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OZET

Amag: Bu tez calismasinda, meme kanserinde alternatif yeni bir tedavi yaklagimi olan
gen tedavisinin, etkili ve giivenli bir sekilde yapilabilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan, ideal

Ozelliklere sahip viral olmayan gen tasiyici sistemin gelistirilmesi amag¢lanmustir.

Yontem: Tez ¢alismasi kapsaminda meme kanseri hiicresi igerisine gen aktarilabilecek
nano boyutta vezikiiler sistemler hazirlanmis ve gen aktarim etkinligi, toksisitesi,
stabilitesi ve hemolitik aktivitesi incelenerek; gen ilagc olma potansiyeli
degerlendirilmistir. Meme kanseri hiicre hatt1 olarak ER (+), PR (+) ve HER2 (-) olan

MCF-7 insan meme kanseri hiicresi kullanilmigtir.

Bulgular: Hazirlanan niozomlar ile MCF-7 meme kanseri hucresine transfeksiyon
saglanmigtir. Dallanmig PEI pDNA ile 1:1 (h:h) oraninda komplekslestirilerek
polipleksler hazirlanmistir. Daha sonra, hazirlanan niozomlar ile komplesklestirilerek
niopolipleksler hazirlanmistir. Niozomlar 51. 89 nm partikul boyutu ve +28. 3 mv zeta
potansiyel  degerlerine  sahip ~ bulunmustur.  Niopoliplekslerin  toksisitesi
degerlendirildiginde; saglikli meme hicresi MCF-12A Uzerine toksik etkisi
gozlenmezken; MCF-7 meme Kkanseri hicresi Uzerine toksik etkisi gozlenmistir.
Niopolipleksler MCF-7 meme kanseri hicresi igin etkin niikleik asit tasiyici sistem
olarak tasarlanmistir. Niozomlarin 3 ay boyunca oda sicakliginda (25 °C) stabilitesi
degerlendirildiginde boyutu, yiikii ve morfolojik 6zellikleri degismemistir. Hemolitik
aktivite gosterdigi igin intravendz uygulama yolu disindaki uygulama yollari tercih

edilmelidir.

Sonug: Nanoboyutta hazirlanan niopolipleksler, nikleik asitlerin stabil ve etkin bir
sekilde MCF-7 meme kanseri hiicrelerine aktarilabilmesi ig¢in uygun tasiyici sistemler
olarak tasarlanmistir. Preklinik ve klinik ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra gen tedavisi

tibbi {irlinleri i¢in tasiyici sistem olarak kullanilabilme potansiyeli vardir.

Anahtar Kelimeler: kanser, meme kanseri, gen tedavisi, gen tedavisi tibbi Uriini,

niozom



ABSTRACT

Purpose: This study was performed to develop non-viral gene delivery systems with
ideal properties for efficient and safe use in gene therapy as an alternative treatment in

breast cancer.

Methods: Nano sized vesicular systems which can deliver genes into breast cancer cells
were prepared and their potential as a gene drug was assessed by investigating efficiency
of gene delivery, toxicity, stability and hemolytic activity. ER (+), PR (+) and HER2 (-)

MCF-7 human breast cancer cells were used as breast cancer cell lines.

Results: Transfection of MCF-7 breast cells was achieved by the prepared niosomes.
Polyplexes were prepared by complexing branched PEI with pDNA at a ratio of 1:1
(v:v). Polypexes were later complexed with niosomes to form niopolyplexes. Niosomes
had a particle size of 51.89 nm and a zeta potential value of +28.3 mV. Niopolyplexes
were non-toxic to normal breast cell line MCF-12A, but were toxic to MCF-7 breast
cancer cells. Niopolyplexes were designed as an effiecient nucleic acid delivery system
for MCF-7 breast cancer cells. Niosomes were stable at room temperature (25 °C) for 3
months with no changes in size, charge and morphological properties. Because of their
hemolytic activity they should be delivered by other administration routes than

intravenous delivery.

Conclusion: Nanosized niopolyplexes are designed as suitable delivery systems for
stable and efficient delivery of nucleic acids into MCF-7 breast cancer cells. They have
the potential to be used as a delivery system for gene therapy medicinal products after
preclinical and clinical studies.

Key words: cancer, breast cancer, gene therapy, gene therapy medicinal products,

niosome
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1. GIRIS

Tip alanindaki arastirmalarin ilerlemesiyle, insanlarda meydana gelen hastaliklarin
hicre, doku ve genlerle tedavi edilmesine dair ¢alismalarin sayisi gittikce artmaya
baslamistir. Kanserin genetik temelli bir hastalik oldugunun ortaya konmasi ile
hastaligin patogenezinde dnemli rol oynayan molekiiler etkenler aydinlatilarak, hastaliga
kars1 yeni tedavi stratejileri de gelistirilmeye baslanmistir. Bu yeni tedavi stratejilerden
bir tanesi de giinlimiizde popiiler hale gelen gen tedavisidir. Gen tedavisi; hastaligin
gelismesinden sorumlu kusurlu genleri diizeltmek icin, niikleik asitlerin (DNA veya
RNA) hastaya transfer edilmesidir. Gen tedavisi tibbi iirinleri Avrupa ilag Ajans
(EMA) tarafindan belirlenen siniflandirmaya gore, somatik hiicre tedavileri ve doku
miihendisligi riinleri ile ileri tedavi tibbi iiriinleri kapsaminda degerlendirilmektedir.
Gen tedavisi amaciyla kullanilan ilaglar, terapotik, profilaktik veya diagnostik bir etkiye
yol acan genleri igerir. Dokularda meydana gelen hasarlar1 onarmak, viicudun
islevselligini korumak icin eksiklerini yerine koymak ve istenmeyen genlerin
ekspresyonlarin1 engellemek amaciyla uygulanan ileri teknolojik iriinlerdir. Gen
tedavisinde terapotik 6zelligi olan genlerin, giivenilir, stabil ve etkin bir tasiyici ile hedef
hiicreye transfer edilmesi amaglanmaktadir. Genlerin hedef hiicreye aktarilmasinda viral
veya viral olmayan vektorler kullanilmakta; viral vektorlere olan iistlinliiklerinden dolay1

viral olmayan vektorler tercih edilmektedir.

Bu tez caligmasinda, meme kanseri hiicresine gen aktarimini saglayabilecek viral
olmayan bir tasiyict sistem olan farkli 6zelliklerdeki niozomlar, model bir gen tasiyici
sistem olarak hazirlanmis ve karakterize edilerek ilag olabilme potansiyeli
degerlendirilmistir. Literatiirde niozomlarin meme kanseri hiicresine gen aktariminda
kullanildig1 ¢aligmalara rastlanmamigtir. Bu g¢aligmanin sonucunda meme kanserine
neden olan genlerin ekspresyonlarini engellemek amaciyla gen susturma 6zelligine sahip
pDNA, siRNA, miRNA veya shRNA’y1 etkili, giivenli ve stabil bir sekilde hiicre i¢ine
tasiyabilen, diisiik toksisiteye sahip, nano boyutta, vezikiller yapida niozomlar
hazirlanmis olup; ileride preklinik ve klinik ¢aligmalarla desteklendigi takdirde meme

kanseri tedavisinde gen ila¢ olmaya aday bir gen tedavisi tibbi tirlinii gelistirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Kansere bagli morbiditenin ve mortalitenin her gecen giin daha da arttig1 goriilmektedir
(Fonseca de Jesus ve ark., 2019). Gunimizde yapilan g¢alismalarda diinya ¢apinda
kanserin hem insidans hem de 6liim oranlarinda artis egilimi gosterdigi bulunmustur.
Her yil meme kanseri tiim diinyada 500.000'den fazla kadinin o&liimiine neden
olmaktadir. Meme kanseri olan kadinlarin gogunlugu hastaligin ileri bir sathasinda teshis
edilirken bes yillik sagkalim oranlarima bakildiginda % 10-40 arasinda degistigi
goriilmektedir. Erken teshis ve temel tedavinin oldugu durumlarda, meme kanseri igin

bes yillik sagkalim oran1 % 80'ini bulmaktadir.

Yaygin olarak teshis edilen kanser tiirii meme kanseridir. Kadinlarda ilk sirada ve en sik
gorulen kanser tlrtdur. Meme kanseri, histolojik 6zelliklere ve reseptdr ekspresyonuna
gore smiflandirilan heterojen bir hastaliktir (Burke ve ark., 2019). Kanserin gelisim
stireci biylme sinyalleri, timor baskilayici genlerin ve onkogenlerin mutasyonlart,
anjiyogenez, smirsiz replikasyon, apoptozdan kagis, doku invazyonu ve metastazla
ilgilidir (Wirth ve Yla-Herttuala, 2014). Meme kanseri, timorun reseptér durumuna ve
insan epidermal biylme faktori reseptor-2 (HER2), O0strojen reseptori (ER),
progesteron reseptori (PR) gibi ¢esitli hedeflenebilir reseptorlere bagli olarak tedavi
edilmektedir. Meme tiimoérlerinin biiylik bir kisminda standart tedavilere direncli
metastaz ve ilag direnci gelismekte olup, hastaligin daha agresif alt tiplerinden biri olan
ucll negatif meme kanseri i¢in halen iyi hedeflenmis bir tedavi mevcut degildir (Gu ve
ark., 2016). Meme kanserinin progresyonunu kontrol altina almak ve tedavisini
saglamak i¢in, cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve hedeflenmis terapi olmak {iizere
birden fazla yontem kullanilmaktadir. Cerrahi, meme kanserinin operasyonu ig¢in
uygundur. Radyoterapi ya da sistemik tedavi yontemlerinin se¢imi, hastaligin seyri ve
siddetine baghdir (Xie ve Zeng, 2017). Tani cihazlarun ve gelismis adjuvan sistemik
tedavilerin uygulanmasi ile erken evre meme kanseri tedavisinde 6nemli ilerlemeler
kaydedilmis olsa da ne yazik ki, metastatik meme kanserli hastalarin tedavisinde
iyilesme orani oldukca disiiktiir. Bu ylzden, ileri safhadaki meme kanserinin
tedavisinde alternatif ya da tamamlayici tedavilere ihtiya¢ duyulmaya baslamistir. Meme
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kanserinin ve ilerlemesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalara dair artan veriler
sonucunda terapdtik genler ve gen tastyicilardaki gelismeler ile meme kanseri igin pek
cok yeni formiilasyon gelistirilmeye ¢alisilsa da onayalanmis gen tedavi Urlnl heniz
bulunmamaktadir. Kusurlu genleri diizeltme ve gen tedavisi yoluyla gen ekspresyonunu
modiile etme olasiligt meme kanseri i¢in umut verici bir tedavi stratejisi olarak ortaya
cikmigtir. Yenilik¢i tedavi stratejileri ve gen tedavisinin meme kanseri igin klinik
denemelerde uygulanmasimi  vurgulamaktadirlar. Gen tedavisi, meme Kkanseri
arastirmalarin1 etkileme potansiyeline sahiptir. Ozellikle geleneksel tedavilerle, RNAi
bazli terapoétiklerin klinik uygulamasini arttirmak icin daha fazla ¢aba gosterilmesi
gerekmektedir. Genom diizenleme ve kok hiicre tabanli sistemler dahil olmak tizere
yenilik¢i stratejiler, gen terapisinin klinik uygulamaya doniistiiriilmesine katkida
bulunabilir. Immiin temelli yaklagimlar, secilen meme kanseri hastalar1 igin cekici bir
terapotik firsat olarak ortaya ¢ikmustir (Bottai ve ark., 2017). Yapilan arastirmalarda
bizim ¢aligmamizda oldugu gibi ¢ogunlukla ER (-), PR (-) ve HER2 (-) olan ucli
negatif meme kanseri hiicresi olarak; 4T1 fare meme kanseri hicresi ve MDA-MB-231
insan meme kanseri hicre dizisi ile; ER (+), PR (+) ve HER2 (-) olan MCF-7 insan
meme kanseri hiicresi kullanilmistir. 4T1 meme kanseri hiicre hatt1 ilk olarak BALB/c
cins farelerden meme bezi dokusundan tretilmistir (Aslakson ve Miller, 1992). Klinik
Oncesi arastirmalarda, meme kanseri metastazim1 incelemek icin 4T1 hiicreleri
kullanilmaktadir. Hiicrelerin canli dokularda oldukga agresif olduklari bilinmektedir.
AT1 tumord, insan meme kanseri igin uygun bir deneysel hayvan modeli yapan birgcok
ozellige sahiptir (Pulaski ve Ostrand-Rosenberg, 2001). MDA-MB-231 hicresi;
epitelyal meme kanseri hiicre hattidir; metastatik meme adenokarsinomali 51 yasindaki
Asyal1 bir kadinin meme dokusundan elde edilmistir (Cailleau ve ark., 1978). Tipta en
sik kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan biridir. MDA-MB 231 hiicresi PR, ER ve
HER2 reseptorii bulundurmadigindan oldukca agresif ve invaziv l¢lii negatif meme
kanseri hiicresidir (Maharjan ve ark., 2018). Uclii negatif meme kanserinin molekuler
temelini anlamak bu nedenle cok o©nemlidir. MCF-7 hicre dizisi insan meme
adenokarsinoma hucre dizisidir. MCF-7 hicre dizisi PR(+) ve ER(+) HER2(-)
Ozelliktedir. Nanoteknolojinin gelisimi, tipta tasiyici sistemler basta olmak tizere kanser

teshisi ve tedavisinde biiyiik gelismelerin olugsmasini saglamistir.



2.2. Gen Tedavisi

Gen tedavisinin tanimint yapmadan dnce temel kavrami agiklamak gerekirse gen, DNA
molekiiliinde canlinin kalitsal 6zelliklerinden herhangi birini tasiyan, anlamli bir islevi
olan (protein kodlayan) bir birim, bir par¢asi iken genom bir organizmanin sahip oldugu
genetik sifrelerin tamamidir. Gen tedavisi; hastaya DNA, RNA, mRNA, siRNA, antisens
oligonikleotid gibi genetik bir materyalin aktarimi saglanarak hastanin tedavi
edilmesidir. DNA pargasmin hiicre icine girmesi islemine transfeksiyon denir. Hiicre
icindeki gene transgen adi verilir (Pahle ve Walther, 2016). Gen tedavisi, mutasyona
ugramis bir geni saglam kopyasi ile degistirmek, mutasyonlu bir genin ekspresyonunu
inhibe etmek, istenmeyen bir geni susturmak, eksik bir geni yerine koymak ya da
hastalikla savasmaya yardimci olacak terapotik geni hedef hiicrelerin niikleuslarina ya
da dokularina aktarmak icin kullanilan bir yontemdir. Gen tedavisi, kanser basta olmak
Uzere, Ozellikle genetik ve tedaviye direngli hastaliklarin tedavisi igin umut verici bir
yaklagimdir. Geleneksel tedavi sekillerine gore yan etki riski olusturmadan yiiksek bir
terapotik doz ile lokal olarak uygulanabilmesi sayesinde Ustiinliik tasimaktadir. Ayrica,
gen tedavilerinin ¢ogu tek sefer uygulanabilir ve uzun vadede maliyet agisindan etkili

olabilen tedavi yontemleri olarak da goze ¢arpmaktadir.

2.2.1. Gen Tedavisinin Tarihsel Streci

1944’te DNA’nin kesfiyle ilk gelismeler baslamis; James Watson ve Francis Crick
tarafindan DNA molekiluniin yapisinin aydinlatilmasi ile ¢alismalar daha da hiz
kazanmistir. DNA dizilimlerini spesifik olarak taniyan restriksiyon endonikleaz
enzimlerinin 1968 yilinda bulunmasiyla yapilan ¢aligmalar daha da anlam kazanmaya
baglamigtir. Rekombinant DNA teknolojisiyle 1977 yilinda bakterilerde insan
blyume hormonu (retilmesi  basarilmistir. Daha sonra insan insilin  geminin
klonlanmasiyla aragtirmalar iyice ivme kazanmaya baslamigtir. Polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) gelistirilmesinin ardindan kistik fibrosiz igin ilk genetik marker
belirlenmistir. 1990 yilinda yeni bir ¢ag agilmasi niteligindeki uluslararasi insan genom
projesinin baglatilmastyla ilk insan gen tedavisi gerceklestirilmistir (Wirth ve ark.,
2013).



2.2.2. Gen Tedavisi Yaklasimlar:
Gen tedavileri hiicre tiiriine gore, esey hiicrelere ve somatik hicrelere yapilan tedaviler
olarak smiflandirilirken uygulama sekli bakimmdan da ex vivo ve in vivo olmak (zere

siiflandirilmaktadir:

Esey Hiicre Tedavisi

Bu tedavide, hucrelerin g¢ekirdekleri ¢ikarildiktan sonra donoriin yumurtaligina verilir.
Genetik bozukluk ve kalitsal hastaliklarin tedavisinde etkili bir tedavi yaklasimi oldugu
diisiiniilse de yapilan degisiklikler soylar boyunca aktarilabilecek sekilde kalici oldugu
icin pek ¢ok iilkede etik agidan bu tedavi yontemi insan iizerinde uygulanmamaktadir.

Fakat mitokondriyel hastaliklarda kabul edilebilir bulunmaktadir.

Somatik Hucre Tedavisi

Bu tedavide terapotik genler, hastanin somatik hiicrelerine aktarildigi igin esey hiicre
gen tedavisinde oldugu gibi gelecek kusaklar boyunca bir aktarim s6z konusu degildir.
Gilinlimiizde yapilan somatik hiicre gen tedavisinde; islevini kaybetmis olan genlerin
yerine fonksiyonel genlerin verilmesi, mutant genin fonksiyonel kopyasiyla
degistirilmesi, gen ekspresyonunun inhibisyonu veya spesifik hucrelerin oldirtlmesi
yani intihar gen tedavisi seklinde yaklasimlar uygulanmaktadir (Smith ve Blomberg,
2017).

Ex Vivo Gen Tedavisi

Hastadan alinan hiicreler laboratuvar ortaminda ¢ogaltilir. Sonra bir vektorle saglikli
genler bu hiicrelere transfer edilir. Gen aktarimi1 olan hicreler laboratuvarda in vivo
olarak ¢ogaltilir. Hastaya geri verilir. Immiinolojik bir etkinin goriilmemesi ydntemin

avantajlarindan biri olarak gorilmektedir.

In Vivo Gen Tedavisi

Bu gen tedavisinde, terapotik gen bir vektor araciligyla dogrudan hastanin hiicrelerine ya
da dokularma aktarim yapilir. Burada en onemli olan tasarlanan vektoriin yalnizca
hedeflenen hiicreler tarafindan alinmasi veya bu hiicrelerde gen ekspresyonu yapilmasini

saglayacak ozelliklere sahip olmasidir (Shan ve ark., 2014).



2.2.3. Meme Kanserinde Gen Tedavisi Yaklasimlari

Kanserde gen tedavisinin amaci, saglikli hiicrelere mudahale etmeden kanser hticrelerini
yok etmektir. Bu amagcla onkogen aktivitesinin baskilanmasi, apoptozun indiiklenmesi,
immunoterapi, anti-anjiogenik tedavi, antisens oligonlkleotit ve RNA interferans
(RNAi) kaynakli yaklagimlar ve intihar gen tedavisi gibi farkli klinik yaklasimlar
mevcuttur (Vaseghi ve ark., 2017).

Onkogen Aktivitesinin Baskilanmasi

Transfeksiyon deneyleri ile onkogen ya da onkogenlerin timér olusumundan sorumlu
olabilecegi kanitlanmistir. Meme kanserinin temel nedenlerinden biri de onkogenlerin
asirt ekspresyonuna bagli tiimor olusumunun gerceklesmesidir. Burdan da anlagildigi
gibi onkogen aktivitesinin baskilanmasi, tiimor biliylimesinin baskilanmasina neden
olmaktadir. Meme kanserinde pek ¢ok onkogen teshis edilmistir. Meme kanserinde
yogun olarak protoonkogen c-erbB-2 (veya HER2/neu) calisilmaktadir. Asiri gen
ekspresyonu nedeniyle kanser patogenezinde rol oynamaktadir. Bu onkogen, meme
kanseri igin 6nemli bir belirte¢ olup; plazma membranina yerlesmis EGFR’ne benzer bir
membran reseptorudur. C-erbB-2 proteinin asir1 ekspresyonu meme kanseri hiicrelerinde
gosterilmistir (Kurebayashi, 2001)). Insan meme kanserinde HER-2 onkogeninin
ekspresyonu adenoviriis 5 E1A geniyle inhibe edilmistir. Adenoviris tip 5 E1A geni
eksprese edilen transkripsiyonel faktori kodlayan ilk viral kokenli gen GrinGdar.
Katyonik lipozom (DCC-E1A) ile gen tedavisine yonelik bir faz 1 ¢alismasi
bulunmaktadir (Xie ve Zeng, 2017).

Tumor Baskilayict Genler

TUmor baskilayict genler, kanser hucrelerinin kontrolsuz ¢ogalmasma engel olan
proteinleri kodlarlar. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar ve ekspresyonlarin
baskilanmast veya genlerin susturulmasi gibi durumlar kansere neden olmaktadir.
Meme kanserinde p53, p16, p27, p21, miR34a, let-7a miRNA, Rb, miR-145, BRCA-1,
BRCA-2, Rb, mda7 ve dekorin gibi timor baskilayici genlerin mutasyonlar1 veya
eksiklikleri goriilmiistiir. Bunlar arasinda p53 geni meme Kkanseri tedavisinde

calismalarda siklikla ele alinan tiimdr baskilayici gendir.



Tiimér Kaynakh Anjiyogenezin inhibe Edilmesi

Tumor hicrelerinin blyumesine neden olan anjiyogenez sirasinda cesitli biiyiime
faktorleri, prostaglandinler ortama salinarak bu uyariy1 baslatabilir. Bu nedenle kanser
gibi anjiyogenez ile seyreden pek ¢ok hastalikta anjiyogenez inhibitérlerinin kullanimina
iliskin yaklasimlar mevcuttur. Kanserde anjiyogenez inhibitorlerinin kullanimi ile timor
bilylimesi baskilanmaktadir. Onemli anjiyogenez inhibitorlerinden olan endostatin ve
anjiyostatin, bu anti-anjiyogenik genleri kodlayan plazmidler ile kompleks hale
getirilmis lipozomlarin meme kanser hicrelerini baskiladigi bulunmustur (Saka ve
Bozkir, 2012).

intihar Gen Tedavisi

Intihar gen tedavisi, 6n ilaglar1 metabolize eden genlerin tumor hiicrelerine verilmesiyle
yapilmaktadir. Bu tedavi yonteminde, 0n ilag aktifleserek toksik ilag kanserli hiicrelerin
oliimiini saglamis olmaktadir. Kanser hiicrelerini hedeflemek igin bu hucreler tzerinde
bulunan cesitli reseptorler hedef alimir. Bu gen tedavisinde yaygin olarak herpes
simpleks virtslerindeki timidin kinaz (HSV-tk) enzimini kodlayan genler kullanilir
(Zarogoulidis ve ark., 2013).

Immiinoterapi

Bu tedavideki amag, bagisiklik sistemini aktif hale getirilmesiyle timor hicrelerinin yok
edilmesidir. Timore spesifik antijen genlerinin as1 olarak kanser hiicrelerine aktarilmasi,
interlokin IL-2, IL-4, 1L-12, IL-18, ve INF-a gibi sitokinlerle bu hiicrelerin savunma
hlcrelerine duyarli hale getirilmesi ve monoklonal veya poliklonal antikorlarla tedavi

yaklagimlar1 bulunmaktadir.

Antisens Oligoniikleotit ve RNA Interferon (RNAi) Teknolojileri
Molekiiler temelli gen tedavi yaklagimlarindan biri olan antisens teknolojisi, gen
susturma yontemi olarak kanser ve genetik temelli hastalik tedavilerine yonelik ilag
gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Meme kanserine neden olan genlerin ekspresyonunu
spesifik olarak inhibe edebilen kisa tek zincirli DNA (ssDNA) molekillerin kullanimini
kapsayan bir teknolojidir (Brenner ve ark., 2013). Meme Kkanserinde Bcl-2,
metilentetrahirofolat rediktaz (MTHFR), c-myc, c-erbB-2, p21, protein Kinaz c-alfa
(PKC-a) gibi onkogenlerin antisens molekillerle inhibisyonu basarili bir sekilde
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yapilmistir. RNA interferans, transkripsiyon sonrasi sentezlenen mMRNA dizisine
homolog 21-23 niikleotitlik kisa RNA (siRNA) dizisi kullanilarak hatali genin
susturulmasidir. Meme kanserinin tedavisinde c-myc geninin RNAI ile susturulmasi
sonucunda MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin yok edildigi gorilmistiir (Stoff-Khalili ve
ark., 2006).

2.3. Gen Tedavisi Tibbi Urtinleri

Doku ve gen miihendisligi yontemleri kullanilarak islenen ve firetilen beseri tibbi
urinlerdir. Viicut dokularinda meydana gelen hasarlari onarmak, viicudun normal
islevini yerine getirmek icin eksikleri yerine koymak, bozulan dokunun biitiinliigiinii
saglamak amaciyla hastalara uygulanabilen ileri teknoloji Grtnleridir. Gen tedavi tibbi
urtnleri, somatik hiicre tedavi tibbi driinleri, doku miihendisligi tibbi iriinleri ve
kombine ileri tedavi tibbi tirtinleri ileri teknoloji Grlinleri sinifina girer. Gen tedavisi tibbi
urtnleri, sonradan in vivo olarak ekspresyonu yapilacak profilaktik, diyagnostik ya da
terapoOtik amagh genin, insan veya hayvan hicrelerine in vivo ya da ex vivo olarak
transfer edilmesiyle bir dizi tiretim islemi sonucunda elde edilen Grunlerdir. Ciplak
nikleik asit, kompleks nikleik asit, viral olmayan vektérler, viral vektorler ve genetik

olarak degisiklige ugratilmis hiicreler gen tedavisi tibbi tirlinlerine dahildir.

2.4. Gen Tasiyic Sistemler

Bir gen tedavisinin basarili olabilmesi i¢in DNA molekiillerinin hedef hiicrelere stabil
bir sekilde taginmasi gerekmektedir. Karsilagilan en 6nemli sorun DNA’nin hiicrelere
girme yeteneginin kisitli olusu ve DNA’nin serum niikleaz enzimleri tarafindan
degredasyona ugramasidir. DNA transfeksiyonu icin bir tasiyic1 vektore ihtiyac
duyulmaktadir. Bunlar viral vektorler ve viral olmayan vektorler olmak tizere iki gruba

ayrilmaktadir.

2.4.1. Viral Vektorler

Retroviris, adenovirus, adeno assosiye virls, herpes simpleks ve lentiviral vektorler
birgok hastaligin tedavisinde siklikla kullanilan viral gen tasiyici sistemlere Ornektir.
Retroviral vektorler, yiiksek entegrasyon kapasiteleri ve tasidiklart genetik materyalin
hedef genoma entegre olma etkinliginin yiuksek olmasi nedeniyle tercih edilmektedir.

RNA tasiyan retroviriisiin hedefe aktarimiyla viriisiin yapisinda bulunan ters trinskriptaz
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enzimi aktiflesir. RNA genetik materyali, DNA’ya cevrilerek genoma dahil olmus olur.
Retroviral gen aktariminda karsilagilan sorun, sadece smirli blyuklukteki genetik
materyalin aktarilabilmesidir. Terapotik geni tasiyan retroviriislarin hazirlanmasi igin
son teknolojiyle donanimli laboratuvarlara ihtiya¢ duyulmasi bunun yaninda da ylksek

maliyetinin olmas1 yontemin olumsuz yonlerindendir.

Adenoviral vektorler, her turlu hicreyi enfekte edebilen, yapimi ve ¢ogaltmasi kolay
olan, 10-12 kb’lik genleri aktarabilen vektorlerdir. Retrovirisler kadar defektif ve
nonimmiinojenik degillerdir. Aynm1 zamanli immiinosiipresif kullanilarak etkinlik
artirilabilir. Adeno assosiye virlsler, tek iplikli DNA virtsleri olup, etkinlik
gosterebilmek icin adenovirtslere ihtiyag duyarlar (Nunes ve Raper, 1996).
Biyogiivenlik acisindan avantajli gibi goriinse de uzun siireli ekspresyon saglamamasi
blyuk dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Blau ve Springer, 1995). Vektorde,
sadece virtsun uglardaki ters donmiis tekrarlarinin kalmasi yiiksek diizeyde giivenlik
saglamaktadir. Diger bir yandan kisa DNA dizileri tasimas: bu vektoriin kisitlayici
yonlerindendir (Gardlik ve ark., 2005). Herpes simpleks virus vektorleri, cift zincirli
DNA (dsDNA) virtsleridir. Cok sayida gen icerdigi i¢cin kompleks bir viristir (Young
ve ark., 2006). Lentiviral vektor, retrovirislerden koken almaktadir. Bu vektorler,
bolinmeyen hicrelere etki etmekte ve yuksek dizeyde gen ekspresyonu
saglayabilmektedir. Uygulama agisindan bakildiginda g0z, viral vektorlerin enjekte
edilebildigi ve secilen vektdriin tipine gore uzun siireli lokal etkinin olabildigi gen
tedavisi icin olduk¢a uygun bir organ olarak gériinmektedir. In vivo gen transferinde
adenovirisler, adeno assosiye virtsler ve lentivirislerin boluinmeyen hiicreleri enfekte
edebilmelerinden dolayi, retroviriislerde oldugu gibi secicilik yoktur. Yani hastalikli
dokulardaki htcrelerle normal hiicreleri de enfekte edebilirler. Viral vektorlerin
dezavantaji viruslerin rastgele genoma entegre olmasindan otiirii, genin yanlis bir yere
yerlesme olasilifinin olmasidir. Bu sebeple kanser ya da baska hastaliklara neden
olabilirler. Ancak glinimizde bu sorunlar1 ¢6zmek igin pek ¢ok aragtirma yapilmaktadir
(Aslanidi ve ark., 2013).



2.4.2. Viral Olmayan Vektorler

Bu vektorlerin tretimi viral vektorelerden daha kolaydir ve maliyetleri ucuzdur. Ayrica
hapsetme kapasiteleri ve biyogivenlikleri yiksektir. Bu nedenle son zamanlarda viral
vektorlere alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Hiicre igine alim mekanizmasi Sekil 2.1°de
gosterilmistir. Viral olmayan vektorler fiziksel, kimyasal ve tasiyici sistem olarak Uge
ayrilirlar. Bu vektorlerin diisiik gen transfer etkinligi ve kisa slreli ekspresyon
olusturabilme sorunlar1 vardir. DNA’nin negatif yiikiinii maskeleyerek DNA’y1 hicre igi
niikleaz degredasyonundan korumaya caligirlar. Viral olmayan vektorler viriislerden
daha cok tercih edilir. Clinkl immuinojenik degildirler, Uretimi kolaydir ve endistriyel
tiretim amaciyla biiylik 6lgekte tretilebilirler (David ve Doherty, 2017).

DNA/ mRNA/ siRNA/ miRNA

siRNA/ miRNA}

Endozomal vezikiil

Sitoplazma

(Jin ve ark., 2014)

Sekil 2. 1. Viral olmayan vektorlerin hiicre igine alim mekanizmasi

Fiziksel Gen Aktarim Yontemleri
Viral olmayan fiziksel yontemin en basit hali ¢iplak DNA’nin aktarimidir. Ciplak DNA

kullanimi dusiik toksisite, ucuz maliyet ve advers reaksiyonlarin olmamasi gibi avantajli
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ozelliklere sahip olmasma ragmen, dusik transfeksiyon etkinligi nedeniyle tercih
edilmemektedir (Wirth ve Yla-Herttuala, 2014). Bu ylzden gen tedavisi icin yiksek
etkinlikte terapotik geni hedef bolgeye tasiyabilmek, DNA’nin stabilitesi ve hiicre
membrani ile penetrasyonu artirmak icin viral olmayan tasiyici sistemlerle DNA’nin
kompleks olusturmas: gerekmektedir. Gen tasinmasinda DNA’nin aktarimi igin en
yaygin olarak kullanilan fiziksel yontemler gen tabancasi, elektroporasyon (elektrik
alan), sonikasyon (ultrason) ve hidrodinamik (yiiksek basingli) tasimadir. Bu yontemler,
plazma membrani boyunca hedef b6lgeye DNA aktarimini kolaylastirmaktadir (Riley ve
Vermerris, 2017).

Gen tabancasi ile gen aktarimi, yiiksek basingli helyum akimiyla hizlandirilmig plazmit
DNA kapli metal pargaciklarin bir dokuya bombardimani ile yapilmaktadir. DNA’nin

dogrudan sitoplazmaya hatta niikleusa aktarimi yapilmis olur (Manjila ve ark., 2013).

Elektroporasyon, hiicre membranmin gecici olarak stabilitesini bozarak kisa siireli
yiikksek voltaj uygulanmasiyla yapilan bir yontemdir. Aktarim yapilacak hiicre ve
plazmit DNA’nin uygulanan 2000-4000V’luk elektrik akimi ile hiicre membraninda
olusan porlardan DNA’nin hiicreye gecisini saglamaktadir. Daha sonra porlarin
kapanmasiyla DNA’nin hiicre igerisine aktarimi ger¢eklesmis olur (Al-Dosari ve Gao,
2009).

Sonikasyon, ultrason kullanilarak kavitasyon ile hiicre permeabilitesini arttirarak hiicre
membraninda olusan gegici porlardan DNA’nin sitoplazmaya pasif diflizyonla

tasinmasiyla gergeklesmektedir.

Kimyasal Gen Aktarim Yontemleri

Viral olmayan kimyasal gen tasiyici vektorler genellikle katyonik yapida lipit ve
polimerler olup DNA ile elektrostatik etkilesimle kompleks olusumunu saglayan
vektorlerdir. Katyonik ozellikleri sayesinde DNA’nin negatif yiikiinii baskilayarak
negatif yUkli hiicre membranlarindan gegisini saglamakta, DNA’y1 nukleaz
degradasyonundan korumaktadir (Panyam ve Labhasetwar, 2003). Ayrica bu vektorler,
doku ya da hucrelere hedeflendirilebilir ve boyutlar1 ayarlanabilecek sekilde

tasarlanabilir.  Gen aktariminda 6nemli  olan, vektor/DNA  kompleksinin
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biyouyumlulugu, hiicreye toksisitesi ve uygulama yoludur (Luo ve Saltzman, 2000; W.
Wang, Li, ve ark., 2013). Lipit ve polimerlerden olusan viral olmayan gen tasiyici
sistemler genellikle 10-1000 nm boyut aralifindaki polimerik ve metalik
nanopartikiller, lipozomlar, niozomlar, polimerik miseller, nanojeller, nanokapsuller,
dendrimerler, karbon nanottpler, nanokristaller ve kati lipit nanopartikilleri gibi pek ¢ok
sistemi kapsamaktadir. Bu sistemler, ilaglarin yani sira proteinler, peptidler, aptamerler,
DNA ve kicuk interferans RNA (SiRNA) gibi terapétik molekdllerin taginmasi icin
kullaniimaktadir.

Lipit tabanh gen tasiyici sistemler

Katyonik lipitler gen tasinmasi sirasinda siklikla kullanilmaktadir. Amfifilik yapidaki
katyonik lipitler, pozitif yukli hidrofilik bas ve hidrofobik kuyruktan olusurlar. Pozitif
yiiklii gruplan sayesinde, fizyolojik pH’da DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplariyla
kompleks olustururlar. Bu lipitler tek basina DNA tasiyicist olarak kullanildigi gibi
lipozom, niozom, nanopartikiill ve nanoemiilsiyonlarin yapisina katilarak da gen
aktarimmi saglarlar. Gen aktarirminda katyonik lipitlerin disinda  kullanilan
dioleyilfosfatidiletanolamin (DOPE) veya kolesterol gibi yardimei lipidler lipozomlarin,
niozomlarin faz gecisine neden olarak transfeksiyon etkinliklerini arttirmaktadir.
Lipidler hiicre membranina benzer yapilar oldugundan immiinojenite riskleri ¢ok

diisiiktiir (Zhao ve Huang, 2014).

Polimer tabanh gen tasiyici sistemler

Dogal veya sentetik yapidaki katyonik polimerler yapilarindaki amin gruplariyla
DNA’da bulunan negatif yiikli fosfat gruplari arasindaki elektrostatik etkilesim
sayesinde polipleks adi verilen stabil kompleksleri olustururlar. Bu sayede katyonik
polimer/DNA kompleksleri negatif yliklii membranlar ile etkilesim saglamakta, siki
paketlenme nedeniyle meydana gelen kigik boyut (<200 nm) hticresel bariyerlerden
gecisi kolaylastirmaktadir. Ustelik endositoz ile hiicresel alimi ve transfeksiyon

etkinligini de arttirmaktadir.

Gen tedavisi icin kullanilan pek c¢ok katyonik polimer bulunmaktadir. Bunlar
polietilenimin (PEI) basta olmak tzere poli (L-lizin)(PLL), poliamidoamin (PAMAM)
ve polipropilamin dendrimerler, poli (L-histidin)-graft-poli(L-lizin), Kkitosan, katyonik
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dekstran, katyonik peptitler ve jelatin diye devam etmektedir (Thomas ve Klibanov,
2003). Katyonik polimerler, DNA’nin sik1 paketlenmesiyle olduk¢a kii¢lik boyutta elde
edilmesi, stabilite, hedeflenebilirlik, c¢ok miktarlarda kolay Gretim, nikleaz
degradasyonundan korunma, diisiik immiin cevap ve toksisite gibi 0Ozelliklerine
bakildiginda lipit tabanl sistemlere gore daha fazla avantaja sahiptir. Bunlarin yaninda,
diisiik boyutlar1 ve ayarlanabilir fizikokimyasal ozellikleri, kanda kalis siireleri ve
yiiksek hiicresel alimlar1 son zamanlarda katyonik polimerleri daha c¢ekici hale
getirmistir (Taniyama ve ark., 2002). Katyonik polimerler arasinda yer alan
polietilenimin (PEI) yiiksek yiik yogunlugu nedeniyle niikleik asit taginmasi igin viral
olmayan gen tasiyict Sistem olarak siklikla kullanilan katyonik polimerlerden biridir
(Fernandes ve ark., 2013). Tez ¢alismamiz kapsaminda tasiyici sistemler hazirlanirken,
poli (2-etil-2- oksazolin) polimerinin kismi hidrolizi ile sentezlenen PEI katyonik

polimerinin bir ¢esidi olan dallanmis polietilen imin (BPEI) kullanilmistir.

Polietilenimin (PEI)

PEI ilk kez 1995 yilinda, istiin transfeksiyon yetenegi nedeniyle gen tasima
caligmalarinda altin standart olarak kabul edilmistir. PEI, dallanmis ve lineer (diiz)
olmak tizere iki farkli yapida bulunabilir. Yapisindaki yiiksek aminin neden oldugu
yuksek katyonik yik, plazmit DNA ve oligontkleotidler ile kompleks olusumunu
saglamaktadir (Shah ve ark., 2015).
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Sekil 2. 2. Dallanmus polietileniminin Kimyasal yapist

2.4.3. Nanotasiyic1 Sistemler

Son zamanlarda meme kanseri ve pek cok kanser tlrinin tedavisi icin nano 6lgekteki
(10-100 nm) terapotik sistemlerin kullanimi olduk¢a popiiler hale gelmeye baslamistir.
Bu sistemler, polimerik miseller, polimer-ila¢ konjugatlari, dendrimerler, lipozomlar,

niozomlar ve inorganik partikillerden olusmaktadir (Cesur ve Demir Dora, 2019).
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Geleneksel molekiler tedavi modellerine gore nanoterapotik sistemler kanser
tedavisinde yuksek yikleme kapasitesi, uzun sireli kan dolagimi, saglikli dokularda
azaltilmis toksisite ve arttirilmig anti-timor etkinlik gibi énemli avantajlara sahiptir.
Klinik ¢alismalarda daha once bahsedildigi lizere, lipopleks ve polipleksler gibi farkli
nano tastyicilar sayesinde ve biyoteknolojideki son ilerlemelerle, dokularin hedeflenmesi
ve akilli fonksiyonlara sahip tasiyicilar 6n plana ¢ikmaya baslamistir. Bu amfifilik
nanoyapidaki niozomlar, miseller, proteinler, antikanser ilaglari, siRNA, DNA gibi
cesitli terapotik ajanlart kanser hiicrelerine aktarabilme yetenegine sahiptir (Torchilin,
2006).

Nanokristal Kati lipid nanopartilziil

Polimerik
nanopartikiil

Lipozom

vak asidi

& Lipoilik iliclic
B lcrohilik dhear
asromclekiller

(L. Zhang ve ark., 2013)

Sekil 2. 3. Nanotastyict sistemler

Niozomlar (Non-Iyonik Siirfaktan Vezikilleri)

Lipozom bulunduktan yaklasik 10 yil sonra yag asitleri ve non-iyonik surfaktanlarla
vezikiler yapilar olusturabilir fikri ortaya atilmistir. Bu yeni olusan vezikiiller
lipozomlara benzer yapilardir (Ge ve ark., 2019). Non-iyonik strfaktan vezikuller ilag

tasiyicist olarak lipozomlara alternatif olarak gelistirilmistir. Lipozomlarin birgok
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avantajlart olmasina ragmen yapilarindaki fosfolipitler nedeniyle kimyasal stabiliteleri
diistiktiir. Yapilarindaki lipitlerin tasidigi ester baglar1 kolayca hidroliz olabilir.
Lipozomlarin bu gibi sorunlar1 arastirmacilar1 daha iyi bir sistem gelistirmeye

yoneltmistir (Phadungcharoen ve ark., 2018).

Niozom Olusumu

Non-iyonik siirfaktanlar genelde doymus siirfaktanlardir. Stirfaktanlarin ‘Hidrofil Lipofil
Denge’ (HLB) degerleri Tablo 3.1°de gosterilmistir. Hidrofilik bas grup bir eter bagr ile
alkil kismina baglanir. Vezikuler sistem, kolesterol ve tek alkil zinciri olan non-iyonik
stirfaktanlarla olusabilir. Bu sistem hidrate edilince ozmotik olarak aktif ve stabil bir

vezikiil elde edilmis olur (Handjani-Vila ve ark., 1979).

Tablo 2.1. Non iyonik siirfaktanlarin HLB degerleri

(Thakare ve ark., 2017)

Non Iyonik Siirfaktanlar HLB Degerleri
Span 20 (Sorbitan monolaurat) 8,60
Span 40 (Sorbitan monopalmitat) 6,70
Span 60 (Sorbitan monostearat) 4,70
Span 80 (Sorbitan monooleat) 4,30
Tween 20 (Polioksietilen 20/ sorbitan monolaurat) 16,7
Tween 80 (Polioksietilen Sorbitan Monooleat/ Polisorbat 80) 15,0
Brij 72 (Polioksietilen 2 stearil eter) 4,90
OYCHZ(CHZ)QCH;, 0O
o CH3(CH2]“—,CH2)LO OH 0
Hoh_© OH
OH OH
Sekil 2. 4. Span 20 kimyasal yapis1 Sekil 2. 5. Span 60 kimyasal yapis1
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Sekil 2. 6. Span 80 kimyasal yapisi

HO(CH2CH20),, JDCH;CH;},;DH

0" “CH(OCHzCH),OH ﬁ'
CH20—(CH2CH30),.1~CH2CHz0-C~CH3(CHz)sCHzCH=CHCH2(CHa)sCHs3

Sekil 2. 7. Tween 80 kimyasal yapisi

Niozomlarmn Yapisi

Non iyonik siirfaktanlarin hidrate edilerek olusturdugu kapali ¢ift tabakali yapilardir.
Niozomlar, genellikle kolesterol ile polioksietilen alkil eterler ve polioksietilen alkil
esterler gibi tek zincirli yiizey aktif molekillerinden olusan iyonik olmayan yuzey aktif

maddelerdir (Geusens ve ark., 2011).

(Ge ve ark., 2019)

Sekil 2. 8. Niozom yapisi
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Niozomlarin Avantajlari

Niozomlar, etkin maddenin etkisini uzatabilir, hedeflendirme yapilabilir, doz serbest
ilaca gore daha azdir, toksik Ozellikleri yok denecek kadar azdir, lipozomlardan daha
dayaniklidirlar. Coziiniirligi  diisik maddelerin - ¢oziiniirliigiinii  artirmada  da
kullanilabilir. Bu vezikiiller daha dayanikli olup daha ucuza uretilebilirler Gretilebilir
(Phadungcharoen ve ark., 2018).

Niozomlarin Stabilitesi

Eter bagi ve alkil zincirleri daha yiiksek kimyasal stabiliteyi saglamaktadir. Ayrica eterik
stirfaktanlar, esterik siirfaktanlara gore daha stabil yapilardir. Fakat esterik stirfaktanlara
gore daha ¢ok toksiktirler. Kolesterol ve yilik artirici maddelerin de eklenmesi

niozomlarin stabilitesini artirir (Azeem ve ark., 2009).

Niozom Hazirlama Yontemleri
Niozom hazirlama yontemlerinde prensip sirfaktan/lipit karistminin belli bir 1sida
hidrate edildikten sonra kullanim alanina gore ayarlanarak vezikiillerin boyutlarinin

kigultilmesidir.

Film hidrasyon yontemi

Surfaktan lipit karisimi bir organik solvan ile ¢ozilir. Yuvarlak tabanli balon jojedeki
karistmin organik solvan rotavaporda vakum uygulanarak ugurulur. Ince filmi 50-60
°C’de sulu faz ile hidrate edilir. Elle ¢alkalama yontemi de denmektedir (Yeo ve ark.,

2019). Bu galismamizda tasiyici sistemler bu yontem ile hazirlanmstir.

Eter enjeksiyon yontemi
Sirfaktan kolesterol karisimi dietil eterde ¢oziildiikten sonra 60°C’de sulu faza igne
ile enjekte edilir. Eter buharlastirilir. Bu yontemin dezavantaji ¢ozicunin tam olarak

ortamdan uzaklagtirllamamasidir (Pham ve ark., 2006).

Ters faz buharlastirma yontemi
Sirfaktan kolesterol karisimi kloroformda ¢ézilir. Yiklenecek etkin madde sulu fazda
cOzunur. Iki faz 4-5°C’de sonike edilir. Sonra kloroform diisiik basincta uzaklastirilir.
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Ardindan jel meydana gelir. Bu jel hidrate edilerek vezikiiller olusturulur (L. Wang ve
Pileni, 2016).

Proniozomlardan niozomlarin hazirlanmasi
Bu ydntemde suda ¢oziinebilen bir tasiyici siirfaktan ile kaplanmaktadir. Proniozom ad1
verilen kuru surfaktan filmi elde edilir. Faz gegis sicakliginin tizerinde sulu faz ile

hidrate edilmesi sonucunda niozomlar elde edilmis olur (Ahmad ve ark., 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar
3.1.1. Kullanmilan Biyolojik Materyaller

pPDNA vektorleri
pDNA vektori olarak LV-RFP (Addgene #plazmit 26001) kullanildi.
LV-RFP pDNA'si, ampisiline karsi diren¢ geni tasiyan ve ayni zamanda 7539 bg

uzunlugunda olan bir plazmittir.

MCF-7 hiicre hatt1
MCF-7 insan meme kanseri hucre dizisi (ATCC® HTB-22) kullanild:.

MCF-12A hiicre hatti
MCF-12A normal insan meme hiicre dizisi ((ATCC® CRL-10782™) kullanildi.

Kullanilan bakteri
pDNA'nin ¢ogaltilmasi i¢in konakg¢i bakteri hiicresi olarak Escherichia coli DH5a (E.
coli) susu kullanildi.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin listesi ve kullanim nedeni Tablo 3.1'de verildi.

Tablo 3.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Kullanilan cihazlar Kullanim sebebi

AutoclaveSystec VE55 Kullanilan ¢ozeltilerin strerilizasyonu
BiofugeStratosHeraeus pDNA izolasyonu

Bio-RAD PowerPac Basic Agaroz jel elektroforezi

19



Calkalamali Inkibatér SHEL LAB SI Series

Bakteri kalturt

Floresan Microscope

Hucre goruntileme

Heidolph Inkiibatér 1000

Bakteri kilturi

Heidolph MR3001 Manyetik Karistiric

Cozelti hazirlama

Heidolph Unimax 1010

Bakteri kilturi

KODAK Image Station 2000min

Agaroz jel elektroforezi

Mettler Toledo Hassas Terazi

Cozelti hazirlama

Olympus CKX41 Mikroskop

Hucre goruntileme

Olympus 1X2-UCB

Hucre goruntileme

Thermo Multiskan Spectrum

pDNA izolasyonu

ThermoScientific Heracell

CO»linkiibator

Hucre kiltird

ThemoScientific Orion Star A111 pH metre

Cozelti hazirlama

Heidolph Rotary Evaporator

Tastyici sistem hazirlama
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Bandelin Sonorex Tastyict sistem hazirlama

Bandelin Sonopuls Hd 2070 Tasiyici sistem hazirlama

The Malvern Zetasizer Nano Boyut ve yik él¢imi

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Sorbitan monooleat (Span 80; HLB 4.3) (Sigma Aldrich 1338-43-8 Mw 428.60 g/mol),
Polisorbat 80 (Tween 80; HLB 15) (Sigma Aldrich 9005-65-6 Mw 1310 g/mol),
Polietilen glikol oktadesil eter (Brij72; HLB 4,90) (Sigma Aldrich 9005-00-9 Mw 358.60
g/mol), Sorbitan monostearat (Span 60; HLB 4,70) (Sigma Aldrich 1338-41-6 Mw
430.62 g/mol), Sorbitan monolaurat (Span 20; HLB 8,60) (Sigma Aldrich 1338-39-2 Mw
346.47g/mol), Sorbitan monopalmitat (Span 40; HLB 6,70) (Sigma Aldrich 26266-57-9
Mw 402.57 g/mol), Polietilen glikol sorbitan monolaurat (Tween 20; HLB 16,7) (Sigma
Aldrich  9005-64-5 Mw 1228 g/mol), Kolesterol (3p-Hidroksi-5-kolesten) (Sigma
Aldrich >99% Mw 386.65 g/mol), Hekzadesiltrimetilamonyum bromur (CTAB) (Sigma
Aldrich 57-09-0 Mw 364.45 g/mol), Oktadesilamin (Sterilamin) (Sigma Aldrich 124-
30-1 Mw 269.51 g/mol), kloroform, metanol, etanol, distile su, dallanmis polietilenimin
(BPEI) (Sigma Aldrich 408727 average Mw~25.000 by LS): Stok cozeltisi 1mg/ml

olacak sekilde hazirlanda.

3.2. Genetik Materyalin Elde Edilmesi
Escherichia coli bakteri hiicresi icindeki LV-RFP plazmit DNA izolasyonu alkali lizis

yontemi ile yapildi.

Kullanilan Cozeltiler

Luria-Bertani Agar (Sigma Aldrich L2897): 35 g LB agar tartildiktan sonra 1 L dH>O'da
¢ozildi. 121°C'de 15 dakika otaklavlandi. Bu islemden sonra oda sicakliginda bekleyen
LB agar’a 100pg/ml ampisilin eklendi.
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Luria-Bertani Broth (Sigma Aldrich L3022): 20 g LB tartildiktan sonra 1 L dH»>O'da
¢ozildi. 121°C'de 15 dakika otaklavlandi. Bu islemden sonra oda sicakliginda bekleyen
LB broth’a 100pug/ml ampisilin eklendi.

Tris (Vivantis biochemicalMw:121.4 g/mol): 10mM Tris-Cl igin 30.285g tartildiktan
sonra 250 ml dH20'da ¢6ziindii. pH HCI ¢ozeltisi ile 8’e ayarlandi.

EDTA (Sigma aldrich Mw:372.2 g/mol): 0.5 M EDTA hazirlamak igin 9.306 g EDTA
tartildaktan 50 ml dH20O'da ¢oziindii. pH NaOH c¢ozeltisi ile 8'e ayarlandi.

3.2.1. Bakteri Hiicrelerinin Kati Besiyerine Ekimi
Tek koloni diisiirme teknigi ile farkli kolonilerin birbirinden ayrilmasi saglandi. 100

pg/ml ampisilin eklenmis LB agar besiyeri hazirlandi.

1. pDNA iceren E. coli stogundan alinan bakteri 6rnegi, petri yilizeyinin yaklagik

1/3'line steril 6ze ucu ile li¢ asamali olacak sekilde ¢izik olusturarak ekim yapildi.
2. Bakterilerin ¢ogalmasi icin petriler gece boyu 37°C'de inkiibatore birakildi.

3. Uremis olan kolonilerden tek koloni segilerek, daha énce hazirlanmis olan LB sivi

besiyerine ekim yapildi ve mini kiiltiir kuruldu.

4. Bakteri kiiltirii 37°C'de 200 rpm'de yaklasik 8 saat calkalanarak inkiibasyona
birakildi.

5. Daha sonra sivi LB ile mini kiltiirden maksi kaltir kuruldu.
6. Bakteri kulttrt 37°C'de 200 rpm'de calkalanarak 12 saat inkiibe edildi ve sonrasinda

plazmit DNA izolasyonuna gecildi.

3.2.2. LV-RFP pDNA izolasyonu
LV-RFP pDNA izolasyonu igin alkali lizis yontemi kullanildi (Sambrook ve ark.,
1989). Bunun igin gerekli ¢ozeltiler Tablo 3.2'de verildigi gibidir.
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Tablo 3.2. Alkali Lizis yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti | Cozelti 11 Cozelti 11

Glukoz 50mM, Sodyum Potasyum asetat (5M)
hidroksit 0.2 N

Tris-Cl (pH:8.0) 25mM Glasiyel asetik asit
SDS %1

EDTA (pH:8.0) 10mM Distile su

Alkali lizis yontemi su sekilde yapildi;

1. Bakteri kiiltirii 12.000 g'de 3 dakika santrifiij edilerek c¢oktiirme islemi
gerceklestirildi.

2. Siipernatant atildiktan sonra kalan pellet iizerine sogutulmus Cozelti 1 eklendi,

ardindan vortekslenip buz iizerinde 30 dakika bekletildi.

3. Taze hazirlanmig Cozelti II eklendikten sonra tiipler 5 kez hassas bir sekilde elle

calkalandi.
4. 3-4 dakika buz tzerinde bekletildi.

5. Buz ilizerinde sogutulmus Cozelti Il eklendikten sonra vortekslenerek 3-5 dakika

buz lizerinde bekletildi.
6. 12.000 g'de 5 dakika santrifujlendi.

7. %100 etil alkol eklendikten sonra 12.000 g'de 5 dakika santrifiijlenerek DNA’nin

cokmesi saglandu.

8. Cokmiis pellete 1 ml %70'lik etil alkol eklendi ve 12.000 g'de 5 dakika

santrifujlendi.

9. Ust faz atildiktan sonra pellet kurumaya birakildi.
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10. DNA 1X TE tamponda ¢ozuldu.

3.3. Genetik Materyallerin Karakterizasyonu
Izole edilen pDNA'lar; plazmid DNA’nin elektroforetik hareketinin degerlendirilmesi,

safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi yontemleri ile karakterize edildi.

3.3.1. Plazmit DNA'nin Safhiginin ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

izole edilen pDNA'nin saflig1 ve konsantrasyonu 260 ve 280 nm dalga boylarinda
spektrofotometrede absorbans Ol¢iimii yapilarak belirlendi. pPDNA 1XTE tamponunda
¢ozlndu. Daha sonra pDNA ¢ozeltisi belirli bir oranda dilue edildi ve 260-280 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Thermo Electron Corparation Multiskan Spectrum)

absorbans 6l¢umii yapildi.

Plazmit DNA safligt Azsorze0 oranina gore degerlendirildi. OD280 degeri ¢Ozeltideki
protein miktarini gosterirken OD260 degeri ise DNA miktarin1 gdsterir. Bu oranin 1.8-

2.0 arasinda ¢ikmasi pDNA" nin saf oldugu anlamina gelir (Chiang ve ark., 2005).

pDNA konsantrasyonu agagidaki denkleme gore hesaplandi:
PDNA konsantrasyonu= Azeo X 50 X Dillsyon faktori

3.3.2. Elektroforetik Hareketin Degerlendirilmesi

Izole edilen pDNA'larin biiyiikliikleri %]1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilarak degerlendirildi. Tampon ¢ozeltisi olarak 1XTBE kullanildi. TBE c¢ozeltisi
asagida anlatildig: sekilde hazirlandi.

TBE cozeltisi (Tris- Borik Asit- EDTA): 0.5 M EDTA hazirlamak igin 186.1 g disodyum
EDTA 1L dH20'da ¢oziindii, pH 8'e NaOH kullanilarak ayarlandi ve 0,45 ymfiltreden
gecirildi. 1 L TBE ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in 54 g Tris baz ve 27.5 g borik asit tartild1 ve
20 ml 0.5 M EDTA eklenerek 1L'ye tamamlandiktan sonra pH 8.3 ayarlandi.

LV-RFP pDNA's1 % 1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezinde 90 voltta elektrik akiminda
45 dakika yiritildi (BIOrad) ve ardindan goriintileme (KODAK Image Station
2000min) yapildi.
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3.4. Tasiyic1 Sistemlerin Hazirlanmasi

3.4.1. On Formiilasyon Calismasi

On formiilasyon ¢alismalarimizda in vitro transfeksiyonla pDNA'y1 hiicre i¢ine aktarmak
icin non iyonik surfaktan olarak Span 40, Span 80, Tween80 ve Brij 72 kullanilirken
lipit olarak kolesterol, katyonik ajan olarak da CTAB, sterilamin, BPEI (sentetik)
polimeri kullanildi. Tastyict sistemin amact pDNA'y1 serumda bulunan niikleazlara karsi

koruyarak pDNA'nin stabil kalmasini1 saglamaktir.

F1 formilasyonumuz siirfaktan olarak Tween 80 kullanilirken lipit olarak kolesterol ve
katyonik ajan olarak sterilamin kullanilarak hazirlandi. Vezikiil boyutunu kiigtiltmek igin
en son basamakta ultra prob kullanildi. Ayni1 formiilasyonu CTAB’li hazirladigimizda
ise F2 kodu verildi. Stirfaktan olarak Span 80 kullanildiginda ise F3 kodu verildi.
Ardindan katyonik ajan kullanilmadan en son basamakta sonikasyon yapilarak
hazirlanan formiilasyonlarimiz icin stirfaktan olarak Span 80 kullanildiginda F4,
evaporator kullanilmadan kendiliginden olusan niozomlara F5 ve siirfaktan olarak
Tween 80 kullanildiginda ise F6 kodlar1 verildi. Siirfaktan olarak Span 80’ni
kullandigimiz formiilasyonda katyonik ajani degistirip BPEI yaptigimizda F7 kodu
verildi. Siirfaktan1 Span 40 sectigimizde kolesterolle molar orant 1:1 olacak sekilde
hazirlanan formiilasyonlara F8 kodu verilirken Span 80 ve Tween 80’ni kombine halde
kullandigimiz formiilasyona F9 kodu verildi. Siirfaktanimiz Span 60 iken F10 kodu
verilirke Brij 72 kullandigimizda F11 kodu verildi. Bu iki formilasyon icinde CTAB
kullanildi.

Tablo 3.3. On formiilasyon ¢alismasinda hazirlanan formiilasyonlar

Formulasyon | Non iyonik surfaktan Lipit Katyonik ajan Hazirlama yontemi
F1 Tween 80 Kolesterol Stearilamin Ince film hidrasyon
F2 Tween 80 Kolesterol CTAB Ince film hidrasyon
F3 Span 80 Kolesterol Stearilamin Ince film hidrasyon
F4 Span 80 Kolesterol - Ince film hidrasyon
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F5 Span 80 Kolesterol Stearilamin Proniozom

F6 Tween 80 Kolesterol Stearilamin Proniozom

F7 Span 80 Kolesterol BPEI Ince film hidrasyon
F8 Span 40 Kolesterol BPEI Ince film hidrasyon
F9 Span 80 ve Tween 80 Kolesterol BPEI Ince film hidrasyon
F10 Span 60 Kolesterol CTAB Ince film hidrasyon
F11 Brij 72 Kolesterol CTAB Ince film hidrasyon

3.4.2. Niozomlarin Hazirlanmasi
On formiilasyon ¢alismalar1 sirasinda niozomlar ince film hidrasyon ve proniozom

yontemi kullanilarak hazirlanmistir.

Ince film hidrasyon yonteminde hesaplanan miktarda lipit ve siirfaktanlar hassas terazide
tartildiktan sonra kloroform i¢inde ¢dziinmesi saglanarak berrak ¢ozelti elde edildi. Bu
¢ozelti 60°C’de 120 rpm’de evaporatorde ugurularak ve balonun ¢eperinde ince bir film
tabakasi olusturuldu. Hidrasyon basamaginda katyonik ajan eklendi. Olusan vezikiiler
sistemin 15 dakika ultrasonik banyoda ardindan 30 dakika prob tipi ultrasonik

homojenlestiricide sonikasyonu yapilarak vezikiil boyutlart kiigtiltildii.

Niozomlar proniozom teknigiyle hazirlanirken;  hesaplanan miktarda lipit ve
surfaktanlar hassas terazide tartildiktan sonra kloroform ic¢inde ¢6ziinmesi saglanarak
berrak ¢ozelti elde edildi. Uzerine deiyonize su eklenerek 1 saat hidrate edilidi. Olusan
vezikiiler sistemin 15 dakika ultrasonik banyoda ardindan 30 dakika prob tipi ultrasonik

homojenlestiricide sonikasyonu yapildi.

Hazirlanan tiim formiilasyonlar morfolojik ozellikleri, zeta potansiyelleri, partikiil
boyutlari, DNA ile kondenzasyon yetenekleri, stabiliteleri ve transfeksiyon etkinlikleri

g0z oniinde bulundurularak en ideal formulasyon F9 olarak segildi.
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3.4.3. Polipleks ve Niopolipleks Komplekslerinin Hazirlanmasi

1pg/pl LV-RFP plazmit DNA ile 1:1 (h/h) oraninda sentetik; yiiksek molekiil agirlikli
dallanmis BPEI polimeri 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak polipleks
kompleksleri hazirlandi. Ardindan polipleksler niozomlar ile inkiibasyona birakilarak
komplekslestirildi ve niopolipleksler hazirlanmis oldu. Kompleks olusturabilme yetenegi
% 1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezi ile incelendi.

3.5. Tasiyia Sistemlerin Karakterizasyonu

Niozom kullanilarak hazirlanan pDNA tasiyici sistemler, morfolojik 6zellikleri, boyut,
zeta potansiyeli ve polidispersite indeksleri belirlenerek karakterize edilidi. Boyut ve
zeta potansiyel Olcumleri icin Malvern Zetasizer ZEN3600 kullanildi. Hazirlamig
oldugumuz tasiyict sistem 1:1000 oraninda seyreltilerek yiikii (zeta potansiyel) ve

boyutu 6lculda.

3.6. Tasiyic1 Sistemlerin Oda Sicakh@indaki Stabilitelerinin Degerlendirilmesi
Hazirlanan niozom formiilasyonlart 3 ay oda sicakliginda (25 °Cderece) bekletilerek

fiziksel stabiliteleri degerlendirildi.

3.7. Tasiy1c1 Sistemlerin Serumdaki Stabilitelerinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan pDNA tasiyici sistemin pDNA'y1 serumdaki niikleazlara karsi koruyup
korumadigini incelemek icin hazirlanan formiilasyonlar %10 FBS serum igeren DMEM
icinde 30 dk ve 4 saat olacak sekilde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda %
1'lik (a/h) sodyumdodesilsilfat (SDS, Sigma L4390) ile deney sonlandirildi. Serum
icerisindeki stabilite %1'lik (a/h) agaroz jel elektroforezinde incelendi.

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-
glutamin): Bir sise besiyeri ve 3,7 g sodyum bikarbonat 800 ml distile suda ¢6zlndi. pH
7.4 ayarlandiktan sonra 1 litreye tamamlandi ve 0,22 pm’lik filtreden gegirildi. Daha
sonra, 10 ml penisilin-streptomisin cozeltisi (Biological Industries), amfoterisin ve
sodyum piruvat eklendi. Serumlu DMEM i¢in %10 oraninda 1s1 ile inaktive edilmis FBS
(Fetal S1gir Serum, Biochrom AG) eklendi.
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3.8. Transfeksiyon Calismalari
Gen tedavisi tibbi Uiriinii olarak kullanilmasi amaciyla gelistirilen nanotasiyici sistemin
gen aktarim etkinligi transfeksiyon calismasiyla incelendi. Transfeksiyon galismasi

asagida anlatildig1 gibi yapildi.

Kullanilan Cozeltiler
Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-
glutamin): B6lum 3.6 ‘daki gibi hazirlandi.

Fosfat tampon cozeltisi (PBS): Sirasiyla 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g NaH2PO4 ve 0,24 g
KH2PO4 tartildi sonrasinda 800 ml dH20’da ¢oziindii. Cozeltinin pH’s1t NaOH ile 7.4°¢
ayarlandiktan sonra distile suyla 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti 0,22 pm

filtreden gecirildi.
Tripsin-EDTA Cozeltisi: 1X Tripsin-EDTA ¢0zeltisi (Biochrom AG, L2133) kullanildi.

3.8.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Besiyeri, PBS ve tripsin-EDTA 37°C’ye 1sitildi. Hiicreler mikroskopta incelendi.
Hiicrelerin, petri yiizeyinin yaklasik %80’ini kapladigi goriildiigi zaman pasajlandi.
Yiizeye pipet degdirilmeden ortam pipetle ¢ekildi. Daha sonra 5 ml PBS ile yikandi
ardindan yeni bir pipetle 2 ml Tripsin-EDTA soltsyonu eklenerek 3-5 dakika bekletildi.
Serbest hicreler 8-10 ml serumlu besiyeriyle stispande edilerek santrifilj tiipiine alindu.
125g de santrifij edilerek siipernatant atildi. Pellet 10 ml taze serumlu besiyeriyle

pipetaj yapilarak petrilere dagitildi. MCF-7 hiicrelerinin yogunluguna gore pasaj yapildi.

3.8.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler, ihtiya¢ duyulandan daha fazla sayida ¢ogaldiginda veya yapilan caligmaya ara
verilecegi durumlarda dondurularak saklandi. Hiicrelerin yeniden ¢dziildiigiinde
canliliklarinin iyi olmasi igin hiicrelerin dondurulmasi islemine dikkat edilmek gerekir.
Besiyeri ve serum su banyosunda 37° C’ye 1sitild1. Hiicrelerin pasajlanmasi boliimiinde
belirtildigi gibi pellet elde edildi. Hiicre pelleti %5 DMSO ve % 95 FBS karisimiyla
siispanse edildi ve Cryo.s™ ad1 verilen tiiplere kondu (1 petriden yaklasik 3 adet). Bu
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tiipler dondurma kabina kondu ve -80 °C’de bir gece bekletildikten sonra ertesi giin sivi

azot tankina aktarildi.

3.8.3. Hiicrelerin Sayimi

Hiicrelerle galisirken hiicrelerin canliligini belirlemek ¢ok 6nemlidir. Bu amagla negatif
yukli bir boya olan ‘Trypan Blue’ kullanilmaktadir. Canli hiicrelerin igine boya
giremez. Canli olmayan hiicreler boyay1 absorbe ettikleri i¢cin mikroskop altinda mavi
gorlniirler. Dikkat edilmesi gereken nokta, hiicreler trypan blue’da uzun siire kalirsa
canli hiicrelerin de maviye boyanacagidir. Sayimi yapilacak hiicreler tripsinle
kaldirilarak besiyerinde silispanse edildi. Bu siispansiyondan 100 pl alindi. 1 ml’lik

ependorf iginde 100 pl Trypan Blue boyasiyla karistirilarak pipetaj yapildi.

Hiicre sayisini veren formiil = Hs x Do x Ss (Hs: Hiicre sayisi, Do: Diliisyon orani, Ss:

Sabit say1, 10.000) Thoma laminda 0,1 mm?® hacimde sayim yapilir.

MCF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 7.000/ kuyucuk olacak sekilde ekildi. 24 saat
sonra 70-80% doluluga ulasmis olan MCF-7 hiicreleri 1X PBS ile yikandi. Sonra %10
FBS igeren 100 ul DMEM ile karistirilan formiilasyonlar MCF-7 hicreleri Uzerine
eklendi. 37°C'de 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saatin sonunda besiyeri tazelendi. 24.,
48. ve 72. saatlerdeki 1s1malara floresan mikroskobunda (Olympus CKX41 Mikroskop)

bakilarak transfeksiyon etkinligi incelendi.

Kullanilan cozeltiler

DMEM besiyeri: Bolim 3.6 'daki gibi hazirlandi.
Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS): Bolim 3.8 'deki gibi hazirlandi.

3.9. Tasiy1c Sistemlerin Sitotoksisitelerinin Degerlendirilmesi
Tasiyict sistemlerin sitotoksisitesi 3-(4,5-dimetiltiyazol -2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromit testi (MTT) ile incelendi.

MTT (5 mg/ml) Cozeltisi

MTT (AppliChem, A2231) 5 mg tartildi ve 10 ml 1X PBS i¢inde ¢oziindii. 0,22 pm
filtreden gegirildikten sonra +4°C’de karanlikta muhafaza edildi. MTT testi igin, 96
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kuyucuklu kiiltiir kaplarinda olan hiicrelere, 20 ul MTT c¢ozeltisi eklendi. Daha sonra
37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda besiyeri uzaklastirildiktan sonra 100 pl
DMSO eklendi. 5 dakika inkibe edildi sonrasinda spektrofotometrede 570-640 nm'de

absorbans degeri okundu.

3.10. Tasiyic1 Sistemlerin Hemolitik Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Hemoliz ¢aligmas1 Wang ve arkadaglarinin ¢alismasinda belirtildigi sekilde yapilmistir.
Eritrositler li¢ kez yikandiktan sonra EDTA’ll tiipte % 0,9’luk sodyum klorurde
stispanse edilerek (pH 7.4) kan soliisyonu icinde 6rnek 1 saat stireyle 37 °C'de inkube
edildi. Strenin sonunda 6rnekler 3000 rpm’de 5 dakika santrifllj edilerek stpernatant
kismi 540 nm’de spektrofotometrede okundu. Negatif kontrol olarak sodyum Klorr,
pozitif kontrol olarak da saf su kullanild1 (J. Wang, He, ve ark., 2013; Chen ve ark.,
2017).

Hemoliz orani asagida verilen denkleme gore hesaplandi:

R= (A-C1) x 100 (%)
(C2-C1)
R: Hemoliz oran1
A: Ornegin absorbansi
C1: Negatif kontroliin absorbansi

C2: Pozitif kontroliin absorbansi
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4. BULGULAR

4.1. Genetik Materyalin Eldesi ve Karakterizasyonu

Calismamizda LV-RFP (Addgene #plazmit 26001) kullanildi. Escherichia coli bakteri
hicresi icinde bulunan LV-RFP plazmit DNA’sinin izolasyonu BOlim 3.2.2°de
anlatildigit ~ sekilde  yapilmistir.  pDNA'lar, plazmit DNA’nin  safliginin,
konsantrasyonunun ve elektroforetik hareketinin belirlenmesi ile karakterize edildi.

4.1.1. Plazmit DNA'nin Safliginin ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Izole edilen pDNA’larmn saflik ve konsantrasyonlar1 Boliim 3.3.1°de anlatildig1 sekilde
hesaplanmistir. Konsantrasyonlart 1.78-2 ug/ul, safliklart 1.8-2.0 araliginda bulundu.

4.1.2. Elektroforetik Hareketin Degerlendirilmesi
Izole edilen LV-RFP pDNA'larinin elektroforetik hareketi BOlim 3.3.2°de anlatildig
sekilde belirlendi.

7000 bg

1500 bg

Sekil 4.1. LV-RFP pDNA'nin agaroz jel elektroforezi fotografi

Ornek 1: DNA molekiil agirlik standart1 (1 kb plus DNA ladder, Thermo)

Ornek 2: LV-RFP pDNA (7539 bg)

4.2. Tastyic Sistemlerin Hazirlanmasi

pDNA'min serumdaki niikleazlara karsi stabil kalmasini saglayarak meme kanseri
hiicrelerine basarili bir sekilde aktarmasi i¢in BOlUm 3.4.1 ve 3.4.2°de anlatildig1 sekilde
nanotastyici sistemler hazirlandi. Organik faz olarak metanol ve kloroform kullanilan
formiilasyonlarin evaporatore koyulmadan 6nceki fotografi Sekil 4.2” de gorilmektedir.

Organik faz ugurulduktan sonra ¢oziiciisu metanol ve kloroform olan formilasyonlara

31



ait lipit film fotografi Sekil 4.3’te gosterilmistir. Hidrate edilen formilasyonlara

fotograf Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.2. Organik ¢dzucusti metanol (A) ve kloroform (B) olan formiilasyonlarin

evaporatore koyulmadan dnceki fotograflari

it rag )
h“\lh

1

Sekil 4.3. Coziciisi metanol (C) ve kloroform (D) olan ince lipit filmi fotografi

ait
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Sekil 4.4. Hidrate edilen formiilasyonlara ait fotograf
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Sekil 4.5. On formiilasyon ¢aligmasinda hazirlanan niozomlarin mikroskop goriintsi (40X)

F1 F2
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4.2.1. Niopleks ve Polipleks Kompleks Olusumlarinin Degerlendirilmesi

[lk olarak dallanmis polietilenimin ile LV-RFP plazmit DNA’s1 ile komplekslestirilerek
polipleks hazirlandi. Ardindan bu poliplekslerle niozomlar bir araya getirilerek
niopleksler hazirlandi. Bu nanotasiyisi sistem ile pDNA'nin kompleks olusturup
olusturmadig1 agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi. Nioplekslerin pDNA’nin
elektrostatik etkilesim ile kompleks olusturdugu gosterildi. Ciplak plazmit DNA ile
karsilastirildiginda komplekslerin kuyucukta kaldigi ve jel iizerinde hareket etmedigi

goralda.

Sekil 4.6. pDNA kompleks olusumunun 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: LV-RFP pDNA :BPEI 1:1 (h:h)

Ornek 4: LV-RFP pDNA: Niozom 1:1 (h:h)

Ornek 5: LV-RFP pDNA:BPEI:Niozom 1:1 (h:h)
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4.3. Tasiy1a1 Sistemlerin Karakterizasyonu
Tastyic1 sistemin karakterizasyonu igin partikul boyutu, yiku ve polidispersite indeksi
élculdu.

Nanotasiyic1 Sistemin Boyut, Yiik ve Polidispersite indeksinin Olgiimii
Partikil boyutu, yuki ve polidispersite indeksi degerleri Bolum 3.5'te anlatildig: sekilde
olgiilen nanotasiyict sistemin partikiil boyutlari, yiki ve polidispersite indeksi Sekil 4.7'

de gosterildigi sekildedir.

600

500

400 —

300 + —

Partikil boyutu (nm)

200 - | Zeta potansiyeli (mV)

00 08080 80—F—0 5

0 T e I T I T T T T T 1
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10F11

-100

Sekil 4.7. Nanotastyici sistemlerin boyut ve yiik degerleri

4.4. Tasiyier Sistemlerin  Oda Sicakhgindaki (25 ©°C) Stabilitelerinin
Degerlendirilmesi

Hazirlanan niozom formiilasyonlarindan F9 niozom formiilasyonun 3 ay boyunca oda
sicakliginda fiziksel stabilitesini korudugu digerlerinin korumadigi gézlenmisitir. F9
niozom formiilasyonunun 3 ay boyunca oda sicakligindaki fiziksel stabilitesini gésteren

fotograf Sekil 4.8’ de goriilmektedir.

36



t=lay t=2ay t=3ay t=0

Sekil 4.8. 3 ay oda sicakliginda saklanan niozom formiilasyonlarinin fotografi

4.5. Tasiyic1 Sistemlerin Serum Stabilitelerinin Degerlendirilmesi

Transfeksiyon g¢alismalarindan sonra uygun bulunan niopoliplekslerin serum stabilitesi
degerlendirildi. Serum stabilite degerlendirmesi B6lUm 3.7' de anlatildig: sekilde yapildi.
Serum (FBS) ile 30 dk ve 4sa sonundaki inkiibasyon sonucunda hazirlanmis olan
nanotasiyict sistemin stabil oldugu tespit edildi. Poliplekslerin serum icerisindeki

stabiliteleri Sekil 4.9' da gdsterilmistir.
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Sekil 4.9. Poliplekslerin 4sa (Ustteki) ve 30 dk (alttaki) boyunca serum icerisindeki stabilitelerini gdsteren
agaroz jel elektroforezi fotografi

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

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

Ornek 3: plazmit DNA (LV-RFP pDNA )%10 FBS iceren DMEM iginde (4 sa sonra)
Ornek 4: LV-RFP pDNA :BPEI 1:1 (h:h) (4 sa sonra)

Ornek 5: LV-RFP pDNA: Niozom 1:1 (h:h) (4 sa sonra)

Ornek 6: LV-RFP pDNA:BPEI:Niozom 1:1 (h:h) (4 sa sonra)

Ornek 7: DNA molekiil agirhik standart: (1 kb plus DNA ladder Thermo)

Ornek 8: Ciplak plazmit DNA (LV-RFP pDNA) (serumsuz)

Ornek 9: plazmit DNA (LV-RFP pDNA )%10 FBS iceren DMEM icinde ( 30 dk sonra)
Ornek 10: LV-RFP pDNA :BPEI 1:1 (h:h) (30 dk sonra)

Ornek 11: LV-RFP pDNA:Niozom 1:1 (h:h) (30 dk sonra)

Ornek 12: LV-RFP pDNA:BPEI:Niozom 1:1 (h:h) (30 dk sonra)

4.6. Nanotasiyic1 Sistemlerin Transfeksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Niozom ile hazirlanan nanotasiyict sistemin pDNA kompleksinin MCF-7 hiicrelerine
transfeksiyonu basariyla gergeklestirildi. LV-RFP plazmit DNA'st ile hazirlanan
nioplekslerin hicre icerisine basarili bir sekilde aktarilip aktarilmadigi ve gen
ekspresyonunun gergeklesip gergeklesmedigi, floresan mikroskop altinda 24. ve 48.
saatlerde kirmizi floresan proteinin ekspresyonuna bakilarak degerlendirildi. Kontrol
grubu olarak LV-RFP plazmit DNA's1, polimerik tasiyicilar ile komplekslestirilmeden,
ciplak olarak transfekte edildi. Ciplak plazmit DNA kontrol grubunda 24. ve 48.
saatlerde transfeksiyon gergeklesmedigi; niopleksler ile transfeksiyonun gerceklestigi ve
kirmizi floresan proteinin ekspresyonunun 48. saatte arttigi gozlendi. Kontrol grubunun
floresan mikroskop gorintileri  Sekil 4.10 da gosterilmistir.  Transfeksiyon

caligmalarinin floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12' de gosterilmistir.
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24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.10. Ciplak LV-RFP pDNA ile transfekte edilen MCF-7 hiicresine ait floresan mikroskop
fotograflari (10X)

24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.11. Niozom ve LV-RFP pDNA’s1 ile hazirlanmis niopolipleksler ile transfekte edilen MCF-7
hiicresine ait floresan mikroskop fotograflari (10X)

24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT

Sekil 4.12. Niozom ve LV-RFP pDNA’s1 ile hazirlanmis niopolipleksler ile transfekte edilen MCF-12A
hiicresine ait floresan mikroskop fotograflar: (10X)
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4.6.1. pDNA ile Hazirlanan Nioplekslerin Transfeksiyon Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Niozomlarla pDNA's1 kullanilarak hazirlanan nioplekslerin transfeksiyon etkinligi
degerlendirildi. Sekil 4.13 'te gosterildi.

Sekil 4.13. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde transfeksiyon verimliligi
1: Normal mikroskop 15181 altindaki goriintii
2: Floresan mikroskop 15181 altindaki goriintii

3: Selil 1 ve 2’nin karsilagtirtlmis halinin goriintiisii

4.7. Nanotasiyici Sistemlemin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

Transfeksiyonu  gergeklestirmis  olan  nanotasiyict  sistemin  sitotoksisitesinin
degerlendirilmesi, hiicre proliferasyonuna (sitotoksisite) etki edip etmedigini gostermek
icin MTT deneyi yapildi. Yapilan MTT deneyi sonucunda gore gelistirmis oldugumuz
nanaotagiyict sistemin MCF-7 meme kanseri hucresine toksik oldugu go6zlendi.
Komplekslerin MCF-7 hiicre proliferasyonuna etkisi Sekil 4.14' te gosterildi. Sekil
4.15’te saglikli insan meme hiicresi olan MCF-12A hiicre proliferasyonuna etkisi

gosterildi.
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Sekil 4.14. Poliplekslerin MCF-7 hiicre canliligina etkisi (p<0.001, n=6)

E3 Kontrol

E3 DNA

E3 BPEI

@ Niozom
Polipleks
Niopleks

E3 Niozom+pDNA
B2 Niozom+BPEI

Sekil 4.15. Poliplekslerin MCF-12A hiicre canliligina etkisi (p<0.001, n=6)
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4.8. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Bolim 3.10° da anlatildig: sekilde yapilan hemoliz deneyine ait fotograf Sekil 4.16” da
verilmistir. Yine ayni boliimde belirtilen hesaplamalara gore hazirlamis oldugumuz
nioplekslerin hemoliz degeri %5’in {izerinde oldugu ic¢in intravendz yolla

uygulanmasinin miimkiin olmadig1 gériilmiistiir.

Sekil 4.16. Hemolitik aktivite sonuglar

(1: DNA, 2: BPEI, 3: Niozom, 4: Polipleks, 5: DNA+niozom, 6: BEPI+Niozom, 7: Niopleks 8:
Negatif kontrol, 9: Pozitif kontrol)

4.9. Istatistiksel Analiz
Verilerin degerlendirilmesi igin t testi ve tek yonli varyans analizi (ANOVA)

kullanilmaistir.
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5. TARTISMA

Kanserde tedavi yaklasimlarina bakildiginda kemoterapi, radyoterapi, cerrahi islem ve
immiinoterapi ile karsilagilmaktadir. Kemoterapi artik pek ¢ok kanser tiiriinde tek tedavi
secenegi olmaktan ¢ikmistir. Kanser tedavisinde, kemoterapi olusturdugu yan etkiler
nedeniyle kombinasyon tedavisi uygulanmasi zorunlu hale gelmistir. Kombinasyon
onkoterapisi, benzer bir terapotik veya farkl terapdtik kategorilere ait kemoterapi ve gen
ya da antikanser ajanlarin bir kombinasyonunu igerebilir. Bunlarin yaninda tip
alanindaki gelismelerle kanser tedavisinde yeni bir tedavi yaklagimi olan gen tedavisi
kavrami ortaya ¢ikmaya baglamistir. Gen tedavisinde kansere yonelik tedavi yaklagimi
islevi bozuk, eksik veya fazla olan genlerin fonksiyonlarinin diizeltilmesini icermektedir
(Tani, 2016). Basarili ve etkin bir gen tedavisinin yapilabilmesi i¢in genlerin hiicre
icerisine tasiyict sistemler yardimiyla aktarilmalari gerekmektedir. Giinlimiizde viral
olmayan gen tasiyici sistemler giivenli niikleik asit tasiyan sistemler olarak kullanim
alan1 bulmaktadir. Lipitler ve katyonik polimerler gen tastyict sistemlerin
hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. BPEI kaynakli polimerik tasiyici sistemler
Uclu negatif hiicre hatt1 olan 4T1 fare meme kanseri hiicreleri i¢in gen tasiyici sistem
olarak gelistirilmistir (Oner, 2018). Gen tedavisinin basarisi, tasimayr amagladigimiz
gen Urinlnin hedef dokuya ya da hiicreye en etkili ve giivenli bir sekilde aktarima icin
uygun bir tagiyicinin gelistirilmesine baglidir. Genler viral veya viral olmayan tastyici
sistemler ile hiicre icerisine aktarilabilmektedir. Onkoloji tedavilerinde farmakokinetik,
fizikokimyasal ve biyodagilim gibi karsilasilan ana sorunlari ¢ézmek igin misel,
dendrimer, lipozom, nanopartikiil gibi deg8isik nanoformiilasyon stratejileri
gelistirilmistir (Jain ve ark., 2015; Z. Yang ve ark., 2015; Olusanya ve ark., 2018; Rawal
ve Patel, 2019).

Gen tedavisi giiniimiizde, kanser tedavisinde giiclii bir yaklagim olarak ortaya
cikmaktadir. Gen tedavisiyle kanserdeki ¢oklu ila¢ direnci ve ayni anda ilgili genlerin
ekspresyonunu spesifik susturmak ve kemoterapdtik aktiviteyi artirarak tedavi
saglanabilir. Ayrica antikanser ilaglarin terapdtik etkinligi, kombine tedaviler tarafindan
indiiklenerek sinerjik etkiler ile 6nemli 6l¢iide gelistirilebilir. Bunun i¢in de 6zel olarak

tasarlanmis nanotasiyicilar gerekmektedir. Vezikiiler sistemlere bakildiginda gen tasiyici
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sistem olarak kanserde lipozomlar kullanilirken retinal uygulamalarda niozomlarla ilgili

calismalar dikkatimizi ¢cekmektedir (Ojeda ve ark., 2016; Pinnapireddy ve ark., 2017).

Tez calismamizda, kemoterapiden farkli bir tedavi yaklasimiyla, insan meme kanseri
hiicre hattina gen aktarimi yapabilecek ve gelistirildigi takdirde gen tedavisi tibbi iirtinii
olarak kullanilabilecek nanotasiyici sistemlerin gelistirilmesi amaglandi. Bu amagla
katyonik polimerler ve non iyonik sirfaktanlar ile niozomlar hazirlanarak MCF-7 insan

meme kanseri hiicre hattina gen aktarim etkinlikleri degerlendirildi.

Niozom hazirlama yontemlerinde temel kural siirfaktan/lipit karigiminin ytliksek 1sida
hidrate edilmesidir. Sonrasinda ise vezikiillerin boyutlarinin kolloidal dispersiyon elde
etmek amaciyla kiigiiltiilmesidir. Hazirlama yontemlerinin iginde en ¢ok tercih edilen
bizim de calismamizda kullanmis oldugumuz ince film hidrasyon teknigidir (Yeo ve
ark., 2018; Yeo ve ark., 2019). Tasiyici sistemlerin boyutu, yapisi, yiikii ve polidispersite
indeksi degerleri belirlenerek karakterizasyonlart yapildi. YUK ve boyutunun olgilmesi
tastyict sistemin karakterizasyonu agisindan O6nemli parametrelerdir. Bu parametreler
tasiyict sistemin hiicre ylizeyiyle etkilesiminde biiylik 6énem tagimaktadir. Kullanilan
cihazin calisma prensibi, dinamik 151k sagilimi kullanilarak seyreltik ¢ozeltideki
parcaciklardan sac¢ilan 15181 siddetinin ol¢iilmesine dayanir. Isigin siddeti pargacigin
blytikliigline, ortamin vizkozitesine ve sicaklifina baghdir. Boyut azaldik¢a sagilma
acis1 logaritmik olarak artar. Taginan genetik materyalin hilcre igine girmesini boyutun
kiiciik olmas1 kolaylastirir. Zeta potansiyel pargacik ile ¢ozelti arasinda olusur.
Pargaciklar itme ve ¢ekme kuvveti olusturur. Bu kuvvet, parcacigin zeta potansiyel
degerine baghdir. Zeta potansiyel oOl¢iimii Doppler prensibi esasina dayanir. Zeta
potansiyel degeri, i¢inde bulundugu ¢ozeltinin pH degeri ile degisir. Genetik materyalin
hiicre i¢ine alimmast boyutun biiylik olmasi ve negatif yiiklii olmas1 gibi o6zellikleri
nedeniyle ¢ok smirhidir (Y. Yang ve ark., 2016; Taschauer ve ark., 2016).
Hazirladigimiz niozomlarin boyutu ortalama 51.84 nm ve yiikkii +28.3 mV bulundu.
Niozomlarin katyonik olmasi DNA ile kondenzasyonunu ve fiziksel stabilitesini
saglamaktadir. Vezikiil yapidaki tastyict sistemlerin boyutuna bakildiginda nano boyutta

sistemler hazirlandi1g1 g6zlendi.
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Karakterizasyonu yapilan tasiyici sistemlerin, 3 ay boyunca fiziksel stabilitesi
degerlendirilerek F9 formiilasyonu faz ayirimi olmayan en stabil niozom formiilasyonu
olarak secildi. Daha sonra serum stabilitesi, sitotoksisitesi, hemolitik aktivitesi ve
transfeksiyon etkinligi degerlendirildi. Niozomlarin saglikli hiicrelere zarar verip
vermediginin kontrol edilmesi i¢in saglik insan meme hiicresi olan MCF-12A hiicre hatt1
kullanild1. Tastyici sistemlerin basarisinin ve etkinliginin degerlendirilmesi i¢in iizerinde
kirmiz1 floresan protein geni bulunan LV- RFP plazmit DNA kullanilmasiyla yapildi.
Calismalar sirasinda kullanilacak pDNA gerekli miktarda ¢ogaltildi ve ardindan
kullanim i¢in uygunlugunu degerlendirmek i¢in saflik tayini yapildi. DNA’nin safligini
gosteren A260/280 oram 1.8-2 arasindadir. Izole ettigimiz pDNA’larm saflif1 bu aralikta
bulundu. Restriksiyon enzimi kesimi yapilarak pDNA dogrulandi. Ardindan 6rnekler
agaroz jel elektroforezinde yiritildi. pDNA bantlarinin molekiil agirliklarina uygun
yerde gozlendi (Chiang ve ark., 2005) Film hidrasyon yontemiyle hazirlanan
niopoliplekslerin katyonikligini saglamak i¢in BPEI kullanildi (Priyam ve ark., 2018).

Polimer/pDNA kompleksleri hazirlanirken amin/fosfat (N/P) orani1 veya agirlik:agirlik
(a:a) orami kullanilir. Bu tez caligmasinda niozom: pDNA niopleks kompleksleri
agirlik:agirlik orani kullanilarak hazirlandi. Hiicre membrani negatif yiike sahip oldugu
icin hazirlanan niozom tastyict sistemin yiizey yiikiiniin pozitif olmasi sayesinde
aktarilan genetik materyalin hiicre igine girmesini kolaylastirir (Mokhtarzadeh ve ark.,
2015)

Niozomlarin kondenzasyon yetenegi agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi.
Katyonik bir polimer olan polietilenimin ile hazirlanan tasiyict sistemler, negatif yiikli

PDNA ile elektrostatik olarak etkilesmistir. (Xin ve ark., 2017).

pDNA ciplak sekilde hiicreye aktarildiginda niikleazlar tarafindan pargalandigi igin
stabilitesini koruyamamaktadir. Hazirladigimiz vezikiiler tasiyici sistemler, genetik

materyali niikleazlara kars1 koruyarak stabil kalmalarin1 saglamaktadir.

Tastyict sistemlerin fiziksel stabiliteleri ve serum igindeki stabiliteleri degerlendirilidi
(Y. Zhang ve ark., 2018). F9 niozomlarinin oda sicakliginda 3 ay boyunca saklandiginda

fiziksel  satbilitesini  korudugu  gozlendi.  Serum igerisindeki  stabilitesi
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degerlendirildiginde 30 dakika ve 4 saat inkiibasyon sonrasinda niopoliplekslerin stabil

oldugu gozlendi.

Transfeksiyon ¢aligsmalarini degerlendirmek igin, gen aktarimini floresan mikroskop ile
gozlemleyebilecegimiz, LV-RFP pDNA  kullanildi.  Transfeksiyon  etkinligi
degerlendirildiginde F9 niozom formiilasyonu ile MCF-7 meme kanseri hiicrelerine
basarili sekilde transfeksiyonun gergeklestigi, sagliklt meme hiicresi olam MCF-12A ’ya
transfeksiyonun gerceklesmedigi gozlendi. Hiicrelerin farkli fizikokimyasal 6zelliklere
sahip olmalar transfeksiyon sonuglarini etkilemistir (Audouy ve ark., 2002). Niozom
olarak hazirlanan tasiyict sistemlerin transfeksiyon etkinligini; ¢oziindiigii ortamin
kimyasal durumu, pH, sicaklik ve viskozite gibi parametreler etkilemektedir (Puras ve
ark., 2015). Tween 80 hicre ici nifuz etme kabiliyetini arttirir. Ayrica bu yiizey aktif
madde agregatlarin olusumunu o6nler. Hidrofil lipofil denge (HLB) elde edilmesi icin
yuzey aktif maddeler olarak polisorbat ve sorbitan monooleat kullanilmistir. Bu sayede,
daha stabil yap1 elde edilmis olur (Severino ve ark., 2015).

Hiicre proliferasyon hizi 6zellikle kanser gibi hastaliklarda, tiimdr biyolojisinin temel
parametreleri hakkinda fikir yiiriitiilmesi i¢in biiylik 6nem tasir. Bu ¢alismada hazirlanan
niopleks formiilasyonlarinin in vitro sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi igin MTT testi
yapildi. Bu test, hiicre canliligimi ve proliferasyonunu degerlendirmek i¢in en sik
kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde esas olan, canli hiicrelerin metabolik
aktivitelerini 6lgmektir. Canli hiicreler MTT yi renkli formazan kristallerine doniistiirtir.
Ortaya ¢ikan formazon kristallerinin miktari, 570-630 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlenir. Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden daha ¢ok aktivite gosterirler.
Dolayisiyla bu yontem hiicre canliligini ve sitotoksiteyi 6l¢gmenin yaninda bir de hiicre
proliferasyon oranini hakkinda da bilgi verir. Suda ¢oziinen MTT, tuz ¢ozeltileri ile
hazirlandiginda sarimtirak bir ¢zelti halini alir. Tetrazolyum halkasinin pargalanmasiyla
mor renkli formazana olusur. Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrileriyle gerceklesir.
Olusan formazan c¢oziicide ¢Ozlniir. Ortaya ¢ikan kolorimetrik reaksiyon
spektrofotometrik olarak okunur ve miktar tayini yapilir. PEI transfeksiyonu sirasindaki
membran depolarizasyonu yoluyla bozulmus mitokondriyal fonksiyona neden

olabilecegi ve yiiksek sitotoksisite neden olabilecegi bildirmistir. Bu toksisitenin
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hazirlamis oldugumuz niozomlarla iyilestirildigi gozlendi (Grandinetti ve ark., 2011).

Sagliklt meme hiicrelerine F9 niozom formiilasyonu toksik bulunmamustir.

Hazirlamis  oldugumuz niopoliplekslerin  intravendz uygulama ile uygulanip
uygulanmayacagimi degerlendirmek i¢in yapmis oldugumuz hemolitik aktivite deney
sonuglarma gore F9 niozom formiilasyonumuzun hemoliz yaptigi bulunmustur. Bu
nedenle baska bir uygulama yolu ile verilebilecegi diisiiniilmiistiir (Shehata ve ark.,
2016). Niozom hazirlarken kullanmis oldugumuz Span 80 ve Tween 80 non iyonik
stirfaktanlardan yola ¢ikarak hazirlamis oldugumuz tasiyici sistem oral uygulamalar igin
uygun olabilir. (Paul ve ark., 2013; Khani ve ark., 2016; Garcia ve ark., 2017;
Golmohammadzadeh ve ark., 2017; Koo ve ark., 2019). Ilag ve gen tasiyici sistem
olarak kullanilan niozomlar ¢ogunlukla okiiler ve transdermal olarak uygulanmaktadir
(Manosroi ve ark., 2010; Manosroi ve ark., 2011; Puras ve ark., 2014; Puras ve ark.,
2015; Qin ve ark., 2018).
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6. SONUC ve ONERILER

Meme kanseri heniliz hedefe yonelik tedavi secenegi bulunmadigindan giliniimiizde
kemoterapi ile tedavi edilmektedir. Son yillarda kanserde gen tedavisi yaklasimlari
ortaya c¢ikmaya baglamistir. Genlerin etkin bir sekilde hiicreye aktarilabilmesi igin
tagiyict sistemlere ihtiyag bulunmaktadir. Vezikiiler yapidaki gen tasiyici sistemler
niikleik asitlerin basarili bir sekilde hiicre i¢ine tasinmasinda kullanilan viral olmayan
tastyicilardir. Viral olmayan gen tasiyici sistemlerin viral gen tasiyict sistemlere gore
tistiinliikleri bulunmasinin yani sira en biiyilik sorunlari basarili ve etkin tasiyici sistemin
optimum bir sekilde hazirlanmasidir. Bu tez ¢alismasinda, meme kanserinde gen tedavisi

tibbi iirlinii olarak kullanilabilecek yeni bir nanotasiyici sistem gelistirilmistir.

Belirlenen hedefler dogrultusunda niozom yapisinda nano boyutta gen tasiyici sistemler
hazirlanarak, bu tasiyic1 sistemlerin karakterizasyonlarinin yapilmasinin ardindan
hlicreye gen aktarim etkinlikleri ve Sitotoksisiteleri degerlendirilmistir. Niozom gen
tagtyict sistemlerle MCF-7 kanser hiicresine transfeksiyon basarili bir sekilde
gerceklestirilirken niozomlarin saglikli meme hiicrelerine gen aktarimi yapmadigi
gozlendi. Gelistirmis oldugumuz niozom formiilasyonun kanser hiicrelerine sitotoksik
etkisi bulunurken saglikli hiicrelere toksisitesi goézlenmemistir. Hemolitik aktivitesi
goriildiigli i¢in baska uygulama yollarinin degerlendirilmesi gerektigi sonucuna

varilmistir.

Gelistirmis oldugumuz nano tasiyici sistem in-vivo, pre-klinik ¢alismalar ve klinik
caligmalar ile desteklendigi taktirde meme kanseri gen tedavisi tibbi {irlinii olarak

kullanmlabilecektir.
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