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OZET

Kanser Hiicre Hattinda Altin Nanopartikiilleri ile siRNA Tasmimi

COLAK, Melis
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa TURK
KASIM 2017, sayfa 106

Kolon kanseri kadin ve erkekler bireyler arasinda goriilme siklig1 pek bir farklilik
gostermemekte ve kanserlerin goriilme sikliginda {igiincii sirada bulunmakta olup Bcl2 gen
ifadesinin kolon kanserinde normal dokulara gore aktivasyonunda artig gosterdigi
belirlenmistir. RNA interferans gen ifadesini diizenleyen bir mekanizma olup siRNA’lar
araciligiyla mRNA’nin yikiminin uyarilmasini saglamaktadir. Kanser tedavisinde son yillarda
yapilan caligmalar gostermistir ki biyouyumlu tastyic1 altin nanopartikiiller ile siRNA’y1
tagtyarak kanser tedavisi i¢cin umut vadeden gelismeler gergeklestirilmistir. Sunulan bu tez
kapsaminda farkli dozlardaki siRNA + altin nanopartikiil komplekslerinin DLD kolon kanseri
hiicrelerine uygulanarak Bcl-2 gen ifadesinin baskilanmasi hedeflenmis. Bunun i¢in pH ve
sicakliliga duyarli altin nanopartikiilleri sentezlenmis ve karakterize edilmistir. siRNA’nin
altin nanopartikiil ile etkilesimleri hem karakterize edilmis hem de agaroz jel elektroforezinde
incelenmis ve bir kompleks olusturduklart saptanmistir. Hiicre poliferasyon testi
xCELLigence RTCA analiz yontemiyle yapilmis ve apoptoz/nekroz etkisi ikili boyama ile

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: DLD, Bcl-2, Altin Nanopartikiil, siRNA uygulama



ABSTRACT

SI-RNA DELIVERY WITH GOLD NANOPARTICLES IN A CANCER CELL LINE

COLAK, Melis
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa TURK
KASIM 2017, sayfa 106

The incidence of colon cancer is not significantly different between women and
men, and it is found that Bcl2 gene expression is increased in colon cancer compared to
normal tissues. RNA interference is a mechanism for regulating gene expression, which
stimulates the degradation of mRNA through siRNAs. Recent studies in cancer treatment
have shown that biosynthetic carrier nanoparticles and siRNA have been carried forward to
improve cancer care. In this thesis, it was aimed to suppress the expression of Bcl-2 gene by
applying siRNA + nanoparticle complexes of different doses to DLD colon cancer cells. For
this, pH and temperature sensitive gold nanoparticles were synthesized and characterized. The
interaction of siRNA with nanoparticle was characterized both by characterization and by
agarose gel electrophoresis and found to form a complex. Cellular proliferation assay was
performed by xCELLIGENCE RTCA analysis method and apoptosis / necrosis effect was

determined by double staining.

Keywords: DLD, Bcl-2, Gold Nanoparticle, siRNA application
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1.GIRiS

Diinyada 6liim nedenleri arasinda en sik rastlanan rahatsizlik olarak kanser
gelmektedir. Kanser insan hiicrelerinin fizyolojik islevlerini bozan ve hastaliklara
bagli O6lim nedenlerinde ikinci sirada yer alan c¢oziimlenememis bir saglik
problemidir.[1] Ulkemizde 1970’1i yillarda sebebi bilinen éliimler arasinda dordiincii
sirada yer almakta olan kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan
hemen sonra ikinci siraya ylikselmistir. Sebebi bilinen hastaliklarda ikinci sirada
olmasina ragmen goriilme siklig1 konusunda net bir bilgi bulunmamaktadir. Modern
cagin en biiyilk sorunlarindan biri olan kanser, son ylizyillda g¢evre sartlarinin
degismesi, yasam temposunun degismesi ve paralelinde gelen yeme-igme
aliskanliklarinin degismesi kanseri insan hayatinin en biiyiik problemlerinden biri
haline getirmistir.[1-3] Giliniimiizde bir ¢ok tedavi yOnteminin uygulandigi bu
rahatsizlikta genellikle tercih edilen cerrahi yontemler ile timorlii olan doku veya
organin viicuttan uzaklastirilmast yontemi olsa da ne yazik ki kemoterapi ve
radyoterapi gibi bir ¢cok viicut direncini diislirecek uygulamaya da hastalar maruz
kalmaktadir.[1-3] Kanser hiicreleri c¢esitli kemoterapotik ajanlara karsi direng
kazanabilmekte ve kemoterapi ‘Coklu Ila¢ Direngliligi’ mekanizmasi sebebi ile
basarisiz olabilmektedir. Tedavi sirasinda ilaca direngli hiicre popiilasyonunun
fazlalig1 tedavideki basarinin 6niindeki en biiyiik engellerden birini olusturmaktadir.
Bu direng; tiimorlii hiicrelere gonderilen ilacin etkisinin kaybolmasina, ¢ogu anti
kanser ilaglarinin aktivasyonunu sagladigi apoptozun, DNA tamirinin, hiicre
dongiisiindeki degisikliklerin olugsmasinin engelleyerek ilacin etkisini azaltmakta
veya ortadan kaldirmaktadir. Son yillarda yapilan caligmalar gostermektedir ki
kanser direncini olusturan bu durumun apoptoz onleyici faktorlerden dolay1 ortaya
ciktig1 ve apoptoz Onleyici faktorlerin ortadan kaldirilmasi ile kanser tedavisinin
daha kolay ve rahat bir sekilde yapilabilecek olusu biiyiik umutlar vadetmektedir. [54]

Kolon kanseri kadin ve erkekler arasinda goriilme sikliginda pek bir
farklilik gostermemekle birlikte kanserlerin goriilme sikliginda {igiincii sirada
bulunmakta olup Bcl2 geninin kolon kanserinde normal dokulara gore
aktivasyonunda artis gosterdigi belirlenmistir. RNA interferaz (RNAi) genin

ifadesini diizenlemektedir.Bu dilizenleme, siRNA’lar araciligi ile mRNA’nin



yikiminin uyarilmasi ile gergeklesir. Tumor biyolojisinde son yillarda yapilan
arastirmalar nanopartikiillerin biyouyumlulugu ve biyouyumlu olan tasiyic
sistemlerin siRNA’y1 tasiyarak kanser tedavisi i¢in biiyilk umut vadettigini
gostermektedir.

Yapmig  oldugumuz  bu ¢alismada  siRNA+  altinnanopartikiil
kombinasyonlarmin DLD kolon kanseri ve L1929 fibroblast hiicreleri iizerine
uygulanarak bu kombinasyonun kanser iizerinde olan etkisi ve Bcl-2 gen ifadesinin
baskilanmasi ile antikanser tedavisinde kullanmay1 hedeflemekteyiz. Bunun i¢in
siRNA’nin pH ve sicakliliga duyarli altinnanopartikiiller sentezlendi ve karakterize
edildi. siRNA’nin altimnanopartikiil ile olan etkilesimini gbzlemleyebilmek icin
agaroz jel elektroforezi yapildi. Hiicre proliferasyonlarit XCELLingence RTCA ile
bakilirken apoptotik ve nekrotik etkiler de ikili boyama teknigi ile bakildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSER BiYOLOJiSI

2.1.1. Kanser ve Olusum Mekanizmasi

Kanser Yunanca yenge¢ anlamina gelen “karkinos” veya ‘“karkinoma”
sozciiklerinden tiiremistir. Yengecin avini kistirdiktan sonra uzun ve disli kollariyla
tutup yavas yavas kemirerek yemesi kanserli hiicrelerin tedavisinin yapilmadigi
takdirde insanin viicut direncini diisiirerek zayiflamasi, halsiz diismesi ve en sonunda
da oldiirerek canlinin yasamini yitirmesiyle sonu¢landigi i¢in bu isim verilmistir.
Kanser, hiicrelerde DNA’nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde bliylime ve ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir ve bu durum belli bir hiicre
DNA’sin1 mutasyona ugratacak bir sinyal almasiyla ortaya g¢ikar. Normal viicut
hiicreleri bir hata algiladiginda hiicreyi savunma mekanizmasi yardimiyla veya hiicre
kendisini imha ederek ortadan kaldirirken bazi durumlarda bu durum tespit edilemez
(mutasyon gibi). Ortadan kaldirilamayan hiicre siirekli ¢cogalmaya gider ve tiimor
olusumuna sebep olur. Kisiden kisiye degiskenlik gdsteren karmasik bir hastalik
olarak bilinen tiimoriin 200’den fazla tiire sahip oldugu bilinmektedir. [1,4—52]

Kanser hiicreleri, normal viicut hiicrelerinden farklilik gostermektedir ve
kanser hiicrelerinin metabolizmas1 normal hiicre metabolizmasindan 8 kat daha
biiyliktiir. Eger yeni viicut hiicreleri gerekmiyor ise normal hiicrelerdeki mevcut olan
mekanizma hiicreye boliinmeyi durdurmasmi soyler. Kanser hiicrelerinde bu
mekanizmanin baskilanmasi sebebi ile kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde biiyiir,
boliiniir ve ¢cogalirlar. Buda viicudun diger bdlgelerine yayilarak, birikerek tlimoriin
olusmasini saglar. Olusan timorler yalnizca bulunduklari doku ve organa zarar
vermekle kalmaz diger viicut hiicre ve dokularmi sikistirabilir onlarin igerisine
sizabilir ve onlar1 da tahrip edebilirler. Kanserli hiicrelerin doku disinda dogrudan

b

veya kan ya da lenf yoluyla sigramalarina © metastaz * adi verilmektedir. Metastaz
Yunanca bir kelime olup yer degistirme anlamina gelmektedir. Kanser erken teshis

edilemez ve basladigi hiicre veya doku disinda bir yere sigramis ise basladig1 yerdeki



hiicre tipiyle aym hiicre ismini alirlar. Ornegin; akcigerde olusan tiimor eger
bagirsakta yayilim gosterir ise bu olusan tiimore ‘‘bagirsak kanseri’’ degil
““metastatik akciger kanseri’’ olarak adlandirilmaktadir. [2,3—4]

Ulkemizde 1970°1i yillarda sebebi bilinen &liimler arasinda dérdiincii sirada
yer almakta olan kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan hemen
sonra ikinci siraya yiikselmistir. Sebebi bilinen hastaliklarda ikinci sirada olmasina
ragmen goriilme siklig1 konusunda net bir bilgi bulunmamaktadir. Modern ¢agin en
biiyiik sorunlarindan biri olan kanser, son yiizyilda cevre sartlarinin degismesi,
yasam temposunun degismesi ve paralelinde gelen yeme-igme aliskanliklarinin
degismesi kanseri insan hayatinin en bilyiik problemlerinden biri haline getirmistir.
Kanser hiicrelerinin birbirinden farklilik gostermesi nedeniyle onkogenleri aktif hale
getiren, timor supresdr genleri sessizlestiren veya fonksiyonunu Onleyen
mutasyonlar kesfedilmistir. Kanser hiicrelerinin bulundugu doku ve organa bagh
olarak kendine 6zel molekiiler ve biyokimyasal ozelliklere sahip oldugu ortaya
cikmistir. Onkogenler kontroliinii kaybetmis protein kodlayan genlerdir ve gen
ekspresyonunu hizlandirarak neoplastik hiicre birikimine neden olmaktadir. Timor
baskilayic1 genler hiicrenin normal bir sekilde bdliinme, biiylime ve ¢ogalmasini
saglayarak timOr olusumunu baskilamaktadirlar. Cogu timor hiicresinde ise bu
genin hasar1 veya aktivasyonunun kaybolmasi hiicrenin anormal ¢ogalmasina neden
olmaktadirlar.

Apoptozis genetik olarak diizenlenen ve hiicrenin kontrollii bir sekilde
Olimiine yol acan biyolojik bir olaydir ve anormal hiicrelerin apoptozise
ugrayamamasi hiicrenin kontrolsliz bir sekilde ¢ogalmasina bu nedenle de tiimor
olusumuna sebep olmaktadir. Apoptozisi diizenleyen genlerin basinda BCL-2 ailesi
gelmektedir. Kanser hiicresi ve tlimor olusumunun molekiiler temelinde genotipini
yansittig1 kabul edilen normal hiicre poliferasyonunda ki bozulmalara bagl olarak
kontrolsiiz hiicre biiylime ve ¢ogalmasinin yani sira uyari iletiminde de degisikliklere
bagli olarak ¢ogalmay1 inhibe eden sinyallere duyarsizlik, apoptotik hiicre
olimiinden kacabilme, apoptozun goriilmemesi, biiyiime sinyallerine onkogenik
uyart iletimi gibi 6zellikler goriilmektedir. Bunun gibi hiicre 6liimiinii riske eden
sebeplerden dolay1 hiicrenin biiyiime ve ¢ogalma kontrolii ortadan kalkar. Cesitli
kanser tiirlerinde hiicre yapilar1 ve buna bagli olarak mekanizmalar1 farkli olsa da

karakteristik Ozelliklerinin temel isleyisleri aynidir. Buna bagli olarak kanserin



molekiiler temelinin bilinmesi biiylik bir avantaj saglarken erken tani ve tedavide bir
o kadar 6nem teskil etmektedir.[4,41-57]

2012 senesi verilerine gore diinyada 14.1 milyon yeni kanser olgusu, 8.2
milyon kanser kaynakli 6lim teshis edilmistir. Teghisten sonraki 5 sene igerisinde
kanser ile yasayan 32.6 milyon insan mevcuttur. Yeni kanser olgularinin yilizde
%357’s1 (8 milyon), kanser kaynakli 6ltimlerin %65°1 (5,3 milyon) ve 5 yil boyunca
siiregelen kanser olgularinin %48’1 (15,6 milyon) goreceli olarak az gelismis
bolgelerde saptanmaktadir. [36]

Teshis, tedavi ve dnleme segeneklerindeki ilerlemeye ragmen kanserde sag
kalim oranlar1 halen diisiiktiir. Bu nedenle yeni tedavi seceneklerinin bulunmasina

gereksinim duyulmaktadir. [37]

2.2. KOLON BIYOLOIJISI

‘Kolon’ sindirim sistemimizin bir parcasi olan ‘kalin bagirsak’ teriminin
latince genel adidir. Cekumdan baslar ve rektuma kadar uzanan bagirsak kismidir.
Asil gorevi digkidan suyu ayirmak olan bagirsak memelilerde ¢ekum, ¢ikan kolon,
transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan olusmaktadir. Cekumdan
transvers kolonun ortasina kadar olan kisma ‘sag kolon’ kalan kisma ise ‘sol kolon’
ad1 verilmektedir. Cekum kismi ince bagirsagin sonlanip kalin bagirsagin basladigi
boliim olarak bilinmektedir. Cekum bir kapakgik vazifesi gorerek sindirilen gidalarin
tek yonlii akisini saglamaktadir. [21] Rektum ise memelilerde kalin bagirsagin son
boliimii olup antise agilan kismidir. Digkinin atilmadan hemen 6nceki tutuldugu yer
olacakta bilinir. Insanlarda rektum uzunlugu 12 cm dir ve rektumun son birkag
santimetrelik kismi1 deriye benzer bir doku ile kaplidir. [22]

Kalin bagirsak duvari 3 tabakadan olusur;

1. Kalin bagirsagin i¢ini kaplayan Ortili tabakasidir ve buna mukoza denir. Bu
tabaka besin maddelerinin sindirimden gorevli olup kana emilmesini saglamaktadir.

2. Orta kisimda bulunan ise kas tabakasi bulunur. Bu tabaka besin
maddelerinin ileri dogru hareket etmesini saglamaktadir.

3. Bagirsak duvarinin en dis kisminda ise seroza tabakasi bulunmaktadir.

Seroza tabakasiin ylizeyi diizgiin olup bagirsagin karin boslugu igerisinde birbirine



yapigmasini engellemektedir.

Sindirim  sistemi  anatomisinde kalin bagirsak, ince bagirsak ile
aniis arasindaki kisim olarak bilinir ve 1,5 - 2 metre arasinda uzunluga sahip olup
sindirim sisteminin beste birini olusturmaktadir. Kalin bagirsagi ince bagirsaktan
ayiran seyler ¢capinin biiytikliigii, nispeten sabit konumu, keseli goriiniimii ve disinda
yer alan peritonla Ortiilii ‘yag parcaciklar’dir (appendices epiploicae). Kolon ve
rektum viicudumuzun sindirim sisteminin pargalar1 olup 6zofagustan mideye inen
besinler sindirilerek ince bagirsaga gonderilir. Burada viicut gidalarda bulunan besin
Ogelerini absorban eder ve besin maddelerini gidalardan ayirarak viicuttan atilacak
olan atiklarin depolanmasi i¢in kalin bagirsaga geger. Diski viicuttan uzaklastirilana
kadar rektumda depolanir. Kalin bagirsak ve rektum ‘biiylik bagirsak’ adinda uzun
kasl bir tiip olusturmaktadir. [13] Kalin bagirsagin 150-180 cm’lik kismina ‘kolon’,

15-18 cm’lik kismina da ‘rektum’ denilmektedir.

2.2.1. Kolon Kanseri nedir? Sebepleri Nelerdir?

ABD'de her yil 150.000'den fazla kisi kalin bagirsak kanseri oldugunu
ogreniyor. Tirkiye'de ise c¢ok saglikli kanser kayitlarinin olmamasma ragmen
orantisal olarak yaklasik 30.000 kisinin kolorektal kansere yakalandigi tahmin
edilmektedir. [1] Kolon kanseri erigkin bireylerde en cok {iclincii siklikla goriilen
kanser tiirii olup erkek ve kadin bireylerde ise kansere bagli 6liim nedenlerinin
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kolorektal kanserin %80’i seyrek olarak
olusurken geriye kalan %20lik kismi ise kalitsaldir.

Kolon kanserinin iki tipi vardir.

1. Polip zemininde gelisenler(Adenoma)
2. Kalitsal kolorektal kanserler

Familyal adenomat6z polipozis (FAP) zemininde gelisenler

Zayif FAP (Attenuated FAP) zemininde gelisenler

Familial kolorektal kanser (Lynch I Sendromu)

Herediter nonpolipozis kolorektal kanser (Lynch II Sendromu)

Kolon kanseri olgusunun g¢ogu bagirsak igerisine bir elin parmaklarina

benzer olusumlar olusarak iyi huylu polip gelismesi ile baglar. Elli yas ve iizeri



kisilerde iyi huylu polipler olduk¢a siklik ile goriilmektedir ve vakalarin %90 ‘1 50
yas ve lizeridir. Normal riske sahip hastalarda da tarama yasmnin elli olma sebebi
budur. Erken teshis ve tedavi ile (Ornegin; ameliyat ile polip ‘in almimzi) iyi huylu
poliplere bir miidahale edilmelidir. Poliplerin kanserlesme ve normal olan kolon veya
viicut hiicrelerine metastaz yapma kabiliyeti kazanabilmeleri g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Metastaz kanser hiicrelerinin kdken aldig1 doku veya organdan,
lenf veya kan dolasimi ile viicuttaki diger doku ve organlara yayilmasidir. Kan yolu
ile yayilmada kanser hiicreleri yakinda bulunan olugsmakta olan veya yeni olusmus
kan damarlarina girerek dolagim sistemi ile viicudun diger bolgelerine taginir. Diger
bir taginma sistemi olan lenfatik yayilmada ise kanser hiicreleri lenfatik sisteme girer
ve bu sistem ile farkli lenf nodlarima tasinmasi saglanir. Lenf yoluyla kanser
hiicrelerinin bu sekilde taginmasi sonucu ikincil tiimorler meydana gelmektedir. [62]
Tiimdr (halk dilinde “ ur *) bagirsagi tikayarak digki atimini engelleyebilir. Bu kanser
tipinin tam olarak nedenleri bilinmemekle beraber risk tasiyan hastalarin yasam tarzi,
beslenme veya genetik gibi faktorlerle iligkili oldugu goriilmektedir. Ailesinde kalin
bagirsak kanseri hikayesi, kisi bagirsaginda polip olmasi, bazi iltihabik bagirsak
hastaliklar1 (Ornegin; iilseratif kolit, Crohn vb. ) veya bagisiklig1 diisiik olanlar daha
yiiksek risk tagimaktadirlar. Risk yas ile ve viicudun herhangi bir yerinde bulunan
kanser olusumuyla birlikte artmaktadir. Fazlasiyla bagirsagi yoran yani lifli, yagh,
islenmis besinler (Kirmizi1 et, salam, sosis, mangal vb.), az oranda sebze ve meyve
tilketimi beslenmeyle iliskili faktorlerdir. Yasam tarzi faktorleri ise; hareketsiz yasam

tarzi, fazla kilo alimi, sigara ve alkol kullanimin1 igermektedir. [14-53]

2.2.2. Kolon Kanseri Cegitleri

Bagirsak kanserinin ¢ok ¢esitli tipleri vardir ki bunlar meydana geldikleri
hiicrelerin isimleriyle anilirlar.

A. Adenokarsinomlar. Kolorektal kanserlerin %95 ‘i bu tip kanserlerdir. Bezsel
dokularda ortaya c¢ikmakta ve beze ait olmasi gerekmez, salgilayici
ozelliklere sahip olmalar1 yeterlidir. Yani, bagirsak zarindaki bez
hiicrelerinde baslamaktadir (lyicil bir bezsel tiimdr). Alman Ornekler

mikroskop altinda incelenerek miisindz tiimor veya tagh yiiziik timori olarak



gozlemlenir. [16]

Skuamoz (yassi) Hiicreli Kanserler (SCC) : Adenokarsinom hiicreleriyle
ayni sekilde tedavi edilen bu hiicre tipi cilt kanserleri igerisinde ‘bazal
hiicreli karsinom’ dan sonra gelen ikinci en yaygin cilt kanseri tipidir. [16]
Bagirsakta da yassi hiicreli bez hiicreleri ile beraber bagirsak zarini

olusturan cilt tipinin hiicreleridir.

Diger Bagirsak Tiimorleri:
c.l Karsinoidler: Bu tiimor ilk olarak 1888 yilinda Lubarsch tarafindan
tanimlanmakta fakat; 1907 yilinda Oberndorfer, Maling potansiyeli olmadig1
ve karsinomlara olan benzerliginden dolayr ‘KARSINOID’ terimini
kullanmistir. Son yillarda siklikla ‘Noroendokrin Tiimori® de denilen ve
yavas gelisen nadir bir tiimor tipidir. Noroendokrin sistemin Enterokromatin
veya Kulchitsky hiicrelerinden gelismektedirler. Noroendokrin tiimorler
(NET) yiiz binde 1 - 2 siklikta ve 50 - 60 yas aralifinda goriilmektedir. [17,18
-20] Bu tiimdrler hormon {ireten dokularda gelismekle beraber kolorektal

tiimorlere gore tedavi sekilleri farklilik gostermektedir.

¢.2 Sarkomlar: Viicudumuzun herhangi bir yerinden kdken alan mezenkimal
tiimorlerdir ve tiim kanserlerin yaklasik olarak %1’ ini olusturmaktadirlar.
Kolon ya da rektumda bulunan sarkomlarin ¢ogu ‘Leiomyosarkom’ dur ve
yumusak doku kokenli diiz kas hiicrelerinden gelisebilen saldirgan bir
sarkomdur. Daha cok yetiskinler de goriilmektedir. Kii¢iik kan damarlarini
doseyen diiz kas hiicrelerinden kdken alan Leiomyosarkomu tim yumusak

doku sarkomlarinin neredeyse % 5 — 10 unu olusturmaktadir. [16]

c¢3 Lenfomalar: Bagisiklik sistemi wurlar1 olarak bilinirler. Lenf
diigiimlerinden c¢ikan, lenfositlerden olusan tiimoérlerin tiimiine ‘Lenfoma’
denilmektedir. 1832 yilinda Thomas Hodgkin ‘Lenfoma’ nin ilk tanimini
yapmis hatta kendi admi verdigi ‘Hodgkin Lenfomasi’” hastalign da
aciklanmistir. [19] 100 kolorektal kanserden yalnizca 1 tanesi bu lenfatik

sistemin kanserlerindendir ve diger kolorektal kanser tiplerine gore tedavi



yontemi ¢ok farklidir.

2.2.3. Kolon Kanseri Semptomlar1

Bagirsak aligkanliginda degisme

Ishal ( Gaitalarinin fazla mukuslu olusu )

Daha cok kabizlik ( Hatta kalem gibi ince gaita yapma )

Hasta hi¢ gaz ve gaita ¢ikaramayacak duruma gelebilir.

Rektal kanama

Asikar rektal kanama ( Hemoroit gibi benin peri anal hastaliklara bagl
olmayan kanamalarda yani aciklanamayan kanamalarda kolonoskopi ile tiim kolon
degerlendirilir.)

Karin agris1 ve kramplar

Siskinlik

Tenesmus ( kisi gaita yapma ihtiyaciyla tuvalete gider fakat yapamaz. Ciinkii
rektum kitleyle doludur.)

Demir eksikligi anemisi buna bagli olarak siirekli yorgunluk hissi ( Anemi
aragtirmasi sirasinda gaitada gizli kan testi ile belli olur ve pozitif olan hastalarda
kolonoskopi gereklidir. )

Asir kilo kaybi ve istahsizlik

Baska bir¢cok anormallik veya kanserde bu belirti ve bulgular1 gosterebilir. Bu
bulgulardan herhangi birine sahip olan hastalarin klinik destek almalar1 ve
kontrollerini yaptirmalari 1yi olacaktir. Her hastalikta oldugu gibi bu hastalikta da
erken tam1 ve tedavi ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Kansere yol agan poliplerin
teshisi ve ¢ikarilmasi ile kolon kanseri engellenebilirken, erken belirleme ile %90 ‘ a

varan oranlar da tedavi de edilebilmektedir. [15]



2.2.4. Kolorektal Kanser Tani, Muayene ve Laboratuvar Testleri

Eriskin bireylerde 50 yas ve lzeri diizenli olarak kolon kanseri tarama
testleri yaptirmasi Onerilir. Kisinin bireysel kolon kanseri riskine gore tarama
testlerinin belirli araliklarla yaptirmasi gereklidir. Birinci derece akrabalarda kolon
kanseri ge¢misi var ise akrabaya konulan kanser tanisinin konuldugu yastan 10 yil
once taramalara baslanmalidir veya kiside onceki muayeneler de tespit edilen polip
gegmisi varsa diizenli olarak taramalar yapilmalidir. American Cancer Society
(Amerikan Kanser Dernegi), US Multi-Society Task Force on Colorectal Cancer
(ABD Dernekler Federasyonu Kolorektal Kanser Gorev Giicli ) ve American College
of Radiology (Amerikan Radyoloji Dernegi ) 2008 Martinda ortaklasa kanser onciilii
polipler ve kolon kanserinin erken tani kilavuzlarimi yaymlamistir. Bu kilavuzlara
gore iki kategoride tarama yapilmaktadir. [14,51-52]

A. Kolonu inceleyen, hem kanser onciilii polip hem de kanser saptayabilen
tamamen veya kismi incelemeler.

B. Digki numunesi iizerindeki mevcut olasilikli kanserin neden oldugu kan
izleri veya digkiyla atilmig kanser hiicrelerini belirlemek igin yapilan
laboratuvar testleri.

Bu Tetkikler Kolonu Gériintiillemekte Ve Varsa Mevcut Polip Veya Kanseri
Gostermektedir;

1. Kolonoskopi: Muayenenin onerilen sikligi 10 yilda bir olmaktadir.
Rektum ve kolonun tamaminin 1s1kl bir alet ile muayenesi gerceklestirilir.[14]

Olumlu etkileri kolonu tamamen inceleyebilme ve poliplerden patoloji
testleri igcim biyopsi alabilmekte veya polip ‘i ¢cikarabilmekteyiz.

Olumsuz etkileri ise bagirsak yaralanmasi, enfeksiyon veya kanama riski
teskil etmektedir. Islemler igin bagirsagin énceden kapsamli bir sekilde hazirlanmasi
ve sonrasinda hastanin toparlanabilmesi icin bir iki giin gegmektedir. Uygulama i¢in
hastaya sedasyon (sakinlestirici) gereklidir. Kisi bir gece Oncesinden ag¢ kalir ve
islem yaklasik 30 dakika stirmektedir. Hastada karin agris1 ile bulant1 ve kusmaya
neden olabilir. [14]

2. Sigmoidoskopi: Muayene Onerilen siklig1 5 yilda bir olmaktadir. Rektum
ve kolonun alt kisminin incelenmesi sert veya biikiilebilir 1s1kl1 bir alet ile muayenesi

gergeklestirilir.
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Olumlu etkileri genellikle sedasyona (sakinlestiriciye) gerek duyulmaz.
Oldukga hizl1 ve giivenilir bir yontemdir ve 6ncesinde minimal diizeyde bir hazirlik
gerektirir. [14]

Olumsuz etkileri ise kolonun yalnizca %30’luk gibi bir kismi1 incelenebilir.
Poliplerin belli bir kismi ¢ikartilabilir ve bulgularda anormallik goriiliirse
kolonoskopiye ihtiya¢ duyulur. Kiigiik bir kanama, enfeksiyon veya bagirsakta yirtik
olabilir. Birka¢ giin 6ncesinde sulu gidalar iceren diyetlere baglanir ve islem 15-20
dakika siirer. Igeri verilen hava yiiziinden bagirsakta kramp tarzinda hafif agrilar
goriilebilir.

3. Sanal Kolonoskopi (Bilgisayarli Tomografik Kolonoskopi) : Muayene
icin Onerilen siklik 5 yilda bir olmaktadir. X Isinlar1 kullanilarak bilgisayar yardimi
ile rektum, kolonun tiimii incebagirsaga kadar incelenebilir. Bagirsak igerisine
sokulan bir tiip yardimi ile bagirsak tamamen havayla sisirilerek bakilir. [14]

Olumlu etkileri kolonun tamamini inceleyebiliriz ve sedasyona
(sakinlestiriciye) gerek duyulmaz. Goreceli bir glivenlige sahip olan bu yontemde
minimal diizeyde kolon yirtig1 olabilir. [14]

Olumsuz etkileri ise polip temizlenemez ve bulgularda anormallik
gozlemlenir ise kolonoskopiye ihtiya¢ duyulur. Tam bir bagirsak hazirlig1 yapilmasi
gerekmektedir.

4. Cift Kontrastli Baryum Lavmani: muayene i¢in 6nerilen siklik 5 yilda bir
olmaktadir. Kolon ve rektumun tamaminin bir dizi goriintiisii alinir. Hastaya beyaz
tebesirimsi bir lavman ¢ozeltisi verilerek rontgen filmlerinde kolon ve rektuma ait
ana hatlar belli edilir. Rektumdan sokulan bir tiip yardimi ile bagirsak tamamen
havayla sisirilir. [14]

Olumlu etkileri kolonun tamaminm1 inceleyebiliriz ve sedasyona
(sakinlestiriciye) gerek duyulmaz. Goreceli bir giivenlige sahip olan bu yontemde
minimal diizeyde kolon yirtig1 olabilir. [14]

Olumsuz etkileri ise polip temizlenemez ve bulgularda anormallik
gozlemlenir ise kolonoskopiye ihtiya¢ duyulur. Tam bir bagirsak hazirligi yapilmasi
gerekmektedir.

Var Olan Kanseri Saptayabilmek I¢in Gereken Testler;

1. Digskida Gizli Kan Testi (FOBT) : Muayene siklig1 yilda bir kezdir ve
disk1 da bulunan gizli kani saptamak i¢in kullanilir. Hazir kit halindedir. [14]
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Olumlu etkileri bagirsak hazirligina ihtiya¢c duyulmaz ve evde bile numune
toplanabilir. Bagirsakta dogrudan higbir risk teskil etmez. [14]

Olumsuz etkileri ise kanser onciilii degisiklikleri saptayamaz. Sadece kolon
icerisinde kansere 6zgili kanamay1 degil besinler ve digsel girisimlerden kaynaklanan
her tiirlii kanama gozlemlenir. Test Oncesinde hastaya diyet kisitlamasi gerektirir.
(Testten 3 giin once C vitamini, narenciye, meyve, meyve suyu ve kirmizi et
birakilir.) Test ti¢c kez farkli zamanlarda yapilan gaitalar ile tekrarlanir. [14]

2. Diski Numunesinin immiinokimyasal Testi (FIT) : Muayene siklig1 yilda
bir kezdir. Digkida gizli kana gore farkli bir numune toplama teknigiyle gizli kani
saptamak i¢in kullanilmaktadir. Eritrositlerde bulunan hemoglobin tespitine dayanan
bir yontemdir. [14]

Olumlu etkileri diyet, ilag vb. kisitlamalara gerek duyulmaksizin bagirsak
hazirlig1 yapilmaz. Evde numune alinabilir ve bagirsakta dogrudan risk teskil etmez.

Olumsuz etkileri ise kanser Onciilii degisikleri saptayamaz ve baz1 kanser
tiplerini atlayabilir. Test farkli zaman araliklari ile bir ka¢ kez yapilmalidir. [14]

3. DNA Testi: Halen tam olarak tanimlanamamis bu test i¢in ¢ok daha fazla
bilimsel kanitlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu test digki numunesinden izole edilen
DNA ‘da bulunan kolon kanseriyle veya polip ile iligkili spesifik bir gendeki
mutasyonlar1 saptamada yardimci olur. [14]

Olumlu etkileri diyet, ilag vb. kisitlamalara gerek duyulmaksizin bagirsak
hazirlig1 yapilmaz. Evde numune alinabilir ve herhangi bir bagirsak yirtilmasi riski
teskil etmez. [14]

Olumsuz etkileri ise kanser onciilii degisikleri saptayamaz. Yeterli miktarda

diski numunesi elde edilmelidir ve 6zel islemler gerektirir. [14]

2.2.5. Kolorektal Kanser Evreleri

Testler sonucunda tan1 kanser ise tedavi plani yapabilmek icin hastaligin
kaginc1 evrede oldugu saptanmalidir. Kalin bagirsak kanserlerinde 3 ayn
siiflandirma kullanilmaktadir.

1. Dukes Smiflandirmast

2. Astler-Coller Siniflandirmasi
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3.

Tnm Siniflandirmasi

Tumor evreleri;

a. Karsinoma in situ: Bu tlimoériin ilk evresidir ve tiimor rektum veya kolonun
kanal sinirlar1 igerisindedir.

b. Dukes A Evresi I: Submukozaya invaze etmis haldedir. Bu evrede timor
hiicreleri kolon veya rektumun daha i¢ duvarlarinda gelisme gosterirken daha
dis duvarlara ulasamaz ve kolon digina yayilma gosteremez.

c. Dukes B Evresi: Tiimor muskularis propriaya invaze etmis haldedir. Yani
timor hiicreleri kolon ve rektumun daha derin duvarina yayilmis haldedir.
Ancak hiicreleri lenf nodlarina yayilim gostermemistir.

d. Dukes C Evresi: Tiimor peritonla kapli kisimlarda subserozaya ulasmis
haldedir. Peritonla kapli olmayan kolon ve rektum kisimlarinda ise perikolik
ve periretral dokudadir. Viicudun diger bolgelerine yayilma gostermemistir.

e. Dukes D Evresi: Tiimor direk olarak diger organlar1 ( Akciger ve Karaciger
gibi ) invaze etmistir veya peritonu delmistir.

Lenf Nodu (N) Evreleri;

a. NO Evresi: Lenf nodu metastazi yani yayilmasi yoktur.

b. NI Evresi: 1-3 Periraktal ya da perikolik lenf noduna yayilmistir.

c. N2 Evresi: 4 ve fazla perirektal ya da perikolik lenf noduna yayilmstir.

d. N3Evresi: Ana vaskiiler yapilarin ¢evresindeki lenf nodullarina yayilmstir.

Uzak Metastaz (M) Evreleri;
a. MO Evresi: Uzak bolgelere yayilmamistir.
b. M1 Evresi: Uzak bolgelere yayilmistir.

2.2.6. Kolorektal Kanser Tedavi Yontemleri Ve Yan Etkileri

Kalin bagirsak kanseri tedavi yontemlerin de cerrahi miidahele, radyasyon

ve kemoterapi baslica yontemlerdir. Tedavi kanserin yerlesim yeri (lokalizasyonu),

hastanin yasi, genel saglik durumu, eslik eden bagka bir hastalik bulunup

bulunmamasi, bireysel tercihler ve evresine gore degisiklik gostermektedir. Tedavi

oncesinde hastalar tedavi yontemleri, maliyeti, hastaligin evresi, tedavinin yan

etkileri ve yasam standartlarmma etkisini ayrica kendilerine tedavi yonteminin
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bulundugu asamada uygun olup olmayacagini sorgulayabilirler. Cerrahi tedavi
kanserin tedavisinde ana basamagi olustururken kanserin organlara yayilimi da
biliylik 6nem tasimaktadir. Kanser polip asamasinda ise lenf nodlarina si¢crama
olmamig ise tek basina tlimoriin ¢ikarilmasi yeterli olurken hastanin bes yillik
sagkalimi  %80-90dir. Kanser birinci evrede ise kemoterapi kullanilamaz.
Kemoterapi daha c¢ok metastaz yapan ve lenf nodu tulumu bulunan hastalarda
kullanilmaktadir. ileri satha da bulunan yani dordiincii evredeki tiimorlerde
kemoterapi sadece hastanin yasam siiresini uzatmak, tiimorii kiiciilterek belirtileri
azaltmak i¢in gegici olarak kullanilir. Fakat niiksetmis tiimorlerde kemoterapi
kullanilmaktadir. Cerrahi miidahalede kanserli kisim ¢evresindeki saglam dokularla
beraber cikartilirken bagirsagi baglayan mezenter doku ve lenf bezleri de alinir.
Rektum kanserinde tiimoriin evresine gore cerrahi miidahale 6ncesi radyoterapi ve
kemoterapi kullanilir. Yoksa radyoterapi kolon kanserlerinde c¢ok tercih edilen bir
tedavi yontemi degildir. Rektum kanserlerinde tiimor aniise ¢ok yakin veya aniisiin
igerisinde ise kalin bagirsagin sol tarafinin bir kismi ile beraber alinmasi ve iki ucun
birbirine baglanmasi gerekir. [23,24-25]

Anastomozlu kolon kanseri cerrahisinde kolonun bir bdliimii ile etrafindaki
bir boliim saglikli bolge cikarilir ve geriye kalan saglikli pargalar birlestirilerek kolon
bir araya getirilir. [26]

Birlesmenin miimkiin olmadigi durumlar ise saglam olan bagirsagin ug
kismi karin duvarina dogru agizlastirilarak diger ucu kapatilir ( kolostomi ). Bu
islemden sonra 6zel kolostomi torbasi ile diskr disart atilir. Cogu hastada bu durum
gecici olarak rektum ve kolonun iyilesmesine bagh olarak ¢ikarilirken rektumun alt
bolgesine yakin kisimda bulunan tiimoérlii hastalarda bu durum kalici olabilir. Son
yillarda da akciger veya karacigere yayilan tiimorlerde ¢ikarilmakta ve cerrahi tedavi
uygulanmaktadir.[24,25-26]

Kolonun kanserli olan boliimii ve etrafindaki saglikli boliim ¢ikarilir,
bagirsagin iist ucu karin 6n duvarina agizlastirilir ve kolostomi torbasi yerlestirilir.
[26]

Kemoterapik yontemlerde timorii yok edebilmek icin antikanser ilaglari
kullanilmaktadir. Sistemik tedavi olarak adlandirilan bu yontemde verilen ilag kan
yoluyla biitlin viicudu dolagsmakta ve kanserli olan viicut hiicrelerini 6ldiirmektedir.

Kolon kanserinin bazi evreleri ve baska organlara sigradigi durumlarda kanserli
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hiicreleri yok etmek i¢in kullanilir. Antikanser ilaglar1 agiz ya da damar yolu ile
verilir ve hasta nadiren de olsa bu ilaglar1 yatarak alir. Hastalar cerrahi islem 6ncesi
(Neoadjuvant) veya cerrahi islem sonrasit (Adjuvant) bu islemi gérmelerinin yani
sira radyoterapi ile birlikte de alabilirler. Cerrahi islem Oncesi yapilan kemoterapi
timoriin  kii¢iilmesine yonelik iken cerrahi igslem sonrasi kemoterapi daha cok
kalabilecek olan kanserli hiicreleri ortadan kaldirmak veya kanserin tekrarlamasin
engellemek icin uygulanir.[24]

Radyoterapi kolon kanserinde ¢ok fazla tercih edilmese de bazi evrelerinde
kullanilmaktadir. Iyonize radyasyon ile kanser hiicresinin tahribatin1 saglayan lokal
bir yontemdir. Alanda bulunan tiimor hiicrelerinin yiiksek enerjili 1sinlar ile ortadan
kaldirmay1 hedefler. Ameliyat Oncesi tiimoriin kii¢iilmesini hedeflerken ameliyat
sonras1t timorlii  hiicrelerin niiksetmelerini  engellemek i¢in kemoterapi ile
verilebilir.[24]

Bu islemler kanserin tedavisini yaparken bagisiklik sistemini ¢okertme, agri
ve rahatsizlik hissi, halsizlik ve yorgunluk, kabizlik ya da ishal, kanama riski,
infeksiyon gibi acil miidahale gerektiren durumlar, kolostomi sonrasi ciltte irritasyon
ve en dnemli yan etkisi olan saglikli hiicre tahribi gibi hasta lizerinde bir ¢ok yan etki
gostermektedir. [49]

Kemoterapinin yan etkileri uygulanacak doza ve ilaca gore degisiklik
gostermektedir. Kemoterapi icin ¢esitli ilaglar kullanilmakta iken bu ilaclarin bir
kismi dogrudan tiimore etki eden kemoterapik ilaglar biyolojik ajanlar veya
hormonlardir. Kemoterapi biiyliyen ve boliinen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in
kullanilirken ilaglar saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Genellikle anti kanser
ilaclar1 hizla ¢ogalan hiicrelere etki ederken en ¢ok etkilenen hiicreler bunlarin
viicutta taginmasina yardimct olan kan hiicreleridir. Kan hiicreleri pihtilasma, doku
ve organlara oksijen tasima, enfeksiyonla savagsma gibi bir ¢ok iglevi yaparken
ilaglarin hiicreleri etkilemesi lizerine hastada yorgunluk halsizlik hissi, kanama ve
enfeksiyon egilimleri artar. Kemoterapiden en ¢ok etkilenen hiicreler mide-bagirsak
sistemi, kemik iligi, sa¢ kokii hiicreleri gibi hizli ¢cogalma gosteren hiicrelerdir. Sag
koki etkilendigi i¢in saglarda tedavi siirecinde dokiilme goriilmektedir. Kolostomi
sonras1 goriilen agiz ve dudak yaralar1 gibi yan etkileri de olmaktadir. Kemoterapiye
her hastanin bagisiklik sistemi ve viicut lokasyonu farkli oldugu icin hastalarda farkl

zaman araliklarinda farkli yan etkileri olmaktadir. Bir kemoterapide hastanin gérmiis
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oldugu yan etkiyi hasta diger seferlerde gormeyebilir ya da birkag kemoterapi
sirasinda yan etki gézlenmezken sonraki kemoterapilerde yan etki goriilebilmektedir.
Kemoterapinin yan etkilerinin de degerlendirilebilmesi icin farkli tetkik ve testler
vardir. Bunlar kan sayimi ve biyokimyasal testlerdir. Bu testler kemoterapi alan
hastalara belli araliklarla yapilarak hastalarin hemoglobin, trombosit, 16kosit sayilari,
karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 kontrol edilir. [28-29]

Kemoterapi de en ¢ok goriilen yan etkiler bulanti, kusma, saclarda dokiilme,
istahsizlik, agiz ve dis eti problemleri, cilt problemleri ( kuruma gibi ), kaslarda ve
eklemlerde agri, cinsel problemler, kanama, enfeksiyona karsi duyarlilik artisi,
yorgunluk, halsizlik, kansizlik ve ishal ya da kusma gibi. Bu yan etkiler kemoterapi
aliminin bitmesiyle birlikte viicudun kendini toparlama siirecinde ortadan kaybolur.
Tabi yan etkilerin kaybolmasi kisinin yastyla, hastalik ge¢misiyle ve viicut direnciyle
dogru orantili olarak degisiklik gostermektedir. [28-29]

Radyoterapinin yan etkilerini azaltmak ve saglikli hiicrelerin kendilerini
toparlayabilmeleri i¢in hafta sonu 2 giin ara verilir. Ayrica yan etkileri en aza
indirmek i¢in uygulanacak bolgenin g¢evresinde kalan doku ve organlari korumak
amaci ile 151 etki etmesini engellemek amaci ile kursun koruma bloklar konulur.
Yan etkileri ilk giinlerde degil genellikle doz arttikca ilerleyen giinlerde
goriilmektedir. Yan etki ve doz hasta yasina, hastalik ge¢misine ve hastanin direncine
bagli olarak dogru orantili bir sekilde degigsmektedir. Giinliik ve toplam doz ne kadar
yliksek ise hastadaki yan etkide o kadar yiiksek olmaktadir. Her doku ve organin
radyasyona kars1 direnci farklilik gosterir. Ozellikle radyasyona kars1 toleransi diisiik
olan doku ve organlarin (karaciger, bobrek gibi) bulundugu bolgelerde ¢ok daha
dikkatli yapilmalidir ki kolorektal kanserlerinde fazla tercih edilmeme sebeplerinden
birisi de budur. Bazen kan yapici hiicreleri de etkileyebilir. Mideye yakin bolgelerde
uygulanan radyoterapiler de hastada ishal, kusma ve bulanti, idrar yaparken agri,
istah azalmasi buna bagl olarak kilo kaybi, ciltte kizarma ve kuruma, halsizlik
yorgunluk hatta digki kacirma gibi genel yasamuni etkileyen yan etkiler
gorlilmektedir.[27-49]

Bu durumlar hastanin genel yasam standartlarini etkiledigi i¢in hastanin

psikolojik olaraksa kendini kotii hissetmesi hastanin diizelme siirecini uzatabilir.
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2.3. RNA Mekanizmasi

Son yillarda yapilan arastirmalar, DNA’daki kontrol sisteminin

diistintildiglinden ¢ok daha kompleks yapida oldugudur.

2.3.1. RNA Interferans (RNAi)

RNA interferans, gen fonksiyonu aragtirmalarinda iizerinde yogun
aragtirmalar yapilmakta olan yeni bir alandir. RNA1, Science dergisi tarafindan 2001
de Y1l Molekiilii’ ve 2002 Yilin En Onemli Bilimsel Hamlesi’ olarak segilmistir.
M.L.T.” den Nobel 6diillii Prof. Dr. Phillip Sharp, ‘RNA interferans, son 10 yilin en
heyecan verici kesfidir.” demistir. RNA interferans genetik ¢alismalar esnasinda
ortaya ¢ikan onemli bir bulustur. RNAi mekanizmasi mayalardan memelilere kadar
olan tiim Okaryotlar da, benzer hiicre bilesenlerinin katilimiyla olugmustur. RNAi
canlt hiicreler icinde yer alan, hangi genlerin nasil aktivite gosterecegini belirleyen
ve kontrol eden sistemdir. Transkripsiyon sonrasi sessizlesme, bastirilma veya bir
genin digerine {istiin gelmesi gibi birgok olay RNA interferans ile ger¢eklesmektedir.
Iki tip kiiciik RNA vardir. Bunlar gen ifadesinin susturulmasini saglayan RNA
interferans yolaklari, small interfering RNA (siRNA) ve mikro RNA (miRNA) adi
verilen kiiciik RNA parcaciklaridir. Bu kiiclik RNA parcalar1 protein kodlayamaz.
Gen ifadelerinin negatif diizenleyici ajanlar1 olarak gorev alirlar. Bu kiiciik RNA
tipleri, genlerin faaliyetlerini azaltmada ya da arttirmada 6rnegin bir mesajct RNA
'nin protein tiretmesini engelleyerek diger 6zel RNA'lar (mRNA) ile baglanabilirler.
Apoptozis, hiicre cogalmasi, hiicre farklilasmasi ve gelisim gibi bir¢ok biyolojik rolii
iistlenmislerdir. RNAi1’1n kiiciik parcalar1 olan bu iki tiir ayn1 sentez ve olgunlasma
stireclerinden ge¢cmelerine ragmen aralarinda onemli farkliliklar bulunmaktadir.
[30,31-66]

RNA interferansin mekanizmasi bes temel islem halinde Ozetlenebilir.

Bunlar:
I. dsRNA tanima ve tarama prosesi
2. RNAi deficient-1 (Dicer-RDE-1) yani bir RNase III familyast enzim

esliginde ¢ift zincirli dSSRNA’nin taninmasi ve kesilmesi
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3. siRNA tiretimi: 21-23 nukleotid uzunlugunda RNAlarin olugmasi

4. siRNA-RISC kompleksi ikilisinin spesifik komplemanter mRNA bolgesi ile
bilesmesi
5. RISC i¢indeki exonukleazlar tarafindan hedef mRNA’nin tahrip edilmesi ve

RISC kompleksinin yeni bir islem i¢in basa donmesi.[30]

2.3.1.1. -mikroRNA ( miRNA )

-mikroRNA yani miRNA’lar yaklagik 21-23 niikleotit uzunlugunda tek
iplikli RNA molekiilii tiiriidiir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynarlar. -
mikroRNA’lar kodlanmayan RNA’lardandir. Yani DNA'dan transkripsiyonu yapilan
ama cevirisi olmayan, yapilmayan genler tarafindan kodlanirlar. Pri-miRNA olarak
adlandirilan primer transkriptler islenerek, Once pre-miRNA adli kisa sap-ilmik
yapilarina, sonra da fonksiyonel miRNA’ya doniisiirler. Olgun miRNA molekiiller
bir veya daha c¢ok mesajct RNA (mRNA) ile kismi tamamlayicilardir. Baslica
islevleri gen ifadesini asag1 ayarlamaktir. 1993'te Lee ve calisma arkadaslar
tarafindan Victor Ambros laboratuvarinda kesfedilmislerdir. Ancak —mikroRNA yani
miRNA terimi ancak 2001 yilinda kullanilmistir. [33] Protein iiretiminde ve {iretimin
kontroliinde sayisiz protein gorevlidir. miRNA’lar kok hiicreleri, embriyo, beyin,
kalp, karaciger de dahil olmak iizere tiim hayvan dokularinin normal gelisiminden
sorumludur. Bunlarda en ufak bir eksiklik veya hata canlinin Gliimiine yol
acmaktadir veya canlida hastalik yapici etkendir. Ornegin miRNA’nin az veya ¢ok
iretilmesinin farkl kanser tiirlerine sebep oldugu bulunmustur.

-mikroRNA’larin esas etki mekanizmasi1 translasyonun baskilanmasidir.
Normal bir translasyon islemi i¢in Oncelikle baslangi¢ faktorlerinin mRNA’ya
baglanmalart ve bu yolla mRNA ’ nin ribozoma yerlestirilmesi gerekir. RISC
kompleksinin mRNA ’ nin 3’translasyonu olmayan bodlgeye yerleserek miRNA +
mRNA etkilesimini gerceklestirmesi gerekir. Daha sonra baslangi¢ faktorlerinin
mRNA’ya baglanmasin1 bozarak translasyonu baskilar. Bu esas mekanizmaya ek
olarak, RISC kompleksi translasyonun baslamasindan sonra da mRNA ’ ya
baglanabilir. Bu durumda da ribozomlarin ayrilmasiyla translasyon erken sonlanir.

[32,33-34]
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2.3.1.2. Small Interfering RNA (siRNA)

1998 yilinda Nobel Odiilii kazanan Yang ve Mello tarfindan yayinlanan
sentetik uzun ¢ift sarmalli RNA molekiillerinin neden oldugu solucanlardaki RNA
etkilesimini tanimladi. Sentetik siRNA ilk olarak Zamore ve digerleri tarafindan
2000 yilinda tanimlanmigtir. Gen sessizligi i¢in en yaygin olarak kullanilan RNAi
seklidir. Sentetik olarak RNA alinarak uygulanacak yere 6zgii sentezlenebilirler. Bu
sayede uygulanacak bdlgede susturulmak istenen gen hedef alinir.

Small interfering RNA (siRNA) kii¢iik RNA parcalari olarak adlandirilirlar.
Boylar yaklasik olarak 20-25 niikleotiddir. Genlerin diizenlenmesinde gorev alirlar.
Susturulmasi1 gereken genlerle baglanarak baskilama islemini yaparlar. Kontrol
molekilii olan siRNA molekiilleri mRNA’lara baglanarak onlar1 keserler ya da
etkisiz hale getirirler. Bdylelikle protein sentezi durdurulur. Okaryotik canlilarda
bulunurlar ve genellikle yiiksek yapili bitkilerde vardir. Cift sarmal RNA (dsRNA)
molekiillerini siRNA denilen ve 20 niikleotidden olusan kii¢iik fragman parcalarina
ayiran DICER isimli bir enzim tarafindan baslatilirlar (RNA indiiklenmis susturma
kompleksi (RISC) ). [35,65,66-69]

Small interfering RNA (siRNA) poliferasyon, invazyon, anjiyogenez,
metastaz, inhibisyon, sagkalim ve apoptoz ile iliskili olan onkogeni hedeflemede ve
susturma potansiyeli ile terapdtik uygulamalarda c¢ok fazla ilgi gormektedir.
Terapotik uygulamalarda siRNA’y1 minimum hedef dis1 etkilere, aktif olarak ise
hedefe spesifik bir sekilde tasarlamak gerekirken siRNA’nin in vivo olarak hedef
hiicrelere etkili bir sekilde verilmesini saglamak en zor adim olarak kabul
edilmektedir. Genel olarak gen tasiyicilar viral ve non-viral tasiyict olmak lizere
ikiye ayrilabilmektedir. [65-69]

Gecmisten beri, siRNA aracili gen sessizlestirme, klinik Oncesi
arastirmalarda, genine 0zgii sessizlestirilmesi bakimindan bagka bir tedavi yontemi
olarak onemli bir garanti vermeye baslamistir. Cok uzun zaman oncelerde in vivo
siRNA verilmesi onarict bir yontem olarak kullanilmada 6nemli bir engel olarak
gorlilmekteydi. [68]

Bir memeli hiicresi siRNA gibi ¢ift sarmalli bir RNA ile kars1 karsiya
kaldiginda onu bir viral yan iirlin olarak algilayabilir ve bir bagisiklik cevabi

baglatabilir. siRNA’nin hiicreye girmesi diger tehdit altinda olmayan proteinin de
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saldirtya ugramasi ve elenmesi durumunu ortaya c¢ikarabilir ve hedeflenmemis
hedeflemeye neden olabilir. Viicutta ¢ok fazla siRNA’nin bulunmasi dogal bagisiklik
tepkilerinin aktivasyonu nedeniyle spesifik olmayan olaylara neden olabilir. Ancak
herhangi bir geni yenme kabiliyeti g6z oniine alindiginda siRNA'lar bir¢ok terapotik
kullanim i¢in potansiyele sahiptir. [35]

Memelilerdeki ilk terapotik uygulama siRNA ile Fas aracili karaciger
fibrozlu bir farede Fas'in asagi diizenlenmesi ile gosterildi. Fas'a kars1 siRNA ile
tedavi edilen farelerin % 82'sinin, kontrol grubu 4 i¢in 3 giin ile karsilagtirildiginda
10 giin boyunca hayatta kalabildikleri gozlendi. Hiicre tiiriine spesifik sevkiyat i¢in
ilk orneklerden biri, siRNA'nin protamin / antikor ile konjuge edildigi zaman
gosterildi. [67]

Alnylam Inc. ve Massachusetts Teknoloji Enstitlisii (MIT) is birligi ile
binlerce farkl lipid benzeri molekiillerden olusan bir kiitiiphaneyi sentezlemek igin
bir proje iizerinde isbirligi yapti. Daha sonrasinda ise siRNA'y1 sunma verimliligi
icin onlar1 taradi. Solunum hastaliin1 tedavi etmek icgin farelerde bu iletim
sistemlerini test ettiler. Molekiillerinin bir kisminin mevcut olmayan kapsiillenmemis
siRNA verme ile karsilastirildiginda siRNA vermede on kat daha etkili oldugunu
buldular. [67]

Yakin zamanda kanserler ve enfeksiyonlar dahil olmak {izere genis bir
yelpazedeki bozukluklarin tedavisi igin yeni terapotik siniflar olarak arastirilmistir.
Gergekten de siRNA’larin kanserde dahil olmak tizere bir¢ok farkli hastaligin ve
enfeksiyonun tedavisinde terapdtik potansiyelinin oldugu gériilmiistiir. Ornegin;
enzimatik bir fonksiyon eksikliginde, ilag molekiilleri i¢in erisimin saglanamadigi
proteinler gibi hedefe yonelik etki etmeyi miimkiin kilmaktadir. [65-66]

siRNA’lar1 terapotik Ozelliklerini gelistirmek {izere kimyasal olarak
modifiye ederek kullanabiliriz. [35-65]

Modifiye ederek kullanilma sekilleri;
e Gelistirilmis etkinlik
e Artmis serum stabilitesi ve daha az hedef dis1

e Azalmig immiinolojik aktivasyon [35]
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2.4. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller boyutlart 100 nm altinda olan hacimsel olarak yapili
malzemelerden c¢ok daha farkli Ozelliklere sahiptirler. Bu o6zellikler sayesinde
elektrik-elektronik, biyomedikal, otomotiv ve kimya sektorleri basta olmak iizere
bircok alanda kullanilmaktadirlar. Morfolojik ve kimyasal 6zelliklerinin hassas ve
kullanilacak olan malzemeyle etkilesimi sayesinde farkli alanlarda farkli iiretim

yontemleri gelistirilmistir.[59]

2.4.1. Altin Nanopartikiilleri

Altin nanoparcaciklar1 ge¢misten beri kullanilmaktadir. Insanlik tarihine
bakildigin da yasamimizin en ortasinda yer almaktadir. Siisleme sanatinda, kral
mezarlarinda hatta Osmanli saraylarindaki yemek masalarinda kullanilmistir. Altin
nanopargaciklar Antik Roma’da cam siisleme sanatinda, biyiikliiklerine ve
yogunluklarma baglh olarak renk degistirdikleri i¢in kullanilmistir. Altinin giinliik
hayatimizin bu kadar icine girme sebebi iyi elektirik iletkenligi, diisiik maliyeti,
alerjik etkisinin bulunmamasi ve bagisiklik sisteminde herhangi bir uyariya neden
olmamasidir. Son yillarda altin nanopargaciklar tasidiklar: 6zelikler sayesinde birgok
alanda kullamilmistir.  Elektronikte, optikte, katalizor olarak ve biyosensor
uygulamalarinda siklikla kullanilmaya baslanmis ve kisaca AuNP olarak
gosterilmektedir. [5,50-56] Biyolojik molekiillerin pek ¢ok sekilde olabilmektedir.
Biyolojik molekiilde altin yiizey ile direkt baglanabilecek olan bir fonksiyonel grup
var ise (tiyol grubu gibi) istenen biyomolekiil ile nanopartikiil bir araya
getirilebilir.[56]

AuNP ile yapilan ¢aligmalar; sensorler, isaretleme ve goriintiileme, tasiyict

ve 151 kaynagi gibi uygulama alanlar1 bulunmaktadir. [6]
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2.4.1.1. AuNP ile isaretleme Yontemleri

AuNP 151810 goriiniir bolgesindeki plazmon rezonanslarindan dolay1 1sinlari
cok 1yi emer veya sagilmalarini saglar. Bu sayede AuNP optik olarak kullanilirlar.

AuNP’nin kararl sinyal siddetleri, floresans 6zeliklerini kaybetmemelerinde
onemli rol oynar. (Floresans soguk cisimlerde molekiiler fotonun yutulmasinin daha
uzun bir dalga boyunda diger bir fotonun yayilmasini tetiklemesiyle gerceklesen 1s1k
verme (151ma) olayidir. Yutulan ve yayilan fotonlar arasindaki enerji farki molekiiler
titresimler ya da 1s1 olarak ortaya ¢ikar.[56-50]

Nanoparcaciklarin biiytikliigii azaldik¢a pargaciklarin renkleri de kirmiziya
kayar. Bunun en bilinen Orneklerinden biri evde yapilan gebelik testleridir.
Biiytikliikleri 50 nm altinda olan AuNP gebe kadinlarin salgiladigi bir hormonun
icindeki antikorlara baglanir. Bdylece eger testi yapan kisi hamile ise AuNP
antikorlara baglandigi i¢in bir renk degisimi gozlenir.

Cogu kanser hiicresi, hiicre membraninin dis yiizeyine genisge yayilmis olan
EGFR (Epidermal gelisme faktorlii reseptor) olarak bilinen bir proteine sahiptir. [20]

Saglikli hiicreler bu proteini iiretemezler. Bu EGFR ye karsi antikorlara
‘anti-EGFR’ 1i AuNP ler kanserli hiicrelere saplanirlar ve parlak hale getirirler. Bu
sayede kanserli hiicreler kolaylikla saptanabilmektedir.

Kanser tedavisinde immiin sistemin uygun metodlar ile aktivite edilerek
kullanilmasia ‘kanser immiin terapi’ denir. Immiin sistemdeki hiicrelerin kanserli
hiicreleri hedef alarak yok etmesini amaglayan bir yontemdir.

Kanser immiin terapi de kullanilan monoklonal antikorlar, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), epidermal biiyltime faktorii reseptorii (EGFR),
insan epidermal biliylime faktorii reseptorii 2 (HER2) gibi kanser hiicre
poliferasyonundaki biiylimeyi destekleyen destekleyen biiylime faktorlerini veya
Cluster of Differentiation 52 (CD52) ve Cluster of Differentiation Antigen20 (CD20)
gibi kanser hiicrelerinde spesifik olarak iiretilen farklilasma antijenlerini hedef alir.

[20]
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2.4.1.2. AuNP Isign Absorbans Ozelligi

AuNP 15181 emme 06zelligine sahiptir ve bu sayede serbest elektronlarin
uyarilmasini saglar. Plazmon rezonans frekansindaki bu uyarilma serbest
elektronlarin toplu olarak titresmesine neden olur. Bu da parcacigin ¢evresine termal
enerji aktarilmasina yol agar.[55] Kanserli hiicrelerin tedavisinde, bu 6zeliklerinden
yola ¢ikarak AuNP kullanilmasi diisiinldiigli i¢in son yillarda bu konu iizerinde
yapilan arastirmalart arttirmigtir. Hiicreler kiiciik 1s1 degisimlerine fazlasiyla
duyarlidir. Viicut sicakliginin bir ka¢ derece iizerinde, 42°C’nin iizerindeki
sicakliklarda hipotermi (hiicre éliimleri) goriilmeye baslar. Ilag tasima sistemlerinde
oldugu gibi, kanserli hiicrelere eslenik molekiillerin ya da parcaciklarin yiizeyine
tutunmasi saglanarak hastalikli hiicrelerin bulunmasi saglanir. Pargaciklar1 digsaridan
uyararak bolgesel hiicre oliimlerine neden olmak ve bu sayede hasarli hiicrelerin
oliimleri saglanarak tedaviyi gergeklestirmek amaglanir. [60]

Gortintir 151k 1le kullanilabilmelerinin yan1 sira, AuNP X-1sinlar1 ve elektron
dalgalar1 ile goriintiileme islemlerinde de kullanilir. Yiiksek molekiil agirliklar:
sayesinde kontrast farki olusturarak Gegisli Elektron Mikroskobu’'nda (TEM)
gorilintiileme yapilmasina da olanak saglarlar. [60-63]

AuNP bagisiklik sisteminde de isaretleyici olarak kullanilmaktadir. Bu
parcaciklarla belirli molekiiller veya hiicrelerin belirli bolgelerini isaretlemek
miimkdiindiir.

AuNP ile antikorlar molekiilleri arasindaki ilgi nedeniyle eslenirler. Boylece
antikorla kaplanmis AuNP antijenlere ya da antijen iceren hiicrelere gidip
baglanabilir. Bu baglanma sonucunda  goriintiileme islemi  kolaylikla

saglanmaktadir.[60,63-64]

2.4.1.3. AuNP ile Kontrollii flag Salinim

AuNP tasiyict olarak genelde kontrolli ilag tasima sistemlerinde
kullanilmaktadir. Kontrollii ila¢ tasima sistemi yine son yillarda siklikla adi gecen bir
yontemdir. Bu sayede ilag, viicudun istenilen bolgesine ve istenilen miktarda

ulastirilabilmektedir. Boylelikle saglikli dokularin zarar gorme riski en aza indirilmis
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olur.

Kanser tedavilerinde de kemoterapinin verecegi hasarlar1 gidermek
amaciyla bu alanda calismalar yapilmaktadir. Cesitli ilaglarin, DNA, RNA ve protein
gibi biyomolekiillerin, pargaciklarin yiizeyine tutunarak taginmasi saglanabilmektedir.
Kan damarlarinda yiizerek ilaclar1 doku ve organlara doz agimi1 olmadan dagilmasini
saglanacak bu sayede insan viicudundaki yan etkilerini azaltacaktir. Diisiik dozlarda
yararl olan ilaglar yiiksek dozlarda zararli olabilmektedir. [58-64]

Parcaciklarin iizerine, kanserli hiicrelere duyarli ancak saglikli hiicrelere
duyarli olmayan alicilar emdirilebilir. Bu pargaciklar kapsiil gorevini goren zarlarin
i¢ine yerlestirilir ve istenilen bdlgede disaridan verilen cesitli uyarilar (6rnegin UV
isinlar1) ile ilag salimi gergeklesir. Diger bir yol da hastalikli hiicrelerdeki
molekiillere eslenik molekiiller ile bu hiicrelerin tedavisinde kullanilacak olan
molekiillerin dogrudan pargaciklara emdirilerek istenilen bdlgeye taginmasidir.

Diger bir 6rnek ise parcaciklarin DNA tespitinde kullanilmasidir. Bu testte
daha biiyiik, maviye kayan AuNP kullanilir. Eger ortamda DNA varsa, DNA’lar
birbirlerine degil de parcaciklara baglanir ve bu sekilde birikerek AuNP ¢o6zeltinin

icine dagilirlar, renkleri de koyu kirmiziya (sarap rengine) dogru kayar. [60]

2.4.1.4. AuNP’nin Kanser Tedavisinde Uygulanma Sekilleri Ve
Biyosensor Yapimminda Kullanimi

AuNP calismalarindan baslicalar1 kanser tedavisi ve biyosensor
calismalaridir.

BIYOSENSOR: Biyosensor ¢alismalarinda iyi bir iletken ve yiizey alani
tutumu veya nanokapsiilleme yontemlerinden yararlanilmaktadir. Evde uygulanan
gebelik testi, metal nanomalzemelerin nano 06zelliklerinin normal yasantimizdaki
sorunlara kars1 pratik bir ¢6ziim sunmakta olan iyi bir 6rnektir. Altin nanopartikiilleri
ile HGC muamele edilerek yapilan bir testtir ve ¢izgiler altin nanopartikiillerine
baglanmis olan HGC(human gonadropic homone) ile idrardaki bu hormona ait
tamamlayict bir ¢ift dizi DNA sarmalinda belli proteinin 6nemli miktardaki fazlalig
ile alakalidir. . AuNP'lerin biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in kararli ortamlar

saglama  kabiliyeti, enzim  biyosensorlerinin, DNA  sensorlerinin = ve
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immiinosensorlerin tasariminda birgok gelismeye yol agmustir. [50,55-60]
KANSER: Kanser tedavisinde ise iyi 1s1 iletimi, ilag kapstilleme, dokularin

direkt tiimorli hiicrelerini hedef almasi veya kan yoluyla tasinarak molekiil

boyutunun biiyiikligii ve alerjik 6zellik tagitmamasi avantajlariyla uygun kosullar

saglanarak kullanilmaktadir. [40-60]

2.5. Teranostik Yontem

Therapy ve Diagnosties / Diagnosis sozciiklerinin birlesmesi ile olusmustur.
Bu yontemde tedavi ve tanisal yontemler birlestirilmistir. Yani teropdtik ile ayni ya
da benzer kimyasal yapidaki tanisal ajanlar ile molekiiler goriintiileme veya inceleme
yapilarak tedaviye yanit konusunda bir 6ngdriide bulunmay1 miimkiin kilar. Bu bilim
alanim1  gelistirmek amaciyla ‘EuropeanSociety of Pharmacogenomics and
Theranostics’ kurulmustur. Ayrica 2011 yilindan bu yana Theranostics adli bir dergi
yayinlanmaya baslamistir. Kisisellestirilmis tip uygulamalarinda kullanilabilmesi s6z
konusu iken niikleer tipta yapilan bir¢ok taninin ve tedavisinde teranostik kapsamina
girdigini bilmekteyiz.[37-39]

Bu yontem hastaliklarin:

I. Molekiiler fenotipe gore siniflandirilmasi
2. Molekiiliin biyo dagiliminin gézlemlenmesi
3. Tedaviye cevabin izlenmesini miimkiin kilar.

1940’11 yillardan bu yana tiroit hastaliklar1 ve kanserinde tanm1 ve tedavi
amaciyla kullanilmakta olan 1-131’in ilk teranostik ajan oldugu sdylenebilir. 1-131,
tiroit kanserinde tedavi amaciyla verilir ve ayni anda da yapilan sintigrafi ile biyo
dagilimi gozlenir. Tedavi etkisini yaydigi beta par¢acigi yaparken, goriintiileme ise
yaydigi gamma 1sin1 ile yapilir. Bu kullanim, teranostik kullanimin en iyi
ornegidir.[61]

Tedavi edici etkisini belirlemek i¢in ajanin tanisal test ile genel popiilasyon
tizerindeki etkisine bakilir. Eger genel popiilasyona etkisi pozitif ise bu grup ayrilir
ve tedavi edici etkiyi saglayan ajan bu grup hastalara verilerek tedavideki olumlu
sonug biiytik 6l¢lide garantilenmis olur. [61]

Yakin ge¢miste ilag iletim stratejisi icin, kanser tedavisi ve teshis alaninda
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bu problemleri ¢ozebilecek nano Olgekli partikiiller gelistirilmistir. Nanopargacik
Teknolojisi hem terapotik, hem de tanisal yontemlerin gelisimine biiyiik 6lciide katki
saglamaktadir. Tedavi ve tani arasindaki o yol ayriminda, ikisini de tek bir verimli
formiile ¢evirme fikrine olan ilgi gittikge artmaktadir. Adina 2002’de Funkhouser
tarafindan ° teranostik ° (hem teshis, hem tedavi i¢in kullanilan) olarak adlandirilan
bu konsept, hastaligin molekiiller biyomarkirlarim1  hedefleyebilmek  ve
kisisellestirilmis tedaviye katki saglamak konusunda biiyiik beklentilerin oldugu bir
alandir.[38]

Kisisellestirilmis tedavi, tedavinin istenmeyen yan etkilerini azaltabilir ve
potansiyel olarak daha i1yi sonuglar verebilir. Bu ¢oklu fonksiyonellige erismek i¢in
dort tipik bilesen konsepte dahil edilmelidir;

1. Nanoparcacik,

2. Tanisal goriintiileme alani,

3. Ligand hedefleme,

4. Terapotik

Boylece, verimli teranostik partikiillerin gelistirilmesi agamasinda daha
sensitif tanisal gorlintiileme, liganda daha spesifik baglanma ve kontrolli ilag
salinimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amaglara ulasmak icin pek ¢ok deneysel yol
arastiritlmaktadir. Su anda teranostik partikiil goriintiileme ic¢in kullanilan yontemler
arasinda gama kamera, optik tomografi (NIR), manyetik rezonans goriintiileme
(MRG), Niikleer Tip yontemleri ile goriintileme (SPECT, PET), bilgisayarl
tomografi (BT) ve ultrasonografi (US) mevcuttur.[38]
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3 DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen caligmalar baslica dort asamada
toplanabilmistir.

Birinci asamada, sicakliga duyarli ve pH ‘ya duyarli altin nanopartikiiliin
sentezi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Ikinci asamada hiicreler ¢ogaltidi ve hiicrelerin agaroz jel elektroforezindeki
yluriimeleri incelendi.

Uclincii asamada farkli konsantrasyonlarda belirlenen toksik olmayan altin
nanopartikiil derisimleri ile siRNA’lar, DLD ve L929 hiicreleri iizerindeki etkisini
gozlemlemek amaci ile gercek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak zamana
bagli hiicre proliferasyonlarina bakildi.

Dordiincii  asamada apoptoz\nekroz ikili boyamasi yapilarak, altin
nanopartikiil ve siRNA’nin, DLD ve L929 hiicreleri lizerindeki tekli ve kombine
etkilerini gormek ve buna bagli olarak hiicrelerin nasil bir tepki verdigini gérmek ve
bu tepkiyi nasil gosterdigini incelemek i¢in hiicrelerin 6liim yolaklarindan hangisini

sectigi morfolojik olarak degerlendirildi.

3.1. Kimyasallar ve Cihazlar

Nanopartikiiliin sentezi i¢in Hydrogen tetrachloroaurate(Ill)  (HAuCl4)
Riedel de Hean (ABD) firmasindan temin edilmistir. RNA interferans ¢alismalarinda,
siRNA*ya ait sens 5“ CCG GGA GAU AGU GAU GAA GdTdT 3* ve antisens 5
CUU CAU CAC UAU CUC CCG GdTdT 3* primerleri Qiagen
(Almanya)firmasindan temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii calismalari i¢in; insan kolon
kanseri hiicre hatt1 (DLD) ve fibroblast hiicre hatt1 (L929) Kirikkale Universitesi,
Biyomiihendislik Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof.Dr. Mustafa Tiirk’in Hiicre
Kiiltir Laboratuvarindan saglanmistir. RPMI-1640 ve DMEM (Roswell
ParkMemorial Institute-1640; ATCC) Lonza’dan (Belgika), fetal bovine serum(FBT)
Scientific’ten (ABD), Dimetilsiilfoksit (DMSO), fosfat tamponu (PBS), Tripsin-
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EDTA(Tripsin-Etilendiamin  tetraasetik  asit), Tripan mavisi,, Biological
Industries’den (Israil) temin edilmistir. Propidium iodide, Hoechst 33342 ve
Riboniikleaz A Serva’dan (israil) alindi. Tiim calismalar siiresince kullanilan bu
kimyasallar analitik saflikta olmalarindan dolay:r herhangi bir ekstra saflastirma
islemine tabi tutulmamislardir. Hiicre kiiltiir ¢alismasi, kiiltiir kaplart ve c¢oklu
kuyucuklu plaklarda (Corning, ABD) yapilmustir.

Class II Bichazard Safety Cabinet’te hiicreler hazirlandi ve BINDER’da
hiicreler uygun sartlarda saklanmasi ve ¢ogaltilmasi saglandi. Introgen Contess ile
hiicre sayimlar1 gergeklestirildi. Hazirlanan altin nanopartikiil ve siRNA’lar Bio-Rad,
Power Pac Basic’te agaroz jel elktroforez yiiriitmesi yapildi ve Gel Logic 2200 PRO
ile yiirime gorintiilendi. Cogaltilan hiicreler gercek zamanli hiicre proliferasyonunu
incelemek i¢cin Roche xCELLigence RTCA’da bakildi. Altin nanopartikiil ve
siRNA’larin tekli ve kombine halleri Lecia DMI 6000B mikroskobu ile yapilan ikili

boyama goriintiileri elde edildi.

3.2. AuNP Sentezi ve Karakterizasyonu

3.2.1. AuNP Sentezi

HAuCls (Gold III chloride solution) ¢dzeltisinden 5 mL 10> M Au" ¢ozeltisi
hazirlandi. (Stok altin ¢ozeltisi).

Temiz bir vial igerisine %1’ lik 2 mL chitosan ¢dzeltisi konuldu. Uzerine
7mL saf su eklenerek 80°C sicak su banyosunda kaynama sicakligina gelinceye
kadar bekletildi. Kaynama sicakliginda 1 mL stok altin ¢ozeltisinden eklenerek 15 dk

bekletildi sar1 renkli altin-kitosan ¢6zeltisinin rengi bekleme siiresi sonunda kirmizi

oldu.
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3.2.2. Karakterizasyon

3.2.2.1. Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyeli kolloitlerin kararliligini, parcaciklar arasindaki itme ve
cekme kuvvetinin Olgiimiidiir. Bu potansiyelin analizinde, elektrostatik dagilma
mekanizmalariyla ilgili detayli bilgi elde edilir. Hazirlamis oldugumuz kolloidal
cozeltilerdeki partikiillerin zeta potansiyelini ve boy dagilimini belirlemek icin Zeta-
Sizer (3000 HSA, Malvern, Ingiltere) cihazi kullanilmistir. Dinamik 151k sagilmasi
(DLS) ve mikroelektorforez teknigini kullanarak zeta potansiyelini Slgmektedir.
Partikiilii cevreleyen sivi tabakasi iki parcadan olusur: Iyonlarin tanecik yiizeyine
sikica tutundugu ‘I¢ bolge (Stern tabakasi)’ ve iyonlarin daha gevsek olarak
tutundugu ‘Dis bolge (Dagilmis tabaka)’. Bu dagilmis tabaka igerisinde, kayma
(Slipping) diizlemi olarak bilinen soyut bir sinir vardir ve bu siirdan itibaren tanecik
tek bir nesne olarak davranir. Bu sinirdaki potansiyel ise ‘Zeta potansiyeli’ olarak

bilinir. [4-6]

3.2.3. siRNA’nin AuNP Ile Etkilegimi

Hazirlanan nanopartikiillerin optimizasyonlar1 saglandiktan sonra siRNA ile
etkilesimlerinin  belirlenebilmesi i¢in agaroz jel elektroforez yonteminden

yararlanilmigtir.

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi fle AuNP ve siRNA Orneklerinin
Etkilegimlerinin Belirlenmesi

siRNA’nin negatif, nanopartikiiliin ise pozitif yiikiinden yararlanilarak
olusturulan komplekste siRNA ve nanopartikiil etkilesimi agaroz jel teknigi ile
incelendi. Bunun ic¢in ilk olarak altinnanopartikiiller hazirland1 ve sabit miktarda
siRNA (1pL) ilave edilerek vortekslendi. siRNA’larin nanopartikiil ile etkilesime

girebilmesi i¢in yarim saat oda sicakliginda beklendi. Bekleme siiresinde ise %2’lik

29



agaroz jel hazirlandi. siRNA, nanopartikiill ve siRNA+nanopartikiil kompleksi
6xLoading DYE (bromfenol mavisi) ile birlikte kuyucuklara yiiklendi. Kontrol grubu
olan siRNA ve AuNP’leri son kuyucuklara yiiklendi. 120V akimda 15 dakika

ylriitiilen jel goriintiileme sisteminde incelendi.

3.3. In Vitro Nanopartikiillerin Hazirlams1 ve siRNA’nin Hiicre ile
Etkilegimi

3.3.1. Hiicrelerin Hazirlanig1

Ozel krio tiipler icinde bulunan (-190°C) DLD ve L1929 hiicreleri sivi
nitrojen takindan alinarak hizli bir sekilde 37 °C ye diisiiriilerek ¢oziildii. Cozlinmiis
durumdaki DLD ve L1929 hiicreleri steril ortamda (Laminar kabin igerisinde)
15’mP’lik falkon tiiplere konularak {izerine DLD i¢in %10 luk FBS RPMI-1640 ve
L929 icin %10 luk FBS’li DMEM besiyerinden 5ml konuldu. 2500rpm’de 2dk
santrifiij edildi. Santrifiigasyondan sonra siipernatan kismi dikkatli bir sekilde
hiicrelerden uzaklastirildi. DLD ve 1929 hiicre hatlar1 25 cm? lik flasklar iginde %10
fotal bovine serum (FBS), %1 antibiyotik iceren RPMI-1640 ve DMEM besiyeri
bulunacak sekilde flask kapag: hafifce gevsetilerek 37°C de ve %95 nem. %5 CO2
iceren etiivde inkiibe edildi. Hiicreler yeterli sayiya ulasincaya kadar 2giin arayla
hiicrelerin besiyerleri degistirildi. Boylece DLD ve 1929 hiicre hatlar1 hazirlandu.
Hiicrelerin pasajlar1 takip islemleri ve hiicre polifersyonlar1 Inverted mikroskop
kullanarak izlendi. Hiicreler belli bir sayiya ulastiktan sonra tripsin ile kaldirilarak,
falkon tiiplere aktarildi ve 2500 rpm’de 2 dakika santrifiije edildi. Coken pellete zarar
vermeden iizerindeki sivi uzaklastirildi ve 1ml taze besiyeri iizerine eklendi.
Hiicrelere zarar vermeden siispanse edildi ve hiicre sayim1 yapildi. Hiicre sayimi i¢in
hiicreler Tripan Blue ile boyanip otamatik hiicre sayim cihazi ile sayildi. Bu sayimda
hiicreler mavi ile boyanmis ise olii, parlak ve boyanmamais halde iseler canli olarak
gozlemlendi. Yeterli saytya ulasan hiicreler daha sonrasinda deneyler i¢in kullanildi.

Eger hiicreler yeterli sayida degil iseler pasajlama islemi uygulandi. [8-40]

30



3.3.2. Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Pasajlanmasi gereken hiicreler, inkiibasyon sonrasinda Laminar Kabine
alindi ve biiylime ortamlar1 otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi. Flaskin
ylizeyine tutunmus halde bulunan hiicreler 6li hiicrelerden ayristirilmak ve kalan
serumu uzaklastirmak i¢in 1ml PBS ile yikandi. Yikama islemi yapilan hiicreler 1ml
Tripsin-EDTA ile 37°C de 4 dakika muamele edildi. Tripsinin aktivitesini
durdurmak i¢in 3ml FBS igeren besiyeri hiicrelerin {izerine eklendi. Tripsin+besiyeri
olan ortam igerisinde bulunan hiicreler falkon tiiplere konularak santrifiije edildi.
Santrifligasyondan sonra hiicrelere zarar vermeden siipernatan kismi uzaklastirildi.
Hiicrelerin biiyliime karakteristikleri ve c¢alisma amacia bagl olarak kuyucuklu
plaklara hiicre ekimleri yapildi(5000-10000 hiicre/kuyucuk). Ekimi yapilan hiicreler
37°C deki karbondioksit etiiviine konuldu ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda sitotoksisik, apoptotok, nekrotik ve diger

aktivitelerinin belirlenebilmesi i¢in kullanild1. [8]

3.3.3. siRNA/Nanopartikiillerin Hiicre Proliferasyonlarina Antiproliferatif
etkilerinin xCELLigence RTCA fle Belirlenmesi

xCELLigence sistemi ger¢ek zamanli hiicre canlilifinin izlenmesi icin
kullanilan mikro-elektrodlar sayesinde elektriksel empedansinin Slgiilmesiyle sonug
alinabilen bir cihazdir. Olgiilen empedans hiicrelerin yaslanmasini, toksisitesini
(hiicre oliimii) ve hiicre dongiisiiniin durmasi gibi hiicre yasaya bilirliginin farklh
dalgalarini ayirt ederek hiicre hakkinda kantitatif bilgi vermektedir.[8] Bu ¢alismada
hiicreler altin mikroelektrorlarla entegre haldeki Well-Plate ekilir. Bu elektrotlar;
kuyucuklarin igerisindeki ortamin iyonik cevresi ile etkilesimi halinde oldugu i¢in
hiicrelerdeki degisiklikler goriintiilenebilmektedir. Bu hiicresel olaylar hiicre indeksi
olarak degerlendirilir. Bu yiizden elektroda ne kadar fazla hiicre tutunursa hiicre
indeksi (CI) o kadar biiyiik olur.[7]

Calismamizin bu kisminda nanopartikiillerle birlistirilen siRNA’lar DLD ve
L929 hiicre hatt1 iizerindeki gercek zamanli etkisini analiz etmek i¢in (RTCA SP

instrument, Rosch, Almanya) kullanildi. Bunun i¢in 96 kuyucuklu altin
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mikroelektrotlarin bagli oldugu Well-Plat igerisindeki her kuyucuga 100ul besiyeri
konulduktan sonra Well-Plate 37°C deki etiivde bulunan xCELLigence cihazina
yerlestirildikten sonra plate ve cihazin aym sicakliga gelmesi icin 5dk bekletildi.
Olgiim tamamlandiktan sonra Well-Plate etiivden ¢ikarild: ve her bir kuyuda 10x10?
hiicre olacak sekilde 100ul besiyerinin lizerine hiicreler eklendi. Ekimi yapilan Well-
Plate etiive yerlestirildi ve 5dk bekletilerek okuma baglatildi. Hiicrelerin Well-Plate
tutunmasi ve ¢ogalmalari i¢in 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyonda
olan hiicreler ¢ikarildi ve lizerine hazirlanan farkli derisimlerdeki karisimlardan

eklendi. [9]

Cizelge 3.1. 96 Well-Plate Ekilen Hiicrelere Ait Deney Gruplari

GRUPLAR KONSANTRASYONLAR

siRNA 1uL

AuNP 1uL
2ul
4uL
8uL
l6uL
32uL

siRNA + AuNP luL + 1uL
luL +2puL
lul +4pul
lul + 8ul
1uL + 16pL
IpuL +32pl
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Plate xCELLigence RTCA cihazinin icine yerlestirildi ve 24 saat siireyle
37°C ‘de %5CO,’li etiivde inkiibasyona birakildi. Hazirlamis oldugumuz bilesiklerin

hiicre poliferasyonlar1 iizerinde gostermis olduklar1 degisiklikler bu sayede gercek

zamanli olarak takip edildi.

Sekil 3.1.  Gergek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi (xCELLigence)

3.3.4. Ikili Boyama Methodu Ile Apoptoz-Nekrozun Belirlenmesi

Kontrollii hiicre oliimiinden ilk defa 1972 yilinda kanlanma eksikligine
maruz kalin dokunun etrafinda nekrozdan farkli bir hiicre 6liimii meydana geldigi
gozlemlenmistir. Latincede ‘aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi’ anlamina gelen
apoptozis ad1 Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif edilmistir. Apoptoz ile kanser
arasindaki iliski 1973yilinda yazilan ilk yazilarla birlikte belirtilmeye baglanmasina
ragmen 1992 yilina kadar bu konu iizerine yogun bir ilgi olmamistir. Kanser ile
ugrasan bilim adamlarinin yogun ilgisi ancak 1992 yilindan sonra meydana gelmis ve
giiniimiizde oldukga dikkat ¢eken bir konu halini almistir. [10]

Apoptotik hiicre Oliimii, herhangi bir enflamatuar sonucu ortaya ¢ikan
nekrotik hiicre oliimlerinden farkli bir yol izlemektedir. Apoptozisin basinda 6lim

karar1 vermis olan hiicreler normal hiicrelere morfolojik olarak benzemektedir.
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Apoptotik sinyali almig olan hiicrelerde kromatinde yogunlagsma baslar ve benzer bir
sekilde sitoplazmada yogunlasma gozlemlenir. Hiicrenin boyutu kii¢iilmeye baslar ve
bir slire sonra hiicre pargalanir. Bu parcalarin her birine ‘Apoptotik Cisimcik’ ad1
verilir. Ortaya ¢ikan apoptotik cisimciklerin yiizeylerinde yeni sinyal verici yapilar
meydana gelir ve ¢evresinde bulunan hiicrelere verdikleri sinyaller sayesinde (bunlar
genellikle histiyositlerdir) fagosite edilerek ortadan kaldirilir. Buna hiicrenin
intiharida denilmektedir. [11] Apoptotik hiicre sayist canlinin saglilikli ya da hasta
olusunu belirler. Bu yilizden apoptoz hiicrelerin denge unusurudur. Apoptoz olayinin
gergeklesmesi esnasinda genetik hasar almis hiicreler, hem timor supresor genler
hemde onkoproteinlerin birlikte is gérmesi, viriis ile infekte olmus hiicrelerin hemde
son derece toksik ilaglara maruz kalmis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi bu yolla
gergeklestigi icin apoptoz biiyiilk dneme sahiptir. Kanser hiicreleri, yasam dongiistiinii
tamamladiktan sonra apoptoza ugrayamaz ve siirekli olarak ¢ogalmaya devam eder.
Nekroz uzun yillar boyunca apoptoz karsiti olan raslantisal olarak ortaya ¢ikan ve
programsiz patolojik hiicre 6limii olarak tanimlanmaktaydi. Nekrotik hiicre liimii,
cogunlukla fiziksel hiicre hasar1 (travma, basing degisikligi, 1s1 vb. ), UV 1ginlari,
enfeksiyon, toksinler gibi zararli faktorlerden dolayi ortaya cikar. Nekroza giren
hiicrelerin degisimi ilk olarak mitokondride baslar ve hasar goren hiicreler ilk basta
siser sonrasinda ise pargalanarak ortadan kaybolur. Nekrozda en temel degisiklik ise
membran yapisinin biitiinliigiinii kaybederek segici-gegirgen 6zelligini kaybetmesidir.
Sonucunda ise sitoplazmik icerigin doku araligina salinmasindan dolay: bu bdlgede

inflamatuvar olaylar gbzlemlenmektedir. [12]
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Sekil 3.2. ikili boyama ile hiicelerin canlilik oranlarnin saptanmasi (Sari
renklerdeki degisim hiicrelerdeki canlilik oranlarima gore azalmakta.
Koyu sar1 olarak goriinenler canliliklar1 yiliksek olan kolon kanseri
hiicreleri iken beyaza yakin goriinenler ise canliliklar1 daha diisiik olanlar

da kolon kanseri hiicreleri.)

3.3.5. Ikili Boyama Metodu

Calismanin  bu kisminda Dbirinci grup siRNA’nin, ikinci grup
nanopartikiillerin ve iiglincii grup olan siRNA-Nanopartikiil kariggmmin DLD ve

L929 hiicreleri tizerindeki apoptotik ve nekrotik etkilesimlerine bakildi.

DLD ve L1929 hiicreleri 5x10° hiicre/mL derisiminde olacak sekilde 48
kuyucuklu Well-Platelere ekildi. Hiicreler 24 saat etiivde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi Well-Platedeki besiyeri atildi ve serumsuz besiyeri eklendi.
Birinci test grubuna ait kuyucuklara sadece siRNA 1 pL, ikinci test grubuna ait
kuyucuklara ise nanopartikiil ¢ozeltisinden belli dozlarda ve iiciincii test grubuna iste
nanopartikiil ve siRNA karisimindan eklendi. Kuyucuklarda ki son hacim 200uL

olacak sekilde tamamlandi. Kontrol grubuna ise sadece taze hazirlanmis besiyeri
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eklendi. 24 saat etiivde inkiibasyona birakilan 48’lik Well-Plate sonrasinda alind1 ve
iizerindeki vasat kismi1 uzaklastirildi. Hiicre lizerine 1mL’lik PBS konularak hiicreler
iyice yikandi ve apoptoz-nekkroz belirlenmesi icin hiicrelere ikili boyama metodu
yapildi. Bunun i¢in yikanan tiim kuyucuklara ikili boyama ¢ozeltisinden 70pL (10
mL PBS, 100 uL. Riboniikleaz A, 500 uL. Hoechst 33342 ve 100 ul PI boyalarin
iceren) pipetaj ile uyguland1 ve 15 dakika etiivde bekletildi. 15 dakikanin sonunda
cikarilan hiicreler floresan mikroskobunda (Leica DMI70, Almanya) DAPI filtresi
kullanilarak apoptoz-FITC filtresi kullanilarak da nekroza ugramis hiicrelerin
degerlendirmeleri yapildi. Degerlendirme floresan mikroskobu yardimi ile apoptotik
indeks yiizde (%) hesaplanarak ifade edildi.

Boyama esnasinda Hoechst hiicrelerin ¢ekirdeklerini maviye boyamakta ve
hazirlanan boya ile biitiin hiicreler boyanmakta iken apoptotik hiicreler daha parlak
ve c¢ekirdek kismi kaybolmus yada parcalanmis olarak gozlemlenmektedir. Bu
sayede apoptotik hiicrelerin normal hiicrelerden ayrimi gerceklestirilir. Ikili
boyamada kullanilan diger bir boya olan Propidium Iodide (PI) ise DNA’y1 kirmiziya
boyayarak nekrozlu hiicrelerin belirlenmesi saglamaktadir. Propidium Iodide normal
hiicrelerde hiicre zarini1 gecemeyecek biiyiikliige sahiptir ve sadece hiicre zar1 zarar
gormiis veya Olmis hiicrelerin zarlarindan gecerek nekrozun belirlenmesini

saglamaktadir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1. Zeta ({) potansiyel Analiz Yontemi

Altin nanopartikiil hazirlandiktan sonra Zeta-Sizer cihazi (3000 HSA
Modeli MALVERN) ile altin nanopartikiillerin ve kompleks hale getirilen altin
nanopartikiil + siRNA’larin yilizey yiikii dagilimlarina ait sonuglar elde edildi.
Sekillerde nanopartikiil ve nanopartikiil + siRNA’larin Zeta-Sizer a ait 6l¢iilen ylizey

yiikii grafikleri gosterilmistir.

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -8,78 Peak 1: 878 1000 4 52
Zeta Deviation (mV): 4,52 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/iem): 0,582 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality
Zela Polential Distribution
200000 1
00000 +
B e R R T N e T S R R P M T T R B
B 200000
100000
o' '
-200 100 ] 100 200

Zeta Potential (mV)

Recard 15 1 &i Rnalalin nancg 1

Sekil 4.1. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis 1uL siRNA + 1uL AuNP’nin
ylizey yukii dagilim grafigi
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Mean (mV) Area %) Width (mV)

Zeta Potential (mV): -6,09 Peak 1: -509 100.0 3,60

Zeta Deviation (mV): 3,80 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/icm): 0,758 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good

Zela Potential Distribution

250000 -

150000

Toatal Counts

-200 -100 o 100 200
Zeta Potential (mVv)

Record 17. 1 & RnaZalin nancg 1

Sekil 4.2. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis 1pL siRNA + 2uL. AuNP’nin
ylizey yiikii dagilim grafigi

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -5.23 Peak 1: -523 1000 2.84
Zeta Deviation (mV): 284 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mSicm): 0,779 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good
Zela Polantial Distribution
00000 -
300000
i
S 200000
3
=
100000 1
ot e : : A | ; : " :
-200 -100 ] 100 200

Zeta Potential {m\y)

Record 19 1 8i R 4aiten nancp 1

Sekil 4.3. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis 1uL siRNA + 4uL. AuNP’nin
ylizey yiikii dagilim grafigi
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Mean (mV) Area %) Width (mV)

Zeta Potential (mV): -4.83 Peak 1: -483 100,0 3
Zeta Deviation (mV]): 251 Peak 2: 0,00 00 0,00
Conductivity (mSfcm): 0,915 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good

Zeta Polential Distribution
300000 1
£ 200000+
3
F 100000+
ol H . H N ;
200 100 ] 100 200

Zeta Pobential {mV)

Record 21: 1 8i Rra Baltwn nanop 1

Sekil 4.4. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis 1pL siRNA + 8uL AuNP’nin
ylizey yikii dagilim grafigi

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -7.04 Peak 1: -7.04 1000 341
Zeta Deviation (mV): 2,41 Peak 2: 0,00 00 0,00
Conductivity (mSfcm): 0,904 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Cood
Zela Polential Distribution
S0000 1
400000 + -
E 500000 -
3 [
B m.
100000 +
o : . 1l & ; : ; ;
=200 -100 o 100 200

Zeta Pobential (m\)

Record 23 1 i Rna 16880 nancp 1

Sekil 4.5. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis 1pL siRNA + 16uL. AuNP’nin
ylizey yiikii dagilim grafigi
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Mean (mV) Area %) Width (mV)

Zieta Potential (mV): -543 Peak 1: -543 100,0 4,00
Zeta Deviation (mV): 4,00 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,954 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Sood

Zela Potantial Distribution
250000 1
200000+
E 150000 f
-}
100000 +-
'E '
50000 -
a. - - - —. 5
-200 -100 o 100 200
Zeta Poteritial {mv)

Record 25: 1 8i Rnd 328lin nanop 1

Sekil 4.6. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis 1pL siRNA + 32ul. AuNP’nin
ylzey yukii dagilim grafigi
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Mean (mV) Area (%) Width [mV)

Zeta Potential (mV): -2,97 Peak 1: -2,97 100,0 3,88

Zeta Deviation (mV): 3,88 Peak 2: 0,00 0.0 0,00

Conductivity (mSlem): 148 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality

Zeta Potential Distibution

T

100 Q 100 200
Jata Potential (m\v)

Record 8- Au nancpartikul 1

Sekil 4.7. Zeta Potansiyel analizi ile elde edilmis AuNP’nin yiizey yiiki dagilim
grafigi
AuNP’nin zeta potansiyellerinin yani ylizey yiikiiniin hesaplanmas1 i¢in
zeta-sizer cihazindan yararlanilmigtir.

Grafikler incelendiginde ise sentezlenen AuNP’lin yiizey yikii analiz
sonuclarina bakildiginda -2.97mV’luk ve negatif ylizey yiiklerine sahip olduklar
goriilmektedir.

Nanopartikiil + siRNA’larn ise; 1uL siRNA +1uL AuNP’nin -8.78 mV’luk,
IuL siRNA + 2uL AuNP’nin -6,09 mV’luk, 1pL siRNA + 4ul. AuNP’nin -5.23
mV’luk, 1pL siRNA + 8uL. AuNP’nin -4.83 mV’luk, 1puL siRNA + 16uL AuNP’nin
-7.04 mV’luk, 1puL siRNA + 32uLl. AuNP’nin -5.43 mV’luk gibi daha negatif bir

ylizeye sahip olduklar1 goriilmektedir.

4.2. siRNA fle Nanopartikiillerin Etkilesimlerinin Agaroz Jel Elektroforezi
Yontemiyle Belirlenmesi

Bu kisimda sentezledigimiz nanopartikiiller ile siRNA’larin etkilesime
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girdiklerini belirlemek amaci ile agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir.
SiRNA’larin ve nanopartikiillerin negatif yiiklerinden yararlanilarak, etkilesime
sokulan bu iki grup kuyucuklara yiiklendi ve elektroforez yontemi baglatildi.
Bagslatildiktan sonra ilk alti kuyucuga farkli dozlarda siRNA + Nanopartikiil
komplaksi, yedici kuyucuga sadece hazirlanan nanopartikiil ve altta goriilen sekizinci
kuyucuga ise sadece siRNA eklendi. Negatif yiike sahip olan karigimlarin hepsinin
jelde ters yone dogru yiirlidiigii goriildii. Anyonik olan siRNA molekiilii ile anyonik
olan nanopartikiiller etkilesime sokuldugu icin onlarinda elektriksel alanda hareket
ettikleri gdzlemlenebildi. Bu sayede Nanopartikiil + siRNA kompleks olusturma

kapasitesi jel elektroforez yontemi ile dlgiilebildi.

Sekil 4.8. Agaroz jel elektorforezinde yiriitiilen yalnizca AuNP, yalnizca siRNA ve
AuNP+siRNA komplaksinin goriintiisii (A=1uL siRNA +1pL AuNP
konulan kuyucuktaki ilerme, B=IpL siRNA +2ul. AuNP konulan
kuyucuktaki ilerme, C=1uL siRNA +4uL AuNP konulan kuyucuktaki
ilerme, D=1pL siRNA +8uL. AuNP konulan kuyucuktaki ilerme, E= 1uL
siRNA +16uL AuNP konulan kuyucuktaki ilerme, F=1pL siRNA
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+32uL AuNP konulan kuyucuktaki ilerme, G= YalnizcalpL AuNP
konulan kuyucuktaki ilerme, H= Yalnmizca 1pL siRNA konulan

kuyucuktaki ilerme gézlemlenmistir.)

4.3. Hiicre poliferasyonunun xCELLigence RTCA ile Belirlenmesi

4.3.1. Nanopartikiillerin Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Hiicrelerin zamana bagh olarak cogalmalarini kesintisiz bir sekilde izlemek ve
hiicre kiiltlirlerine nanopartikiillerin etkisini gozlemleyebilmek i¢in xCELLigence
RTCA sisteminden yararlanilmistir. Bu ¢aligmamizda sentezlenen nanopartikiillerin
DLD ve L1929 hiicreleri iizerindeki etkileri 50 saat siireyle xCELLigence RTCA
cihazi ile gergek zamanli empedans sekilde ayarlanip inceleme yapildi. Bunun i¢in
farkli konsantrasyonlardaki AuNP’leri (1pL, 2uL, 4pL, 8ul, 16uL, 32ul) DLD ve
L929 hiicrelerine uygulandi. Hiicrelerin 50 saat siireyle poliferasyonlarina bakildi ve

sonuclar kontrol gruplari ile karsilastirildir.
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Sekil 4.9. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak 1uL. AuNP’e karsi DLD
ve L929 hiicrelerindeki proliferasyon degisiminin gosterilmesi

DLD hiicrelerine AuNP 1pL uygulandiginda hiicre yogunlugunda biiyiik
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bir azalma goriilmektedir. DLD hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir. 1929 hiicresi poliferasyonuna AuNP 1uL uygulanmis halinde ve

L929 hiicrelerinin kontroliinde hiicrelerde artis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.10. Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD hiicrelerine

uygulanan farkli derisimlerdeki AuNP’lerin hiicrelerdeki proliferatif

etkisinin gdsterilmesi
AuNP 1 pL, AuNP 2 puL, AuNP 4 puL, AuNP 8 uL, AuNP 16 puL, AuNP

32 uL uygulanmis halleri DLD hiicrelerinin indeks egrisinde diisiise yol actig

goriilmektedir. Doz arttirildik¢a hiicre poliferasyonunda azalma gézlemlenmistir.

4.3.2. Nanopartikiil + siRNA kompleksinin Hiicreler Uzerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

Bu kisimda DLD ve L929 hiicre hatlarina nanopartikiil + siRNA
kompleksleri uygulanarak hiicre poliferasyon egrilerine bakildi. Ikili kombine

hallerinin etkilerinin incelenmesi i¢in XCELLigence RTCA sistemi kullanildu.
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Sekil 4.11. Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve 1929 hiicre

YO

goriilmemistir. DLD ve 1929

hatlarina uygulanan siRNA 1uL + AuNP 1pL kompleksinin hiicrelerdeki

proliferatik etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hatlarina siRNA 1pL. + AuNP 1uL uygulandiginda hiicre

gunlugunda azalma goriilmektedir. Fakat; 1929 hiicre hattinda azalma

hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve 1929 hiicre

hatlarina uygulanan siRNA Iyl + AuNP 2uL kompleksinin

hiicrelerdeki proliferatik etkisinin gosterilmesi
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DLD hiicre hatlarina siRNA 1uL + AuNP 2uL uygulandiginda hiicre

yogunlugunda azalma goriilmektedir. Fakat; 1929 hiicre hattinda azalma

goriilmemistir. DLD ve L929  hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve 1929 hiicre
hatlarina uygulanan siRNA 1uL + AuNP 4ul.  kompleksinin

hiicrelerdeki proliferatik etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hatlarina siRNA 1pL + AuNP 4pL uygulandiginda hiicre
yogunlugunda anlamli azalma goriilmektedir. Fakat; 1929 hiicre hattinda azalma

goriilmemistir. DLD ve L929  hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve 1929 hiicre

siRNA 1uL + AuNP 8uL  kompleksinin

hatlarma uygulanan
hiicrelerdeki proliferatik etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hatlarina siRNA 1pl. + AuNP 8ulL uygulandiginda hiicre

yogunlugunda fazla bir azalma goriilmektedir. Fakat; 1929 hiicre hattinda azalma

goriilmemistir. DLD ve 1929

hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir.
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Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve L1929 hiicre
hatlarina uygulanan siRNA 1pul + AuNP 16ul.  kompleksinin

hiicrelerdeki proliferatik etkisinin gosterilmesi

Sekil 4.15.
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DLD hiicre hatlarina siRNA 1uL + AuNP 16uL uygulandiginda hiicre

yogunlugunda fazla bir azalma goriilmektedir. Fakat; L929 hiicre hattinda azalma

goriilmemistir. DLD ve L929  hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir.
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Sekil 4.16. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve 1929 hiicre
hatlarina uygulanan siRNA 1uL + AuNP 32uL

hiicrelerdeki proliferatik etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hatlarina siRNA 1uL + AuNP 32uL uygulandiginda hiicre

yogunlugunda anlamli azalma goriilmektedir. Fakat; 1929 hiicre hattinda anlaml1 bir

azalma goriilmemistir. DLD ve L929 hiicrelerinin kontroliinde ise yogun bir artig

goriilmektedir.
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Sekil 4.17. Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD ve 1929 hiicre

hatlarina uygulanan siRNA 1 pL hiicre proliferatik etkisinin gdsterilmesi

DLD ve L929 hiicrelerinin kontrol gruplarindaki proliferatik yiikselmeyi
gosterilmektedir. DLD hiicrelerine uygulanan siRNA’nmn 1pL’lik dozuna karsilik
hiicre poliferasyonunda azalma gostermektedir.Fakat 1.929 hiicrelerine uygulanan

siRNA’nin 1uL’lik dozuna karsilik hiicre poliferasyonunda azalma gézlenmemistir.

4.3.3. Nanopartikiil + siRNA kompleksi, Serbest Haldeki AuNP ve
siRNAlarin Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Calismamizin bu kisminda DLD ve L929 hiicrelerine uygulanan serbest
siRNA ve nanopartikiillerinin kompleks olusturmus hallerine gore hiicre

poliferasyonlarinda kii¢iik azalmalar oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.18. Gergek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD Hiicre hattina
sadece siRNA 1pL, sadece AuNP 1uL ve siRNA 1uL + AuNP 1uL

kompleksi uygulandiginda ki proliferasyon etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hattina ayr1 ayr1 siRNA 1pL, AuNP1 pL ve siRNA 1uL +
AuNP 1pL uygulandiginda hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir. 1uL
siRNA’nin DLD hiicre poliferasyonuna etkisi tek bagina ¢ok azdir. Fakat siRNA 1uL
+ AuNP 1uL kompleksinin etkisi hepsine gore daha fazla azalma gostermis yani

tiimdr hiicre poliferasyonunu anlamli oranda azaltmistir
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Sekil 4.19. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD Hiicre hattina
sadece siRNA 1uL, sadece AuNP 2uL ve siRNA 1uL + AuNP 2uL

kompleksi uygulandigindaki proliferasyon etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hattina ayr1 ayr1 siRNA 1pL, AuNP1 pL ve siRNA 1uL +
AuNP 2uL uygulandiginda hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir. 1uL
siRNA’nin DLD hiicre poliferasyonuna etkisi tek bagina ¢ok azdir. Fakat siRNA 1uL
+ AuNP 2uL kompleksinin etkisi hepsine gore daha fazla azalma gostermis yani

tiimdr hiicre poliferasyonunu anlamli oranda azaltmistir.
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Sekil 4.20. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD Hiicre hattina
sadece siRNA 1pL, sadece AuNP 4uL ve siRNA 1uL + AuNP 4uL

kompleksi uygulandiginda ki proliferasyon etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hattina ayr1 ayr1 siRNA 1pL, AuNP1 pL ve siRNA 1uL +
AuNP 4pL uygulandiginda hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir. 1uL
siRNA’nin DLD hiicre poliferasyonuna etkisi tek bagina ¢ok azdir. Fakat siRNA 1uL
+ AuNP 4uL kompleksinin etkisi hepsine gore daha fazla azalma gostermis yani

tiimdr hiicre poliferasyonunu anlamli oranda azaltmistir.
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Sekil 4.21. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD Hiicre hattina
sadece siRNA 1uL, sadece AuNP 8uL ve siRNA 1uL + AuNP 8uL

kompleksi uygulandiginda ki proliferasyon etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hattina ayr1 ayr1 siRNA 1pL, AuNP1 pL ve siRNA 1uL +
AuNP 8uL uygulandiginda hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir. 1uL
siRNA’nin DLD hiicre poliferasyonuna etkisi tek bagina ¢ok azdir. Fakat siRNA 1uL
+ AuNP 8uL kompleksinin etkisi hepsine gore daha fazla azalma gostermis yani

tiimdr hiicre poliferasyonunu anlamli oranda azaltmistir.
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Sekil 4.22. Ger¢ek zamanli xCELLigence cihazi kullanilarak DLD Hiicre hattina
sadece siRNA 1puL,sadece AuNP 16puL ve siRNA 1uL + AuNP 16uL

kompleksi uygulandiginda ki proliferasyon etkisinin gosterilmesi

DLD hiicre hattina ayr1 ayr1 siRNA 1pL, AuNP 16uL ve siRNA 1uL +
AuNP 16uL uygulandiginda hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir. 1uL
siRNA’nin DLD hiicre poliferasyonuna etkisi tek bagina ¢ok azdir. Fakat siRNA 1uL

+ AuNP 16uL kompleksinin etkisi hepsine gore daha fazla azalma gdstermistir.
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Sekil 4.23. Ger¢ek zamanli xCELLigence’de DLD Hiicre hattina ayri ayri siRNA
1uL, AuNP 32uL ve siRNA 1pL + AuNP 32uL kompleksi

uygulandiginda ki proliferasyon etkisinin gdsterilmesi

54



DLD hiicre hattina ayr1 ayr1 siRNA 1pL, AuNP 32uL ve siRNA 1uL +
AuNP 32uLl uygulandiginda hiicre yogunlugundaki azalma goriilmektedir. 1pL
siRNA’nin DLD hiicre proliferasyonuna etkisi tek basina ¢ok azdir. Fakat; siRNA
1uL + AuNP 32uL kompleksinin etkisi hepsine gore daha fazla azalma gostermistir.

4.4, 1kili Boyama fle Apoptoz ve Nekroz Belirlenmesi

Ikili boyama metodunda kullanilan Hoechst 33342 floresan boyasi canli
hiicrelerin zarlarindan gecer ve bu boya ile apoptoza giren hiicrelerin ¢ekirdekleri
normal hiicrelere gore daha parlak, mavi renkte goriilmektedir. Cekirdegin
homojenligi kaybolmus ve kenarlar1 diizgiin olan yapisin1 kaybetmistir. DNA s1
parcalanmis haldedir. Floraesans mikroskobunda DAPI filtresi ile bakilir. Normal
hiicrelerin ¢ekirdekleri apoptoza ugrayan hiicreler gibi parlak degildir ve hiicrelerin
DNAlar ¢ekirdeklerinde dagilmamis bir halde durmaktadir. Bu ¢aligmamizda 570
nm dalga boyunda inceleme yapilmistir.

Calismamizin bu kisminda DLD ve L929 hiicre hatlarina nanopartikiil (1uL,
2uL, 4uL, 8uL, 16uL, 32ul) ve nanopartikiil + siRNA kompleksinden de belirli
oranda uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
hiicrelerde olas1 apoptotik sonuclar incelendi. Floresan inverted mikroskop ve DAPI
filtresi ile goriintiiler ¢ekildi.

Ikili boyamada kullamlan diger bir boya olan Propodiyum iyodid (PI)
floresan boyasi olup DLD ve L929 hiicrelerindeki nekrotik etkiyi tespit etmektedir.
Bu boya plazma membaranindaki hasarlardan veya o6lii hiicrelerin zarlarindan
gecerek nekrotik hiicre ¢ekirdeklerini boyar. PI floresan 151k altinda FITC filtresi ile
hiicre ¢ekirdeklerinin kirmizi goriinmesini saglar. Nekrotik olmayan hiicrelerin hiicre
membranlarinda bir hasar olmadig: i¢in bu boya hiicre zarindan gegemez bu yiizden
nekrotik olmayan hiicrenin boyanmasi engellenmis olur. Canli ve apoptotik hiicreler
FITC floresan filtresinde yesil olarak goriinmektedir. Yaptigimiz ¢calismamizda 570
nm dalga boyunda inceleme yapilmistir.

Calismamizin bu kisminda DLD ve 1929 hiicre hatlarina nanopartikiil (1uL,
2ul, 4uL, 8uL, 16uL, 32uL ) ve AuNP + siRNA kompleksinden de belirli oranda

uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
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hiicrelerde olast apoptotik ve nekrotik sonuglar incelendi. Floresan inverted
mikroskop ve FITC filtresi ile goriintiiler ¢ekildi.

DLD hiicresine AuNP 1puL uygulandiktan sonraki apoptoz orani 5,53+1,09
iken 8uL uygulandiginda 58,2+5,780423 cikmistir. 32ul’de ise apoptotik hiicre
proliferasyonu c¢ogalmistir. siRNA 1yl + AuNPs 1pl uygulandiktan sonraki
apoptoz oram1 2,21+0,007 iken siRNA IpL + AuNPs 8uL uygulandiginda
13,34+2,414267 ¢ikmistir. . siRNA 1ul + AuNPs 32uL ise apoptotik hiicre
proliferasyonunda oldukga artig goriilmustiir.

DLD hiicresine AuNP 1uL uygulandiktan sonraki nekroz orani 6,8+2,5 iken
8uL uygulandiginda 94,4425,45586 cikmistir. 16ul’de ise tamamen nekrotik hale
gelmistir. siRNA 1uL + AuNPs 1uL uygulandiktan sonraki nekroz oram1 4,143 iken

siRNA IpL + AuNPs 8uL uygulandiginda 16,39+4,242641 c¢ikmustir.
siRNA 1uL + AuNPs 32uL ise tamamen nekrotik hale gelmistir.
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Cizelge 4.2. DLD hiicrelerindeki apoptotik hiicre yiizde oranlar1
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Sekil 4.24.

siRNA 1pL + AuNP 1pL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide); BAR=50um Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.25.

siRNA 1uL + AuNP 2uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.26. siRNA 1uL + AuNP 4uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.27. siRNA 1uL + AuNP 8uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda

yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.28. siRNA 1uL + AuNP 16uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.29. siRNA 1pL + AuNP 32uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda

yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.30 DLD hiicrelerinde hi¢bir uygulama yapilmadan 24 saat sonunda yapilan
ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.31. AuNP 1uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.32. AuNP 2uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili
boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.33. AuNP 4uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.34. AuNP 8uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili
boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.35. AuNP 16uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.36. AuNP 32uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili
boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.37. siRNA 1uL uygulanan DLD hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Goriintiiler Leica inverted floresan mikroskobunda 10X de biyiitiilerek
goriintiilenmistir. Olgek 50 pm ‘lik mesafeyi gostermektedir. Fotograflarda goriilen
siRNA ve AuNP kompleks yapilarinin hiicre iizerindeki nekrotik etkileri
gozlemlenmektedir. Uygulanan komleks yapt DLD hiicrelerinde belli bir doza kadar
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nekrozun arttig1 yiiksek olan kompleks derisimlerinde ise hedeflenmemis hedeflenme

yaptigi diigiiniilmektedir.

Cizelge 4.3. DLD hiicrelerindeki nekrotik hiicre yiizde oranlari
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Sekil 4.38. siRNA 1uL + AuNP 1uL uygulanan 1.929 hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.39. siRNA 1uL + AuNP 2uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda

yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.40. siRNA 4ulL + AuNP 1puL uygulanan 1.929 hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.41. siRNA 1uL + AuNP 8uL uygulanan 1.929 hiicrelerinde 24 saat sonunda

yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.42. siRNA 1uL + AuNP 16uL uygulanan 1.929 hiicrelerinde 24 saat sonunda
yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.43. siRNA 1pL + AuNP 32uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda

yapilan ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.44. 1.929 hiicrelerinde hicbir uygulama yapilmadan 24 saat sonunda yapilan
ikili boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B)
hiicrelerin gériintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 +
Riboniikleaz A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile

goriintiilenmistir.

Sekil 4.45. AuNP 1uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.46. AuNP 2uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili
boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.47. AuNP 4uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.48. AuNP 8uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili
boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.49. AuNP 16uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.50. AuNP 32uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili
boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50pm Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.51. siRNA 1uL uygulanan 1929 hiicrelerinde 24 saat sonunda yapilan ikili

boyama neticesinde elde edilen apoptotik (A) ve nekrotik (B) hiicrelerin
goriintiisii. Ikili boyama (Double staining= Hoechst 33342 + Riboniikleaz
A + Propidium iodide) BAR=50um Leica DM6000 ile goriintiilenmistir.

Goriintiiler Leica inverted floresan mikroskobunda 10X de biyiitiilerek
goriintiilenmistir. Olgek 50 um ‘lik mesafeyi gostermektedir. Fotograflarda goriilen
siRNA ve AuNP kompleks yapilarinin hiicre iizerindeki nekrotik etkileri

gozlemlenmektedir. Uygulanan komleks yapi DLD hiicrelerinde nekrozun arttigi
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gostermektedir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda kompleks yapinin saf AuNP uygulanan
grubun DLD hiicreleri kontrol grubuna gore iizerindeki apoptotik ve nekrotik
etkisinin daha fazla oldugunu gostermistir. siRNA, AuNP’ler tarafindan
hedeflendirildiginden dolayr pH ve sicakliga duyarli olan nanopartikiillerin

siRNA’lar1 kontrollii bir sekilde salmasindan dolay1 bu sonu¢ gézlenmistir.
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5.SONUCLAR VE TARTISMALAR

Sunulan tez kapsaminda elde edilen bulgular ve sonug¢ 6zetleri asagidaki
sekilde sunulmustur.

Calismanin ilk kisiminda AuNP’lerinin sentezi yapilmistir. Hazirlanan
nanopartikiillerin Zeta Size potansiyel analizlerine bakilmistir. Grafikler
incelendiginde ise sentezlenen AuNP’iin yiizey yiikii analiz sonuglarina bakildiginda
-2.97mV’luk ve negatif ylizey yiiklerine sahip olduklar1 goriilmektedir. Nanopartikiil
+ siRNA’larin ise; 1puL siRNA +1ul. AuNP’nin -8.78 mV’luk, 1pL siRNA + 2uL
AuNP’nin -6,09 mV’luk, 1pL siRNA + 4puL AuNP’nin -5.23 mV’luk, 1pL siRNA +
8uL AuNP’nin -4.83 mV’luk, 1uL siRNA + 16uL. AuNP’nin -7.04 mV’luk, 1pL
siRNA + 32ulL AuNP’nin -5.43 mV’luk gibi daha negatif bir yiizeye sahip olduklar
gorlilmektedir. Boylelikle zeta potansiyel analizi ile negatif ylizey yiikiine sahip olan
nanopartikiillerin negatif yilike sahip olan siRNA ile etkilesime girerek baglanmalar1
saglanmistir. Sonuglar zeta-potansiyel analizin siRNA’nin AuNP ile baglandiginda
AuNP’lerin negatifligini artirdigini gostermistir.

siRNA’ nin nanopartikiille olan etkilesimi, agaroz jel elektroforezi ile
incelendi ve farkli dozlardaki nanopartikiillerin derisiminin yiiklenme verimliligine
etkisi incelendiginde denenen tiim siRNA + AuNP oranlarinda etkilesim ve
baglanma gerceklesmistir. Agaroz jel elektroforezinde yalnizca siRNA konulan
kuyucuktaki ilerlemenin yalnizca AuNP konulan kuyucuga gore; siRNA nin molekiil
agirlaginin AuNP’e gore daha az olmasindan dolayi fazla ilerledigi gdzlemlenmistir.
Yalnizca AuNP ve siRNA + AuNP kompleklerinin bir arada konuldugu kuyucuklar
da ise AuNP’niin molekiiler agirliginin daha fazla olmasindan dolay1 jeldeki yiiriime
hizim1 siRNA’ya gore azalttigt gozlemlenmistir. Esit miktarlarda konulan
preparatlarin agaroz jel elektroforezdeki yiirlimelerinde biiylik oranda farklilik
goriilmese de hiicreler tizerindeki anlamli etkileri diger deneyler de gdzlemlenmistir.

Gercek zamanli hiicre analizine bakildiginda AuNP ve siRNA + AuNP
kompleksinin dozlar arttik¢a hiicre proliferasyon grafilerinde buna bagli azalma
gozlemlenmistir. Sonug olarak en yiiksek antiproliferatik etki siRNA + AuNP
kompleksinde gerceklesmektedir. Bunun sebebi Bcl-2 gen ifadesinin susturulmasidir.
Antiapoptotik  olan Bcl-2  proteininin  baskilanmasi  tiimor  hiicrelerinin

poliferasyonunun inhibe edilmesine neden olur. Bu sayede tiimdriin biliyiimesi ve
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boliinmesini engellemis olmaktayiz.

Yaptigimiz c¢alismadan elde ettigimiz sonuglar litaratiirdeki benzer
caligmalarla da paralellik gostermektedir. Bunlardan bazilari;

2014 yilinda Shehata Draz ve arkadaslarimin yaptigi calisma manyetik
hedeflendirme yaklasimi hedef alinarak yapilmistir. Bu ¢alismada Shehata Draz ve
arkadaslar1 manyetik siRNA tasiyicina bagli veya tasiyicaya enkapsiile edilmis olan
terapdtik bir ajanin disaridan manyetik alan ile intravendz enjeksiyonu uygulanmasi
ile tiimdr dokusuna yonelme yapmasi saglanmustir. [42]

2015 yilinda Mykhaylyk ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 g¢alismada
hedeflenen tiimor hiicresindeki manyetik nanopartikiiliin siRNA salinimi tizerindeki
etkilerini incelemislerdir. Hedef hiicrelere siRNA salimiminin ve manyetik alan
uygulandiginda verdigi cevabin daha iyi oldugu goriilmiistiir. [43]

Apoptotik ve nekrotik indeksler ikili boyama metoduyla saptandi. Elde
edilen sonuglara bakildiginda kompleks yapinin saf AuNP uygulanan grubun DLD
hiicreleri kontrol grubuna gore {izerindeki apoptotik ve nekrotik etkisinin daha fazla
oldugunu gostermistir. sSiRNA, AuNP’ler tarafindan hedeflendirildiginden dolay1 pH
ve sicakliga duyarli olan nanopartikiillerin siRNA’lart kontrollii bir sekilde
salmasindan dolayr bu sonu¢ gozlenmistir. Kontrollii saliman siRNA’larin etkisi
serbest haldeki siRNA’lara gore daha uzun siirmektedir. Yapilan uygulama
gostermistir ki siRNA’larin kontrollii bir sekilde salinimi hiicrenin Bcl-2 genini
baskilandigindan hiicreleri apoptoza yonlendirmektedir. [45]

Bcl-2 gen ifadesinin apoptoz engelleyici 0Ozelliginden dolay1 kanser
gelisimine  katkist  blyiiktiir. Bcl-2’nin  baskilanmasi  kanser gelismesinin
yavaglamasina hatta durmasma ve bu sayede tiimor hiicre poliferasyonununda
inkiibasyonuna neden olacaktir. Bu yiizden siRNA’nin hiicreye basarili bir sekilde
verilmesi susturma igleminin etkili bir sekilde gerceklesmesini saglamaktadir. [46 -
47]

Elde ettigimiz xCELLigence RTCA sonuglarinda siRNA’nin nekrotik
mekanizmayr da etkiledigi agikca goriilmektedir. Kompleks yapinin hiicre
poliferasyonunu azalttigin1 gézlemlemistik. PI floresan 11k altinda FITC filtresi ile
cekilen bu fotograflar gostermistir ki Oliimlerin bir kismi da nekrotik yolak ile
gergceklesmektedir.

2003 yilinda Ming Jiang ve arkadaglarimin yapmis olduklar1 g¢alismada
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kolorektal — kanser hiicrelerinde = siRNA’nin  inaktivasyon  gerceklestirdigi
gozlemlenmis ve Bcl-2’nin bu hiicre poliferasyonunda antiapoptotik bir
mekanizmay1 diizenleyen bir gen olabilecegi gozterilmistir. [48]

Sonug olarak; AuNP ile aktarilan siRNA’1n kanser tedavisinde olas1 bir gen

terapi yontem olabilecegi fikri uyanmaktadir.
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