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KANSER iIMMUNOTERAPISINDE KULLANILMAK UZERE
PHBHHX BAZLI KATI LiPiD NANOPARTIKUL DiZAYNI
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OZET

Kanser tedavisinde immiinoterapi yaklasgiminin kullanilmasi her gegen giin popiileritisini arttirarak bu alanda yerini
saglamlagtirmaktadir. Mevcut kanser immiinoterapi sistemleri ile yapilan tedaviler tek basina istenen verimlilikte caligmamaktadir.
11giZZli alanda terapdtik maddelerin tiimére iletilmesi igin oldukg¢a karmasik ve simrlayici olan tiimdr mikrogevresini asarak timor
hiicresine iletilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada, IL-6 kodlayan plazmid DNA model olarak kullamlarak, plazmidi timor
hiicrelerine aktarabilecek bir tastyici sisteminin gelistirilmesi tizerine odaklanilmustir. Farklt miktarlarda bilesenler kullanilarak
ve farkli kosullarda ¢6ziicii diflizyon yontemiyle bir kati lipit katyonik nanopartikiil sisteminin {iretimi hedeflenmistir. Elde edilen
nanotastyicinin  kimyasal yapist ATR-FTIR spektroskopisi ile karakterize edilmistir. Zeta-sizer cihazi kullanilarak,
nanopartikiillerin ortalama biiyiikligiiniin 208,1 nm (+ 256,8) [Polidispersite Endeksi (PDI), 0,06] ve 13,7 mV (+ 5,4) zeta
potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM),
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) cihazlari ile incelenmistir. PHBHHX bazli SLN'nin sitotoksisitesi, fare fibroblast hiicre hattinda
(L929) MTT testi ile belirlenmistir. PHBHHX bazli nanopartikiil, yesil floresan protein (GFP) ve IL-6 kodlayan plazmid DNA
ile konjuge edildikten sonra MCF-7 hiicrelerine transfeksiyonu gerceklestirilip, transfeksiyon verimi GFP ekspresyonunu
floresan mikroskobu ile takip edilmesi ile belirlenmistir. GFP ekspresyon etkinligi %73 (+ 5,8) olarak belirlenmistir.
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PHBHHX-BASED SOLID LIPID NANOPARTICLE DESIGN FOR CANCER IMMUNOTHERAPY

The usage of the immunotherapy approaches for cancer treatment increases its popularity every day and strengthens its place
in this field. Existing cancer immunotherapy systems for cancer treatment alone is not efficient. The therapeutics has to be
delivered to tumor cells efficiently. The carrier vehicle needs to pass tumor microenvironment, which is quite complicated and
limiting. This study focuses on the development of a carrier system that can transfer plasmid DNA encoding IL-6 and GFP as
a model to tumor cells. The production of the solid lipid cationic nanoparticle system is achieved by the solvent diffusion
method. The chemical structure of the PHBHHX nanoparticle was determined by ATR-FTIR spectroscopy. The zeta-sizer
analysis confirmed that the PHBHHX nanoparticle with an average size of 208, 1 nm (+ 256,8) [polydispersity index (PDI),0,06]
and a Zeta potential 13,7 mV (£ 5,4) was obtained. The morphological characterization of nanoparticles was investigated by
scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM) devices. Cytotoxicity of PHBHHX-based SLN was
determined by MTT assay in mouse fibroblast cell line (L929). The PHBHHX-based nanoparticle was conjugated with plasmid
DNA encoding green fluorescent protein (GFP) and IL-6 and, transfected to MCF-7. The transfection efficiency was
determined by monitoring GFP expression by fluorescence microscopy. GFP expression efficiency was 73% (+ 5,8).
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1. GIRIS

Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel antikanser tedavileri, primer tiimorlerin tahrip
edilmesi gibi onemli yararlara sahiptir fakat bununla birlikte, ayn1 zamanda saglikli hiicrelere zarar
vermesi, yan etkilerinin agir olmasi ve hastalik niiksli insidansinin hala yiiksek olmasi 6nemli
sorunlardir [1]. immiinoterapi tedavileri, eradikasyona direncli tiimor hiicrelerini yok etme sans1 verir.
Kanser immiinoterapisi, bir antitimor yanit1 olusturmak i¢in “bagisiklik sistemini” uyandirmak yolunu
kullanan degerli bir tekniktir. Yontemin onceligi, tiimor hiicresi ve tiimor mikro ortam tarafindan
susturulmus bagisiklik sistemini gesitli sekillerde yeniden aktif hale getirmektir. Kansere karsi giicline
tanik olduktan sonra, immiinoterapi Science tarafindan “2013’s Breakthrough of the Year” se¢ilmistir.
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Daha sonra, 2018'de Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii, immiinoterapi alanindaki ¢aligmalari ile James P.
Allison ve Tasuku Honjo'ya verilmistir [2].

Genel olarak, kanser immiinoterapisi aktif ve pasif immiinoterapi olarak siniflandirilir. Pasif immiinoterapi,
laboratuvar tirtinii immiin sistem bilesenleri veya hiicresel proteinleri igerir [3]. Bu bilesenler hastaliga kars1
miicadelede destek saglamak igin hastaya transfer edilir. Antikorlar aracilig ile yapilan kanser tedavisine
pasif immiinoterapi adi verilir. Aktif immiinoterapi bagka bir immiinoterapi tiiriidiir, genellikle konagin
bagisiklik sistemini bir hastaliga karsi tepki gostermesini tesvik etmeyi amaglamaktadir. Sitokinler, aktif
immiinoterapinin en ¢ok tercih edilen elemanlaridir. Sitokinler, bagisiklik sisteminin ve enflamatuar
olaylarin diizenlenmesinde rol oynar ve sitokinler, bagisiklik sisteminin homeostazini diizenlemek igin
hiicre i¢i sinyal aracilart olarak gérev yapan proteinlerdir [4], [5]. Mikroorganizmalara ve timor
antijenlerine cevap olarak dogal ve adaptif immiin hiicreler tarafindan dretilirler. Sitokinlerle yapilan ¢ok
sayida arastirma, bu ¢oziiniir proteinlerin, tiimér hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini artirarak, dogrudan veya
dolayli olarak tiimor hiicresi biiylimesini siirlandirma konusunda egemen oldugunu ortaya koymustur.
Sitokinlerin, antitimor aktivitelerinin yam sira, hiicre biiylimesi, farklilagmasi, farkli hiicre tipleri
arasindaki sinyallesmelere aracilik ettigi ve hiicre kaderini etkiledigi bilinmektedir [6].

Sitokinler, immiin efektdr hiicreleri ve tiimor tarafindaki stromal hiicreleri uyararak timér hiicrelerini
tanimak i¢in sitotoksik efektor hiicreleri uyarir. Pek ¢ok ¢esidi olmasina ragmen, en yaygin kullanilan
interlokinler, interferonlar ve GM-CSF'dir (graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor)[7]. Bagisiklik
sisteminden salgilanan sitokinlerin ¢ogu interlokinlerdir. Simdiye kadar, metastatik melanom ve renal
hiicreli karsinom i¢in yiiksek dozlu IL-2 ve faz III melanom i¢in INF-a tedavileri ile iki interlokin bazli
tedavi Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onay almaya hak kazanmustir [8].

Ayrica, nano 6l¢ekli dagitim sistemleri, terapotiklerin tiimor hiicrelerine iletilmesi igin hizla gelismistir.
Onlarca yildir ilag aktarim sistemleri viral vektorlerden viral olmayan vektorlere dogru degisim
gostermektedir. Viral vektorlerle karsilastirildiginda viral olmayan vektorlerin sentezlenmesi daha
kolay, daha ucuz, hedefleme olanagi saglamasi ile giin gectikge yaygin hale gelmektedir. Ayrica,
immunolojik etkileri daha az oldugu i¢in biyoyararlannm da daha yiiksektir. Gen aktarim
uygulamalarinda; gelistirilen vektoriin 6zellikleri, aktarilacak kargonun 6zellikleri ve hedeflenen hiicre
veya dokunun 6zellikleri vektor tasarimu igin 6nemlidir [9]. Nanopartikiillerin temel 6zelliklerinden biri
tagidiklar1 etken maddenin, viicutta bozulmadan dolagim siiresini arttirmaktir. Cok sayida farkli
kimyasal, fiziksel Ozelliklere sahip tasiyicilar bulunmasina ragmen, son zamanlarda kati lipit
nanopartikiiller, hiicre membranini kolayca gecebilmesi sebebi ile 6n plana cikmaktadir. Kati lipit
nanopartikiiller, zayif suda ¢oziiniirliik, yiiksek uyumluluk, yiiksek biyoyararlanim nedeniyle son
zamanlarda oldukga sik kullanilmaktadir.

Bu calismada, pEGFP N1- ve IL6 plamizdini tasiyan kati1 lipid nanopartikiil ile MCF-7 hiicre hattini
etiketlenmesi amaglanmaktadir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Nanopartikiil sentezinde kullanilmak iizere, 12 mol %3 hidroksiheksanoat (3-HHX) tasiyan PHBHHX
[Mw=454.000] Protector&Gamble (ABD) sirketinden alindi. Setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB)
[Mw = 364,450], MTT [Mw = 414,320] ve poli (vinil) alkol [Mw = 89,000] Sigma Aldrich (ABD) 'den
satin alindi. Hiicre kiiltiirii galigmalari i¢in tripsin-etilendiamin tetra asetik asit (Tripsin-EDTA), fetal
sigir serumu (FBS) ve Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM F-12) Biological Industries'den
(Israil) temin edinildi. pPEGFP N1-IL6 plazmid Addgene (plazmid 111933) alindi. Meme kanseri hiicre
hatt1 (MCF-7) SAP Enstitiisii (Tiirkiye)'den satin alind1. Temin edilen tiim reaktifler analitik dereceli idi
ve herhangi bir degisiklik yapilmadan deneylerde kullanildi.
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2.2. Yontem
2.2.1. IL-6 ve GFP'yi kodlayan plazmidin ¢ogaltilmasi ve saflastirilmasi

Bu ¢aligmada plazmid (Addgene Plasmid 111933: pEGFP N1-IL6.) amplifiye edilmek tizere kompetan
bakteri icerisine alindi. Bakteri kiiltiirii, steril bir kiirdan ile alindi ve 100 pg Kanamisin mL-1 LB agar
iceren petri kaplarina ekildi. Kanamisin igceren ortamda bir gece 37°C'de inkiibe edildikten sonra
koloniler elde edildi. Koloniden alinarak 100 pg kanamisin mL-1 iceren LB ortamina aktarildi ve bir
gece boyunca 37 © C'de 200 rpm'de inkiibe edildi. Ertesi giin, piirifikasyon islemi igin alkali lizis,
adsorpsiyon, yikama ve desorpsiyon asamalari Qiagen Inc® (Almanya) sirketinin tampon ¢ozeltileri
kullanilarak uygulandi ve saflastirma gergeklestirildi. Saflastirma tayini spektrofotometrik olarak
260/280 nm absorbans degerlerinde 6l¢iildii.

2.2.2. PHBHHX kat1 lipid nanopartikiil sentezi

Bu calismada kati lipid nanopartikiilleri ¢oziicii difiizyon yontemi ile sentezlendi. 0,5 gram Polivinil
Alkol (PVA), bir beher i¢ginde yavasca 50 mL distile suya manyetik bir karistirici lizerinde ilave edildi.
Sicaklik 900 C’e ayarlandir ve karisim 40 dakika boyunca 1200 rpm'de manyetik karistiricida tutuldu.
Bu siirenin sonunda, ¢ozelti oda sicakliginda sogutuldu. Aymi zamanda, 0,031 gram poli (3-
hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksanoat) PHBHHX ve 0,031 gram cetyltrimetilamonyum bromiir
(CTAB) 2 mL kloroform iginde ¢6ziildi. PHBHHX-CTAB ¢ozeltisi, 1400 rpm'de galisan manyetik
karigtiricida PVA karisimina damlatildi. Damlatma islemi sonrasi beher, buzlu su ile dolu olan bir kap
icerisine alinir ve sonik prob (50 sn, %30) altinda emiilsiye edildi. Beherin agzi aliminyum folyo ile
kapatild1 ve karigim 4 saat 800 rpm'de manyetik karigtiricida inkiibe edildi. 4 saat sonra karigim, 50
mL'lik bir falkon tiipe aktarild1 ve 6000 rpm'de 30 dakika boyunca 12 °C'de santrifiijlendi. Santrifiijiin
sonunda, silipernatant baska bir falkon tiipe aktarildi ve 1 saat boyunca 13000 rpm'de, 12 °C'de
santrifiijlendi. 1 saat sonra, list faz atildi. Sonrasinda, pelete saf su ilave edildi ve 13000 rpm'de 12 °C'de
30 dakika santrifiij edildi. Bu yikama asamasindan sonra, iist faz atildi ve pelet, 5 mL distile suda ¢oziildii.

2.2.3. PHBHHX kat lipid nanopartikiil karakterizasyonu

Nanopartikiil biiytikliigli ve yiikii transfeksiyon verimi agisindan ¢ok Onemlidir. Nanopartikiil
dispersiyonlarinin ortalama biiyiikliigli, zeta potansiyeli ve Polidispersite Endeksi (PDI) 25 °C'de
ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Inc, Ingiltere) ¢oziicii olarak distile su kullanilarak karakterize
edildi. PHBHHX nanopartikiillerinin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) (Carl
Zeiss, ABD) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) (Shimadzu SPM 9600, Japonya) ile belirlendi. Bu
calismada, nanopartikiillerin kimyasal yapiy1 tayin etmek i¢cin Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR
spektrometre cihazi (Perkin Elmer Inc., ABD) ile Fourier doniisiimii kizil6tesi (ATR-FTIR) analizi yapildi.

2.2.4. PHBHHX kat lipid nanopartikiillerin sitotoksisitesi

PHBHHX bazli nanopartikiillerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek i¢in in vitro MTT
kolorimetrik deneyi uygulandi. L929 fare fibroblast hiicre hatt1 %10 FBS iceren DMEM-F12'de kiiltiire
edildi. Daha sonra konfluent olan hiicreler, %10 FBS, pH 7,4 ile biiyiime ortaminda 40x104 olarak 96
kuyulu bir plakaya ekildi. Plaka, gece boyunca 37 °C'de %5 CO2'lik nemli bir atmosferde inkiibe edildi.
Ertesi giin, farkli konsantrasyonlarda PHBHHX nanopartikiil ¢ozeltileri NP1(462ug pulL-1), NP2(616ug
uL-1), NP3(770ug nL-1), NP3 (1540 pg pl-1) ve NP4 (2310 pg pL-1) DMEM-F12 ortaminda FBS
karigimi olmadan kuyulara ilave edildi. 24 saat inkiibasyondan sonra, kuyucuklardan nanopartikiil igeren
medyum uzaklastirildi ve 100 pul MTT ¢6zeltisi (fenol kirmizisi olmayan ortamda MTT 50 pug mil-1)
eklendi 4 saat inkiibasyon sonrast MTT c¢ozeltisi atildi ve her bir kuyuya 100 pL DMSO eklendi.
Kuyularin absorbansi, ELISA okuyucusunda 560 nm'de okundu (Thermo Scientific Multiskan Go,
ABD). Pozitif kontrol kuyusuna nanopartikiil soliisyonu yerine 100 pL %1 Fenol ¢ozeltisi, negatif
kontrol kuyusuna ise 100 uL. DMEM-F12 eklendi.
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2.2.5. PHBHHX / pEGFP N1- ve IL6 plazmid konjugatimin hazirlanmasi ve karekterizasyonu

PHBHHX / pEGFP N1- ve IL6 plazmid konjugati hazirlamak {izere farkli oranlarda nanopartikiil ve
plazmid DNA etkilestirilerek, hazirlanan konjugatlarin zeta potansiyel degerleri Zeta-sizer cihazi
kullanilarak karakterize edilmistir. Optimum degerlere sahip konjugatin zeta potansiyeli 8,29 (+ 4,16)
olarak belirlenmistir. Zeta potansiyelin pozitif bulunmasi plazmid DNA’nin PHBHHX bazlh
nanopartikiiliin icine basarili bir sekilde alindigini gostermektedir.

2.2.6. PHBHHX / pEGFP N1- ve IL6 plazmid konjugatinin MCF-7 hiicre hattina transfeksiyonu

Transfeksiyon, hiicreler logaritmik biiyiime fazindayken 24 kuyulu bir plaka tlizerinde gerceklestirildi.
Transfeksiyondan bir giin 6nce MCF-7 hiicreleri, %10 FBS igeren DMEM ortamu ile 24 kuyulu bir plakaya
ekildi ve hiicre konsantrasyonu, kuyu basina 4 mL ortam i¢inde 4x104 olacak sekilde hesaplandi. Gece
boyunca 37 °C'de %5 CO2 ve %95 hava nemli bir atmosferde inkiibasyondan sonra, transfeksiyondan bir
saat once serum igeren besiyeri uzaklastirildi ve yerine serumsuz besiyeri ilave edildi. Transfeksiyon igin
DNA safligi, 260/280 nm'de 1.9 olarak tespit edildi. Daha sonra, 100 ul nanopartikiil ¢6zeltisi (7,7 pg pul-
1): her kuyu i¢in 1pL plazmid DNA (0,6 pg pl-1 plazmid DNA) oraniyla nanopartikiil-konjugat hazirlandi.
Etkilesim i¢in, konjugat oda sicakliginda 15-20 dakika bekletildi. Transfekte edilmis hiicreler, uygun
atmosferik kosullar altinda 4 saat boyunca inkiibe edildi. 4 saat sonra, PHBHHX / pEGFP N1- ve IL6
plazmid konjugatini igeren ortam, %10 FBS iceren DMEM ortamu ile degistirildi. GFP ekspresyon verimi
3 giin boyunca floresan mikroskopla takip edildi. Transfeksiyon verimi, transfekte edilmis hiicrelerin,
transfekte edilmeyen hiicrelere kiyaslanmasi ile hesaplandi.3 giin boyunca hiicreler fotograflandi, ardindan
her bir fotografin 3 farkli bolgesi sayildi ve degerlerin ortalamasi alinarak hesaplama yapildi.

3. BULGULAR
3.1. Kat1 Lipid Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

PHBHHX nanopartikiiller, ¢6ziicii diflizyon yontemi ile sentezlendi. Pargacik yiikii, boyutu ve
Polidispersite Endeksi (PDI), 25 °C'de Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Ingiltere) ile
0l¢iildii. Deneyler 3 tekrar olarak gerceklestirildi. Ortalama biiyiikliik, PDI ve zeta potansiyelleri 208,1
nm, (£ 256,8), 0,06 ve 13,7 mV (+ 5,4) olarak hesaplandi. Bu calismada elde edilen zeta potansiyel
degerleri “negatif yiiklii” plazmid DNA ile dogal olarak bag yapabilen “pozitif yiiklii” nanopartikiiller
bulma hedefimizi desteklemektedir.

Nanopartikiillerin kimyasal yapisit Fourier dontisiimii kizilétesi (FTIR) ile analiz edilmistir. PHbHHX
bazli nanopartikiill ve PHBHHX’in FTIR pikleri Sekil 1.’de verilmistir.
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Sekil 1. PHBHX ve PHBHHX nanopartikiil FTIR grafigi
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Sentezlenen nanopartikiiller islem gérmemis PHBHHX ile neredeyse aym yapidadwr. PHBHHX in
kimyasal yapisina ait karakteristik pikler Sekil 1.’de oklar ile gosterilmistir. Nanopargaciklarin
yiizeyindeki kii¢lik konsantrasyon nedeniyle bantlar nispeten diisiik yogunlukta gozlendi. Literatiirde yer
alan PHBHHX calismalarinda benzer FTIR sonuglarma rastlanmigtir [10]-[12]. Nanopartikiillerin
morfolojisi SEM ve AFM ile incelenmistir. Hem SEM hem de AFM ile 6lgiilen ortalama boyut degerleri
birbirlerine oldukg¢a yakin olarak tespit edildi. Ol¢iim esnasinda nanopartikiillerin kurutulmasi nedeniyle
SEM ve AFM sonuglarinda elde edilen boyut degerleri Zetasizer cihazinda Olgiilen degerden daha
kiigiiktiir. Nanopartikiillerin temsili SEM Sekil 2.'de ve AFM gériintiileri Sekil 3.'de verilmistir. Iki sekilde
de goriildiigii gibi elde edilen nanopartikiiller, tek boyut dagilimina sahip ve sekilleri kiireseldir.
Karakterizasyon sonucu elde edilen sonuglar, literatiirde yer alan PHBHHX bazli gen aktarim
calismalarinda elde edilen veriler ile paralel olup birbirini dogrular niteliktedir [13]. Gen aktarimi
caligmalarinda, katyonik lipid nanopartikiiller oldukga sik tercih edilmektedir. Bu katyonik &zellikteki
nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri +10 ile 20 mV olmasiin ve boyutlarmmn 120-250 nm arasinda
olmasmin uygun oldugu bildirilmistir [14]. Yaptigimz ¢alismada, zeta potansiyeli ve boyut ile ilgili
datalar ile, SEM ve AFM sonuclarindan elde edilen veriler bu araliklarda olup, gecmis ¢alismalar ile
birbirlerini desteklemektedir. Klinik ve klinik Oncesi ¢alismalarda kiyasla kiiciik boyutlardaki
nanopartikiillerin hem gen aktartm hem de hedeflemede daha etkili oldugu goriilmiistir [12].
Literatiirdeki bu bilgiye dayanarak sentezlenen nanopartikiillerin miimkiin olan en kii¢iik boyuttaki
secenegi deneyler igin esas alinip kullanilmugtir.

EHT = 7.00 kV Signal A = SE1 Date :19 Apr 2019
I WD = 9.5 mm Photo Mo. = 1891 Time 122707

Sekil 2. PHBHHX bazli nanopartikiillerin taramali elektron mikroskobu (SEM) gériintiisii
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Sekil 3. PHBHHX bazli nanopartikiillerin atomik gii¢ mikroskobu (AFM) goriintiisii
3.2. PHBHHX Bazh Nanopartikiillerin Sitotoksisitesi

Bu ¢alismada hazirlanan PHBHHX bazli nanopartikiillerin sitotoksisite etkileri MTT deneyi ile yapildi.
Analiz i¢in 1929 fare fibroblast hiicre hatti kullanildi. Farkli PHBHHX nanopartikiil ¢ozeltisi
konsantrasyonlar1 (462pgul-1, 616pgul-1, 770ugul-1,1540pgul-1 ve 2310pgpl-1) ve ayni oranda
hazirlanmis pDNA / PHBHHX konjugat: analiz edildi. Pozitif kontrol olarak %1 DMSO ve negatif
kontrol olarak DMEM F-12 besiyeri kullanildi. Cesitli nanopartikiiller ile yapilan 6nceki ¢aligmalarda,
basta glimiis nanopartikiillerin [15], [16] ve demir oksit nanopartikiillerin [17] ¢ogunlukla kullanilan
doza bagl olarak hiicreler lizerinde toksik etkisi oldugu gdzlenmistir. Aynm1 zamanda kati lipid
nanopartikiillerin 6nem kazanmasiyla beraber, hiicrelere ilag enkapsiilasyonu amaciyla kullanilmaya
baslanmis ve sitotoksik degerlendirmeleri MTT yontemi ile yapilmistir ve sonuglar gelecek ¢aligmalar
icin Ornek teskil etmistir. Kati lipid nanopartikiillerin hiicreler {izerindeki toksik etkisi diger
nanopartikiillere gore daha az oldugu yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir [18].
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Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan pDNA/PHBHHX konjugatinin sitotoksisitesi

Sitotoksisite analizinde, 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan nanopartikiil c¢ozeltilerinin hiicreler
istiindeki etkisi gozlendi. NP1, NP2, NP3, NP4 VE NP5 seklinde isimlendirilen ¢ozeltiler sirasiyla
462ng pL-1, 616pg plL-1, 770pg pl-1,1540pg pl-1 ve 2310ug pL-1 konsantrasyonlarindadir. Hiicre
canlilig1 oranlarina bakildiginda nanopartikiil soliisyonu konsantrasyonu arttik¢a hiicreler iizerindeki
toksik etki de paralel olarak artmaktadir. Daha dnceki ¢calismalarda da nanopartikiillerin benzer sonuglari
verdigi yukarida belirtilmistir. Bu sonuglar, genetik materyallerin hiicreye taginabilmesi i¢in tasyici
yapisinin katyonik olma zorunlulugundan kaynaklanmaktadir. Nano-tastyicinin yapisindaki amin

gruplarmin katyonik o6zellikte olmasi, lipitlerin hiicre iizerinde kismi bir toksik o6zellik kattigimin
belirtilmesiyle agiklanmigtir [19].
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3.3. PHBHHX / pEGFP N1- ve IL6 Plazmid Konjugatimin Transfeksiyon Verimi

Literatiirde, katyonik lipid nanopartikiiller ile yapilan transfeksiyon ¢alismalarinda transfeksiyon verimi
ve toksisite arasindaki iligkinin gen aktariminda ve sonrasinda yapilabilecek klinik arastirmalarda
onemli bir rolii oldugu belirtilmistir [20], [21]. Bu bilgiler géz 6niine alinarak transfeksiyon verimi ve
hiicre canliligi1 deneyleri titizlikle yapilmistir. Transfeksiyon verimi, 3 giin boyunca GFP ekspresyonu
gozlemlenerek degerlendirilmistir. Hiicre goriintileri, in vitro kosullarda PHBHHX bazli
nanopartikiillerin plazmid DNA’y1 etkin bir bicimde MCF-7 hiicrelerine tagidigini gosterdi. 3 giinliik
incelemeye gore, hiicrelerin florasan ve faz kontrast goriiniimleri Sekil 4’te verildi. Transfekte edilen
hiicreler 3 giin boyunca izlendi ve transfeksiyon verimi hesaplanirken, goriintiiniin 3 farkli bolgesi
secildi ve 3 tekrar olarak sekilde hesaplandi. MCF-7 hiicrelerinin etkinligi birinci giin igin %85 (% 3,4),
ikinci giin i¢in %73 (£ 2,6) ve Uglincl giin i¢in %59 (£ 4,7) olarak hesaplandi. 3 giinliik ortalama
transfeksiyon verimi ise %73 (% 5,8) olarak hesaplandi. Gen aktarimi yapilmayan kontrol kuyularinda
florasan 1g1k altinda herhangi bir 1s1ma gdzlenmemistir. Transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinin faz
kontrast ve florasan mikroskop altinda ¢ekilen goriintiileri Sekil 4’te verilmistir. Literatiirde yer alan ve
sikca kullanilan altin nanopartikiiller ile yapilan ¢alismalarda gen aktariminda transfeksiyon verimi
yaklagsik %50 olarak verilmistir, ancak bizim c¢aligmamizda da kullanildigi gibi lipid bazlh
nanopartikiiller hiicreler {izerinde daha az toksik dzellige sahiptir ve daha yiiksek transfeksiyon verimi
saglamaktadir [22]. PHBHHX bazli nanopartikiiliin, diger kat1 lipid nanopartikiiller ile yapilan benzer
calismalara gore transfeksiyon veriminin daha yiiksek oldugu goriilmiis ve bu sonucun da gelecek
calismalar i¢in umut vaat edici oldugu diistiniilmiisttir [19]. Aymi zamanda {iirettigimiz nanopartikiiller,
literatiirde yer alan polimerik bazi nanopartikiillere gore de hem daha yiiksek transfeksiyon verimi hm
de daha az toksisisteye sahiptir [23].

Sekil 6. Transfeksiyon sonrasit MCF-7 hiicrelerinin A) Faz kontrast mikroskobu goriintiisii ve B) Florasan mikroskobu goriintiisii
4. SONUC

Son zamanlarda, kanser immiinoterapisi, tiimérler ile savasmada i¢in oldukca popiiler bir yaklagim.
Immiinoterapi, tiimérleri tedavi edebilme ve ayrica metastazi 6nleme potansiyeli agisindan iimit vaat
eden bir yoOntemdir. Bununla birlikte, mevcut kanser immiinoterapi yoOntemleri, terapotik
biyomolekiillerin aktarilmasinin sinirlamalar1 nedeniyle smirli klinik faydalara sahiptir. Kanser
immiinoterapisinde nanopartikiillerin kullanildig1 son ¢aligmalar, nano 6lcekli tastyicilarin avantajlarini
ortaya koymustur. Nanopartikiiller, immiin uyarici ajanlarm, tiimér hiicrelerine sunumunu saglamak
adina birtakim modifikasyonlara da imkan saglamaktadir. Nanopartikiiller i¢in kullanilan malzemeler,
nanopartikiil kompozisyonunu degistirerek farkli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip tasiyicilar elde
etmemize imkan saglar. Caligma kapsaminda sentezlenen PHBHHX bazli kati lipid nanopartikiil
literatiirde yer almayan yeni bir tastyicidir. PHBHHX bazlh kat1 lipid nanopartikiil, pEGFP N1- ve IL6
plazmid DNA model etken molekiilii basarili bir sekilde MCF-7 hiicre hattina tagimistir, transfeksiyon
verimi oldukea yeterli goziikmektedir ve bu yeni tasiyici kanser immiinoterapisinde kullanilmak i¢in
aday niteligindedir.
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