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ÖZET

KanserHücreHattındaAltınNanopartikülleriİlesiRNATaşınımı

ÇOLAK,Melis

KırıkkaleÜniversitesi

FenBilimleriEnstitüsü

BiyomühendislikAnabilimDalı,YüksekLisanstezi

Danışman:Prof.Dr.MustafaTÜRK

KASIM2017,sayfa106

Kolonkanserikadınveerkeklerbireylerarasındagörülmesıklığıpekbirfarklılık

göstermemektevekanserleringörülmesıklığındaüçüncüsıradabulunmaktaolupBcl2gen

ifadesinin kolon kanserinde normaldokulara göre aktivasyonunda artışgösterdiği

belirlenmiştir.RNAinterferansgenifadesinidüzenleyenbirmekanizmaolupsiRNA’lar

aracılığıylamRNA’nınyıkımınınuyarılmasınısağlamaktadır.Kansertedavisindesonyıllarda

yapılançalışmalargöstermiştirkibiyouyumlutaşıyıcıaltınnanopartiküllerilesiRNA’yı

taşıyarakkansertedavisiiçinumutvadedengelişmelergerçekleştirilmiştir.Sunulanbutez

kapsamındafarklıdozlardakisiRNA+altınnanopartikülkomplekslerininDLDkolonkanseri

hücrelerineuygulanarakBcl-2genifadesininbaskılanmasıhedeflenmiş.BununiçinpHve

sıcaklılığaduyarlıaltınnanopartiküllerisentezlenmişvekarakterizeedilmiştir.siRNA’nın

altınnanopartikülileetkileşimlerihemkarakterizeedilmişhemdeagarozjelelektroforezinde

incelenmiş ve bir kompleks oluşturduklarısaptanmıştır.Hücre poliferasyon testi

xCELLigenceRTCAanalizyöntemiyleyapılmışveapoptoz/nekrozetkisiikiliboyamaile

belirlenmiştir.

AnahtarKelimeler:DLD,Bcl-2,AltınNanopartikül,siRNAuygulama
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ABSTRACT

SI-RNADELIVERYWITHGOLDNANOPARTICLESINACANCERCELLLINE

ÇOLAK,Melis

KırıkkaleÜniversitesi

FenBilimleriEnstitüsü

BiyomühendislikAnabilimDalı,YüksekLisanstezi

Danışman:Prof.Dr.MustafaTÜRK

KASIM2017,sayfa106

Theincidenceofcoloncancerisnotsignificantlydifferentbetweenwomenand

men,anditisfoundthatBcl2geneexpressionisincreasedincoloncancercomparedto

normaltissues.RNAinterferenceisamechanismforregulatinggeneexpression,which

stimulatesthedegradationofmRNAthroughsiRNAs.Recentstudiesincancertreatment

haveshownthatbiosyntheticcarriernanoparticlesandsiRNAhavebeencarriedforwardto

improvecancercare.Inthisthesis,itwasaimedtosuppresstheexpressionofBcl-2geneby

applyingsiRNA+nanoparticlecomplexesofdifferentdosestoDLDcoloncancercells.For

this,pHandtemperaturesensitivegoldnanoparticlesweresynthesizedandcharacterized.The

interactionofsiRNAwithnanoparticlewascharacterizedbothbycharacterizationandby

agarosegelelectrophoresisandfoundtoformacomplex.Cellularproliferationassaywas

performedbyxCELLIGENCERTCAanalysismethodandapoptosis/necrosiseffectwas

determinedbydoublestaining.

Keywords:DLD,Bcl-2,GoldNanoparticle,siRNAapplication
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1.GİRİŞ

Dünyadaölümnedenleriarasındaensıkrastlananrahatsızlıkolarakkanser

gelmektedir.Kanserinsanhücrelerininfizyolojikişlevlerinibozanvehastalıklara

bağlıölüm nedenlerindeikincisıradayeralançözümlenememişbirsağlık

problemidir.[1]Ülkemizde1970’liyıllardasebebibilinenölümlerarasındadördüncü

sıradayeralmaktaolankanser,sonyıllardakardiyovaskülersistemhastalıklarından

hemensonraikincisırayayükselmiştir.Sebebibilinenhastalıklardaikincisırada

olmasınarağmengörülmesıklığıkonusundanetbirbilgibulunmamaktadır.Modern

çağınenbüyüksorunlarındanbiriolankanser,sonyüzyıldaçevreşartlarının

değişmesi,yaşam temposunun değişmesive paralelinde gelen yeme-içme

alışkanlıklarınındeğişmesikanseriinsanhayatınınenbüyükproblemlerindenbiri

halinegetirmiştir.[1-3]Günümüzdebirçoktedaviyöntemininuygulandığıbu

rahatsızlıktagenellikletercihedilencerrahiyöntemleriletümörlüolandokuveya

organınvücuttanuzaklaştırılmasıyöntemiolsadaneyazıkkikemoterapive

radyoterapigibibirçokvücutdirencinidüşürecekuygulamayadahastalarmaruz

kalmaktadır.[1-3]Kanserhücreleriçeşitlikemoterapötikajanlarakarşıdirenç

kazanabilmektevekemoterapi‘ÇokluİlaçDirençliliği’mekanizmasısebebiile

başarısızolabilmektedir.Tedavisırasındailacadirençlihücrepopülasyonunun

fazlalığıtedavidekibaşarınınönündekienbüyükengellerdenbirinioluşturmaktadır.

Budirenç;tümörlühücreleregönderilenilacınetkisininkaybolmasına,çoğuanti

kanserilaçlarınınaktivasyonunusağladığıapoptozun,DNA tamirinin,hücre

döngüsündekideğişikliklerinoluşmasınınengelleyerekilacınetkisiniazaltmakta

veyaortadankaldırmaktadır. Sonyıllardayapılançalışmalargöstermektedirki

kanserdirencinioluşturanbudurumunapoptozönleyicifaktörlerdendolayıortaya

çıktığıveapoptozönleyicifaktörlerinortadankaldırılmasıilekansertedavisinin

dahakolayverahatbirşekildeyapılabilecekoluşubüyükumutlarvadetmektedir.[54]

Kolonkanserikadınveerkeklerarasındagörülmesıklığındapekbir

farklılıkgöstermemeklebirliktekanserleringörülmesıklığındaüçüncüsırada

bulunmakta olup Bcl2 geninin kolon kanserinde normal dokulara göre

aktivasyonundaartışgösterdiğibelirlenmiştir.RNA interferaz(RNAi)genin

ifadesinidüzenlemektedir.Bu düzenleme,siRNA’lararacılığıile mRNA’nın
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yıkımınınuyarılmasıilegerçekleşir.Tümörbiyolojisindesonyıllardayapılan

araştırmalarnanopartiküllerin biyouyumluluğu ve biyouyumlu olan taşıyıcı

sistemlerin siRNA’yıtaşıyarak kansertedavisiiçin büyük umutvadettiğini

göstermektedir.

Yapmış olduğumuz bu çalışmada siRNA+ altınnanopartikül

kombinasyonlarınınDLD kolonkanseriveL929fibroblasthücreleriüzerine

uygulanarakbukombinasyonunkanserüzerindeolanetkisiveBcl-2genifadesinin

baskılanmasıileantikansertedavisindekullanmayıhedeflemekteyiz.Bununiçin

siRNA’nınpHvesıcaklılığaduyarlıaltınnanopartiküllersentezlendivekarakterize

edildi.siRNA’nınaltınnanopartikülileolanetkileşiminigözlemleyebilmekiçin

agarozjelelektroforeziyapıldı.HücreproliferasyonlarıxCELLingenceRTCAile

bakılırkenapoptotikvenekrotiketkilerdeikiliboyamatekniğiilebakıldı.
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2.GENELBİLGİLER

2.1.KANSERBİYOLOJİSİ

2.1.1.KanserveOluşumMekanizması

KanserYunancayengeçanlamınagelen“karkinos”veya“karkinoma”

sözcüklerindentüremiştir.Yengecinavınıkıstırdıktansonrauzunvedişlikollarıyla

tutupyavaşyavaşkemirerekyemesikanserlihücrelerintedavisininyapılmadığı

takdirdeinsanınvücutdirencinidüşürerekzayıflaması,halsizdüşmesiveensonunda

daöldürerekcanlınınyaşamınıyitirmesiylesonuçlandığıiçinbuisimverilmiştir.

Kanser,hücrelerdeDNA’nınhasarısonucuhücrelerinkontrolsüzveyaanormalbir

şekildebüyümeveçoğalmasıolaraktanımlanmaktadırvebudurumbellibirhücre

DNA’sınımutasyonauğratacakbirsinyalalmasıylaortayaçıkar.Normalvücut

hücreleribirhataalgıladığındahücreyisavunmamekanizmasıyardımıylaveyahücre

kendisiniimhaederekortadankaldırırkenbazıdurumlardabudurumtespitedilemez

(mutasyongibi).Ortadankaldırılamayanhücresürekliçoğalmayagidervetümör

oluşumunasebepolur.Kişidenkişiyedeğişkenlikgösterenkarmaşıkbirhastalık

olarakbilinentümörün200’denfazlatüresahipolduğubilinmektedir.[1,4–52]

Kanserhücreleri,normalvücuthücrelerindenfarklılıkgöstermektedirve

kanserhücrelerininmetabolizmasınormalhücremetabolizmasından8katdaha

büyüktür.Eğeryenivücuthücrelerigerekmiyorisenormalhücrelerdekimevcutolan

mekanizmahücreyebölünmeyidurdurmasınısöyler.Kanserhücrelerindebu

mekanizmanınbaskılanmasısebebiilekanserhücrelerikontrolsüzbirşekildebüyür,

bölünürveçoğalırlar.Budavücudundiğerbölgelerineyayılarak,birikerektümörün

oluşmasınısağlar.Oluşantümörleryalnızcabulunduklarıdokuveorganazarar

vermeklekalmazdiğervücuthücrevedokularınısıkıştırabilironlarıniçerisine

sızabilirveonlarıdatahripedebilirler.Kanserlihücrelerindokudışındadoğrudan

veyakanyadalenfyoluylasıçramalarına‘metastaz’adıverilmektedir.Metastaz

Yunancabirkelimeolupyerdeğiştirmeanlamınagelmektedir.Kansererkenteşhis

edilemezvebaşladığıhücreveyadokudışındabiryeresıçramışisebaşladığıyerdeki
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hücretipiyleaynıhücreisminialırlar.Örneğin;akciğerdeoluşantümöreğer

bağırsaktayayılım gösteririsebuoluşantümöre ‘‘bağırsakkanseri’’değil

‘‘metastatikakciğerkanseri’’olarakadlandırılmaktadır.[2,3–4]

Ülkemizde1970’liyıllardasebebibilinenölümlerarasındadördüncüsırada

yeralmaktaolankanser,sonyıllardakardiyovaskülersistemhastalıklarındanhemen

sonraikincisırayayükselmiştir.Sebebibilinenhastalıklardaikincisıradaolmasına

rağmengörülmesıklığıkonusundanetbirbilgibulunmamaktadır.Modernçağınen

büyüksorunlarındanbiriolankanser,sonyüzyıldaçevreşartlarınındeğişmesi,

yaşam temposunundeğişmesiveparalelindegelenyeme-içmealışkanlıklarının

değişmesikanseriinsanhayatınınenbüyükproblemlerindenbirihalinegetirmiştir.

Kanserhücrelerininbirbirindenfarklılıkgöstermesinedeniyleonkogenleriaktifhale

getiren,tümör supresör genlerisessizleştiren veya fonksiyonunu önleyen

mutasyonlarkeşfedilmiştir.Kanserhücrelerininbulunduğudokuveorganabağlı

olarakkendineözelmolekülervebiyokimyasalözellikleresahipolduğuortaya

çıkmıştır.Onkogenlerkontrolünükaybetmişproteinkodlayangenlerdir vegen

ekspresyonunuhızlandırarakneoplastikhücrebirikiminenedenolmaktadır.Tümör

baskılayıcıgenlerhücreninnormalbirşekildebölünme,büyümeveçoğalmasını

sağlayaraktümöroluşumunubaskılamaktadırlar.Çoğutümörhücresindeisebu

geninhasarıveyaaktivasyonununkaybolmasıhücreninanormalçoğalmasınaneden

olmaktadırlar.

Apoptozisgenetikolarakdüzenlenenvehücreninkontrollübirşekilde

ölümüneyolaçan biyolojik birolaydırveanormalhücrelerin apoptozise

uğrayamamasıhücreninkontrolsüzbirşekildeçoğalmasınabunedenledetümör

oluşumunasebepolmaktadır.ApoptozisidüzenleyengenlerinbaşındaBCL-2ailesi

gelmektedir.Kanserhücresivetümöroluşumununmolekülertemelindegenotipini

yansıttığıkabuledilennormalhücrepoliferasyonundakibozulmalarabağlıolarak

kontrolsüzhücrebüyümeveçoğalmasınınyanısırauyarıiletimindededeğişikliklere

bağlıolarak çoğalmayıinhibeeden sinyallereduyarsızlık,apoptotik hücre

ölümündenkaçabilme,apoptozungörülmemesi,büyümesinyallerineonkogenik

uyarıiletimigibiözelliklergörülmektedir.Bunungibihücreölümünüriskeeden

sebeplerdendolayıhücreninbüyümeveçoğalmakontrolüortadankalkar.Çeşitli

kansertürlerindehücreyapılarıvebunabağlıolarakmekanizmalarıfarklıolsada

karakteristiközelliklerinintemelişleyişleriaynıdır.Bunabağlıolarakkanserin
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molekülertemelininbilinmesibüyükbiravantajsağlarkenerkentanıvetedavidebir

okadarönemteşkiletmektedir.[4,41-57]

2012senesiverilerinegöredünyada14.1milyonyenikanserolgusu,8.2

milyonkanserkaynaklıölümteşhisedilmiştir.Teşhistensonraki5seneiçerisinde

kanserileyaşayan32.6milyoninsanmevcuttur.Yenikanserolgularınınyüzde

%57’si(8milyon),kanserkaynaklıölümlerin%65’i(5,3milyon)ve5yılboyunca

süregelenkanserolgularının%48’i(15,6milyon)göreceliolarakazgelişmiş

bölgelerdesaptanmaktadır.[36]

Teşhis,tedaviveönlemeseçeneklerindekiilerlemeyerağmenkanserdesağ

kalımoranlarıhalendüşüktür.Bunedenleyenitedaviseçeneklerininbulunmasına

gereksinimduyulmaktadır.[37]

2.2.KOLONBİYOLOJİSİ

‘Kolon’sindirimsistemimizinbirparçasıolan‘kalınbağırsak’teriminin

latincegeneladıdır.Çekumdanbaşlarverektumakadaruzananbağırsakkısmıdır.

Asılgörevidışkıdansuyuayırmakolanbağırsakmemelilerdeçekum,çıkankolon,

transverskolon,inenkolon,sigmoidkolonverektumdanoluşmaktadır.Çekumdan

transverskolonunortasınakadarolankısma‘sağkolon’kalankısmaise‘solkolon’

adıverilmektedir.Çekumkısmıincebağırsağınsonlanıpkalınbağırsağınbaşladığı

bölümolarakbilinmektedir.Çekumbirkapakçıkvazifesigörereksindirilengıdaların

tekyönlüakışınısağlamaktadır.[21]Rektumisememelilerdekalınbağırsağınson

bölümüolupanüseaçılankısmıdır.Dışkınınatılmadanhemenöncekitutulduğuyer

olacaktabilinir.İnsanlardarektumuzunluğu12cmdirverektumunsonbirkaç

santimetrelikkısmıderiyebenzerbirdokuilekaplıdır.[22]

Kalınbağırsakduvarı3tabakadanoluşur;

1.Kalınbağırsağıniçinikaplayanörtütabakasıdırvebunamukozadenir.Bu

tabakabesinmaddelerininsindirimdengörevliolupkanaemilmesinisağlamaktadır.

2.Ortakısımdabulunan isekastabakasıbulunur.Bu tabakabesin

maddelerininileridoğruhareketetmesinisağlamaktadır.

3.Bağırsakduvarınınendışkısmındaiseserozatabakasıbulunmaktadır.

Serozatabakasınınyüzeyidüzgünolupbağırsağınkarınboşluğuiçerisindebirbirine
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yapışmasınıengellemektedir.

Sindirim sistemi  anatomisinde kalın bağırsak, ince bağırsak ile

anüs arasındakikısımolarakbilinirve1,5-2metrearasındauzunluğasahipolup

sindirimsistemininbeştebirinioluşturmaktadır.Kalınbağırsağıincebağırsaktan

ayıranşeylerçapınınbüyüklüğü,nispetensabitkonumu,keseligörünümüvedışında

yeralanperitonlaörtülü‘yağparçacıkları’dır(appendicesepiploicae). Kolonve

rektumvücudumuzunsindirimsistemininparçalarıolupözofagustanmideyeinen

besinlersindirilerekincebağırsağagönderilir.Buradavücutgıdalardabulunanbesin

öğeleriniabsorbanedervebesinmaddelerinigıdalardanayırarakvücuttanatılacak

olanatıklarındepolanmasıiçinkalınbağırsağageçer.Dışkıvücuttanuzaklaştırılana

kadarrektumdadepolanır.Kalınbağırsakverektum‘büyükbağırsak’adındauzun

kaslıbirtüpoluşturmaktadır.[13]Kalınbağırsağın150-180cm’likkısmına‘kolon’,

15-18cm’likkısmınada‘rektum’denilmektedir.

2.2.1.KolonKanserinedir?SebepleriNelerdir?

ABD'deheryıl150.000'denfazlakişikalınbağırsakkanseriolduğunu

öğreniyor.Türkiye'deiseçoksağlıklıkanserkayıtlarınınolmamasınarağmen

orantısalolarakyaklaşık30.000kişininkolorektalkansereyakalandığıtahmin

edilmektedir.[1]Kolonkanserierişkinbireylerdeençoküçüncüsıklıklagörülen

kansertürüoluperkekvekadınbireylerdeisekanserebağlıölüm nedenlerinin

arasındaikincisıradayeralmaktadır.Kolorektalkanserin%80’iseyrekolarak

oluşurkengeriyekalan%20likkısmıisekalıtsaldır.

Kolonkanserininikitipivardır.

1.Polipzeminindegelişenler(Adenoma)

2.Kalıtsalkolorektalkanserler

Familyaladenomatözpolipozis(FAP)zeminindegelişenler

ZayıfFAP(AttenuatedFAP)zeminindegelişenler

Familialkolorektalkanser(LynchISendromu)

Herediternonpolipoziskolorektalkanser(LynchIISendromu)

Kolonkanseriolgusununçoğubağırsakiçerisinebirelinparmaklarına

benzeroluşumlaroluşarakiyihuylupolipgelişmesiilebaşlar.Elliyaşveüzeri
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kişilerdeiyihuylupolipleroldukçasıklıkilegörülmektedirvevakaların%90‘ı50

yaşveüzeridir.Normalriskesahiphastalardadataramayaşınınelliolmasebebi

budur.Erkenteşhisvetedaviile(Örneğin;ameliyatilepolip‘inalınımı)iyihuylu

poliplerebirmüdahaleedilmelidir.Poliplerinkanserleşmevenormalolankolonveya

vücuthücrelerine metastaz yapma kabiliyetikazanabilmelerigöz önünde

bulundurulmalıdır.Metastazkanserhücrelerininkökenaldığıdokuveyaorgandan,

lenfveyakandolaşımıilevücuttakidiğerdokuveorganlarayayılmasıdır.Kanyolu

ileyayılmadakanserhücreleriyakındabulunanoluşmaktaolanveyayenioluşmuş

kandamarlarınagirerekdolaşımsistemiilevücudundiğerbölgelerinetaşınır.Diğer

birtaşınmasistemiolanlenfatikyayılmadaisekanserhücrelerilenfatiksistemegirer

vebusistem ilefarklılenfnodlarınataşınmasısağlanır.Lenfyoluylakanser

hücrelerininbuşekildetaşınmasısonucuikinciltümörlermeydanagelmektedir.[62]

Tümör(halkdilinde‘ur’)bağırsağıtıkayarakdışkıatımınıengelleyebilir.Bukanser

tipinintamolaraknedenleribilinmemekleberaberrisktaşıyanhastalarınyaşamtarzı,

beslenmeveyagenetikgibifaktörlerleilişkiliolduğugörülmektedir.Ailesindekalın

bağırsakkanserihikayesi,kişibağırsağındapolipolması,bazıiltihabikbağırsak

hastalıkları(Örneğin;ülseratifkolit,Crohnvb.)veyabağışıklığıdüşükolanlardaha

yüksekrisktaşımaktadırlar.Riskyaşilevevücudunherhangibiryerindebulunan

kanseroluşumuylabirlikteartmaktadır.Fazlasıylabağırsağıyoranyanilifli,yağlı,

işlenmişbesinler(Kırmızıet,salam,sosis,mangalvb.),azorandasebzevemeyve

tüketimibeslenmeyleilişkilifaktörlerdir.Yaşamtarzıfaktörleriise;hareketsizyaşam

tarzı,fazlakiloalımı,sigaravealkolkullanımınıiçermektedir.[14-53]

2.2.2.KolonKanseriÇeşitleri

Bağırsakkanserininçokçeşitlitiplerivardırkibunlarmeydanageldikleri

hücrelerinisimleriyleanılırlar.

A. Adenokarsinomlar:Kolorektalkanserlerin%95‘ibutipkanserlerdir.Bezsel

dokulardaortayaçıkmaktavebezeaitolmasıgerekmez,salgılayıcı

özelliklere sahip olmalarıyeterlidir.Yani,bağırsak zarındakibez

hücrelerindebaşlamaktadır(İyicilbirbezseltümör).Alınan örnekler

mikroskopaltındaincelenerekmüsinöztümörveyataşlıyüzüktümörüolarak
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gözlemlenir.[16]

B. Skuamöz(yassı)HücreliKanserler(SCC):Adenokarsinomhücreleriyle

aynışekildetedaviedilenbuhücretipiciltkanserleriiçerisinde‘bazal

hücrelikarsinom’dansonragelenikincienyaygınciltkanseritipidir.[16]

Bağırsaktadayassıhücrelibezhücreleriileberaberbağırsakzarını

oluşturancilttipininhücreleridir.

C. DiğerBağırsakTümörleri:

c.1Karsinoidler:Butümörilkolarak1888yılındaLubarschtarafından

tanımlanmaktafakat;1907yılındaOberndorfer,Malingpotansiyeliolmadığı

ve karsinomlara olan benzerliğinden dolayı‘KARSİNOİD’terimini

kullanmıştır.Sonyıllardasıklıkla‘NöroendokrinTümörü’dedenilenve

yavaşgelişennadirbirtümörtipidir.NöroendokrinsisteminEnterokromatin

veyaKulchitskyhücrelerindengelişmektedirler.Nöroendokrintümörler

(NET)yüzbinde1-2sıklıktave50-60yaşaralığındagörülmektedir.[17,18

-20]Butümörlerhormonüretendokulardagelişmekleberaberkolorektal

tümörleregöretedavişekillerifarklılıkgöstermektedir.

c.2Sarkomlar:Vücudumuzunherhangibiryerindenkökenalanmezenkimal

tümörlerdirvetümkanserlerinyaklaşıkolarak%1’inioluşturmaktadırlar.

Kolonyadarektumdabulunansarkomlarınçoğu‘Leiomyosarkom’durve

yumuşakdokukökenlidüzkashücrelerindengelişebilensaldırganbir

sarkomdur.Dahaçokyetişkinlerdegörülmektedir.Küçükkandamarlarını

döşeyendüzkashücrelerindenkökenalanLeiomyosarkomutümyumuşak

dokusarkomlarınınneredeyse%5–10unuoluşturmaktadır.[16]

c.3 Lenfomalar: Bağışıklık sistemi urları olarak bilinirler. Lenf

düğümlerindençıkan,lenfositlerdenoluşantümörlerintümüne‘Lenfoma’

denilmektedir.1832yılındaThomasHodgkin‘Lenfoma’nınilktanımını

yapmışhattakendiadınıverdiği‘Hodgkin Lenfoması’hastalığıda

açıklanmıştır.[19]100kolorektalkanserdenyalnızca1tanesibulenfatik

sisteminkanserlerindendirvediğerkolorektalkansertiplerinegöretedavi
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yöntemiçokfarklıdır.

2.2.3.KolonKanseriSemptomları

Bağırsakalışkanlığındadeğişme

İshal(Gaitalarınınfazlamukusluoluşu)

Dahaçokkabızlık(Hattakalemgibiincegaitayapma)

Hastahiçgazvegaitaçıkaramayacakdurumagelebilir.

Rektalkanama

Aşikârrektalkanama(Hemoroitgibibeninperianalhastalıklarabağlı

olmayankanamalardayaniaçıklanamayankanamalardakolonoskopiiletümkolon

değerlendirilir.)

Karınağrısıvekramplar

Şişkinlik

Tenesmus(kişigaitayapmaihtiyacıylatuvaletegiderfakatyapamaz.Çünkü

rektumkitleyledoludur.)

Demireksikliğianemisibunabağlıolaraksürekliyorgunlukhissi(Anemi

araştırmasısırasındagaitadagizlikantestiilebelliolurvepozitifolanhastalarda

kolonoskopigereklidir.)

Aşırıkilokaybıveiştahsızlık

Başkabirçokanormallikveyakanserdebubelirtivebulgularıgösterebilir.Bu

bulgulardanherhangibirinesahipolanhastalarınklinikdestekalmalarıve

kontrolleriniyaptırmalarıiyiolacaktır.Herhastalıktaolduğugibibuhastalıktada

erkentanıvetedaviçokbüyükönemtaşımaktadır.Kansereyolaçanpoliplerin

teşhisiveçıkarılmasıilekolonkanseriengellenebilirken,erkenbelirlemeile%90‘a

varanoranlardatedavideedilebilmektedir.[15]
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2.2.4.KolorektalKanserTanı,MuayeneveLaboratuvarTestleri

Erişkinbireylerde50yaşveüzeridüzenliolarakkolonkanseritarama

testleriyaptırmasıönerilir.Kişininbireyselkolonkanseririskinegöretarama

testlerininbelirliaralıklarlayaptırmasıgereklidir.Birincidereceakrabalardakolon

kanserigeçmişivariseakrabayakonulankansertanısınınkonulduğuyaştan10yıl

öncetaramalarabaşlanmalıdırveyakişideöncekimuayenelerdetespitedilenpolip

geçmişivarsadüzenliolaraktaramalaryapılmalıdır.AmericanCancerSociety

(AmerikanKanserDerneği),USMulti-SocietyTaskForceonColorectalCancer

(ABDDerneklerFederasyonuKolorektalKanserGörevGücü)veAmericanCollege

ofRadiology(AmerikanRadyolojiDerneği )2008Martındaortaklaşakanseröncülü

poliplervekolonkanserininerkentanıkılavuzlarınıyayınlamıştır.Bukılavuzlara

göreikikategoridetaramayapılmaktadır.[14,51-52]

A. Kolonuinceleyen,hemkanseröncülüpoliphemdekansersaptayabilen

tamamenveyakısmıincelemeler.

B. Dışkınumunesiüzerindekimevcutolasılıklıkanserinnedenolduğukan

izleriveyadışkıylaatılmışkanserhücrelerinibelirlemekiçinyapılan

laboratuvartestleri.

BuTetkiklerKolonuGörüntülemekteVeVarsaMevcutPolipVeyaKanseri

Göstermektedir;

1.Kolonoskopi:Muayeneninönerilensıklığı10yıldabirolmaktadır.

Rektumvekolonuntamamınınışıklıbiraletilemuayenesigerçekleştirilir.[14]

Olumluetkilerikolonutamameninceleyebilmevepoliplerdenpatoloji

testleriiçimbiyopsialabilmekteveyapolip‘içıkarabilmekteyiz.

Olumsuzetkileriisebağırsakyaralanması,enfeksiyonveyakanamariski

teşkiletmektedir.İşlemleriçinbağırsağınöncedenkapsamlıbirşekildehazırlanması

vesonrasındahastanıntoparlanabilmesiiçinbirikigüngeçmektedir.Uygulamaiçin

hastayasedasyon(sakinleştirici)gereklidir.Kişibirgeceöncesindenaçkalırve

işlemyaklaşık30dakikasürmektedir.Hastadakarınağrısıilebulantıvekusmaya

nedenolabilir.[14]

2.Sigmoidoskopi:Muayeneönerilensıklığı5yıldabirolmaktadır.Rektum

vekolonunaltkısmınınincelenmesisertveyabükülebilirışıklıbiraletilemuayenesi

gerçekleştirilir.
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Olumluetkilerigenelliklesedasyona(sakinleştiriciye)gerekduyulmaz.

Oldukçahızlıvegüvenilirbiryöntemdirveöncesindeminimaldüzeydebirhazırlık

gerektirir.[14]

Olumsuzetkileriisekolonunyalnızca%30’lukgibibirkısmıincelenebilir.

Poliplerin bellibirkısmıçıkartılabilirve bulgularda anormallik görülürse

kolonoskopiyeihtiyaçduyulur.Küçükbirkanama,enfeksiyonveyabağırsaktayırtık

olabilir.Birkaçgünöncesindesulugıdalariçerendiyetlerebaşlanırveişlem15-20

dakikasürer.İçeriverilenhavayüzündenbağırsaktakramptarzındahafifağrılar

görülebilir.

3.SanalKolonoskopi(BilgisayarlıTomografikKolonoskopi):Muayene

içinönerilensıklık5yıldabirolmaktadır.XIşınlarıkullanılarakbilgisayaryardımı

ilerektum,kolonuntümüincebağırsağakadarincelenebilir.Bağırsakiçerisine

sokulanbirtüpyardımıilebağırsaktamamenhavaylaşişirilerekbakılır.[14]

Olumlu etkileri kolonun tamamını inceleyebiliriz ve sedasyona

(sakinleştiriciye)gerekduyulmaz.Görecelibirgüvenliğesahipolanbuyöntemde

minimaldüzeydekolonyırtığıolabilir.[14]

Olumsuz etkileriise polip temizlenemez ve bulgularda anormallik

gözlemlenirisekolonoskopiyeihtiyaçduyulur.Tambirbağırsakhazırlığıyapılması

gerekmektedir.

4.ÇiftKontrastlıBaryumLavmanı:muayeneiçinönerilensıklık5yıldabir

olmaktadır.Kolonverektumuntamamınınbirdizigörüntüsüalınır.Hastayabeyaz

tebeşirimsibirlavmançözeltisiverilerekröntgenfilmlerindekolonverektumaait

anahatlarbelliedilir.Rektumdansokulanbirtüpyardımıilebağırsaktamamen

havaylaşişirilir.[14]

Olumlu etkileri kolonun tamamını inceleyebiliriz ve sedasyona

(sakinleştiriciye)gerekduyulmaz.Görecelibirgüvenliğesahipolanbuyöntemde

minimaldüzeydekolonyırtığıolabilir.[14]

Olumsuz etkileriise polip temizlenemez ve bulgularda anormallik

gözlemlenirisekolonoskopiyeihtiyaçduyulur.Tambirbağırsakhazırlığıyapılması

gerekmektedir.

VarOlanKanseriSaptayabilmekİçinGerekenTestler;

1.DışkıdaGizliKanTesti(FOBT):Muayenesıklığıyıldabirkezdirve

dışkıdabulunangizlikanısaptamakiçinkullanılır.Hazırkithalindedir.[14]
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Olumluetkileribağırsakhazırlığınaihtiyaçduyulmazveevdebilenumune

toplanabilir.Bağırsaktadoğrudanhiçbirriskteşkiletmez.[14]

Olumsuzetkileriisekanseröncülüdeğişikliklerisaptayamaz.Sadecekolon

içerisindekansereözgükanamayıdeğilbesinlervedişselgirişimlerdenkaynaklanan

hertürlükanamagözlemlenir.Testöncesindehastayadiyetkısıtlamasıgerektirir.

(Testten3günönceCvitamini,narenciye,meyve,meyvesuyuvekırmızıet

bırakılır.)Testüçkezfarklızamanlardayapılangaitalariletekrarlanır.[14]

2.DışkıNumunesininİmmünokimyasalTesti(FIT):Muayenesıklığıyılda

birkezdir.Dışkıdagizlikanagörefarklıbirnumunetoplamatekniğiylegizlikanı

saptamakiçinkullanılmaktadır.Eritrositlerdebulunanhemoglobintespitinedayanan

biryöntemdir.[14]

Olumluetkileridiyet,ilaçvb.kısıtlamalaragerekduyulmaksızınbağırsak

hazırlığıyapılmaz.Evdenumunealınabilirvebağırsaktadoğrudanriskteşkiletmez.

Olumsuzetkileriisekanseröncülüdeğişiklerisaptayamazvebazıkanser

tipleriniatlayabilir.Testfarklızamanaralıklarıilebirkaçkezyapılmalıdır.[14]

3.DNATesti:Halentamolaraktanımlanamamışbutestiçinçokdahafazla

bilimselkanıtlaraihtiyaçduyulmaktadır.Butestdışkınumunesindenizoleedilen

DNA ‘dabulunankolonkanseriyleveyapolipileilişkilispesifikbirgendeki

mutasyonlarısaptamadayardımcıolur.[14]

Olumluetkileridiyet,ilaçvb.kısıtlamalaragerekduyulmaksızınbağırsak

hazırlığıyapılmaz.Evdenumunealınabilirveherhangibirbağırsakyırtılmasıriski

teşkiletmez.[14]

Olumsuzetkileriisekanseröncülüdeğişiklerisaptayamaz.Yeterlimiktarda

dışkınumunesieldeedilmelidirveözelişlemlergerektirir.[14]

2.2.5.KolorektalKanserEvreleri

Testlersonucundatanıkanserisetedaviplanıyapabilmekiçinhastalığın

kaçıncıevrede olduğu saptanmalıdır.Kalın bağırsak kanserlerinde 3 ayrı

sınıflandırmakullanılmaktadır.

1.DukesSınıflandırması

2.Astler-CollerSınıflandırması
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3.TnmSınıflandırması

Tümörevreleri;

a.Karsinomainsitu:Butümörünilkevresidirvetümörrektumveyakolonun

kanalsınırlarıiçerisindedir.

b.DukesAEvresiI:Submukozayainvazeetmişhaldedir.Buevredetümör

hücrelerikolonveyarektumundahaiçduvarlarındagelişmegösterirkendaha

dışduvarlaraulaşamazvekolondışınayayılmagösteremez.

c.DukesBEvresi:Tümörmuskularispropriayainvazeetmişhaldedir.Yani

tümörhücrelerikolonverektumundahaderinduvarınayayılmışhaldedir.

Ancakhücrelerilenfnodlarınayayılımgöstermemiştir.

d.DukesCEvresi:Tümörperitonlakaplıkısımlardasubserozayaulaşmış

haldedir.Peritonlakaplıolmayankolonverektumkısımlarındaiseperikolik

veperiretraldokudadır.Vücudundiğerbölgelerineyayılmagöstermemiştir.

e.DukesDEvresi:Tümördirekolarakdiğerorganları(AkciğerveKaraciğer

gibi)invazeetmiştirveyaperitonudelmiştir.

LenfNodu(N)Evreleri;

a.N0Evresi:Lenfnodumetastazıyaniyayılmasıyoktur.

b.N1Evresi:1-3Periraktalyadaperikoliklenfnodunayayılmıştır.

c.N2Evresi:4vefazlaperirektalyadaperikoliklenfnodunayayılmıştır.

d.N3Evresi:Anavasküleryapılarınçevresindekilenfnodullarınayayılmıştır.

UzakMetastaz(M)Evreleri;

a.M0Evresi:Uzakbölgelereyayılmamıştır.

b.M1Evresi:Uzakbölgelereyayılmıştır.

2.2.6.KolorektalKanserTedaviYöntemleriVeYanEtkileri

Kalınbağırsakkanseritedaviyöntemlerindecerrahimüdahele,radyasyon

vekemoterapibaşlıcayöntemlerdir.Tedavikanserinyerleşimyeri(lokalizasyonu),

hastanınyaşı,genelsağlıkdurumu,eşlikedenbaşkabirhastalıkbulunup

bulunmaması,bireyseltercihlerveevresinegöredeğişiklikgöstermektedir.Tedavi

öncesindehastalartedaviyöntemleri,maliyeti,hastalığınevresi,tedavininyan

etkileriveyaşam standartlarınaetkisiniayrıcakendilerinetedaviyönteminin
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bulunduğuaşamadauygunolupolmayacağınısorgulayabilirler.Cerrahitedavi

kanserintedavisindeanabasamağıoluştururkenkanserinorganlarayayılımıda

büyükönem taşımaktadır.Kanserpolipaşamasındaiselenfnodlarınasıçrama

olmamışisetekbaşınatümörünçıkarılmasıyeterliolurkenhastanınbeşyıllık

sağkalımı%80-90dır.Kanser birincievrede ise kemoterapikullanılamaz.

Kemoterapidahaçokmetastazyapanvelenfnodutulumubulunanhastalarda

kullanılmaktadır.İlerisafhadabulunanyanidördüncüevredekitümörlerde

kemoterapisadecehastanınyaşamsüresiniuzatmak,tümörüküçülterekbelirtileri

azaltmakiçingeçiciolarakkullanılır.Fakatnüksetmiştümörlerdekemoterapi

kullanılmaktadır.Cerrahimüdahaledekanserlikısımçevresindekisağlamdokularla

beraberçıkartılırkenbağırsağıbağlayanmezenterdokuvelenfbezleridealınır.

Rektumkanserindetümörünevresinegörecerrahimüdahaleöncesiradyoterapive

kemoterapikullanılır.Yoksaradyoterapikolonkanserlerindeçoktercihedilenbir

tedaviyöntemideğildir.Rektumkanserlerindetümöranüseçokyakınveyaanüsün

içerisindeisekalınbağırsağınsoltarafınınbirkısmıileberaberalınmasıveikiucun

birbirinebağlanmasıgerekir.[23,24-25]

Anastomozlukolonkansericerrahisindekolonunbirbölümüileetrafındaki

birbölümsağlıklıbölgeçıkarılırvegeriyekalansağlıklıparçalarbirleştirilerekkolon

birarayagetirilir.[26]

Birleşmeninmümkünolmadığıdurumlarisesağlam olanbağırsağınuç

kısmıkarınduvarınadoğruağızlaştırılarakdiğerucukapatılır(kolostomi).Bu

işlemdensonraözelkolostomitorbasıiledışkıdışarıatılır.Çoğuhastadabudurum

geçiciolarakrektumvekolonuniyileşmesinebağlıolarakçıkarılırkenrektumunalt

bölgesineyakınkısımdabulunantümörlühastalardabudurumkalıcıolabilir.Son

yıllardadaakciğerveyakaraciğereyayılantümörlerdeçıkarılmaktavecerrahitedavi

uygulanmaktadır.[24,25-26]

Kolonunkanserliolanbölümüveetrafındakisağlıklıbölüm çıkarılır,

bağırsağınüstucukarınönduvarınaağızlaştırılırvekolostomitorbasıyerleştirilir.

[26]

Kemoterapikyöntemlerdetümörüyokedebilmekiçinantikanserilaçları

kullanılmaktadır.Sistemiktedaviolarakadlandırılanbuyöntemdeverilenilaçkan

yoluylabütünvücududolaşmaktavekanserliolanvücuthücreleriniöldürmektedir.

Kolonkanserininbazıevrelerivebaşkaorganlarasıçradığıdurumlardakanserli
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hücreleriyoketmekiçinkullanılır.Antikanserilaçlarıağızyadadamaryoluile

verilirvehastanadirendeolsabuilaçlarıyatarakalır.Hastalarcerrahiişlemöncesi

(Neoadjuvant)veyacerrahiişlemsonrası(Adjuvant)buişlemigörmelerininyanı

sıraradyoterapiilebirliktedealabilirler.Cerrahiişlemöncesiyapılankemoterapi

tümörünküçülmesineyönelikikencerrahiişlem sonrasıkemoterapidahaçok

kalabilecekolankanserlihücreleriortadankaldırmakveyakanserintekrarlamasını

engellemekiçinuygulanır.[24]

Radyoterapikolonkanserindeçokfazlatercihedilmesedebazıevrelerinde

kullanılmaktadır.İyonizeradyasyonilekanserhücresinintahribatınısağlayanlokal

biryöntemdir.Alandabulunantümörhücrelerininyüksekenerjiliışınlarileortadan

kaldırmayıhedefler.Ameliyatöncesitümörünküçülmesinihedeflerkenameliyat

sonrasıtümörlü hücrelerin nüksetmeleriniengellemek için kemoterapiile

verilebilir.[24]

Buişlemlerkanserintedavisiniyaparkenbağışıklıksisteminiçökertme,ağrı

verahatsızlıkhissi,halsizlikveyorgunluk,kabızlıkyadaishal,kanamariski,

infeksiyongibiacilmüdahalegerektirendurumlar,kolostomisonrasıciltteirritasyon

veenönemliyanetkisiolansağlıklıhücretahribigibihastaüzerindebirçokyanetki

göstermektedir.[49]

Kemoterapininyanetkileriuygulanacakdozaveilacagöredeğişiklik

göstermektedir.Kemoterapiiçinçeşitliilaçlarkullanılmaktaikenbuilaçlarınbir

kısmıdoğrudantümöreetkiedenkemoterapikilaçlarbiyolojikajanlarveya

hormonlardır.Kemoterapibüyüyenvebölünenhücrelerinortadankaldırılmasıiçin

kullanılırkenilaçlarsağlıklıhücreleredezararvermektedir.Genellikleantikanser

ilaçlarıhızlaçoğalanhücrelereetkiederkenençoketkilenenhücrelerbunların

vücuttataşınmasınayardımcıolankanhücreleridir.Kanhücreleripıhtılaşma,doku

veorganlaraoksijentaşıma,enfeksiyonlasavaşmagibibirçokişleviyaparken

ilaçlarınhücrelerietkilemesiüzerinehastadayorgunlukhalsizlikhissi,kanamave

enfeksiyoneğilimleriartar.Kemoterapidenençoketkilenenhücrelermide-bağırsak

sistemi,kemikiliği,saçkökühücrelerigibihızlıçoğalmagösterenhücrelerdir.Saç

köküetkilendiğiiçinsaçlardatedavisürecindedökülmegörülmektedir.Kolostomi

sonrasıgörülenağızvedudakyaralarıgibiyanetkilerideolmaktadır.Kemoterapiye

herhastanınbağışıklıksistemivevücutlokasyonufarklıolduğuiçinhastalardafarklı

zamanaralıklarındafarklıyanetkileriolmaktadır.Birkemoterapidehastanıngörmüş
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olduğuyanetkiyihastadiğerseferlerdegörmeyebiliryadabirkaçkemoterapi

sırasındayanetkigözlenmezkensonrakikemoterapilerdeyanetkigörülebilmektedir.

Kemoterapininyanetkilerinindedeğerlendirilebilmesiiçinfarklıtetkikvetestler

vardır.Bunlarkansayımıvebiyokimyasaltestlerdir.Butestlerkemoterapialan

hastalarabelliaralıklarlayapılarakhastalarınhemoglobin,trombosit,lökositsayıları,

karaciğerveböbrekfonksiyonlarıkontroledilir.[28-29]

Kemoterapideençokgörülenyanetkilerbulantı,kusma,saçlardadökülme,

iştahsızlık,ağızvedişetiproblemleri,ciltproblemleri(kurumagibi),kaslardave

eklemlerdeağrı,cinselproblemler,kanama,enfeksiyonakarşıduyarlılıkartışı,

yorgunluk,halsizlik,kansızlıkveishalyadakusmagibi.Buyanetkilerkemoterapi

alımınınbitmesiylebirliktevücudunkendinitoparlamasürecindeortadankaybolur.

Tabiyanetkilerinkaybolmasıkişininyaşıyla,hastalıkgeçmişiylevevücutdirenciyle

doğruorantılıolarakdeğişiklikgöstermektedir.[28-29]

Radyoterapininyanetkileriniazaltmakvesağlıklıhücrelerinkendilerini

toparlayabilmeleriiçinhaftasonu2günaraverilir.Ayrıcayanetkilerienaza

indirmekiçinuygulanacakbölgeninçevresindekalandokuveorganlarıkorumak

amacıileışınınetkietmesiniengellemekamacıilekurşunkorumabloklarkonulur.

Yan etkileriilk günlerde değilgenellikle doz arttıkça ilerleyen günlerde

görülmektedir.Yanetkivedozhastayaşına,hastalıkgeçmişinevehastanındirencine

bağlıolarakdoğruorantılıbirşekildedeğişmektedir.Günlükvetoplamdoznekadar

yüksekisehastadakiyanetkideokadaryüksekolmaktadır.Herdokuveorganın

radyasyonakarşıdirencifarklılıkgösterir.Özellikleradyasyonakarşıtoleransıdüşük

olandokuveorganların(karaciğer,böbrekgibi)bulunduğubölgelerdeçokdaha

dikkatliyapılmalıdırkikolorektalkanserlerindefazlatercihedilmemesebeplerinden

birisidebudur.Bazenkanyapıcıhücrelerideetkileyebilir.Mideyeyakınbölgelerde

uygulananradyoterapilerdehastadaishal,kusmavebulantı,idraryaparkenağrı,

iştahazalmasıbunabağlıolarakkilokaybı,cilttekızarmavekuruma,halsizlik

yorgunluk hatta dışkıkaçırma gibigenelyaşamınıetkileyen yan etkiler

görülmektedir.[27-49]

Budurumlarhastanıngenelyaşamstandartlarınıetkilediğiiçinhastanın

psikolojikolaraksakendinikötühissetmesihastanındüzelmesüreciniuzatabilir.
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2.3.RNAMekanizması

Son yıllarda yapılan araştırmalar, DNA’daki kontrol sisteminin

düşünüldüğündençokdahakompleksyapıdaolduğudur.

2.3.1.RNAİnterferans(RNAi)

RNA interferans,gen fonksiyonu araştırmalarında üzerinde yoğun

araştırmalaryapılmaktaolanyenibiralandır.RNAi,Sciencedergisitarafından2001

de‘YılınMolekülü’ve‘2002YılınınEnÖnemliBilimselHamlesi’olarakseçilmiştir.

M.I.T.’denNobelödüllüProf.Dr.PhillipSharp,‘RNAinterferans,son10yılınen

heyecanvericikeşfidir.’demiştir.RNAinterferansgenetikçalışmalaresnasında

ortayaçıkanönemlibirbuluştur.RNAimekanizmasımayalardanmemelilerekadar

olantümökaryotlarda,benzerhücrebileşenlerininkatılımıylaoluşmuştur.RNAi

canlıhücreleriçindeyeralan,hangigenlerinnasılaktivitegöstereceğinibelirleyen

vekontroledensistemdir.Transkripsiyonsonrasısessizleşme,bastırılmaveyabir

genindiğerineüstüngelmesigibibirçokolayRNAinterferansilegerçekleşmektedir.

İkitipküçükRNAvardır.BunlargenifadesininsusturulmasınısağlayanRNA

interferansyolakları,smallinterferingRNA(siRNA)vemikroRNA(miRNA)adı

verilenküçükRNAparçacıklarıdır.BuküçükRNAparçalarıproteinkodlayamaz.

Genifadelerininnegatifdüzenleyiciajanlarıolarakgörevalırlar.BuküçükRNA

tipleri,genlerinfaaliyetleriniazaltmadayadaarttırmadaörneğinbir mesajcıRNA

'nınproteinüretmesiniengelleyerekdiğerözelRNA'lar(mRNA)ilebağlanabilirler.

Apoptozis,hücreçoğalması,hücrefarklılaşmasıvegelişimgibibirçokbiyolojikrolü

üstlenmişlerdir.RNAi’ınküçükparçalarıolanbuikitüraynısentezveolgunlaşma

süreçlerindengeçmelerinerağmenaralarındaönemlifarklılıklarbulunmaktadır.

[30,31-66]

RNA interferansınmekanizmasıbeştemelişlem halindeözetlenebilir.

Bunlar:

1. dsRNAtanımavetaramaprosesi

2. RNAideficient-1(Dicer-RDE-1)yanibirRNaseIIIfamilyasıenzim

eşliğindeçiftzincirlidsRNA’nıntanınmasıvekesilmesi
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3. siRNAüretimi:21-23nukleotiduzunluğundaRNAlarınoluşması

4. siRNA-RISCkompleksiikilisininspesifikkomplemantermRNAbölgesiile

bileşmesi

5. RISCiçindekiexonukleazlartarafındanhedefmRNA’nıntahripedilmesive

RISCkompleksininyenibirişlemiçinbaşadönmesi.[30]

2.3.1.1.–mikroRNA(miRNA)

-mikroRNA yanimiRNA’laryaklaşık21-23nükleotituzunluğundatek

iplikli RNA molekülütürüdürvegenifadesinindüzenlenmesinderoloynarlar.-

mikroRNA’larkodlanmayanRNA’lardandır.YaniDNA'dantranskripsiyonuyapılan

ama çevirisiolmayan,yapılmayangenlertarafındankodlanırlar. Pri-miRNA olarak

adlandırılanprimertranskriptlerişlenerek,önce pre-miRNA adlıkısa sap-ilmik

 yapılarına,sonradafonksiyonelmiRNA’yadönüşürler.OlgunmiRNAmoleküller

birveyadahaçok mesajcıRNA (mRNA)ile kısmitamamlayıcılardır.Başlıca

işlevlerigenifadesiniaşağıayarlamaktır.1993'teLeeveçalışmaarkadaşları

tarafındanVictorAmbroslaboratuvarındakeşfedilmişlerdir.Ancak–mikroRNAyani

miRNAterimiancak2001yılındakullanılmıştır.[33]Proteinüretimindeveüretimin

kontrolündesayısızproteingörevlidir.miRNA’larkökhücreleri,embriyo,beyin,

kalp,karaciğerdedâhilolmaküzeretümhayvandokularınınnormalgelişiminden

sorumludur.Bunlardaenufakbireksiklikveyahatacanlınınölümüneyol

açmaktadırveyacanlıdahastalıkyapıcıetkendir.ÖrneğinmiRNA’nınazveyaçok

üretilmesininfarklıkansertürlerinesebepolduğubulunmuştur.

-mikroRNA’larınesasetkimekanizmasıtranslasyonunbaskılanmasıdır.

NormalbirtranslasyonişlemiiçinönceliklebaşlangıçfaktörlerininmRNA’ya

bağlanmalarıve buyollamRNA’nınribozomayerleştirilmesigerekir.RISC

kompleksininmRNA’nın3’translasyonuolmayanbölgeyeyerleşerekmiRNA+

mRNA etkileşiminigerçekleştirmesigerekir.Dahasonrabaşlangıçfaktörlerinin

mRNA’yabağlanmasınıbozaraktranslasyonubaskılar.Buesasmekanizmayaek

olarak,RISC kompleksitranslasyonunbaşlamasındansonradamRNA ’ya

bağlanabilir.Budurumdadaribozomlarınayrılmasıylatranslasyonerkensonlanır.

[32,33-34]
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2.3.1.2.SmallİnterferingRNA(siRNA)

1998yılındaNobelÖdülükazananYangveMellotarfındanyayınlanan

sentetikuzunçiftsarmallıRNAmoleküllerininnedenolduğusolucanlardakiRNA

etkileşiminitanımladı.SentetiksiRNAilkolarakZamorevediğerleritarafından

2000yılındatanımlanmıştır.GensessizliğiiçinenyaygınolarakkullanılanRNAi

şeklidir.SentetikolarakRNAalınarakuygulanacakyereözgüsentezlenebilirler.Bu

sayedeuygulanacakbölgedesusturulmakistenengenhedefalınır.

SmallinterferingRNA(siRNA)küçükRNAparçalarıolarakadlandırılırlar.

Boylarıyaklaşıkolarak20-25nükleotiddir.Genlerindüzenlenmesindegörevalırlar.

Susturulmasıgerekengenlerlebağlanarakbaskılamaişleminiyaparlar.Kontrol

molekilüolansiRNA moleküllerimRNA’larabağlanarakonlarıkeserleryada

etkisizhalegetirirler.Böylelikleproteinsentezidurdurulur.Ökaryotikcanlılarda

bulunurlarvegenellikleyüksekyapılıbitkilerdevardır.ÇiftsarmalRNA (dsRNA)

moleküllerinisiRNAdenilenve20 nükleotidden oluşanküçükfragmanparçalarına

ayıran DİCERisimlibirenzimtarafındanbaşlatılırlar(RNAindüklenmişsusturma

kompleksi (RISC)).[35,65,66-69]

SmallinterferingRNA (siRNA)poliferasyon,invazyon,anjiyogenez,

metastaz,inhibisyon,sağkalımveapoptozileilişkiliolanonkogenihedeflemedeve

susturmapotansiyeliileterapötikuygulamalardaçokfazlailgigörmektedir.

TerapötikuygulamalardasiRNA’yıminimumhedefdışıetkilere,aktifolarakise

hedefespesifikbirşekildetasarlamakgerekirkensiRNA’nıninvivoolarakhedef

hücrelereetkilibirşekildeverilmesinisağlamakenzoradım olarakkabul

edilmektedir.Genelolarakgentaşıyıcılarviralvenon-viraltaşıyıcıolmaküzere

ikiyeayrılabilmektedir.[65-69]

Geçmişten beri,siRNA aracılı gen sessizleştirme,klinik öncesi

araştırmalarda,genineözgüsessizleştirilmesibakımındanbaşkabirtedaviyöntemi

olarakönemlibirgarantivermeyebaşlamıştır. Çokuzunzamanöncelerdeinvivo

siRNAverilmesionarıcıbiryöntemolarakkullanılmadaönemlibirengelolarak

görülmekteydi.[68]

BirmemelihücresisiRNAgibiçiftsarmallıbirRNAilekarşıkarşıya

kaldığındaonubirviralyanürünolarakalgılayabilirvebirbağışıklıkcevabı

başlatabilir.siRNA’nınhücreyegirmesidiğertehditaltındaolmayanproteininde



20

saldırıyauğramasıveelenmesidurumunuortayaçıkarabilirvehedeflenmemiş

hedeflemeyenedenolabilir.VücuttaçokfazlasiRNA’nınbulunmasıdoğalbağışıklık

tepkilerininaktivasyonunedeniylespesifikolmayanolaylaranedenolabilir.Ancak

herhangibirgeniyenmekabiliyetigözönünealındığındasiRNA'larbirçokterapötik

kullanımiçinpotansiyelesahiptir.[35]

MemelilerdekiilkterapötikuygulamasiRNA ileFasaracılıkaraciğer

fibrozlubirfaredeFas'ınaşağıdüzenlenmesiilegösterildi. Fas'akarşısiRNAile

tedaviedilenfarelerin%82'sinin,kontrolgrubu4için3günilekarşılaştırıldığında

10günboyuncahayattakalabildiklerigözlendi.Hücretürünespesifiksevkıyatiçin

ilkörneklerdenbiri,siRNA'nınprotamin/antikorilekonjugeedildiğizaman

gösterildi.[67]

Alnylam Inc.veMassachusettsTeknolojiEnstitüsü(MIT)işbirliğiile

binlercefarklılipidbenzerimoleküllerdenoluşanbirkütüphaneyisentezlemekiçin

birprojeüzerindeişbirliğiyaptı.DahasonrasındaisesiRNA'yısunmaverimliliği

içinonlarıtaradı. Solunum hastalığınıtedavietmekiçinfarelerdebuiletim

sistemlerinitestettiler.Moleküllerininbirkısmınınmevcutolmayankapsüllenmemiş

siRNAvermeilekarşılaştırıldığındasiRNAvermedeonkatdahaetkiliolduğunu

buldular.[67]

Yakınzamandakanserlerveenfeksiyonlardâhilolmaküzeregenişbir

yelpazedekibozukluklarıntedavisiiçinyeniterapötiksınıflarolarakaraştırılmıştır.

GerçektendesiRNA’larınkanserdedâhilolmaküzerebirçokfarklıhastalığınve

enfeksiyonuntedavisindeterapötikpotansiyelininolduğugörülmüştür.Örneğin;

enzimatikbirfonksiyoneksikliğinde,ilaçmolekülleriiçinerişiminsağlanamadığı

proteinlergibihedefeyöneliketkietmeyimümkünkılmaktadır.[65-66]

siRNA’larıterapötik özelliklerinigeliştirmek üzere kimyasalolarak

modifiyeederekkullanabiliriz.[35-65]

Modifiyeederekkullanılmaşekilleri;

 Geliştirilmişetkinlik

 Artmışserumstabilitesivedahaazhedefdışı

 Azalmışimmünolojikaktivasyon[35]
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2.4.Nanopartiküller

Nanopartiküllerboyutları100nm altındaolanhacimselolarakyapılı

malzemelerdençokdahafarklıözellikleresahiptirler.Buözelliklersayesinde

elektrik-elektronik,biyomedikal,otomotivvekimyasektörleribaştaolmaküzere

birçokalandakullanılmaktadırlar.Morfolojikvekimyasalözelliklerininhassasve

kullanılacakolanmalzemeyleetkileşimisayesindefarklıalanlardafarklıüretim

yöntemlerigeliştirilmiştir.[59]

2.4.1.AltınNanopartikülleri

Altınnanoparçacıklarıgeçmiştenberikullanılmaktadır.İnsanlıktarihine

bakıldığındayaşamımızınenortasındayeralmaktadır.Süslemesanatında,kral

mezarlarındahattaOsmanlısaraylarındakiyemekmasalarındakullanılmıştır.Altın

nanoparçacıklarAntik Roma’da cam süsleme sanatında,büyüklüklerine ve

yoğunluklarınabağlıolarakrenkdeğiştirdikleriiçinkullanılmıştır.Altınıngünlük

hayatımızınbukadariçinegirmesebebiiyielektirikiletkenliği,düşükmaliyeti,

alerjiketkisininbulunmamasıvebağışıklıksistemindeherhangibiruyarıyaneden

olmamasıdır.Sonyıllardaaltınnanoparçacıklartaşıdıklarıözeliklersayesindebirçok

alanda kullanılmıştır.Elektronikte,optikte,katalizörolarak ve biyosensör

uygulamalarında sıklıkla kullanılmaya başlanmış ve kısaca AuNP olarak

gösterilmektedir.[5,50-56]Biyolojikmoleküllerinpekçokşekildeolabilmektedir.

Biyolojikmoleküldealtınyüzeyiledirektbağlanabilecekolanbirfonksiyonelgrup

varise(tiyolgrubu gibi)istenen biyomolekülilenanopartikülbiraraya

getirilebilir.[56]

AuNPileyapılançalışmalar;sensörler,işaretlemevegörüntüleme,taşıyıcı

veısıkaynağıgibiuygulamaalanlarıbulunmaktadır.[6]
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2.4.1.1.AuNPileİşaretlemeYöntemleri

AuNPışığıngörünürbölgesindekiplazmonrezonanslarındandolayıışınları

çokiyiemerveyasaçılmalarınısağlar.BusayedeAuNPoptikolarakkullanılırlar.

AuNP’ninkararlısinyalşiddetleri,floresansözeliklerinikaybetmemelerinde

önemliroloynar.(Floresans soğukcisimlerdemolekülerfotonunyutulmasınındaha

uzunbir dalgaboyunda diğerbir fotonun yayılmasınıtetiklemesiylegerçekleşenışık

verme(ışıma)olayıdır.Yutulanveyayılanfotonlararasındakienerjifarkı moleküler

titreşimler yadaısıolarakortayaçıkar.[56-50]

Nanoparçacıklarınbüyüklüğüazaldıkçaparçacıklarınrenkleridekırmızıya

kayar.Bununenbilinenörneklerindenbirievdeyapılangebeliktestleridir.

Büyüklükleri50nmaltındaolanAuNPgebekadınlarınsalgıladığıbirhormonun

içindekiantikorlarabağlanır.BöyleceeğertestiyapankişihamileiseAuNP

antikorlarabağlandığıiçinbirrenkdeğişimigözlenir.

Çoğukanserhücresi,hücremembranınındışyüzeyinegenişçeyayılmışolan

EGFR(Epidermalgelişmefaktörlüreseptör)olarakbilinenbirproteinesahiptir.[20]

Sağlıklıhücrelerbuproteiniüretemezler.BuEGFRyekarşıantikorlara

‘anti-EGFR’liAuNPlerkanserlihücreleresaplanırlarveparlakhalegetirirler.Bu

sayedekanserlihücrelerkolaylıklasaptanabilmektedir.

Kansertedavisindeimmünsisteminuygunmetodlarileaktiviteedilerek

kullanılmasına‘kanserimmünterapi’denir.İmmünsistemdekihücrelerinkanserli

hücrelerihedefalarakyoketmesiniamaçlayanbiryöntemdir.

 Kanserimmünterapidekullanılanmonoklonalantikorlar,vasküler

endotelyalbüyümefaktörü(VEGF),epidermalbüyümefaktörüreseptörü(EGFR),

insan epidermalbüyüme faktörü reseptörü 2 (HER2)gibikanserhücre

poliferasyonundakibüyümeyidestekleyendestekleyenbüyümefaktörleriniveya

ClusterofDifferentiation52(CD52)veClusterofDifferentiationAntigen20(CD20)

gibikanserhücrelerindespesifikolaraküretilenfarklılaşmaantijenlerinihedefalır.

[20]
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2.4.1.2.AuNPIşığıAbsorbansÖzelliği

AuNPışığıemmeözelliğinesahiptirvebusayedeserbestelektronların

uyarılmasınısağlar.Plazmon rezonans frekansındakibu uyarılma serbest

elektronlarıntopluolaraktitreşmesinenedenolur.Budaparçacığınçevresinetermal

enerjiaktarılmasınayolaçar.[55]Kanserlihücrelerintedavisinde,buözeliklerinden

yolaçıkarakAuNPkullanılmasıdüşünldüğüiçinsonyıllardabukonuüzerinde

yapılan araştırmalarıarttırmıştır.Hücrelerküçük ısıdeğişimlerinefazlasıyla

duyarlıdır.Vücutsıcaklığınınbirkaçdereceüzerinde,42°C’ninüzerindeki

sıcaklıklardahipotermi(hücreölümleri)görülmeyebaşlar.İlaçtaşımasistemlerinde

olduğugibi,kanserlihücrelereeşlenikmoleküllerinyadaparçacıklarınyüzeyine

tutunmasısağlanarakhastalıklıhücrelerinbulunmasısağlanır.Parçacıklarıdışarıdan

uyararakbölgeselhücreölümlerinenedenolmakvebusayedehasarlıhücrelerin

ölümlerisağlanaraktedaviyigerçekleştirmekamaçlanır.[60]

Görünürışıkilekullanılabilmelerininyanısıra,AuNPX-ışınlarıveelektron

dalgalarıilegörüntülemeişlemlerindedekullanılır.Yüksekmolekülağırlıkları

sayesindekontrastfarkıoluşturarakGeçişliElektronMikroskobu’nda(TEM)

görüntülemeyapılmasınadaolanaksağlarlar.[60-63]

AuNPbağışıklıksistemindedeişaretleyiciolarakkullanılmaktadır.Bu

parçacıklarlabelirlimoleküllerveyahücrelerinbelirlibölgeleriniişaretlemek

mümkündür.

AuNPileantikorlarmolekülleriarasındakiilginedeniyleeşlenirler.Böylece

antikorlakaplanmışAuNP antijenlereyadaantijen içeren hücreleregidip

bağlanabilir. Bu bağlanma sonucunda görüntüleme işlemi kolaylıkla

sağlanmaktadır.[60,63-64]

2.4.1.3.AuNPİleKontrollüİlaçSalınımı

AuNP taşıyıcıolarak genelde kontrollü ilaç taşıma sistemlerinde

kullanılmaktadır.Kontrollüilaçtaşımasistemiyinesonyıllardasıklıklaadıgeçenbir

yöntemdir.Busayedeilaç,vücudunistenilenbölgesineveistenilenmiktarda

ulaştırılabilmektedir.Böyleliklesağlıklıdokularınzarargörmeriskienazaindirilmiş
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olur.

Kansertedavilerinde de kemoterapinin vereceğihasarlarıgidermek

amacıylabualandaçalışmalaryapılmaktadır.Çeşitliilaçların,DNA,RNAveprotein

gibibiyomoleküllerin,parçacıklarınyüzeyinetutunaraktaşınmasısağlanabilmektedir.

Kandamarlarındayüzerekilaçlarıdokuveorganlaradozaşımıolmadandağılmasını

sağlanacakbusayedeinsanvücudundakiyanetkileriniazaltacaktır.Düşükdozlarda

yararlıolanilaçlaryüksekdozlardazararlıolabilmektedir.[58-64]

Parçacıklarınüzerine,kanserlihücrelereduyarlıancaksağlıklıhücrelere

duyarlıolmayanalıcılaremdirilebilir.Buparçacıklarkapsülgörevinigörenzarların

içineyerleştirilirveistenilenbölgededışarıdanverilençeşitliuyarılar(örneğinUV

ışınları)ileilaçsalımıgerçekleşir.Diğerbiryoldahastalıklıhücrelerdeki

moleküllereeşlenikmoleküllerilebuhücrelerintedavisindekullanılacakolan

moleküllerindoğrudanparçacıklaraemdirilerekistenilenbölgeyetaşınmasıdır.

DiğerbirörnekiseparçacıklarınDNAtespitindekullanılmasıdır.Butestte

dahabüyük,maviyekayanAuNPkullanılır.EğerortamdaDNAvarsa,DNA’lar

birbirlerinedeğildeparçacıklarabağlanırvebuşekildebirikerekAuNPçözeltinin

içinedağılırlar,renkleridekoyukırmızıya(şaraprengine)doğrukayar.[60]

2.4.1.4.AuNP’ninKanserTedavisindeUygulanmaŞekilleriVe

BiyosensörYapımındaKullanımı

AuNP çalışmalarından başlıcaları kanser tedavisi ve biyosensör

çalışmalarıdır.

BİYOSENSÖR:Biyosensörçalışmalarındaiyibiriletkenveyüzeyalanı

tutumuveyananokapsüllemeyöntemlerindenyararlanılmaktadır.Evdeuygulanan

gebeliktesti,metalnanomalzemelerinnanoözelliklerininnormalyaşantımızdaki

sorunlarakarşıpratikbirçözümsunmaktaolaniyibirörnektir.Altınnanopartikülleri

ileHGCmuameleedilerekyapılanbirtesttirveçizgileraltınnanopartiküllerine

bağlanmışolanHGC(humangonadropichomone)ileidrardakibuhormonaait

tamamlayıcıbirçiftdiziDNAsarmalındabelliproteininönemlimiktardakifazlalığı

ilealakalıdır..AuNP'lerinbiyomoleküllerinimmobilizasyonuiçinkararlıortamlar

sağlama kabiliyeti, enzim biyosensörlerinin, DNA sensörlerinin ve
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immünosensörlerintasarımındabirçokgelişmeyeyolaçmıştır.[50,55-60]

KANSER:Kansertedavisindeiseiyiısıiletimi,ilaçkapsülleme,dokuların

direkttümörlühücrelerinihedefalmasıveyakanyoluylataşınarakmolekül

boyutununbüyüklüğüvealerjiközelliktaşımamasıavantajlarıylauygunkoşullar

sağlanarakkullanılmaktadır.[40-60]

2.5.TeranostikYöntem

TherapyveDiagnosties/Diagnosissözcüklerininbirleşmesiileoluşmuştur.

Buyöntemdetedavivetanısalyöntemlerbirleştirilmiştir.Yaniteropötikileaynıya

dabenzerkimyasalyapıdakitanısalajanlarilemolekülergörüntülemeveyainceleme

yapılaraktedaviyeyanıtkonusundabiröngörüdebulunmayımümkünkılar.Bubilim

alanını geliştirmek amacıyla ‘EuropeanSociety of Pharmacogenomics and

Theranostics’kurulmuştur.Ayrıca2011yılındanbuyanaTheranosticsadlıbirdergi

yayınlanmayabaşlamıştır.Kişiselleştirilmiştıpuygulamalarındakullanılabilmesisöz

konusuikennükleertıptayapılanbirçoktanınınvetedavisindeteranostikkapsamına

girdiğinibilmekteyiz.[37-39]

Buyöntemhastalıkların:

1. Molekülerfenotipegöresınıflandırılması

2. Molekülünbiyodağılımınıngözlemlenmesi

3. Tedaviyecevabınizlenmesinimümkünkılar.

1940’lıyıllardanbuyanatiroithastalıklarıvekanserindetanıvetedavi

amacıylakullanılmaktaolanI-131’inilkteranostikajanolduğusöylenebilir.I-131,

tiroitkanserindetedaviamacıylaverilirveaynıandadayapılansintigrafiilebiyo

dağılımıgözlenir.Tedavietkisiniyaydığıbetaparçacığıyaparken,görüntülemeise

yaydığıgammaışınıileyapılır.Bukullanım,teranostikkullanımıneniyi

örneğidir.[61]

Tedaviedicietkisinibelirlemekiçinajanıntanısaltestilegenelpopülasyon

üzerindekietkisinebakılır.Eğergenelpopülasyonaetkisipozitifisebugrupayrılır

vetedaviedicietkiyisağlayanajanbugruphastalaraverilerektedavidekiolumlu

sonuçbüyükölçüdegarantilenmişolur.[61]

Yakıngeçmişteilaçiletimstratejisiiçin,kansertedavisiveteşhisalanında
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buproblemleriçözebileceknanoölçeklipartiküllergeliştirilmiştir.Nanoparçacık

Teknolojisihemterapötik,hemdetanısalyöntemleringelişiminebüyükölçüdekatkı

sağlamaktadır.Tedavivetanıarasındakioyolayrımında,ikisinidetekbirverimli

formüleçevirmefikrineolanilgigittikçeartmaktadır.Adına2002’deFunkhouser

tarafından‘teranostik’(hemteşhis,hemtedaviiçinkullanılan)olarakadlandırılan

bu konsept, hastalığın moleküler biyomarkırlarını hedefleyebilmek ve

kişiselleştirilmiştedaviyekatkısağlamakkonusundabüyükbeklentilerinolduğubir

alandır.[38]

Kişiselleştirilmiştedavi,tedavininistenmeyenyanetkileriniazaltabilirve

potansiyelolarakdahaiyisonuçlarverebilir.Buçoklufonksiyonelliğeerişmekiçin

dörttipikbileşenkonseptedâhiledilmelidir;

1.Nanoparçacık,

2.Tanısalgörüntülemealanı,

3.Ligandhedefleme,

4.Terapötik

Böylece,verimliteranostikpartikülleringeliştirilmesiaşamasındadaha

sensitiftanısalgörüntüleme,ligandadahaspesifikbağlanmavekontrollüilaç

salınımınaihtiyaçduyulmaktadır.Buamaçlaraulaşmakiçinpekçokdeneyselyol

araştırılmaktadır.Şuandateranostikpartikülgörüntülemeiçinkullanılanyöntemler

arasındagamakamera,optiktomografi(NIR),manyetikrezonansgörüntüleme

(MRG),NükleerTıpyöntemleriilegörüntüleme(SPECT,PET),bilgisayarlı

tomografi(BT)veultrasonografi(US)mevcuttur.[38]
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3.DENEYSELÇALIŞMALAR

Sunulantezkapsamındagerçekleştirilençalışmalarbaşlıcadörtaşamada

toplanabilmiştir.

Birinciaşamada,sıcaklığaduyarlıvepH‘yaduyarlialtınnanopartikülün

sentezivekarakterizasyonugerçekleştirilmiştir.

İkinciaşamadahücrelerçoğaltıdıvehücrelerinagarozjelelektroforezindeki

yürümeleriincelendi.

Üçüncüaşamadafarklıkonsantrasyonlardabelirlenentoksikolmayanaltın

nanopartikülderişimleriilesiRNA’lar,DLDveL929hücreleriüzerindekietkisini

gözlemlemekamacıilegerçekzamanlıhücreanalizsistemikullanılarakzamana

bağlıhücreproliferasyonlarınabakıldı.

Dördüncü aşamada apoptoz\nekroz ikiliboyamasıyapılarak,altın

nanopartikülvesiRNA’nın,DLDveL929hücreleriüzerindekiteklivekombine

etkilerinigörmekvebunabağlıolarakhücrelerinnasılbirtepkiverdiğinigörmekve

butepkiyinasılgösterdiğiniincelemekiçinhücrelerinölümyolaklarındanhangisini

seçtiğimorfolojikolarakdeğerlendirildi.

3.1.KimyasallarveCihazlar

NanopartikülünsenteziiçinHydrogentetrachloroaurate(III) (HAuCl4)

RiedeldeHean(ABD)firmasındanteminedilmiştir.RNAinterferansçalışmalarında,

siRNA‟yaaitsens5‟CCGGGAGAUAGUGAUGAAGdTdT3‟veantisens5‟

CUU CAU CAC UAU CUC CCG GdTdT 3‟ primerleri Qiagen

(Almanya)firmasındanteminedilmiştir.Hücrekültürüçalışmalarıiçin;insankolon

kanserihücrehattı(DLD)vefibroblasthücrehattı(L929)KırıkkaleÜniversitesi,

BiyomühendislikBölümüöğretim üyelerindenProf.Dr.MustafaTürk’ünHücre

Kültür Laboratuvarından sağlanmıştır. RPMI-1640 ve DMEM (Roswell

ParkMemorialInstitute-1640;ATCC)Lonza’dan(Belçika),fetalbovineserum(FBT)

Scientific’ten(ABD),Dimetilsülfoksit(DMSO),fosfattamponu(PBS),Tripsin-
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EDTA(Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit), Tripan mavisi,, Biological

Industries’den(İsrail)teminedilmiştir.Propidium iodide,Hoechst33342ve

RibonükleazAServa’dan(İsrail)alındı.Tümçalışmalarsüresincekullanılanbu

kimyasallaranalitiksaflıktaolmalarındandolayıherhangibirekstrasaflaştırma

işleminetabitutulmamışlardır.Hücrekültürçalışması,kültürkaplarıveçoklu

kuyucukluplaklarda(Corning,ABD)yapılmıştır.

ClassIIBichazardSafetyCabinet’tehücrelerhazırlandıveBINDER’da

hücreleruygunşartlardasaklanmasıveçoğaltılmasısağlandı.IntrogenContessile

hücresayımlarıgerçekleştirildi.HazırlananaltınnanopartikülvesiRNA’larBio-Rad,

PowerPacBasic’teagarozjelelktroforezyürütmesiyapıldıveGelLogic2200PRO

ileyürümegörüntülendi.Çoğaltılanhücrelergerçekzamanlıhücreproliferasyonunu

incelemekiçinRochexCELLigenceRTCA’dabakıldı.Altınnanopartikülve

siRNA’larınteklivekombinehalleriLeciaDMI6000Bmikroskobuileyapılanikili

boyamagörüntülerieldeedildi.

3.2.AuNPSenteziveKarakterizasyonu

3.2.1.AuNPSentezi

HAuCl4(GoldIIIchloridesolution)çözeltisinden5mL10-2MAu+3çözeltisi

hazırlandı.(Stokaltınçözeltisi).

Temizbirvialiçerisine%1’lik2mLchitosançözeltisikonuldu.Üzerine

7mLsafsueklenerek80°Csıcaksubanyosundakaynamasıcaklığınagelinceye

kadarbekletildi.Kaynamasıcaklığında1mLstokaltınçözeltisindeneklenerek15dk

bekletildisarırenklialtın-kitosançözeltisininrengibeklemesüresisonundakırmızı

oldu.
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3.2.2.Karakterizasyon

,

3.2.2.1.ZetaPotansiyelAnalizi

Zetapotansiyelikolloitlerinkararlılığını,parçacıklararasındakiitmeve

çekmekuvvetininölçümüdür.Bupotansiyelinanalizinde,elektrostatikdağılma

mekanizmalarıylailgilidetaylıbilgieldeedilir.Hazırlamışolduğumuzkolloidal

çözeltilerdekipartiküllerinzetapotansiyeliniveboydağılımınıbelirlemekiçinZeta-

Sizer(3000HSA,Malvern,İngiltere)cihazıkullanılmıştır.Dinamikışıksaçılması

(DLS)vemikroelektorforeztekniğinikullanarakzetapotansiyeliniölçmektedir.

Partikülüçevreleyensıvıtabakasıikiparçadanoluşur:İyonlarıntanecikyüzeyine

sıkıcatutunduğu‘İçbölge(Sterntabakası)’veiyonlarındahagevşekolarak

tutunduğu‘Dışbölge(Dağılmıştabaka)’.Budağılmıştabakaiçerisinde,kayma

(Slipping)düzlemiolarakbilinensoyutbirsınırvardırvebusınırdanitibarentanecik

tekbirnesneolarakdavranır.Busınırdakipotansiyelise‘Zetapotansiyeli’olarak

bilinir.[4-6]

3.2.3.siRNA’nınAuNPİleEtkileşimi

HazırlanannanopartiküllerinoptimizasyonlarısağlandıktansonrasiRNAile

etkileşimlerinin belirlenebilmesi için agaroz jel elektroforez yönteminden

yararlanılmıştır.

3.2.4.AgarozJelElektroforezYöntemiİleAuNPvesiRNAÖrneklerinin

EtkileşimlerininBelirlenmesi

siRNA’nınnegatif,nanopartikülünisepozitifyükündenyararlanılarak

oluşturulankomplekstesiRNAvenanopartikületkileşimiagarozjeltekniğiile

incelendi.Bununiçinilkolarakaltınnanopartiküllerhazırlandıvesabitmiktarda

siRNA(1μL)ilaveedilerekvortekslendi.siRNA’larınnanopartikülileetkileşime

girebilmesiiçinyarımsaatodasıcaklığındabeklendi.Beklemesüresindeise%2’lik
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agarozjelhazırlandı.siRNA,nanopartikülvesiRNA+nanopartikülkompleksi

6×LoadingDYE(bromfenolmavisi)ilebirliktekuyucuklarayüklendi.Kontrolgrubu

olansiRNA veAuNP’lerisonkuyucuklarayüklendi.120V akımda15dakika

yürütülenjelgörüntülemesistemindeincelendi.

3.3.İnVitroNanopartiküllerinHazırlanışıvesiRNA’nınHücreİle

Etkileşimi

3.3.1.HücrelerinHazırlanışı

Özelkriotüpleriçindebulunan(-190°C)DLDveL929hücrelerisıvı

nitrojentakındanalınarakhızlıbirşekilde37°Cyedüşürülerekçözüldü.Çözünmüş

durumdakiDLD veL929hücreleristerilortamda(Laminarkabiniçerisinde)

15’ml’likfalkontüplerekonularaküzerineDLDiçin%10lukFBSRPMI-1640ve

L929için%10lukFBS’liDMEM besiyerinden5mlkonuldu.2500rpm’de2dk

santrifüjedildi.Santrifügasyondansonrasüpernatankısmıdikkatlibirşekilde

hücrelerdenuzaklaştırıldı.DLDveL929hücrehatları25cm²likflasklariçinde%10

fötalbovineserum(FBS),%1antibiyotikiçerenRPMI-1640veDMEM besiyeri

bulunacakşekildeflaskkapağıhafifçegevşetilerek37°Cdeve%95nem.%5CO2

içerenetüvdeinkübeedildi.Hücreleryeterlisayıyaulaşıncayakadar2günarayla

hücrelerinbesiyerlerideğiştirildi.BöyleceDLDveL929hücrehatlarıhazırlandı.

HücrelerinpasajlarıtakipişlemlerivehücrepolifersyonlarıInvertedmikroskop

kullanarakizlendi.Hücrelerbellibirsayıyaulaştıktansonratripsinilekaldırılarak,

falkontüplereaktarıldıve2500rpm’de2dakikasantrifüjeedildi.Çökenpelletezarar

vermedenüzerindekisıvıuzaklaştırıldıve1mltazebesiyeriüzerineeklendi.

Hücrelerezararvermedensüspanseedildivehücresayımıyapıldı.Hücresayımıiçin

hücrelerTripanBlueileboyanıpotamatikhücresayımcihazıilesayıldı.Busayımda

hücrelermaviileboyanmışiseölü,parlakveboyanmamışhaldeiselercanlıolarak

gözlemlendi.Yeterlisayıyaulaşanhücrelerdahasonrasındadeneyleriçinkullanıldı.

Eğerhücreleryeterlisayıdadeğiliselerpasajlamaişlemiuygulandı.[8-40]
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3.3.2.HücreHattınınPasajlanması

Pasajlanmasıgerekenhücreler,inkübasyonsonrasındaLaminarKabine

alındıvebüyümeortamlarıotomatikpipetyardımıylauzaklaştırıldı.Flaskın

yüzeyinetutunmuşhaldebulunanhücrelerölühücrelerdenayrıştırılmakvekalan

serumuuzaklaştırmakiçin1mlPBSileyıkandı.Yıkamaişlemiyapılanhücreler1ml

Tripsin-EDTA ile37°C de4dakikamuameleedildi.Tripsininaktivitesini

durdurmakiçin3mlFBSiçerenbesiyerihücrelerinüzerineeklendi.Tripsin+besiyeri

olanortamiçerisindebulunanhücrelerfalkontüplerekonularaksantrifüjeedildi.

Santrifügasyondansonrahücrelerezararvermedensüpernatankısmıuzaklaştırıldı.

Hücrelerinbüyümekarakteristikleriveçalışmaamacınabağlıolarakkuyucuklu

plaklarahücreekimleriyapıldı(5000-10000hücre/kuyucuk).Ekimiyapılanhücreler

37°Cdekikarbondioksitetüvünekonulduve24saatinkübasyonabırakıldı.24

saatlik inkübasyon sonrasında sitotoksisik, apoptotok, nekrotik ve diğer

aktivitelerininbelirlenebilmesiiçinkullanıldı.[8]

3.3.3.siRNA/NanopartiküllerinHücreProliferasyonlarınaAntiproliferatif

etkilerininxCELLigenceRTCAİleBelirlenmesi

xCELLigencesistemigerçekzamanlıhücrecanlılığınınizlenmesiiçin

kullanılanmikro-elektrodlarsayesindeelektrikselempedansınınölçülmesiylesonuç

alınabilenbircihazdır.Ölçülenempedanshücrelerinyaşlanmasını,toksisitesini

(hücreölümü)vehücredöngüsünündurmasıgibihücreyaşayabilirliğininfarklı

dalgalarınıayırtederekhücrehakkındakantitatifbilgivermektedir.[8]Buçalışmada

hücreleraltınmikroelektrorlarlaentegrehaldekiWell-Plateekilir.Buelektrotlar;

kuyucuklarıniçerisindekiortamıniyonikçevresiileetkileşimihalindeolduğuiçin

hücrelerdekideğişikliklergörüntülenebilmektedir.Buhücreselolaylarhücreindeksi

olarakdeğerlendirilir.Buyüzdenelektrodanekadarfazlahücretutunursahücre

indeksi(CI)okadarbüyükolur.[7]

ÇalışmamızınbukısmındananopartiküllerlebirliştirilensiRNA’larDLDve

L929hücrehattıüzerindekigerçekzamanlıetkisinianalizetmekiçin(RTCASP

instrument,Rosch,Almanya) kullanıldı.Bunun için 96 kuyucuklu altın
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mikroelektrotlarınbağlıolduğuWell-Platiçerisindekiherkuyucuğa100µlbesiyeri

konulduktansonraWell-Plate37°CdekietüvdebulunanxCELLigencecihazına

yerleştirildiktensonraplatevecihazınaynısıcaklığagelmesiiçin5dkbekletildi.

ÖlçümtamamlandıktansonraWell-Plateetüvdençıkarıldıveherbirkuyuda10×10³

hücreolacakşekilde100µlbesiyerininüzerinehücrelereklendi.EkimiyapılanWell-

Plateetüveyerleştirildive5dkbekletilerekokumabaşlatıldı.HücrelerinWell-Plate

tutunmasıveçoğalmalarıiçin24saatinkübasyonabırakıldı.24saatinkübasyonda

olanhücrelerçıkarıldıveüzerinehazırlananfarklıderişimlerdekikarışımlardan

eklendi.[9]

Çizelge3.1.96Well-PlateEkilenHücrelereAitDeneyGrupları

  GRUPLAR      KONSANTRASYONLAR

               

  siRNA       1µL  

             

  AuNP     1µL  

          2µL  

          4µL  

          8µL  

          16µL  

          32µL  

               

  siRNA+AuNP     1µL+1µL  

          1µL+2µL  

          1µL+4µL  

          1µL+8µL  

          1µL+16µL  

          1µL+32µL  
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PlatexCELLigenceRTCAcihazınıniçineyerleştirildive24saatsüreyle

37°C‘de%5CO₂’lietüvdeinkübasyonabırakıldı.Hazırlamışolduğumuzbileşiklerin

hücrepoliferasyonlarıüzerindegöstermişolduklarıdeğişikliklerbusayedegerçek

zamanlıolaraktakipedildi.

Şekil3.1. GerçekZamanlıHücreAnalizCihazı(xCELLigence)

3.3.4.İkiliBoyamaMethoduİleApoptoz-NekrozunBelirlenmesi

Kontrollühücreölümündenilkdefa1972yılındakanlanmaeksikliğine

maruzkalındokununetrafındanekrozdanfarklıbirhücreölümümeydanageldiği

gözlemlenmiştir.Latincede‘ağaçyapraklarınıngövdedenayrılması’anlamınagelen

apoptozisadıKerr,WyllieveCurrietarafındantarif edilmiştir.Apoptozilekanser

arasındakiilişki1973yılındayazılanilkyazılarlabirliktebelirtilmeyebaşlanmasına

rağmen1992yılınakadarbukonuüzerineyoğunbirilgiolmamıştır.Kanserile

uğraşanbilimadamlarınınyoğunilgisiancak1992yılındansonrameydanagelmişve

günümüzdeoldukçadikkatçekenbirkonuhalinialmıştır.[10]

Apoptotikhücreölümü, herhangibirenflamatuarsonucuortayaçıkan

nekrotikhücreölümlerindenfarklıbiryolizlemektedir.Apoptozisinbaşındaölüm

kararıvermişolanhücrelernormalhücreleremorfolojikolarakbenzemektedir.
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Apoptotiksinyalialmışolanhücrelerdekromatindeyoğunlaşmabaşlarvebenzerbir

şekildesitoplazmadayoğunlaşmagözlemlenir.Hücreninboyutuküçülmeyebaşlarve

birsüresonrahücreparçalanır.Buparçalarınherbirine‘ApoptotikCisimcik’adı

verilir.Ortayaçıkanapoptotikcisimciklerinyüzeylerindeyenisinyalvericiyapılar

meydanagelirveçevresindebulunanhücrelereverdiklerisinyallersayesinde(bunlar

genelliklehistiyositlerdir)fagositeedilerekortadankaldırılır.Bunahücrenin

intiharıdadenilmektedir.[11]Apoptotikhücresayısıcanlınınsağlılıklıyadahasta

oluşunubelirler.Buyüzdenapoptozhücrelerindengeunusurudur.Apoptozolayının

gerçekleşmesiesnasındagenetikhasaralmışhücreler,hemtümörsupresörgenler

hemdeonkoproteinlerinbirlikteişgörmesi,virüsileinfekteolmuşhücrelerinhemde

sonderecetoksikilaçlaramaruzkalmışhücrelerinortadankaldırılmasıbuyolla

gerçekleştiğiiçinapoptozbüyükönemesahiptir.Kanserhücreleri,yaşamdöngüsünü

tamamladıktansonraapoptozauğrayamazvesürekliolarakçoğalmayadevameder.

Nekrozuzunyıllarboyuncaapoptozkarşıtıolanraslantısalolarakortayaçıkanve

programsızpatolojikhücreölümüolaraktanımlanmaktaydı.Nekrotikhücreölümü,

çoğunluklafizikselhücrehasarı(travma,basınçdeğişikliği,ısıvb.),UVışınları,

enfeksiyon,toksinlergibizararlıfaktörlerdendolayıortayaçıkar.Nekrozagiren

hücrelerindeğişimiilkolarakmitokondridebaşlarvehasargörenhücrelerilkbaşta

şişersonrasındaişeparçalanarakortadankaybolur.Nekrozdaentemeldeğişiklikise

membranyapısınınbütünlüğünükaybederekseçici-geçirgenözelliğinikaybetmesidir.

Sonucundaisesitoplazmikiçeriğindokuaralığınasalınmasındandolayıbubölgede

inflamatuvarolaylargözlemlenmektedir.[12]
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Şekil3.2.İkiliboyama ile hücelerin canlılık oranlarının saptanması(Sarı

renklerdekideğişim hücrelerdekicanlılıkoranlarınagöreazalmakta.

Koyusarıolarakgörünenlercanlılıklarıyüksekolankolonkanseri

hücreleriikenbeyazayakıngörünenlerisecanlılıklarıdahadüşükolanlar

dakolonkanserihücreleri.)

3.3.5.İkiliBoyamaMetodu

Çalışmanın bu kısmında birinci grup siRNA’nın, ikinci grup

nanopartiküllerinveüçüncügrupolansiRNA-NanopartikülkarışımınınDLDve

L929hücreleriüzerindekiapoptotikvenekrotiketkileşimlerinebakıldı.

DLDveL929hücreleri5×10³hücre/mLderişimindeolacakşekilde48

kuyucukluWell-Platelereekildi.Hücreler24saatetüvdeinkübasyonabırakıldı.

İnkübasyonsonrasıWell-Platedekibesiyeriatıldıveserumsuzbesiyerieklendi.

BirincitestgrubunaaitkuyucuklarasadecesiRNA1µL,ikincitestgrubunaait

kuyucuklaraisenanopartikülçözeltisindenbellidozlardaveüçüncütestgrubunaiste

nanopartikülvesiRNAkarışımındaneklendi.Kuyucuklardakisonhacim200µL

olacakşekildetamamlandı.Kontrolgrubunaisesadecetazehazırlanmışbesiyeri
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eklendi.24saatetüvdeinkübasyonabırakılan48’likWell-Platesonrasındaalındıve

üzerindekivasatkısmıuzaklaştırıldı.Hücreüzerine1mL’likPBSkonularakhücreler

iyiceyıkandıveapoptoz-nekkrozbelirlenmesiiçinhücrelereikiliboyamametodu

yapıldı.Bununiçinyıkanantümkuyucuklaraikiliboyamaçözeltisinden70µL(10

mLPBS,100μLRibonükleazA,500μLHoechst33342ve100μlPIboyalarını

içeren)pipetajileuygulandıve15dakikaetüvdebekletildi.15dakikanınsonunda

çıkarılanhücrelerfloresanmikroskobunda(LeicaDMI70,Almanya)DAPIfiltresi

kullanılarakapoptoz-FITC filtresikullanılarakdanekrozauğramışhücrelerin

değerlendirmeleriyapıldı.Değerlendirmefloresanmikroskobuyardımıileapoptotik

indeksyüzde(%)hesaplanarakifadeedildi.

BoyamaesnasındaHoechsthücrelerinçekirdeklerinimaviyeboyamaktave

hazırlananboyailebütünhücrelerboyanmaktaikenapoptotikhücrelerdahaparlak

veçekirdekkısmıkaybolmuşyadaparçalanmışolarakgözlemlenmektedir.Bu

sayedeapoptotik hücrelerin normalhücrelerden ayrımıgerçekleştirilir.İkili

boyamadakullanılandiğerbirboyaolanPropidiumIodide(PI)iseDNA’yıkırmızıya

boyayaraknekrozluhücrelerinbelirlenmesisağlamaktadır.PropidiumIodidenormal

hücrelerdehücrezarınıgeçemeyecekbüyüklüğesahiptirvesadecehücrezarızarar

görmüşveyaölmüşhücrelerin zarlarından geçerek nekrozun belirlenmesini

sağlamaktadır.
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4.DENEYSELBULGULARVETARTIŞMA

4.1.NanopartiküllerinKarakterizasyonu

4.1.1.Zeta(ζ)potansiyelAnalizYöntemi

AltınnanopartikülhazırlandıktansonraZeta-Sizercihazı(3000HSA

ModeliMALVERN)ilealtınnanopartiküllerinvekomplekshalegetirilenaltın

nanopartikül+siRNA’larınyüzeyyüküdağılımlarınaaitsonuçlareldeedildi.

Şekillerdenanopartikülvenanopartikül+siRNA’larınZeta-Sizeraaitölçülenyüzey

yükügrafiklerigösterilmiştir.

Şekil4.1. ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmiş1µLsiRNA+1µLAuNP’nin

yüzeyyüküdağılımgrafiği
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Şekil4.2.ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmiş1µLsiRNA+2µLAuNP’nin

yüzeyyüküdağılımgrafiği

Şekil4.3. ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmiş1µLsiRNA+4µLAuNP’nin

yüzeyyüküdağılımgrafiği
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Şekil4.4.ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmiş1µLsiRNA+8µLAuNP’nin

yüzeyyüküdağılımgrafiği

Şekil4.5.ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmiş1µLsiRNA+16µLAuNP’nin

yüzeyyüküdağılımgrafiği
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Şekil4.6.ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmiş1µLsiRNA+32µLAuNP’nin

yüzeyyüküdağılımgrafiği
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Şekil4.7.ZetaPotansiyelanaliziileeldeedilmişAuNP’ninyüzeyyüküdağılım

grafiği

AuNP’ninzetapotansiyellerininyaniyüzeyyükününhesaplanmasıiçin

zeta-sizercihazındanyararlanılmıştır.

GrafiklerincelendiğindeisesentezlenenAuNP’ünyüzeyyüküanaliz

sonuçlarınabakıldığında-2.97mV’lukvenegatifyüzeyyüklerinesahipoldukları

görülmektedir.

Nanopartikül+siRNA’larınise;1µLsiRNA+1µLAuNP’nin-8.78mV’luk,

1µLsiRNA+2µLAuNP’nin-6,09mV’luk,1µLsiRNA+4µLAuNP’nin-5.23

mV’luk,1µLsiRNA+8µLAuNP’nin-4.83mV’luk,1µLsiRNA+16µLAuNP’nin

-7.04mV’luk,1µLsiRNA+32µLAuNP’nin-5.43mV’lukgibidahanegatifbir

yüzeyesahipolduklarıgörülmektedir.

4.2.siRNAİleNanopartiküllerinEtkileşimlerininAgarozJelElektroforezi

YöntemiyleBelirlenmesi

BukısımdasentezlediğimiznanopartiküllerilesiRNA’larınetkileşime
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girdiklerinibelirlemekamacıileagarozjelelektroforezyöntemikullanılmıştır.

SiRNA’larınvenanopartiküllerinnegatifyüklerindenyararlanılarak,etkileşime

sokulanbuikigrupkuyucuklarayüklendiveelektroforezyöntemibaşlatıldı.

BaşlatıldıktansonrailkaltıkuyucuğafarklıdozlardasiRNA +Nanopartikül

komplaksi,yedicikuyucuğasadecehazırlanannanopartikülvealttagörülensekizinci

kuyucuğaisesadecesiRNAeklendi.Negatifyükesahipolankarışımlarınhepsinin

jeldetersyönedoğruyürüdüğügörüldü.AnyonikolansiRNAmolekülüileanyonik

olannanopartikülleretkileşimesokulduğuiçinonlarındaelektrikselalandahareket

ettiklerigözlemlenebildi.BusayedeNanopartikül+siRNAkompleksoluşturma

kapasitesijelelektroforezyöntemiileölçülebildi.

Şekil4.8.AgarozjelelektorforezindeyürütülenyalnızcaAuNP,yalnızcasiRNAve

AuNP+siRNA komplaksiningörüntüsü(A=1µLsiRNA +1µLAuNP

konulankuyucuktakiilerme,B=1µL siRNA +2µL AuNPkonulan

kuyucuktakiilerme,C=1µLsiRNA+4µLAuNPkonulankuyucuktaki

ilerme,D=1µLsiRNA+8µLAuNPkonulankuyucuktakiilerme,E=1µL

siRNA +16µLAuNPkonulankuyucuktakiilerme, F=1µLsiRNA
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+32µLAuNPkonulankuyucuktakiilerme,G=Yalnızca1µLAuNP

konulan kuyucuktakiilerme,H= Yalnızca 1µL siRNA konulan

kuyucuktakiilermegözlemlenmiştir.)

.

4.3.HücrepoliferasyonununxCELLigenceRTCAİleBelirlenmesi

4.3.1.NanopartiküllerinHücrelerÜzerindekiEtkisininBelirlenmesi

Hücrelerinzamanabağlıolarakçoğalmalarınıkesintisizbirşekildeizlemekve

hücrekültürlerinenanopartiküllerinetkisinigözlemleyebilmekiçinxCELLigence

RTCAsistemindenyararlanılmıştır.Buçalışmamızdasentezlenennanopartiküllerin

DLDveL929hücreleriüzerindekietkileri50saatsüreylexCELLigenceRTCA

cihazıilegerçekzamanlıempedansşekildeayarlanıpincelemeyapıldı.Bununiçin

farklıkonsantrasyonlardakiAuNP’leri(1µL,2µL,4µL,8µL,16µL,32µL)DLDve

L929hücrelerineuygulandı.Hücrelerin50saatsüreylepoliferasyonlarınabakıldıve

sonuçlarkontrolgruplarıilekarşılaştırıldır.

Şekil4.9.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarak1µLAuNP’ekarşıDLD

veL929hücrelerindekiproliferasyondeğişiminingösterilmesi

DLDhücrelerineAuNP1µLuygulandığındahücreyoğunluğundabüyük
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birazalmagörülmektedir.DLD hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.L929hücresipoliferasyonunaAuNP 1µLuygulanmışhalindeve

L929hücrelerininkontrolündehücrelerdeartışgözlemlenmiştir.

Şekil4.10.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLD hücrelerine

uygulananfarklıderişimlerdekiAuNP’lerinhücrelerdekiproliferatif

etkisiningösterilmesi

AuNP1µL,AuNP2µL,AuNP4µL,AuNP8µL,AuNP16µL,AuNP

32µLuygulanmışhalleriDLD hücrelerininindekseğrisindedüşüşeyolaçtığı

görülmektedir.Dozarttırıldıkçahücrepoliferasyonundaazalmagözlemlenmiştir.

4.3.2.Nanopartikül+siRNAkompleksininHücrelerÜzerindekiEtkisinin

Belirlenmesi

Bu kısımdaDLD veL929 hücrehatlarınananopartikül+ siRNA

kompleksleriuygulanarakhücrepoliferasyoneğrilerinebakıldı.İkilikombine

hallerininetkilerininincelenmesiiçinxCELLigenceRTCAsistemikullanıldı.
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Şekil4.11.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarınauygulanansiRNA1µL+AuNP1µLkompleksininhücrelerdeki

proliferatiketkisiningösterilmesi

DLDhücrehatlarınasiRNA1µL+AuNP1µLuygulandığındahücre

yoğunluğunda azalma görülmektedir.Fakat;L929 hücre hattında azalma

görülmemiştir.DLD veL929 hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.

Şekil4.12.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarına uygulanan siRNA 1µL + AuNP 2µL kompleksinin

hücrelerdekiproliferatiketkisiningösterilmesi



46

DLDhücrehatlarınasiRNA1µL+AuNP2µLuygulandığındahücre

yoğunluğunda azalma görülmektedir.Fakat;L929 hücre hattında azalma

görülmemiştir.DLD veL929 hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.

Şekil4.13.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarına uygulanan siRNA 1µL + AuNP 4µL kompleksinin

hücrelerdekiproliferatiketkisiningösterilmesi

DLDhücrehatlarınasiRNA1µL+AuNP4µLuygulandığındahücre

yoğunluğundaanlamlıazalmagörülmektedir.Fakat;L929hücrehattındaazalma

görülmemiştir.DLD veL929 hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.
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Şekil4.14.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarınauygulanan siRNA 1µL + AuNP 8µL kompleksinin

hücrelerdekiproliferatiketkisiningösterilmesi

DLDhücrehatlarınasiRNA1µL+AuNP8µLuygulandığındahücre

yoğunluğundafazlabirazalmagörülmektedir.Fakat;L929hücrehattındaazalma

görülmemiştir.DLD veL929 hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.

Şekil4.15.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarınauygulanan siRNA 1µL + AuNP 16µL kompleksinin

hücrelerdekiproliferatiketkisiningösterilmesi
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DLDhücrehatlarınasiRNA1µL+AuNP16µLuygulandığındahücre

yoğunluğundafazlabirazalmagörülmektedir.Fakat;L929hücrehattındaazalma

görülmemiştir.DLD veL929 hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.

Şekil4.16.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarınauygulanan siRNA 1µL + AuNP 32µL kompleksinin

hücrelerdekiproliferatiketkisiningösterilmesi

DLDhücrehatlarınasiRNA1µL+AuNP32µLuygulandığındahücre

yoğunluğundaanlamlıazalmagörülmektedir.Fakat;L929hücrehattındaanlamlıbir

azalmagörülmemiştir.DLDveL929hücrelerininkontrolündeiseyoğunbirartış

görülmektedir.
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Şekil4.17.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDveL929hücre

hatlarınauygulanansiRNA1µLhücreproliferatiketkisiningösterilmesi

DLDveL929hücrelerininkontrolgruplarındakiproliferatikyükselmeyi

gösterilmektedir.DLDhücrelerineuygulanansiRNA’nın 1µL’likdozunakarşılık

hücrepoliferasyonundaazalmagöstermektedir.FakatL929hücrelerineuygulanan

siRNA’nın1µL’likdozunakarşılıkhücrepoliferasyonundaazalmagözlenmemiştir.

4.3.3.Nanopartikül+siRNAkompleksi,SerbestHaldekiAuNPve

siRNAlarınHücrelerÜzerindekiEtkisininBelirlenmesi

ÇalışmamızınbukısmındaDLDveL929hücrelerineuygulananserbest

siRNA ve nanopartiküllerinin kompleks oluşturmuş hallerine göre hücre

poliferasyonlarındaküçükazalmalarolduğugözlemlenmiştir.
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Şekil4.18.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDHücrehattına

sadecesiRNA1µL,sadeceAuNP1µLvesiRNA1µL+AuNP1µL

kompleksiuygulandığındakiproliferasyonetkisiningösterilmesi

DLDhücrehattınaayrıayrısiRNA1µL,AuNP1µLvesiRNA1µL+

AuNP1µLuygulandığındahücreyoğunluğundakiazalmagörülmektedir.1µL

siRNA’nınDLDhücrepoliferasyonunaetkisitekbaşınaçokazdır.FakatsiRNA1µL

+AuNP1µLkompleksininetkisihepsinegöredahafazlaazalmagöstermişyani

tümörhücrepoliferasyonunuanlamlıorandaazaltmıştır
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Şekil4.19.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarak DLDHücrehattına

sadecesiRNA1µL,sadeceAuNP2µLvesiRNA1µL+AuNP2µL

kompleksiuygulandığındakiproliferasyonetkisiningösterilmesi

DLDhücrehattınaayrıayrısiRNA1µL,AuNP1µLvesiRNA1µL+

AuNP2µLuygulandığındahücreyoğunluğundakiazalmagörülmektedir.1µL

siRNA’nınDLDhücrepoliferasyonunaetkisitekbaşınaçokazdır.FakatsiRNA1µL

+AuNP2µLkompleksininetkisihepsinegöredahafazlaazalmagöstermişyani

tümörhücrepoliferasyonunuanlamlıorandaazaltmıştır.
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Şekil4.20.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarakDLDHücrehattına

sadece siRNA1µL,sadeceAuNP4µLvesiRNA1µL+AuNP4µL

kompleksiuygulandığındakiproliferasyonetkisiningösterilmesi

DLDhücrehattınaayrıayrısiRNA1µL,AuNP1µLvesiRNA1µL+

AuNP4µLuygulandığındahücreyoğunluğundakiazalmagörülmektedir.1µL

siRNA’nınDLDhücrepoliferasyonunaetkisitekbaşınaçokazdır.FakatsiRNA1µL

+AuNP4µLkompleksininetkisihepsinegöredahafazlaazalmagöstermişyani

tümörhücrepoliferasyonunuanlamlıorandaazaltmıştır.
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Şekil4.21.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarak DLDHücrehattına

sadecesiRNA1µL,sadeceAuNP8µLvesiRNA1µL+AuNP8µL

kompleksiuygulandığındakiproliferasyonetkisiningösterilmesi

DLDhücrehattınaayrıayrısiRNA1µL,AuNP1µLvesiRNA1µL+

AuNP8µLuygulandığındahücreyoğunluğundakiazalmagörülmektedir.1µL

siRNA’nınDLDhücrepoliferasyonunaetkisitekbaşınaçokazdır.FakatsiRNA1µL

+AuNP8µLkompleksininetkisihepsinegöredahafazlaazalmagöstermişyani

tümörhücrepoliferasyonunuanlamlıorandaazaltmıştır.
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Şekil4.22.GerçekzamanlıxCELLigencecihazıkullanılarak DLDHücrehattına

sadecesiRNA1µL,sadeceAuNP16µLvesiRNA1µL+AuNP16µL

kompleksiuygulandığındakiproliferasyonetkisiningösterilmesi

DLDhücrehattınaayrıayrısiRNA1µL,AuNP16µLvesiRNA1µL+

AuNP16µLuygulandığındahücreyoğunluğundakiazalmagörülmektedir.1µL

siRNA’nınDLDhücrepoliferasyonunaetkisitekbaşınaçokazdır.FakatsiRNA1µL

+AuNP16µLkompleksininetkisihepsinegöredahafazlaazalmagöstermiştir.

Şekil4.23.GerçekzamanlıxCELLigence’deDLDHücrehattınaayrıayrısiRNA

1µL,AuNP32µLvesiRNA1µL+AuNP32µLkompleksi

uygulandığındakiproliferasyonetkisiningösterilmesi
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DLDhücrehattınaayrıayrısiRNA1µL,AuNP32µLvesiRNA1µL+

AuNP32µLuygulandığındahücreyoğunluğundakiazalmagörülmektedir.1µL

siRNA’nınDLDhücreproliferasyonunaetkisitekbaşınaçokazdır.Fakat;siRNA

1µL+AuNP32µLkompleksininetkisihepsinegöredahafazlaazalmagöstermiştir.

4.4.İkiliBoyamaİleApoptozveNekrozBelirlenmesi

İkiliboyamametodundakullanılanHoechst33342floresanboyasıcanlı

hücrelerinzarlarındangeçervebuboyaileapoptozagirenhücrelerinçekirdekleri

normalhücreleregöredahaparlak,mavirenktegörülmektedir.Çekirdeğin

homojenliğikaybolmuşvekenarlarıdüzgünolanyapısınıkaybetmiştir.DNAsı

parçalanmışhaldedir.FloraesansmikroskobundaDAPİfiltresiilebakılır.Normal

hücrelerinçekirdekleriapoptozauğrayanhücrelergibiparlakdeğildirvehücrelerin

DNAlarıçekirdeklerindedağılmamışbirhaldedurmaktadır.Buçalışmamızda570

nmdalgaboyundaincelemeyapılmıştır.

ÇalışmamızınbukısmındaDLDveL929hücrehatlarınananopartikül(1µL,

2µL,4µL,8µL,16µL,32µL)venanopartikül+siRNAkompleksindendebelirli

orandauygulanarak24saatinkübasyonabırakıldı.Bu24saatlikinkübasyonsonrası

hücrelerdeolasıapoptotiksonuçlarincelendi.FloresaninvertedmikroskopveDAPİ

filtresiilegörüntülerçekildi.

İkiliboyamadakullanılandiğerbirboyaolanPropodiyum iyodid(PI)

floresanboyasıolupDLDveL929hücrelerindekinekrotiketkiyitespitetmektedir.

Buboyaplazmamembaranındakihasarlardanveyaölühücrelerinzarlarından

geçereknekrotikhücreçekirdekleriniboyar.PIfloresanışıkaltındaFITCfiltresiile

hücreçekirdeklerininkırmızıgörünmesinisağlar.Nekrotikolmayanhücrelerinhücre

membranlarındabirhasarolmadığıiçinbuboyahücrezarındangeçemezbuyüzden

nekrotikolmayanhücreninboyanmasıengellenmişolur.Canlıveapoptotikhücreler

FITCfloresanfiltresindeyeşilolarakgörünmektedir.Yaptığımızçalışmamızda570

nmdalgaboyundaincelemeyapılmıştır.

ÇalışmamızınbukısmındaDLDveL929hücrehatlarınananopartikül(1µL,

2µL,4µL,8µL,16µL,32µL)veAuNP+siRNAkompleksindendebelirlioranda

uygulanarak24saatinkübasyonabırakıldı.Bu24saatlikinkübasyonsonrası
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hücrelerdeolasıapoptotikvenekrotiksonuçlarincelendi.Floresaninverted

mikroskopveFITCfiltresiilegörüntülerçekildi.

DLDhücresineAuNP1µLuygulandıktansonrakiapoptozoranı5,53±1,09

iken8µLuygulandığında58,2±5,780423çıkmıştır.32µL’deiseapoptotikhücre

proliferasyonuçoğalmıştır.siRNA 1µL +AuNPs1µL uygulandıktansonraki

apoptozoranı2,21±0,007ikensiRNA 1µL + AuNPs8µL uygulandığında

13,34±2,414267çıkmıştır..siRNA 1µL+AuNPs32µLiseapoptotikhücre

proliferasyonundaoldukçaartışgörülmüştür.

DLDhücresineAuNP1µLuygulandıktansonrakinekrozoranı6,8±2,5iken

8µLuygulandığında94,4±25,45586çıkmıştır.16µL’deisetamamennekrotikhale

gelmiştir.siRNA1µL+AuNPs1µLuygulandıktansonrakinekrozoranı4,1±3iken

siRNA 1µL+AuNPs8µLuygulandığında16,39±4,242641çıkmıştır.

siRNA1µL+AuNPs32µLisetamamennekrotikhalegelmiştir.
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Çizelge4.2.DLDhücrelerindekiapoptotikhücreyüzdeoranları

                 

Kontrol  buffer     16,39±4,242641

                 

AuNPs   1µL     5,53±1,09

    2µL     9,29±0,004

    4µL     24,91±0,3976

    8µL     58,2±5,780423

    16µL     79,17±9,28722

    32µL     97,15±25,363363

                 

siRNA   1µL     3,45±1,75

                 

AuNPs+siRNA 1µL+1µL     2,21±0,007

    1µL+2µL     3,1±0,002134

    1µL+4µL     8,69±1,363961

    1µL+8µL     13,34±2,414267

    1µL+16µL     49,31±0,366361

    1µL+32µL     77,93±3,582571
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Şekil4.24.siRNA1µL+AuNP1µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide);BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.25.siRNA1µL+AuNP2µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.
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Şekil4.26.siRNA1µL+AuNP4µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.27.siRNA1µL+AuNP8µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.
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Şekil4.28.siRNA1µL+AuNP16µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.29.siRNA1µL+AuNP32µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.
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Şekil4.30DLDhücrelerindehiçbiruygulamayapılmadan24saatsonundayapılan

ikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.31.AuNP1µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.
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Şekil4.32.AuNP2µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

Şekil4.33.AuNP4µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.
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Şekil4.34.AuNP8µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

Şekil4.35.AuNP16µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.
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Şekil4.36.AuNP32µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

Şekil4.37.siRNA1µLuygulananDLDhücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

GörüntülerLeicainvertedfloresanmikroskobunda10Xdebüyütülerek

görüntülenmiştir.Ölçek50µm‘likmesafeyigöstermektedir.Fotoğraflardagörülen

siRNA ve AuNP kompleks yapılarının hücre üzerindekinekrotik etkileri

gözlemlenmektedir.UygulanankomleksyapıDLDhücrelerindebellibirdozakadar
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nekrozunarttığıyüksekolankompleksderişimlerindeisehedeflenmemişhedeflenme

yaptığıdüşünülmektedir.

Çizelge4.3.DLDhücrelerindekinekrotikhücreyüzdeoranları

               

Kontrol buffer  31,28±38,18377

               

AuNPs   1µL   6,8±2,5

    2µL     17±0.707107

    4µL     18±4,242641

    8µL     94,4±25,45586

    16µL     100±9,192788

    32µL     100±2,12132

               

siRNA   1µl   7,2±2,5

               

siRNA+AuNPs 1µL+1µL   4,1±3

    1µL+2µL   5,9±6,363961

    1µL+4µL   6,6±1,414214

    1µL+8µL   16,39±4,242641

    1µL+16µL   52,94±2,828427

    1µL+32µL   100±3,535534
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Şekil4.38.siRNA1µL+AuNP1µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.39.siRNA1µL+AuNP2µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.
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Şekil4.40.siRNA4µL+AuNP1µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.41.siRNA1µL+AuNP8µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.
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Şekil4.42.siRNA1µL+AuNP16µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.43.siRNA1µL+AuNP32µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonunda

yapılanikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.
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Şekil4.44.L929hücrelerindehiçbiruygulamayapılmadan24saatsonundayapılan

ikiliboyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)

hücreleringörüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+

RibonükleazA+Propidium iodide)BAR=50µm LeicaDM6000ile

görüntülenmiştir.

Şekil4.45.AuNP1µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.



70

Şekil4.46.AuNP2µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

Şekil4.47.AuNP4µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.
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Şekil4.48.AuNP8µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

Şekil4.49.AuNP16µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.
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Şekil4.50.AuNP32µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

Şekil4.51.siRNA1µLuygulananL929hücrelerinde24saatsonundayapılanikili

boyamaneticesindeeldeedilenapoptotik(A)venekrotik(B)hücrelerin

görüntüsü.İkiliboyama(Doublestaining=Hoechst33342+Ribonükleaz

A+Propidiumiodide)BAR=50µmLeicaDM6000ilegörüntülenmiştir.

GörüntülerLeicainvertedfloresanmikroskobunda10Xdebüyütülerek

görüntülenmiştir.Ölçek50µm‘likmesafeyigöstermektedir.Fotoğraflardagörülen

siRNA ve AuNP kompleks yapılarının hücre üzerindekinekrotik etkileri

gözlemlenmektedir.UygulanankomleksyapıDLDhücrelerindenekrozunarttığı
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göstermektedir.

EldeedilensonuçlarabakıldığındakompleksyapınınsafAuNPuygulanan

grubunDLD hücrelerikontrolgrubunagöreüzerindekiapoptotikvenekrotik

etkisinin daha fazla olduğunu göstermiştir.siRNA,AuNP’ler tarafından

hedeflendirildiğinden dolayıpH ve sıcaklığa duyarlıolan nanopartiküllerin

siRNA’larıkontrollübirşekildesalmasındandolayıbusonuçgözlenmiştir.



74

5.SONUÇLARVETARTIŞMALAR

Sunulantezkapsamındaeldeedilenbulgularvesonuçözetleriaşağıdaki

şekildesunulmuştur.

ÇalışmanınilkkısımındaAuNP’lerininsenteziyapılmıştır.Hazırlanan

nanopartiküllerin Zeta Size potansiyelanalizlerine bakılmıştır.Grafikler

incelendiğindeisesentezlenenAuNP’ünyüzeyyüküanalizsonuçlarınabakıldığında

-2.97mV’lukvenegatifyüzeyyüklerinesahipolduklarıgörülmektedir.Nanopartikül

+siRNA’larınise;1µLsiRNA+1µLAuNP’nin-8.78mV’luk,1µLsiRNA+2µL

AuNP’nin-6,09mV’luk,1µLsiRNA+4µLAuNP’nin-5.23mV’luk,1µLsiRNA+

8µLAuNP’nin-4.83mV’luk,1µLsiRNA+16µLAuNP’nin-7.04mV’luk,1µL

siRNA+32µLAuNP’nin-5.43mV’lukgibidahanegatifbiryüzeyesahipoldukları

görülmektedir.Böyleliklezetapotansiyelanaliziilenegatifyüzeyyükünesahipolan

nanopartiküllerinnegatifyükesahipolansiRNAileetkileşimegirerekbağlanmaları

sağlanmıştır.Sonuçlarzeta-potansiyelanalizinsiRNA’nınAuNPilebağlandığında

AuNP’lerinnegatifliğiniartırdığınıgöstermiştir.

siRNA’nınnanopartikülleolanetkileşimi,agarozjelelektroforeziile

incelendivefarklıdozlardakinanopartiküllerinderişimininyüklenmeverimliliğine

etkisiincelendiğindedenenentüm siRNA +AuNPoranlarındaetkileşim ve

bağlanmagerçekleşmiştir.AgarozjelelektroforezindeyalnızcasiRNA konulan

kuyucuktakiilerlemeninyalnızcaAuNPkonulankuyucuğagöre;siRNA’nınmolekül

ağırlağınınAuNP’egöredahaazolmasındandolayıfazlailerlediğigözlemlenmiştir.

YalnızcaAuNPvesiRNA+AuNPkompleklerininbiraradakonulduğukuyucuklar

daiseAuNP’nünmolekülerağırlığınındahafazlaolmasındandolayıjeldekiyürüme

hızınısiRNA’ya göre azalttığıgözlemlenmiştir.Eşitmiktarlarda konulan

preparatlarınagarozjelelektroforezdekiyürümelerindebüyükorandafarklılık

görülmesedehücrelerüzerindekianlamlıetkileridiğerdeneylerdegözlemlenmiştir.

GerçekzamanlıhücreanalizinebakıldığındaAuNPvesiRNA+AuNP

kompleksinindozlarıarttıkçahücreproliferasyongrafilerindebunabağlıazalma

gözlemlenmiştir.SonuçolarakenyüksekantiproliferatiketkisiRNA +AuNP

kompleksindegerçekleşmektedir.BununsebebiBcl-2genifadesininsusturulmasıdır.

Antiapoptotik olan Bcl-2 proteininin baskılanması tümör hücrelerinin

poliferasyonununinhibeedilmesinenedenolur.Busayedetümörünbüyümesive
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bölünmesiniengellemişolmaktayız.
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2014yılındaShehataDrazvearkadaşlarınınyaptığıçalışmamanyetik

hedeflendirmeyaklaşımıhedefalınarakyapılmıştır.BuçalışmadaShehataDrazve

arkadaşlarımanyetiksiRNAtaşıyıcınabağlıveyataşıyıcayaenkapsüleedilmişolan

terapötikbirajanındışarıdanmanyetikalanileintravenözenjeksiyonuuygulanması

iletümördokusunayönelmeyapmasısağlanmıştır.[42]

2015yılındaMykhaylykvearkadaşlarınınyapmışolduklarıçalışmada

hedeflenentümörhücresindekimanyetiknanopartikülünsiRNAsalınımıüzerindeki

etkileriniincelemişlerdir.HedefhücreleresiRNA salınımınınvemanyetikalan

uygulandığındaverdiğicevabındahaiyiolduğugörülmüştür.[43]

Apoptotikvenekrotikindekslerikiliboyamametoduylasaptandı.Elde

edilensonuçlarabakıldığındakompleksyapınınsafAuNPuygulanangrubunDLD

hücrelerikontrolgrubunagöreüzerindekiapoptotikvenekrotiketkisinindahafazla

olduğunugöstermiştir.siRNA,AuNP’lertarafındanhedeflendirildiğindendolayıpH

vesıcaklığaduyarlıolan nanopartiküllerin siRNA’larıkontrollü birşekilde

salmasındandolayıbusonuçgözlenmiştir.KontrollüsalınansiRNA’larınetkisi

serbesthaldekisiRNA’laragöredahauzunsürmektedir.Yapılanuygulama

göstermiştirkisiRNA’larınkontrollübirşekildesalınımıhücreninBcl-2genini

baskılandığındanhücreleriapoptozayönlendirmektedir.[45]

Bcl-2 gen ifadesinin apoptozengelleyiciözelliğinden dolayıkanser

gelişimine katkısı büyüktür. Bcl-2’nin baskılanması kanser gelişmesinin

yavaşlamasınahattadurmasınavebusayedetümörhücrepoliferasyonununda

inkübasyonunanedenolacaktır.BuyüzdensiRNA’nınhücreyebaşarılıbirşekilde

verilmesisusturmaişlemininetkilibirşekildegerçekleşmesinisağlamaktadır.[46-

47]

EldeettiğimizxCELLigenceRTCA sonuçlarındasiRNA’nınnekrotik

mekanizmayıda etkilediğiaçıkça görülmektedir.Kompleks yapının hücre

poliferasyonunuazalttığınıgözlemlemiştik.PIfloresanışıkaltındaFITCfiltresiile

çekilenbufotoğraflargöstermiştirkiölümlerinbirkısmıdanekrotikyolakile

gerçekleşmektedir.

2003yılındaMingJiangvearkadaşlarınınyapmışolduklarıçalışmada
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kolorektal kanser hücrelerinde siRNA’nın inaktivasyon gerçekleştirdiği

gözlemlenmiş ve Bcl-2’nin bu hücre poliferasyonunda antiapoptotik bir

mekanizmayıdüzenleyenbirgenolabileceğigözterilmiştir.[48]

Sonuçolarak;AuNPileaktarılansiRNA’ınkansertedavisindeolasıbirgen

terapiyöntemolabileceğifikriuyanmaktadır.
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