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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

MEME KANSERIi TEDAVISINDE MANYETIiK HIPERTERMIi VE GEN TERAPISi
ILE DUAL TERAPI YAKLASIMI

Fatma TURHAN

‘Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Yagmur UNVER
IKkinci Tez Danismani: Prof. Dr. Ahmet MAVI

Amag: Bu calismada meme kanseri i¢in kullanilmaya aday hedeflenebilir, etkili ve 6zgiin bir
yaklasim olan manyetik hipertermi indiiksiyonlu gen terapisi (dual terapi) yOnteminin
gelistirilmesi amaglandi.

Yontem: Oncelikle 1s1 ile indiiklenebilir promotore (HSP promotdrii; Puse) sahip rekombinant
pHSP-GFP elde edildi. Daha sonra durdurma kodonu igeren kodon optimize azurin geninin,
pHSP-GFP’ye klonlanmasiyla pHSP-Azu elde edildi. Elde edilen rekombinant DNA’lar Sanger
veya yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing) ile dogrulandi. Calismada gen aktarim
ve hipertermi araci olarak kullanilacak olan manyetik ve biyo-uyumlu nanopartikiillerin
(MSNP-NH2) TEM, DLS ve VSM analizleriyle karakterizasyonlari yapilip, AC manyetik alan
altinda 1sitma kapasitesi belirlendi. MSNP-NH’lerin plazmit DNA’lar1 baglama ve salma
yetenekleri DLS o6l¢iimii ve jel elektroforezi ile tespit edildi. Manyetofektinler (MSNP-
NH2+DNA+PEI) miknatis yardimi ile hiicrelere gonderildi (manyetofeksiyon). Transfeksiyon
etkinligi konfokal mikroskop, akis sitometrisi Ve spektrofotometrik dl¢tim ile belirlendi. Ayrica
manyetik hiperterminin ttiimorijenik (MCF-7) ve tiimoérijenik olmayan (MCF-10A) hiicre hatlari
tizerindeki etkisi hiicre canliligr testi (MTS) ile ortaya konuldu. Son olarak, hipertermi ve gen
terapisinin uygulandigi hiicrelerde ikili terapinin etkinligi, apoptoz testi ve Real-Time PCR
(QRT-PCR) ile gosterildi.

Bulgular: Caligma sonucunda elde edilen verilere géore MSNP-NH>’lerin plazmit DNA’lar1
tutabildigi ve hiicre i¢inde birakabildigi goriildii. PHsp’nin inkiibatér veya AC manyetik alan
araciligiyla indiiklenebildigi ve hedef proteinlerin hiicre igerisinde tretilebildigi belirlendi.
Dual terapi uygulanan hiicrelerde hem apoptoz testi hem de gRT-PCR ile belirlenen
BAX/BCL2 oranlarina gére MCF-7 hiicrelerinin apoptotik olmayan yolla 6ldigii tespit edildi.

Sonug¢: Bu c¢alismada, dual terapinin MCF-10A iizerindeki etkisinin sinirli oldugu, MCF-7
tizerindeki etkisinin ise daha fazla oldugu gosterildi. Ayrica hiicrelerin apoptotik yola kiyasla
nekrotik yolu daha ¢ok tercih ettigi gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Manyetik hipertermi, gen terapisi, dual terapi, manyetofeksiyon, meme
kanseri

Eyliil 2022, 116 sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

DUAL THERAPY APPROACH WITH MAGNETIC HYPERTHERMIA AND GENE
THERAPY IN BREAST CANCER TREATMENT

Fatma TURHAN

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yagmur UNVER
Co-supervisor Prof. Dr. Ahmet MAVI

Purpose: In this study, it was aimed to develop magnetic hyperthermia induction gene therapy
(dual therapy), which is a targetable, effective and unique approach for breast cancer.

Method: First, recombinant pHSP-GFP with a heat-inducible promoter (HSP promoter; PHsp)
was obtained. Then, pHSP-Azu was obtained by cloning the codon-optimized azurin gene
containing the stop codon into pHSP-GFP. The resulting recombinant DNAs were confirmed
by Sanger or Next Generation Sequencing. In the study, magnetic and biocompatible
nanoparticles (MSNP-NHz), which will be used as a gene transfer and hyperthermia tool, were
characterized by TEM, DLS and VSM analyses and their heating capacity under AC magnetic
field was determined. The ability of MSNP-NH2s to bind and release plasmid DNA was
determined by DLS measurement and gel electrophoresis. Magnetofectins (MSNP-
NH2+DNA+PEI) was sent to the cells with the help of magnet (magnetofection). Transfection
efficiency was determined by confocal microscopy, flow cytometry and spectrophotometric
measurement. In addition, the effect of magnetic hyperthermia on tumorigenic (MCF-7) and
non-tumorigenic (MCF-10A) cell lines was revealed by cell viability test (MTS). Finally, the
efficacy of dual therapy in cells with hyperthermia and gene therapy was demonstrated by
apoptosis test and Real-Time PCR (qRT-PCR).

Findings: According to the data obtained from the study, it was seen that MSNP-NH.s could
hold plasmid DNAs and leave them in the cell. It was determined that Pxsp could be induced
by incubator or AC magnetic field and target proteins could be produced inside the cell.
According to the BAX/BCL2 ratios determined by both apoptosis test and qRT-PCR in the dual
therapy cells, it was determined that MCF-7 cells died in a non-apoptotic way.

Results: This study showed that the effect of dual therapy on MCF-10A was limited, while the
effect on MCF-7 was greater. In addition, it was observed that the cells preferred the necrotic
pathway more than the apoptotic pathway.

Keywords: Magnetic hyperthermia, gene therapy, dual therapy, magnetofection, breast cancer
September 2022, 116 pages
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GIRIS

Diinya’da her bes kisiden birinin kansere yakalanmasi, bu hastaligin giiniimiizde en
onemli halk saglig1 sorunlarindan biri haline gelmesine sebep olmustur. Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi’nin (IARC) istatistikleri, 2018 yilindan 2020 yilina kadar 19,3 milyon yeni
vaka sayisina ulasmis olup 10 milyon insanin kanserden dolayr oliimiiyle sonuglandigini
gostermektedir. Yine IARC Ajansi’nin istatistiklerine goére, 2020 yilinda 2,3 milyona yakin
yeni meme kanseri vakasi bildirilmistir. Bu sonuca gore, her sekiz kisiden birinin meme kanseri
oldugu gorilmistiir ve meme kanserinin 2020 yilinda 685.000 kisinin 6liimiine sebep oldugu
bildirilmistir. Ayn1 ajansin Ongoriilerine gore, 2020 ve 2040 yillar1 arasinda demografik
degisiklikler nedeniyle kanser vakalarinda %50’lik artis beklenmektedir (Globocan, 2020).
Oliime sebep olan kanser hastaliklar1 arasinda besinci sirada yer alan meme kanseri, birgok
iilkede yeni vaka orani (insidans) ve Olim orami (mortalite) agisindan birinci sirada yer
almaktadir. Kadinlarda sik goriilen, malign (kotii huylu) tiimor olan meme kanseri, bu hastalik

sebebiyle hayatin1 kaybeden kadinlarin 1/6’sin1 olusturmaktadir (Sung et al. 2021).

Diinya’da 6nemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikan kanser, genlerde meydana
gelen ardisik mutasyonlar sonucu hiicre fonksiyonlarinin degismesiyle olugsmaktadir. Kimyasal
bilesiklerin ve meydana gelen gen mutasyonlarinin kanserli hiicrelerin olusumunda 6nemli bir
rol oynadigi bilinmektedir. Tiim kanserlerin yaklasik %7’si ise viriisler, bakteriler ve radyasyon
isinlarindan kaynaklanmaktadir (Parkin, 2006). Genel olarak kanser, hiicresel iliskilerin ve
hayati genlerin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu bozulmalar, anormal
¢ogalmaya neden olan hiicre dongiisiinde etkili olmaktadir (Knutsen, 1998; Seto et al. 2010).
Normal kosullarda hiicre boliinmesini ve biliylimesini diizenleyen proto-onkogenler, cesitli
genetik mutasyonlar sonucu onkogenlere doniismektedir (Shtivelman et al. 1985). Genetik
bozukluklara neden olan ve onkogen olusumunda etkili olan genetik degisiklikler arasinda
kromozomal translokasyon, amplifikasyon, nokta mutasyonu, insersiyon ve delesyon yer
almaktadir (Y. Zhang et al. 2010). Ayrica, apoptozu etkileyen hiicre i¢i ve hiicre dis1 yollarin
diizensizligi de kanser olusumuyla ilgili kritik bir faktordiir (EImore, 2007).

Hemen hemen tiim meme kanserleri, memenin fonksiyonel birimi olan lobiiler
birimlerinde ortaya ¢ikmaktadir (Foote & Stewart, 1946). Ancak, meme kanserinin baslatildig

mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Hiicresel diizeyde, epigenetik degisiklikler ve kanser



kok hiicrelerinin mekanizmasi durumu karmasik hale getirmektedir (Bombonati & Sgroi,
2011).

Bitki ve hayvanlardan elde edilen ilaglar, mikroorganizmalar ve onlardan elde edilen
irlinler, kanser de dahil olmak {izere birgok hastaligin 6nlenmesi ve tedavisi agisindan biiyiik
katk1 saglamaktadir (Forbes, 2010; Guilford & Pezzuto, 2008; A. Harvey, 1998; Alan Harvey,
2000; Mehta et al. 2010; Mehta & Pezzuto, 2002). Giiniimiizde uygulanan kanser tedavi
yontemleri (6rnegin kemoterapi), tiimorlerin ilaca zamanla direng gelistirmesi ve kanser
hiicrelerinin  diger saglikli dokulara yayillmasi (metastaz) nedeniyle yeterince etkili
olamamaktadir (lyer et al. 2013). Bu nedenle, etkili kanser tedavisi i¢in yeni yontemlere veya
mevcut tedavi yontemlerinin g¢esitli kombinasyonlarla birlikte kullanilmasma (dual terapi)
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir¢ok hastaligin tedavisinde ilag olarak kullanilabilme potansiyeline
sahip olan, hedefe spesifik olarak baglanan ve saglikli hiicreler icin diisiik toksisite gdsteren
terapotik 6zellikteki peptit ve proteinler saglik alaninda oldukga 6nemli bir yere sahiptir (Joseph
etal. 2017).

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, birden fazla tedavi yonteminin bir arada uygulanabildigi
bir tedavi yaklagimi, kanserle miicadelede etkili bir rol oynayabilir. Birden fazla ajanin terapotik
amagla bir araya getirilmesi noktasinda son yillarda biiyiik ilgi géren nano sistemler, bu
anlamda oldukga kullanighdir. Nano sistemler, kontrollii bir sekilde programlanabilir ve hedef
dokuda aktive edilerek Onerilen tedavinin yan etkileri sinirlandirilabilir. Bu tez ¢alismasinda,
manyetik nanopartikiil (MNP) sistemi kullanilarak meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinin
manyetik hipertermi ile destekli bir gen terapisi yaklasimi ile segici olarak yok edilmesi
amagclandi. Gen terapi kapsaminda, antikanser 6zellige sahip mikrobiyal kaynakli azurin protein
geninin Pusp kontroli altinda manyetik hipertermi aracili 1s1 ile indiiksiyonu sonucu
ekspresyonu saglandi. Bu yolla hiicrelerde bir¢ok yoldan (hipertermi, MNP ve azurin) es
zamanlt sitotoksik etki olusturularak kanser hiicrelerinin yok edilmesi hedeflendi. Bu

dogrultuda;
e ki farkli rekombinant DNA hazirlands;

a. pHSP-GFP; pCMV-GFP’de bulunan CMV promotoriiniin (Pcmv), Phse ile yer
degistirilmesiyle elde edildi. pHSP-Azu; tedavi amagli (dual terapi igin)
kullanilacak olan rekombinant plazmit DNA’dir. Tasidig1 Pusp, sicaklik artigina
bagl olarak akis asagi (downstream) bdlgesine yerlestirilen azurin geninin

ekspresyonunu saglayacaktir.



PHSP-Azu; tedavi amagli (dual terapi icin) kullanilacak olan rekombinant
DNA’dir. Tasidigi Pusp, sicaklik artisina bagli olarak akis asagi bolgesine

yerlestirilen azurin geninin ekspresyonunu saglayacaktir.

Pusp arkasina durdurma (stop) kodonu tasiyan ve tagimayan azurin geninin
yerlestirilmesi ile pHSP-Azu elde edildi, bu plazmitler E. coli IM109 hiicrelerinde
klonlandi.

Gen aktarim ajani olarak, ylizeyi pozitiflestirilmis manyetik silika nanopartikiilleri
(MSNP-NH2) kullanildi. pHSP-Azu, MSNP-NH: ile bir araya getirilerek MSNP-
NH2/DNA kompleksi olusturuldu (manyetofektin) ve elde edilen kompleks MCF-
10A (kontrol) ve MCF-7 (tiimorijenik) hiicrelerine bir miknatis yardimiyla transfer
edildi.

Manyetik hipertermi uygulamasi i¢in, gen yiiklii veya gen yiiklenmeyen MSNP-
NH: ile muamele edilmis hiicreler, belirli siirelerde manyetik alan altinda tutuldu.
Dual terapi uygulanan hiicrelerde sitotoksisite, proliferasyon ve hiicre 6liim testleri
yapildi. Daha sonra, terapi yapilan hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi ve
cDNA elde edildikten sonra apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinin
belirlenebilmesi i¢in Real-time PCR (QRT-PCR) gerceklestirildi.

118Z150 numarali proje kapsaminda gerceklestirilen bu tez ¢alismasinda hem
kanserli dokuya hedeflenebilen hem de dual terapi (manyetik hipertermi +
hipertermi indiiksiyonlu azurin ekspresyonu) imkéani saglayan ve daha Once
uygulanmamis olan 6zgiin bir yaklasim ortaya konulmaktadir. Bu ¢aligmada ilk
defa azurin terap6tik geni igeren ve sicaklik artisi ile indiiklenebilir bir rekombinant
plazmit kullanildi. Rekombinant plazmiti tastyan MSNP’leri alan hiicrelerde, AC
manyetik alan uygulamas: sonucunda sicaklik artisiyla birlikte ilk defa kanser
hiicrelerinde azurin ekspresyonu gergeklestirildi. Dolayisiyla kanser tedavisinde
onemli bir isleve sahip olan azurin proteininin ilk defa kanser hiicrelerinde terapi
amaciyla ekspresyonu ve gen terapisinin MHT ile desteklenmesi, bu ¢alismanin

0zglin yanlaridir.



KURAMSAL TEMELLER

Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri, molekiiler diizeyde heterojen bir hastaliktir. Sadece memede bulunan
veya koltukaltt lenf diigiimlerine yayilan kanser olan erken meme kanseri tedavi
edilebilmektedir. Hastaya tan1 konulduktan sonra asil amag, hastaligin kontrol altina
alinmasidir. Metastaz yetene8i olmayan meme kanserinde amag¢ hastanin sag kalimini
saglamak, metastaz riskini en aza indirmek ve semptomlarin ortadan kaldirilmasini saglayip
hastanin eski yasam kalitesini yeniden kazanmasimi saglamaktir. Metastatik meme
kanserindeyse, semptomlari azaltarak hastanin sag kalim siiresinin uzatilmasi1 amaglanmaktadir

(Rahman, 2011).

Meme kanseri tedavisi, bu hastaligimn en yaygm alt tiirlerinin molekiiler
mekanizmalarimin  ve yolaklarinin aydinlatilmasiyla, son yillarda 6nemli ilerlemeler
kaydetmistir. Meme kanseri i¢in geleneksel tedavi segenekleri arasinda yer alan ve viicudun
geri kalanini etkilemeden tiimorii tedavi eden cerrahi yontem, tiimoriin metastaz yapmasi
durumunda yetersiz kalmaktadir. Radyasyon tedavisi, timoriin kii¢iilmesi ya da tamamen yok
olmasi icin giliclii enerji dalgalarini ileterek tiimor hiicre boliinmesini hedeflerken,
kemoterapinin amaci tiimdr hiicresi biiylimesine ve boliinmesine miidahale etmektir. Cerrahi
yontemle birlikte radyoterapi ve kemoterapi, meme kanseri alt tiplerinde tedavi amaciyla
kullanilmaktadir (Nofech-Mozes et al. 2009). Kemoterapi ve radyoterapi, hayatta kalma oranini
artirmak i¢in gili¢lii kanser tedavi teknikleri olmasina ragmen bu teknikler, hastalarin saglikli
organlari tizerinde akut ve uzun vadeli olumsuz etkilere yol agabilmektedir (S. Cai et al. 2010;
Dao & Hanson, 2012). Geleneksel tedavi yontemlerinden kaynaklanan bu olumsuz sonuglar,
arastirmacilar1 yeni tedavi yaklagimlarini arastirmaya yoneltmistir ve bunlardan biri de hedefe

yonelik tedavidir.

Hedefe yonelik tedavi, kanser hiicrelerinin biiyiimesini, boliinmesini ve yayilmasini
kontrol eden proteinleri hedef alan kanser tedavilerinden biridir. Arastirmacilar, kansere neden
olan DNA yapisindaki degisiklikler ve proteinler hakkinda daha fazla sey 6grendik¢e bu
proteinleri hedef alan tedavileri daha iyi tasarlayabileceklerdir. Potansiyel hedefleri belirlemeye
yonelik  yaklasim, kanser hiicrelerindeki farkli proteinlerin  miktarlarini  normal
hiicrelerdekilerle karsilastirmaktir. Kanser hiicrelerinde bulunan ancak normal hiicrelerde

bulunmayan veya kanser hiicrelerinde daha fazla bulunan proteinler, 6zellikle hiicre biiyiimesi



veya hayatta kalmasiyla ilgili olduklar1 biliniyorsa potansiyel hedef olacaktir. Hedefe yonelik

tedaviler arasinda hormon terapileri, sinyal transdiiksiyon inhibitorleri, gen ekspresyon

modiilleri, apoptoz indiikleyicileri, anjiyogenez inhibitorleri, immiinoterapiler ve toksin

dagitim molekiilleri yer almaktadir. Kanser tedavisinde kullanilmak {izere birgok farkli hedefe

yonelik tedavi Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan

onaylanmistir ve bunlarin bir kism1 Tablo 1’de verilmistir (Correia et al. 2021; NCI, 2022)

Tablo 1. FDA Tarafindan Meme Kanseri Tedavisi I¢cin Onaylanan Bazi laclar

ONLEYICi

TEDAVI EDICi

MEME KANSERI iCIN
ONAYLANMIS iILACLAR KISA ACIKLAMA
Raloksifen hidrokloriir Segici Ostrojen Reseptdr Modiilatdrii (SERM). Ostrojen reseptoriine baglanma

Tamoksifen sitrat

Abemaciclib

Ado-trastuzumab emtansin

Dosetaksel

Doksorubisin hidrokloriir

Gemsitabin hidrokloriir
Iksabepilon
Metotreksat

Neratinib maleat

Paklitaksel

Palbociclib
Pembrolizumab
Ribociclib
Tiotepa

Tucatinib

icin Ostrojen ile rekabet eder.

Bu ilacin aktif metabolitleri, dstrojen reseptdriine baglanmak igin dstrojen ile
rekabet eder.

CDK4 ve CDK6’y1 hedefleyen Sikline Bagl Kinaz (CDK) inhibit6rii.

Sitotoksik  bir ilag olan emtansine bagli monoklonal antikor,
trastuzumab. Trastuzumab, HER2/neu  reseptoriine  baglanarak  kanser
hiicrelerinin biiyiimesini durdurur. Emtansin, tiibiiline baglanarak hiicreleri yok
eder.

Antimitotik kemoterapi ilaci, bitki alkaloidi. Mikrotiibiil diizenegini destekler ve
stabilize eder.

Bir antrasiklin antibiyotik olan doksorubisinin hidrokloriir tuzu. DNA’daki baz
ciftleri arasina girer, topoizomeraz Il enzimini inhibe eder ve serbest oksijen
radikallerini olusturur.

Hiicre ici olarak aktif metabolitlerine donistiiriiliir, DNA sentezi ve dahil
edilmesi i¢in mevcut deoksiniikleotit havuzunda bir azalmaya yol agar.

Tiibiiline baglanir ve polimerizasyonunu destekler. Mikrotiibiil stabilizasyonunu
destekler.

Antikanser ve immiinosiipresan aktiviteleri olan antimetabolit ve antifolat ilaci.
DNA, RNA ve proteinlerin sentezini inhibe eder.

EGFR, HER2 ve HER4 eksprese eden karsinomlara karsi antitiimor etki
gosteren tirozin kinaz inhibitori.

Tibilline baglanarak hiicre boliinmesini  durdurarak  mikrotiibiillerin
pargalanmasini engeller. Ayrica BCL2 fonksiyonunu bloke ederek apoptozu
indiikler (antiapoptotik protein).

CDK inhibitorii. Hiicre dongiisiinin G1 fazinda retinoblastoma protein
fosforilasyonunu inhibe ederek CDK4 ve CDK6’y1 inhibe eder.

Programlanmig hiicre 6liim proteini 1 (PD-1) reseptoriine karst monoklonal
antikor.

Siklin D1/CDK4 ve siklin D3/CDK6 yolunu hedefleyerek hiicre dongiisiinii
deregiile eden CDK inhibitdrii.

Hem DNA replikasyonuna hem de hiicre béliinmesine miidahale eden alkilleyici
ajan.

insan epidermal biiyiime faktorii reseptdrii tirozin kinazi (HER2 reseptorii)
inhibe eder.

Hedefe yonelik tedavi

Meme kanseri i¢in hedefe yonelik tedavi, tiimorli hiicrenin biiyiimesi, ¢ogalmasi ve

hayatta kalmas ile iligkili molekiillerin spesifik olarak hedeflenerek islevlerinin engellenmesini



saglayacak ila¢ veya maddelerle gerceklestirilmektedir. Meme kanseri hastaliginda uygulanan

baz1 hedefe yonelik tedavi tiirleri Sekil 1°de sematik olarak gosterilmistir.

CAR-T Hucre Tedavisi
AXL hedefli CAR-T
c-Met hedefli CAR-T

NKG2DL hedefli CAR-T
HER2 hedefli CAR-T

b ol b ol b

Peptit Bazli Asilar
Gen Bazli Asi

1 - DNA Asilari

Dendritik Hiicre Bazli Asi

TEDAVILER

X
-
L
4
O
>
(1]
L
L
o
Ll
I

Tam Hiicre Asisi

1 Anti-PD1/PDL1 inhibitorleri

Sekil 1. Meme kanseri hastaliginda uygulanan bazi hedefe yonelik tedavi tiirlerinin listesi

Tiimoriin ilerlemesi veya gerilemesi apoptoz ve hiicre proliferasyonu arasindaki
dengeye dayanmaktadir. Hiicre 6liimii i¢in nekroz ve programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz
olmak iizere iki ayri mekanizma bulunmaktadir. Nekroz, inflamatuar hiicresel igerigin
kontrolsiiz salinimi ile ¢evresel bozulmalardan kaynaklanan pasif ve kaza sonucu hiicre 6liimii
olarak karakterize edilmistir (Fink & Cookson, 2005). Programlanmis hiicre 6liimii ise hem
hiicre i¢i hem hiicre dis1 belirli sinyallere karsi programlanan hiicre intihar prosediiriidiir ancak,
son ¢alismalar programlanmis hiicre 6liimiiniin apoptotik olmayan formlarinin da bulundugunu
bildirmektedir (Park & Kim, 2017; Rauf et al. 2016). Programlanmis hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli
organizmalarda biiyiik bir 6neme sahip olup hiicre sayisinda uygun diizenlemeyi saglamakta ve
doku homeostazini korumaktadir (Fink & Cookson, 2005). Belirli hiicre tipinde, belirleyici
fizyolojik kosullar altinda gerceklesen programlanmis hiicre Sliimiine, hiicreye zarar veren
eksojen ajanlar ve dokuya 6zgii endojen ajanlar sebep olmaktadir. Cogu hiicre tipine tepki veren
enfeksiyoz ajanlar ve fiziksel ajanlar, programlanmis hiicre 6liimiiniin eksojen aktivasyonlarina
neden olmaktadir (Green & Llambi, 2015). Apoptotik hiicre 6liimii genellikle hiicre biiziilmesi,
hiicre dis1 matrislere yapisma kaybi, membranin yapisinin bozulmasi ve ¢ekirdekte meydana
gelen DNA’nin pargalanmasinin yani sira kromatin materyalinin yogunlasmasi gibi dzellikler
sergilemektedir. Apoptoz ve hiicre proliferasyonu arasindaki dengeyi koruma amaciyla

tasarlanan yeni yaklagimlar i¢in yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir (Renehan et al. 2001).



Tiim kanser tiirleri i¢in mevcut tedavilerin gesitliligine ragmen, bircogu i¢in etkinlik ve
giivenlik sorunlar1 devam etmektedir ve bu durum hem tedavi sonucunu hem de hasta uyumunu
etkilemektedir. Ayrica diinya olgeginde meme kanserine neden olan hem vaka hem de 6lim
sayisin1 azaltmada etkili olan ve daha ekonomik olan yeni yaklasimlarin incelenmesi
gerekmektedir. Meme kanseri tedavisinde de biiyiik bir 6nem tasiyan apoptoz mekanizmasi,
daha az yan etki beklentisi nedeniyle 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir (Cao et al.
2017).

Gen terapisi

Gen terapisi, eksojen genlerin belirli yontemler kullanilarak belirli hiicrelere
aktarilmasiyla hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilan yeni bir terapotik tedavi sinifidir. Klinik
asamada muazzam bir potansiyele sahip olsa da diisiik etkinlik veya gilivenlik endiseleri
nedeniyle basarili tedavilerin gelistirilmesi son derece zordur. Bununla birlikte, genetik ve
malzeme bilimlerindeki kesifler ve gelismeler, bu yeni terapétiklerin bazilarinin basarili klinik
uygulamasimi miimkiin kilmistir (E. et al. 2018). Anti-anjiyogenik gen terapisi, intihar gen
terapisi, immiinomodiilator gen terapisi, sSiRNA tedavisi, pro-apoptotik gen terapisi ve onkolitik
gen terapisi gibi kanser i¢in ¢esitli gen tedavi stratejileri gelistirilmistir. Glinlimiize kadar diinya
capinda gen terapisi iizerine binlerce klinik ¢aligma yiiriitiilmiis ve onaylanmistir. Bunlarin
biiyiik bir kisminin kanser gen terapisi ile iliskili olmasi, gen terapisinin kalitsal hastaliklarla
sinirli olmadigini ve kanser gibi edinsel hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir yaklasim

haline geldigini de gdstermektedir.

Gen terapisinin basarili bir sekilde devam etmesi ic¢in terapdtik genlerin hiicre
cekirdegine girmesi ve ifade edilmesi gerekmektedir. Terapotik genlerin hedef hiicrelere
iletilme zorlugu ve hiicre i¢ine alinan genlerin ¢ekirdege ulasamadan sitoplazmada karsilastigi
zorlu kosullardan kagamamasi, yontemin basarisini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, gen
terapisinin bagarist i¢in temel kosul, giivenli ve verimli gen tasiyicilarin veya sistemlerin
gelistirilmesi ve hedef genin hiicrelerde c¢ekirdege kadar basarili bir sekilde ulastirilmasinin
ardindan gen ifadesinin saglanmasidir (F. Liu & Huang, 2002). Gen aktariminda kullanilacak
olan ideal gen tasima sistemleri, hedef hiicrelere erisme yetenegine sahip olmali, verimli gen
ekspresyonu i¢in uygun olmali ve biyolojik olarak pargalanabilir olmasinin yani sira depolama
ve uygulama sonrasinda kararliligin1i koruyabilmelidir. Ayrica, immiinojenik o6zellik
gostermemeli ve hiicre igin toksik etki olusturmamalidir (Luo & Saltzman, 2000). Gen
terapisinde kullanilan tasiyici sistemler genel olarak, viral ve viral olmayan vektdrler olmak

tizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2).
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Gen aktarim sistemlerinde en yaygin olarak kullanilan wviral vektorler, dogal
transfeksiyon kabiliyetine sahip viriislerden tiiretilmistir (EI-Aneed, 2004). Viral vektorler,
heterolog genleri hedeflenen hiicrelere ulastirmak i¢in genellikle gelistirilmis verimlilik,
artirtlmis giivenlik ve hiicresel alim igin genetik olarak modifiye edilmektedir (Ramsey et al.
2010). Buna dayal1 olarak, adenoviriis, adeno-iliskili viriis (AAV), retroviriis, herpes simpleks
virtisit (HSV), lentiviriis ve poxviriis gibi yaygin olarak kullanilan viral vektorler dahil olmak
tizere bir dizi viral vektor tanimlanmis ve gen aktarimi igin arastirilmistir (C. Zhang et al. 2011).
Genel olarak, gelencksel transfeksiyon yontemleriyle karsilastirildiginda viral vektorler,
yiiksek transfeksiyon verimlilikleri, etkin endozomal kagiglar1 ve uzun siireli gen ekspresyonu
saglamalar1 nedeniyle hala gen aktarim arastirmalarinin 6nemli bir pargasidir. Bununla birlikte,
bu vektorlerin immiinojenisitesi, mutajenitesi, toksisitesi, yliksek maliyeti ve transfekte edilmis
genin boyutunun sinirlandirilmast gibi sahip oldugu c¢esitli potansiyel problemler, bu gen
aktarim teknolojisinin klinikte kullanimini sinirlandirmaktadir (Robbins & Ghivizzani, 1998;
Touchefeu et al. 2010).

Viral vektorlerin potansiyel sinirlandirmalarinin {istesinden gelmek igin, viriis aracilt
olmayan fiziksel ve kimyasal gen aktarim ydntemlerinin gelistirilmesine odaklanilmistir.
Yaygin olarak kullanilan kimyasal vektorler, sentetik materyalin dogasina gore katyonik
polimerler ve katyonik lipozomlar olmak tizere iki ana tipte siniflandirilabilir. Gen aktarimi i¢in
en ¢ekici alternatif haline gelen sentetik tasiyicilarin, immiinojenik olmamasi, genlerin konak
kromozomuna entegrasyonunun olmamasi, yiiksek gen yiikleme kapasitesine sahip olmasi,
uygun ve verimli liretimin gergeklestirilebilmesi, toksik olmayan gen aktarimi i¢in polimerlerin
yapisal modifikasyonunun saglanabilmesi gibi bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Katyonik
lipozomlarin klinik deneylerde birkac calisma ile sundugu umut verici sonuglara ragmen,
transfeksiyon verimliliginin diisiik olmasi ve toksik etki gostermesi yaygin kullanimini
engellemektedir (Hortobagyi et al. 2001). Bu nedenle, yeni tanimlanan katyonik g¢ekirdek-
kabuk nanopartikiilleri, yliksek gen transfeksiyon verimliligi, ilaclarin ve genlerin ayni
hiicrelere ayn1 anda teslim yetenegi gibi ¢ok sayida avantaj sundugundan, lipozomlara bir
alternatif olarak goriilmektedir (Y. Wang et al. 2006). Katyonik polimerler, polietilen glikol
(PEG) modifiye katyonik lipidler, polietileniminler (PEI’ler) ve bunlarin tiirevleri, kitosan ve
modifiye kitosan, amfifilik poli(L-lisin), poliamidoaminler (PAA’lar) gen tasiyicilar1 olarak
kullanilmaktadir (B. et al. 2007). Bunlar arasinda yer alan PEI’ler ve modifiye PEI’ler, yiiksek
miktarda DNA yogunlasmasini saglayan ve proton siinger etkisi sayesinde endozomlardan
kagarak mitkemmel bir gen aktarim yetenegi sergileyen katyonik polimer siifidir (1zzedine et
al. 2009). Gen tasiyicilari igin ortak engeller arasinda hiicre dis1 ortamda poliplekslerin

kararsizlig1, yetersiz hiicresel alim, diisiik endozomal kacis ve ¢ekirdege diisiik translokasyonun



gerceklesmesi yer almaktadir. Katyonik tasiyicilarin, kan bilesenleriyle etkilesimi, toksisite
gostermesi ve tasiyicilarin belirli hiicrelere gore diisiik hedefleme gostermesi gibi sinirliliklar
bulunmaktadir (Tazawa et al. 2013). Bu nedenle, genellikle gen transfeksiyonunu sinirlayan

hiicre dis1 ve hiicre i¢i engelleri anlamak ve buna gore yeni stratejiler gelistirmek énemlidir.

Gen aktariminda kullanilan fiziksel yontemler arasinda mikroenjeksiyon, mikropartikiil
bombardimani, ultrason aracili mikrokabarcik (sonoporasyon), elektroporasyon, fotoporasyon,
hidroporasyon, mekanik masaj ve son yillarda oldukga popiiler olan manyetofeksiyon yontemi
bulunmaktadir. Viral vektorlerle karsilastirildiginda, bu yontemlerin gen aktarimi agisindan
daha giivenli ve verimli olmasi, arastirmacilarin daha ¢ok ilgisini ¢ekmistir (Ramamoorth,

2015). Fakat, her yontemin kendi igerisinde bir takim avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Mikroenjeksiyon yonteminde, niikleik asitler hiicrelere basarili bir sekilde aktarilmakta
ancak yontemin tecriibe gerektirmesi ve zahmetli olmasinin yani sira siklikla hiicre 6liimiine de
neden olmasi gibi dezavantajlart bulunmaktadir (Kim & Eberwine, 2010). Fiziksel
yontemlerden biri olan biyolistik parcacik ile gen aktarim yonteminin basit ve giivenilir
olmasinin yani sira pahali aletler gerektirmesi ve drneklerde fiziksel hasara sebep olmas1 gibi

smirlandirmalar1 mevcuttur (Kim & Eberwine, 2010).

Gen aktariminda en yaygin kullanilan fiziksel yontem olan elektroporasyon yontemi,
kolay ve hizli oldugu i¢in optimum elektroporasyon kosullar1 belirlendiginde ¢ok sayida hiicre,
kisa siirede transfekte edilebilmektedir. Buna karsin, hiicrelere yiiksek elektrik akimi
uygulandiginda hiicre zarinda agilan porlarin agik kalmasi ve buna bagli olarak hiicrenin
gecirgenliginin bozulmasi sonucu hiicreye madde giris ¢ikis dengesinin bozulmasi gibi

dezavantaji1 bulunmaktadir.

Optoporasyon veya fototransfeksiyon olarak da bilinen lazer aracili transfeksiyon
yonteminde, lazer, hiicre zarinda gézenek olusturmakta ve ortam ile sitozol arasindaki ozmotik
farktan dolay1 ortamda bulunan niikleik asitler hiicre icine aktarilmaktadir. Cok kiigiik hiicrelere
gen aktariminin yapilabilmesi, yontemi cazip hale getirse de pahal1 bir lazer mikroskop sistemi

gerektirmesi, yontemin kullanimini sinirlandirmaktadir (Kim & Eberwine, 2010).

Kanser i¢in gen terapisi uygulamalari; immiinoterapi, onkolitik viroterapi ve gen
aktarimi olmak tizere ii¢ kisma ayrilmaktadir. Genellikle, kanser hiicrelerine yeni gen aktarimi
ya 6liim i¢in ya da bu hiicrelerin normal fenotipine geri dondiiriilmesi amaciyla yapilir (Cross
& Burmester, 2006). Simdiye kadar akciger ve deri tiimorleriyle, jinekolojik, iirolojik,
norolojik, gastrointestinal, pediatrik, hematolojik tiimorlerle miicadele igin gen terapisi

calismalar1 yapilmistir (Khan et al. 2016).
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Bu tip tedavi yaklagiminin en heyecan verici yonii hiicrelere gen aktariminin
yapilmasidir. Ancak, gen aktarim terapisinde kullanilan plazmit DNA’nin biyo-bozunur
potansiyelinin yiiksek olmasi, boyutunun biiylik ve elektrostatik olarak negatif yiliklii olmasi
onun hiicre igine girisini ve ¢ekirdege ulasmasini engellemektedir. In vivo uygulamalarda
rekombinant DNA’larin (rDNA) dolasimda yarilanma omiirleri ¢ok kisadir ve bunlar hem hiicre
ici hem de hiicreler arasi sindirim enzimlerinin hedefidirler. Bu nedenle bazi aragtirmacilar,
dolasimda biyo-bozunmanin 6niine gegmek amaciyla genellikle rDNA’lar1 tasiyici bir platform
vasitastyla dogrudan hedef bolgeye ulastirmay1 hedeflemektedir. Gen aktarimi, oligodendromer
DNA kaplama ve elektroporasyon gibi viral olmayan yontemlerle (Patil et al. 2005) ve viral
vektorlerle gerceklestirilebilmektedir. Arastirmacilar, yiliksek transfeksiyon etkinligine ragmen
viral vektorler yerine daha az zarari olan viral olmayan yontemlerin niikleik asit aktarim

etkinligini artirmay1 amaglamaktadir (Silva et al. 2015).

Transfeksiyon yontemlerinde kullanilan rDNA’lar diflizyonla hiicre igerisine
gegmektedir (Mykhaylyk et al. 2007). Bu siiregte rDNA, serum igeren ortamlarda zamanla
par¢alanmaktadir. Bu problemi ¢6zmek i¢in, yiiksek konsantrasyonda uygulama yapilabilir
ancak bu durumda rDNA kaynakli sitotoksisite gozlenir. Bu nedenle, hizla hiicre igine
gecebilecek, transfeksiyon/transdiiksiyon etkinligi yiiksek olan manyetofeksiyon yontemi
gelistirilmistir (Huth et al. 2004). Bu yontemde manyetik nanopartikiillere (MNP) yiiklenen
niikleik asit veya rDNA, miknatis ile saglanan gecici manyetik alan etkisi ile hiicre i¢ine
cekilmektedir (Schillinger et al. 2005). Lokal uygulama imkani sunan manyetofeksiyon ile
sadece miknatis tutulan bdlgede gen aktarimi olacagi igin saglikli dokularin terapotik ajana
maruz kalmasi engellenmekte ve yan etkiler azaltilmaktadir. Simdiye kadar miknatislarin
olusturdugu manyetik alanin hiicreler i¢in olumsuz bir etkisine dair herhangi bir bulgu elde
edilmemistir (Golovin et al. 2015; Mykhaylyk et al. 2007). Bu islem i¢in kullanilan MNP’ler
ise hiicre i¢i degredasyon ile viicuttan uzaklastirilan biyo-uyumlu ve toksisitesi smirli olan

yapilardir (Cauda et al. 2010).

Viral olmayan vektorlerin hem diisiik olan etkinligini ve hedeflenmesini artirmak hem
de diger yontemlerin sahip oldugu dezavantajlarin {istesinden gelerek sinirlandirmalari ortadan
kaldirmak amaciyla “manyetofeksiyon” ad1 verilen yeni bir teknoloji gelistirilmistir (X. Wang
et al. 2009). Manyetofeksiyon, MNP ile iliskili DNA’nin hedef hiicrelere alinmasini tesvik
etmek i¢cin manyetik alan kullanan ideal ve olduk¢a verimli bir gen aktarim yontemi olarak
kabul edilmektedir (X. Zhao et al. 2017). Bu yontemin, in vitro yiiksek verimli gen taramasi
icin yeni bir arag¢ saglayabilecegi ve in vivo gen terapisindeki temel sinirlamalarin iistesinden

gelmeye yardimci olabilecegi bildirilmistir (Bergers & Song, 2005; Scherer et al. 2002).
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Manyetofeksiyon yonteminde, genellikle polimer kapli ve biyolojik olarak bozunabilir demir
oksit nanopartikiiller kullanilmaktadir. Bu teknolojinin, genetik materyalin manyetik alan
yardimiyla hedef hiicre ylizeyine hatta icine aktarilmasina olanak sagladigi, cevresel
dokulardaki manyetik partikiillerin konumunun gosterilmesi ile ispatlanmistir (Izzedine et al.
2009). MNP’lere yiiklenmis olan DNA’nin, ¢ekirdege gitmek iizere sitoplazma ortamina
salindig1 ve serbest kalan MNP’lerin hiicresel fonksiyonlar etkilemeden hiicreler tarafindan
metabolize edildigi bilinmektedir (Huang et al. 2013). Manyetofeksiyon yontemi, endotelyal
hiicreler gibi primer hiicre kiiltiirlerinin yani sira in vitro ve in vivo olarak da gastrointestinal
sistem ve kan damarlarinda lokal olarak yiiksek transfeksiyon etkinligi géstermistir (Bergers &
Song, 2005).

Gen aktariminda nanopartikiiller

Genler, canlilarin kalitsal karakterlerinin canliliklarini devam ettirebilmeleri i¢in gerekli
olan proteinlerin kodlarin1 tastyan, kromozom lizerinde lokalize olmus, kodladigi proteine gore
farkli uzunluklarda bulunan DNA dizileridir. Transfeksiyon, hiicrelerin genetigini degistirmek
amaciyla yabanci niikleik asitlerin hiicre icerisine gonderildigi bir prosediirdiir. Genin
fonksiyonunun, regiilasyonunun ve protein fonksiyonunun tetkik edilmesi i¢in etkili bir analitik
aragtir (Recillas-Targa, 2006). Gen terapisinin ana amaci, hedef geni spesifik olarak istenen
hedef hiicreye tasimak i¢in kabul edilebilir bir tasiyict segmek ve tedavi i¢in onun etkin bir
sekilde ekspresyonunu saglamaktir (Kumar et al. 2019). Gen aktariminda segilecek en ideal
yontem; transfeksiyon etkinliginin yiiksek, hiicre toksisitesinin miimkiin oldugu kadar disiik,
alict hiicre iizerindeki olumsuz etkinin minimum oldugu, bunun yani sira yOntemin

kullaniminin kolay ve tekrarlanabilir oldugu yontemdir (Kim & Eberwine, 2010).

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki geligmelerin hizla artmasi ve diger temel
bilimlerle birlestirilerek hedefe yonelik ¢cok daha etkili yontemlerin gelistirilmesine bagli olarak
alaninda 0zgiin bircok calisma yapilmaktadir. Nanoteknolojik yontemlerle elde edilen
nanopartikiiller, 10-100 nm araliginda bir boyuta sahip partikiil dispersiyonlar1 veya kati
partikiiller olarak tanimlanabilir. Gen terapisinde, DNA tasiyicist olarak kullanilan
nanopartikiiller (NP) manyetik alan altinda belirli bir organ1 hedefleyebilmektedir. NP’lerin
yiizeyine DNA baglama i¢in en basit yaklasim, MNP’lerin ylizeyini katyonik maddelerle
kaplamak ve daha sonra bunlar elektrostatik adsorpsiyon yoluyla negatif yiiklii genlerle bir
araya getirmektir. Manyetofeksiyon yonteminin esasi; plazmitleri ve MNP’leri tuz igeren
tampon igerisinde bir araya getirerek kompleks olusturmak (manyetofektin) ve elde edilen bu
kompleksi, partikiilleri hiicrelere dogru ¢eken bir manyetik alanin etkisi altinda hiicrelere

gondermektir. Sonu¢ olarak; manyetofeksiyon yontemi ile tiim hiicrelerin manyetofektine
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maruz kalmast ve hiicrelerin ¢ogunun hizli bir sekilde bu kompleksi igine almasi

beklenmektedir (Mykhaylyk et al. 2007).

Viral olmayan gen aktarim yontemlerinin mevcut siirlandirmalarindan dolay1
siiperparamanyetik nanopartikiiller, manyetofeksiyon basta olmak iizere hiicre etiketleme ve
hedefleme, hiicresel terapi, doku onarimi, ilag tasima, manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
ve hipertermi alanlarinda yaygin kullanim potansiyeline sahiptir (Scherer et al. 2002). Bu
amagclarla kullanilan nanopartikiillerin, yiiksek manyetik doygunluk, biyo-uyumluluk ve
etkilesimli islevlerin birlesik 6zellikleri gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Demir
oksit NP’lerin sentezine yonelik yapilan bir¢ok ¢alisma ile kararli, biyo-uyumlu ve tek dagilimli
(monodispers) demir oksit NP’leri tiretmek i¢in verimli sentez yaklagimlari tanimlanmistir. En
yaygin kullanilan yontemler arasinda; birlikte ¢oktiirme, hidrotermal sentez, termal bozunma,

mikroemiilsiyon ve sonokimyasal sentez yontemi bulunmaktadir (Wu et al. 2008).

MNP’ler temel olarak; Fe, Co, Ni nanopartikiiller gibi saf metalleri, FePt ve CoPt gibi
manyetik nano-metal alagimlari, Fe3Oa, y-Fe2O3 gibi nano-ferritleri ve MnFe>O4, CoFe204 ve
ZnFe;O4 gibi metal katkili demir oksitleri igermektedir (Hao et al. 2010). En ¢ok
kullanilanlardan Fe3O4 ve y-Fe,03 partikiiller hem yiiksek siiperparamanyetik 6zellige sahip
hem de biyo-giivenilir olarak kabul edilmektedir (Akbarzadeh et al. 2012).

Ozgiin kimyasal ve manyetik &zellikleri, toksik olmamalar1 ve ekonomik olmalar:
nedeniyle MNP’ler, biyo-ayrim (RNA, DNA, protein vs.), goriintileme (MRI), hiicre
isaretleme, niikleik asit ve ila¢ aktarimi amaciyla kullanilmaktadir (Hayashi et al. 2014; Z.
Wang et al. 2016). Medikal uygulamalarda ¢ok tercih edilen Fe3O4 MNP’ler, 20 nm’den kiigiik
boyutlarda siiperparamanyetik 6zellik gostermektedir ve ¢ok diisiik sitotoksik etkiye sahiptir
(Hoang et al. 2015). Ancak FesOs MNP’ler, biyolojik ¢alismalarda kullanildiginda agregasyon
olusturarak hedef hiicre tarafindan alinmama, bagisiklik sistemince yakalanma, hiicre
tarafindan alindiktan sonra hemen atilma veya demir iyonu salma gibi problemlerle
karsilagilmaktadir. FesOs MNP’ler, manyetik 6zelliklerinden bir sey kaybetmeyecek sekilde
kabuk olusturan bir yap1 (silika, altin gibi) ile kaplanarak toksisitesi diisiiriilebilir (Sun et al.
2014). Yizey kimyasinin degistirilmesi, NP’lere ekstra kimyasal ve fiziksel o6zellikler
eklemektedir. Sonugta MNP’lerin, silika ile kaplanmasi (FesOs@SiO2) NP’leri daha kararli
kilmakta ve uygulama alanlarini artirmaktadir (Liberman et al. 2014; Sun et al. 2014).

Fe30s@SiO2 MNP’ler negatif yiizey yiikiine sahiptir. Manyetofeksiyon uygulamasinda
niikleik asitin MNP yiizeyine tutunabilmesi i¢in pozitif yiizey gerekmektedir. Bu amacla PEI
gibi katyonik polimerler siklikla kullanilmaktadir. Yapisindaki amin gruplart nedeniyle

fizyolojik pH’da pozitif yiike sahip olan PEIL, sentetik transfeksiyon ajani olarak niikleik asit
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aktariminda kullanilmaktadir. Dallanmis PEI, uzun zincirli yapisiyla DNA gibi
biyomolekiillerin baglanabilecegi ekstra bos alan sunmaktadir (Steitz et al. 2007). Yiiksek
molekiiler agirliga sahip PEI, yiiksek dozda kullanildiginda sitotoksiktir ancak diisiik molekiiler
agirliklarda ve tasiyici sistemlerde kullanilan dozlarda 6nemsiz diizeyde sitotoksisite gosterir
(Yang et al. 2015). Cesitli ¢alismalarda PEI, MNP lerin yiizey modifikasyonunda kullanilmistir
(6rnegin Fe304@SiO2@PEI eldesi igin) ve manyetofeksiyon yonteminde kullanimiyla yiiksek
transfeksiyon etkinligi elde edilmistir (Clima et al. 2015). Bununla birlikte PEI, MNP lerin
kararliligini artirir ve canli sistemlerde bagisiklik hiicreleri tarafindan taninmasii azaltir (H.
Cai et al. 2013). PEI kullanmanin bir diger avantaji ise manyetofeksiyonun ardindan, DNA’nin
hiicre sitoplazmasinda serbest kalmasini saglamasidir (proton siinger etkisi). Ayrica PEIL,
siRNA ile basarili bir sekilde baglanabilen bir ¢ekirdek-kabuk yapisi olusturmak igin
MNP’lerin yiizeyini dogrudan degistirebilme 6zelligine sahiptir. MNP lerin yiizeyini modifiye
etmede PEI’nin yani sira, poli arginin, poli-L-lisin (PLL) ve kitosanlar gibi diger polikatyonlar
da kullanilabilmektedir. Son yillarda biyolojik olarak pargalanabilen, 6zellikle polietilen glikol
(PEG) gibi hidrofilik polimer ile kapli olan polimerik nanopartikiiller, uzun siire sirkiile
edilebilmeleri nedeniyle potansiyel ila¢ tasima ajan1 olarak kullanilmaktadir. Yapilan gesitli
yiizey modifikasyonlari sayesinde MNP’lerin DNA baglama 6zellikleri artirilmakta ve bu da
manyetofeksiyonu verimli hale getirmektedir (Bi et al. 2020). Nanopartikiillerin yiizeyine DNA
baglamada kullanilan ikinci yaklasim ise, MNP’lerin yilizey yiikiiniin etkisi olmadan
gen/tasiyict komplekslerini olusturmaktir. Bu yaklagimda ise genler, ilk olarak polikatyona
baglanmakta daha sonra zit yiiklii MNP’ler ile bir araya getirilerek elektrostatik etkilesim
yoluyla gen/tasiyict komplekslerini olusturmaktadir. Sirasiyla; 12 sitrik asit (CA),
karboksilmetil-dekstran (CMD), g-aminopropiltrietoksisilan (APTES), betain ve PEI
modifikasyonu ile farkli yiiklit MNP’ lerin, karsilastirilabilir gen/tasiyict kompleksleri ve artmis
gen transfeksiyon verimliligini dogruladigi bildirilmistir. Son zamanlarda kanser tedavisinde
nanopartikiillerin bir uygulamasi, viral olmayan bir vektor olarak gen terapisinde kullanilacak
olan niikleik asitleri yilizeylerine yiikleyerek onlari, dogrudan hedef hiicre ¢ekirdeginin igine
almasini saglamaktir (Bi et al. 2020; Dobson, 2006).

Azurin

Glinlimiizde  mikroorganizmalarin ~ sekonder  metabolitleri, antibiyotik  ve
kemoterapoétiklerin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Ambler & Brown, 1967; Bernardes
et al. 2013). Bazi arastirmacilar, farkli mikrobiyal kaynaklarda ¢esitli antikanser molekiillerin
bulundugunu (Apiyo & Wittung-Stafshede, 2002) ve bu molekiillerin, normal hiicrelere kiyasla
kanserli dokular iizerinde daha toksik oldugunu bildirmistir (Forbes, 2010). Bu sebeple, son
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yillarda canli bakteri ve bakteriyel {iriinlerin kullanimina dayali, yeni terapdtik antikanser
ajanlarin gelistirilmesi konusuna artan bir ilgi vardir. Bu ¢aligmalarla, kanser hiicrelerinin gesitli
tiplerine kars1 pre-klinik seviyede antikanser aktivite gOsteren bazi bakteriyel protein ve
peptitler tanimlanmistir (Bernardes et al. 2013). Ornegin Pseudomonas aeruginosa’dan elde
edilen azurin ve endotoksin A, Streptococcus pneumoniae’den elde edilen Pep27anal2,
Corynebacterium diphtheriae’den elde edilen difteri toksini ve Enterococcus sp.’den elde

edilen entap, antikanser aktivite gostermektedir (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013).

Azurin (14 kDa, 128 amino asit), P. aeruginosa bakterisi tarafindan {iretilen, bakir
iceren B-kirmali tabakali tek domaine sahip suda ¢oziinebilen bir proteindir. Bu protein, bakir
iceren (cupredoxin) redoks protein ailesinin bir iiyesidir (Adman, 1991). Polipeptit zincirindeki
bakir iyonu, bu proteinin stabilitesini saglamaktadir (Pozdnyakova et al. 2001; Pozdnyakova &
Wittung-Stafshede, 2001). Bir redoks proteini olan azurin, insan meme kanseri hiicrelerine
girebilen ve hastalarda herhangi bir yan etkiye sebep olmaksizin apoptozu tesvik eden
antikanser bir ajan olarak son zamanlarda yogun ilgi ¢ekmektedir (Yamada, Goto, Punj,
Zaborina, Chen, et al. 2002a). Bu sebeple azurin sentez yontemlerine yonelik ¢alismalar 6nem
kazanmigtir. Azurinin tiimor hiicrelerini yikma yetenegi, kanser gelisimini inhibe eden bir
protein olan TP53’iin stabilitesini artirmasindan kaynaklanir. TP53, normalde yar1 6mrii birkag
dakika olan kararsiz bir proteindir. Saglikli hiicrelerde TP53 miktar1 ¢ok azken kanser
hiicrelerinde TP53 ekspresyonu yiiksek seviyededir (Kruiswijk et al. 2015). Azurin varliginda
TP53’iin stabilitesinin artmasi, reaktif oksijen tiirlerinin 6nemli diizeyde iiretimini ve buna bagl
olarak apoptozun tesvik edilmesini saglar (Goto et al. 2003; Yamada, Goto, Punj, Zaborina,
Chen, et al. 2002b). Azurin, antikanser aktivitesini birden fazla hedefle etkilesime girerek ve
hastaligin ilerlemesinde ¢oklu adimlara miidahale ederek gostermektedir (Gao et al. 2017).
Ancak, azurin tarafindan tesvik edilen apoptozun mekanizmasi tam olarak belirlenmis degildir.
Sadece hiicre ¢ekirdeginde azurinin, TP53’lin ve mitokondriyal sitokrom c’nin sitozole
salinmasini tetikleyen Bax’1n intraselliiler seviyesini artirdig1 ve bu prosesin hiicresel gelisimde
ve hiicresel homeostazinin devaminda temel proses olan apoptozu baslatan kaspaz kaskadini
(kaspaz-7 ve 9) aktive ettigi bilinmektedir (Punj et al. 2004). Ailede meme veya yumurtalik
kanseri Oykiisii olan kisilerde ve BRCA1/BRCA2 mutasyonlar1 teshisi konmus kadinlarda
haftalik veya iki haftada bir azurin enjeksiyonu ile bu tiir risk altindaki kisilerde kanserin
baslangicinin biiyiik l¢iide azaltilacagi diisiiniilmektedir (Fialho & Chakrabarty, 2012). Ayrica
azurin, melanom olmayan cilt kanseri disinda kadinlarda en sik rastlanilan kanser tipi olan
meme kanseri hiicre proliferasyonunu bloke etmekte ve hem in vitro hem de in vivo

mitokondriyal yolla apoptozu indiiklemektedir. Bu nedenle, bakteriyel cupredoksin olan azurin
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meme kanserinin tedavisi i¢in potansiyel bir terapdtik ajan olarak goériilmektedir (Punj et al.

2004).
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Sekil 3. Azurinin birincil yapis1 (128 amino asit) (Yaghoubi et al. 2020)

Azurin, rekombinant DNA teknolojisi (rDNA) ile tiretilebilen bir proteindir (Roh et al.
2014; Yagati et al. 2017). rDNA teknolojisi hizla biiyiiyen bir alandir ve arastirmacilar, tarim,
saglik ve cevre gibi farkli sektorlerde uygulamalar igin yeni yaklasimlar ve miihendislik
tirtinleri gelistirmektedir. Bu yaklasimlardan birisi, iiretilen rDNA’nin miktarimi artirmak igin
uygulanan kodon optimizasyon stratejisidir. Bu tez kapsaminda uygulanan dual terapinin
birinci kilit noktasinda yer alan P. aeruginosa bakterisine ait azurin proteininin memeli (insan)
hiicrelerinde ekspresyonunu artirmak ve nadir bulunan kodonlar1 sik¢a kullanilanlar ile
degistirmek icin kodon optimizasyonu yontemine basvurulmustur. Kodon optimizasyonu, canli
organizmalardaki protein ifadelerini en iist diizeye ¢gikarmak i¢in kodon degisiklikleri kullanan
gen mihendisligi yaklasimlarini icermektedir. Bu yontem, bir tiiriin niikleotidlerinin DNA
sekanslarii bir bagka tiiriin niikleotidlerinin DNA sekanslarina doniistiirerek hedef genlerin
translasyon verimliligini artirmak igin kullanilmaktadir (Al-Hawash et al. 2017). Protein
ekspresyonunu artirmak i¢in gerceklestirilen kodon optimizasyon stratejileri, nadir bulunan
kodonlarin (rare codon) protein sentezi i¢in smirlayict oldugu, protein yapist ve islevini
etkilemeden ayni anlamli kodonlarin degistirilebilecegi ve nadir bulunan kodonlarin sik¢a
kullanilan  kodonlarla degistirilmesinin  protein iiretimini artiracagl varsayimlarina
dayanmaktadir. rDNA teknolojisinin uygulama alanlarindan biri olan gen terapisi, hiicreleri
modifiye etmek i¢in genetik materyali (in vitro ya da in vivo) kullanarak tedaviye yardimci olan

bir stratejidir (Khan et al. 2016; Mulligan, 1993). Simdiye kadar akciger ve deri tiimorleriyle,
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jinekolojik, tirolojik, noérolojik, gastrointestinal, pediatrik, hematolojik tlimdrlerle miicadele

icin gen terapisi ¢alismalart yapilmistir (Khan et al. 2016).

Manyetik hipertermi tedavisi

Hipertermi, normal dokuya hi¢ zarar vermeden ya da ¢ok az zarar vererek kanser
hiicrelerinin zarar goérmesini ve Oldiiriilmesini saglamak i¢in viicut dokusunun 1sitildig1 bir
tedavi tlridiir (Kobayashi, 2011). Kanser tedavisinde uygulanan hipertermi, termal
terapi, termal ablasyon veya termoterapi olarak da adlandirilmaktadir. Hipertermi tedavileri, en
fazla 45 °C sicakliga kadar nispeten hafif timor 1sitmasini indiikklemeyi amaglamaktadir.
Olusacak terapotik etki, belirli 1sitma siiresinin ardindan timor bolgesinde olusan sicaklik

kaynakli olan termal doza baghdir (Kroesen et al. 2019).

Kanser hiicrelerinde kan akist ve 1s1 dagilimi normal hiicrelere gore daha yavastir ve 1s1
kapasiteleri daha diisiik olmaktadir. Ayrica, diizensiz damarlasma nedeniyle besin ve oksijen
bakimindan da yetersiz kalmakta ve bu durum, kanser hiicrelerinin normal hiicrelerden daha
hizli bir sekilde apoptoza gitmesine neden olmaktadir. Bu durumlar géz 6niine alindiginda,
hipertermi uygulamasi sonrasinda hipoksi bdlgelerinde asidoza yol agilmasi da tiimor

hiicrelerinin 1siya daha duyarl hale gelmesine sebep olmaktadir (Fatima et al. 2021).

Hipertermi tedavisi, tiim viicut hipertermisi, bdlgesel hipertermi ve lokal hipertermi
olmak tiizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Salunkhe et al. 2014). Tim viicut hipertermisinde,
viicudun tamami radyo dalgalar1, mikrodalgalar veya ultrason dalgalari gibi disaridan bir enerji
kaynagi yardimiyla isitilmaktadir. Bu tedavi yonteminde segici olmayan 1sitma nedeniyle
olumsuz yan etkiler gozlenmektedir (Chichet et al. 2007). Bolgesel hipertermi, bir organ, uzuv
veya viicut boslugu gibi viicudun belirli bir bolgesinde genis bir hiicre alanini 1sitan gelismis
bir hipertermi tedavi yontemidir (M. H. Falk, 2001). Lokal hipertermi ise Fe, Co ve Ni gibi
metalik nanopartikiillerin segici olarak viicudun belli bir bolgesinde AC manyetik alan altinda
termal enerji liretmesiyle kanser hiicrelerinin oldirildiigi bir yontemdir (Otte, 1988). Bu

yontem, manyetik hipertermi tedavisi (MHT) olarak da adlandirilmaktadir.

Manyetik hipertermide, AC manyetik alan (AMF) altinda MNP’lerin relaksasyonlari
(gevseme) ile termal enerjinin {iretilmesi ve kanserli hiicrelerin o6ldiiriilerek antitiimor
tedavisinde kullanilmas1 hedeflenmektedir (LIU et al. 2013) (Sekil 4). Ozellikle, son yillarda
malign tiimorlerin tedavisi i¢cin manyetik hipertermi (MHT) ile ¢esitli calismalar yapilmaktadir.
Y 6ntem, MNP lerin hedefleme yoluyla tiimorlii bolgede spesifik olarak toplanmasi ve ardindan
AC manyetik alanin uygulanmasiyla bolgesel sicaklik artisi sonucunda saglikli hiicreler

etkilenmeden kanserli hiicrelerin segici 6liimiine dayanmaktadir. Manyetik hiperterminin in
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vitro uygulamalarinda 42 °C’de apoptotik ve nekrotik yolla kanser hiicre 6liimii baslar (Kossatz
et al. 2014; Zhou et al. 2011). Manyetik hipertermi uygulamasi sirasinda kanser hiicreleri hasar
goriirken normal doku minimal diizeyde zarar goriir (Ota et al. 2014). Ciinkii, tiimér hiicreleri
42 °C iizerindeki sicakliga kars1 daha yiiksek duyarliliga sahiptir. Boylece, kanser hiicrelerinin
MHT ile segici olarak dldiiriilmeleri miimkiindiir (Andra & (ed), 1999).

Manyetik

Hipertermi
Tedavisi
Manyetik = N\ 7 i -
nanopartikiil \ 2 At g
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‘ \

Tiimor

3 .':: § i AC Manyetik
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Sekil 4. Manyetik hipertermi tedavisinin sematik gosterimi

MNP’lerin  hipertermide  kullanilmasinin ~ avantajlar1  arasinda,  kolloidal
siispansiyonlarda sentezlenebilmesi ve ¢esitli hedefleme teknikleri ile takibinin saglanmasi i¢in
viicuda enjekte edilebilmesi bulunmaktadir. Ayrica, hedeflendikleri bolgeye, dokuya veya
hiicreye gore ¢esitli boyutlarda da sentezlenebilmektedir. Biitiin bu avantajlar1 sayesinde
manyetik hipertermi, diger 1sitma tekniklerine kiyasla kanseri tedavi etmek icin daha umut

verici bir teknik haline gelmektedir (Chouhan et al. 2021).

MNP’lerin manyetik hipertermideki iglevselligini etkileyen faktorler arasinda;
hedefleme etkinligi, 1sitma verimliligi ve alict hiicre tarafindan sindirilmesi gibi 6zellikler
bulunmaktadir. Isitma verimliligi, termal doz ve spesifik absorpsiyon orani (SAR) cinsinden
tanimlanabilir. Yeterli sicaklik i¢in gereken termal dozun en aza indirilmesi i¢in yiikksek SAR
degerine sahip MNP’lerin gelistirilmesi gerekmektedir. SAR, bir denklem olarak ifade
edilmektedir ve belirli bir frekansta MNP’lerin birim kiitlesi basina enerjinin emilme hizina

esittir (Albarqgi et al. 2019; Sharma, 2021).

MNP’ler AC manyetik alana maruz kaldiklarinda, terapotik sistem iginde termal enerji
tiretmek i¢in (1) histerezis kaybi, (2) girdap akimi, (3) Néel veya Brownian relaksasyonu ve (4)
sirtiinme kayiplar1 olarak adlandirilan dort farkli mekanizma islev gormektedir. Ayrica,
stiperparamanyetik MNP’lerde Néel veya Brownian relaksasyonu baskin olmakta ve manyetik
momentin salinimi, termal enerji iireten alan yapilarinin yer degistirmesine neden olmaktadir.
AMEF’den dolay1 AC manyetik alanin yoniiniin degisimi sirasinda, manyetik momentler ya Néel

relaksasyonu olarak adlandirilan pargaciklarin i¢indeki bireysel manyetik moment ya da
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Brownian relaksasyonu olarak adlandirilan kendi eksenleri etrafinda bireysel parcaciklarin

doniisti ile termal enerji tiretilmesidir (Sekil 5).
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Sekil 5. AC manyetik alana yanit olarak manyetik NP’lerin farkli termal enerji iiretim
mekanizmalar1

Turuncu daireler manyetik demir oksit NP’leri, kisa diiz oklar manyetik alan yoniinii, kavisli oklar hareketi (diiz
kavisli ok) veya manyetik moment yoniindeki degisimi (kesikli kavisli ok) ve kesikli ¢izgiler ¢ok alanli NP’lerde
alan siirlarin1 temsil eder. SPION: Siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller. (Chang et al. 2018)’den
Tiirkge’ye gevrildi.

Manyetik hipertermi tedavisinin antitimor terapotik etkinligini gelistirmek i¢in ¢esitli
stratejiler gelistirilmistir. Bu tedavide kullanilan MNP’lerin etkili 1sitma yetenegi i¢in bazi
optimizasyonlar1 ile lokalize indiiksiyon etkilerinin anlasilmasi, manyetik hiperterminin
kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, fototermal/PDT ve gen terapisi gibi diger terapdtik
stratejilerle sinerjik olarak birlestirilerek antitiimor etkinliginin daha da artmasini saglamaktadir
(Sekil 6) (X. Liu et al. 2020b). Is1 ve kemoterapi arasindaki sinerjistik etki, hafif hipertermi
kosullarinin homolog rekombinasyonda yer alan bir protein olan BRCA2’nin bozulmasini
tetiklemesi ve hiicrelerin DNA onarim mekanizmasinda yetersiz kalmas1 sonucu hiicrelerin
DNA hasarima neden olan ilaglara karst daha duyarli hale gelmesi olarak agiklanabilir

(Krawczyk et al. 2011).

Yapilan ¢alismalar, fototermal ve immiinoterapi, manyetik hipertermi ve fototermal
tedavi, hipertermi ve immiinoterapi gibi birden fazla tedavi yonteminin bir arada kullanildig:
kombine tedavi yaklagimlarinin (dual terapi) kanser i¢in daha etkili tedavi saglayacagin

belirtmektedir (Tao et al. 2014; Wust et al. 2002).
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Kemoterapi

Sekil 6. Manyetik hipertermi tedavisinin antitimor terapotik etkinligini iyilestirme stratejilerini
gosteren sema
(X. Liu et al. 2020a)’den Tiirk¢e’ye ¢evrildi.

MNP’ler tiimore intratiimoral, intraperitoneal, intraarteriyel, intrakaviter ve intravenoz
uygulama yoluyla iletilebilirler. Bunlardan intraven6z uygulama yontemi, daha genis kanser
yelpazesi i¢in en yaygin uygulama yollarindan biridir (Chang et al. 2018). MNP’ler,
gelistirilmis gegirgenlik ve tutma etkisine (EPR etkisi; nanopartikiillerin saglikli dokularda
degil sadece kati1 tlimorlerde lokalize olmalarinin saglanmasi durumudur) bagli olarak
intravendz uygulama sonrasinda sizdiran damar yapilari ve zayif drenajlart nedeniyle timor
hiicrelerinde birikmektedir (Clark et al. 2016). Klinik olarak onaylanmig demir oksit MNP’ler

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Ticari Olarak Temin Edilen Klinik Olarak Onaylanmis Demir Oksit Nanopartikiiller

Isim (Genel)  Uretici firma Onaylanmis Gosterge Kabul edilme
tarihi

Feraheme ® AMAG Kronik bobrek hastaliginda demir 2009 (FDA)

(ferumoksitol)  Pharmaceuticals eksikligi anemisi

Resovist ® FUJIFILM RI Karaciger i¢in MRI goriintiileme ajan1 2002 (PMDA)

(ferucarbotran) Pharma

Nanoterm ® MagForce Glioblastomun hipertermik tedavisi 2010 (CE mark)

Magtrace® Endomag Kanser evrelemesi igin sentinel lenf 2011 (CE mark)
nodu biyopsisi 2018 (FDA)
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Miimkiin oldugu kadar saglikli dokuyu koruyarak tiimoérleri yok etmek igin gereken
dozu yeniden belirleyen tedavi planlamasi, bir¢ok hipertermi modalitesi i¢in radyoterapideki
gelismelerden yararlanmistir (Rubia-Rodriguez et al. 2021). Magforce™ firmas: tarafindan
yiiriitiilen klinik deneylerde elde edilen olumlu sonuglar, manyetik hiperterminin kanser tedavi
yontemleri arasinda yer almasina imkan tanimigtir. Giliniimiizde, manyetik hipertermi i¢in
nanopartikiillerin iyilestirilmesine ve hiicre diizeyinde manyetik hipertermi etkisinin

anlasilmasina ihtiyag vardir (Freis et al. 2021).

MHT, hipertermi ile kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesinin yaninda sicaklik artisiyla
indiiklenebilen promoto6r bolgelerini aktive etmek amaciyla da kullanilabilir. Termal enerjiyle
indiiklenebilen promotor bolge igeren plazmitin hedef dokuya ulastiriimasi durumunda dis AC
manyetik alan uygulamasi ile ilgili hiicrede promotoriin akis asagi (downstream) bolgesine
yerlestirilen genin ekspresyonu saglanabilir. Bu strateji, kanserli dokularda terapotik
proteinlerin kontrollii iiretilmesini saglayabilir. Yukarida da bahsedildigi gibi azurin proteini
bdyle bir strateji i¢in uygun bir adaydir. Ciinkii (Yamada, Goto, Punj, Zaborina, Kimbara, et al.
2002), azurinin retikulum hiicre sarkomasi memeli J774 makrofaj benzeri hiicrelerde apoptoz
iligkili tiimdr baskilayic1 protein olan TP53’1i tesvik ettigi bildirilmistir. Baska bir calismada
(Yamada, Goto, Punj, Zaborina, Chen, et al. 2002b) azurinin insan melanoma hiicre hattinin
(UISO-Mel-2) sitozoliine girdigini, niikleusa transfer edildigini ve TP53 ile kompleks
olusturarak bu proteini kararli héle getirdigini bildirmistir. Azurin ile muamele edilen
hiicrelerde TP53’{in kararlilig1, farelerin melanoma hiicrelerinde intraselliiler TP53 seviyesinde
artig1 saglayarak in vivo baskilamaya onciililk etmistir. Ayrica Punj ve arkadaslari, MCF-7
meme kanseri hiicre hattinda azurinin giiglii sitotoksik aktivite gosterdigini ve apoptoz
yogunlugunu %50’den daha fazla artirdigini, meme kanseri MDA-MB-157, MDD2 ve MDA-
MB-231 hiicrelerinde ise apoptoz yogunlugunu %15-18 artirdigini bildirmistir (Punj et al.
2004). Benzer sekilde Choi arkadaslari, azurinle muamele edilen oral skuamoz kanser
hiicrelerinin canliliklarinda azalma, morfolojik degisimler, DNA kirilmasi, TP53 ve siklin B1
protein seviyelerinde artis goézlemistir. Ayrica anti-kanser ajanlarla birlikte azurinin

uygulanmasi kanser hiicrelerinin antikanser ilaglara duyarlihigini artirmistir (Choi et al. 2011).

Bu tez caligmasinda azurin hiicre veya canlilara saf protein olarak uygulanmistir. Peki,
antikanser oldugu bilinen azurin proteini, kanser hastasi bir canlida bolgesel olarak istenildigi
zaman tretilebilir mi? Yin ve arkadaslari, apoptotik yolakla iligkili TRAIL geni ile Pnsp (1s1yla
indiiklenen bir promotor) tasiyan bir plazmit DNA hazirlamislardir (Yin et al. 2016). Bu
plazmit DNA manyetofeksiyon yontemi ile mezensimal kok hiicrelere aktarilmistir. Geni ve

MNP’leri barindiran mezansimal kok hiicreler, in vitro ve in vivo olarak yumurtalik kanserinde
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kullanilmistir. Calismada, manyetik hipertermi etkisiyle gen ekspresyonu kontrol edilmis ve
TRAIL ekspresyonu sayesinde kobaylarda yumurtalik kanser hiicrelerinin yok edildigi
gosterilmistir. Benzer sekilde kanserli dokularda azurin ekspresyonu MHT’nin Phsp’yi
aktiflestirilmesiyle gercgeklestirilebilir. Buna ilaveten MNP’ler, MHT olusturma avantaji
saglamalarinin yaninda manyetofeksiyon ile rekombinant plazmitin etkili bir sekilde kanser
hiicrelerine ulastirilmasini da saglamaktadir. Ornegin Somolders ve arkadaslari, merkezi sinir
sistemi makrofajlar1 olarak bilinen mikroglia (fagositik hiicre) hiicrelerine manyetofeksiyon
yontemi ile basarili bir sekilde gen aktarabilmis ve normalde transfeksiyona direngli olan bu

hiicrelerde transfeksiyon etkinligini %34,95 olarak belirtmistir (Smolders et al. 2018).

Bu tez ¢alismasinda termal enerji ile indiiklenebilir bir promotdr kontroliindeki azurin
geninin kanser hiicrelerinde ekspresyonu ve manyetik hipertermi ile desteklenmis dual bir

terapi amaglanmustir.
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MATERYAL VE METOT

Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Calismada Kullanilan Cihazlarin Isimleri, Marka ve Model Bilgileri

Cihaz Ad1

Ceker ocak

Elektroforez gii¢c kaynagi
Elektroforez yiiriitme tank1

Flow (Akim) sitometri cihazi
Floresan mikroskobu

Hassas Terazi

Isiticili manyetik karistirict

Isitmali, ¢alkalamali ink{ibator

Isik mikroskobu

Karbondioksitli etliv
Kemiliiminesans jel dokiimantasyon sistemi
Lazer taramali konfokal mikroskop
Mikrobiyoloji biyogiivenlik kabini
Mikrodalga firin

Mikroplaka floresan spektrofotometre

Mikroplaka spektrofotometresi (ELISA
Okuyucu)

Mikrosantrifiij

Mini santrifiij

Otoklav

PCR cihazi

pH metre

gRT-PCR

Saf su cihazi

Santrifiij

Sicaklik kontrollii ¢calkalayici
Su banyosu

Ters 151k mikroskobu
Ultrasonik yikama banyosu
UV-goriiniir spektrofotometre
Vorteks

Marka-Model

Tolkim

Bio-rad, Power pac universal power supply
Bio-rad, WideMini-Sub Cell GT
Beckman Coulter CytoFLEX
Zeiss Axio Scope A

Shimadzu

Heidolph

JSR, JSSI300C

ZEISS Primo Star

NUAIRE

Bio-Rad Gel Doc XR+

Zeiss LSM 710

ESCO, Laminar flow cab.
Argelik, MD574S

Agilent, Cary Eclipse

Biotek Epoch

VWR, Microstar 12

IKA mini G

HMC Hirayama

Bio-rad CFX96 TOUCH REAL TIME PCR
Mettler Toledo

Thermo

Millipore Direct-Q 8 UV

HETTICH, Rotofix 32A- Beckman Coulter
Eppendorf, Thermomixer C

Memmert, WNB14

ZEISS Primovert

Isolab

Shimadzu, UV-1800 240V

Heidolph
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Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve kitler Tablo 4’te verildi.

Tablo 4. Calismada Kullanilan Kimyasal ve Kitlerin Isimleri ve Markalar1

Kimyasal/Kit Ad1 Marka
Agaroz Sigma
Amfisilin antibiyotigi Sigma Aldrich
Amonyum hidroksit Sigma Aldrich

Annexin V-FITC apoptoz tespit Kiti

At serumu

Hiicre boyama tamponu

CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)

DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DMEM/F12 (glikoz ve L-glutamin i¢eren besiyeri)

PureLink™ Expi Endotoxin-Free Maxi Plasmid Purification Kit

Epidermal biiytime faktorii (EGF)
Etanol (EtOH)

Fast Digest Sall, Kpnl
Fenol/kloroform/izoamil alkol

Fetal sigir serumu (FBS)

Flash Phalloidin Green

Flash Phalloidin Red 594

Fosfat tampon (PBS)

Gliserol

Hidroklorik asit (HCI)

Hidrokortizon

Insiilin

Jel yiikleme boyast

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
Kloroform

LB agar

LB broth

MEGAQquick-spin™ Total Fragment DNA Purification Kit
MTS Cell Proliferation Assay Kit
MycoXpert Soliisyonu

UltraPure™ DNase/RNase igermeyen distile su

Biolegend, 640914
Gibco

BioLegend
Invitrogen™
Serva

Merck

Gibco

Gibco

Invitrogen

Sigma Aldrich
Isolab
ThermoFisher
Sigma Aldrich
Capricorn
BioLegend
BioLegend

Sigma Aldrich
ISOLAB

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
Sigma Aldrich
LAB/Neogen
LAB/Neogen
Intron

Abcam

Capricorn

Invitrogen
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Tablo 4. (devami)

Paraformaldehit

Penisilin-streptomisin antibiyotigi

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Polietilenimin (PEI), 25kDa

Poly-D-Lysine

PureLink® Quick Gel Extraction Kit
PureLink-Hi-Pure plazmit DNA saflastirma mini kiti
RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution
PureLink™ RNA Mini Kit

Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Gel Loading Solution

Sodyum dodesil siilfat

Sodyum kloriir (NaCl)

50X TAE (Tris bazi, asetik asit ve EDTA)
UltraPure™ Agarose

TE tampon

TRITC (5/6-tetramethyl-rhodamine isothiocyanate)
Triton-X 100

Tripsin-EDTA

Sigma Aldrich
Gibco
ThermoFisher
Sigma Aldrich
Gibco

Invitrogen
Invitrogen

Intron

Invitrogen
Thermo Scientific™
SNP

Merck

Sigma Aldrich
Thermo
Invitrogen
Multicell

Thermo Scientific
MERCK

Gibco

Kullanilan Besiyeri, Cozelti ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan besiyeri, ¢ozelti ve tamponlarin hazirlanig1 Tablo 5’te verildi.

Tablo 5. Calismada Kullanilan Besiyeri, Cozelti ve Tamponlarin Hazirlanist

Ad1 Hazirlanisi

%0,3 Triton X-100
%1 SDS

PBS (fosfat tamponlu tuz

¢ozeltisi, pH 7,4) Cozelti +4 °C’de muhafaza edildi.

PEI 10 mg PEI tartildi, 8 ml niikleaz igermeyen su ile ¢6ziildii ve HCI ile pH
7,0-7,4’ye ayarlandiktan sonra son hacim 10 ml’ye tamamlandi. Steril

30 ul Triton-X-100 10 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
0,5 g SDS tartilip 50 ml saf suda ¢ozdiiriildii.
100 mg hazir tablet, 100 ml suda ¢oziildii. Otoklavlanarak steril edildi.

filtreden (0,22 uM) gegirildi ve +4 °C’de muhafaza edildi.

TAE (1X)

50X TAE, saf su ile seyreltilerek 1 L, 1X TAE hazirlanda.
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Tasarlanan primerler ve Restriksiyon Enzimleri

Tablo 6. Klonlama Deneyleri i¢in Tasarlanan Primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi Amacg

EGFP-N-R 5’-CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG-3’ Plazmit dogrulama
Sall-pHSP-F 5"-TACAGTCGACGGATTTTTCACACTTTCC-3’

Kpnl-pHSP-R  5’-GCGGTACCTATTCAGAGTTCTCTTCTTG-3’

Kpnl-Azu-F 5’- CGGGGTACCATGCTGAGAAAACTC -3° Sentetik azurin gen
Apal-SAzu-R 5’- ATAGGGCCCTCACTTCAGGGTCA -3’ dizisini ¢ogaltma

Pusp-nin amplifikasyonu

Tablo 7. Kesim Enzimlerinin Tanima Sekanslar1 ve Kesim Noktalari

Restriksiyon Enzim Adi Tanima Sekansi
Fast Digest HindllI 5-AMAGCTT-3'
Fast Digest Sall 5’-G"TCGAC-3’
Fast Digest Apal 5’-GGGCCrC-3’
Fast Digest Kpnl 5’-GGTAC"C-3’

pCaSpeR-hs/act Plazmit DNA’sinin Dogrulanmasi

DGRC’den (https://dgrc.bio.indiana.edu)’den kat1 besiyerine (bakteriyel stab) ekili
olarak temin edilen, pCaSpeR-hs/act plazmitlerini tasiyan E. coli hiicreleri, stab kiiltiirden
alinarak antibiyotik igeren LB agara ardindan LB siv1 besiyerine inokiile edildi. Inkiibasyon
sonrast PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen™- K210003) ile tarif edilen
protokole gore hiicrelerden plazmitler izole edildi. Saflastirilan plazmitler TE tamponunda
stispanse edildi ve plazmitlerin konsantrasyonu ve safligi, nanodrop spektrofotometre ile
belirlendi. Saf olarak elde edilen plazmit hem gene ait primerlerle PCR reaksiyonu hem de

restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim reaksiyonu gergeklestirilerek dogrulandi.

Plazmit izolasyonu

pCaSpeR-hs/act plazmitlerini tagtyan E. coli hiicreleri plazmit izolasyonu i¢in 10 ml LB
stv1 besiyerine inokiile edildi. 37 °C’de gece boyu c¢alkalamali inkiibatorde gerceklestirilen
inkiibasyonun ardindan ‘PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep Kit’ protokoliine gore izolasyon
yapildi. Izolasyon igin, gece boyu LB s1v1 besiyerinde biiyiitiilen hiicreler 4.000 g’de 10 dakika
boyunca santrifiij edildi. Stipernatant atildi ve RNase iceren 800 pl resiispansiyon tamponu (R3)
pelet iizerine eklendi. Hiicre siispansiyonu homojen oluncaya kadar hafifce alt {ist edilerek
vortekslendi. 800 ul lizis tamponu eklenerek karisim homojen oluncaya kadar hafifge alt st
edildi. Oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra iizerine 800 ul ¢oktiirme
tamponu (N3) eklendi. Karisim homojen oluncaya kadar hizlica alt iist edildi ve 10.000 g’de 13

dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant kolona transfer edildi. Lizat kolondan gegtikten
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sonra 2,5 ml yikama tamponu (W8) iki kez kolona eklendi. Yikama islemi tamamlandiktan
sonra kolon steril 1,5 ml ependorf tlipe yerlestirilerek kolona 900 pl eliisyon tamponu (E4)
eklendi. Soliisyon kolondan tamamen aktiktan sonra kolon uzaklastirildi. Tiipteki eliiata 630 pl
izopropanol eklendi. Iyice karistirildi. 16.000 g’de 4 °C’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak pelet, 1 ml %70’lik etanol ile yikandi. 16.000 g’de 4 °C’de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve pelet oda sicakliginda 10 dakika boyunca
kurumaya birakildi. 50 pul TE tamponunda siispanse edilen DNA’nin konsantrasyonu ve safligi,

nanodrop spektrofotometrede belirlendi.

Plazmit DNA’nmin PCR reaksiyonu ile dogrulanmasi

pCaSpeR-hs/act plazmit DNA’sinin dogrulanmasi i¢in (Sall-pHSP-F ve Kpnl-pHSP-R)
primerleri ile Tablo 8’deki karisim kullanilarak Tablo 9°daki gibi PCR reaksiyonu

gerceklestirildi. PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 8. PCR Reaksiyonu Karisim Icerigi

PCR Reaksiyonu Karisim Icerigi Miktar (ul)
Plazmit DNA 2 (~200 ng)
dNTP karigim 0,5
Sall-pHSP-F primer (10 pmol/ul) 1
Kpnl-pHSP-R primer (10 pmol/pl) 1

10x PCR tampon 2

ddH-0O 7,9

Tag DNA polimeraz 0,6

Toplam 15

Tablo 9. PCR Reaksiyon Sartlart

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 4
94 1
35 59 1
72 1
72 5
1
4 0

Plazmit DNA’nin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi

pCaSpeR-hs/act plazmit DNA’s1 Fast Digest HindIII enzimi ile kesildi (37 °C’de 15
dakika boyunca inkiibasyon) ve 80 °C’de 10 dakika boyunca tutularak Hindlll enzimi inaktive

edildi (Tablo 10). Kesilen pargalarin tekrar birbirine baglanmasimi 6nlemek adina, kesilen
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plazmitlerin 5> ucundaki fosfat gruplari, 1 ul CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
enzimi ile uzaklastirildi (37 °C’de 30 dakika) ve 6rnekler agaroz jeline yiiklendi.

Tablo 10. Kesim Reaksiyonu Karisim igerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (ul)
Plazmit DNA 2 (~800 ng)
FastDigest Hindll1 1

10x FastDigest tampon 2

ddH:0 15

Toplam 20

Kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

%1 oraninda olacak sekilde tartilan agaroz, gerekli miktardaki (80-100 ml) 1X TAE
icerisine alindi, mikrodalga firinda kaynatilip 40 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra bu
karisima, son konsantrasyon 0,4 pg/ml olacak sekilde RedSafe™ niikleik asit boyama
soliisyonu eklenip jel katilasmaya birakildi. Jel katilastiktan sonra DNA igeren ornekler
yiikleme boyasi ile karistirildi ve kuyucuklara yiiklenerek 60 V’de bir belirteg (marker) ile
birlikte 90 dakika boyunca vyiritildii (Sambrook & Russell, 2001). Jel sonuglari,
kemiliiminesans jel dokiimantasyon sistemi (Bio-Rad Gel Doc XR+) ile goriintiilendi ve Image

Lab 6.1 programu ile islenerek kaydedildi.

PHSP-GFP’nin Elde Edilmesi

Bu ¢alismada kullanilan 1s1yla indiiklenebilir memeli ekspresyon plazmiti olan pHSP-
GFP, Connie Cepko Lab’dan temin edilen pCMV-GFP’nin (Addgene, stok numarasi: 11153)
manipiilasyonuyla elde edildi. Drosophila melanogaster’e ait HSP70 promotorii (Phsp) Ve
regiilator bolge sekansi, pCaSpeR-hs/act (GenBank Acc. # U60735, stok numarasi: 1216) den
elde edildi.

Prsp’nin PCR ile amplifikasyonu

Dogrulanan pCaSpeR-hs/act plazmitinde bulunan regiilator bolge ve Prsp sekansi, Sall-
pHSP-F ve Kpnl-pHSP-R primerleri ve Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(ThermoFisher) igeren bir karisim kullanilarak PCR ile ¢ogaltild1 (Tablo 11 ve Tablo 12).
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Tablo 11. PCR Reaksiyon Karisim igerigi

PCR Reaksiyon Karisim cerigi Miktar (ul)
pCaSpeR-hs/act plazmiti 1 (~4ng)
dNTP karigimu 1,6

MgCl: (50 mM) 0,3
Sall-pHSP-F primer (10 pmol/ul) 1
Kpnl-pHSP-R primer (10 pmol/ul) 1

5X Phusion HF tampon 4

ddH20 11,2
Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz 0,2

Toplam 20

Tablo 12. PCR Reaksiyon Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 62 30
72 60
72 300
1
4 0

Reaksiyon sonucu elde edilen iiriinler hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve 60 V’de bir
belirteg ile birlikte 80 dakika boyunca yiiriitiildii. Yiiriitme iglemi tamamlandiginda bantlar, jel

goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiillip teyit edildikten sonra MEGAquick-spin™ Total
Fragment DNA Purification Kit (Intron) kullanilarak saflastirildi. Saflagtirma islemi kisaca su
sekilde yapildi: PCR f{irlinlerinin toplam hacminin 5 kati kadar BNL Buffer eklendi ve
vortekslendi. Karisim MEGAquick-spin™ kolonuna transfer edildi. 13.000 rpm’de 1 dakika
boyunca santrifiij edildi, kolondan inen sivi uzaklastirildi. Kolona 700 pl Washing Buffer
eklendi, 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Kolondan inen sivi uzaklagtirildi,
kurutmak igin kolon bos olarak 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Kolon, steril
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Membrana dokunmadan kolonun tam ortasina 30 pl Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 15-20 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra 13.000 rpm’de
1 dakika boyunca santrifiij edildi, kolon uzaklastirildi. Eliie edilen DNA’nin konsantrasyonu ve

saflig1 nanodrop spektrofotometre ile kontrol edildi.
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PCR iiriinlerinin ve plazmit DNA ’min restriksiyon enzimleri ile kesimi

Uclarinda kesim enzimlerinin tanima sekanslarini igeren Phsp sekansina ve regiilator
bolgeye ait PCR iiriinleri ve pCMV-GFP, Fast Digest Sall (37 °C’de 65 dakika) ve Kpnl (37
°C’de 5 dakika) enzimleri (ThermoFisher) ile kesildi. Sall ve Kpnl enzimlerinin inaktivasyonu
icin 65 °C’de 10 dakika ve 80 °C’de 5 dakika inkiibasyon adimlari kullanildi. Plazmit DNA
icin 1 ul CIAP eklenerek 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi (Tablo 13).

Tablo 13. Kesim Reaksiyon Karisim Igerigi

PCR iiriinii kesim reaksiyonu  PCR iiriinii kesim

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (pl) reaksiyonu
Miktar (ul)

Kalip DNA 1,5 (200 ng) 1,6 (1,5 pg)

10x Fast Digest tampon 2 3

ddH:0 24,5 22,4

Fast Digest Sall 1 1

Fast Digest Kpnl 1 1

Toplam 30 30

PCR iiriinlerinin ekstraksiyonu

Kesim sonras1 promotorii iceren ilgili dizi, steril saf su ile 100 pl’ye tamamlandi.
Uzerine toplam hacmin yaris1 kadar fenol/kloroform/izoamil alkol (25/24/1) ilave edilerek 20
saniye vortekslendi. 14500 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika boyunca santrifiij edilmesinin
ardindan iist faz, temiz bir tiipe alindi. Alinan fazin 1/10 hacmi kadar 3 M sodyum asetat ve 2,5
hacim saf etanol ilave edildi. Vorteksleme igleminin ardindan 14500 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilarak oda sicakliginda kurutulan pelet, 20 pl

TE tamponunda ¢6ziildii.

Kesilen plazmit DNA’nin saflastirilmast

Kesim sonras1 plazmit DNA jele yiiklenip yiiriitiildiikten sonra ilgili kistm PureLink®
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen) kullanilarak jelden ekstrakte edildi. Bu islem i¢in; jelde
yiiriitiilen DNA, UV altinda kesilerek jelden alindi ve bant agirligi belirlendi. Uzerine 3 hacim
Gel Solubilization Buffer (L3) eklendi. 50 °C’de 10 dakika boyunca su banyosunda inkiibe
edildi, her 3 dakikada bir tiipler hafif¢e vortekslendi. Jel ¢oziindiikten sonra 5 dakika daha 50
°C’de inkiibe edildi. 1 jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve karistirildi. Tiiplerdeki karisim
tek bir kolonda birlestirildi, 14.000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi, kolonun altindaki
stvi uzaklastirildi. Kolona 500 pl Wash Buffer (W1) eklendi. 14.000 g’de 1 dakika boyunca

santrifiij edildi, kolonun altindaki s1vi uzaklastirildi. Kolon bos olarak maksimum hizda (20.000
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g) 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Kolon yeni steril bir tiipe yerlestirildi ve kolonun tam
ortasina 50 pl Elution Buffer (E5) eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe
edildikten sonra 14.000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Elde edilen DNA’larin

konsantrasyonu ve safligi nanodrop spektrofotometre ile kontrol edildi.

Ligasyon reaksiyonu

Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilmis olan plazmit DNA ve regiilator diziyle
birlikte ¢ogaltilan Phsp sekansi, gen/plazmit DNA miktar esit hacimde olacak sekilde (7 pl)
karistirildi (Tablo 14). Karisim T4 DNA ligaz igeren bir ortamda 16 °C’de 16 saat inkiibe

edilerek ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 14. Ligasyon Reaksiyonu Karisim Icerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (ul)

10X ligasyon tampon 4
Plazmit DNA 7
Prsp sekansi 7
T4 DNA ligaz 1
ddH20 1
Toplam 20

E. coli JM109 hiicrelerinin transformasyonu
Kompetan E. coli hiicrelerinin hazirlanmasti

Kat1 besiyerinde biiyiitiilen E. coli hiicreleri 10 ml LB s1v1 besiyerine inokiile edildi ve
37 °C’de, 150 rpm’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi, kiiltiirden 500 ul
alinarak 50 ml LB siv1 besiyerine inokiile edilip, 37 °C’de, 150 rpm’de inkiibasyona birakildu.
Kiiltiirtin ODgoo degeri 0,5’e ulasinca sivi1 kiiltiir alinip buz {izerine konuldu. Bu kiiltirden 44
ml steril falkon tiipe konularak 6.000 rpm’de, +4 °C’de, 8 dakika boyunca santrifiij edildi ve
stipernatant uzaklastirildi. Hiicrelere 20 ml buzda sogutulmus (ice-cold) CaCly ¢ozeltisi (50
mM) ilave edilip yavasca pipetaj ile restispanse edildi. Steril falkon tiipe 10 ml hiicre alinarak
20 dakika boyunca buz tizerinde bekletildikten sonra 6.000 rpm’de, +4 °C’de, 8 dakika boyunca
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Hemen kullanim i¢in peletin tizerine 1,25 ml buzda
sogutulmus CaCl: c¢ozeltisi eklenerek siispanse edildi. Siispansiyon 100’er pl’lik aliquatlara

ayrildi. Kompetan hale getirilen E. coli hiicreleri transformasyon islemi i¢in buz iizerinde
bekletildi (Hideaki Shiraishi, 2000).
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Trasformasyon

Ligasyon iriinii (5 ul) daha dnceden CaCl, ile kompetan hale getirilmis olan E. coli
JM109 hiicrelerine 1s1 sok yontemi ile transfer edildi (Shiraishi, 2000). Transfer isleminin
ardindan, bakteri hiicreleri, steril ortamda Onceden isitilmig 250 pl S.O.C besiyeri ile
karistirildiktan sonra 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi (37 °C, 225 rpm). Ardindan 150 pl hiicre

stispansiyonu LB-amfisilin se¢im plaklarina yayildi ve 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

Koloni PCR

Inkiibasyon sonrasi gelisen antibiyotik direncine sahip kolonilerden rastgele secilip
promotore (HSP) ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak koloni PCR yapildi. Reaksiyon

sonrast elde edilen iiriinler agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

Pusp’ye ait primerler kullanilarak gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu

Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden rastgele se¢im yapilarak plazmite yerlestirilen
sekansa ait primerler (Sall-pHSP-F ve Kpnl-pHSP-R) ile koloni PCR gerceklestirildi (Ebru
Kaymak, 2008). Gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu i¢in reaksiyon karigim igerigi ve PCR
reaksiyon sartlart Tablo 15 ve Tablo 16’da verildi. Reaksiyon sonucu elde edilen iiriinler,

agaroz jelde 60 V’de 90 dakika boyunca yiiritiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 15. Koloni PCR Reaksiyonu Karisim Igerigi

PCR Reaksiyon Karisim Icerigi Miktar (ul)
dNTP karigimi 0,8
Sall-pHSP-F primer (10 pmol/ul) 1
Kpnl-pHSP-R primer (10 pmol/ul) 1

10x PCR tampon 1

ddH:0 7,6

Taqg DNA polimeraz 0,6

Toplam 12

Tablo 16. Koloni PCR Reaksiyon Sartlart

Dongii sayisi Sicakhk (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 59 1
72 1
72 5
1
4 9

32



Phsp’ye ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak gergeklestirilen koloni PCR
reaksiyonu

Sec¢ilen kolonilerle PHsp’ye ait forward ve plazmit DNA’ya ait reverse primerler (Sall-
pHSP-F ve EGFP-N-R) ile koloni PCR gerceklestirildi. Gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu
icin reaksiyon karisim igerigi ve PCR reaksiyon sartlar1 Tablo 17 ve Tablo 18’de verildi.
Reaksiyon sonucu elde edilen firiinler, agaroz jelde 60 V’de 90 dakika boyunca yiiriitiildiikten

sonra goriintiilendi.

Tablo 17. Koloni PCR Reaksiyonu Karisim Igerigi

PCR Reaksiyon Karisim cerigi Miktar (ul)
dNTP karigimi 0,8
Sall-pHSP-F primer (10 pmol/ul) 1
EGFP-N-R primer (10 pmol/pl) 1

10x PCR tampon 1

ddH.0O 7,6

Taq DNA polimeraz 0,6

Toplam 12

Tablo 18. Koloni PCR Reaksiyon Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 61 1
72 1
72 5
1
4 00

Muhtemel rekombinat plazmitlerin sekans analizi ile dogrulanmasi

Belirlenen koloniler (4. ve 8. koloniler) LB-amfisilin siv1 besiyerlerinde ¢ogaltildi ve
PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep Kit kullanilarak rekombinant plazmitler saflastirildi.
DNA ornekleri, 50 pl niikleaz igermeyen suda siispanse edildi. Saflastirilan plazmitlerin Sanger
ve NGS (Next Generation Sequencing) ile sekans analizi yaptirildi. Ayrica, plazmitlere
yerlestirilen regiilator bolge ve HSP promotor sekansina ait elde edilen analiz sonuglarinin
karsilastirilmasi i¢in klonlanan bu dizilerin ¢ogaltilmasinda kalip olarak kullanilan pCaSpeR-

hs/act plazmitinin de NGS ile sekans analizi yaptirildi.
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pHSP-Azu’nun Elde Edilmesi

Kodon optimize edilen ve durdurma (stop) kodonu tasiyan azurin geni (S-Azurin)

pHSP-GFP’ye yerlestirilerek pHSP-Azu elde edildi.

Azurin Genine ait niikleotit sekansinin PCR ile amplifikasyonu

Terapotik protein  olarak kullanilacak olan azurine ait dizi i¢in NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabani kullanildi. Wild-type P. aeruginosa bakterisine ait
azurin gen dizisinin memeli hiicrelerinde iyi ifade edilebilmesi igin IDT (Integrated DNA
Technologies) Codon Optimization Tool software (San Jose, California, USA) programi
kullanildi. Optimize edilen sekansin optimizasyondan once ve sonraki kodon adaptasyon
indeksleri (Codon Adaptation Index-CAI) ve GC igerikleri, GenScript Rare Codon Analysis
Tool software (GenScript, Piscataway, NJ, USA) programi kullanilarak belirlendi. Belirlenen
dizi sentetik olarak satin alindi (ThermoFisher). Durdurma (stop) kodonu tagiyan azurin geninin
amplifikasyonu diziye 6zgii tasarlanan primerler (Tablo 6) ve Phusion High-Fidelity (HF) DNA
polimeraz kullanilarak gerceklestirildi. Ayni zamanda primer baglanma sicakliginin
belirlenebilmesi i¢in 65 °C, 65,5 °C ve 66 °C sicakliklarda gradyan PCR yapildi (Tablo 19 ve
Tablo 20). PCR dirlinlerinin azurin gen dizisine ait oldugu agaroz jel elektroforezi ile
dogrulandh. lgili diziye ait PCR iiriinleri, kesim reaksiyonu i¢in MEGAquick-spin™ Plus Total
Fragment DNA Purification Kit (Intron) protokolii takip edilerek saflastirildi. Elde edilen

DNA’nin konsantrasyonu ve saflig1 nanodrop spektrofotometre ile kontrol edildi.

Tablo 19. Gradyan PCR reaksiyonu karigim igerigi.

PCR Reaksiyon Karisim cerigi Miktar (ul)
Kalip DNA (Azurin igeren plazmit) 0,8 (4 ng)
dNTP karigimi 1,6

MgCl2 (50 mM) 0,3
Kpnl-Azu-F primer (10 pmol/pL) 1
Apal-SAzu-R primer (10 pmol/pL) 1

5X Phusion HF tampon 4

ddH:0 11,4
Phusion High-Fidelity (HF) DNA polimeraz 0,2
Toplam 20
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Tablo 20. Gradyan PCR Reaksiyon Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 98 30
98 10
35 65- 65,5- 66 30
72 30
72 300
1
4 0

PCR iiriinlerinin ve plazmit DNA ’min restriksiyon enzimleri ile kesimi

Uglarinda kesim enzimlerinin tanima sekanslarini igeren azurin gen sekansina ait PCR
trtinleri ve pHSP-GFP, Fast Digest Kpnl ve Apal (37 °C’de 30 dakika) enzimleri
(ThermoFisher) ile kesildi. Kpnl ve Apal enzimlerinin inaktivasyonu i¢in 65 °C’de 5 dakika ve
80 °C’de 5 dakika inkiibasyon adimlari kullanildi. Plazmit DNA i¢in 1 pl CIAP eklenerek 50
°C’de 60 dakika boyunca inkiibe edildi (Tablo 21). Kesim reaksiyonu sonunda PCR iiriinleri
icin Fenol/Kloroform ekstraksiyonu yapilirken, plazmit DNA agaroz jele yliklenerek yiiriitiildii,
ilgili kisim jelden ekstrakte edilerek saflastirildi. Kesim reaksiyonu sonrasi %1°lik agaroz jele
yiiklenip yiiriitiilen ornekler, jelden ekstrakte edildi. Vektér DNA’nin jelden ekstraksiyonu
‘MEGAquick-spin™ Plus Total Fragment DNA Purification Kit’ kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 21. Kesim Reaksiyonu Karisim Icerigi

PCR iiriinii kesim pHSP-GFP kesim

Reaksiyon Karisim Icerigi reaksiyonu reaksiyonu
Miktar (ul) Miktar (ul)

Kalip DNA 11,52 (200 ng) 1,95 (1 ug)

10x Fast Digest tampon 2 2

ddH-0O 14,48 14,05

Fast Digest Kpnl 1 1

Fast Digest Apal 1 1

Toplam 30 20

Ligasyon Reaksiyonu ve transformasyon

Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilmis olan plazmit DNA ve azurin gen
sekansi, gen/plazmit DNA miktari esit hacimde olacak sekilde (4,5 pul) karistirild: (Tablo 22).
Karisim T4 DNA ligaz igeren bir ortamda 16 °C’de 16 saat inkiibe edilerek ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon {iriinlerinin E. coli hiicrelerine transfer edilmesi icin
oncelikle hiicreler kompetan hale getirildi. Daha sonra buzda bekletilen kompetan hiicreler

tizerine 5 ul DNA (ligasyon karigimi) ilave edilerek transformasyon islemi gerceklestirildi.
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Tablo 22. Ligasyon Reaksiyonu Karisim Icerigi

Reaksiyon Karisim icerigi Miktar (ul)
10X ligasyon tampon 4
DNA 4,5 (72 ng)
Vektér DNA 4,5 (36 ng)
T4 DNA ligaz 15
ddH:0 55
Toplam 20

Koloni PCR

Inkiibasyon sonrasi gelisen antibiyotik direncine sahip kolonilerden rastgele segilip
gene (azurin) ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak koloni PCR yapildi. Reaksiyon

sonrast elde edilen iiriinler agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

Plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak gercgeklestirilen koloni PCR reaksiyonu

Segilen kolonilerle vektor DNA’ya ait primerler (Sall-pHSP-F ve Kpnl-pHSP-R) ile
koloni PCR gergeklestirildi. Gergeklestirilen koloni PCR reaksiyonu igin reaksiyon karigim
icerigi ve PCR reaksiyon sartlar1 Tablo 23 ve Tablo 24°te verildi. Reaksiyon sonucu elde edilen
tirtinler, agaroz jelde 60 V’de 90 dakika boyunca yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 23. Koloni PCR Reaksiyon Karisim Igerigi

PCR Reaksiyon Karisim I¢erigi Miktar (ul)
dNTP karigimi 1
Sall-pHSP-F primer (10 pmol/ul) 1
Kpnl-pHSP-R primer (10 pmol/pl) 1

10x PCR tampon 1,2

ddH:0 7,2

Taqg DNA polimeraz 0,6

Toplam 12

Tablo 24. Koloni PCR Reaksiyon Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
94 1
35 61 1
72 1,5
72 )
1
4 0
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Gene ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR
reaksiyonu

Inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden rastgele se¢im yapilarak hem gene (Kpnl-
Azu-F) hem de plazmit DNA’ya (EGFP-N-R) ait primerler ile koloni PCR gerceklestirildi
(Tablo 25 ve Tablo 26). Reaksiyon sonucu elde edilen iiriinler, agaroz jelde 60 V’de 90 dakika

boyunca yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 25. Koloni PCR Reaksiyon Karisim Icerigi

PCR Reaksiyon Karisim cerigi Miktar (ul)
dNTP karigim 1
Kpnl-Azu-F primer (10 pmol/pl) 1
EGFP-N-R primer (10 pmol/pl) 1

10x PCR tampon 1,2

ddH.O 7,2

Taqg DNA polimeraz 0,6

Toplam 12

Tablo 26. Koloni PCR Reaksiyon Sartlari

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dakika)
1 94 10
9 1
35 64 1
72 15
72 5
1
4 00

Muhtemel rekombinat plazmitlerin sekans analizi ile dogrulanmasi

Koloni PCR belirlenen koloniye ait bakteriler LB-amfisilin siv1 besiyerlerinde ¢ogaltildi
ve rekombinant plazmit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen™) kullanilarak
saflagtirildi. Klonlamanin dogrulanmas: i¢in saflagtirilan plazmitler Sanger sekans analizine

gonderildi.

Manyetik Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Nitelendirilmesi

Onceki galigmalar kapsaminda, APTES ile modifiye edilmis siiperparamanyetik silika
kapli demir oksit manyetik NP’ler ¢alisma grubumuz tarafindan elde edildi (Kalakenger, 2021).
NP’lerin ayirt edici yonlerinin ve genel Ozelliklerinin belirlenmesi islemleri, Atatiirk
Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)

biinyesindeki cihazlar ve uzman destegi ile gergeklestirildi. Yapisal analiz i¢cin TEM (gegirimli
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elektron mikroskop) ile goriintii alinirken 6rnek, karbon kapli bakir grid lizerine damlatildu.
TEM gorlintiileri  kullanilarak NP’lerin  boyut dagilimimi hesaplamak iizere Imagel
programindan yararlanildi. Ortalama boyut hesaplanirken, yaklagik 80 adet NP nin ¢ap 6l¢iimii
gerceklestirildi. Ol¢iim sonuglari, OriginPro yazilimi kullanilarak bir histogram grafik olarak

sunuldu.

MSNP-NHz’lerin bulundugu ortami 1sitma kapasiteleri, MSI Automation Hyper-5
manyetik hipertermi cihazi (Sekil 7) ve fiber optik termometre ile belirlendi. Sicakligin gorsel
takibinde termal kamera (Seek ShotPRO, 320x240 Pixel) kullanildi. 0,5, 5 ve 10 mg/ml
konsantrasyonlarda (1 ml) hazirlanan sulu MSNP-NH: ¢d6zeltileri, maksimum kapasite ile
calisan cihazda 1sinma durumlarina gore 10-75 dakika boyunca tutuldu. Fiber optik termometre

ile elde edilen veri, sicaklik-zaman grafigine dontistiirildii.

_ Manyetik hipertermi
" kontrol iinitesi

Fiber optik :

sicaklik sensorii

Manyetik helezon =l

Sekil 7. Manyetik hipertermi cihazi (MSI Automation Hyper-5)

MSNP-NH2’lere ait manyetizasyon olgiimii, Gebze Teknik Universitesi’nde bulunan
VSM (Vibrating-sample magnetometer, Quantum Design PMS9T) cihazi ile yapildi. Olgiim,
oda sicakliginda 11,6 mg 6rnek ile -/+20 kOe manyetik alan uygulanarak gerceklestirildi.

Floresan etiketli NP’lerin tiretimi

Floresan etiketli NP’lerin iiretiminde kirmizi floresan 1s1ma olarak gdzlenen TRITC
boyast kullanildi. Bu amagla, 2,4 ul APTES, 0,6 ml susuz etanol igerisinde 1 mg TRITC ile
karistirildi ve karisim inert atmosfer altinda ve karanlik sartlarda 2 saat karistirildi (Xia et al.
2009). Boya ile modifiye edilmis APTES daha 6nce yapilan ¢alismada silika modifikasyonunda
anlatildigi (Kalakenger, 2021) gibi hazirlanan NP’lerin TEOS ekleme adiminda TEOS ile
karistirilarak reaksiyon ortamina eklendi. Reaksiyon sonunda NP’ler toplandi ve silika
modifikasyonu adimini takip eden CTAB uzaklastirma ve APTES ile amin modifikasyonu
islemleri uygulandi (Kalakenger, 2021). Son olarak etanol ile yikanan TRITC-isaretli MSNP-

NH2’ler agz1 a¢ik olarak karanlik ortamda ve steril kabin i¢inde kurutuldu.
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MSNP’lerin DNA Baglama ve Salim Yetenegi

Manyetofektinler hazirlanirken uygun sartlar daha 6nce yapilan ¢alisma (Kalakenger,

2021) referans alinarak devam ettirildi.

Uretilen MSNP-NHz’nin DNA yiikleme potansiyelini ortaya koymak iizere; MSNP-
NH2 (50 ve 75 pg), PEI (0,5 ve 1,5 pg) ve DNA (~1 ve ~2 pg) kullanilarak DNA baglama ve
ardindan %1 SDS ile DNA salimi ¢alisildi. Manyetofektin karigimlart hazirlanirken DNA
konsantrasyonlari; X pg/25 ul, PEI igin istenen konsantrasyonlar; x png/25 ul ve MSNP-NH_’ler
icin belirlenen konsantrasyonlar; x pg/50 ul olacak sekilde sabit tutuldu. PEI i¢cermeyen
gruplarda esit hacimde PBS kullanildi. Islem sirasinda son hacimler PBS ile 100 ul’ye
tamamlanarak deney gruplari arasinda son hacim her zaman esit tutuldu. Hazirlanan
manyetofektin karigimlar1 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve 30 dakika boyunca miknatis
uygulandiktan sonra iist faz steril bir tiipe alindi. Miknatisla toplanan manyetofektin
karigimlarinda baglanmayan DNA ve PEI’leri ortamdan uzaklastirmak i¢in her grup 36 pl steril
saf su ile yikandiktan sonra tekrar miknatis ile toplanarak {ist faz atildi. Daha sonra tiiplere, 36
ul %1 SDS eklenerek vorteks ve pipetaj yapildiktan sonra tiiplerin agzi1 parafilmle kapatilarak
60 °C’de 300 rpm’de 1s1 blogunda 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha sonra, yine 30 dakika
boyunca miknatis ile MSNP-NH>’ler toplandiktan sonra list faz steril tiiplere alindi. DNA
salimindan 6nce ve sonra toplanan her 6rnekten 18 ul alinarak %1°’lik agaroz jele yiiklenip, 80

V’de 1 saat yiiriitiildii.

Elde edilen MSNP-NH2’lerin DNA baglama ve salim yetenegi degerlendirildikten sonra
farkli sartlarda hazirlanan manyetofektin komplekslerinin yiizey yiiklerinin belirlenmesi i¢in
zeta potansiyellerine bakildi. Bu amagla MSNP-NH> (100 pg) miktari sabit tutulmak kaydiyla
farkli dozlarda DNA (0,5, 1, 3, 5 ug) ve farkli PEI/DNA (a/a) oranlarinda (0,5, 0,75, 1, 2 ve 4)
PEI kullanilarak manyetofektinler hazirlandi. Hazirlanan karigimlar 30 dakika boyunca oda
sartlarinda inkiibe edildikten sonra karisimlarin 25 °C’de DLS (ZS90, Malvern) 6l¢iimleri

alindi.

MCF-7 ve MCF-10A Hiicre Hatlarimin Kiiltiira

Bu calismada MCF-7 (ATCC®HTB-22™) ve MCF-10A (ATCC®CRL-10317™)
hiicre hatlar1 kullanildi. MCF-7 hiicrelerinin biiyiitiilmesi i¢in yiiksek glikoz igeren Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM), %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 antibiyotik sollisyonu
ile desteklenerek kullanildi. MCF-10A hiicreleri %5 at serum, %]l antibiyotik, 0,5 pg/ml
hidrokortizon, 10 pg/ml insiilin, 100 ng/ml kolera toksin ve 20 ng/ml epidermal biiylime faktorii
(EGF) i¢eren Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) i¢inde
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biiyiitiildii (Nahler, 2009). Hiicreler 37 °C’de, %5 CO2 ve %90 nem igeren inkiibatdrde inkiibe
edildi. Uygun medyumda, 25 veya 75 cm? taban alanli hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiitiilen
hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu (MCF-7 i¢in %0,25 tripsin, 5 dakika ve MCF-10A i¢in %0,05
tripsin, 15 dakika) ile toplandi ve sayildi.

Hiicresel alimin belirlenmesi

MSNP’lerin hiicreler tarafindan alindigin1 ve bu silirece miknatisin etkisinin
belirlenmesi igin steril kabin i¢inde, 24 oyuklu hiicre kiiltiir kaplarinin oyuklarina 0,5 ml saf
etanol konuldu ve 12 mm c¢apli yuvarlak lameller bu oyuklara yerlestirildi. 30 dakika sonra
etanol ¢ekildi ve 30 dakika boyunca UV 151k uygulandi. Cam igeren oyuklar 2 kez steril saf su
ile yikanip 50 pg/ml konsantrasyonda PBS ile seyreltilen Poli-D-lizin ile 1 saat muamele edildi.
Daha sonra kuyular 3 kez steril saf su ile yikanip 3 saat kabin igerisinde kurumaya birakildi.
Ardindan camlara, her bir oyukta 7,5x10* olacak sekilde MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri ekildi.
24 saat sonra eski medyum ortami ¢ekildi ve oyuklara 100 pg/ml konsantrasyonda TRITC-
isaretli MSNP-NH2’ler iceren 1 ml medyum eklendi (kontrol grubu harig¢). Uygulama yapilmig
hiicreler standart inkiibator sartlar1 altinda 0, 15, 30 ve 60 dakika siireyle miknatis iizerinde
tutuldu. Miknatis kaldirildiktan sonra, inkiibator igerisinde 4 saat inkiibasyonun ardindan eski
medyum uzaklastirildi ve oyuklar PBS ile iki kez yikandi. Oda sartlarinda %4 paraformaldehit
(PFA) ile 15 dakika boyunca fikse edilen hiicreler, 5 dakika boyunca %0,3 Triton X-100 ile
muamele edildi. Oyuklar PBS ile tekrar yikandi, %2,5 oraninda olacak sekilde PBS ile
seyreltilen FBS oyuklara eklendi ve 30 dakika boyunca oda sartlarinda inkiibe edildi. FBS
uzaklastirildiktan sonra Flash Phalloidin Green 488 (Biolegend), PBS ile 1:200 oraninda
seyreltilerek oyuklara eklenip 20 dakika boyunca inkiibe edildi. Tiim kuyular 1 kez PBS ile
yikandiktan sonra PBS i¢inde ¢6ziilen DAPI (2 ng/mL) ile 37 °C’de 15 dakika boyunca inkiibe
edilerek karsit boyama yapildiktan sonra 6rnekler PBS ile yikandi. Hiicre boyama tamponu
eklendikten sonra her oOrnek lamelle kapatilarak lazer taramali konfokal mikroskop ile
incelendi. 5 pm’lik adim boyutuyla (Z-kesit) yiiksek ¢oztiniirliiklii konfokal mikroskop

goriintlileme gerceklestirildi.

Hiicre morfolojilerinin kontrolii

Manyetofeksiyon uygulamasmin hiicre morfolojileri iizerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla steril cam iizerine ekilen MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri, kontrol gruplar1 hari¢ 100
ng/ml MSNP-NH2 ve 3 pg pCMV-GFP ile muamele edilip hiicreler 30 dakika boyunca
miknatis tlizerinde tutuldu. Miknatis kaldirildiktan sonra hiicrelerin 48 saat inkiibasyonunun

ardindan hiicre iskeleti Flash Phalloidin Red 594 (BioLegend) ile firmanin 6nerdigi protokole
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gore boyandi. Hiicre ¢ekirdegi DAPI ile boyandi. Boyamalardan 6nce hiicreler %4 PFA ile 15
dakika boyunca fikse edildi. 5 dakika boyunca %0,3 Triton X-100 ile muamele edildi. Oyuklar,
PBS ile tekrar yikandi ve PBS iginde ¢6ziilen DAPI (2 pg/ml) ile 37 °C’de 15 dakika boyunca
inkiibe edilerek ornekler,hiicre boyama tamponu iginde tutularak lazer taramali konfokal

mikroskop ile goriintiilendi.

Proliferasyon ve sitotoksisite testleri

Calismada proliferasyon ve sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in MTS (abcam) testi
kullanildi. Bunun igin, 96 oyuklu hiicre kiiltiir kaplarmin her bir oyuguna 1x10* MCF-7 ve
7x10* MCF-10A olacak sekilde hiicreler ekildi. 24 saat sonra uygulama yapildi. Sadece
uygulanacak gruplara 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 100 pg/ml konsantrasyonlarinda
MSNP-NH: uygulandi. Sadece PEI igeren gruplarda ise 0, 5, 10, 15, 20, 25 pg/ml
konsantrasyonlarinda PEI uygulandi. Tiim MSNP-NH2 uygulamalarinda hiicre kiiltiir kaplar
30 dakika boyunca inkiibator iginde bir miknatis lizerinde tutuldu. 48 saat inkiibe edilen
hiicrelerden eski medyum ¢ekildi ve hiicre igeren oyuklar PBS ile yikandi. Her oyuga 220 pl
MTS/medyum karigimi (20 ul MTS ve 200 pul medyum igeren) eklendi. Uretici firmanin
tavsiyesi lizerine 0,5-4 saat inkiibe edildikten sonra oyuklardan 200 pl siv1 alindi1 ve temiz bir
96 oyuklu hiicre kiiltir kabimna transfer edildi. Muamele edilen ve muamele edilmeyen
hiicrelerin absorbansi, 490 nm’de (ODago) bir plaka okuyucu ile dlgiildii. Calismada DMSO,
pozitif kontrol (5 ul) olarak kullanildi. Kontrol grubuna gore % canlilik hesaplandi ve OriginPro
uygulamasi kullanilarak veriler gorsellestirilip istatistiksel analizi yapildi. Hiicre canlilig1 (%)

asagidaki formiile gore hesaplandi:

. itk = absorbans(muamele ) % 100
o CANLILIK = a]JSDl']JEﬂS{:kDHtrG”

Apoptoz testi

Hiicre canliligi, erken-ge¢ apoptoz ve nekrozun belirlenmesi icin ¢alismada PI ile
Annexin V-FITC Apoptoz Tespit Kiti (Biolegend, 640914) kullanildi. Akis sitometri ile
manyetofeksiyonun apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in kullanilacak apoptoz kitinin GFP ile
ayni kanalda 1s51ma vermesi nedeniyle GFP igeren gruplara AnnexinV-FITC uygulanmadi.
pHSP-Azu, GFP ekspresyonu gergeklestirmediginden, dual terapide apoptoz oranimnin
belirlendigi ¢aligmalarda bu plazmit kullanildi. Bunun i¢in 6 oyuklu hiicre kiiltiir kaplarina
2,5x10° MCF-7 ve MCF-10A olacak sekilde hiicreler ekildi. Hiicre ekiminden 24 saat sonra
uygulama gergeklestirildi ve uygulamadan 48 saat sonra test yapildi. Test i¢in hiicreler toplandi

ve pellet bir kez PBS ile santrifijjde yikandi. Firma talimatlarina gore Binding Buffer ile
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siispanse edilen hiicreler Annexin V-FITC ve PI ile inkiibe edildi. Ornekler akis sitometri

cihazinda okutuldu ve sonuglar CytExpert 2.0 programi kullanilarak analiz edildi.

Transfeksiyon ve Promotor Kontrolii

HSP promotoriiniin hiicre kiiltiirii sartlarinda ¢alisip ¢calismadigin1 gézlemek amaciyla
oncelikle MCF-7 hiicreleri sadece PEl ile transfekte edildi. Bu amagla, PEI (PEI/DNA: 0,5 veya
0,75) ile pCMV-GFP veya pHSP-GFP (5 pg) oda sartlarinda 30 dakika boyunca inkiibe
edildikten sonra hiicrelere uygulandi. Uygulamadan 12 saat sonra, HSP promotorii, hiicrelerin
38 °C’ye ayarl1 inkiibatdrde 90 dakika boyunca tutulmasiyla indiiklendi. Indiiksiyondan 48 saat
sonra hiicreler tripsinle toplanip, hiicre boyama tamponu i¢inde siispanse edilerek akis sitometri

cihazinda okutuldu.

Daha sonra, HSP promotdriiniin indiiksiyonu igin MHT ile farkli sayida indiikleme
yapildi. 75 pg/ml MSNP-NHa, 0,75 oraninda PEI ve 3 ug pCMV-GFP veya pHSP-GFP ile
karistirtldt ve  MCF-7 hiicrelerine bir miknatis yardimiyla uygulandi (Sekil 8). HSP
promotoriiniin inditksiyonu MHT araciligiyla 1, 2 veya 3 kez (40 °C’de 30 dakika) olmak tizere
gerceklestirildi. Tekrarl indiiksiyonda, ikinci indiiksiyon, ilk indiiksiyondan 24 saat sonra,
ticiincil indiiksiyon ise ikinci indiiksiyondan 8-10 saat sonra yapildi. Uygulamalardan 48 saat
sonra hiicreler toplandi. Akis sitometri analizi ile GFP iceren hiicre yiizdeleri ve PI ile boyama

yapilarak hiicrelerin 6liim oranlart belirlendi.
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Sekil 8. Miknatis ile hiicrelere manyetofektinin uygulamasina ait fotograf

Son olarak, MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri, 100 pg/ml MSNP-NH>, 3 ug pCMV-GFP
veya pHSP-GFP ve PEI/DNA orani 4 olacak sekilde PEI (ug) ile 30 dakika boyunca inkiibe
edildikten sonra hazirlanan manyetofektinler ile muamele edildi. Hiicreler, 3 ve 6 saat AC
manyetik alan altinda tutularak Phsp’nin indiiklenmesi saglandi. Hiicreler, 48 saat inkiibe
edildikten sonra akis sitometri cihazinda okutularak GFP iceren hiicre ylizdeleri belirlendi.
Ayni sartlar altinda deney grubu hazirland1 ve steril cam {izerine ekili hiicrelere uygulama

yapildiktan sonra hiicreler konfokal mikroskop ile goriintiilendi.
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Tiim deneylerde konfokal mikroskop ile goriintiileme 6ncesinde hiicreler, %4 PFA ile
fikse edilip hiicre ¢cekirdegi DAPI ile hiicre iskeleti ise Flash Phalloidin 594 ile boyandi. Ayrica
GFP igeren hiicre yiizdelerinin belirlenmesi amaciyla tripsinlenip toplanan hiicreler, hiicre
boyama tamponu i¢inde siispanse edilerek akis sitometri cihazi ile analiz edildi. Akis sitometri
analizinde GFP 0l¢limii i¢in cihazin FITC kanali kullanildi. Diger yandan, akis sitometri ile
transfeksiyon etkinligine ve propidium iyodiir (PI) ile boyanan hiicrelerin 6liim oranlarina

bakildi.

MHT Optimizasyon Calismalar:

MSNP-NHz’nin AC manyetik alan altinda MCF-10A ve MCF-7 hiicrelerinin canliligina
olan etkisini arastirmak amaciyla MHT uygulama sicakligi, MHT uygulama siiresi ve MSNP-
NH: konsantrasyonu (50, 75, 100 ve 150 pg/ml) optimizasyon deneyleri yapildi. Oncelikle
hiicreler, 75 pg/ml konsantrasyonda MSNP-NH: ile muamele edilip farkl: sicaklilarda (38, 39,
40 ve 41 °C) 20 dakika boyunca MHT cihazinda tutuldu. Siire optimizasyonu i¢in ise ayni
sartlarda MSNP-NH:> uygulanan hiicreler 41 °C’de farkl siirelerde (15, 30, 45, 60, 90 dakika)
AC manyetik alana tabi tutuldu. Uygulama yapilmayan hiicreler (kontrol grubu) toplamda 30-
45 dakika boyunca MHT cihazinda tutuldu. Uygulama sonrasi hiicreler esit sekilde 96 oyuklu
hiicre kiiltiir kaplara ekildi ve 48 saat sonunda MTS testi uygulandi. Daha sonra, secilen

sartlara gore muamele edilen hiicrelere apoptoz testi yapildi.

Son olarak MHT indiiksiyon sayisini aragtirmak {izere 75 pg/ml MSNP-NH2, 0,75
oraninda PEI ve 3 pg pHSP-GFP ile karistirildt ve MCF-7 hiicrelerine uygulandi. HSP
promotdriiniin indiiksiyonu MHT araciligiyla 1, 2 veya 3 kez olmak tizere gerceklestirildi (40
°C’de 30 dakika). Ayni sartlar inkiibatorde gergeklestirilerek indiiksiyon iselemi tekrar edildi.
Bir grup hiicre ise DNA icermeyecek sekilde hazirlanan MSNP-NH; ile muamele edilerek AC
manyetik alan altinda tutuldu. Tekrarli indiiksiyon gruplari her 12 saatte bir tekrar MHT

cihazinda tutuldu.

Dual Terapi Uygulamalari

Dual terapi icin MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri 35 mm hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi ve
belirlenen gruplara manyetofektin uygulandi. Gece boyu inkiibasyonun ardindan hiicreler 90
dakika boyunca AC manyetik alana tabi tutuldu. Tekrarli indiiksiyonda, ikinci indiiksiyon ilk
indiiksiyondan 24 saat sonra, li¢iincii indiiksiyon ise ikinci indiiksiyondan 8-10 saat sonra
yapildi. Hiicrelerin MHT o6ncesi ve sonrasi sicakliklari termal kamera ile 6lgiildii. Ilk
indiiksiyondan 48 saat sonra Annexin-V/PI kiti kullanilarak apoptoz testi yapildi ve gergek
zamanli PCR (qRT-PCR) igin RNA oOrnekleri toplandi. Deney gruplari (1) muamele
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yapilmamis, (2) MHT veya azurin geni uygulanmis ve (3) MHT veya azurin geni

uygulanmamig 6rnekleri igerecek sekilde planlandi.

Azurinin MSNP-NH2 igermeyen ve hipertermi uygulanan gruplardaki etkisini gézlemek
icin MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri 35 mm hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi ve belirlenen gruplara
manyetofektin uygulandi. Gece boyu inkiibasyonun ardindan hiicrelerin medyumu degistirildi.
Hiicreler 38 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde 90 dakika boyunca inkiibe edilerek PHsp indiiklendi.
Phsp’nin indiiksiyonu i¢in 1, 2 ve 3 kez inkiibatorde inkiibe edilen gruplar olusturuldu. Tekrarli
indiiksiyonda, ikinci indiiksiyon ilk indiiksiyondan 24 saat sonra, tiglincii indiiksiyon ise ikinci
indiiksiyondan 8-10 saat sonra yapildi. ilk indiiksiyondan 48 saat sonra Annexin-V/PI Kiti
kullanilarak apoptoz testi yapildi.

Azurinin artan PE/DNA oranlarinda 3 ve 6 saat hipertermi uygulanan gruplardaki
etkisini gozlemek i¢cin MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri 35 mm hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi.
Gece boyu inkiibasyonun ardindan hiicreler 90 dakika boyunca AC manyetik alana tabi tutuldu.
Hiicrelerin MHT o6ncesi ve sonrasi sicakliklari termal kamera ile 6lciildii. Indiiksiyondan 48
saat sonra Annexin-V/PI kiti kullanilarak apoptoz testi yapildi ve qRT-PCR i¢in RNA 6rnekleri
toplandi. Deney gruplari, (1) muamele yapilmamis, (2) MHT veya azurin geni uygulanmis ve

(3) MHT veya azurin geni uygulanmamis 6rnekleri icerecek sekilde planlandi.

Kantitatif Gen Ekspresyon (Real-Time PCR) Analizi

gRT-PCR ile gen ekspresyon analizlerinde daha hizli, daha hassas ve daha verimli
sonuclar elde edildigi i¢in ¢ok tercih edilen, olusan DNA miktarinin artmasiyla floresan
siddetinin de arttig1 bir metottur. Kullanilan primer ve problar sayesinde tek bir tiip i¢erisinde
sayisal veriler alinabildigi gibi hedef bolgede bulunan mutasyonlar da belirlenebilir. TagMan
primer-problart ile yapilan ¢alisma sisteminde 5’ ve 3’ uglarinda floresans isaretli prob
kullanilir. Hedeflenen dizi tek zincir haline getirildikten sonra prob, primerlerin baglanma
bolgesi arasindaki DNA’ya baglanir. Buradaki baglanma devam ettikce probda bulunan
florokrom baskilanir. Taq DNA polimeraz enzimi aktiflestik¢e florokrom serbest hale gegerek
sinyal olusturmaya baglar (Holland et al. 1991; Morris et al. 1996). Calismada gergeklestirilen
gRT-PCR analizinde BAX (BCL2-iliskili proteini/pro-apoptotik) ve BCL2 (B-hiicresi lenfoma
2/anti-apoptotik) MRNA ekspresyon seviyeleri belirlendi. Daha sonra dual terapi sartlarinda
uygulama yapilmig ve 2 kez AC manyetik alana maruz birakilmis hiicrelerde BAX ve BCL2

MRNA ekspresyon seviyeleri arastirildi.

44



Total RNA izolasyonu

Uygulama yapilmis hiicrelerden total RNA izolasyonu igin ilk olarak, hiicreler PBS
tamponu ile yikandi ve tripsin ile kaldirilarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplere toplandi. PureLink™
RNA Mini Kit protokoliine gore izolasyon basamaklar1 gergeklestirildi. Ependorf tiiplerde
toplanan hiicrelere %1 B-merkaptoetanol iceren lizis tamponundan 0,6 ml eklendi ve hiicreler
stispanse edildi. Daha sonra 10 saniye buzda tutma ardindan 10 saniye vorteksleme olacak
sekilde 60 saniye vortekslendi. Homojenatlar, 12.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.
Siipernatantlar RNaz icermeyen temiz tiiplere aktarildi. Uzerlerine 1:1 oraninda olacak sekilde
%70 etanol eklenerek vortekslendi. Orneklerden 700 pl alinarak toplama tiiplerine transfer
edildi. 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan s1vi uzaklastirilarak kolona
700 pl Yikama Tamponu I eklendi, 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolon yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 500 pl Yikama Tamponu II eklendi, 12.000 g’de 15 saniye
santrifiij edildi (2 kez). Kolon, bir kez de kurutma amaciyla bos sekilde santrifiij edildi. Daha
sonra kolona, 75 ul RNase igermeyen su eklendi, oda sicakliginda 2 dakika boyunca inkiibe
edildi. Kolon, 12.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edilerek RNA eliie edildi. RNA safligi
ve konsantrasyonu nanodrop spektrofotometrede belirlendi. RNA 6rnekleri -80 °C’de

muhafaza edildi.

cDNA sentezi

Izolasyon sonucunda elde edilen mMRNA’lardan cDNA’larin sentezi igin Applied
Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti kullanilarak iiretici firmanin
protokoliine gore adimlar takip edildi. Kit iceriginde bulunan soliisyonlar buz iizerinde
¢ozdiiriildiikten sonra Tablo 27°de belirtilen miktarlarda reaksiyon karigimi hazirlandi. Daha
sonra PCR tiiplerine her bir mMRNA 6rnegi i¢in Tablo 27°de hazirlanan karisimdan 10’ar pl
dagitild1 ve son olarak karistma 10 pl RNA o6rnekleri eklendi. Tiipler sirasiyla 25 °C’de 10
dakika, 37 °C’de 120 dakika ve 85 °C’de 5 dakika olacak sekilde inkiibe edildi. Elde edilen

cDNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometrede dl¢iildii.

Tablo 27. cDNA Sentez Reaksiyon Karigimi

Reaksiyon Karisim Icerigi Hacim (ul)
10X RT Buffer 2,0

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8

10X RT Random Primerler 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
Niikleaz igermeyen H,O 4,2
Toplam hacim 10,0
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Son olarak, cDNA o6rnekleri qRT-PCR’da kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Real-Time PCR

Calismada kullanilan primer- problar ThermoFisher firmasindan temin edildi (Tablo
28). Referans gen olarak GAPDH kullanildi. Kontrol grubu ve uygulama yapilan gruplardan
elde edilen cDNA’larin konsantrasyonlari esitlenip TagMan primer-problart kullanilarak BAX

ve BCL2 genlerinin ekspresyon miktarlar1 6l¢iildii.

Tablo 28. gRT-PCR’da Kullanilan insana Ait Primer-Prob Karisimlarma Ait Bilgiler

Gen Katalog numarasi Kullanilan boya
GAPDH Hs02786624_gl 4448489 VIC-MGB

BAX Hs00180269_m1 4331182 FAM-MGB
BCL2 Hs00608023_m1 4331182 FAM-MGB

gRT-PCR igin bilesenler Tablo 29’daki gibi hazirlanarak PCR tiiplerine ticer tekrar
olacak sekilde konuldu. Tablo 30°daki PCR sartlar1 uygulandi.

Tablo 29. qRT-PCR Reaksiyon igerigi

Reaksiyon Karisim Icerigi Hacim (ul)
Master Mix 5,0

Prob ve Primerler 0,5

Niikleaz icermeyen H,O 2,5

cDNA 2,0 (25 ng/ul)
Toplam 10,0

Tablo 30. gRT-PCR Reaksiyon Sartlar

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (saniye)
1 50 60
1 95 30
95 15
40
60 30

Deney sonrasinda, esik degeri dongiisii (CT) degerleri kullanilarak ve gen ekspresyon
seviyeleri Livak ve ark.’daki gibi 274t degerleri hesaplanarak analiz edildi (Livak &
Schmittgen, 2001). Gen ekspresyon seviyeleri, gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH,
referans gen) transkriptine gére normallestirildi. Istatistiki hesaplama, Origin Pro programinda

one way ANOVA testi ile yapildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

pCaSpeR-hs/act Plazmit DNA’sinin Dogrulanmasi
Plazmit DNA’nin PCR Reaksiyonu ile dogrulanmasi

Temin edilen pCaSpeR-hs/act plazmitinin dogrulanmasi igin yapilan PCR sonucunda
elde edilen iirlinlerin agaroz jel goriintiileri Sekil 9°da sunuldu. Beklenildigi gibi Sall-pHSP-F
ve Kpnl-pHSP-R primerleri kullanildiginda pCaSpeR-hs/act plazmitindeki 949 bg¢’lik bolge
amplifiye edildi.

2000 bg

1000 bg -—-a

S00 bg

Sekil 9. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
M: Belirteg; 1 numarali kuyu; pCaSpeR-hs/act plazmitine ait amplifikasyon sonucu, primer baglanma sicaklig1 59
°C. bg: baz ¢ifti.

Plazmit DNA’nin Restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi

Ikinci bir dogrulama icin FastDigest HindIII enzimi ile kesim yapildi. Plazmit sekansina
bakilarak HindIIl enzimi ile kesim haritasi ¢ikarildiginda (www.restrictionmapper.org),
pCaSpeR-hs/act plazmitini (9255 bg) ii¢ yerden (368 bg, 3037 be¢ ve 5850 be’lik fragmentler
olusur) kestigi belirlendi. HindIII enzimi ile ger¢eklestirilen kesim reaksiyonu sonucu beklenen

boyutlarda bantlar gozlendi. Kesilen plazmite ait agaroz jel gortintiisti Sekil 10°da verildi.

3000 be B

2000 be

2000 be L

500 be L

Sekil 10. pCaSpeR-hs/act plazmitine ait kesim reaksiyonu sonucu
(M: Belirteg, 1: Kesilmis plazmit.)
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pHSP-GFP’nin Elde Edilmesi

Drosophila melanogaster’e ait HSP70 promotorii (PHsp) ve regiilatér bolge sekansi,
dogrulanan pCaSpeR-hs/act plazmitinden Sall-pHSP-F ve Kpnl-pHSP-R primerleri
kullanilarak amplifiye edilen PCR friinleri ve pCMV-GFP Fast Digest Sall ve Kpnl
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesim iriinleri ligasyon reaksiyonuyla birlestirildi. Ligasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen iiriin kompetan E. coli JM109 hiicrelerine transfer edildi.
Transformasyon sonrasinda hiicreler LB-amfisilin besiyerine yayildi. 37 °C’de gece boyu

inkiibasyona birakildiktan sonra kolonilerin gelisimi gézlendi (Sekil 11).

Sekil 11. Inkiibasyon sonunda gelisen bakteri kolonileri
Koloni PCR
Pusp’ye ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR reaksiyonu

Transformasyon sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerden 12 tane segilerek Prsp’ye
ait primerler ile koloni PCR reaksiyonu yapildi. PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen iiriinler
agaroz jel elektroforezinde 60 V’de 80 dakika boyunca yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi (Sekil
12).

3000 bg

1000 bg

WO R R R TR e —"

500 bg

Sekil 12. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisii
(M: Belirteg; 1-12. kuyular: 1°den 12’ye kadar secilen koloniler ile gergeklestirilen PCR reaksiyon {iriinleri)
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Puse’ye ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak gergeklestirilen koloni PCR
reaksiyonu

Transformasyon sonrasi gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucuna gore segilen 3, 4, 7,
8 ve 9 numarali koloniler ile Pusp’ye ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak PCR
reaksiyonu yapildi. Reaksiyon sonrast PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi

(Sekil 13).

1000 be

500 bg

Sekil 13. Koloni PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Belirteg; sirastyla, 3, 4, 7, 8 ve 9 numarali koloniler)

Muhtemel rekombinat plazmitin sekans analizi ile dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulugunu kontrol etmek i¢in LB-amfisilin sivi besiyerlerinde
cogaltilan kolonileri olusturan bakterilerden plazmitler saflastirildi. Plazmite ait agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Sekil 14’te verildi.

3000 be

2000 be

1000 be

500 be

Sekil 14. Muhtemel rekombinant plazmitin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Belirteg; 1: Muhtemel pHSP-GFP plazmiti)

HF DNA polimeraz enzimi kullanilarak referans alinan sekansin (regiilator bolge ve
Prsp ) PCR’da amplifiye edilmesine ragmen, Sanger sekanslama analizi sonucunda klonlanan
dizide delesyon, insersiyon ve baz degisikliklerinin goriilmesi tlizerine (Sekil 15) pCaSpeR-
hs/act plazmitinin ve klonlanan pHSP-GFP plazmitinin NGS (Next Generation Sequencing) ile
tim sekans okumalar1 yaptirildi. NGS analizi ile klonlanan pCaSpeR-hs/act plazmitinin 3989
kez ve pHSP-GFP’nin 8210 kez (Sekil 16) yapilan okuma sonucu her iki plazmite ait elde edilen

sekanslar blastland1 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Blastlama sonucu promotor
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bolgelerinin %100 benzerlige sahip oldugu ve klonlamak tizere referans alinan (GenBank Acc.
#U60735) sekansin 953 bg yerine 949 b¢ uzunluga sahip oldugu anlasildi. Detayli bakildiginda,
453 bg¢ uzunlukta beklenen promotor bolgenin 457 bg, 500 b¢ uzunlukta beklenen regiilator
bdlgenin ise 492 bg uzunluga sahip oldugu goriildii. Diger yandan, her iki plazmite ait (pHSP-
GFP ve pCaSpeR-hs/act) NGS analizi sonucu elde edilen sekans ile klonlamak {izere referans
alman (GenBank Acc. # U60735) sekansin ayr1 ayr1 blastlanmasi sonucu her iki plazmitte de
ayn1 yerde ayni degisiklikler goriildii. Dolayisiyla calismalara klonlanan ve dogrulanmis olan
rekombinant pHSP-GFP plazmiti ile devam edildi. Elde edilen rekombinant pHSP-GFP

plazmitinin SnapGene ile ¢izilmis haritas1 Sekil 17°de verildi.

Scorne Expect Identities Gaps Strand
1380 bits[855) 0.0 88%/905(98%) 5/905(0%) Plus/Plus
Query 31 CCCAMMACCAATCACCACCCCAATCACTC2aaaaacaaacasaaaTAAGAAGCGAGAGGA 99
R N R |
Shjct 6 CCC-AAACCAATCACCACCCCAATCACTCAAAAAACAAACAAAMATAAGAAGCGAGAGGA 64
AGCTTCGTCAC 148

e i ittt
Shjct 65  GTTTTGGCACAGCACTTTGTGGTTTAATTGATGGCGGTARACCGLTTOGAGCTTCOTCAC 124

Query 149 G.\IK.TAEET fTG.‘-T.?-‘.-‘.-‘-'H?-‘.-‘-T'{?-‘.;?fﬁ GGTTT]—_?T:[ GE'T:’l. G';Tfﬁt“?f&-‘.-‘-cﬂﬁ 288

|
Shjct 125 GAMACCGOTGACARAATCCAACTGAACGLGLACATTCACGITACGTAACGCTACARAL

fIJG 184
Query 28% TOGCGAAAGAGATAGCGCACGCAGCGCIGARAGAGACGGIGATATTTCTOTGCACAGACGA 268
Shjct 185 _éGLGn‘-ﬁlb!AG-“Gﬁll'll -‘&Céflu!lf.ﬁfl,llllaf.ﬁé.’l.fla-“;»\I\éAGn‘-f!éé-CG;Jl)l\.T__f!'lrG_Gé.l!lf.-‘&ﬁllflan‘. 244
Query 26% AGGAGGCAAACAGCGCTCACTTTGAGTGGAATGTCATTTTGACTGAGAGGTAATCGAAAG 328
Sbjct 245 n‘-éflﬁ.ﬁﬁfl,l!h'.-“Cﬁl\.’IaCGC'l[’L-!AL_'l['lllan'.G'llfl.fla-“;'llé'll Cn‘-'ll'l['ll TG;é:H;GA’LG“-‘-A‘}LG-‘-J\AG B
Query  32% AACCTGOTACATCARATACCCTTGLRATCCAACTARATTTAARACTGAT -CAGATAAGTTC 387
Sbjct 385 n‘-.\iCL_GéJH.ECJI!-‘.E-‘-'lhuLC'l['lllJG-‘-'Ilfl.’IJ-‘.-‘-é'H-‘.n‘-'ll'l['ll-‘.n‘--‘-AéTG-‘-JICE-‘-GAJ[A-‘.GTTL 364
Query 3I8F AATGATATCCAGTGCAGT2222322332322aTCGLLLLLLLLATCTACTTITCCGCAARAATG 447
Sbjct 365 d-.ﬁTGd'.\ll'I'ttﬁé'l'thé'l'.lll-‘.d.\!n.lluh‘.ém:'é'l"l' T"H"I’ Td'f!'I'&C"l'I'CCGf!.L-:&dATG 424
Query 248 GGTTTTA-TTAACTTACATACATACTAGAATTGATCCCCGATCOCCOTAGAATOCCAAAL 526
Sbjct 425 Gé'I'T".\llTTT&.\u TT&’LH-‘.CC'I'.LL'A"LAE."HATE’!’HGd'élttt"’iﬁdd"’lttdu-‘, 484
Query 587 CAMACTGGTTATTGTGGTAGGTLATTTGTTTCGOAGASAGARAACTCCAGARATTTCTLT 566
Sbjct 485 C»\I\.l!h‘.c_élaTT.‘-'ll'llGTGé'II.l!AGGJ[.’l.J!AT_'IIé-'II T“éé!AGUA.LG-‘-F-A.LC“C&.LGL-‘-AJITTCT:T Tee
Query 567 GGCCGTTATTCGTTATEctctottticitttigoptetctocctctetgeactaatgeic 626

11 11 PLLLILLLER LR TTTIL 11 ITEILL]

Sbjct 545 GOCCGTTATTCGTTATTCTCTCTTTTCTTITITGGATCTOTCCCTCTCTGCACTAATGOTC 624
Query 627 totcactctGTCACACACTARACGGCATACTOCTCTCETTGOTTCGAGAGAGCGCGECTC  6EE
Sbjct  Gas _’!'l[l'.-‘-c'lléTG_flAE-‘.C.\!A’IJ'l[A;.\!Aééﬁti'll.lt_éf!'ll E_’!é'll TGG'Il'llEG-‘-é.l!AG-‘-G’UJLGEC'IIL 664

Query GB7 GAATGTTCGCGAAMAGAGCGCCGGAGTATAAATAGAGGCGCTTCGTCTACGGAGCGACAN 746
Shjct 665 aairc-4lataii::clélaclééac4l4:;A*AG;A&%cc-%lc-c%iacaiéccacn; 724
Query 747 TTCAATTCAAACAAGCAAAGTGAACACGTCGCTAAGCGAAAGCTAAGCAAATAMACAAGL 806
Shjct 725 -4laa-4laaaéiaccli:a'élica!é%ccé*iaaéé&:ac!#:acéiaa-iiataléc 784
Query BB7 GCAGCTGAACAAGCTAAACAATETGCAGTAAAGTGCAAGTTAAAGTGAATCAATTAMAAG 866
Sbjct  T7ES Gf!.I!AGC_é.I!h‘.E-‘-JlifIJET-‘-.\!A.lI?\L‘.-‘-'lfl'lfGCJUJII -‘._,\!\é'll GC.\!\.\!A'laT_-‘-,\!\.Ili.G_G,\!\.l!ATC-‘-,\!\'lfT-‘._MG 844
Query B67 TAACCAGCAACCAAGTAAATCAACTGCAACTACTGAAATCTGCCAAGAAGTAATTATTGA 3
sbict 845 _CALCéélA:CéA:G'AAATCAAlTG!AAC'A44GQAA4C'Cél:;ﬁiAG'éA}T:'#éA 204
Query 027 ATACA 931

Shict 985 ATACA gS@9

Sekil 15. pHSP-GFP Sanger sekans analizi ile elde edien niikleotid sekansinin blast sonucu
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PHSP-
GFP_mapped _1o_refseq =—
8.210 reads

1499

pCaSpeR -
hs_act_mapped_to_ref

sequenc
3,989 reads =

Sekil 16. pHSP-GFP ve pCaSpeR-hs/act plazmitlerine ait NGS analizi

Plazmit haritas1 SnapGene (https://www.snapgene.com/) ile ¢izildi.

N EGFP-N (1029 ..1050)

"j pHSP-GFP
4775 bp

—EXFP-R (1290 ..1309)

SV40 ori

&

St 5 Qo\* )

(3098 .. 3117) pBR3220ri-F 7op;°’°moter M\'é‘;&,\o Q y EGFP-C (1637 .. 1658)
R 2 S

oter
S5

N
(2847 .. 2864) 14440 — S Bglob-pA-R (1790 .. 1809)
(2736 .. 2755) EBV-rev — "/

L / rbglobpA-R (1909 .. 1928)
SVaopoly(A)signal | |

/ Y TM13 Reverse (2271 ..2287)
(2682 .. 2701) SV40pA-R / T
| lac operator
(2575 .. 2586) SV40pro-F
(2552 .. 2571) Sv40pro-F ‘ M13/pUC Reverse (2284 ..2306)
CAP binding site

Sekil 17. pHSP-GFP’nin SnapGene’de ¢izilen haritasi
pHSP-Azu’nun Elde Edilmesi

Kodon optimizasyonu sonucunda, azurin genine ait niikleotid sekansinin
optimizasyondan dnceki CAI degerinin (iyi bir translasyon verimliligi i¢in kodon adaptasyon
indekslerinin 1’e yakin olmasi tavsiye edilir) 0,84, optimizasyondan sonraki CAI degerinin ise
0,95 oldugu, ayn1 sekilde GC igeriginin (%30-%70 arasinda olmasi tavsiye edilir) %61,97 iken
%62,26 oldugu belirlendi. Sentetik azurin geni kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu sonucunda

beklenildigi gibi 444 be’lik bant gozlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. A. Azurin genine ait gradyan PCR sonucu
(M: Belirteg, 1, 2, 3. kuyular sirastyla 65°C, 65,5 °C, 66 °C primer baglanma sicakliklar1) B. Azurin geninin HF

polimeraz ile amplifikasyonu (M: Belirteg, 1: Azurin)

Uglarinda kesim enzimlerinin tanima sekanslarini igeren azurin gen sekansina ait PCR
tirtinleri ve pHSP-GFP, Fast Digest Kpnl ve Apal enzimleri ile kesildi. Kesim iiriinleri ligasyon
reaksiyonuyla birlestirildi. Ligasyon reaksiyonu sonucu elde edilen iiriin kompetan E. coli
JM109 hiicrelerine transfer edildi. Transformasyon sonrasinda hiicreler LB-amfisilin besiyerine

yayildi. 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilip kolonilerin gelisimi gézlendi (Sekil 19).

Sekil 19. Inkiibasyon sonunda gelisen bakteri kolonileri
Koloni PCR
Plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR reaksiyonu

Transformasyon sonrasinda besiyerinde gelisen kolonilerden 9 tane segilerek gene ait
primerler ile koloni PCR reaksiyonu yapildi. PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen {irlinler
agaroz jel elektroforezinde 60V de 80 dakika boyunca yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi (Sekil
20).
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Sekil 20. Koloni PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
(M: Belirteg; 1-9. kuyular: 1’den 9°a kadar secilen koloniler ile ger¢eklestirilen PCR reaksiyon iiriinleri).

Gene ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak gerceklestirilen koloni PCR
reaksiyonu

Ayrica transformasyon sonrasi gergeklestirilen PCR reaksiyonu ile elde edilen sonuca
gore secilen 4 koloniden gen ve plazmit DNA’ya ait primerler kullanilarak PCR reaksiyonu

yapildi. Reaksiyon sonrasi PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil 21).

3000 be

1000 be

500 be

Sekil 21. Koloni PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: Belirteg; 1-4. kuyular: 1’den 4’e kadar segilen koloniler ile gergeklestirilen PCR reaksiyon driinleri).

Muhtemel rekombinat plazmitlerin sekans analizi ile dogrulanmasi

Sekans analiz sonucu elde edilen niikleotid sekansi, kodon optimize azurin niikleotid
sekansiyla blastlandiginda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerliklerin %2100
oldugu goriildii (Sekil 22). Elde edilen rekombinant pHSP-Azu’nun SnapGene ile ¢izilmis
haritas1 Sekil 23’te verildi.
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Score Expect Identities Gaps Strand

826 bits(447) 0.0 447/447(100%) 0/447(0%) Plus/Minus
Query 1 AGAAMACTCGCTGCCGTGTCCCTGCTGTCCCTGCTCAGCGCCCCCCTGCTGGET

e s ML RO -
Query 61 CCGAGTGCAGCGTGGACATCCAGGGCAACGACCAGATGCAGT TCAACACCAATGCCAT 120
e oss DGR
Query 121 CGTGGACAAGAGCTGCAAGCAGTTCACCGTCAACCTGTCCCACCCCGGRCAACCTGCCC 180
e T N
Query 181 AACGTCATGGGCCACAACTGGGTGCTGAGCACCGCCGCCGACATGCAGGGCGTGGTC 248
e v SN R -

Query 241 (|:(|Z ACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAGCAGAGTC 300

) | \|\||\||\||\|\|||||\|\|||\|\|\|\|\IHIHIHIIIHIHIHHI
Sbjct 276 ACCGACGGCATGGCTTCCGGCCTGGACAAGGATTACCTGAAGCCCGACGACAGCAGAGTC 217

Query 301 CCACACCAAGCTGATCEGCAGCGGCGAGAAGGACAGCGTGACCTTCGACGTCTCC 360
) IIIH\II\IIHHI\IIIIIHHIHI\IH\IHHIHHIIIIHIHHIHI
sbjct 216 CCACACCAAGCTGATCEGCAGCEGCGAGAAGGACAGCGTGACCTTCGACGTCTCL 157
e it
Sbjct 156 TGAAGGAAGGLGAGLAGTACATGTTCTTCTGCACCTTCCCCGECCACTCCGLCCTG 97
T
Sbjct 96  ATGAAGGECACCCTGACCCTGAAGTGA

Sekil 22. Plazmit DNA’ya ait forward ve reverse primerleriyle gerceklestirilen Sanger sekans
analizi sonucu elde edilen niikleotid sekansinin blast sonucu

(4842 .. 4861) Amp-R

pHSP-Azu
5220 bp

TTEGFP-N (1471 ..1492)

(3540 .. 3559) pBR3220ri-F %o
Oor
(3289 .. 3306) L4440
(3178 .. 3197) EBV-rev
’ . o"’ws Promoter WP EXFP-R (17321751
SV40 poly(A) signal beta globin P
(3124 .. 3143) SV40pA-R o A °
N0
(3017 SV40pro-F
2994 .. 3013) SV40pro-F \
CAPBRdinG Site! EGFP-C (2079 .. 2100
(CAP binding site!
(2726 .. 2748) M13/pUC Reverse 7 \ Bglob-pA-R (2232 .. 2251)
(lac operator! rbglobpA-R (2351 .. 2370)
(2713 .. 2729) M13 Reverse (Mi3rev

Sekil 23. pHSP-Azu’nun SnapGene’de ¢izilen haritasi

Elde edilen tiim veriler hedeflenen plazmit yapilarinin bagarili bir sekilde elde edildigini
gostermektedir.
Manyetik NP’lerin Uretimi ve Yiizey Modifikasyonlari

Manyetik yonlendirme ile hizli gen aktarimi ve AC manyetik alan altinda sicaklik artist
saglamak tizere kullanilacak olan manyetik silika nanopargaciklar, APTES ile yapilan yiizey

fonksiyonellestirme islemi ile pozitif hale getirildi (Sekil 24).
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): 309 Peak 1: 309 100.0 4,49

Zeta Deviation (mV): 4,49 Peak 2: 0,00 0,0 0,00

Conductivity (mS/ecm): 0,00981 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good
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Sekil 24. Suda dagitilan MSNP-NH2’nin zeta potansiyel grafigi

Kaydedilen TEM goriintiilerinden, iiretilen MSNP-NH2’nin boyutunun 20 nm’nin

altinda ve monodispers oldugu anlagilmaktadir (Sekil 25).
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Sekil 25. MSNP-NHz’lerin boyut ve morfoloji analizi
A. MSNP-NH’lere ait TEM goriintiisii ve B. TEM goriintiisii iizerinden hesaplanan NP boyut

dagilim grafigi

MSNP-NHz’lerin miknatisa yanitinin goézlenmesi i¢in suda dagitilan MSNP’ler,
miknatis ile topland1 ve fotograflari alindi (Sekil 26). Gorilintiilerden MSNP’lerin suda
dagiliminin iyi oldugu anlasilmaktadir. Bu durum, hiicrelere uygulama sirasinda tiim MSNP-
NH2’nin miknatis ile hiicrelere dogru ¢ekilebilecegini gostermektedir. Ayrica termal kamera ile
kaydedilen AC manyetik alan Oncesi ve sonrast goriintiilerde, MSNP-NH2 nin bulundugu

ortamt 1s1ttig1 gozlendi.
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Sekil 26. Suda dagitilan MSNP-NH?’lere ait goriintiiler
Miknatis A. 6ncesi ve B. sonrasi, MHT C. 6ncesi ve D. 15 dakika boyunca AC manyetik alan
altinda tutulan MSNP’lere ait goriintii. Skala °C cinsindendir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sulu MSNP-NH: ¢ozeltilerine ait sicaklik-zaman
grafigi Sekil 27°de verildi. AC manyetik alan altindaki 1sinma grafiklerine bakildiginda 10
mg/ml MSNP-NH yaklasik 8 dakikada ortamin sicakligini, oda sicakligindan 43 °C’ye ¢ikardi.
Konsantrasyon azaldikca sicaklik artis hizinda azalma kaydedildi. Diisiik konsantrasyonlarda
sicakligin belli bir siire sonra neredeyse sabit kaldigi tespit edildi. AC manyetik alan altinda

tutulduktan hemen sonra termal kamera goriintiisii alinan 6rnegin dis yiizeyi 40 °C’idi.
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Sekil 27. MSNP-NH2’lerin AC manyetik alan altindaki davranigi

MSNP-NHy’lere (0,5, 5 ve 10 mg/ml) ait sicaklik-zaman grafigi ve 1sinmis tiipe (5 mg/ml) ait termal kamera
goriintiist (grafik igi fotograf)

Biyomedikal uygulamalarda MNP’lerin oda sicakliginda siiperparamanyetik davranis
sergilemesi gerekmektedir (Kiling, 2016). Bu malzemeler kalic1 bir miknatislanma 6zelligi
yerine oda sicakliginda manyetik doygunluk sergiler. Bunun i¢cin MSNP-NH2’ye ait manyetik
ozellikler titresimli numune manyetometresi (VSM) analizi ile arastirildi (Sekil 28). Gozlenen
“S” seklindeki histerisiz egrisi, elde edilen yapinin siliperparamanyetik oldugunu

gostermektedir. MSNP-NH2 nin manyetizasyon doygunlugunun 30 emu/g oldugu belirlendi.
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Sekil 28. MSNP-NH>’ye ait VSM sonucu
MSNP’lerin DNA Baglama ve Salim Yetenegi

Uretilen MSNP-NHz2’nin DNA baglamasinda ortama eklenen PEI’nin etkisini
belirlemek i¢in hazirlanan farkli manyetofektin gruplarina ait agaroz jel goriintiisii
incelendiginde, PEI yoklugunda ortamda halen baglanmayan DNA'’lara ait bant gozlenirken
PEI/DNA (a/a) oran1 0,5 ve 0,75 olacak sekilde hazirlanan gruplarda DNA’ya ait bantlar
gozlenmedi. Bu da ortama eklenen ilave PEI'nin DNA baglanma oranini artirdigini
gostermektedir. 50 ve 75 pg MSNP-NHz’ nin PEI varliginda yaklasik 2 pg DNA’y1 tutabildigi
belirlendi (Sekil 29 A).

Manyetofektin kompleksinin olusumu kadar bu kompleksten niikleik asitlerin salinmast
da gen aktarim sistemleri i¢in 6nemli bir konudur. Hiicrede gen ekspresyonu icin niikleik
asitlerin salinimi1 gereklidir (Lee et al. 2005; Vighi et al. 2010; Naylor, 1999). DNA salimini
test etmek icin negatif yiiklii bir deterjan molekiilii olan SDS kullanilmaktadir. SDS’nin
katyonik yapilara afinitesi, niikleik asitlerden daha yiiksektir ve %1’lik SDS soliisyonu (nihai
konsantrasyon), niikleik asitleri kompleksten salmak igin yeterlidir (del Pozo-Rodriguez et al.
2009). Literatiirde yer alan bir caligmada, DNA yiiklenmis PEI ile modifiye NP’lerden plazmit
DNA eliisyonu igin 60 °C sicaklik inkiibasyonu uygulanmigtir (Danthanarayana et al. 2018).
Bu dogrultuda, ¢alismada hiicresiz bir ortamda DNA’nin MSNP-NHz’den salinimi i¢in
belirlenen sartlarda manyetofektin karisimlari elde edildi ve %1 SDS ile gerceklestirilen salim
sonrast ortama salinan DNA’ya ait agaroz jel elektroforez sonuglart Sekil 29°da verildi.
Baglanan DNA’larin, %1 SDS ile gerceklestirilen salim sonuglari incelendiginde ise PEI
varliginda salinan DNA miktarinin daha az oldugu gériildi (Sekil 29 B).
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DNA MSNP-NH;:DNA  MSNP-NH,:(nPEI:DNA) MSNP-NH,:DNA MSNP-NH,:(nPEI:DNA)
(ng) / (a/a) (a/a) (a/a)
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Sekil 29. Manyetofektin gruplarina ait agaroz jel elektroforez sonucu

A. 30 dakika boyunca inkiibe edilip 30 dakika miknatis tutularak toplanan iist faz ve B. manyetofektinler
yikandiktan sonra %1 SDS ile 60 dakika inkiibasyonun ardindantoplanan iist faz.

Transfeksiyonda kullanilan MSNP-NH>, plazmit DNA ve PEI’nin ayr1 ayr1 daha sonra
DNA-PEI kompleksi ve MSNP-NH2-DNA-PEI kompleksinin zeta potansiyelleri karsilastirildi.
100 pg MSNP-NH: nin su igindeki zeta potansiyel degerleri 30,4+0,4 mV, 3 pg pDNA’ninki -
18,240,7, 3 pg PEI'ninki ise 7,1+0,6 olarak 6l¢iildi. 3 ng pDNA ve 3 pg PEI ile 30 dakika
boyunca inkiibasyon sonrasinda olusturulan kompleksin zeta potansiyel degeri 1,1£1,5, 100 pg
MSNP-NH2, 3 pg pDNA, 3 pg PEI ile olusturulan manyetofektinin zeta potansiyeli ise
13,17+0,5 mV olarak o6lgiildii (Sekil 30).
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Sekil 30. Manyetofektin i¢in kullanilan bilesenlerin zeta potansiyellerinin karsilastirilmast

Farkli sartlarda hazirlanan manyetofektin komplekslerinin zeta potansiyel degerleri,
DLS analizi ile ol¢iildii (Sekil 31). Hazirlanan manyetofektinlerdeki artan DNA ve PEI
konsantrasyonlarinin olusturulan kompleksin ylizey yiikiinli artirdig1 gozlendi. Diisiik DNA
konsantrasyonlarinda Ol¢iilen zeta potansiyel degerlerinin anlamsiz degisimi kompleksin

kararsiz yapisindan dolayi olabilir.
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Sekil 31. Manyetofektinlerin zeta potansiyeli sonuglari
100 ug MSNP-NH ile farkli DNA ve PEI konsantrasyonlarinda hazirlanan gruplar, oda sartlarinda 30 dakika
boyunca inkiibe edildi.

Hiicresel Alimin Belirlenmesi

Miknatis siiresinin hiicreler tarafindan alinan MSNP-NH. miktar1 tizerine etkisini ortaya
koyan konfokal mikroskopta Z-Kesit yontemiyle 5 pm araliklarla orneklerden alinan
goriintiileri Sekil 32 ve Sekil 33’de verildi. Goriintiilerden, miknatis siiresi artttkga DAPI
boyama nedeniyle mavi goriinen ¢ekirdek ¢evresinde ve tizerinde TRITC-isaretli MSNP-NH>
miktarinin arttig1 net olarak anlasilmaktadir. MCF-7 ve MCF-10A hiicreleri karsilastirildiginda
MCF-7 hiicre hattinin daha fazla MSNP-NH: aldig1 sdylenebilir. MCF-10A hiicre hattinda
yapilan uygulamada, 15 dakika ve {lizeri miknatis siiresinde NP’lerin daha yogun bir sekilde
hiicrelerin etrafinda toplandig1 gozlendi. MCF-7 hiicre hattinda ise miknatis tutulmayan (0
dakika) grupta MSNP-NH> yapilarinin hiicrelerin ¢evresinde yogunlastigi ancak g¢ekirdege
diger gruplara gore daha az ulastig goriildi. Kullanilan TRITC-igaretli MSNP-NH2 miktar1 ve
60 dakika boyunca miknatis tutulan gruplarin hiicre ¢ekirdek biitiinliigiindeki degisim goz
oniine alindiginda, miknatis tutma siiresinin artmasi hiicrelerde yogun TRITC-isaretli MSNP-
NH:2 alimina sebep olmustur ve buna bagl olarak olarak hiicrelerde sitotoksisitenin gézlenmesi

sOz konusu olabilir.
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Z-Kesit

5 pm/goriintii-

Kontrol

SNP-NH, (dakika)

TRITC isaretli

60

DAPI TRITC AKTIN

Sekil 32. MCF-10A hiicrelerinin konfokal mikroskop Z-kesit goriintiileri
TRITC isaretli MSNP-NH, (kirmizi, 100 pg/ml) ile muamele edilen MCF-10A hiicrelerinin hiicre iskeleti
proteinleri (aktin) yesil isaretlenirken, hiicre ¢ekirdegi DAPI ile mavi boyandi. Olgek 20 pm’dir.
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Z Kesit

i pm/goriintii-

Kontrol

TRITC isaretli MSNP-NH, (dakika)

60

TRITC AKTIN

Sekil 33. MCF-7 hiicrelerinin konfokal mlkroskop Z-kesit goriintiiler

TRITC igaretli MSNP-NH; (kirmizi, 100 pg/ml) ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin hiicre iskeleti proteinleri
(aktin) yesil isaretlenirken, hiicre ¢ekirdegi DAPI ile mavi boyandi. Olgek 20 pm’dir.

Hiicre Morfolojilerinin Kontroli

Calismada kullanilan hiicre hatlarinin aydinlik alan goriintiileri, hiicrelerin saglikli bir

sekilde biyiitiildiiglinii ortaya koymaktadir (Sekil 34 ve Sekil 35).
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Sekil 34. MCF-7 hiicrelerinin 48. saatte kaydedilen ters mikroskop goriintiisii
Olgek 50 pm’dir.

Sekil 35. MCF-10A hiicrelerinin 48. saatte kaydedilen ters mikroskop goriintiisii
Olgek 50 pm’dir.

Manyetofektin karistminda bulunan PEI ve MSNP-NH2’nin hiicre yapisina olumsuz
yonde etkisi olabileceginden hiicre morfolojileri mercek altina alindi. Hiicre iskeletinin
boyamasi ile uygulama yapilmis hiicre yapilarinda kontrol grubuna gore fark olmadig
belirlendi (Sekil 36). Uygulama sonrasi herhangi bir ¢ekirdek deformasyonu gézlenmedi.
Hiicrelerin iyi biliyidiigli ve cam yiizeye tutunma sekillerinin kontrol grubunda ve
manyetofektin uygulanmis gruplarda benzer oldugu tespit edildi.

Kontrol Manvetofeksiyon

MCF-10A

P6S P3Y uIpiofieyd / 1dvd

Sekil 36. Hiicrelerin manyetofeksiyon sonrasinda kaydedilen konfokal mikroskop goriintiileri
Uygulamada 50 pg/ml MSNP-NH2, 3 pg pCMV-GFP, 1:1 oraminda PEI/DNA (a/a) kullanildi. Olgek 20 pm’dir.
Sol iist: sadece Flash Phalloidin Red 594 (aktin), sol alt: sadece DAPI (¢ekirdek) ve sag biiyiik resim: birlestirilmis
gorilintiiler
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Manyetik NP’lerin Sitotoksisitesi

MSNP-NHz: ile muamele edilen hiicre hatlarinda MCF-7’nin MCF-10A"ya gére MSNP-
NH: muamelesine daha hassas oldugu ayni dozlarda daha diisiik canlilik yiizdesine sahip
olmasindan anlasilmaktadir (Sekil 37). Doz bagiml etki izlenen MTS sonuclarinda, MSNP-
NH2 uygulanmus hiicre canliliginin MCF-10"da %80’in, MCF-7"de ise %70’in iizerinde oldugu
belirlendi.
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Sekil 37. MSNP-NH: nin proliferasyon ve sitotoksisite sonucu
MSNP-NH; uygulamasi yapilan MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki MTS testi sonucu (* q<0,05)

PEI ile muamele edilen gruplarda PEI’nin ayn1 dozlarda MCF-7 hiicrelerini MCF-10A
hiicrelerinden daha fazla etkiledigi, diisiikk canlilik yiizdesinden anlasildi. Artan dozlarda
MSNP-NH: uygulanan gruplara yapilan MTS testi sonuglarina gore, yaklasik 10 pg PEI ile
MCF-7 hiicre hattinda canliligin %50’nin altinda gézlenmesi ve MCF-10A hiicrelerinde ise
yaklasik %70 oraninda oldugu gozlendi.
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Sekil 38. PEI uygulamasi yapilan MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin 48 saat sonundaki MTS
sonucu
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Transfeksiyon ve Promotor Indiiksiyonu

Phsp’nin hiicre kiiltiirii sartlarinda calisip calismadigini gézlemek amaciyla sadece PEI
kullanilarak transfeksiyon gerceklestirildi. Akis sitometri sonuglarinda, kontrol grubuna gore
normalizasyon yapildiktan sonra Pcmv Ve Prsp’nin kontroliinde GFP iiretiminin kat artis1, FITC
kanalinda kaydedilen sinyaller ile belirlendi (Sekil 39). Kontrol grubuna gore ortalama FITC-
H kat artis1 sirasiyla; 0,5 ve 0,75 oranindaki PEI/DNA uygulamalarinda Pcmyv’ye sahip gruplar
icin 3,86 ve 20,88 iken Pusp’ye sahip gruplarda 2,75 ve 3,38’dir. Ayrica yiiksek PEI/DNA

oraninin transfeksiyon etkinligini artirdig1 gézlendi.
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Sekil 39. Pnsp kontroliine ait akis sitometri sonuglari

A. pCMV-GFP veya B. pHSP-GFP (5 pg) ve 0,5 ve 0,75 oraninda PEI/DNA (a/a) ile hazirlanan transfeksiyon
ajani ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin akis sitometri ile 6l¢iilen sonuglari. Pusp, hiicrelerin 38 °C’ye ayarlt
inkiibatorde 90 dakika boyunca tutulmasiyla indiiklendi.

Manyetofeksiyon ile pHSP-GFP uygulanmis hiicrelerin AC manyetik alan altinda
tutulmasi sonucunda hiicre canliligi, GFP ifade eden hiicre yiizdesi ve PI ile isaretlenen 61l
hiicre yiizdesi Sekil 40°ta verildi. Gen icermeyen ve MHT uygulanmis olan grupta, hiicre
canliligi %89 olarak gozlendi. Sadece AC manyetik alan altinda tutulan hiicre canliliginda
kontrol grubuna gore anlamli bir degisim olmadigi belirlendi. pPCMV-GFP gonderilen gruplarda
GFP iceren hiicre yiizdesi %35,31 olarak belirlenirken buna yakin deger, ancak 3 kez indiiklenen

pHSP-GFP uygulanmis grupta dl¢iildii.
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Sekil 40. Pnsp kontroliine ait akis sitometri sonuglari

75 ng/ml MSNP-NH,, PEI (PEI/DNA: 0,75) ile pPCMV-GFP veya pHSP-GFP (3 ng) transfeksiyonu sonucu MCF-
7 hiicrelerinde 48 saat sonunda yapilan apoptoz testi sonuglart. Pysp, hiicrelerin MHT cihazinda 40 °C’de 30 dakika
boyunca tutulmasiyla indiiklendi.

Son olarak, MHT uygulama siiresinin etkisini gérmek ilizere 3 ve 6 saat indiiklenen
hiicrelerde iiretilen GFP’nin varligi ve miktar1 konfokal mikroskop ve akis sitometrisiyle
degerlendirildi. Konfokal mikroskop verilerine gore, aktin boyama ile anlasilacag {izere, her
iki hiicre hattinda da indiiksiyon siiresi arttik¢a hiicrelerin morfolojik yapilarinin ve ¢ekirdek

yapisinin bozuldugu anlasildi (Sekil 41). Ayrica transfeksiyonun MCF-7 hiicre hattinin pPCMV-

GFP uygulanan grubunda daha fazla oldugu belirlendi.
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MCF-10A

)

]
Sekil 41. MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin konfokal mikroskop goriintiileri
pCMV-GFP veya pHSP-GFP yiiklenmis MSNP-NH, (100 pg/ml) ile muamele edilen hiicrelerinin hiicre iskeleti

proteinleri (aktin) kirmuzi isaretlenirken, hiicre ¢ekirdegi DAPI ile mavi boyandi. Yesil goriintilenen kisim GFP
proteininin varligini gostermektedir. Olgek 20 pm’dir.

Konfokal mikroskop goriintiilerini destekler sekilde, MCF-10A hiicre hattinin kontrol

3 Saat

{:MVGFP Kontrol

grubunda hiicre canlilig1 %91,34 iken 3 saat indiiksiyon igin %76,27 ve 6 saat indiiksiyon i¢in
%74,94, MCF-7 hiicre hattinda ise hiicre canlili§i kontrol grubunda %90,11 iken 3 saat
indiiksiyon i¢in %42,35 6 saat indiiksiyon igin %38,09 olarak goriildii. MCF-7 hiicre hatlarinda
pCMV-GFP ve indiikleme yapilmayan pHSP-GFP gruplarinda GFP ifade eden hiicre yiizdeleri
strasiyla 9%3,2 ve %3,24 iken 3 ve 6 saat indiikleme yapilan pHSP-GFP gruplarinda sirasiyla,
%2,35 ve %1,99’du (Sekil 42).
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Sekil 42. MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde 3 ve 6 saat indiiksiyonla GFP {iretimi
Hiicreler pCMV-GFP veya pHSP-GFP yiiklenmis MSNP-NH; (100 ug/ml) ile muamele edildi.
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MHT Optimizasyonlar:

MSNP-NH> uygulanan MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinde MHT igin sirastyla sicaklik
ve slire optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. MHT uygulanan hiicrelere ait sicaklik-zaman
grafikleri Sekil 43°te sunuldu. Sekil 43 B’de goriildiigii iizere hiicrelerin sicakligi yaklasik 30
dakikada 41 °C’ye ulasti. Ayrica tim gruplardaki hiicrelerin sicaklik artig hizi birbiriyle
benzerdi ve hiicreler 30 dakika boyunca istenilen sicaklikta sabit tutuldu. Sekil 43 C’ye
bakildiginda ise ayni sekilde hiicrelerin sicakliginin 30 dakikada 41 °C’ye ulastig1 ve hiicrelerin
esit sicaklik artisina sahip oldugu goriildii. AC manyetik alanin giicii kontrol altinda tutularak
hiicrelerin ortam sicakligi 41 °C’de istenilen siirelerde sabitlendi. Uygulanan yiiksek voltajdaki
AC manyetik alanin helezonda olusturdugu 1sinmadan dolay1 kontrol gruplarinda ¢ok yavas bir
sekilde de olsa sicaklik artis1 gézlendi. Fakat bu sicaklik, 37 °C’nin iizerine ¢ikmadigindan
dikkate alinmadi. Ayrica, MTS sonuglarinda goriildiigi iizere kontrol gruplarindaki sicaklik

artisinin hiicre canliligi {izerinde olumsuz bir etkisinin olmadig: goriildi (Sekil 47).
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Sekil 43. MHT uygulamasi sirasinda 6lgiilen sicaklik-zaman grafikleri

Hiicrelerin MSNP-NH> (75 pg/ml) ile muamelesine ait A. uygulama 6zet sekli, B. Hiicrelerin farkli siirelerde 41
°C’de AC manyetik alana tabi tutulmasi ile elde edilen grafik ve C. Farkli sicakliklarda 20 dakika boyunca MHT
uygulamasina ait sicaklik-zaman grafigi.

Yapilan MTS analizi sonuglarina gére, MSNP-NH> uygulanan MCF-10A ve MCF-7
hiicrelerinin 90 dakika boyunca 41 °C’ye kadar AC manyetik alana dayanabildigi belirlendi
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(Sekil 47 B). Ilging bir sekilde MCF-7 hiicrelerinin canliligiin sicaklik artisiyla birlikte arttig1
belirlendi (Sekil 44 A).

75 pg/ml konsantrasyonda MNSP-NH ile yiiriitiilen MHT optimizasyonu deneylerinde
MCEF-10A hiicrelerinde sicaklik optimizasyonu i¢in gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.
41 °C’de farkli siirelerde uygulanan AC manyetik alan sonucunda ise en yiiksek canlilik kontrol
grubu ve sadece MNSP-NH> uygulanan gruplarda gozlendi. Diger gruplarda ise canliligin
%95’1n altina diismedigi goriildii (Sekil 44 B).

MCEF-7 hiicrelerinin sicaklik optimizasyon sonuclarina bakildiginda ise kontrol ve
sadece MNSP-NH; uygulanan gruplarla karsilastirildiginda, diger gruplarda canliligin arttigi
goriildii. En yiiksek canlilik ise %123,61 oraniyla 41 °C’de 20 dakika boyunca MHT uygulanan
grupta gozlendi. Hiicreler, siire optimizasyonu i¢in 41 °C’de 90 dakika boyunca AC manyetik
alana maruz kaldiginda ise canliligin %121,83 oldugu goriildii (Sekil 44).
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Sekil 44. MHT uygulamasi sonucu 6lgiilen hiicre canlilig1 grafikleri

MCF-7 ve MCF-10A’ya ait A. sicaklik ve B. siire optimizasyonu MTS sonuglar1. Sicaklik optimizasyonunda
hiicrelere belirli sicakliklarda 30 dakika boyunca MHT uygulandi. Siire optimizasyonunda ise hiicreler 41 °C’de
farkli siirelerde AC manyetik alana tabi tutuldu.

MHT deneylerinde MCF-7 hiicre canliliginin sicaklik artisiyla birlikte artmasi ilging bir
sonug¢ olarak yorumlandi. Bu durumu arastirmak tizere farkli sicaklik degerlerine ayarlanmis
inkiibatorde tutulan MCF-7 hiicrelerinin canlilif1 ayrica olgiildi. MHT ile yapilan deneye
benzer sekilde, sicak inkiibatorde tutulan MCF-7 hiicrelerinde sicaklik arttikga hiicre

canliligimin da arttig1 gézlendi (Sekil 45). 41 °C’ye ayarlanmis inkiibatérde 30 dakika boyunca
inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinin canliliginin %134,28 oldugu goriildii.
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Sekil 45. MCF-7’ye ait sicaklik optimizasyonu MTS sonuglar1
Hiicreler belirli sicakliklarda ayarlanmis inkiibatorde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. (75 pg/ml MNSP-NH,).

MCF-10A ve MCF-7 hiicreleri i¢in artan dozlarda MSNP-NH2’nin MHT uygulamasi
altinda apoptoz sonucu Sekil 46 ve Sekil 47°de gosterildi. Yapilan analizlere gore her iki hiicre
hattinda da MHT uygulamasinin, MSNP-NH2 uygulanmayan gruplarda bile hiicreleri etkiledigi
gozlendi. Hiicre canliliginin MCF-10A hiicrelerinde %4.,8 seviyesinde diserken MCF-7
hiicrelerinde  %5,7 seviyesinde distigii belirlendi. MCF-10A hiicreleri i¢in tiim
konsantrasyonlarda MHT uygulamasi yapilan gruplarda daha fazla 6liimiin oldugu ve 6liimlerin

en ¢ok nekroz ile gerceklestigi gozlendi (Sekil 46).
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Annexin-V

Sekil 46. MSNP-NH>’nin MHT uygulamasi altinda doz denemesine ait apoptoz sonucu
MSNP-NH; ile muamele edilen MCF-10A hiicreleri 3 saat MHT cihazinda tutuldu.
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Annexin-V

Sekil 47. MSNP-NH2’nin MHT uygulamasi altinda doz denemesine ait apoptoz sonucu
MSNP-NH; ile muamele edilen MCF-7 hiicreleri 3 saat MHT cihazinda tutuldu.
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Pusp’nin ¢oklu indiiksiyonunu arastirmak iizere gergeklestirilen calismada gen
icermeyen manyetofektin karisimi ile muamele edilen hiicrelerde indiiksiyon sayisi arttik¢a

hiicre canliliginin azaldig1 gézlendi (Sekil 48).

Kontrol MSNP-NH, + MHT X1

Q2-UL(%7,50) - -. Q2-UR(%0,21)] §Q2-UL(%8,78) . Q2-UR(%0,07)

PI

Q2-LL(%90,36) Q2-LR(%1,93)| 1Q2-LL(%91,04)" - Q2-LR(%0,11)
L e e e e a1 T T e
MSNP-NH, + MHT X2 MSNP-NH, + MHT X3
T

Jaz-uL(w7,3s) . - Q2-UR(%0,78)| Jaz-UL%s,11) Q2-UR(%2,29)

:QZ—LL(%ST.&‘:) Q22-LR(%4,53) :QQ,LL(%M,QG) Q2-LR(%10,65)
Correnmr Voo e Ay

Annexin-V

Sekil 48. Tekrarli MHT uygulamasina ait apoptoz sonucu

75 pg/ml MSNP-NH; ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde 48 saat sonunda yapilan apoptoz testi sonuglari.
Hiicreler, MHT cihazinda 40 °C’de 30 dakika boyunca tutuldu. Tekrarli indiiksiyon gruplari (X2, X3) her 12 saatte
bir tekrar MHT cihazinda tutuldu.

Dual Terapi Uygulamalar:

Manyetofektin uygulanan hiicreler, 90 dakika boyunca AC manyetik alana maruz
kaldiginda ortamin sicaklig yaklasik 60 dakikada 40 °C’ye yiikseldi. MHT oncesi ve sonrasi

termal kamera gortntiileri Sekil 49°da verildi.

MHT oncesi

Sekil 49. MHT uygulamasina ait termal kamera goriintiileri
MSNP-NH> (50 pg/ml) uygulanmis hiicrelerin A. MHT oncesi ve B. MHT sonrasi termal kamera goriintiileri.

Dual terapi uygulanmis hiicrelere ait ters mikroskop goriintiilerinde (Sekil 50), yapilan

uygulamalarin hiicre morfolojisi iizerinde 6nemli bir olumsuz etki olusturmadig goriildii.
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Sekil 50. Dual terapi uygulamasindan 48 saat sonra ¢ekilen hiicre goriintiileri

MHT: pHSP-GFP ile hazirlanan manyetofektin uygulanmig ve 90 dakika boyunca MHT cihazinda tutulmus
hiicreler, Azurin: sadece pHSP-Azu ile hazirlanan manyetofektin uygulanmis hiicreler ve Azurin + MHT: pHSP-
Azu ile hazirlanan manyetofektin uygulanmig ve 90 dakika boyunca MHT cihazinda tutulmus hiicrelerdir.
Manyetofeksiyonda 50 mg/ml MSNP-NH>, 3 ug pHSP-Azu ve 0,5 oraninda PEI/DNA (a/a) kullanildi. Skala 20
pm’dir.

Azurin ve MHT uygulanmig MCF-10A hiicrelerinde apoptotik ve nekrotik hiicre
oliimiinde anlamli bir fark belirlenmedi (Sekil 51). Bu sonuglara gore, azurin, manyetofektin
veya MHT nin ayr1 ayr1 ya da birlikte uygulanmasinin MCF-10A hiicrelerini etkilemedigi
goriildi.
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Annexin V

Q2-LR(%2,51)

Sekil 51. MCF-10A hiicrelerinin dual terapi uygulamasindan 48 saat sonra yapilan apoptoz testi

sonugclari
Manyetofeksiyonda 50 mg/ml MSNP-NH,, 3 pg pHSP-Azu ve 0,5 oraninda PEI/DNA (a/a) kullanildi. MHT
gruplarinda hiicreler 90 dakika boyunca MHT cihazinda tutuldu.

Literatiirde azurinin apoptoz ile hiicreyi 6liime gotiirdiigii belirtilmistir (Yaghoubi et al.
2020). MSNP-NH: i¢cermeyen, sadece PEI ile pHSP-Azu MCF-7 hiicrelerine transfer edildi. Bu

74



durumda Pnsp’nin indiiksiyonu inkiibatorde gergeklestirilerek hiicrelerde azurin ekspresyonu
tesvik edildi. Bu durumda indiiksiyon sayis1 arttik¢a hiicre canliliginda azalma gozlendi (Sekil
52). Ancak MHT ile indiiklemenin (Sekil 51) aksine, inkiibatérde yapilan deneyde indiiksiyon
sayisi arttik¢a apoptozun arttig1 belirlendi (%7,3, %10,75 ve %57,96).
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Sekil 52. Dual terapi uygulanmis MCF-7 hiicrelerinin 48 saatlik apoptoz testi sonuglari
pHSP-Azu gruplarinda DNA+PEI uygulanan hiicreler 38 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde 1, 2 ve 3 kez 90 dakika
boyunca inkiibe edildi (3 pg pHSP-Azu ve 0,5 oraninda PEI/DNA (a/a))

Ayni sartlar ve bunlara ek olarak tekrarli MHT indiksiyonunun yapildigt MCF-7
hiicrelerinin apoptoz sonuglarinda, MCF-7 hiicrelerinin Onerilen terapiden daha fazla
etkilendigi belirlendi (Sekil 53). Tim gruplar arasinda, dual terapi uygulanmig MCF-7
hiicrelerinde en diisiik hiicre canlilig1 belirlendi ve indiiksiyon sayisi arttik¢a hiicre canliliginin
azaldig1 gorildii. Sadece MSNP-NH; ve 3 kez AC manyetik alana tabi tutulan hiicrelerde
nekrotik hiicre olimi ylizdesi %27,79 olarak belirlenirken apoptoz orant %20,27 olarak
gozlendi. Belirlenen bu sartlarda, MHT uygulamasi, hiicresel 6liimii apoptoz yerine nekroza
kaydirmaktadir. Ayni sartlarda azurin igeren plazmit varliginda sirasiyla, 1, 2 ve 3 kez yapilan
indiiksiyon sonucunda hiicrelerin %29,31, %36,5 ve %155,65’inin nekrotik yolla 6ldigi
goriildii. Bu hiicrelerin apoptoz oranlari ise yine sirasiyla, 1, 2 ve 3 kez yapilan indiiksiyon
sonucunda %13,97, %11,39 ve %17,82 olarak hesaplandi. MHT uygulanmadiginda, MSNP-
NH2+pHSP-Azu uygulanan grupta diisiik hiicre canliligi gézlendi. Bu durum 37 °C’de az da

olsa Pnsp’nin indiiklenmis olabilecegini digiindiirmektedir.
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Kontrol MSNP-NH, +pHSP-Azu + MHT X1

JQ2-UL%750) - -o - GR-UR(%021)| §Q2-UL(%20,80) Q2-UR(%5,29)

PI

{az-LL(%90,35) Q2-LR(%1,03)| Q2-LL(%62,88) QZ-LR(%11,03)
T T T T T T LB ALLL | L RLLLI LRI LERLLAALL
MSNP-NH, + pHSP-Azu + MHT X2 MSNP-NH, + pHSP-Azu + MHT X3

% Q2-UL(%27,07) Q2-UR(%6,18) ; Q2-UL(%37,68) Q2-UR(%12,68)

{a2-Li(%60,18) 2-LR%6,57) | ] QzLL(%4z,02) -

. Q2-LR(%7 64)

Annexin-V

Sekil 53. MCF-7 hiicrelerinin dual terapi uygulamasindan 48 saat sonra yapilan apoptoz testi

sonuglari

MHT: azurine ait dizi igermeyen plazmit ile hazirlanan manyetofektin uygulamip 90 dakika boyunca MHT
cihazinda tutuldu, Azurin: sadece pHSP-Azu ile hazirlanan manyetofektin uygulandi ve Azurin + MHT: dual terapi
uygulandi (50 pg/ml MSNP-NH2, 3 pg pHSP-Azu, 0,5 oraninda PEI/DNA (a/a)).

MHT uygulama siiresi artirildiginda beklenildigi tizere hiicre canliliginin azaldig Sekil
54’teki sonuglarda net olarak goriilmektedir. Yapilan uygulamada yalnizca MSNP-NH:
kullanilan gruplarda MHT uygulanmaksizin hiicrelerin etkilendigi goriilmektedir. MSNP-NH:
uygulanan gruplar ile azurin uygulanan gruplar karsilastirildiginda ise azurinin hiicre limiinii
artirdigr gortilmistiir. Azurin iceren gruplarda MHT uygulamasi yapilmamasina ragmen
hiicrelerde 6liim gozlendi. MHT indiiksiyon siiresi artirildiginda ise bu oranin daha da arttig

gozlendi.
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3 Saat 6 Saat

Kontrol MuT MHT

Q1-UL(%5,29) QT-UR(%3,87) QI-UL(%9,56) af-UR(51,59) Q1-UL{%8 05) Qi UR(%1,09)

Pl

Q1-LL(%B8,47) Q1-LL(%68.27) (%0 58) Q1-LL(%52,51)

MSNP-NH, MSNP-NH, + MHT MSNP-NH, + MHT

Q1-UL(%13,30) Q1-UR{%8,15) SQ1-UL(%30,41) a1 Drzzz 39; Q1-UL(%23,12} G1-UR{%10 68)

FQILL(%a31) Q1-LR(%2,90) Q1-LL{%63,67) Q1-LR(%2 63)
v J g r ™ r

e m r
SP-Azu MSNP-NH, + pHSP-Azu + MHT MSNP-NH, + pHSP-Azu + MHT
QI-UR(%5,29) Q1-UL%44,80) Qi-DR(%13,63) Q1-UL(%54,48) Qi-UR(%13,60)

Q1-LL(%56,14) . QI-LR(%0.72) @1-LL(%39,05) Q1-LR{%2,32) Q1-LL{%30,04) Q7-LR{%1,96)
r T T T v T T T r

Annexin-V

Sekil 54. MCF-10A hiicrelerinin dual terapi uygulamasindan 48 saat sonra yapilan apoptoz testi
sonugclari

MHT: azurine ait dizi icermeyen plazmit ile hazirlanan manyetofektin uygulanip 3 ve 6 saat MHT cihazinda
tutuldu, Azurin: sadece pHSP-Azu ile hazirlanan manyetofektin uygulandi ve Azurin + MHT: dual terapi
uygulandi. (100 pg/ml MSNP-NHy, 3 pg pHSP-Azu, 4 oraninda PEI/DNA (a/a)).

Ayn1 uygulama MCF-7 hiicrelerine yapildiginda, MCF-7 hiicre hatlarinda hiicresel
alimin fazla olmas1 sebebiyle sadece MSNP-NH2 uygulanan gruplardaki ve azurin uygulanan

gruplardaki hiicresel 6liimiin kontrole gore daha fazla oldugu goriildii.
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3 Saat 6 Saat

Kontrol MuT MHT
Q1-URL%6,49) Q1-UL{%5,25) Q1UR{#1167) Qi-ULI%10,00) QI-UR(M21.52)
o X .
.
Q1-LL(%B5,09) Q1-LR{%0,42) Q1-LL(%78,61) Q1-LR{%0,52) Q1-LL(%65,76) Q1-LR(%2,73)
T u T T LA e i A ¥ v J v
MSNP-NH, SNP-NH, + MHT MSNP-NH, + MHT
QU649 11} Q1-UR{#17,77) fa 1,22) Q1-UR(%12,37) Q1-UL(%37,62) Q1-UR(14,14)
i | :
] i
i CEAAE
1 i
Q1-LL(%32.80) Q1-LR(%0,32) Fatmwosa2) QI-LR%0,00) Q1-LL(%45,99) 21-LR(%1,05)
MSNP-NH, + plHSP-Azu MSNP-NH, + pHSP-Azu + MHT MSNP-NH, + pHSP-Azu + MHT
Qf-UL(%a4,47] Q1-UR(3%15,38) FatuLne2,78) Q1-UR(10,57) Q1-UL(%59,5) Q1-UR{%5,25)
Q1-LL(%39,78) Q1-LR(%0,35) SatLumss) QI-LR(%0,16) QI-LL(%34,71) Q1-LR(%0,19)
T T ™ T T r - ¢
Annexin-V

Sekil 55. MCF-7 hiicrelerinin dual terapi uygulamasindan 48 saat sonra yapilan apoptoz testi
sonugclari

Azurin proteininin MCF-7 hiicrelerinde ekspresyonuna dair etki, QRT-PCR sonuglariyla
ortaya konuldu. Ayni sartlarda azurin geni igermeyen (pHSP-GFP) ve iceren (pHSP-Azu)
plazmitlerle hazirlanan manyetofektin ile transfekte edilmis MCF-7 hiicrelerinde, dual terapi
icin Pusp’nin indiiksiyonu iki kez gergeklestirildi ve ardindan apoptoz oranimi belirten
BAX/BCL2 seviyesi arastirildi. BCL2 ekspresyonunun MCF-7 hiicrelerinde kontrole oranla
azurin yokken 3,23+0,6 kat ve azurin varken 7,47+0,73 kat arttig1 gortildi (Sekil 56 A). BAX
ekspresyonu ise azurin varliginda ve yoklugunda hemen hemen ayni orandaydi (Sekil 56 B).
Goreceli BAX/BCL2 oraninin, pHSP-GFP transfer edilen hiicrelerde 0, 5 kat arttigi, pHSP-Azu
transfer edilen hiicrelerde ise 0,2 kat arttigi goriildi (Sekil 56 C). Bu durum, MCF-7
hiicrelerinin apoptotik olmayan yolla oliime gittigini gdstermektedir. Diger yandan akis
sitometri sonuglarmin (Sekil 51, Sekil 52 ve Sekil 53) qRT-PCR sonuglarini destekledigi
goriilmektedir. Bu sekilde onerilen terapi yaklasiminda hiicre 6liimiiniin nekrotik yolla oldugu

ortaya konulmus oldu.
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Sekil 56. BCL2 ve BAX mRNA seviyelerini belirlemek iizere yapilan qRT-PCR sonuglar1
50 pg/ml MSNP-NHy, PEI (PEI/DNA: 0,5) ile pHSP-GFP veya pHSP-Azu (3 pg) transfeksiyonu sonucu A, B ve
C, MCF-7 hiicrelerine ait. Pusp’nin indiiksiyonu i¢in hiicreler iki kez 90 dakika boyunca MHT cihazinda tutuldu
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TARTISMA VE SONUC

Canlilarda kendiliginden olusmayan DNA molekiillerinin rekombinant DNA teknolojisi
ile elde edilmesi sayesinde farkli terapi yontemlerinde kullanilmasi i¢in yeni plazmitler
olusturulmustur. Bunun i¢in ilgili gen dizisi, konakg¢1 hiicreye uygun ekspresyon vektoriinde
yer alan promotor arkasina yerlestirilip rekombinant DNA elde edilir (Overton, 2014). Yapilan
bu calismada memeli hiicrelerinde sicaklik ile indiiklenebilen Pnsp, yapisal promotor olan Pcmy
ile yer degistirilerck pHSP-GFP elde edildi (Sekil 17). Elde edilen bu ekspresyon plazmitine
terapotik kodon optimize edilmis ve durdurma kodonu igeren azurin geni yerlestirilerek pHSP-
Azu elde edildi (Sekil 23).

Oldukca kiiciik boyutlarda {iretilebilen (Sekil 25) manyetik nanopartikiiller (MNP),
miknatis ile istenilen alanda toplanma (Sekil 26) ve AC manyetik alan altinda termal enerji
saglama (Sekil 26 ve Sekil 27) yetenekleri nedeniyle ilag ve gen aktarim ¢aligmalari igin ideal
tastyicilardir. MNP’lerin biyomedikal uygulamalari noktasinda ilgili hedeflere ulasabilmesi
icin kilcal damarlardan yayilabilmesi gerekir. Bu tiir uygulamalarda, boyutun yani sira NP’lerin
biyolojik bozunmaya kars1 kararli olmasi ve asir1 topaklagmasinin 6nlenmesi 6nemlidir. Bu
amacla MNP’lerin yilizeyi bir kabuk ile kaplanmaktadir (He & Shi, 2011; Sun et al. 2014).
Molekiillerin ve ilaglarin kolayca NP ylizeyine baglanmasina olanak tantyan hidrofilik silika
kaplama, sahip oldugu bir¢ok essiz avantaj nedeniyle biyomedikal uygulamalarinda sik¢a

kullanilmaktadir (Solak et al. 2021).

Oda sicakliginda kaydedilen verilere gore elde edilen histerezis egrisi
sliperparamanyetik malzemelerin manyetik doygunlugunu belirtmektedir (Pon-On et al. 2019).
Bu ¢alismada elde edilen MSNP-NH>’lerin 6lgiilen manyetik doygunlugu (30 emu/g) ¢ok ince
bir kabuk varligini isaret etmektedir (Sekil 28). MSNP-NHz’de kullanilan silika kabuk
yapisinin manyetizasyona katkisi olmayacagi gibi nihai partikiiliin manyetizasyonunu da bir
miktar diisirmektedir (Pon-On et al. 2019). Literatiirdeki bir ¢alismada, ancak HR-TEM ile
goriintiilenebilen incelikte, yaklagik 4 nm kabuk kalinligina sahip MSNP’lerin manyetik
doygunlugu 40 emu/g olarak bildirilmistir (Yi et al. 2006). Uretilen MSNP-NH_’nin kiiresel
morfolojide ve oldukea kii¢iik oldugu anlasilan Sekil 25°deki TEM goriintiilerinde belirgin bir
kabuk kalinlig1 gozlenmedi. Literatiire gore, FesO4 NP’ler veya kabuk ile kapli NP’ler 106, 68
veya 60 emu/g gibi farkli manyetik doygunluklara sahiptir (Asin et al. 2012; Santha Moorthy
etal. 2017). MSNP-NHz’lerin AC manyetik alan altinda kaydedilen sicaklik-zaman grafiginde
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(Sekil 27), diisik MSNP-NH> konsantrasyonunda sicaklik artis hizinin yavas oldugu goriildii.
Bu da dual terapide istenilen sicakliga daha uzun siirede ulasmaya neden olmaktadir. Bu

durumun kabuk kaplamadan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Floresan etiketli MSNP-NH2’nin miknatis yoklugunda 4 saat (Sekil 32, Sekil 33, 0
dakika) icinde hiicrelerin etrafinda gozlenmesi MSNP-NH2 nin hiicre membranina kolayca
yapisabildigini, bunun nedeninin elektrostatik etkilesim oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer
sekilde sadece MSNP-NH. (Sekil 24) ve MSNP-NH: ile karistirilan PE/DNA’nin zeta
potansiyelinde elde edilen degerler (Sekil 30 ve Sekil 31) MSNP-NHz nin ve manyetofektin

kompleksinin yiizeyinin pozitifligini gostermektedir.

Manyetofektin i¢in kullanilan MSNP-NH: (30,4+0,4 mV), DNA (-18,2+0,7) ve PEI
(7,1£0,6)’nin her birinin ayr1 ayr1 ve nihai kompleksin (13,17+£0,5 mV) zeta potansiyel
sonuglar1 incelendiginde (Sekil 30), DNA yiiklii partikiiliin yiizey yiikiiniin DNA yiiklenmeyen
partikiilden daha az pozitif olmasi, DNA yiiklendigini gostermektedir. Dalli ve yiiksek
pozitiviteye sahip PEI, hiicrelere gen aktarimi yapmak i¢in iyi bir ajandir. Fakat PEI’nin steril
saf su ile hazirlandiktan sonraki sahip oldugu yiiksek pozitivite hiicreler i¢in toksik etki
olusturabilir. Bundan dolay1, PEI soliisyonunun pH degeri 7-7,4 arasinda ayarlanip pozitivitesi
(7,1£0,6) azaltilarak kullanild1 (Kandemir, 2013).

Manyetofektin hazirlanirken DNA’nin beklendigi gibi MSNP-NH2 ve PEI arasinda
kalip kalmadigmi ve komplekste ne kadar DNA kaldigini arastirmak tiizere, hazirlanan
manyetofektin miknatis ile toplanip niikleaz icermeyen suyla yikandiktan sonra kompleksten
DNA salimi yaptirildi (Sekil 29). PEI ile hazirlanan manyetofektin gruplarinda ylikleme sonrast
toplanan orneklere ait kuyularda bant varliginin gézlenmemesinin sebebinin ortama eklenen
DNA’nin hemen hemen hepsinin manyetofektin yapisina dahil oldugu diistiniildii (Sekil 29 A).
PEI varliginda salinan DNA miktarinin daha az goériilmesinin (Sekil 29 B), (i) ortama eklenen
PEI’nin, DNA’y1 sikica tutmasindan dolayr DNA’nin manyetofektin kompleksinden kolaylikla
salinamadigi veya (ii) PEI’nin, niikleik asit boyama soliisyonunun DNA’ya baglanmasini

engelledigi ve bu yiizden UV altinda bant gézlenmedigi seklinde iki farkli sebebi olabilir.

Manyetofektin hazirlanirken eklenen PEI'nin DNA’ya oram1 yapinin pozitifligini
degistirmektedir. PEI miktarmin diisiik, DNA miktarinin yiiksek olmasi manyetofektin
kompleksinin nihai yiikiiniin negatif olmasini1 saglamaktadir (Sekil 31). MSNP-NH2, DNA ve
PEI oram1 manyetofektin kararliligim1 etkilemektedir. Farkli PEI/DNA oraninda hazirlanan
manyetofektinlere ait DLS 6l¢limii (Sekil 31), kompleksteki her bilesenin etkilesiminin yapinin
yiizey ylikiinli ne kadar etkileyebildigini ortaya koymaktadir. PEI/DNA miktarindaki artis ile
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kompleksin zeta potansiyelinde artig gézlenirken, diisiik DNA ve diisiik PEI/DNA oranlarinda
yapinin beklenenin aksi yonde yiizey ylikiine sahip olabildigi gozlendi.

Hiicreler ile yiiriitiilen deneylerde hazirlanan manyetofektin ile DNA’nin hiicre igine
ulastig1 ve hedef proteinin liretilebildigi ortaya konuldu (Sekil 41). Yapisal promotor yerine 1s1
ile indiiklenebilen bir promotor kullanildiginda 3 ve 6 saat indiiksiyon ile hiicrelerde hedef
proteinin ekspresyonu gerceklesti (Sekil 42). Literatiirde gen aktarimi zor olan hiicrelere
manyetofeksiyon yontemi ile gen aktariminin diger yontemlere gore daha kolay ve ucuz oldugu
belirtilmektedir (X. Zhao et al. 2017). Yapilan ¢alismada, yapisal promotor varligindaki
transfeksiyon etkinliginin indiiklenebilir promotdér varligindaki transfeksiyon etkinliginden
daha fazla oldugu goriildi (Sekil 39, Sekil 40, Sekil 41). Konfokal mikroskop (Sekil 41)
sonuglarindan yola ¢ikarak MCF-10A hiicrelerine manyetofeksiyon yontemi ile gen
aktariminda yiiksek transfeksiyon etkinliginin goriilmemesinin nedeni, saglikli hiicrelerin
uygulama yapilan maddelere karsi hassasiyet gostermesi ile strese girmesinden veya
oliimiinden kaynaklanabilir. Literatiirde MCF-10A hiicrelerine diger transfeksiyon yontemleri
ile gen aktariminda zorluk yasanmaktadir. Ote yandan, bircok farkli hiicre hattina farkl
ozelliklerde NP’lerin gonderildigi bir ¢alismada, silika ve APTES ile modifiye edilmis
manyetik NP’lerin MCF-7 hiicreleri tarafindan aliminin zor olduguna yer verilmistir (Zhu et al.
2012). Bu ¢alismada miknatis kullanildiginda MSNP-NH: nin her iki hiicre tiirinde de hiicresel
alimimin yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 32, Sekil 33).

MSNP-NH2 uygulanan her iki hiicre hattinda, hiicrelerin canliligi (Sekil 37) ve
morfolojileri (Sekil 36) lizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda, iiretilen yapinin hiicreler tizerinde
olumsuz bir etkisinin olmadig1 ortaya konuldu. Hipertermi denemelerinde ise MHT ile veya
inkiibatorde 1sitilan MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunun arttig belirlendi (Sekil 44 ve Sekil
45). Bu durum, artan ortam sicakliginin, MCF-7 hiicrelerinde 1s1 sok proteinlerini aktiflestirip,
hiicre proliferasyonunu artirmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii meme kanserinin, hiicrelerin
sahip oldugu Ostrojen reseptorlerine (ER) gore molekiiler tiirleri tanimlanmaktadir ve ER
proteinin, ERa ve ERB olmak iizere iki smifi vardir. MCF-7 hiicreleri ERa pozitiftir. Ostrojen
takviyesi ile 1s1 sok proteini 1’in (HSP1) aktive edildigi ve bu yolla MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonunun arttigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Vydra vd., 2021, 2019). HSP1,
normalde stres sartlari altinda hiicrelerin sag kalimini saglayan bir saperon proteinidir. Ancak
yiiksek seviyede iiretilmis HSP1 proteini, ER pozitif kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
artirmaktadir. Bunun yani sira HSP70’in hiicre dongiisii ve biiyiimesi iizerinde olumlu etkisi
oldugu bilinmektedir. Genellikle hiicrelere Oldiiriici olmayan dozda uygulanan sicaklik,

HSP’leri aktive etmektedir. Literatiirde artmis HSP70 {iretiminin, hipertermi nedenli hiicre

82



toksisitesine karsi hiicrelerin direncini artirdigina dair ¢alismalara da rastlanmistir (Barnes et

al. 2001).

MHT, diger hipertermi terapilerine gore daha avantajli ve gelecek vaat eden bir
hipertermi yontemi olarak goriilmektedir (DeNardo & DeNardo, 2008). Ciinkii sicakligi artiran
MNP’lerin hiicre i¢inde olmasi nedeniyle hiicre i¢ kismindan 1sinmaktadir (Alphandéry, 2014).
Ancak, MHT nin etkili olmasi i¢in 43-45 °C gibi sicakliklara erismek gerekmektedir. MCF-7
hiicrelerinin termal toleranst nedeniyle, bu calismada uygulanan nispeten diisiik sicakligin
hiicrelerin canliligini artirdig1 diistiniilmektedir. Kansere kars1 42 °C’nin altinda 1-6 saat siireyle
uygulanan hiperterminin etkili oldugu belirtilmektedir (DeNardo & DeNardo, 2008). Bir
calismada MCF-7 hiicreleri farkl siire ve sicaklikta hipertermiye (inkiibatdr) maruz birakilmig
ve 38 °C’de 4 saat tutuldugunda hiicre canliligmin 71,6+3,7 oldugu belirtilmistir (Asita
Elengoe, 2013). Benzer durumu, Elengoe vd. (2019), MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB 231
hiicrelerinde gormiistiir. Arastirmacilar, hiicreleri 38-44°C sicaklik araliginda, 0-4 saat
tuttuklarinda MCF-7 hiicrelerinin 42 °C’de 1 saat boyunca hiicre canliligini korudugunu, 42
°C’de 2 saat hipertermi uygulamasinin MCF-7 canliligin1 %80’e diisiirdiiglinii gérmiislerdir.
Ancak 40-41 °C’de 4 saat boyunca gergeklestirilen hiperterminin hiicre canliligini %50’ nin
altina distirebildigi goriilmiistiir (Elengoe et al. 2019). Bu sonuglarin ¢alismamizda elde edilen
sonuglarla uyumlu oldugu goériildii (Sekil 44 ). Yapilan tez ¢alismasinda hiicrelere 90 dakika
AC manyetik alan uygulandi. Bu siireye MSNP-NH>’nin 1sinma siiresi de dahildir. Dolayisiyla
diisiik sicakliga (40 °C) kisa siire maruz kalan MCF-7nin yukarida anlatildigi gibi termal
tolerans gosterdigi diistinlildii. Bu nedenle sadece MHT’nin etkisinin arastirildigi
uygulamalarda MHT uygulama sayisinin (Sekil 48) veya siiresinin (Sekil 54 ve Sekil 55) ve
kullanilan NP dozunun artirilmas: (Sekil 46 ve Sekil 47) yoluyla daha yiiksek hipertermi
sicakliklar test edildi. Uygulamalar sonucunda MCF-10A ile karsilastirildiginda MCF-7 nin
daha hassas oldugu goriilmektedir. Bu durum, saglikli hiicreleri daha az etkilemesi sebebiyle,

yapilan uygulamalarin terapi igin bir avantaj oldugunu gostermektedir.

Timor hiicrelerinin sicakliginin artirilmasi, onlarin nekroz yoluyla Gliimiine sebep
oldugu bilinmektedir (Darvishi et al. 2021; Steeves, 1992). Manyetik hipertermide ise kanser
hiicrelerinin 6limiinde nekroz veya apoptoz olmak iizere iki farkli yol tercih edilmektedir
(Darvishi et al. 2021). Bu ¢alismada elde edilen dual terapi sonuglari incelendiginde MCF-7
hiicrelerinin apoptozdan ¢ok nekroza yoneldigi goriildii (Sekil 53). qRT-PCR sonuglarinin da
akig sitometri sonuclarini destekledigi gozlendi (Sekil 56). Literatiirde demir oksit NP
uygulamas1 AC manyetik alan ile desteklendiginde hiicresel 6liimiin digsal (6rn., kaspaz-8

aracilt apoptoz) veya igsel (6rn., BAX/BCL2 oranindaki artig) olabildigi belirtilmektedir
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(Harmon et al. 1991; Sellins & Cohen, 1991). BAX VE BCL2 proteinleri, mitokondri
gecirgenligini artirarak igsel hiicre 6liimii yolunu aktive etmektedir (Pucci et al. 2022). Kritik
bir hiicre 6liimii promotdrii olan BAX’1n ekspresyon seviyesinin artmasi, radyoterapi veya
hipertermi uygulamasindan sonra ya TP53’e bagimli ya da TP53’ten bagimsiz olabilir (Gong
etal. 1999; Liang et al. 2007; H. Wang et al. 2011; J. Zhao et al. 2011). Literatiire gére azurinin,
TP53 ile bir kompleks olusturup ve MCF-7 hiicrelerinde hiicre i¢i TP53 seviyesini yiikselttigi
bilinmektedir (Punj et al. 2004; Yamada et al. 2004). Bu ¢alisma kapsaminda 6nerdigimiz dual
terapide, apoptozdan ¢ok nekroz goriilmesinin nedeni, hiicrelerin azurinden énce MSNP-NH>
ile miicadele etmesi olabilir. Ciinkii demir igeren NP’ler, hiicrelerin apoptotik olmayan bir yol
olarak onerilen ferroptosis ile 6liime gitmesine yol agmaktadir (Dixon et al. 2012; Stockwell et
al. 2017; Y. Zhao et al. 2021).

Sonuc Ve Oneriler

Diinyada 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan ve yakin bir zamanda birinci
siraya yiikselmesi beklenen kanser, glinlimiizde insanlar i¢in biiyiik bir tehdittir. GCO’nun
(Global Cancer Observatory) 2020 verilerine gore kanser vakalari i¢inde meme kanseri %11,7
oran ile diinyada en fazla goriilen kanser tiiriidiir (Globocan, 2020). Ulusal Kanser Enstitiisii
(National Cancer Institution)’niin verilerine gére sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde 2020
yilinda kanser tedavisi i¢in toplamda 208,9 milyar USD harcanirken bunun biiyiik kismi 29,8
milyar USD ile meme kanseri tedavilerinde kullanilmaktadir (National Cancer Institution,
2019). T.C. Sanayi ve Teknoloji Bakanligi tarafindan 2021 yilinda yayimlanan ilag Sektorii
Raporu’na gore, 2020 yil1 diinya ilag ihracati 723 milyar USD’dir. Ayrica, 2020 yili diinya
receteli ila¢ satislart incelendiginde en fazla payr onkoloji ilaglarinin aldig goriilmektedir.
Bugiin Tiirkiye’de en ¢ok ciro yapan 100 ilacin 95’1 ithaldir ve bu ilaglar i¢in yabanci sirketlere

yilda 7 milyar TL 6denmektedir.

Bu sebeple hem ekonomik hem de stratejik oneme sahip olan yerli ila¢ tiretimi
caligmalar1 oncelikli alandir. Bu tez calismasinda, meme kanseri tedavisi i¢in kullanilmaya

aday, 6zgiin bir yontem Onerilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar su sekildedir:

e pCMV-GFP’de bulunan Pcmv’nin Phsp ile yer degistirilmesiyle pHSP-GFP elde
edildi. Boylelikle 1s1 ile indiiklenebilir plazmit DNA elde edildi. Azurin proteinine
ait gen dizisi pHSP-GFP’ye klonlandi, sekans analizi ile rekombinant plazmitlerin
uretildigi dogruland.

e AC manyetik alan altinda tutuldugunda sicakligi artiran, miknatis tarafindan

cekilebilen, siiperparamanyetik, ylizeyi DNA baglamaya ve DNA’nin salimina
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uygun halde modifiye (MSNP-NH>) edilmis, kiiciik boyutlarda ve monodispers
yapida NP’ler kullanildi.

Manyetofektinler olusturulurken, MSNP-NH2’lere DNA baglandiktan sonra
ortama PEI eklenerek olusturulan kompleksin yiizey pozitif yiikii artirildi. Ayrica
kullanilan PEI, kompleksin hiicre i¢erisinde endozomdan kagisini saglayarak hiicre
cekirdegine kadar ulagabilmesine yardimci olmustur.

Yaklagik 100 pg MSNP-NH2’nin yaklasik 1 pg DNA’y1 tutabildigi belirlendi.
Ayrica yaklasik 2 ug DNA’nin, 50 ug MSNP-NH> ve 0,5 oraninda PEI/DNA (a/a)
ile tutulabildigi belirlendi.

Zeta potansiyeli 6l¢timii sonucunda 0,5 (a/a) oraninda PEI/DNA kullanildiginda
manyetofektin kompleksinin ytlizeyi negatif iken, bu oran 0,75’e ¢ikarildiginda
ylizey pozitivitesinin arttigi gozlendi.

Manyetofektinin, MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerinin morfolojisi iizerinde olumsuz
bir etkisinin olmadig1 belirlendi.

NP’ler, MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine uygulanarak farkli miknatis tutma siireleri
ile hiicrelere ulastirildi. En uygun miknatis tutma siiresinin 30 dakika oldugu ve
MCF-7 hiicrelerinin MCF-10A hiicrelerine gore daha fazla NP aldig: belirlendi.
MSNP-NH2 uygulamasi yapildiginda MCF-7 hiicre canliliginin, MCF-10A’ya gore
MSNP-NH2’lerden daha fazla etkilendigi gézlendi.

PEI ile muamele edilen gruplarda, ayn1 dozlarda MCF-7 hiicrelerinin MCF-10A
hiicrelerinden daha fazla etkilendigi gozlendi.

MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine gonderilen plazmitler araciliiyla hiicre iginde
Pcmv ve Phsp kontroliinde yesil floresan protein (GFP) iiretildi.

MCF-7 ve MCF-10A hiicrelerine uygulanan manyetofeksiyon sonucunda MCF-7
hiicre morfolojisinin ve ¢ekirdek yapisinin MCF-10A hiicrelerinden daha fazla
etkilendigi gozlendi. Ayrica 3 ve 6 saat siireyle yapilan indiiksiyon sonucunda, siire
arttikca her iki hiicre hattinda da hiicre morfolojisinin ve g¢ekirdek yapisinin
bozuldugu anlasildi.

Hipertermi yontemiyle Pnsp’nin indiiksiyonu basarili bir sekilde gergeklestirildi ve
hiicrelerde Phsp kontrolinde GFP ekspresyonu gozlendi. Sadece MSNP-NH:
uygulanip AC manyetik alan altinda tutulan MCF-10A hiicrelerinde yiiksek
sicaklikta (40 °C’ye kadar) siirli toksisite gozlendi.

Sadece  MSNP-NH2 uygulanip AC manyetik alan altinda tutulan MCF-7
hiicrelerinde hem AC manyetik alan ile hem inkiibator ile uygulanan yiiksek

sicaklik sartlarinda hiicre canliliginda artis goriildii.
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e  MSNP-NH:2 uygulanan MCF-10A ve MCF-7 hiicrelerinin 90 dakika boyunca 41
°C’ye kadar AC manyetik alana dayanabildigi belirlendi.

e MCF-10A ve MCF-7 hiicreleri i¢in artan dozlarda MSNP-NH2’nin MHT
uygulamasi sonucunda MCF-7’lerin daha ¢ok 6ldiigii ve 6liimlerin en ¢ok nekroz
ile gerceklestigi gozlendi.

e Pusp’nin ¢oklu indiiksiyonu arastirmak iizere gen igermeyen manyetofeksiyon
karigimi ile muamele edilen hiicrelerde indiiksiyon sayis1 arttik¢a hiicre canliliginin,
azaldig1 gozlendi.

e MCF-10A ve MCF-7 hiicreleri i¢in azurinin etkisini gézlemek amaciyla azurin
igeren plazmitlerin hiicrelere PEI ile transfeksiyonu sonucu hiicrelerin apoptoz ve
nekroz ile 61diigii gézlendi.

e pHSP-Azu’'nun hiicrelere PEI ile transfeksiyonu sonucu artan indiiksiyon
denemelerinde hiicre 6liimiiniin daha c¢ok apoptozla oldugu ve ayni plazmit
DNA’nin hiicrelere MSNP-NH: ile transfeksiyonu sonucu artan indiiksiyon
denemelerinde hiicrelerin ¢ogunlukla nekroz ile 61diigi gortildii.

e  Onerilen dual terapinin MCF-7 hiicrelerini MCF-10A hiicrelerine gore daha fazla
etkiledigi gozlendi.

e MCF-7 hiicrelerinde dual terapi sonrasi yapilan apoptoz testleri ve BAX/BCL2

oranlarina gore Onerilen tedavinin hiicreleri apoptoza yonlendirmedigi goriildii.

Calismada 50, 75 ve 100 pg/ml MSNP-NH: kullanildi, terapdtik protein geni igeren
PHSP-Azu, hiicrelere sadece 1 doz uygulandi ve farkl siirelerde ve farkli indiiksiyon sayisinda
AC manyetik alana tabi tutuldu. Bu sartlarda yapilan dual terapide apoptotik bir etki
gozlenmedi. Bu calisma kapsaminda elde edilen sonucglara gore, diisik MSNP-NH>
konsantrasyonlarinda uzun siireli indiiksiyon denenebilir. Ayrica daha genis aralikta denenecek
farkli PEI/DNA oranlar ile transfeksiyon etkinligi artirilabilir. MHT uygulamasinda daha
yiiksek sicakliga erismek amaciyla daha yiiksek konsantrasyonda fakat hiicre proliferasyonunu
cok fazla etkilemeyecek seviyede MSNP-NH denenebilir. Ya da isinma kapasitesi yiiksek
biyo-uyumlu yeni MNP’ler denenebilir. Daha yiiksek etkinlige sahip MHT cihaz sistemleri
kullanilarak sicaklik artis miktart artirtlabilir. Transfeksiyon etkinliginin artirilmasi ve PHsp’nin
daha etkin sekilde indiiklenmesi sayesinde hiicrelerde azurin ekspresyonu artirilabilir ve kanser
hiicreleri apoptoza yonlendirilebilir. Ayrica azurin varliginda hiicrelerin apoptoz ile Sliimii
gerceklesirken MHT uygulamasi ile nekrozla 6lmesi, uygulanan dual terapinin farkli yolaklar
aktive ettigini gostermektedir. Bunun i¢in uygulama yapilan hiicrelerde farkli analizler

yapilarak hiicrenin 6liim i¢in tercih ettigi yol aydinlatilabilir. Uygun sonuglar elde edildiginde
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canli sistemler iizerinde denemeler yapilarak ortaya konan terapi yonteminin in vivo etkileri de

arastirilabilir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda gelistirilen dual terapi, meme kanseri tedavisinde
umut verici sonuglar gostermistir. Onerilen ¢alismalarla etkinligi daha da artirilip farkli kanser

turlerinde de kullanilabilir.
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