu RNAI sistemlerin mRNA diizeyinde protein sentezini durdurdugu;
spesifik genlerin transkripsiyonunu engelleyen ya da gen ekspresyonunu translasyon
asamasinda inhibe eden bir mekanizmaya sahip oldugu literatiirde bildirilmistir (Dogini,
Pascoal ve ark., 2014).

Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT) hiicre i¢i sinyal iletimine aracilik
eder (Siveen, Sikka ve ark., 2014). Bu STAT ailesinden sinyal ileticisi transkripsiyon
aktivatorii 3 (STAT3) tiimor invazyonunda ve metastazinda pek ¢ok yolak iizerinden bir
cok kanser tiriinii tedavi etmek ya da Onlemek icin potansiyel hedef olarak
distiniilmektedir (Lin ve Karin 2007). Bu tez ¢alismasinda RNAi teknolojisi olarak
STAT3 geninin ekspresyonunu basklilayabilecek, shRNA geni klonlanmis pDNA;
kanser modeli olarak 4T1 fare meme kanseri hiicresi (3. evre insan meme kanserini taklit

eden) kullanildi. 4T1 fare meme kanseri hiicresinin ¢ok fazla metastatik 6zellikte oldugu
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yapilan Onceki ¢alismalarda gosterilmistir ve STAT3' iin daha ¢ok ii¢lii negatif meme

kanseri ile iligkili oldugu literatiirde bildirilmistir (Dai, Cheng ve ark., 2011).

Basaril1 ve etkin bir gen tedavisi icin genlerin hiicre igerisine tasiyici sistemler ile
aktarilmalar1 gerekmektedir. Cok daha giivenli viral olmayan gen tasiyici sistemler
alternatif niikleik asit tasiyict sistemler olarak kullanilmaktadir. Giivenli tasiyici
sistemlerin  gelistirilmesi i¢in, gen ekspresyonunu etkileyen fizikokimyasal ve
farmakokinetik problemlerin ¢oziilmesi gerekmektedir. Katyonik lipidler ve katyonik
polimerler gen tasiyici sistem olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu tez c¢alismasinda,
klasik kemoterapiden farkli bir yaklagimla, dogal ve sentetik polimerler ile, ticlii negatif
meme kanserinin tedavisinde kullanilabilecek yeni bir viral olmayan gen tedavi ajaninin
gelistirilmesi amaglandi. Tasiyici sistemlerin partikiil biiylikligii ve yapisi, yiikii gibi
parametreler tasiyici sistemin hiicre yiizeyi ile etkilesmesinde 6nemli rol oynamaktadir
ve hiicre icine alimim etkilemektedir. Genetik materyalin ¢iplak olarak hiicre icine
alinmasi biiylik boyutlu olmasi ve yiiksek negatif yiikii olmasindan dolay1 sinirlidir (Patil
ve Panyam 2009).

Bu tez calismasinda viral olmayan tasiyici sistem olarak polimerik yapidaki tasiyici
sistemler kullanildi. Disiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli dogal kitosan polimerleri ve
diisiik (dogrusal) ve yliksek (dallanmis) molekiil agirlikli sentetik polietilenimin
polimerleri kullanilarak hazirlanan tasiyici sistemler ile iiclii negatif 4T1 fare meme
kanseri hiicresinde STAT-3 gen ekspresyonunu susturabilecek shRNA kodlayan plazmit
DNA’nin etkin bir sekilde aktarilmasi ve meme kanseri gen tedavisi i¢in viral olmayan

yeni bir gen-ilag gelistirilmesi hedeflendi.

Gen aktarimi i¢in kullanilacak tasiyici vektoriin fizikokimyasal karakterizasyonu
yapilarak, serum stabilitesi, hiicre proliferasyonuna etkisi (Sitotoksisitesi), transfeksiyon
etkinligi ve meme kanseri hiicresinin migrasyonuna etkisi degerlendirildi. STAT-3
geninin ekspresyonunu baskilayacak ShRNA kodlayan plazmit DNA’nin hiicreye
transfeksiyonunu saglayacak tastyici sistem iki farkli polimer ile hazirlandi. Tasiyici
sistemlerin etkinliklerinin degerlendirilmesi ilk olarak tizerinde kirmiz1 floresan protein

geni bulunan model LV- RFP plazmit DNA kullanilarak yapildi. Calismalar sirasinda
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kullanilacak terapotik etkili pDNA ve model pDNA basarili bir sekilde ¢ogaltildi ve
saflik tayini yapildi. A260/280 orani DNA’nin safligin1 gosterir ve saf DNA
¢ozeltilerinin 260/280 orani 1.8-2 arasindadir (Chiang CL ve ark., 2005). Calismamizda
izole edilen pDNA’larin safligi bu aralikta bulundu. Restriksiyon enzimi kesimi
yapilarak pPDNA dogrulandi ve 6rnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. pDNA
bantlarmin molekiil agirliklarina uygun yerde c¢iktigi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de

gosterilmistir.

Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli dogal kitosan polimerleri ve TPP kullanilarak
iyonik jelasyon yontemi ile kitosan nanopartikiilleri hazirlandi (Calvo, Remunan-Lopez
ve ark., 1997). pLV-RFP ile kitosan nanopartikiillerinin kompleks olusturdugu oranlar
agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi. Komplekslere ait agaroz jel elektroforezi
fotograflar1 Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5'de gosterilmistir. Katyonik bir dogal polimer olan
kitosan negatif yiikli pDNA ile elektrostatik etkilesim gostererek kompleks
olusturulmustur. Ayn1 konsantrasyonlarda hazirlanan diisiik, orta ve yiiksek molekiil
agirlikli kitosanlarin pDNA baglama oranlar1 arasinda fark goriilmedi. Diisiik, orta ve
yiksek molekiiler agirlikli  kitosan nanopartikiilleri ile hazirlanan pDNA
komplekslerinin yiizey yiikii ve partikiil boyutlar1 Tablo 4.2'de verilmistir. Partikiil
boyutlar1 karsilastirildiginda; yiiksek molekiil agirlikli kitosan nanopartikiillerinin
boyutlarinin, orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan nanopartikiillerinin boyutlarindan
daha biiylik ¢iktigt gozlendi. Kitosan nanopartikiillerinin, pDNA kompleks
olusturmadan o6nce ve kompleks olusturduktan sonraki yiikk ve boyut degerleri
birbirinden farkli bulundu. Polimerin katyonik olmas1 ve pDNA'nin negatif yiike sahip
olmasi nedeniyle elektrostatik etkilesim ile kompleks olusmakta; buna gore pargacigin

yiizey ylikil ve boyutu degismektedir.

4T1 Tigcli negatif meme kanserine transfeksiyon caligmalarinda kitosan ile basari
saglanamayinca, calismada sentetik yapida yiiksek molekiil agirlikli (dallanmig) ve
diisiik molekiil agirlikli (dogrusal) polietilenimin polimerleri kullanilmistir. Dallanmig
polietilenimin yiiksek transfeksiyon etkinligi sergiler fakat oldukga sitotoksiktir; diisiik
molekiiler agirlikli polietileniminler biyolojik olarak uyumludur, ancak niikleik asitlerin

yetersiz baglanmasi, zayif alimi ve internalizasyonu nedeniyle daha az verimlidir
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(Breunig, Hozsa ve ark., 2008). Genellikle, dallanmig polietileniminin niikleik asit ile
kompleks olusturmasinin; ayni molekiiler agirliktaki dogrusal polietilenimine kiyasla
daha kolay oldugu ancak hiicre i¢ine alindiktan sonra ise niikleik asitin serbest
birakilmasmin dogrusal polietilenimine kiyasla daha zor oldugu onceki ¢alismalarda
gosterilmistir (Breunig, Hozsa ve ark., 2008). Polimer/pDNA kompleksleri hazirlanirken
amin/fosfat (N/P) orani veya agirlik:agirlik (a:a) oran1 kullanilir (Costa, Briscoe ve ark.,
2015). Bu tez c¢alismasinda polimer:pDNA kompleksleri agirlik:agirlik oram
kullanilarak hazirlandi. Hazirlamis oldugumuz poliplekslerin partikiil boyutu ve yiizey
yiikii Tablo 4.1'de gosterilmistir. Hiicre membrani negatif yiike sahiptir ve hazirlanan
polimerik tasiyicinin yiizey yiikiiniin pozitif olmast hiicre membrani ile etkilesimini

saglayarak, aktarilan genetik materyalin hiicre i¢ine girmesini kolaylastirir (Ulasov ve

ark., 2011).

pDNA tek basina (¢iplak plazmit) hiicreye aktarildiginda ortamda bulunan niikleazlar
tarafindan pargalanmaktadir. Tasiyic1 sistemler, genetik materyali niikleazlara karsi
koruyarak stabil kalmalarini saglamak ve hedef hiicreye tasiyabilmek amaciyla
gelistirilmektedir. Tasiyict sistem olarak lipid ve polimerik yapida hazirlanan viral
olmayan vektorler kullanilmaktadir. Katyonik polimerler pDNA'ya iyi baglanma 6zelligi
gosterir (Costa, Briscoe ve ark., 2015). Bu ¢aligmada katyonik polimer olarak dogal ve
sentetik polimerler kullanildi. Tasiyict sistemlerin serum igindeki stabilitelerini
degerlendirmek igin SDS salimli serum stabilite ¢alismasi yapildi (Akbaba, 2010). 30
dakika ve 4 saat inkiibasyon sonrasinda B1S ve B2S kodlu poliplekslerin L1S, L2S ve
L3S kodlu poliplekslerden daha stabil oldugu, c¢iplak plazmidin ise daha hizli
pargalandig1 gozlendi. Serum icerisinde stabilite ¢alismasina ait agaroz jel elektroforezi

fotograflar1 Sekil 4.9 ve 4.10'da gosterilmistir.

Transfeksiyon ¢aligmalarinda ilk olarak, gen aktarimmni floresan mikroskop ile
gozlemleyebilecegimiz, LV-RFP pDNA kullanildi. Transfeksiyon islemi sonrasi
hiicreler floresan mikroskop altinda degerlendirilerek, gen aktariminin basarilabildigi,
kirmiz1 floresan protein ekspresyonunun gozlendigi formiilasyonlar secilerek pSIH1-

puro-STAT3 shRNA pDNA'nin aktarimi igin kullanildi.
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Kitosan nanopartikiilleri farkli oranlarda denenmesine ragmen 4T1 meme kanseri
hiicresine transfeksiyon saglanamadi. Kitosanin dogalligin1 ve kalitesini etkileyen
baslica faktorler genis bir deasitilasyon derecesi ve molekiil agirhigidir. Deasetilasyon
derecesinin, basta ¢oziinme 6zelligi olmak {izere bir¢ok parametre lizerinde biiyiik etkisi
bulunmaktadir. Daha 6nceki yapilan calismalarda iyi bir ¢oziiniirliikk ic¢in kitosanin
minumum 9%75-80 deasetilasyon derecesine sahip olmasi gerektigi gosterilmistir.
Kitosan ile hazirlanan tasiyici sistemlerin transfeksiyon etkinligini; ¢oziindiigii ortamin
asit konsantrasyonu, pH, sicaklik ve viskozite gibi degisken parametreler etkilemektedir
(Vilchez ve ark., 2005). 4T1 meme kanseri hiicresinin ve kullandigimiz kitosan
polimerlerinin  6zelliklerinin transfeksiyonun gerceklesmemesine etkisinin oldugu

diistinildii.

Dogal polimer kitosan ile gergeklesmeyen transfeksiyon ¢aligsmasi bir diger polimer olan
sentetik polietilenimin ile yapildi. Polietileniminin dallanmis ve dogrusal formlari
kullanilarak hazirlanan LV-RFP pDNA polipleksleri ile 6n ¢alismalar gergeklestirildi ve
tiim poliplekslerde 72. saate kadar tranfeksiyon saglandi. Transfeksiyon ¢alismalarina ait
floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.13 ve Sekil 4.14'te verilmistir. LV-RFP plazmit
DNA'sinin hiicre icine basarili bir sekilde aktarilip aktarilmadigi, iizerinde bulunan
kirmizi  floresan proteinin  ekspresyon gostererek 1s1ma vermesi  sonucunda

degerlendirildi.

Hiicre proliferasyon hizinin belirlenmesi tlimor biyolojisinin temel parametrelerinin
anlagilmasinda, 6zellikle kanser gibi hastaliklarda 6nemlidir (Terzioglu, Keskin ve ark.,
2013). Hiicre proliferasyon testleri DNA sentezi, metabolik aktivite ve ATP igeriginin
Ol¢iimlerine bakilarak yapilan testlerdir. Bu c¢alismada hazirlanan polipleks
formiilasyonlarinin in vitro sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi yapilan MTT testi
sonucunda belirlendi. On ¢alisma olarak LV-RFP pDNA ile hazirlanan komplekslerin
hiicre sitotoksisitesi tizerine etkileri o6l¢iildi. MTT testi sonucunda dallanmis
polietilenimin ile hazirlanan poliplekslerin, dogrusal polietilenimin ile hazirlanan
poliplekslerden daha toksik oldugu gozlenmistir. Bulgular Sekil 4.9'da gosterilmistir.
Daha oOnce polietilenimin ile hazirlanan poliplekslerin toksisite ¢alismalarinda da

dallanmis polietileiminin dogrusal polietilenimine gore daha toksik oldugu bildirilmistir
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(Breunig, Bauer ve ark., 2008). Bu sonuglara gore toksik olmadigi belirlenen oranlar,
STAT-3 genini susturacak ShRNA kodlayan pDNA i¢in kullanildi.

On calismalarda belirlenen oranlarda hazirlanan pSIH1-puro-STAT3 shRNA pDNA
polipleksleri icin belirlenmis puromisin konsantrasyonunda transfeksiyon caligmalari
gerceklestirildi. 24., 48. ve 72. saatlerde alinan goriintiller Sekil 4.16 ve 4.17'de
verilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda polipleksler ile gen aktarimi yapilan

hiicrelerde transfeksiyonun gergeklestigi gézlendi.

Kompleksler icin aynm1 molekiiler agirlikta (25.000 Mw) dogrusal ve dallanmis
polietilenimin kullanildi. Genel olarak, dallanmis polietileniminin ayni molekiil
agirhiktaki dogrusal polietileniminden daha fazla avantaja sahip oldugu ve hiicre igine
girisi arttirdigi diisiintilmektedir (Breunig, Hozsa ve ark., 2008). Farkli 6zelliklerde ve
farkli oranlarda polietilenimin kullanilarak hazirlanan polipleks gen tasiyici sistemlerin
en etkini B2 kodlu dallanmig PEI ile 2:1 (a:a) polimer:DNA oraninda hazirlanan
polipleks formiilasyonu oldu. B2 polipleks formiilasyonunun zeta potansiyeli +21.9 mv,
partikiil boyutu 237 nm olarak 6l¢iildii. Tiim formiilasyonlara ait dlciilen degerler Tablo

4.1'de verilmistir.

Tez calismamizda migrasyon deneyi i¢in, yara iyilestirme modeli kullanilarak hiicrenin
hareket hizi degerlendirildi. 4T1 hiicresi ¢ogu timdr modelinin aksine oldukca
tiimorojenik ve invaziv 6zellik gdstermekte olup meme bezindeki primer tiimorden lenf
nodlart kan, karaciger, akciger, beyin ve kemik gibi farkli dokulara spontan olarak
metastaz yapabilir (Pulaski ve Ostrand-Rosenberg 2001). 4T1 fare meme kanseri hiicre
dizisi morfolojik olarak epitelyal hiicreye benzemektedir (ATCC CRL-259). 4T1
hiicresine mikroskopta baktigimizda yuvarlak ve fibroblast yapida heterojen bir goriintii
gorilmektedir.  Tablo  3.5'de  verilen oranlarda  hazirlamis  oldugumuz
polietilenimin:pSIH1-puro-STAT3 shRNA plazmid DNA polipleksleri ile yarik
olusturdugumuz 4T1 hiicrelerine transfeksiyon islemi yapildi. Ayrica Tablo 3.6'da
verilen tek basma dogrusal ve dallanmis polietilenimin ¢ozeltilerinin ve ¢iplak olarak
uygulanan pDNA'nin da hiicrenin hareket hizina etki edip etmedigi degerlendirildi. 0.,
24., 48. ve 72. saatlerde inverted mikroskop altinda goriintiileme yapildi. 4TI
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hiicrelerine transfeksiyonu yapilan dallanmis polietilenimin ile hazirladigimiz B2S kodlu
polipleks formiilasyonunun diger uygulanan polipleks formiilasyonlarina gore fibroblast
hiicrelerinin  hareketini  engelledigi, yuvarlak sekilde gordiigiimiiz hiicrelerin
kohezyonunu artirarak kiimelesmelerini sagladigi gozlendi. Sekil 4.19°da goruldiugi
gibi, her iki etki de 48. ve 72. saatlerde belirgin olarak artmistir. Bu etkinin polimer
kaynakli olup olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla polipleks formiilasyonlarinda
kullanilan dallanmis ve dogrusal polietilenimin polimerleri tek basina hiicreler ile
muamele edildi ve Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de goriildiigii gibi bu etkinin polimer
kaynakli olmadigi anlagildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Uglii negatif meme kanseri tiim meme kanserleri arasinda yaklasik %10 oraninda
gorlinen oldukca agresif bir kanser c¢esidi olup heniiz hedefe yonelik tedavi secenegi
bulunmadigindan giiniimiizde kemoterapi ile tedavi edilmektedir. Bu tez ¢alismasinda,
ticlii negatif meme kanserinin tedavisinde kullanilabilecek yeni bir gen tedavi ajaninin
gelistirilmesi amaclandi. Polimer yapisindaki gen tasiyici sistemler niikleik asitlerin
basarili bir sekilde hiicre i¢ine tasinmasinda kullanilan viral olmayan vektorlerdir. Viral
gen tastyici sistemlere gore istiinliikleri bulunan viral olmayan gen tasiyici sistemlerin
en bliylik sorunu etkin tasiyici sistemin optimum bir sekilde hazirlanmasidir. Bu tez
calismasinda klasik kemoterapiden farkli bir yaklasimla; diisiik, orta ve yiiksek molekiil
agirlikli dogal kitosan polimerleri ve diisiik (dogrusal) ve yiiksek (dallanmis) molekiil
agirlikli sentetik polietilenimin polimerleri ile li¢li negatif 4T1 fare meme kanseri
hiicresinde STAT-3 gen ekspresyonunu susturabilecek shRNA kodlayan plazmit
DNA’nin etkin bir sekilde aktarilmasi ile meme kanserinde gen tedavisi i¢in yeni bir

viral olmayan gen tedavi ajani, yani gen-ilag gelistirilmesi hedeflendirildi.

Belirlenen hedefler dogrultusunda Kitosan nanopartikiilleri ve polietilenimin
polipleksleri hazirlandi. Bu tasiyici sistemlerin karakterizasyonlar1 yapildi ve hiicreye
olan sitotoksisiteleri degerlendirildi. Diisiik, orta ve yiliksek molekiil agirlikli kitosan
nanopartikiilleri ile 4T1 hiicrelerine transfeksiyon saglanamazken; dogrusal ve dallanmis
polietilenimin polipleksler ile transfeksiyon basarili bir sekilde gerceklestirildi. Farkli
ozelliklerde ve farkli oranlarda polietilenimin kullanilarak hazirlanan polipleks gen
tasiyict sistemlerin en etkini B2 kodlu dallanmis PEI ile 2:1 (a:a) polimer:DNA oraninda
hazirlanan polipleks formiilasyonu oldu. B2S polipleks formiilasyonunun heterojen
hiicre yapisina sahip (yuvarlak ve fibroblast) ti¢lii negatif meme kanserinde fibroblast
hiicrelerinin hareketini engelledigi, yuvarlak hiicrelerin ise kohezyonunu artirarak
kiimelesmelerini sagladig1 goriildii. Bu bulgunun cerrahi islem ile tedavi segenegi igin de

olumlu bir gelisme olabilecegi diistiniilmektedir.
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Calisma sonucunda elde edilen bulgular protein tayin analizleri ve in-vivo ¢alismalar ile
desteklenerek, STAT-3 gen ekspresyonunun baskilanip baskilanmadigi ve dolayisiyla
STAT-3 ekspresyonuna bagli hangi genlerin ekspresyonunun nasil etkilendigi ortaya

¢ikarilmalidir.

Bu bulgular in-vivo pre-klinik ¢alismalar ile desteklendigi taktirde {iglii negatif meme
kanserinin tedavisi i¢in klinik ¢aligmalara aday toksisitesi dusiik, etkinligi yiiksek bir

gen-ilag gelistirilmis olacaktir.
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