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OZET
Gen Tastyic1 Sistem Olarak HDL (Yiiksek-Yogunluk Lipoprotein)

Mikro-ve Nanopartkiillerinin Hazirlanmasi

Rasim MASIMOV
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali,
Nanoteknoloji Bilim Dali
Anadolu Unversitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Danigman: Dog. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

Giintimiizde Nanoteknoloji ve Gen tedavisinin hizla gelismesi geleneksel ilaglarin
yerini, bu sistemler ile olusturulan, yeni terapétiklere birakmasina neden olmaktadir. Na-
noteknoloji yontemleri kullanilarak olusturulan tasiyici sitemler ile ilaglarin daha etkili
sekilde istenen organlara hedeflenmesi ve diger organlara olan yan etkilerinin azaltilmasi

basarilmistir.

Yiiksek-Yogunluk Lipoprotein (HDL) insan viiciiduna 6zgiin bir kompleks yapidir.
HDL partikiillerinin igerdigi apolipoprotein (ApoA-I) molekiillerinin hiicre zarinda olan
SRBI reseptorleri ile dogal bir etkilesim saglar. SRB1 reseptorlerinin kanserli hiicrelerin
yilizeyinde daha fazla bulunmasi, HDL kullanimiyla, kanserli hiicrelere hedefleme yapi-

labilecegini gostermektedir.

Bcl-2 geninin birgok kanser hiicresinde agir1 ekprese olmasi, hiicrelerin apaptoza
gitmesini engellemektedir. Dolayisiyla bu genin susturulmasi kanser hiicrelerinin 6liimii

tizerinde etkindir.

Kitosan, katyonik &6zellik, biyouyumlu, biyopargalanir, non-toksik, ucuz ve diisiik
immiinolojik &zelliklere sahip oldugu igin gen tasiyici sistem olarak yaygin kullanilmak-

tadir.

Bu ¢aligmada hedelenen, anti-Bcl-2 siRNA’y1 kanserli hiicrelere tasimasi i¢in yii-
zeyine HDL baglanarak aktif hedeflendirilmis kitosan nanopartikiillerinin gelistirilmesi

ve in vitro karakterizasyonudur.

Anahtar Kelimeler: Kitosan Nanopartikiilleri, HDL, Apo A1, Gen Tasiyic1 Sistem,
Bcl-2 siRNA, Aktif hedeflendirme, Kanser, Apoptoz



ABSTRACT

Preparation of HDL (High Density Lipoprotein)

Micro- and Nanoparticles as Gene Delivery System

Rasim MASIMOV
Department of Advanced Technologies,

Programme in Nanotechnology
Anadolu University, Graduate School of Natural and Applied Sciences, July 2019
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU

Nowadays, the rapid development of nanotechnology and gene therapy causes the
traditional drugs to be replaced by new therapeutics, created by these systems. With drug
delivery systems, created using nanotechnology methods, it has been possible to more

effectively target drugs to desired organs and to reduce side effects to other organs.

HDL (high density lipoprotein) is a unique complex structure for the human body.
Apolipoprotein (ApoA-I) molecules that contained in HDL particles provides a natural
interaction with SRB1 receptors in the cell membrane. The higher presence of SRBI re-
ceptors on the surface of cancerous cells suggests that using HDL may target cancerous

cells.

Overexpression of the Bcl-2 gene in many cancer cells prevents the cells from apop-

tosis. Thus, silencing of this gene is effective on cancer cell death.

Chitosan is widely used as a gene delivery system because of its cationic, biocom-

patible, biodegradable, non-toxic, cheap and low immunogenic properties.

The aim of this study is to develop and in vitro characterization of active targeted
chitosan nanoparticles by binding HDL to their surface to transport anti-Bcl-2 siRNA to

cancer cells.

Keywords: Chitosan Nanoparticles, HDL, Apo A1, Gene Carrier System, Bcl-2 siRNA,

Active targeting, Cancer, Apoptosis
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢aligmamin hazirlik, veri toplama,
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gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu Uni-
versitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigin1 ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili

yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

imza

ve hukuki sonuglar kabul ettigimi bildiririm.

Rasim MASIMOV
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1. GIRIS VE AMAC

Nanoteknolojik yontemlerin gelistirilmesi sonucunda iiretilen farkli nanopartikiiler
sistemler ilag/genetik materyalin hedef hiicrelere tasinmasina olanak saglamaktadir. Di-
ger yandan molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler beraberinde gen tedavisinin de geli-

simine yardimci olmaktadir.

Yapilan son ¢aligmalarda gesitli nanopartikiiller sayesinde hiicre igerisine girisi ko-
laylagtirilan siRNA molekiilleri ile hastaliklarin tedavisinin, geleneksel ilaclardan daha
etkin ve zararsiz sekilde yapilabildigi belirtilmistir. siRNA’nin tedavi amagh kullanimu,
genellikle, istenmeyen etkiye sebep olan proteini kodlayan mRNA’nin siRNA kullanila-
rak susturulmasina dayanmaktadir. Bu mekanizma Antisens Teknolojisi olarak bilinmek-

tedir.

Bu ¢alimada susturulmasi hedeflenen gen olarak, birgok kanser hiicresinde asiri
eksprese olan ve apoptpotik siiregte dnemli etkisi olan Bcl-2 geni se¢ilmistir. Bir antia-
poptotik gen olan Bcl-2 geninin kanser hiicrelerinde asir1 ekpresyonu sonucunda kanser
hiicrelerinin apaptozu engellenmekte, bu durumda hiicrelerin siirekli béliinmesine ve kan-
serlesmeye neden olmaktadir. Bu sebeple bu genin susturulmasi yoluyla kanser hiicrele-

rinin apoptoza yénelmesinin saglanmasi kanser tedavisi i¢in biiyiik 5nem tasimaktadir.

Etkili bir gen tedavisinin gergeklestirilmesi i¢in genetik materyalin hedef bolgeye
tasinmasi ¢ok dnemli bir konudur. Bu amagla kullanilan polimerik yapilar, kolay sentez-
leri ve esnek ozellikleri nedeniyle gen materyallerini tasimada umut vaat eden adaylar
olarak ortaya ¢ikmistir. Bu polimerler arasinda yer alan dogal katyonik ozellige sahip
kitosan gibi polimerler ise fizyolojik pH'da elektrostatik ¢ekim yoluyla genetik materyal
ile rahatlikla konjoge olabilmekte ve boylece gen iletimini kolaylastirmaktadir. Bunun
disinda diger 6nemli bit nokta da hazirlanan sistemin normal dokulara zarar vermeden
sadaece hedeflenen bélgeye gidebilmesidir. Bu sebeple de nanopartikiiler sistemlere ce-
sitli hedefleme molekiileri eklenebilmektedir. Bu bilgiler is1§inda ¢alismamizda genetik
materyali tasimak igin kitosan nanopartikiiller hazirlanmasi ve nanopartikiillerin aktif ola-
rak hedeflemek i¢in de insan viicudunda bulunan iyi kolesterol olarak bilinen HDL parti-
kiillerininin kullanmasi amaglanmistir. HDL’yi tercih etmemizin nedeni, HDL ye Ozglin

reseptoriin (SRB1) karaciger kanserhiicrelerinin yiizeyinde asir1 eksprese olmasidir.



Sonug olarak bu ¢alismadaki amacimiz karaciger kanser hiicrelerini apoptoza gotii-
rebilecek yiizeyi HDL modifiyeli, siRNA-Bcl-2 yiiklii kitosan nanopartikiilleri hazirla-

mak ve in vitro degerlendirmelerini yapmaktdir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanoteknolojinin Tanim ve Tarihi

Atom ve molekiiler diizeyde gergeklesen olaylar bilim insanlari igin her zaman he-
yecan verici bir konu olmustur. Yapilan aragtirmalar sonucunda toplanan veriler bir bilim
dal1 olarak nanoteknolojinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Nanoteknoloji bir terim
olarak ilk kez 1974 yilinda Tokyo Bilim Universitesi profesorii Norio Tanaguchi tarafin-
dan tamimlanmistir. Norio Tanguchi’ye gére: Nanoteknoloji, malzemelerin bir atom veya
bir molekiil tarafindan ayrilmasi, konsolidasyonu ve deformasyonu iglemlerini igermek-
tedir (Taniguchi, Arakawa ve Kobayashi, 1974). Nanoteknolojinin giiniimiizde kabul gé-
ren tammu, ilk kez Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNT) ta-
rafindan yaymnlanmistir. Bu tanima gére nanoteknoloji yaklasik 1 ila 100 nanometre bo-

yutunda yiiriitiilen bilim, miithendislik ve teknolojidir (National Research Council, 2006).

2.2. Nanoteknolojinin Uygulanma Alanlar:

Giiniimiizde diinya genelinde fakli alanlarda gesitli nanoteknoloji arastirmalari ya-
pilmaktadir. Bu aragtirmalar zamanla farkli bilim dallarinin birbirine yaklasmasina ve bir
is birligi yapmasina neden oldugu i¢in, ¢ok brangh bir yaklagim olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir. Son dénemlerde 6zellikle basta tip, gida bilimi, biyoloji, kimya olmak iizere tekstil
endiistrisi, kozmetoloji, suyun temizlenmesi ve elektronik gibi alanlarda garpici gelisme-

lere olanak saglayan ve gelismekte olan bir alandir.

2.2.1. Tipta nanoteknoloji

Tip alaninda nanoteknolojinin uygulanabilmesi sonucu nanotip isimli yeni bir tip
dali ortaya gikmistir. Nanotibbin diinya genelinde herkes tarafindan kabul gormiis tek bir
tanimi bulunmamakla birlikte farkli kuruluslar tarafindan farkli bigimde sunulan birkag
nanotip tanmimina rastlanmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Nanoteknoloji Gi-
risimi (NNI) “Nanotibbi, nanoteknolojinin tibba uygulanmas:” olarak tanimlarken (Bo-
isseau ve Loubaton, 2011) Avrupa Teknoloji Platformu’nun raporunda “Nanotip, nano-
teknolojinin saghk i¢in uygulanmasidir ve nanometrik oélgekte malzemelerin gelistirilmis
veni fiziksel, kimyasal ve biyolojik ézelliklerini kullanr” seklinde tanimlamaktadir. Na-
notibbin hastaliklarin 6nlenmesi, erken ve giivenilir tanisi ve tedavisi iizerinde potansiyel
etkisi vardir (Commission européenne, 2005). Avrupa Bilim Vakfi’da bu alam “Nanotp,
molekiiler araglar ve insan viicudunun molekiiler bilgisini kullanarak, hastalik, travmatik

varalanma, agriyt hafifletmenin yan sira, insan sagligin koruma ve iyilestirme i¢in bilim



ve teknolojinin kullamldig: bir alandir” ifadesiyle tanimlamigtir (European Science Fo-

undation, 2005).

Nanotip, nanodiagnostikler, rejeneratif tip, ilag tasinma ve kontrollii salinim olmak

tizere birbiriyle iliskili ti¢ alt alan1 kapsamaktadir.

2.2.1.1. Nanodiagnostikler ve rejeneratif tip

Nanodiagnostikler, tek hiicre ve molekiiler seviyelerde taniyr miimkiin kilarken bi-
yopsi gibi mevcut molekiiler teshis yontemlerine dahil edilerekte kullanilabilmektedir.
Bu amag i¢in, altin nanopartikiilleri, manyetik nanopartikiiller ve kuantum noktalari en
¢ok kullanilan nanodiagnostikler arasindadir. Nanopartikiillerin yanisira nanoteknolojik
cihazlar ve nanobiosensdrler de teshis ve goriintiileme amagh potansiyel klinik uygula-

malar i¢in timit vaadetmektedir (Jain, 2007).

Rejeneratif tip, doku miihendisligi, molekiiler biyoloji, biyomateryaller ve kok
hiicre biyolojisinden yararlanarak hasarli veya hastalikli hiicreleri, dokular1 veya organ-
lar1 yeniden olusturmak, onarmak veya degistirmek igin yontemler gelistirmeyi amagla-
maktadir. Insan dokulari nano 6l¢ekli bir yapiya sahip oldugu i¢in, nanoteknolojideki iler-
leme ile nano dlgekteki insan doku ve organlarinin bilesenlerini ve yapisini taklit edebi-
lecek malzemeler gelistirilebilmesine katki saglamistir (Yang vd., 2019). Ozellikle son
yillarda kok hiicre arastirma ve gelistirmesindeki ilerlemelere nanoteknolojinin katkis
¢ok biyiiktiir. Ornegin, kok hiicrelerin izole edilmesi, goriintiilenmesi izlenmesi ya dabu
hiicrelere gen veya ilag aktarimi i¢in gesitli manyetik nanopartikiillerin (MNP), kuantum
noktalarin (Quantum dots; QDs) karbon nanotiiplerin (CNT'ler), kullanimlar basariyla

sonuglanmistir (Wang, Ruan ve Cui, 2009).

2.2.1.2. Ilag tasinma ve kontrollii salinim

Ilag gelistirmede nanoteknolojinin kullanimi hizla genisleyen bir alandir. Bu alanda
ilac1 daha az dozda kullanarak gereken etkiye ulagmak, ilacin hasta organ disinda baska
organlara giderek onlara zarar vermesini engellemek, ilacin viicutta salim siiresini uzat-
mak, salim hizin1 kontol altina almak gibi 6nemli konular nanoteknolojinin kullanildig:

baslica alanlardir.

Nanoteknoloji uygulamalari bu alanlarda asagida gosterilen avantajlar1 sunmaktadir (Fa-

rokhzad ve Langer, 2009; Duggal, 2011).



e Suda ¢oziintirliigii az olan ilaglarin taginmasi
e Siki epitelyal ve endotelyal bariyerlerden ilaglarin gegisi
e Biiyiik makromolekiil ilaglarin hiicre i¢i etki alanlarina ulastirilmasi
e Kombinasyon tedavisi ile iki veya daha fazla ilacin birlikte uygulanmasi
e Terapétik ve goriintilleme ajanlarinin birlikte ilag dagitim alanlarinda gorsellesti-
rilmesi
e  Terapétik bir maddenin, gergek zamanli in vivo etkinligini degerlendirmek.
¢ Hedeflendirilmis ilag tasiyic1 sistemler kullanilarak ilaglarin hedef organ, doku
veya hiicrelere aktarilmasi
e Ilag tagiyict sistemlerde gergeklestirilen bazi modifikasyonlar ile immiin reaksi-
yonun engellenmesi
e Biyoyararlanimin arttirilmasi
e Doz orantisi
e Azalmis toksisite
e Daha diisiik dozaj formu
e Kararsiz ve diisiik biyoyararlanima sahip ilaglarin nanopartikiil halinde stabil
formlarinin olusturulmasi
e Aktif madde yiizey alam artis1 gibi.
2.3. Gen Tedavisinin Tanimi
Gen tedavisinin ortaya ¢ikmasi, molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki gelisme-
lere dayanmaktadir. Molekiiler biyoloji ve genetik alaninda olaganiistii éneme sahip olan
insan genom projesi (Human Genome Sequencing Project), insan gen diziliminin ortaya
¢ikmasim saglamastir. Insan gen dizisinin haritalanmasi sayesinde hastaliklar molekiiler
diizeyde incelenebilmis ve genlerdeki degisikliklerin hangi hastaliga neden olabilecegi

belirlenebilmistir.

Birgok hastaligin kokeni hatali iiretilen ya da iiretilemeyen genlere dayanmaktadir.
Ornegin, hiicreler belirli proteinleri asir1 eksprese edebilir veya kontrolsiiz hiicre boliin-
mesine yol agan islevsel olmayan proteinler iiretebilmektedir. Gen terapisinin amaci nor-
mal gen {iriinlerinin {iretilmesini saglamak ya da istenmeyen gen iiriinlerini kodlayan gen-
leri susturmaktir (Lasic, 2000). Genel anlamiyla gen tedavi teknigi, “kalitsal hastaliga
neden olan anormal bir geni tedavi etmek i¢in normal ve islevsel bir genin, bireyin hiic-

relerine ve dokularma transferine dayanmaktadir (Kelly, 2007).



2.4. Gen tedavi sekilleri
Gen tedavisi, nakil yapilan hiicre tipine gére ya da hastaya uygulama yoluna gore

farkli sekillerde gergeklestirilebilmektedir.

Tedavi edilen hiicre tipine bagh olarak, iki farkli tiir gen tedavisinden s6z edilmek-

tedir. Bunlar;

Somatik gen terapisi: Genetik materyalin, viicudun sperm veya yumurta hiicresi
liretmeyen herhangi bir hiicresine aktarilmasidir. Bu gen terapisinin etkileri hastanin ¢o-
cuklarina gegmemektedir. Giintimiizdeki yasal diizenlemelere gore sadece somatik gen

tedavisine izin verilmektedir.

Germline gen terapisi: Bir gen dizisinin yumurta veya sperm iireten hiicrelere ak-
tarilmasi islemidir. Gen terapisinin etkileri, hastanin gocuklarina ve sonraki nesillere ak-

tarilmaktadir (http-1).
Hastaya uygulama sekli agisindan ise gen terapisi iki kategoriye ayrilabilir;

Ex vivo, dis anlamina gelir. Bu tedavi seklinde, hiicreler viicut disina ¢ikarilarak,
digsarida modifiye edildikten sonra tekrar viicut i¢ine nakledilmektedir. Bu tedavi seklinin
klinik denemelerinde, hastanin kan veya kemik iligi hiicreleri, laboratuvarda ¢ikarilmakta
ve bityiittilmektedir. Hiicreler, istenen geni tagiyan viriise maruz birakildiktan sonra, viriis
hiicrelere girer ve istenen geni hiicrelerin DNA'sina yerlestirir. Daha sonra hedef geni
tagtyan bu hiicreler laboratuvarda ¢ogaltilmakta ve damar igine enjeksiyonla hastaya geri

aktarilmaktadir.

In vivo, yani i¢ kisim anlamina gelir. Bu tedavi seklinde, hiicreler viicut disina ¢1-
kartilmaz. Genetik materyal, direk viicut igindeki hiicrelere dogrudan bir enjeksiyon ile

aktarilmaktadir (http-2).

2.5. Antisens Teknolojisi
Bazi hastaliklar, belirli bir genin asir1 ekspresyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

Bu yiizden gen ekspresyonunu DNA ve RNA diizeyinde azaltabilecek ilaglara gerek du-
yulmaktadir. Antisens Teknolojisi, gen ekspresyon seviyesini degistirmeye yonelik
onemli bir yaklasimdir. Bu teknolojinin gelisimi, Stephenson ve Zamecnik tarafindan oli-
goniikleotidlerin, Rous sarcoma viriisiiyle (RSV) enfekte olmus fibroblast hiicre kiiltiir-
lerine verildigi zaman, bu viriisiin iiremesinin inhibe oldugunun gozlemlenmesiyle basla-

mugtir (Stephenson ve Zamecnik 1978). Antisens bazli teknolojilerin kullanilmasiyla gen



ekspresyonu diizeyindeki degisiklikler, transkripsiyon sonrasi agsamada gergeklesir. An-
tisens yaklagim, ilgi mRNA'ya veya viral RNA 'ya tamamlayic1 olan oligoniikleotitlerin,
hiicrelere verilmesini igerir. Bu oligoniikleotitler hedef RNA’y1 bulma ve ona baglanma
ozelliklerine sahiptirler. Bu baglanma veya hibridizasyon, ya mRNA'nin par¢alanmasi ya
da translasyon isleminin kritik adimlarimin bloke edilerek, protein ekspresyonunun basti-
rilmastyla sonuglanir (Dallas ve Vlassov, 2006). Genlerin genetik mesajlarmnin bu yollarla
kismen ya da tamamen ortadan kaldirilmasi “knock-down” veya “knock-out™ olarak ad-

landirilir (“IDTutorial. Antisense Technologies”, 2005).

Ug tip anti-mRNA stratejisi vardir. Bunlardan ilki, tek sarmalli antisens oligoniik-
leotitlerin kullamimudur. Ikincisi, ribozimler olarak adlandirilan katalitik olarak aktif oli-
goniikleotitler yoluyla RNA béliinmesinin tetiklenmesidir. Uglincii strateji ise, 21-23
niikleotidlik kii¢iik RNA molekiillerinin kullamldig: interferans stratejisidir. (Kurreck,
2003).

2.5.1. Antisens oligoniikleotidler (AS-ON)

AS-ON’ler genellikle hedef mRNA’larina tamamlayic1 olan 13-25 niikleotitden
olusan dizilerdir. AS-ON’lerin dogal (modifiye edilmemis) ve kimyasal olarak modifiye
edilmis olan iki tiirii vardir. AS-ON’lerin ilk in vivo uygulamalari, modifiye edilmemis
AS-ON’ler kullanilarak yapilmistir. Bu fosforiboz omurgali fosfodiester AS-ON’lerin
(Sekil 2.1.) kullanimy, hiicre i¢i endoniikleazlar ve eksoniikleazlar tarafindan hizli bir se-
kilde bozunduklari i¢in sinirlidir. Bundan baska par¢alanma iiriinlerinin sitotoksik etkileri
olmasi ve hiicresel alimlarmin diisiik olmasi gibi istenmeyen 6zelliklere de sahiptirler
(Dias ve Stein, 2002). Bu sorunlarin giderilmesi i¢in AS-ON’lere baz1 kimyasal modifi-
kasyonlar yapilmigtir. Ozellikle fosfat omurgalari ve riboz halkalar: kimyasal modifikas-
yonlarin yapilmast igin kullanilabilir hedef bolgelerdir (DeVos ve Miller, 2013). Bu bél-
gelerde yapilan modifikasyonlar sonucu 3 tiir AS-ON gelistirilmistir.

e B 'q_ BAZ
] ’H/o
H o) OH -=— RIiBOZ (2'OH Grup)
0=|!'—-0' ~«— FOSFAT
c') ISKELETI

Y

Sekil 2.1. Fosfodiester Oligoniikleotit (Senel, 2012)

5



2.5.1.1. Birinci sinif modifiye AS-ON’ler

Bunlar, fosfat omurgasinda yer alan oksijen atomlarindan birinin, bir siilfiir atomu
ile degistirilmesiyle sentezlenen fosforotioatlar ya da bir oksijen atomunun bir metil
grubu ile degistirilmesi suretiyle hazirlanan metilfosfonatlardir (Sekil 2.2.) (Kher, Trehan
ve Misra, 2011). Fosforotioatlar, niikleazlara kars: direngli olmasi ve sentezlerinin nispe-
ten kolaylig1 nedeniyle, en ¢ok caligilan oligoniikleotitlerdir. Yapilan modifikasyonlar so-
nucu, bu fosforotioat oligoniikleotitlerin ¢oziiniirliikleri ve niikleazlara kars: stabiliteleri-
nin arttifi goriilmistiir (Kurreck, 2003). Modifiye edilmemis AS-ON’lerin serumdaki
yar1 dmiirleri 1 saattir. Fakat Campbell vd., tarafindan yapilan deney sonucunda, fosforo-
tioatlarin insan serumunda yar1 6miirlerinin 9.4+1.2 saate kadar uzamis oldugu gozlem-
lenmigtir (Campbell, Bacon ve Wickstrom, 1990). Modifikasyon yapilmasi sonucunda
fosforotioatlarin antisens etkilerinin arttig1 da gbzlenmistir. Fosforotioatlarin antisens et-
kileri RNAz-H aktivitesine dayanmaktadir. RNAz-H mekanizmasiyla olusan antisens
etki su sekilde 6zetlenebilir; oligoniikleotitler hedef mRNA "ya baglandiktan sonra olusan
cift iplik, RNAz-H enzimi i¢in bir substrat olarak kullanilmakta ve bundan sonra RNAz-
H, oligonukletidle baglanmis bolgeden mRNA zincirini kesmektedir. Bu islem sonu-

cunda hedef mRNA kirildig1 igin translasyon agamasi ger¢eklesmemektedir (Sekil 2.5.).

Yukarida bahsedilen avantajlarin yam sira, fosforotioatlarin belirli proteinlere spe-
sifik olmayan sekilde baglanarak yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerinin oldugu

bulunmustur.

|
0=p-§
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»
Fosforotioat
Oligoniikleotit

Sekil 2.2. Fosforotioat Oligoniikleotit (PS) (Kurreck, 2003)



2.5.1.2. Ikinci simif modifiye AS-ON’ler

Bu sinif] riboz sekerinin 2’ pozisyonunda 2’-O-metil (OME) ya da 2’-O-metoksi-
etil ile alkil modifikasyonlar yapilarak olusturulan RNA niikleotidleridir. Bu modifikas-
yonlar sirasiyla 2°-O-metil RNA (OME-RNA) ve 2’-O-metoksietil RNA (MOE-RNA)
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.3.). Yapilan bu alkil modifikasyonlar: sonucu bu oli-
gonukletidlerde, fosforotiyoat AS-ON’lerde olan, spesifik olmayan proteinlerle baglanma
ve sitotoksisite gibi sorunlar ortadan kaldirilmustir. ikinci simif modifiye AS-ON’ler, niik-
leazlara kars1 fosforotiyoatlardan daha direnglidir (Crooke, 2004). Bununla birlikte, bu
oligoniikleotitlerle iligkili ana dezavantajlar, zayif eliminasyon 6zellikleri ve RNAz-ba-
gimsiz antisens etki mekanizmasidir (Kher, Trehan ve Misra, 2011). Bu oligoniikleotitle-
rin etki mekanizmalar1 Baker vd., tarafindan arastirilmigtir. Yaptiklar1 ¢aligmada hiicreler
aras1 adhezyon molekiil 1’in (ICAM-1) gen ifadesini, 5’-cap bolgesine kars1 hedeflenmis
bir 2°-O-metoksietil RNA kullanarak etkili bir sekilde susturmay1 basarmiglardir. Bu de-
ney sonucu, bu ajanlarin RNAz bagimsiz antisens etki gésterdigini ve etkilerinin biiyiik
olasilikla, 80S translasyon baglatma kompleksinin olusumuna segici miidahalesi nede-

niyle gergeklestigini gostermistir (Kurreck, 2003).

] :0: Bl ] :o: |
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2’-O-metil RNA 2°-O-metoksietil RNA
(OME-RNA) (MOE-RNA)

Sekil 2.3. ikinci simf modifiye AS-ON 'ler (Kurreck, 2003)

2.5.1.3. Ugiincii sinif modifiye AS-ON’ler

AS-ON’lerin niikleaz stabilitesini, hedef afinitesini ve farmakokinetik profillerini
gelistirmek igin, modifikasyonlar yapilarak tigiincii sinif AS-ON’ler gelistirilmistir. Bu
modifikasyonlar AS-ON’lerin furanoz halkalarinin, fosfat baglarinin, ribozlarinin, niikle-
otitlerinin kimyasal modifikasyonlarini igerir. Peptid Niikleik Asit (PNA), Kilitli Niikleik
Asit (LNA) ve Morpholino Fosforoamidatlar (MF), en yaygin kullanilan ti¢iincii sinif AS-
ON’lerdir (Sekil 2.4.) (Mansoor ve Melendez, 2008). Bunlardan iizerinde en ¢ok ¢alisilan
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PNA’lardir. PNA’lar ilk kez Nielsen vd., tarafindan sentezlenmigtir. Bu oligonukleotid-
lerde, seker fosfat omurgas, tekrarlayan N-(2-aminoetil) glisin birimlerini iceren polia-
mid baglari ile tamamen degistirilmistir. Bu poliamid baglari, metilen karbonil baglayi-

cilari ile niikleobazlara baglanmigtir (Nielsen vd., 1991).

Ugiincii nesil AS-ON’ler, biyolojik sivilarda niikleazlar ve peptidazlar tarafindan
par¢alanmaya kars: daha direngli olduklarindan daha yiiksek stabiliteye sahiptir. Ayrica,
mRNA ile gii¢lii bir hibridizasyon afinitesi sergilerler. Elektrostatik olarak nétr omurga-
larindan dolay1, polianyonlari baglayan serum proteinlerine baglanmazlar fakat bu yiiksiiz
omurgalari onlarin ¢oziiniirliiklerini ve hiicresel almim zorlastirir. Ugiincii simif modifiye
AS-ON’ler, RNAz’dan bagimsiz etki gosterirler. Antisens etkilerini, genellikle sterik en-
gelleme araglh yaparlar ve hem RNA hem de transkripsiyon faktérlerine baglanabilirer
(Mansoor ve Melendez, 2008).

N N
0 ~0 9 o
. _F
0=P-0 o o=p-N{
| NH |
O\ E 0‘
Kilithi Nukleik Asit Peptid Nukleik Asit Morpholino Fosforoamidat
(LNA) (PNA) (MF)

Sekil 2.4. Ugiincii simif modifive AS-ON 'ler (Kurreck, 2003)

2.5.2. Ribozimler

Ribozimler, katalitik aktiviteye sahip RNA molekiillel:idir. Diger bir deyisle bir ¢e-
sit enzimlerdir. Ribozimler, hedef mRNA ile aym ortama koyulduklarinda, hedef ile baz
¢ifti olusturur ve hedef mRNA'y1 iki pargaya bélerler. Hedef mRNA'nin bu iki yarisi diger
enzimler tarafindan daha kiigiik pargalara béliiniir ve boylece hedef mRNA ’nin translas-
yonu durdurulur (Sekil 2.5.). AS-ON’lerin tersine ribozimler, mRNA’y1 pargaladiktan
sonra kendilerini parcalamazlar ve antisens &zelliklerini korurlar (Clark ve Pazdernik,

2016).
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Sekil 2.5. Ribozimlerin ve Oligoniikleotidlerin etki mekanizmalar1 (Clark ve Pazdernik, 2016)

2.5.3. RNAIi mekanizmasi

RNA interferans (RNAI), gen ifadesini susturmak i¢in hiicrelerde bulunan dogal bir
mekanizmadir. Bu eski hiicresel antiviral tepki, AIDS ve hepatit gibi hastaliklara neden
olan genler dahil olmak iizere, segilen herhangi bir hedef genin fonksiyonunun, spesifik
bir sekilde inhibe edilmesi i¢in kullanabilmektedir (Downward, 2004). RNAi fenomeni
ilk kez Andrew Fire, Craige Mello vd., tarafindan 1998 yilinda nematod solucaninda (Ca-
enorhabditis elegans) kesfedilmistir. Caenorhabditis elegans’a ¢ift iplikli RNA (dsRNA)
enjekte edildigi zaman, bu ift iplikliRNA sekansina komplementer olan genin ekspres-
yonunun susturuldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda RNAi mekanizmas: tam
olarak agiklanamamustir, fakat organizmalarin, bu mekanizmay: gen susturmasi igin kul-
lanabilecekleri diigiincesi ortaya atilmigtir (Fire vd., 1998). Bu alanda daha sonra yapilan

calismlar sayesinde RNAi mekaznizmasiyla genin nasil susturuldugu ortaya ¢ikarilmigtir.

RNAi mekanizmasinin siRNA ve miRNA olarak iki nemli molekiilii bulunmakta-
dir siRNA'lar ve miRNA'lar birbirine benzer molekiillerdir, 5rnegin her ikisi de, mMRNA'y1
hedefleyerek transkripsiyon sonrasi seviyede gen susturma etkileri sergileyen kisa ¢ift
iplikli RNA molekiilleridir, ancak etki mekanizmalan ve klinik uygulamalar farklidir.
siRNA'lar ve miRNA'lar arasindaki en biiyiik fark. birincisinin sadece bir mRNA hedefi
ile oldukea spesifik olmasidir, ikincisi ise goklu hedeflere sahiptir. Bu nedenle siRNA'la-
rin ve miRNA'larin terapétik yaklagimlan ¢ok farklidir (Sekil 2.6.) (Lam vd., 2015).
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RNAi’nin siRNA yolagiyla ger¢eklesmesi, iki asamadan olusur. Birinci asamada,
hiicreye girmis viral genlerden, transgenlerden ya da hiicrenin kendi genlerinden iiretilen
dsRNA’lar, RNAse III enzimi Dicer tarafindan, kiigiik engelleyici RNA (small interfering
RNA, siRNA)’lara pargalanir. Olusan bu siRNA’lar, 21-23 niikleotid uzunlugunda, iplik-
lerinin 3’- hidroksil uglarinda 2-3 niikleotidlik ¢ikinti bulunan, cift iplikli yapilardir.
siRNA’lar, ikinci agamada, RNA tarafindan uyarilan sessizlestirme kompleksi (RNA-in-
duced silencing complex: RISC) ile etkilegirler. RISC kompleksine baglanmus ¢ift iplikli
siRNA, RISC’nin temel bileseni olan Argonaute proteini (Ago2) tarafindan bir ipligi ¢1-
karlarak tek iplikli siRNA’ya déniistiiriiliir. Bu tek iplikli siRNA, RISC’in icinde rehber
gorevi yaparak, komplementer oldugu mRNA'ya, RISC’nin baglanmasini saglamaktadir.
mRNA’ya baglanan RISC kompleksi, mRNA'y1 birkag bolgeden keser ve sonug olarak
genin ifadesi susturulmus olur (Fire vd., 1998; Novina ve Sharp, 2004; Hannon, 2002:
Tan, Yang ve Ji, 2009; Kim ve Rossi, 2007; Clark ve Pazdernik, 2016).

RNAi’nin ikinci yolagi miRNA yolagidir. miRNA’lar 20-30 niikleotid uzunlu-
gunda olan yapilardir. miRNA, hiicre ¢ekirdeginde RNA polimeraz II ya da I1I (Pol I,
Pol III) tarafindan transkribe olur. Bu transkripsiyon sonucunda, yaklastk 85 niikleotid
uzunlugunda olan iplik ortaya ¢ikar ve bu iplik katlanarak, kendi niikleotidleri arasinda
olusan baz ¢iftlesmesi sonucu, primer miRNA (pri-miRNA) olusur. Bu pri-miRNA’larin
baz ciftlesmesi kusurludur, sdyle ki bazi bazlar tamamlanamaz ve bazlar pri-miRNA ya-
pisinda halka seklindeki gikintilar olusur. Sonra bu pri-miRNA’larin kuyruk kisimlari,
RNaz III enzimi Drosha, tarafindan kesilir ve yaklasik 65-70 niikleotid uzunlugunda pre-
cursor miRNA (pri-miRNA)’lar olusur. Cekirdekteki bu pre-miRNA’lar, Exportin-5 ta-
rafindan sitoplazmaya tasiir. Sitoplazmada Dicer enzimi pre-miRNA cift ipliginin ug
kismindaki halkay: keser ve bundan sonra miRNA, RISC kompleksine baglanir. RISC
kompleksinin i¢inde olan Ago2 tarafindan, miRNA ift iplikli yapidan tek iplikli yapiya
donugtiirilir. Bu tek iplikli miRNA, RISC kompleksini ilgili mRNA’ya hedefler. Hedef
mRNA ile miRNA arasindaki tamamlayici baglanma, miRNA ve hedef mRNA'nin 3'
UTR bélgesinde gergeklesir. Boylece protein translasyonu engellenmis olur. (Novina ve
Sharp, 2004; Tan, Yang ve Ji, 2009; Kim ve Rossi, 2007; Clark ve Pazdernik, 2016; Wil-
son ve Doudna, 2013).
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Sekil 2.6. RNAI, siRNA ve miRNA yolaklart (Lam vd., 2015).

2.6. Genetik Materyalin Hiicre I¢ine Tagmmasi

Genetik materyallerin hiicre igine taginmasinda kullanilan tasiyicilara vektor adi
verilir. Genetik materyaller vektorler olmadan, ¢iplak olarak uygulandigi zaman parga-
landiklari igin, etkinlikleri diigiiktiir. Bu yiizden genetik materyal tasinmasinda vektérle-
rin kullanim tercih edilmektedir. Genetik materyal tasiyan vektorler viral ve non-viral
olarak ikiye ayrilmaktadir (Nayerossadat, Maedeh ve Ali, 2012).

2.6.1. Viral vektorler

Viral vektorler, genel olarak genomlarinin, konakgiya aktarmak igin gereken yapi-
sal dzelliklerinin korunmasi ve gerekli olmayan genlerinin ¢ikarilmasiyla olusturulur
(Huang vd., 2011). Viral vektér genomlarinin bazi bolgelerinin ¢ikarilarak modifiye edil-
mesi, onlarin replikasyonlarini engeller ve onlari daha giivenli hale getirir. Viral vektor-
ler, istenen uygulamaya gére modifiye edilebildikleri i¢in, hiicrelere hedefleme ve verimli

bir sekilde hiicrelere girmeleri agisindan avantajlidir (Misra, 2010).
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Adenoviriisler (Ad), Adeno-lliskili Viriisler (AAV), Herpes viriis (HSV) ve Retro-
viriisler giivenlik ve biyolojik fonksiyonlarindan dolayi, gen terapisi {iriinlerinin tasinma-

sinda en yaygin kullanilan vektérlerdir (Misra, 2010).

2.6.1.1. Adenoviriis (Ad) vektorleri

Adenoviriis genomu, yaklagik 36 kb'lik dogrusal, ¢ift sarmalli DNA'dan olusur. Gen
terapisinde kullamlmak {izere Adenoviriis tip 2 ve 5 (sirastyla Ad 2 ve Ad 5) gelistiril-
mistir. Early 1 (E1, Erken 1) geni, adenoviral replikasyon i¢in gerekli bir gen bélgesidir.
Adenoviral genomun, E1 kodlayan bélgesinin ¢ikariimasiyla yapilan modifikasyon, gen
eklemeleri igin yeterli alan saglamakta ve replikasyonu bozuk olan bir vektor olusturmak-

tadir (Hao, Mata ve Fink, 2007).

Shen ve ekibi p53 gen ekspresyonunu susturmak i¢in adenoviriis vektorlerini
siRNA tagtyicisi olarak kullanarak, bu genin meme kanseri (MCF7) ve akciger kanseri
hiicrelerinde (A549) etkili bir bigimde susturulmasini bagarmistir (Shen vd., 2003). Ade-
noviriis vektorleri yabanct DNA'y1 hedef hiicrelere sokmak igin oldukga etkili olduklar
ve 6ziinde konake1 bagisiklik tepkilerini indiikledikleri igin yaygin olarak asilarin tagin-
masinda kullanilmaktadir. Ayrica kanser tedavisi i¢in de umut verici viral vektorlerdir

(Chen, Keiser, ve Davidson, 2018).

2.6.1.2. Adeno-Iliskili Viriis (AAV) vektorleri

Adeno-iliskili virus, 4,8 kb genomlu tek sarmalli bir DNA viriistidiir. AAV vektér-
leri en aktif olarak arastirilan gen terapi araglarindan biridir (Naso vd., 2017). AAV vek-
torlerinin 6zellikleri adenoviral vektorler gibidir fakat replikasyonlar: ve patojenikleri
agisindan, adenoviral vektorlerden daha giivenlidir. Insanda, AAV'ler herhangi bir pato-
jenik etkiye neden olmamaktadir. AAV vektorleri, uzun siireli ekspresyon saglama ozel-
ligine sahiptirler. Bu vektérlerin en biiyiik dezavantajlari, karmasik vektor tiretimi siireci

ve simirli transgen kapasitesidir (Nayerossadat, Maedeh ve Ali, 2012).

Tomar vd., AAV bazl vektorleri siRNA tasinmasi i¢in kullanmistir ve HeLa S3
hiicrelerinde p53 ve kaspaz 8 genlerinin ekspresyonunun azaltilmasi basarilmistir (To-

mar, Matta ve Chaudhary, 2003).
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2.6.1.3. Herpes Simpleks Viriis (HSV) vektirleri
Herpes simpleks viriisii (HSV), 152 kilobaz (kb)’lik ¢ift sarmalli DNA igeren ge-

noma sahip bir viriistiir (Hermens ve Verhaagen, 1998). HSV vektorleri, genetik mater-
yalin hiicrelere aktarilmas igin verimli araglardir. Onlar1 avantajli kilan 6zellikler ara-
sinda genetik materyal tagima kapasitelerinin biiyiik olmasi, genis bir konak hiicre arali-
gina sahip olmalari, olduke¢a bulasici olmalar ve bélinmeyen hiicreleri enfekte ederek,

onlarda gen verimli ekspresyonunu saglamalaridir (Burton, Fink ve Glorioso, 2002).

Sabbioni vd., memeli hiicrelerine siRNA iletimi igin Herpes simpleks viriis tip 1
(HSV-1) bazli amplikon vektoriinii kullanmigtir. Calismanin sonucunda, amplikon vek-
toriiniin kullanilmas1 siRNA molekiillerinin iletiminde oldukga etkili oldugu, amplikon
vektorlerin BKV T-Ag ekspresyonunu ve BKYV ile transforme edilmis hiicrelerin tiiméri-

Jenitesini inhibe ettigi goriilmiistiir (Sabbioni vd., 2007).

2.6.1.4. Retroviriis vektirleri

Retroviriis vektoriiniin genomu her biri 7-10 kb tek iplikli olan iki 6zdes kopya
RNA'dan olusur (McTaggart ve Al-Rubeai, 2002). Konak¢1 hiicrelere entegre olduktan
sonra, hiicredeki ters transkriptaz enzimlerini kullanarak kendi RNA’sin1t DNAya déniis-
tiriirler. Bu DNA daha sonra konakg1 hiicrenin genomuna bir entegraz enzimi araciligiyla
dahil edilir ve konake1 hiicrenin DNA'sinin bir pargasi olarak ¢ogalir. Bu yiizden kulla-
nimlari uzun siireli gen ekspresyonu saglamaktadir (Misra, 2010). Bu vektorler gen tera-
pisi uygulamalari i¢in bir avantaj olan genis bir konake: hiicre araligina sahiptir (McTag-

gart ve Al-Rubeai, 2002).

Braton vd., tarafindan gelistirilen retroviriis vektorleri sSiRNA tasinmasinda kulla-
mlmustir ve hiicrelerde hedeflenen gen bagariyla susturulmustur (Barton ve Medzhitov,
2002). Devroe vd., insan Niikleer Dbf2-ligkili (NDR) kinazini hedeflemek icin bir retro-
virus vektdrii kullanmistir. Bu Anti-NDR siRNA viriisii ile enfekte olan hiicrelerde, NDR
ekspresyonunun &nemli 6lgiide azaldigi, oysa kontrol viriislerinin toplam NDR iizerinde

etkisi olmadig1 gézlemlenmistir (Devroe ve Silver, 2002).

Retroviral vektorlerin ana siirlamalari, in vivo diisiik etkinlikleri, immiinojenik
problemleri, béliinmeyen hiicrelerin transdiiksiyonunun yapilamamasi ve onkojen akti-
vasyonuna veya tiimor baskilayici gen inaktivasyonuna neden olabilme riskleridir (Naye-

rossadat, Maedeh ve Ali, 2012).
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2.6.2. Non-viral vektorler

Gen terapisi alaninda viral vektérlerin kullanimu, her ne kadar avantajlar saglasada,
kullanimlarinda immiinojeniklik, toksisite, sinirll DNA paketleme kapasitesi, dolasimdan
hizla temizlenmeleri ve vektor iiretiminin zorlugu gibi bazi sinirlamalari vardir. Bunlarin
yam sira viral vektorler, mutajenez ve karsinojenezi tetikleyebilmektedir. Viral DNA'nin
kromozoma entegrasyonu ise timér baskilama geninin ekspresyonunu bozabilir veya
hiicrelerin malign transformasyonuna yol agan onkogenin aktive olmasina yol agabilmek-

tedir (Yin vd., 2014; Ramamoorth ve Narvekar, 2015; Liu ve Huang, 2002).

Viral vektorler kullamildiginda gériilebilen bu dezavantajlar, non-viral vektérlerin
kullaniminda gézlemlenmedigi igin, non-viral vektorlerin kullanimi daha ¢ok tercih edil-
mektedir. Bununla birlikte non-viral vektérler, diigiik maliyet, tiretim kolaylig1, fazla mik-
tarda genetik materyal tasiyabilmeleri, toksik etkilerinin az olmasi (ya da hi¢ olmamasi),
immiin yanitlarinin az olmasi (ya da hi¢ olmamasr), gibi avantajlara da sahiptir. Spesifik
bir immiin tepkisi ortaya ¢ikarmamalar1 ve bu nedenle tekrar tekrar uygulanabilir olmalar
da non-viral vektorlerin sagladigi diger avantajlar arasindadir (Yin vd., 2014; Ramamo-

orth ve Narvekar, 2015; Schmidt-Wolf ve Schmidt-Wolf, 2003).

Giiniimiizde genetik materyal tasinmasi i¢in gesitli non-viral tasiyci sistemler gelis-
tirilmekte ve kullamlmaktadir. Bunlar arasinda en genis kullanilanlar lipidik ve polimerik

tagryici sistemlerdir (Thomas ve Klibanov, 2003).

2.6.2.1. Lipit bazh vektirler
Lipozomlar

Lipozomlar, en kapsamli arastirilan non-viral vektorlerdir. Kemoterapi ilaglari, oli-
goniikleotidler, DNA, siRNA, antijenler ve proteinler dahil olmak iizere ¢esitli molekiil-
leri tagiyabilme kabiliyetleri, lipozomlar, terapétik ajanlarin tasinmasinda, en popiiler
sistemler haline getirmistir (Ozpolat, Sood ve Lopez-Berestein, 2014). Lipozomlar, mer-
kezinde bulunan sulu bélmelerinin, fosfolipit gift tabakasi ile ¢evrelenmesinden olusan
kiiresel vezikiillerdir ($ekil 2.7.) (Clark ve Pazdernik, 2016). Lipozomlari olusturan lipit-
ler, hidrofilik bas ve hidrofobik kuyruk kisimlarindan olusurlar. Genetik materyal tasin-
masinda kullanilan lipozomlarin hazirlanmasti i¢in katyonik ve nétr lipitler kullanilmak-

tadir.
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Lipit Cift Tabakas:

Sekil 2.7. Lipozom (Roy ve Sahoo, 2015)

Katyonik lipitler amfifilik molekiillerdir. Katyonik lipitlerin hidrofilik bas (amin)
kismu pozitif yiike sahiptir. Hidrofobik kuyruk kisimlan genellikle ¢ift hidrokarbon zin-
cirinden veya bir kolesterol tiirevinden olusur ve bu iki bolge birbirine bir baglayici ara-
cihgyla baglamr (Sekil 2.8.) (Wasungu ve Hoekstra, 2006). Niikleik asitler negatif yiiklii
molekiiller oldugu igin, katyonik lipitlerin pozitif yiiklii bas kismiyla elektrostatik etkile-
sime girerek lipozomun igine hapsolur. Katyonik lipitlerin polar ve hidrofobik kisimlari,
hem transfeksiyon hem de toksisite seviyeleri iizerinde 6nemli etkilere sahiptir (Lv vd.,
2006).

Hidrofobik kuyruk zinciri Baglayici
\/\/\/\/’=\/\/\/\jt\<
0 |+
N._

/\/\/\/\___/\/\/\/T?/' Hidrofilik Bag Grupu
Baé}awcu

Hidrofobik kuyruk zinciri

Sekil 2.8. Dotap drneginin lipit yapisi (Lv vd., 2006)

Ilk kez 1987'de, Felgner vd., tarafindan genetik materyal tasinmasi igin dogal ol-
mayan, dieter bagh katyonik lipit, N- [1- (2,3-dioleyiloksi) propil] -N, N, N-trimetila-
monyum kloriir (DOTMA) kullamlarak lipozomlar gelistirilmistir. DOTMA igeren lipo-
zomlar, DNA'nin %100 tutulmastyla lipit-DNA kompleksleri olusturmak igin kendiligin-
den DNA ile etkilesime girerler. DOTMA, kompleksin doku kiiltiir hiicrelerinin plazma
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membrant ile fiizyonunu kolaylastirir ve DNA'nin hem alimi hem de ekspresyonunu sag-
lar (Felgner vd., 1987). DOTMA'min kullanimindan sonra [1,2-bis (oleoiloksi)-3-(trime-
tilamonyum) propan] (DOTAP), 3B [N- (N', N'-dimetilaminoetan)-karbamoil] kolesterol
(DCChol), dioktadeslamidoglisilpermin (DOGS) gibi tek degerli ve 2,3-dioleyoksi-N- [2
(sperminkarboksamido) etil]-N, N-dimetil-1-propanaminyum trifloroasetat (DOSPA),
Di-oktadesil-amido-glisil-spermin (DOGS) gibi ¢ok degerli katyonik lipit bilesikleri de
formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilmustir (Balazs ve Godbey, 2011). Genel olarak
katyonik lipitler arasinda en gok kullanilan DOTMA ve DOTAP’dir (Clark ve Pazdernik,
2016).

Genetik materyal tasinmasi i¢in %100 DOTAP kullanimu, lipozom yiizeyindeki po-
zitif yiiklerin yogunlugundan dolay1 verimsizdir. DOTAP, pH 7.4'te tamamen protonlanir
(diger tiim katyonik lipitler i¢in gegerli degildir), bu nedenle DNA'y1 lipopleksten ayir-
mak i¢in daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulur ve dolayisiyla transfeksiyon zorlasir. Bu ne-
denle, DOTAP'in genetik materyal tasginmasinda daha etkili olmasi igin, ¢ogu katyonik
lipit formiilasyonunda oldugu gibi, bir yardimer lipit ile birlestirilmesine gerek duyulur

(Balazs ve Godbey, 2011).

Gen aktarimi i¢in kullanilan lipozomal formiilasyonlarin ¢ogu, yiiklii lipitler ve notr
(yardimei) lipitlerin kombinasyonlarindan olusur. Yardimet lipit olarak genellikle en yay-
g kullamlani, dioleoilfosfatidil-etanolamin (DOPE)’dir. Dioleoilfosfatidilkolin
(DOPC) de yardimer lipit olarak lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Daha
once de belirtildigi gibi, yardimer lipitlerin kullanimi transfeksiyonu kolaylastirir. Orne-
gin; yardimet lipit olarak DOPE nin kullanimi, fiizyon ara yapilarinin olusumunu kolay-
lagtirarak, membran fiizyonunu uyarir. Lipozom formiilasyonlarinda DOPE’nin kulanimi
genetik materyali endozomal kagisini da saglamaktadir. DOPE, ayrica pozitif yiiklii lipit
bag grubundan kars1 iyon salinimini kolaylagtirir. Boylece genetik materyal baglamak igin
gereken enerji azaltilmis olur (Balazs ve Godbey, 2011; Li ve Szoka, 2007; Kim vd.,
2015; Dabkowska, 2011).

Lipozomlar siRNA tasinmast i¢in bir¢ok avantaj sunmaktadir. Lipozomlarin kulla-
nilmasiyla, sSiRNA bozulmasi 6nlenebilir, yiiksek miktarlarda siRNA tasinabilir, pasif he-
deflendirilerek tiimérlii bolgelerde genetik materyal birikmesi saglanabilir, aktif hedef-

lendirilerek genetik materyal gerekli bolgeye taginabilir veya lipit igerigine bagh olarak
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hayvanlarda ve insanlarda giivenli ve etkili sistemik tasinma saglanabilmektedir (Ozpo-

lat, Sood ve Lopez-Berestein, 2014).

Kati lipit nanopartikiiller (KLN)

KLN'ler, terapétik ajanlarin taginmast igin, lipozomlara ve polimerik partikiillere
alternatif olarak gelistirilmis, oda ve viicut sicakliklarinda kati olan, nispeten sert, biyou-

yumlu ve biyobozunur hidrofobik lipit matrisinden olusan kolloidal pargaciklardir.

Fosfolipitin hidrofobik kuyruk bolgeleri, ¢ekirdek matrisine gomiilii oldugu igin,
¢ekirdek hidrofobik 6zelliktedir (Sekil 2.9.). Bu yapilar lipozomlara kiyasla daha kararli-
dir. KLN'nin boyutu, diger nano-tasiyici sistemler gibi 50 ila 1000 nm arasinda degis-
mektedir (Carrillo vd., 2013; Ramamoorth ve Narvekar, 2015; Ekambaram, Sathali ve
Priyanka, 2012).

Sekil 2.9. Kati lipit nanopartikiillerin yapisi (Kakadia ve Conway, 2014).

KLN'ler kullamilan lipitlere gore, hem negatif hem de pozitif yiiklii olabilirler. Ge-
netik materyal tasinmasinda genellikle katiyonik KLN’ler kullanilmaktadir. Bu par¢acik-
lar, ylizeyinde katyonik lipidleri tagiyan bir lipit ¢ekirdeginden olusur. Genetik materyalin
negatif yiikleri ve lipitlerin pozitif yiikleri arasinda elektrostatik etkilesim olmasi, pozitif
yikklii KLN’lerin genetik materyalle kompleks olusturmasini saglamaktadir. Olusan bu
kompleks yapi, genetik materyalin korumasim ve hiicrelere tasinmasini saglamaktadir
(Ramamoorth v Narvekar, 2015; Dolatabadi, Valizadeh ve Hamishehkar, 2015). Yapilan
¢aligmalarda genetik materyal tasinmasi igin KLN' lerin, 6nemli avantajlar sagladig1 gé-
rillmektedir. Ortotopik U-87MG ksenogreft tiimér modelinde, C-Met siRNA-PEG/SLN
kompleksinin intravenéz uygulamasi, tiimér dokusunda c-Met ekspresyonunu dnemli 61-

¢tide inhibe ettigi ve farelerde herhangi bir sistemik toksisite gostermeden, tiimér biiyii-
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mesini engelledigi gézlemlenmistir (Jin vd., 2011). Bir diger ¢alismada KLN’lerin kulla-
nimi ile siRNA salniminda 10-13 giinliik uzamanin gériildiigii saptanmistir. In vitro hiicre
calismalari, bu siire boyunca salinan siRNA'nin aktivitesini korudugunu gostermistir (Lo-
bovkina vd., 2011). Yapilan ¢alismada hiicreleri apaptoza gotiiren Bcl2 siRNA yiiklii
KLN’ler, insan rahim agzi kanseri hiicre dizilerinde diisiik dozlarda toksik etki goster-
mistir. Bu ¢alisma sonucu, KLN’ler kullanilarak siRNA’nin vajinal olarak uygulanabile-
cegini gostermektedir (Biiyiikkoroglu vd., 2016). Sonug olarak KLN’ler giiniimiizde, ta-
sinan genetik materyalin stabilitesini koruyabilmesi, yiiksek miktarda genetik materyal
tagtyabilmesi, kan beyin bariyerini asarak genetik materyali beyine ulastirabilmesi, gene-
tik materyalle beraber ila¢ etkin maddelerini taginmasim saglamasi vb. gibi avantajlar

sundugundan genetik materyalin taginmasi i¢in biiyiik ilgi cekmektedir.

2.6.2.2. Polimer bazli vektorler

Katyonik polimerler fizyolojik pH'da, DNA ile etkileserek kompleks olusturabilen
molekiillerdir. Olusan bu komplekslere polipleks denilir ve hedef hiicrelere gen transferi
i¢in kullanilmaktadir. Katyonik polimerler ve katyonik lipitler arasindaki en belirgin fark,
katyonik polimerlerin hidrofobik bir kisim igermemeleri ve suda tamamen ¢&ziiniir olma-
lanidir. Katyonik lipozomlara kiyasla, daha kiigiik partikiil boyutuna sahiptirler. Partikiil
boyutunun kii¢iik olmasi transfeksiyon verimliligini artirmak igin biiyiik 6nem tasir. Bu
polimerlerde molekiiler agirlik, geometri (dogrusal ve dallanmis) ve ligandlarin eklen-

mesi gibi modifikasyonlar kolayca yapilabilmektedir (Lv vd., 2006).

Polimerler, dogal ve sentetik polimerler olarak ikiye ayrilir. Dogal polimerlerden,
kitosan polisakariti, sentetik polimerlerden ise Polietilenimin (PEI), Poli (1-lisin) (PLL),
Poli (DL-Lactide-co-glikolik) (PLGA), Polietilen Glikol (PEG) daha ¢ok kullanilan poli-
merik yapilar arasindadir (Ramamoorth v Narvekar, 2015; Senel 2012).

Polietilenimin (PEI)

PEI, istiin transfeksiyon etkinligi ve birgok farkl hiicre tipinde etkili transfeksiyon
yapabilme 6zelligi nedeniyle, genetik materyal tasinmasi igin kullanilan en popiiler kat-
yonik polimerdir. PEI'nin, yapisinda primer (%25), sekonder (%50) ve iigiinciil aminler
(%25) vardir ve bunlarn iigte ikisi fizyolojik ortamda protonlanma 6zelligine sahiptir.
Farkli pKa degerlerine sahip olan protonlanmamis aminler, genis bir pH araliginda tam-
ponlama etkisi saglamaktadir. Tamponlama 6zelligi, PEI'ye endozomdan (proton siinger

etkisi) kagma firsat1 verir ve bu DNA'y1 bozulmaya karsi korumaktadir. PEI'nin dogrusal
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(LPEI) ve dallanmus (BPEI) yapilarda olan formalari bulunmaktadir. PEI'nin transfeksi-
yon etkinligi ve sitotoksisitesi; molekiiler agirliga, dogrusal ve dallanmis yapisal 6zellik-
lerine baglidir. Dogrusal PEI'ler ile yapilan ¢aligmalar, dallanmus PEI'lere kiyasla daha
yliksek transfeksiyon verimliligi ve diisiik sitotoksisite gdstermistir. PEI’nin en biiyiik

dezavantaji biyobozunur olmamasidir (Park, Jeong ve Kim, 2006), (Yin vd., 2014).

PEI sagladig avantajlardan dolay1 genetik materyal tasinmasinda siklikla kullanil-
maktadir. Helmschrodt vd., PEI kullanarak kan beyin bariyerini asarak siRNA’nin beyin
hiicrelerine taginmasini basarmistir (Helmschrodt vd., 2017). PEI araciligiyla siRNA ta-
sinmasi ¢alismalarinda gen ekspresyonunun énemli derecede susturuldugu gézlemlen-

mistir (Knight vd., 2011; Urban-Klein vd., 2005).

Poli (I-lisin) (PLL)

PLL, gen transferi i¢in kullanilan ilk katyonik polimerdir. PLL lizin amino asit bi-
riminin tekrarlanmasindan olusan dogrusal polipeptittir. Bu nedenle, biyolojik olarak par-
¢alanabilir bir yapiya sahiptir. Bu 6zellik onlarin in vivo uygulamalari i¢in ¢ok nemlidir
(Lv vd., 2006). PLL nin yapisindaki lizinin protonlanmis primer amin gruplari, elektros-
tatik olarak negatif yiiklii DNA fosfat gruplar ile etkilesime girerek, komleks olusturular.
Stabil komleks olusturmak i¢in genellikle molekiiler agirligi 3000 Da’dan biiyiik olan
PLL’ler kullamlmaktadir. Her ne kadar yiiksek molekiiler agirlikli PLL'ler bir gen tasiyici
i¢in uygun baz ézelliklere sahip olsalar da, PLL/DNA kompleksleri nispeten yiiksek bir
sitotoksisite ve iyon kuvvetine baglh olarak birikme ve ¢okelme egilimi gosterirler (Mint-
zer ve Simanek, 2008). Bunlarin yam sira PLL polipleksleri dolagim sistemine girdiginde,
plazma proteinlerine, eritrositlere baglanir ve dolasimdan ¢ikarilmaktadir. Bu nedenle dii-

siik transfeksiyon verimi gozlemlenmektedir (Ward, Read ve Seymour, 2001).

Bu sorunlarin giderilmesi i¢in PLL iizerinde bazi modifikasyonlar yapilmaktadir.
Bu modifikasyonlardan biri, farkl polimerlerle blok kopolimer olugturmaktir, Bu amagla
polietilen glikol (PEG) en sik kullanilan modifikasyon aracidir. Yapilan calismalarda
PLL-PEG kopolimerinin, DNA ile olusturdugu komplekslerin, deoksiriboniikleaz I
(DNase I)’a kars1 ¢ok direngli oldugu gézlemlenmistir (Katayose ve Kataoka, 1997). Ya-
pilan bir diger ¢alismada kopolimerve plazmid DNA ile kompleksler olusturmus ve
PLL'den ¢ok daha yiiksek transfeksiyon verimi gozlemlenmistir. PEG-g-PLL ayrica
HepG2 hiicre hattinda, PLL'ye kiyasla ¢ok daha diisiik sitotoksisite gostermistir (Park,
Jeong ve Kim, 2006).
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Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ¢ok kullanilan, biyobozunur ve biyouyumlu
bir polimerdir. PLGA, stabilite, dolagim yari-5mrii, biyodagilim ve hapsedilen maddenin
kontrollii salinimi agisindan diger polimerik tasiyicilarla kiyasla, daha ¢ok avantaj sagla-
maktadir. Ayrica, PLGA’nin olusturdugu tasiyici sistemlerin, biyolojik malzemelerle
daha iyi etkilesimi saglamak igin ve belirli dokulara/hiicrelere hedeflemek i¢in farkh ajan-
larla yiizey modifikasyonlar1 yapilabilmektedir (Danhier vd., 2012; Ramezani, Ebrahi-

mian ve Hashemi, 2017).

PLGA’nin siRNA taginmasinda kullanimi kayda deger basarilarla sonuglanmustir.
siRNA tastyicisi olarak PLGA-Poloksamer nanopartikiilleri kullanilarak, pankreas kan-
serinin gelisiminde dnemli rolii olan MBD1 proteininin gen ekspresyonu baskilanmistir
ve bu kanser hiicrelerinin apaptozuna neden olmustur (Luo vd., 2009). PLGA bazli
PLGA-PEI nanopartikiilleri, HepG2 hiicrelerinde miRNA transfeksiyonu igin tastyici
vektor olarak kullanilmistir. HepG2 hiicrelerinde PEI/DNA kompleksi ile karsilastirildi-
ginda daha yiiksek transfeksiyon etkinligi ve diisiik sitotoksisite gstermistir (Liang vd.,
2011). Yiizeyi PEI ile modifiye edilmis PLGA nanopartikiillerinin antiapoptotik gen olan
BCL-w’nin susturulmasi igin bu gene komplementer siRNA tasinmasinda kullanilmustir.
PEI ile modifikasyon PLGA nanopartikiillerinin hiicresel alim ve transfeksiyon verimini
onemli olgiide arttirmistir. Bu kompleksin uygulanmasi sonucu, insan osteosarkom
(U208) ve murin makrofaj (J774.1.) hiicrelerinde anti-apoptotik onkogen BCL-w'de spe-

sifik azalma gozlemlenmistir (Andersen vd., 2010).

Kitosan

Kitosan, D-glukozamin ve N-asetil-d-glukozamin alt birimlerinin birbirine (1—4)
glikozidik bag ile baglanmasindan olusan dogrusal bir katyonik polisakarittir (Sekil 2.10).
Kitosan, gogunlukla kabuklu deniz hayvanlarinin dis iskeletinden (karides kabugu ve di-
ger kabuklular) elde edilen kitinin, deasetilasyonu ile iiretilir. Kitosanlar farkli derece-
lerde N-asetilasyon (%40-98) ve molekiiler agirhiga (50-2000 kDa) sahiptirler. N-dease-
tile edilmis alt birimlerin primer amino gruplan pozitif yiike sahiptirler. Bu yiizden, kito-
san ve negatif yiiklii genetik materyal arasinda elektrostatik etkilesim gergeklesebilmek-
tedir. Bu etkilesim sonucu genetik materyalin kitosana baglanmasi, onlari niikleazlarin
etkisinden de korumaktadir (Akbuga, Ozbas-Turan ve Ekentok, 2016; Mintzer ve Sima-
nek, 2008; Park, Jeong ve Kim, 2006).
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Sekil 2.10: Kitosamin Kimyasal Yapisi (Mintzer ve Simanek, 2008).

Kitosan, katyonik &zellikli, biyouyumlu, biyopargalanir, non-toksik, ucuz ve im-
miinojenikligi diisiik oldugu icin gen tasiyici sistem olarak ¢ok fazla kullanilmaktadir.
Kitosan, genetik materyal tasinmasi igin ilk kez Mumper vd., tarafindan kullamlmistir. O
zamandan beri kitosan hem in vitro hem de in vivo olarak viral olmayan bir gen tasiyici
sistem olarak basariyla kullanilmaktadir (Akbuga, Ozbas-Turan ve Ekentok, 2016). Ro-
janarata vd., tarafindan yapilan ¢alismada endojen EGFP geninin, kitosan tasiyici sistem
aracili siRNA ile susturulmasi %70-73 verimlilikle gergeklesmistir (Rojanarata vd.,
2008). Malmo vd., tarafindan yapilan ¢alismada, tamamen N-deasetillenmis kitosanlar
kullamlarak, diisiik siRNA konsantrasyonlarinda ve birkag farkli hiicre hattinda, mini-
mum sitotoksisite ile hem eksojen hem de endojen hedef genlerin etkili ve uzun vadeli
susturulmasi gerceklestirilmistir (Malmo vd., 2012). Kitosan, Alameh ve ekibi tarafindan
in vivo olarak denendigi zaman, nanopartikiillerin farelerin bobreklerinde birikmesi ve

protein seviyesinde ~%50 fonksiyonel yikim gézlemlenmistir (Alameh vd., 2017).

Tiim bu avantajlarinin yaminda kitosanin gen aktarim verimliligini etkileyen bazi
etkenler bulunmaktadir. Bu etkenler, kitosan polimerlerinin molekiiler agirligim, dease-
tilasyon derecesini, pH’y1, N/P oranini (kitosan azotunun, DNA fosfatina orani) ve hiicre
tipini kapsamaktadir (Akbuga, Ozbas-Turan ve Ekentok, 2016; Mintzer ve Simanek,
2008; Liu ve De Yao, 2002). Huang vd, kitosanin pEGFP-C2 plazmid DNA ile olustur-
dugu komplekslerin, kitosan molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesine bagli olarak
A549 akciger kanseri hiicrelerinde, hiicreye alim ve transfeksiyon etkinligini arastirmis-
tir. Bu arastirma sonucunda, molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesi arttikca hiicresel
alim ve transfeksiyon etkinliginin arttig1 gézlemlenmistir (Huang vd., 2005). Kitosan po-
liplekslerinin optimum transfeksiyon etkinligi pH 6,8 ile 7,0 arasinda goriilmiistiir. pH
7,5'in lizerinde, DNA'nin kompleksten ayrildigi, bdylece hiicresel alim ve transfeksiyon

veriminin diistiigii gozlemlenmistir. pH 6.5'in altinda, hiicresel alim gergeklesmis fakat
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transfeksiyon etkinliginin, muhtemelen engellenmis endozomal salinim nedeniyle diisiik

oldugu gozlemlenmistir (Mintzer ve Simanek, 2008).

Kitosan komplekslerinin spesifik hiicre tiplerine hedeflendirilmesi, kitosanin gesitli
ligandlar kullamilarak modifiye edilmesiyle saglanmaktadir. Galaktoz, laktoz veya trisak-
karit kullanilarak yapilan hepatik hiicre hedeflemesi, HepG2 hiicrelerine gen transferini
arttirmugtir. Galaktozile edilmis komplekslerin, PEG veya dekstran ile konjuge edilme-
siyle komplekslerin stabilitesi daha da arttirilabilmistir. Kitosanin tiimér hiicrelerine he-
deflendirilmesi, kitosanin folat ile konjuge edilmesiyle basarilmistir (Mintzer ve Sima-

nek, 2008).

Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanma yéntemleri

Kitosan nanopartikiilleri, amaca bagh olarak farkli yéntemlerle hazirlanabilmekte-
dir. Hazirlanma teknikleri, iyonik jellesme, polielektrolit kompleksi (pec), ¢oktiirme,
kompleks koaservasyon, mikroemiilsiyon, emiilsiyon olusturma ¢oziicii difiizyonu, kova-
lent ¢apraz baglama gibi yontemleri icermektedir (Sailaja, Amareshwar ve Chakravarty,

2011; Mohammed vd., 2017; Hembram vd., 2016).

Iyonik jellesme

Iyonik jellesme ile kitosan nanopartikiillerinin hazirlanma mekanizmasi, kitosanin
amin grubu ile tripolifosfat (TPP) gibi negatif yiiklii polianyon grubu arasindaki elektros-
tatik etkilesime dayanir. TPP toksik olamayan ve ¢ok degerlikli bir molekiildiir ve iyonik
etkilesimler yoluyla jeller olusturabilmektedir. Kitosan nanopartikiillerini hazirlanmak
igin ilk olarak, kitosan, seyreltik asetik asitte ¢oziindiirilmektedir. Bu kitosan ¢6zeltisine,
oda sicakliginda ve mekanik karistirma altinda, polianyon veya anyonik polimer ¢ézelti-
leri eklenilerek, karistirma islemi devam ettirilmektedir ve boylece nanopartikiiller olug-
maktadir. Kitosanin ve TPP’nin konsantrasyonlari, kitosan ¢ozeltisinin pH degerini vs.
degistirerek, boyut ve ylizey yiikii agisindan farkli 6zelliklere sahip kitosan nanopartikiil-
leri hazirlanabilmektedir (Sailaja, Amareshwar ve Chakravarty, 2011; Zhao vd., 2011).

Polielektrolit Kompleksi (PEC)

Bu teknik, son derecce basit ve kullanish bir tekniktir. PEC, formiilasyonu, anyon

ve katyon arasindaki elektrostatik etkilesimin ardindan yiik nétralizasyonu ile olusmak-
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tadir. Asetik asit iginde ¢oziinmiis olan kitosan ¢dzeltisine, genetik materyalin sulu ¢ozel-
tisi eklenilerek oda sicakliginda karistirilir ve bu da nanopartikiillerin olusumuyla sonug-

lanmaktadir (Hembram vd., 2016).

Coktiirme

Kitosanin asetik asitte olan diigiik pH degerindeki ¢ozeltisinin, amonyum hidroksi-
tin yiiksek pH degerlikli (8,5-9,0) ¢ozeltisine eklenmesi, ¢6kelme ve yiiksek oranda mo-
nodispers bir nanopartikiil yigininin olusumu ile sonuglanir. Bu yéntem yiiksek enkapsii-
lasyon verimi ile, 10 nm kadar diisiik boyuttaki monodispers ve kiiresel sekilli nanoparti-

kiiller hazirlanabilmektedir (Mohammed vd., 2017).

Kompleks Koaservasyon

Koaservasyon yontemi, zit yiiklii iki polielektrolit, sulu bir ¢6zelti i¢inde karistiril-
diginda meydana gelen, faz ayrismasina dayanmaktadir (Lebre vd., 2012). Kompleks ko-
aservasyon yontemiyle, katyonik kitosan ve anyonik polianyonlar, polimerler veya biyo-
makromolekiiller arasinda koaservatlarin olugsumuyla, kitosan nanopargaciklar hazirlan-
maktadir. DNA-kitosan nanopargaciklari, kitosan'in pozitif yiiklii amin gruplarinin ve ne-
gatif yiikli DNA fosfat gruplarinin koaservasyonu ile olusmaktadir (Hembram vd.,

2016).

Mikroemulsiyon

Bu yontemde, asetik asit ¢ozeltisindeki kitosan ve gluteraldehit, yiizey aktif madde
igeren heksan gibi bir organik ¢oziicii i¢ine ilave edilmektedir. Bu karisim, ¢apraz bag-
lama igleminin tamamlanmas: i¢in gece boyunca oda sicakliginda karistirmaya birakalir.
Organik ¢dziicii daha sonra diisiik basing altinda buharlastirilarak uzaklastirilmaktadir.
Uriiniin igerdigi, fazla yiizey aktif maddeyi, kalsiyum klorit ile cokeltip, ardindan santri-
fiijleme ile uzaklastirilir. Nanopartikiil siispansiyonu diyaliz edilir ve daha sonra liyofilize
edilmektedir. Bu yontemde ¢ok dar bir boyut dagilimi gériiliir ve nanopartikiillerin bo-
yutu hazirlanmasindaki glutaraldehit konsantrasyonu ile kontrol edilebilmektedir (Mo-

hammed vd., 2017).

Emulsiyon-¢éziicii diffiizyonu
Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasina yonelik spesifik bir yontem, hidrofobik

ilag igeren organik bir fazin (6rnegin metilen kloriir ve aseton), kitosan ve bir stabilizatsr
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(6rnegin poloksamer ve lesitin) igeren sulu bir ¢ézeltiye, karigtirilarak eklenmesini iger-
mektedir. Bu islem, su iginde yag emiilsiyonunun olusumuna yol agar ve bu emiilsiyon
daha sonra yiiksek basingli homojenizasyona tabi tutulmaktadir. Metilen kloriir daha
sonra oda sicakliginda diisiik basing altinda uzaklastirilmaktadir. Bu asamada, aseton sulu
faza geger, kitosanin ¢oziiniirliigiinii azaltir ve boylece polimer ¢okeltilmesiyle nanopar-
tikiiller olusmaktadir. Asetonun tamamen difiizyonuna izin vermek icin genellikle bir
miktar su eklenmektedir. Son olarak, nanopartikiiller santrifiijleme ile izole edilmektedir

(Grenha, 2012).

Kovalent-capraz baglama yintemi

Kitosan, degisken gesitli ¢apraz baglayicilarla kovalent bag olusturma yetenegine
sahiptir. Bu nanopartikiil hazirlama yéntemi, polietilen glikol (PEG), dikarboksilik asit,
glutaraldehit veya epiklorohidrin gibi monofonksiyonel ajanlar ile kitosan zincirleri ara-
sinda kovalent baglarin olusumasina dayanmaktadir. Kitosan, bir asidik sulu cozeltiye
eklendiginde protonlanarak onu ¢&ziinebilen hale getiren amino gruplarina sahiptir. An-
cak diger ¢oziiciilerde ¢oziinmemesi onun kullanimini sinirlamaktadir. Bu nedenle, suda
veya diger organik ¢oziiciilerde ¢ziiniir hale getirmek igin kitosan, PEG veya baska bir
¢apraz baglayici ile modifiye edilebilmektedir. Pegile olunmus kitosan nanopartikiilleri,

gen/ilag taginmasi i¢in kullanilabilmektedir (Hembram vd., 2016).

2.7. lQla¢ Tasiyic Sistemlerin Hedeflendirilmesi

Hedefli ilag tagima, ilaglarin terapotik etkilerini arttirmak icin onlarin istenen he-
defe tasginmasinin saglanmasidir. Ilacin arzu edilen hedefe tasinmasi, hedef dis1 bolgeler-
deki etkiyi azaltirken, hedef bolgede etkinliginin artmasina ve istenmeyen yan etkilerin
azalmasina neden olur. Istenilen organ/dokuya yonelik ila¢ hedeflemesi i¢in iki strateji
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar pasif hedefleme ve aktif hedeflemedir (Sekil
2.11.) (Kang, Yoon ve Choi, 2017).

2.7.1. Pasif hedefleme

Bir¢ok tiimérde ve enfarktiislii bolgelerde, kan damar duvari endotelinin, normal
durumdan daha gegirgen oldugu gézlemlenmektedir. Bu gegirgenlik sonucu, bu tiir alan-
larda, biiytik molekiiller ve hatta 10 ila 500 nm arasinda degisen miseller ve lipozomlar
gibi bilyiik parcaciklar, vaskiiler yataktan ayrilabilir ve interstisyel boslugun iginde biri-
kebilirler (Torchilin, 2010). Tasiyici sistemlerin hastalikli dokularda, gevsek fenestras-

yonlar ve/veya zayif lenfatik drenaj nedeniyle birikmesi olgusu, arttirilmig gecirgenlik ve
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tutulma (Enhanced Permeability and Retention EPR) etkisi olarak adlandirilir. ilag ya da
genetik materyal tagiyan partikiiller, EPR etkisi i¢in uygun boyutta hazirlanilirsa, bu par-
tikiiller gegirgenligin arttig1 alanda birikecek ve béylece pasif hedeflendirilmis olacaktir
(Pattni ve Torchilin, 2015).

2.7.2. Aktif hedefleme

Aktif hedefleme, ilaglarin etkinligi artirmak i¢in, hedefleyici molekiillerin, ilag ta-
sty1ci sistemlerin yiizeylerine baglanarak onlarin hiicrelerin yiizeyindeki belli reseptorlere
baglanabilmesinin saglanmasidir. Buradan da anlagildig: gibi, aktif hedefleme ligand-re-
septor etkilesimlerine dayanmaktadir. Aktif hedeflenme igin tasiyici sistemlerin yiizey
modifikasyonlari yapildigi zaman hastalik, hedeflenen organ ve hedef organ/hiicre {ize-
rinde normal hiicrelerde oldugundan daha fazla hedeflenebilmektedir. ilag tasiyici sitem-
lerin yiizey modifikasyonlari i¢in hedefleyici ajanlar olarak, peptitler, antikorlar, sekerler,
lektinler, vb. kullanilmaktadir. Bu ligandlarla yiizey modifikasyonu yapilmus tastyici sis-
temler, viicuda uygulandiginda, hedefleyiciler tagtyici sistemlerin, sadece amagclanan etki
bolgelerine etkili bir sekilde ulasmasin1 ve spesifik olmayan birikimlerden ve bununla
ilgili yan etkilerden kaginmasini saglamaktadir (Kang, Yoon ve Choi, 2017; Pattni ve
Torchilin, 2015; Mishra vd., 2016). Aktif hedefleme ii¢ farkli sekilde yapilabilmektedir:

Birinci dereceden hedefleme; Bu, ilag tasiyici sistemlerin nceden belirlenmis bir hedef

alanin, organ veya dokunun kilcal yatagina dagilimi anlamina gelir.

Ikinci dereceden hedefleme; laglarin, timér hiicreleri gibi spesifik hiicrelerine hedef-

lenmesidir. Ornegin karacigerdeki kupffer hiicrelerine hedeflendirmesidir.

Uciincii dereceden hedefleme; Hedef hiicrelerin, hiicre ici blgesine ilag hedeflendiril-
mesini ifade eder. Ornegin, ligand-reseptor araciligiyla, ilag kompleksinin bir hiicreye

endositozla girmesidir (Rani ve Paliwal, 2014).
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Sekil 2.11. Aktif ve Pasif hedeflenme (Bhushan vd., 2017).
2.8. Yiiksek Yogunluklu Lipoprtotein (High Density Lipoprotein, HDL)

Kolesterol ve trigliseritler gibi lipitler, suda ¢oziinmediklerinden, bu lipitler kan do-
lagiminda proteinlerle birlikte taginir. Lipoproteinler, kolesterol esterleri ve trigliseritler-
den olusan merkezi hidrofobik bir gekirdege sahiptir. Bu ¢ekirdek serbest kolesterol, fos-
folipitler ve apolipoprotein ile gevrilerek lipoproteinlerin kompleks yapilarim olusturur.
Plazma lipoproteinleri, boyutlarina, lipit bilesimlerine ve igerdikleri apolipoproteinlere
dayanarak yedi simfa ayrilir (silomikronlar, silomikron kalintilani, VLDL, IDL, LDL,
HDL ve Lp (a)) (Feingold ve Grunfeld, 2018).

Yiiksek yogunluklu lipoproteinin (HDL) kesfi, 1929'da Macheboeuf tarafindan at
serumundan, protein agisindan zengin fakat lipit bakimindan yoksun bir kompleksin izole
edilmesine dayanmaktadir. HDL; kolesterol, fosfolipitler ve trigliseritlerin tasinmasi ve
metabolizmasinda rol oynayan endojen nanopartikiildiir. HDL, fazla kolesterolii aterosk-
lerotik plaklardan uzaklagtirmanin yani sira, ayn1 zamanda kardiyovaskiiler sistemi koru-
yan antienflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu igin iyi kolesterol olarak bi-
linmektedir. HDL ayrica endojen proteinleri, vitaminleri, hormonlari ve miRNA'y1 gesitli

organlara tasimaktadir (Lund-Katz ve Phillips, 2010).

HDL'nin ana yapisal proteini, insanlarda karacigerde ve ince bagirsakta sentezlenen

apolipo-protein Al'dir (APOA1). APOAL, kan ve mezenterik lenf igine salgilanmasindan

28



sonra, kolesterol ve fosfolipitlerle birlesirek pre-B HDL'ler olarak adlandirilan diskoidal
kompleksler olustururlar. Pre-B HDL'nin dokularin interstisyel sivisinda esterlenmemis
kolesterol ve fosfolipidlerle, ilk lipidasyonu, tastyici, ATP-baglayici kaset A 1 (ABCAL1)
araciligiyla gergeklesir (Kingwell vd., 2014). Serbest kolesteroliin hiicrelerden pre-p
HDL'lelere akigina takiben, kiigiik HDL pargaciklarinin yiizeyindeki serbest kolesterol,
kolesterol estere doniistiiriiliir ve HDL'nin ¢ekirdeginde depolanir. Bu islem daha kiigiik
pre-p HDL'yi biiyiik kiiresel HDL3'e ve HDL3’ii de daha biiyiikk HDL2 pargaciklarina
doniistiiriir. Bu gegis sirasinda, diskoidal pre-HDL'nin morfolojisi, ¢ekirdek i¢indeki ko-
lesterol esteri ve yiizeydeki fosfolipit ile kiiresel bir gekle doniismektedir. Bu siireg lesitin
kolesterol asiltransferaz (LCAT) araciligiyla gergeklesmektedir (Wang ve Briggs, 2004).
Esterlenmemis kolesterol ve kolesteril esterler, HDL2'den karacigere iki ana yolla akta-
rilir: birincisi dogrudan, hepatositlerde SRB1'e baglanarak veya dolayh olarak, aterojenik
lipoproteinlere, kolesteril ester transfer proteini (CETP) yoluyla transfer edilerek gercek-
lesmektedir. Bunlara ek olarak, HDL, tanimlanamayan bir HDL reseptorii (HDLR) yo-
luyla da hepatositlere alinmaktadir. HDL nin hepatositlerde katabolize olmasi sonucu li-
pitigermeyen APOA | serbestlesir ve bir sonraki lipidasyon dongiisiine katilmaktadir (Se-
kil 2.12.) (Kingwell vd., 2014).
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Sekil 2.12. HDL metabolizmas: (Kingwell vd., 2014)

2.8.1. Genetik materyal tasinmasinda HDL

HDL insan viicliduna 6zgiin bir kompleks yapidir. Bu nedenle ilag ve genetik ma-
teryal tagiyici nanosistem olarak kullanildigi zaman, higbir sitotoksik etki olusturmama
ve retikulo endoteliyal sistem tarafindan yakalanmama gibi avantajlarindan dolay:, HDL
nanopartikiilleri son yillarda ilag molekiilleri ve gen tasinmast igin oldukga ilgi gérmek-
tedir. HDL nanopartikiillerinin 6zellikle karacigere ilag hedeflemek igin diger tastyici sis-
temlerden daha etkili oldugu M. Feng vd., tarafindan yapilan galismada gosterilmistir
(Feng vd., 2008).
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HDL ile siRNA tasinmasi i¢in yapilan bir ¢calismada, yiiksek siRNA kapsiilleme
verimliliine sahip yeni bir rtHDL vektorii, Rui vd., tarafindan gelistirilmistir. Yaptiklan
calismada siRNA'y1 gesitli ticari katyonik polimerler ile inkiibe etmis ve polipleksi lipitler
ve apolipoprotein A1 (ApoA-I) tabakasiyla kaplamak suretiyle, siRNA tasiyan rHDL for-
miilasyonu gelistirmislerdir. Cesitli rHDL formiilasyonlari, minimum sitotoksisite ile he-
patositlerde yiiksek susturma etkinligi (%70' den fazla) gostermistir. Ustelik, rHDL'nin
SMMC-7721 tarafindan aliniminin, dogal HDL alimim yolu ile gergeklestigi gézlemlen-
mistir (Rui vd., 2013).

HDL’in yapisinda kolesterol olmasi, siRNA’nin HDL partikiillerine inkiibasyon
yontemi ile konjligasyonunu da miimkiin kilmaktadir. siRNA’nin kolesteroliin yam sira
safra asitlerine ve uzun zincirli yag asitlerine konjugasyonu, hiicrelere alinimina aracilik
ederek gen susturmasina olanak vermektedir. Bu tip siRNA konjugatlarinin, etkin ve se-
¢ici olarak hiicre tarafindan alinim lipoprotein pargaciklari, lipoprotein reseptorleri ve
transmembran proteinleri ile etkilesimine baglidir. SRB1 reseptorii, yiiksek diizeyde bii-
yiimeyi sitirdiirmeleri i¢in kanser hiicreleri tizerinde fazla eksprese olunan bir reseptordiir
(Shahzad vd., 2011). HDL’nin SRBI1 reseptériine baglanma &zelliginden dolay1 kanser
tedavisinde kolaylik saglayabilecegi diigiiniilmektedir. Linda K. Mooberry vd., tarafin-
dan, SRB1 ve HDL etkilesiminin kanser tedavisinde etkili olacag paklitaksel yiiklenmis
HDL nanoparikiillerinin prostat kanseri hiicreleri (PC-3) tizerinde denenmesi ile ispat
edilmistir (Mooberry vd., 2010). HDL nanopartikiillerinin igerdigi apolipoprotein mole-
kiillerinin hiicre zarinda olan SRB1 reseptorleri ile etkilesimi, bu partikiillerin tagidig:

siRNA’nin da hiicre tarafindan alimim arttirmaktadir (Wolfrum vd.,2007)

Yapilan bir diger ¢aliymada, Pokemon geninin susturulmasi igin kolesterol ile kon-
jugeli siRNA (Chol-siRNA) taginmasi igin, biyomimetik bir nanovektér olarak rHDL ge-
ligtirilmigtir. Chol-siRNA yiiklii rHDL nanopartikiillerinin, (rHDL/Chol-siRNA komp-
leksleri) HepG?2 hiicrelerine alinimi HDL-reseptor aracili mekanizma ile ger¢eklesmistir.
In vitro sitotoksisite, apoptoz ve Western blot analizleri, Chol-siRNA-Pokemon yiiklii
rHDL nanopartikiilleri (rtHDL/Chol-siRNA-Pokemon) ile tedavi edilen HepG2 hiicrele-
rinde, dnemli hiicre biiyiime inhibisyonu ve Pokemon ve Bcl-2 protein ekspresyonunda
azalma oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar, rHDL'nin Chol-siRNA transferi i¢in

viral olmayan bir tiimér hedefleme vektorii olabilecegini ve tHDL aracili Chol-siRNA-
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Pokemon taginmasi, hepatoselliiler karsinomda gen tedavisi igin umut verici yeni bir stra-

teji olabilecegini gostermektedir (Ding vd., 2012).

Beyin kilcal endotel hiicresi (BCEC), kan-beyin bariyerinin énemli bir parcasidir,
bu hiicrelerde organik anyon tastyici 3 (OAT3) mRNA’ ya hedeflenen HDL/Chol-siRNA
partikiillerinin kullanilmasi, BCEC hiicrelerinde OAT3 mRNAy1 6nemli 6l¢iide sustur-
mustur. Bu bulgu, HDL nin BCEC hiicrelerinden kaynaklanan birgok hastalikta, genetik
materyal tagiyan sistem olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Aym islem igin diger
endojen lipoproteinler kullamldiginda, sonuglar HDL kullanimindaki kadar iyi olmamis-
tir (Kuwahara vd., 2011). Bu veriler, rHDL nanopartikiiliin yeni ve oldukga etkili bir
siRNA tastyicisi oldugunu ve kanser terapisinde yeni yaklagimlarin temelini olusturaca-

gin1 gostermektedir.

2.8.2. HDL’nin kandan izolasyonu

HDL, kandan ilk kez 1950’li yillarin sonunda Eder vd., tarafindan izole edilmistir.
Fakat HDL nin kandaki gorevi ve kalp-damar sistemi iizerindeki etkileri ile ilgili ilk gé-
rigler 1960°dan sonra ortaya ¢ikmustir. Giiniimiizde, HDL nin kandaki fonksiyonu ve
ozellikleri agik ve net olarak belirtilmistir. Bu 6zelliklerinin saglayacag avantajlar goz
ontinde bulundurularak gesitli amaglar dogrultusunda HDL nin kandan izolasyonu igin
farkli yontemler kullamilmigtir. Kandan HDL izolasyonu igin en yaygin kullanilan yontem
Ultrasantrifiij yontemidir. Bu yontem yiiksek g kuvvetlerinde (G force) lipoproteinlerin
dansitelerine bagli olarak ayrismasina dayanir (Warnick, Cheung ve Albers, 1979). Po-
lianyonlar tizerindeki negatif yiiklii gruplar ile lipoproteinlerin protein kisimlarinda pozi-
tif yikli gruplar arasindaki olabilecek etkilesim baz alinarak, lipoproteinleri kandan
ayirma yontemleri gelistirilmistir. Buna dayanarak HDL’lerin PEG6000 ile kandan izo-
lasyonunun yapilmas: olasidir (Izzo, Grillo ve Murador, 1981). Coktiirme islemi igin he-
parin-manganozu ¢esitli konsantrasyonlarda kullanilarak, HDL kandan izole edilebil-
mektedir (Warnick ve Albers, 1978). Ayni temele dayanarak, HDL yi dekstran sulfat kul-
lanarak da kandan ayirmak miimkiindiir (Warnick, Nguyen ve Albers,1985). Bu yéntem-
lerin yam sira HDL’yi dekstran siilfat araciliiyla segici olarak ¢okeltmek icin, bir ticari
lirlin olan STA- 607 HDL Saflagtirma Kiti, gelistirilmistir. Cell Biolabs Inc tarafindan
gelistirilmis bu kit HDL’nin kandansaf olarak ayrigtirllmasim saglamaktadir (http-3).
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2.9. Apoptoz

Cok hiicreli organizmalarin hiicreleri, oldukga organize bir toplulugun iiyeleridir.
Bu topluluktaki hiicrelerin sayisi, sadece hiicre boliinmesi oranini kontrol ederek degil,
ayni zamanda hiicre 6liim hizin1 kontrol ederek de diizenlenmektedir. Hiicrelere artik ih-
tiya¢ duyulmadiginda, hiicreler, hiicre igi 6liim programimi aktive ederek “intihar” eder-
ler. Bu nedenle bu isleme programh hiicre dliimii adi verilmistir. Programli hiicre 6liimii
i¢in yunanca “agagtan diisen yaprak™ anlamina gelen apoptozis (Apo: ayr1, Ptosis: diisme
demektir) sézciigii kullanilmaktadir (Alberts vd., 2002). Apoptoz terimi ilk kez 1972’ de,
Kerr, Wyllie, and Currie tarafindan yayinlanan makalede kullanilmistir (Kerr, Wyllie ve

Currie, 1972).

Apoptoz ilk bakista hiicrelerin 6lmesi gibi negatif bir alg1 olstursa da aslinda organ
ve dokular i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Ornegin, gelismekte olan bir insan embriyo-
sunda parmaklarin ayrilmasi, parmaklar arasindaki hiicrelerin apoptoz gegirmesi sonucu
gergeklesmektedir (Mori vd., 1995). Apoptoz ayrica immiin reaksiyonlarda veya hiicre-
lerin bir hastalik durumunda veya zararh ajanlar tarafindan zarar gordiigii durumlarda bir
savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Norbury ve Hickson, 2001). Apopto-
zun immiin sistemi i¢in diger bir 6nemi, bagisiklik sisteminin B ve T hiicreleri arasinda,
otoimmiiniteye neden olabilecek hiicreleri elimine etmesidir (Cohen, 1991). Gelisimleri
sirasinda, potansiyel olarak kanserli ve viriis bulagmig hiicrelerin eliminasyonu da apop-
tozla gergeklesir. Bir hiicrenin DNA's1 zarar gérdiigiinde, genellikle hasar, hiicre tarafin-
dan algilanir ve tamir edilmeye galisilir. Hasar onarilamayacakoyutta ise bhiicre normalde
kendini apoptoza gonderir ve hasarl1 DNA'sinin yeni hiicrelere gegmesini engeller. DNA
hasarina sahip hiicre apoptoza gitmezse, DNA’daki hasar yeni hiicrelere aktarilir ve kan-
sere neden olabilir. Bu nedenle kansere neden olabilecek veya kanserli hiicrelerin apop-

tozu 6nem tagimaktadir (Norbury ve Hickson, 2001; Chen vd., 1996).

Hiicrelerin apoptozu ekstrinsik ve intrinsik olmak tizere iki ana yolakta gergeklese-
bilmektedir. Ancak, iki yolun birbirine bagli olduguna ve bir yoldaki molekiillerin dige-

rini etkileyebilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir (Elmore, 2007).

2.9.1. Ekstrinsik yolakta apoptoz

Apoptozu baslatan ekstrinsik sinyal yollari, transmembran reseptor aracili etkile-

simleri icermektedir. Bu etkilesim, tiimér nekroz faktorii (TNF) familyasinin sitokini olan
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ligandlar ile tiimor nekroz faktorii reseptor (TNFR)/ Fas reseptorleri arasinda gergekles-
mektedir. Bu reseptorler, ligand1 baglayan hiicre dis1 bir alana, bir transmembran seg-
mentine ve bir intrasitoplazmik alana (Oliim Alani, Death Domain (DD)) sahip protein
homotrimerleridir. Bu reseptérlere spesifik ligandin baglanmasi, zarin i¢ yiizeyinde
"6lime neden olan sinyal kompleksi" (death-inducing signaling complex, DISC) olarak
bilinen ve procaspaz 8-10 molekiiliillerini de igeren kompleksin olusumuna yol acar Li-
gand baglanmasi sonucunda procaspazlar (8-10), DISC molekiiliinden ayrilarak aktive
olur. Daha sonra bu aktive kaspazlar (8-10) diger kaspazlar (3-6-7) uyardig: sitoplaz-
maya gider. Bu uyari sonucunda Kaspaz 3, 6 ve 7 aktive olur ve hiicre proteinlerinin
degradasyonunu gergeklestirerek hiicrelerin apoptoza gitmesini saglarlar (Sekil 2.13.)

(Brill vd.,1999; Blanco ve Blanco, 2017).

2.9.2. Intrinsik yolakta apoptoz

Hipoksi veya besin eksikligi gibi hiicre stresleri ve hiicre igine gelen radyasyon,
toksinler, viral enfeksiyonlar, serbest radikaller gibi DNA veya diger hiicre yapilarina
zarar veren ajanlar intrinsik yolakta apoptozu aktive edebilmektedir. Intrinsik yolla apop-
tozun geligsimi mitokondriden baslar ve bu nedenle bu yolak mitokondriyal apoptoz yolagi

olarak da bilinmektedir (Saelens vd., 2004; Blanco ve Blanco, 2017).

Intrinsik yolakta apoptozun gergeklesmesinde Bax ve Bak adli proteinler 6nemli
gorev almaktadir. Saghkl hiicrelerde Bak proteini mitokondriyel dis zara gevsek bir se-
kilde baglanmis haldedir, Bax proteini ise sitoplazmada bulunur. Hiicreye bir proapopto-
tik uyaric1 etki ettigi zaman, Bax ve Bak, mitokondriyal dis membrana derinlemesine
yerleserek, oligomerik zar gézeneklerini olustururlar. Olusan bu gézenekler, sitokrom c,
Smac (veya Diablo), Omi ve endoniikleaz G gibi proapoptotik faktérlerin, mitokondriyal
membrandan gegerek sitoplazmaya salinmasina neden olmaktadir. Sitoplazmada, sitok-
rom ¢, Apaf-1 proteinine baglanir ve apoptozom denilen bir yap1 olusturur. Apoptozom-
daki Apaf-1, apoptozoma prokaspaz 9'un baglanmasina saglar. Prokaspaz 9’un apopto-
zoma baglanmasi, kaspaz 9 kompleksini olusturur. Aktif kaspaz 9 daha sonra proteaz
kaspazlari (3, 6 ve 7) aktive eder ve bu kaspazlarin aktivasyonu, hiicre apoptozuyla so-
nug¢lanmaktadir. Sitokrom ¢’nin yan sira sitoplazmaya salinan Smac (veya Diablo), Omi
ve Endoniikleaz G de proteaz kaspazlari (3, 6 ve 7) aktive ederek hiicrelerinin apoptozuna
neden olmaktadirlar (Sekil 2.13.) (Igney ve Krammer, 2002; Blanco ve Blanco, 2017;
Pollard vd., 2016).

34



Ekstrinsik yolak Intrinsik yolak

=— | igandiar j
(sitokanler) Mitok

TNFR—-
It .J " iu 14 ’qu "
\.a.

DD

Sitekrom ¢
DIsc
Apoptozom | APAF1

Kaspaz 9

Kaspaz @

APAF-1 _ 3.6.7

Sekil 2.13. Apoptoz yolaklari (Blanco ve Blanco, 2017)

2.10. Becl-2

Bcl-2, 12 proteinden olusan bir protein ailesidir. Bu ailenin bir iiyesi olan Bcl-2
proteinini kodlayan gen bélgesi ilk kez B hiicresi lenfomasinda bulunmustur. Bcl-2 ailesi,
tic fonksiyonel gruba ayrilmaktadir. I grup Bel-2 koruyucularidir ve bunlar hiicreleri
apoptoza kars1 korumaktadir. II grup Bel-2 katiller (6rnedin, Bax ve Bak), aktif olarak
hiicreleri dldiiren proapoptotik proteinlerdir. III grup Bcl-2 diizenleyicileridir (BH3 pro-
teinleri olarak bilinir), koruyuculara miidahale ederek veya katilleri aktive ederek hiicre
Olimiinii tetiklerler (Pollard vd., 2016). Bu simiflarin ortak $zelligi yapilarinda BH (Bcl-
2 homoloyjisi) alanlar1 (domain) ad1 verilen protein sekanslarina sahip olmalaridir. Bu pro-
tein sekanslar1t BH1, BH2, BH3, BH4 olmak iizere 4 gruba ayrilir. Temel olarak hiicreler
intrinsik yolu harekete gegiren sinyaller aldiklarinda, Bel-2 proteinleri mitokondriden

o6liimii tesvik edici faktdrlerin salinimimi diizenlemektedir. (Hengartner, 2000).

Bcl-2 ve Bel-xL gibi birinci grubun iiyeleri dort tane kisa ve korunmus BH alani
(BH1-BH4)’na sahiptirler ve mitokondrinin dis yiizeyinde bulunurlar. Grup I iiyelerinin
temel 6zelligi, hepsinin antiapoptotik aktiviteye sahip olmalari ve hiicreleri 6liimden ko-
rumalaridir. Bu gurup proteinlerin antiapoptotik aktivite gdstermelerinin nedenti,
Bax/Bak'a baglanarak, Bax ve Bak’in mitokondri membraninda gézenek olusturmalarin
engellemeleridir (Pollard vd., 2016).
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Hiicrelerin 6lmesini 6nleyen bir gen, ¢ok hiicreli organizmalarda, hiicre ¢ogalmasi
ve §limii arasindaki dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Yapilan arastirmalar sonu-
cunda ¢ogu kanser tiirtinde Bcl-2 proteinini kodlayan genin transkripsiyonunda artis ol-
dugu goriilmistiir. Bel-2 proteinin hiicre éliimiinii engellemesi 6zellikle kanser hastali-
ginda istenmeyen bir durum olan hiicre ploriferasyonuyla sonug¢lanmaktadir (Yip ve
Reed, 2008). Bu nedenle bu proteini kodlayan genin susturulmasi kanser hastaligmin te-
davisi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Son dénemlerde Bcl-2 geninin susturulmasiyla kan-
serin baskilanmast i¢in farkli alismalar yapilmis ve pozitif sonuglar elde edilmistir. Feng
vd., tarafindan yapilan galismada Bcl-2 genini hedef alan siRNA, spesifik olarak HepG2
hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak, Bax/Bcl-2 oranimi ve kaspaz-3 aktivitesini
arttirdig1 ve hiicrelerin apoptoza gitmesini sagladigi gozlemlenmistir (Feng vd., 2006)
Akut B lenfoblastik 16semi (A-BLL) hastalarindan alinan hiicrelerei anti-Bcl-2 siRNA
uygulandig1 zaman hiicrelerde Bcl-2 mRNA ekspresyonunda azalma ve hiicrelerin apop-
tozunda 6nemli artis gériilmiistiir (Meng, Liu ve Wang, 2015). Bcl-2 genini susturmak
i¢in anti-Bel-2 siRNA'nin meme kanseri hiicrelerine (MCF7) uygulanmasi sonucunda,
hiicre bilylimesinde durma ve hiicre 6liimiinde artis gézlemlenmistir (Akar vd., 2008).
Yapilan diger ¢alismalar da kanser tedavisinde Bcl-2 geninin susturulmasinin kanser te-

davisi i¢in umut vaadettigini gostermektedir.
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Kimyasal Firma

Agaroz Prona Ispanya
Akrilamit/Bisakrilamit (% 30, 29:1) Applichem Almanya
Amonyum persiilfat (% 99) Applichem Almanya
Brillant Blue G Amresco Amerika

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me- | Biological Ind. Israil
dium)

DMSO (Dimetilsiilfoksit) Applichem Almanya
EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) Sigma-Aldrich Almanya
Etanol Merck Almanya
Etidyum bromiir Amresco Amerika

Fétal sigir serumu Sigma-Aldrich Almanya
Glasiyel asetik asit Sigma-Aldrich Almanya
Gliserol Sigma-Aldrich Almanya
Glisin Merck Almanya
Kitosan Sigma-Aldrich Almanya
Metanol Merck Almanya

MTT boyasi Applichem Almanya
n-Butanol Sigma-Aldrich Almanya
Penisilin/streptomisin GIBCO Ingiltere

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Merck Almanya

SDS i¢in protein isaretleyici (4 renkli 10- | Thermo Scientific Amerika
260kDa)

siRNA Bcl-2 SantaCruz Bio. Amerika
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich Almanya
Sodyum kloriir Merck Almanya

STA-607 (Utrasantrifiijsiz  HDL Saflag- | Cell Biolabs Amerika
tirma Kkiti)

TEMED (Tetrametiletilendiamin) Applichem Almanya
TPP (Tripolifosfat) Sigma-Aldrich Almanya
Tripsin/EDTA Biological Ind. Israil
Trizma baz Sigma-Aldrich Almanya
Yiikleme tamponu (Laemli tampon) Sigma-Aldrich Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adx

Firma Adx

Biiyiik kapasiteli santrifiij

Eppendorf 5810, Almanya

CO2’1i etiiv

Hera Cell 240i, Amerika

Cytation 5 plaka okuyucu

BioTek, ABD

Distile su cihazi

Millipore, Amerika

Dondurucu (-20°C)

Argelik, Tiirkiye

Dondurucu (-80°C)

New Brunswick Sci., Amerika

Floresan mikroskop

Leica 400DMI, Almanya

Gii¢ kaynagi

Consort E861, Belgika

Invert mikroskop

Leica DMIL, Almanya

Jel dokiimantasyon cihazi

Uvitec Cambride, Ingiltere

Laminar akis kabini

Heal, Force Cin

Manyetik karigtiric

Heidolph, Almanya

Mekanik karistiric

Heidolph Almanya

Mikrosantrifiij Eppendorf, Almanya
Orbital karistirics Stuart SSL1, Ingiltere
Otoklav Hirayama, Japonya
Otomatik mikropipetler Eppendorf, Almanya
pH-metre ThermoScientific Amerika
SEM Cihazi Carl Zeiss Ultra Plus, ABD
Su banyosu GFL T-251425, Almanya
Vorteks karistirici Jeio Tech Co., Cin

Yatay Calkalayici Stuart SSL2, Amerika

Yatay elektroforez cihazi

ThermoScientific, Amerika

Nano Zetasizer ZS

Zeta potansiyel ve par¢acik boyutu 6lger :

Ingiltere (Malvern)




4. YONTEM

Yiizeyine HDL bagl kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle
HDL’nin kandan izolasyonu islemi gergeklestirilmistir. Bunun igin, géniilliilerden alinan
kan ornekleri kullanilmigtir. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilacak olan HDL,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Bagkanligi’min 06.02.2018 Karar Tarihli, No:29 Karan uyarinca,18 yasindan biiyiik sag-
liklr goniillillerden alinan yaklasik 10 mL kan numunelerinden izole edilerek elde edil-

mistir (Ek 1).

4.1. Goniillillerden Kan Alma

Goniilliilerden kan alma islemi, Anadolu Universitesi Mediko Sosyal Hastanesi’nin hemsi-
relik destegi ile Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde gerekletirilmistir. Bunun igin, 50-
20 yag araligindaki 41 kisi goniillii olmustur. Etik Kurulun onaylamis oldugu * Bilgilen-
dirilmis Géniillii Olur Formu® Ek 2’ de sunulmustur.

4.2. HDL lizolasyonu
4.2.1. Kandan Serumun Cikarilmasi
HDL’nin elde edilmesi igin, Wiebe ve Smith (1985)’in kullanmis oldugu yéntem

secilmistir ve yapilan iglemler asagida basamaklar halinde sunulmustur.

¢ Kanlar 6nce oda sicakliginda pihtilagincaya kadar 30-60 dakika bekletilmistir,
¢ Kanlar pihtilagtiktan sonra 1.500xg kuvvetinde 20 °C’de 30 dakika santrifiij edil-
mistir,
e Santrifiijleme islemi bittikten sonra tiiplerdeki siipernatant kisimlar, yani serum-
lar, 50 mL’lik plastik deney tiiplerine toplanmustir,
e Toplanan serumlar, HDL izolasyon islemi yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmigtir.
4.2.2. HDL’nin Serumdan izolasyonu
HDL’nin kandan izolasyonu i¢in, ultrasantrifiijsiiz HDL Saflastirma Kit'i [HDL
Purification Kit (Ultracentrifugation Free), STA- 607; Cell Biolabs, USA] kullanilmis-

tir. Kullanilan kite ait prosediir (http-3) asagida verilmistir.
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Reaktiflerin Hazirlanmasi:

HDL Resiispansiyon Tamponunun hazirlanmasi:

Kit igerisindeki Dextran ¢ozeltisi 1:100, Coktiirme ¢6zeltisi 1:10 oranlarina Tris
¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Bunun igin 110 pL Dextran ¢ozeltisi, 1,1 mL Cok-
tirme Cozeltisi bir behere aktarilmis, 9,79 mL Tris ¢ozeltisi eklenerek manyetik
kanigtiricida karigtrilmagtir,

1X HDL Yikama Cozeltisinin hazirlanmasi:

5X HDL Yikama ¢ozeltisini deiyonize su ile 1X'e seyreltiletilmesi i¢in, 500 pL

alinmis 2 mL distile su eklenerek pipettaj yapilmistir.

HDL izolasyon islemi:

Kit kullanarak HDL izolasyonu yapilirken, her defasinda 24 mL serum kullanilmustir.

-20 °C’ de saklanan serum oda sicakhiginda eritildimistir,

2 mL’lik mikrotiiplere aktarilan 1 mL seruma, buz iistiinde, 5 pl Dextran ¢ozeltisi
ve 50 ul Coktiirme ¢ozeltisi eklenmis ve pipet yardimi ile karistirilarak 5 dakika
buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir,

Inkiibasyondan sonra 6.000 x g kuvetinde +4 °C' de 10 dakika santrifiij edilmistir,
Tiplerdeki siipernatant kismi yeni tiiplere aktarilmistir ve 60 pL. Dextran ¢ozeltisi
ve 150 pL Coktlirme ¢ozeltisi eklenilerek oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona
birakilmugtir,

Inkiibasyon sonrasinda 18.000-20.000 x g kuvetinde, +4 °C' de 30 dakika santri-
fiijlenmis, siipernatantlar atilmis ve pellet tizerine 500 phLHDL Resiispansiyon
Tamponu eklenilerek pipet yardimiyla karigtirilmistir,

Restispande edilen karisim, 6000xg kuvetinde, +4°C'de, 10 dakika santrifiij edil-
dikten sonra sonra, stipernatant kismu atilarak, pellet iizerine 600 uL 1X HDL Yi-
kama soliisyonu eklenmistir,

Tipler yatay calkalayiciya alinmis ve 160 rpm’ de 4 °C' de 30 dakika boyunca
kopiik olusumuna dikkat edilerek ¢alkalanmastir,

Sonra yine 6.000 x g kuvetinde, +4 °C ' de, 10 dakika santrifiij edilmistir,

Elde edilen siipernatant yeni mikrotiipe aktarilmis ve tizerine kit igerisinde bulu-
nan Dextram uzaklastiran ¢ozeltisinden 90 pL eklenerek, pipet yardimiyla karis-

tirlmigtir ve sonra +4 °C' de 1 saat inkiibasyona birakilmistir,
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e Tiipler tekrar 6.000 x g kuvvetinde, +4 °C' de, 10 dakika santrifiij edildilten sonra

saf HDL igeren siipernatantlar 15 mL’lik plastik deney tiiplerine toplanmistir.

Kisa vadede kullanilacak bir miktar HDL igeren ¢dzelti ayrilarak +4 °C' de, geri kalan

kismi ise -20 °C * de muhafaza edilmistir.
4.2.3. HDL miktar tayini

Elde edilen HDL ¢ozeltilerinin konsantrasyonu Eskisehir Acibadem Hastanesi Bi-
yokimya Laboratuvarinda hastalein kanlarindaki HDL miktarim belirlemek igin kullani-

lan cihaz ve yontem kullanilarak belirlenmistir.

4.3. SDS-PAGE Jel Elektroforezi (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektrofo-
rezi)

Izole edilen HDL 'nin saf olup olmadiginin belirlenmesi ve ApoA1 proteininin jel-

deki yerinin saptanmasi ve bu bélgeden izolasyonu i¢in SDS-PAGE yéntemi kullanilmis-

tir.

Genel anlamiyla elektroforez, makromolekiillerin elektrik alaninda ayrilmasi yon-
temdir. Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), yiiklii mole-
kiillerin, bir elektrik akimi vasitasiyla jel matrisinde tasinmalariyla gerceklesen bir tek-
niktir (Sekil 4.1.). En popiiler SDS-PAGE prosediirii 1970 yilinda Laemmli tarafindan
tanimlanmigtir. SDS-PAGE’ de destek ortamu olarak bir poliakrilamid jel ve proteinleri
dogrusal hale getirmek igin denatiire eden anyonik (negatif yiiklii) deterjan olan sodyum
dodesil siilfat (SDS) kullanir. SDS-PAGE prosediirii genel olarak, SDS'in proteinlerle
komplekslesme yetenegine dayanmaktadir. SDS, hidrofobik molekiilleri ¢ézebilen ve
ikincil ve disiilfit bagi olmayan tigiinciil yapilari denatiire edebilen bir anyonik (negatif
yiiklii) deterjandir. On iki karbonlu kuyruk kisminin varligindan dolayi, SDS, hidrofobik
etkilesimler yoluyla protein molekiiliiniin polar olmayan bolgeleriyle bitlesirken, SDS
molekiiliiniin polar bélgeleri, SDS-protein komplekslerine net negatif bir yiik katmam
olusturur. Kompleksi gevreleyen bu negatif yiik, ¢evreledigi proteinin kiitlesi ile dogru
orantilidir ve kompleksin elektrik alaninda anota (pozitif kutup) dogru gé¢ etmesini sag-

lamaktadir (Manns, 2011; Pavlova vd., 2018).
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Sekil 4.1. SDS-PAGE jel elektroforezi (Boon vd., 2016).

Tablo 4.1. SDS-PAGE i¢in kullanilan ¢ozeltiler

% 10 Ayirma Jeli (5 mL)
Distile su 1.9 mL
% 30 Akrilamit/bisakrilamit 1.7 mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 1.3mL
% 10 SDS 0.05 mL
% 10 APS 0.05 mL
TEMED 0.002 mL

% 5 Yigma Jel (2 mL)
Distile su 1.4 mL
% 30 Akrilamit/bisakrilamit 0.33 mL
1M Tris-HCI (pH 6.8) 0.25 mL
% 10 SDS 0.02 mL
% 10 APS 0.02 mL
TEMED 0.002 mL
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Yiiriitme Tamponu (10X)

Trizma baz 30g
Glisin 144g |
SDS : 10 g
Distile su 1L

Ornek Yiikleme Tamponu (2X)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2mL
Gliserol 1.6 mL
% 10 SDS B 32mL
2-Merkaptoetanol 0.8 mL
%1 Bromofenol blue 04mL |

Sabitleme ¢ozeltisi (100 mL)

Glasiyel asetik asit 10 mL
Metanol 50 mL
Su - 40 mL
Boyama ¢ézeltisi (100 mL)
Comassie Brillant blue 025¢
Glasiyel asetik asit 10 mL
Metanol _ 45 mL
Distile su 45 mL

Yikama ¢ézeltisi (100 mL)

[ E}lasiyel asetik asit - 10 mL
Metanol - 40 mL
Distile su 50 mL
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SDS-PAGE icin protein orneklerinin hazirlanmasi

1. Mikrotiip igerisine 7,5 pLL HDL soliisyonu konmus ve tizerine 7,5 puL yiikleme tam-

ponu eklenmistir,

2. Diger bir tiipe 10 pL renkli protein igaretleyicisi konumus ve iizerine yiikleme tam-

ponu ilave edilmistir,

3. Tiipler (isaretleyici haricinde) su banyosunda yaklagik 90 °C’de 3 dakika bekletilmis-

tir,

4. Tiipler su banyosundan alindiktan sonra hemen buz iizerine aktarilmis ve orada 1 da-

kika bekletildikten sonra yiiklenme i¢in hazir hale gelmistir.

SDS-PAGE’in uygulanmasi

Proteinin boyanarak belirlenmesi ve izolayonu iglemi igin iki ayri jel yiiriitiilmiistiir.

1.

Jel hazirlanmadan 6nce cam plakalar distile su ile yikanarak, kurulanmstir, Plas-
tik seritlere sizintiy1 6nlemek i¢in az miktarda vazelin siiriildii ve camlarin arasina

koyuldu. Camlar jel kasetine yerlestirildi ve sikica tutturulmustur,

Ayirma jelini hazirlamak igin gereken ¢ozeltiler (sirasiyla, distile su, akrilamit,
Tris-HCI, SDS) bir behere konularak iyice karistirilmistir. Sonrasinda APS ve TE-
MED eklenmis ve karisim hemen pipet yardimi ile plakalar arasina hava kabarcig:

kalmayacak bir sekilde dokiilmiistiir,

Taraklarin yaklasik 1 cm altina kadar ayirma jeli doldurulduktan sonra iizerine

Biitanol eklenerek, polimerlesme i¢in 30-45 dakika beklenmistir,

Jellesme tamamlandiktan sonra biitanol kurutma kagidi yardimu ile ortamdan ce-
kilmigtir,

Yiikleme jelini hazirlamak igin de gereken ¢ozeltiler (sirasiyla, distile su, akrila-
mit, Tris-HCI, SDS) bir behere konularak iyice karistirilmistir, en son olarak APS
ve TEMED eklenmis ve karisim hemen pipet yardimi ile plakalar arasina hava
kabarcig1 kalmayacak bir sekilde dokiilmiis ve taraklar yerlestirilmistir. Polimer-

lesme igin 30-45 dakika beklenmistir.

Jellesme tamamlandiktan sonra camlarin alt kismindaki plastik serit ¢ikarilarak
kaset tank igerisine yerlestirilmistir. Taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve kuyular pi-

pet yardimiyla yiirlitme tamponuyla yikanmustir,
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7. Ornekler ve isaretleyici mikropipet yardimi ile kuyulara yiiklenmigtir,
8. 80V ve 25 mA’de 30 dakika ve 120 V 40 mA’de 80 dakika yiiriitiilmiistiir,

9. Yiiriitme islemi sonunda jellerden birisi boyanarak protein belirlenmesinde digeri

ise boyanmadan protein izolasyonunda kullamlmistir.
Jelde proteinin belirlenmesi;
Jelin Fiksasyonu;

1. Yiriitme tamamlandiktan sonra jel, elektroforezden ¢ikarilarak plastik kap iceri-

sine alinmustir ve jel distile su ile yikanmustir,

2. Kabin icine fiksasyon ¢ozeltisi konulup galkalayici iizerine alinarak 1 saat ¢alka-

lanmaya birakilmigtir.
Jelin Boyanmast,

1. Fiksasyon isleminden sonra kaptaki fiksasyon ¢6zeltisi alinmis ve kabin i¢ine bo-

yama ¢dzeltisi konulup kap galkalayici iizerine koyulmustur,
2. Calkalayic tizerinde yaklagik 20-30 dakika ¢alkalanmustir.
Jelin Boyasinin Yikanmasi
1. Jelin boyanmasi tamamlandiktan sonra kaptaki boyama ¢ozeltisi alimmustir,

2. Kabin duvarinda kalan boyay1 uzaklastirmak igin bir iki kez distille su gegirilerek

kap ve jel birlikte yikanmustir,

3. Sonra iizerine yikama soliisyonu konularak, boya protein olmayan bélgelerden

tamamen uzaklasana kadar calkalayicida birakilmastir.

Jel tamamen boyadan arindiktan sonra gériintiilenmesi yapilmistir. Bu islem sonu-
cunda protein bandinin jeldeki yeri ve renkli protein isaretleyicisinin hangi renkli bandi-

nin hizasinda oldugu belirlenmistir.

Jelden Apo Al proteinin izolasyonu

1. Yiiriitme tamamlandiktan sonra ikinci jel elektroforezden ¢ikarilarak kaba akta-

rilmistir ve distile su ile yikanmustir,
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2. Sonra isaretleyicinin daha 6nceki jelde belirlenen, proteinin molekiiler agirhgina
denk gelen renkli bant hizasinda jel yatay olarak bir serit seklinde kesilerek ¢ika-

rilmistir,
3. Kesilip ¢ikarilan jel seridi 3-4 mm’ lik kareler seklinde par¢alanmustir,

4. Bundan sonra jel pargalar1 15 mL’ lik tiiplere aktarilarak tizerlerine 4 mL distille

su konulmustur ve gece boyunca ¢alkalanmaya birakilmistir,

5. Ertesi giin tiipler calkalayicidan alinarak, jel par¢alarimin ¢ékmesi igin santrifiij

edilmistir ve s1vi kisim (protein igeren ¢ozelti) alinarak ayn tiiplere aktarilmistir,

6. Tiiplere aktarilan protein ¢6zeltisini daha yogun hale getirmek igin, hacmi 500 pL
olan, 5-10 kDa’luk protein konsantre edici (vivaspin) kolonlar kullanilmistir, ko-
lonlara aktarilan protein ¢ozeltisi uygun olan g kuvveti ve siire boyunca santrifiij

edilerek konsantre hale getirilmistir.
Elde edilen protein ¢o6zeltisi kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

4.4. Kitosan Nanopartikiillerinin Hazirlanma Calhismalar

Kitosan nanopartikiilleri, daha 6nceden de belirtildigi gibi farkli hazirlanma teknik-
leri kullanilarak hazirlanabilmektedir. Bizim ¢aligmamizda kitosan nanopartikiilleri iyo-
nik jellesme yontemi kullanilarak hazirlanmigtir (Sekil 4.2.). Iyonik jellesme yontemiyle
tiretilen kitosan nanopartikiileri, ilag ve genetik materyal tasinmasi igin iizerinde en ¢ok
¢aligilan nanosistemlerden biridir. Sert olmayan ve sulu isleme kosullari, toksik olmayan
reaktifler ve ¢ok diisiik enerji gereksinimleri, bu iiretim ydntemini, oral ila¢ tasinmasi,
protein formiilasyonu ve gen terapisi gibi biyolojik uygulamalar igin ¢ok elverisli kilmak-
tadir (Sreekumar vd., 2018). Iyonik jellesme ile kitosan nanopartikiillerinin hazirlanma-
sinda kitosanin ve TPP’nin konsantrasyonlari, oranlari, kitosanin molekiiler agirligs, kito-
san ¢ozeltisinin pH degeri, nanopartikiillerin boyut ve yiizey yiikiine etki edebilecek farkli
etkenler dikkate alinarak farkli formiilasyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar

arasindan en uygun olani segilerek diger asamalarda kullanilmistir.
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Sekil 4.2. lyonik jelasyon yontemiyle kitosan naopartikiillerinin hazirlanmast (Chen vd., 2017)

Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in yiiksek (high), ve diisiik (low) mole-
kiiler agirhikli kitosanlar kullanilmistir. Yiiksek ve diigiik molekiiler agirlikl kitosanlarin,
%]1 (h/h) asetik asit ¢ozeltisi kullanilarak, pH degeri ~ 3 olan % 1 ve % 5’ lik (a/h) farkli

¢ozeltileri hazirlanmigtir. Kullamlan TPP ¢ézeltisinin konsantrasyonu ise 0,7 mg/mL *dir.

Tiim formiilasyonlarin hazirlamasi, Gan vd., gelistirdigi metod ile ve belirttigi ko-
sullar saglanarak yapilmistir (Gan vd., 2005). Hazirlanan formiilasyonlarin kodlar ve ige-
rikleri Tablo 4.2 ve 4.3’ de verilmistir. Buna gére, Kitosan-TPP nanopartikiillerinin hazir-
lanmasi i¢in kitosan ¢dzeltisinden belli bir miktar alinmis ve su eklenmesiyle gerekli kon-
santrasyona seyreltilmistir. Seyreltilmis kitosan ¢6zeltisi daha sonra manyetik karistirici
lizerine konularak karistirilmistir. Kitosan ¢6zeltisinin pH degerinin ayarlanmas: igin ¢o-
zelti lizerine gerekli miktarda 2M NaOH eklenmistir. Cézeltinin pH’s1 ayarlandiktan
sonra TPP ¢ozeltisi, karismakta olan kitosan ¢ozeltisinin iizerine damla damla eklenmis-
tir. TPP eklenmesi tamamlandiktan sonra formiilasyon 30-60 dakika boyunca karistiril-

maya birakilmustir.
4.4.1. Yiiksek yogunluklu kitosan kullanilarak yapilan formiilasyon ¢alismalarin-
daki kosullar

Yiiksek yogunluklu kitosan kullanilarak formiilasyon hazirlama galismalar1 yuka-
rida belirtilen iyonik jellesme metoduyla yapilmig ve Tablo 4.2°de oranlari belirtilmistir.
Deney prosediiriinde Karistirma hiz1 500 rpm ve siiresi 60 dakika olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.2. Yiiksek yogunluklu kitosan kullamilarak hazirlanan formiilasyonlarin adlandiriimasi, formii-

lasyon bilegimi.

Formiilasyon kodu Y.K1 Y.K2 Y.K3
Kitosan gozeltisi %0.05 (a/h) 560 pl 2mL 2.8 mL
Kitosan Cozel-tisi pH degeri 3-4 3-4 3-4
0.7mg/ mL TPP ¢ozeltisi 1 1 1
Kitosan/TPP kiitle orami 41 1,4/1 2/1

4.4.2. Diisiik yogunluklu kitosan kullanilarak yapilan formiilasyon ¢calismalar

Diisiik kitosan kullanilarak formiilasyon hazirlama ¢alismalar1 yukarida belirtilen

iyonik jellesme metoduyla yapilmis ve Tablo 4.3"de oranlar1 belirtilmistir. Deney prose-
diiriinde Karistirma hizi tim formiilasyonlar igin 400 rpm ve karistirma siiresi K1, K2,

K3 i¢in 60, K4 i¢in 30 dakika olarak belirlenmistir.

Tablo 4.3. Diisiik yogunluklu kitosan kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin adlandiriimast, formiilas-

yon bilegimi.

Formiilasyon kodu K1 K2 K3 K4
% Kitosan ¢ozeltisi (a/h) /miktar1 (mL) 0,05/5,5 0,15/5,6 0,5/2,24 0,5/1,12
Kitosan Cozel-tisi pH degeri 4,5-5 4.,5-5 4,5-5 6
0.7mg/ mL TPP ¢ozeltisi 1 3 4 2
Kitosan/TPP kiitle orani 4/1 4/1 4/1 4/1

4.4.3. Yiizeyine HDL bagh diisiik yogunluklu kitosan formiilasyonlarin hazirlan-

masi

Kitosan nanopartikiillerinin aktif hedeflendirilmesi i¢in yiizeyinin kandan izole edi-
len HDL ile kaplanmasina i¢in, kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan
iyonik jelasyon yontemi, modifiye edilmistir. HDL yiizey modifikasyonlu kitosan nano-
partikiillerinin hazirlanmasi i¢in, once farkli miktarlarda olan kandan izole edilmis HDL
sollisyonu, TPP ¢6zeltisine eklenerek karistirilmustir. Sonra bu HDL/TPP ¢ozeltisi damla-
damla % 0,5 kitosan ¢zeltisinin {izerine eklenmis ve 400 rpm’de 30 dakika siire ile man-
yetik karistiricida karistinlmistir, Formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan Kitosan
ve TPP miktarlari, K3 formiilasyonu baz alinarak gerceklestirilmistir. Formiilasyonlarin

igerikleri ve kodlar1 Tablo 4.4.’de verilmistir.
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Tablo 4.4. HDL ve digsiik yogunluklu kitosan kullamlarak hazirlanan formiilasyonlarin adlandiriimast,

Jformiilasyon bilegimi.

Formiilasyon kodu K3-H1 K3-H2 K3-H3 K3-H4
% Kitosan ¢ozeltisi (a/h) /miktar1 (mL) 0,5/2,24 0,5/2,24 0,5/2,24 0,5/2,24
Kitosan Cozel-tisi pH degeri 4.5-5 4,5-5 4.5-5 4,5-5
0.7 mg/ mL TPP ¢ézeltisi 4 4 - 4
Kitosan/TPP kiitle orani 4/1 41 4/1 4/1
HDL gozeltisinin hacmi (5,7 mg/mL) 500u1 250p1 100pl 75ul

4.5. Genetik Materyalin (DNA ve siRNA) Tastyici Sistemlere Yiikleme Cahsmalar

Formiilasyonlarin genetik materyal tasinmasi igin optimizasyon ¢alismalarinda on-
celikli olarak GFP (Green Floresan Protein) plazmid DNA’s1 genetik materyal olarak kul-
lanilmigtir. Proje kapsaminda tedarik edilen siRNA miktarmin gok az olmasi nedeniyle,
laboratuvarimizda bulunan pDNA’nin, formiilasyonlarin genetik materyal baglamadaki
optimizasyonu sirasinda kullamlmina yonelinmistir. GFP pDNA yaklagik 3705 bp uzun-
lugundadir ve siRNA’ya gére daha biiyiik bir molekiildiir. Hazirladigimiz formiilasyonla-
rin pDNA’y1 baglar 6zellikte olmasi siRNA gibi kiigiik molekiiliin baglanmasinda daha
aktif olacag1 kanisi 6nceki galigmalarimizdan bilinen bir sonuctur. Bu nedenle, GFP
pDNA ile genetik materyal taginmasi igin formiilasyonlarin uygunlugu kanitlandiktan
sonra Bcl- 2 siRNA kullanimina gegilmistir. Calismada kullanilan siRNA (Santa Cruz

Biotechnology), Bcl- 2 mRNA’sina spesifik olarak hazirlanmus ticari bir iiriindiir.
Genetik materyalin tasiyici sistemlere yiiklenmesinde iki yéntem kullanilildi.

4.5.1. Enkapsiilasyon Yontemi

Enkapsiilasyon, genetik materyalin tastyici sistemler igerisine hapsolma islemidir.
Bu ¢alismada enkapsiilasyon isleminin gergeklesmesi igin, formiilasyonlarin hazirlanma
sirasinda genetik materyalin belirli miktarlari, kullanilan TPP ¢6zeltisine ve bu ¢ozelti de
daha sonra kitosan ¢ozeltisine damla damla eklenmistr. TPP ¢ozeltisine genetik materya-
lin eklenmesi, iyonik jelasyon yontemiyle nanopartikiillerin olugmas: sirasinda, genetik
materyalin nanopartikiillerin igine enkapsiile olmasina neden olmaktadir (Katas ve Alpar

2006).
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4.5.2. Adsorpsiyon Yontemi

Adsopsiyon yéntemi negatif yiiklii genetik materyalin pozitif yiizey yiiklii partikiil-
lerle elektrostatik etkilesim sonucu, partikiil yiizeyine siRNA nin adsorbe olmasina da-
yanmaktadir. Bu ilem i¢in, HDL baglanmig K3 formiilasyonu (K3-H4) ve K3 formiilas-
yonlarinin fakh miktarlarina (8, 10, 12, 15 ve 20 uL) mikrotiiplere aktarilmis iizerine 200
ng siRNA ¢ozeltisi eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

4.6. Formiilasyonlarin Karakterizasyon Cahsmalar:

Hazirlanan formiilasyonlarin fizikokimyasal dzelliklerinin belirlenmesi igin yiizey
morfolojisi, partikiil boyutu ve PDI degerleri, Zeta potansiyeli ve pH degerleri belirlen-
migtir.

4.6.1. Partikiillerin yiizey morfolojisinin incelenmesi

Yiizey morfolojisinin incelenmesi taramali elektron mikroskobu (scanning electron
microscope, SEM) (Zeiss Ultra Fesem, Germany) ile yapilmigtir. Bunun igin 6nce formii-
lasyon distille su ile seyreltilerek, iki tarafli karbon bant yapistirilmis 6rnek stub’inin tize-
rine damlatilmig ve oda sicakliginda kurumas: igin bekletilmistir. Son olarak da érnekler
pliskiirtme makinesi kullamlarak ince altin tabakasi (100A) ile kaplanmis ve yiiksek va-

kumda ve 8kV hizlanma voltajinda SEM vasitasiyla goriintiilenmistir.
4.6.2. Partikiil Boyutu

Formiilasyonlarin partikiil boyutu Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilarak gercekles-
tirilmistir. 100 pL 6rnek tizerine 900 pL su eklenerek karigtirilmis ve 100 6lgiim alinmis-
tir. Bu islem 3 kez tekrarlanmis ve bu 3x100 &l¢iimiin sonucunda elde edilen ortalama
deger formiilasyonun partikiil boyutu olarak kabul edilmistir. Olgiim islemi 25 °C’ de
gergeklestirilmistir.

4.6.3. Zeta Potansiyel

Formiilasyonlarin Zeta potansiyellerinin belirlenmesi i¢in de Zetasizer Nano ZS ci-
hazi kullanilmistir. Partikiil boyutu §l¢iimiinde kullanilan 6rnekler kullanilarak, formii-
lasyonlarin Zeta potansiyel degerleri belirlenmistir. 3x20 &l¢iimiin ortalamasi formiilas-
yonun Zeta potansiyeli degeri olarak kabul edilmistir. Olgiimlerde pH 7.4 ve 50 pS ilet-
kenlige sahip 0.22 pum filtreden gegirilmis distile su kullanilmistir. Elektrostatik hareket-
liligin zeta potansiyeline doniistiiriilmesinde Helmholtz-Smoluchowski esitligi kullaml-

mugtir.
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4.6.4. pH degeri
Formiilasyonlarin hazirlanmas i¢in kullanilan ¢ozeltilerin ve formiilasyonlarin pH
degerleri 6rnek hacmine bagli olarak pH metre ya da pH indikatorleri kullanilarak belir-

lenmigtir. pH degerinin ayarlamalar1 2M NaOH ¢ézeltisi kullanilarak yapilmistir.

4.7. Formiilasyonlarin Genetik Materyal Baglama Yetilerinin Belirlenmesi

Bu ¢alisma igin, agaroz jel elektroforez yontemi kullamlmistir. Enkapsiilayon ve
adsorbsiyon yontemi ile formiilasyonlara yiiklenmis genetik materyalin baglanma oran-
larinin belirlenmesi gergeklestirilmigtir. Agaroz jel hazirlamak igin, belirli konsantras-
yondaki agaroz tampon ¢&zelti ile (DNA igin TAE, siRNA i¢in TBE) karistirilip 1sttilmis
ve etidyum bromiir eklendikten sonra jel tepsisine dokiiliip donmasi beklenmistir. Donan
agaroz jelin lizerine jelin {izerini kapatacak sekilde tampon ¢ozelti eklenmis, ornekler
yiikleme tamponu ile karigtirldiktan sonra jeldeki kuyucuklara uygulanarak elektiriksel
alan iginde belli bir gerilimde yiiriitiilmiigtiir. Yiirlitme islemi sonrasinda jel dokiimentas-
yon sistemi (Uvitec Cambride, Ingiltere) ile UV 151k altinda goriintiilenmistir.
4.7.1. Jel retardasyon ¢alismalar

Bu sistem, formiilasyonlarin siRNA baglama oranlarini ve bu oranlarin serum var-

liginda olas1 degisiminin belirlenmesinde kullanilmistir.
Agaroz Jel Elektroforez Islemi

Elektroforez islemi igin %1.5 veya %2 agaroz igeren jel hazirlanmistir. Yiiriitme
tamponu ve jel hazirlamak igin siRNA i¢in 1 X TBE, pDNA i¢in 1XTAE ¢ozeltisi kulla-

nilmstir.
%1,5 luk Agaroz jelin hazirlanmast (100 mL);

1. 1.5 gagaroz 100 mL tampon ¢6zeltisine eklenmis ve manyetik karistirici iizerinde
isitilarak ¢oziindiirtilmiistiir,

2. Agaroz tam ¢dziindiikten sonra berrak jel ¢ozeltisi yaklagik 45 °C’ ye kadar sogu-
tulmus sonra {izerine %35 oraminda etidyum bromiir (10 mg/ mL) eklenerek jel
tepsisine dokiilmiistiir,

3. Ddkiilen jelin iizerine taraklar hemen yerlestirilmis ve jel polimerlesmeye birakil-
mistir,

4. Jel tam polimerlestikten sonra jel tepsisi tanka aktarilmis ve iizerine tampon ko-

nularak taraklar ¢ikartilmistir,
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5. Ornekler iizerine yiikleme tamponu konulmus ve drnekler mikropipet yardimiyla
kuyucuklara yiiklenmistir.
6. Ornekler, 50 mV uygulanarak ~2 saat jelde yiiriitiilmiistiir
7. Yiriitilme islemi tamamlandiktan sonra jel gériintiilleme cihazi ile goriintiilen-
migtir.
4.8. Serum i¢indeki Kararhiik
Hazirlanan formiilasyonlarin genetik materyali serum bilesenlerine karsi korumast,
formiilasyonlarin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Formiilasyonlarin bu 6zelliginin be-
lirlenmesi igin siRNA yiiklenmis formiilasyonlarin serum bilesenleri i¢eren besiyeri ige-
risindeki davramglar incelenmistir. Bu islem igin transfeksiyon sirasinda kullanilan
oranda siRNA yiiklii formiilasyonlar, %10 FBS igeren DMEM ile 37 °C’ de inkiibasyona
birakilmistir. 1, 4, 10, 24 ve 48 saat sonunda Srnekler alinarak agaroz jele yiiklenmis ve
gorlintiilenmisgtir.
4.9. Hiicre Kiiltiirii
Hazirlanan formiilasyonlarin etkinliginin belirlenmesi i¢in, HepG2 insan karaciger

kanseri hiicre hatt: ve 1.929 saglikli fare fibroblast: hiicre hatti kullamlmustir. Hiicre kiil-

tiirli igin hiicrelerin {iretilmesi asagidaki gibi gergeklestirilmistir.

1. Hiicreler % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 L-glutamin igeren DMEM
ortaminda kiiltiire edilmistir,

2. Hiicre kiiltiirii 37 °C” de % 5 CO2 ve % 95 hava igeren atmosfer kosullarinda
yapilmistir,

3. Hiicreler hizl bitylime fazina ulastigi zaman, 2 X Tripsin/ EDTA ¢ozeltisi ile mu-
amele edilerek flask duvarindan kopmasi saglanmis ve bundan sonra alt kiiltiirlere
ayrilmistir.

4. Uretilmis kiiltiirlerin bir kism1 basamakh olarak sogutulmus ve hiicre stogu olarak
=80 °C’ de muhafaza edilmistir.

4.9.1. Sitotoksisite ¢alismalar

In vitro sitotoksisite testleri, herhangi bir madde veya bilesigin, kiiltiirdeki hiicrelere
kargi toksik olup olmadigini, genellikle belirlenmis bir inkiibasyon siiresinden sonra
hiicre canhiligini Slgerek belirleyen metotlardir (Riss, Moravec ve Niles, 2011). Hiicre

canhligy, belirli bir popiilasyondaki canli hiicrelerin sayisidir. Hiicrelerin canlihik diizey-
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leri ve/ veya proliferasyon oranlari, hiicre sagliginin bir gostergesidir. Fiziksel ve kimya-
sal ajanlar hiicre sagligini ve metabolizmasin etkileyebilir. Bu ajanlar, hiicre zarlarinin
tahrip edilmesi, protein sentezinin onlenmesi, reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma,
polioksiniikleotit uzamasinin engellenmesi ve enzimatik reaksiyonlar gibi farkli meka-

nizmalar yoluyla hiicreler tizerinde toksisiteye neden olabilir (Aslantiirk, 2018).

Bir ilacin etkisi hiicreler iizerinde sitotoksik ve sitostatik etki olarak gézlemlenebi-
lir. Sitotoksik etki toksik olma ve hiicrelerin 6lmesi, sitostatik etkiyse hiicre bilyiimesinin
inhibisyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu etkilerin belirlenmesi ise farkli sitotoksisite
testleri araciligiyla yapilmaktadir. Bu amagla kullanilan testlerden biri de Mosmann tara-
findan gelistirilmis olan MTT testidir (Mosmann, 1983). MTT testi, MTT' nin ((3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazolyum bromiir) canl hiicrelerde salinan mitokondri-
yal NAD(p)H' ye bagl oksidorediiktaz enzimler tarafindan ¢6ziinmeyen formazan kris-
tallerine déniistiirtilmesine dayamr. Bu mitokondriyal enzimler, bazi hiicre kiiltiirii kosul-
lar1 altinda indirgeme reaksiyonu ile MTT' yi ¢6ziinmeyen formazanlara doniistiirme ka-
biliyetine sahiptir. MTT testi ile temel olarak, formazan kristallerinin miktar ile ilgili
olan mitokondriyal aktivite dlgiilerek canli hiicrelerin miktar: belirlenir. Proliferatif hiic-
reler daha yiiksek oranda MTT’ yi formazan kiristallerine déniistiiriicii reaksiyona sahip-
ken, 6lii veya yavas biiyliyen hiicrelerde diigiikk metabolizma seviyeleri, diisiik miktarda
MTT doniistiiriilmesi ile sonuglanir. MTT uygulamasindan sonra formazan kristalleri, di-
metil siilfoksit ya da deterjan sodyum dodesil siilfat gibi bir ¢ozelti ile ¢oziindiiriiliir. Bu
nedenle formazan konsantrasyonlari, 540 ila 720 nm arasinda bir spektrofotometre ile

olctilebilir (Adan, Kiraz ve Baran, 2016).

Bu ¢alismada gelistirilmis formiilasyonlarin hiicreler iizerindeki etkileri MTT testi kulla-

nilarak belirlenmistir. Testin uygulanmas: asagidaki ifade edildigi gibi gergeklestirilmis-

tir.

1. Hiicreler kiiltiire edildikten sonra % 10 FBS igeren DMEM ortaminda dagitilarak
stispansiyon haline getirilmistir,

2. Hiicre stispansiyonundan belli bir miktar Thoma lamu iizerine alinmis ve hiicre sayisi
belirlenmistir,

3. Konsantrasyonu 10x10*/mL’ ye ayarlanmis hiicre siispansiyonundan alinarak 96 ku-

yucuklu hiicre kiiltiir plakalarinin her kuyucuguna 100 pL siispansiyon aktarilmistir.
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4. Sitotoksik etkiyi incelemek i¢in 1 giinliik iiremeye birakilan hiicrelerin besiyerleri 2.
gin formiilasyonlarin farkli konsantrasyonlarini igeren besiyeri ile degistirilmistir.
Bazi kuyucuklara formiilasyon konulmamis ve o kuyucuklardaki hiicreler kontrol
hiicreleri olarak kullanilmistir. Bu iglemler tamamlandiktan sonra plaklar 37 °C’ de
%5 CO2 ve %95 hava igeren atmosfer ortaminda 24- 48 saat inkiibasyona birakilmis-
tir,

5. 24- 48 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki formiilasyon ve besiyeri uzak-
lagtirilmig ve her bir kuyucuga 20 pL (5 mg/mL) MTT boyas: konulmugstur, MTT
boyasinin canli hiicrelerde formazan kristallerine doniistiiriilebilmesi icin 37 °C de 4
saat bekletilmistir,

6. MTT boyasi kuyucuklardan uzaklagtirilmis ve her bir kuyucuga 200 pL DMSO ko-
nularak 30 dakika 37 °C’de etiivde bekletilmistir,

7. 30 dakikalik inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra hiicre canliligim belirlemek
tizere plaka okuyucuda 570 nm dalga boyunda 6lgiim yapilmistir (Senel vd. 2012),

8. Deney, formiilasyonlarin her bir konsantrasyonu igin 8 kuyuda yapilmis ve 3 kez
tekrar edilmistir.

4.9.2. Transfeksiyon ¢alismalan

Formiilasyonlarin genetik materyali hiicre igerisine aktarabilmelerinin belirlenmesi
i¢in kontrol siRNA olarak bilinen FITC-konjugeli kontrol siRNA kullanilarak transfeksi-
yon ¢aligmalar1 yapilmustir. Kontrol siRNA, 19-25 niikleotid uzunluguna sahip ve yapi-
sina fluorescein baglanmis siRNA dizisi (Control siRNA (Fluorescein Conjugate)-A,

Santa Cruz Biotechnology)’dir. siRNA yapisina baglanmis fluorescein 490 nm’de eksi-

tasyon ve 514 nm’de emisyona sahip floresan dzellikli bir bilesiktir ve hiicre igerisine

girdigi zaman, floresan mikroskopunda yesil renk olarak gériilmektedir. Transfeksiyon
caligmasi, HepG2 ve 1929 hiicre hattlarinda yapilmigtir. 200 ng FITC- siRNA 10 pL for-
miilasyonlara ilave edildikten sonra 37 °C’de 30 dakika adsorbsiyon i¢in inkiibe edildik-

ten sonra agagida belirtilen protokole uygun olarak hiicrelere uygulanmstir.

1. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirli plakalarina antibiyotiksiz %10 FBS igeren besiyeri
ile hiicre ekimi yapilmis ve 37 °C’ de %5 CO: ve %95 hava iceren atmosfer orta-
minda 24 saat inkiibasyona birakilarak, kuyucuklardaki hiicre yogunlugunun %
60- 70 oranina ulagmasi saglanmistir,

2. 2. giin kuyucuklardaki besiyerleri kuyucuklardan uzaklagtirilarak, kuyucuklar 1 X
PBS tamponu ile yikanmistir,
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FITC- siRNA adsorbeli formiilasyonlar antibiyotiksiz ve FBS igermeyen besiyeri
ile karigtirilarak kuyucuklara damla damla eklenmistir,

Plakalar, 37 °C’ de 6 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 6 saatlik inkiibasyondan
sonra formiilasyon igeren besiyeri iizerine %20 FBS igeren besiyeri eklenerek tek-
rar 24 saatlik inkiibasyona birakilmigtir,

. 24 saat inkiibasyondan sonra plakalar floresan mikroskobu altinda incelenmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

5.1. HDL’nin Serumdan izolasyon Calismalar

HDL’nin kandan izolasyonu i¢in farkli yontemler kulanilmaktadir. Genel olarak li-
poproteinlerin kandan ayrilmasi yontemleri, polianyonlar iizerindeki negatif yiiklii grup-
lar ile lipoproteinlerin protein kisimlarinda pozitif yiiklii gruplar arasinda olabilecek etki-
lesim baz alinarak gelistirilmis ¢oktiirme ve lipoproteinlerin dansitesine dayanan ultra-

santrifujleme yontemlerini igermektedir (Warnick, Nguyen ve Albers,1985).

Cell Biolabs Inc tarafindan gelistirilmis bu kit kandan HDL’ yi saf olarak elde
etmeyi saglamaktadir. HDL Saflastirma Kiti kullanarak HDL' yi segici olarak ¢okeltmek,
Dekstran Siilfat sayesinde ger¢eklesir. Kit, ultrasantrifiigasyona gerek olmadan HDL' nin
izolasyonunu saglar. Lipoprotein pargaciklari, bir dizi ¢okeltme ve diisiik hizli santrifiij-
leme agamalan yoluyla yiiksek oranda saflastirilir. Kit kullanimiyla, insan serum veya
plazma numunelerinden, numuneye bagh olarak mL bagina ~4.500 pg verim ile HDL

izole edilebilmektedir (http-3).

Calismamizda, bu kit kullanimiyla géniilliilerden toplanan kandan HDL izolas-
yonu agamali olarak gerceklestirilmistir. Her agamada 24 mL kan kullanilmis ve ¢alisma
sonunda ortalama olarak 14 mL saf HDL soliisyonu elde edilmistir. Her izolasyon asa-
masinda elde edilen HDL soliisyonlar: bir tiip i¢inde stoklanmustir. Stok soliisyondaki
HDL’nin miktar tayini sonucunda, HDL-kolesteroliin konsantrasyonunun 5,7 mg/mL ol-

dugu bulunmustur.

5.2. SDS-PAGE Calismasi

HDL’nin yapisinda olan Apo Al proteinini elde etmek igin kit yardimiyla kandan
izole edilmis HDL den bir miktar alinarak, SDS-PAGE ¢alismasinda kullamlmistir. Ca-
lisma boliim 4.3°de belirtilen sekilde yapilmustir.

4 renkte ve 10 farkli kDa degerlerinde bant verme &zellige sahip bir protein isaret-
leyicisi kullamlanilmistir (Sekil 5.1). HDL partikiillerinin ana proteini olan ApoAl, 28.3
kDa molekiiler agirliga sahip bir proteindir (Feng vd., 2006). Bu nedenle SDS jelde kul-
lanilan isaretleyicideki 25 kDa ve 35 kDa’daki protein bantlarinin arasindaki alana denk
gelecek bir bant goriilmesi gerekmektedir. Yiiriitme sonrasi boyanan jellerde, bahsedilen
alanda bant gozlemlenmistir (Sekil 5.2.). Bu sonug¢ Apo Al proteininin dolayisiyla

HDL nin kandan izole edildigini ve saflastirildigini isaret etmektedir. Jel iizerindeki go-
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rillen farkh protein bantlar agisindan sonuglarimiz, daha 6nce Brace vd tarafindan yapi-
lan HDL nin SDS-PAGE ¢alismasindaki sonuglarla benzerlik gostermistir. Brace vd., tar-
faindan yapilan ¢alismada Apo A1 proteininin SDS-PAGE jeli iizerinde verdigi bant 25
kDa’ dan daha diisiik kDa degerine karsilik gelen bdlgede gézlemlenmistir (Brace vd.,
2010). Fakat bizim ¢alismamizda Apo Al proteininin bandi 25 kDa ile 35 kDa arasindaki
bolgede goriilmiistiir ki bu bolge Apo Al proteininin molekiiler agirhigina denk gelmek-

tedir.

Apo Al proteinin jelden izolasyon islemi béliim 4.3°de belirtilen sekilde yapilmis-
tir. Izolasyon isleminden sonra elde edilen ¢ézeltinin protein igerip icermedigi SDS jele
yiiklenerek kontrol edilmistir. Bu islem sonucunda, yalniz bir yerde (25 kDa ve 35 kDA
arahiginda) bant gézlemlenmistir ki bu Apo A 1’in jelden izole edilebildigini géstermek-

tedir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.1. Proteinlerin molekiil agirligint belirlemek igin kullamlan isaretleyici. (4 farkli renkte 10 tane

bant) (htp-4).
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Sekil 5.2. HDL 'nin SDS-PAGE goriintiisii

Sekil 5.3. Apo Al proteininin izolasyonu sonrast SDS-PAGE gériintiisii
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5.3. Kitosan Nanopartikiillerinin Formiilasyon Calismalar:

Bir kitin tiirevi olan kitosan ve onun tiirevleri, diger sentetik katyonik polimerlere
kiyasla miikemmel biyouyumluluk, diisiik immiinojeniklik ve diisiik sitotoksisiteye sa-
hiptir. Diger yandan kitosan, genetik materyali etkili bir sekilde baglayabilmektedir. Bu
ozelliklerinden dolay: kitosan, genetik materyal taginmasi igin biiyiik ilgi gormektedir
(Yoo vd., 2005; Koping-Hoggard 2004). Sagladigi bu avantajlardan dolay: ¢alismamizda

kitosan kullamlarak genetik materyal taginmast igin tastyici sistemler gelistirilmistir.

5.3.1. Partikiil boyutu ve dagilim

Partikiil bityiikligii ve boyut dagilimi parkikiiler sistemlerin en 6nemli 6zelliklerin-
dendir. Bu 6zellikler tasiyic sistemlerin in vivo dagilimini, biyolojik davranislarini, tok-
sisitesini ve hedefleme yetenegini belirler. Bunlarin yani sira pargacik biiyiikliigii ve bo-
yut dagilimi, tasiyic: sistemlerin ilag yiiklemesi, ila¢ salim1 ve stabilitesini de etkilemek-
tedir. Birgok ¢alisma nanopartikiillerin, mikropartikiillere kiyasla aktivete avantajlarina
sahip oldugunu géstermistir, bu da boyut farkliliginin 6nemini isaret etmektedir. Nano-
partikiillerin hiicresel alimlarinin, mikropartikiillere oranla yiiksek oldugu bilinen bir ger-
cektir. Ayrica nanopartikiiller, kiigiik boyut ve hareketliliklerinden dolay: daha genis bir
yelpazedeki hiicresel ve hiicre i¢i hedeflemeleri olasi kilmaktadir (Singh ve Lillard,
2009). Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve yiizey yiikleri, hiicrelere baglanma ve etkile-
simlerinde anahtar rol oynamaktadir. Reseptor aracili endositoz ile hiicrelere aliminda
100-200 nm boyutundaki nanopartikiillerin uygun oldugu, daha biiyiik par¢aciklarin fa-
gositoz ile alinmasi gerektigi literatiirlerde yer almaktadir. Daha kiiciik boyuttaki nano-
partikiiller, yiizey enerjileri endositoz isleminde ihtiyag duyulan igeri dogru bitkme ener-
jisi igin yetersiz kaldigindan, kii¢iik kapsiilleme verimliligine sahip oldugundan ve gok
hizli ilag salim1 gergeklestirdiginden tercih edilmemektedirler (Kulkarni ve Feng, 2013).
Iyonik jelasyon yontemiyle kitosan partikiilleri hazirlanmasinda, kitosanin molekiil agir-
lig1, kitosan konsantrasyonu, kitosan/TPP agirlik orani, ¢ozelti pH degeri, ortamda tuzla-
rin olup olmamas, kitosanin asetilasyon derecesi gibi faktérler hazirlanan nanopartikiil-
lerinin boyutlarina etki etmektedir (Gan vd., 2005; Sreekumar vd., 2018). Bu nedenle,
bu faktorler g6z 6niinde bulundurularak ve farkli kombinasyonlar denenerek formiilas-

yonlarin hazirlanmasina ¢alisilmustir.

59



Yiiksek molekiil agirhikli kitosan kullamlarak hazirlanan formiilasyonlar, formiilas-
yon gelistirmede 6n formiilasyon olarak hazirlanmistir ve partikiil boyutlari ile dagilim-
dar1 7.000 £ 100 ile 9.000+100 nm arasinda ve 0,9+0,1 ile 1,000 arasinda bulunmustur
(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Yiiksek molekiil agirlikly kitosan kullanmlarak hazirlanan formiilasyonlarin partikiil bovutu, da-

gilimi ve zeta potansivel degerleri

) Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
Formiilasyonlar (um) + SH PDI = SH (mV) + SH
Y.K1 7000 + 100 0,9+0,1 15+1,9
Y.K2 7700+50 1,000 5+1,1
Y.K3 9000100 1,000 -7.45+ 1,89

Diigiik molekiil agirlikl kitosan kullanilarak yapilan ¢alismalarda partikiil boyutu-
nun kiigiik olmasi i¢in genellikle birgok faktoriin etkisi dikkate alinarak galigmalar yapil-
maktadir. Bu etkenlerden biri de, kitosan/TPP kiitlesel oranidir. Kitosanla yapilan farkh
calismalarda farkli kitosan/TPP oranlar1 kullamlmigtir (Sreekumar vd., 2018; Gan vd.,
2005; Othman vd., 2018). Yaptigimiz denemeler sonucunda kitosan/TPP igin 4/1 orani
kullanilmasinin partikiil boyutu agisindan uygun sonuglarin elde edilmesini sagladigini

belirledik (Tablo 5.2.).

Tablo 5.2. Diisiik molekiil agirlikli kitosan kullamlarak yapilan ¢alismalarin partikiil boyutu, dagilimi ve

zeta potansivel degerleri

Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
Formiilasyonlar PDI + SH
(nm) + SH (mV) £ SH
K1 300 £ 30 0,45+ 0,05 23+0,2
K2 261 £24 0,45+ 0,05 20+0,3
K3 170 + 10 0,285 + 0,05 36 £0,1
K4 210+ 10 0,3+0,05 32+0,5

Yapilan ¢alismalarda parcacik boyutuna ve pargacik boyut dagilimina etki eden bir
diger faktoriin karistirma hizi oldugu belirtilmektedir. Al-Nemrawi vd., tarafindan, karis-
tirma hizinin 500 rpm’ den 1.500 rpm’e yiikseltilmesiyle partikiil boyut ve dagiliminda
azalma gozlemlendigi belirtilmektedir (Al-Nemrawi vd., 2018). Calismamizda genetik

materyal ve protein yap1 kullilacagi igin, yiiksek hizda karistirmanin bu materyallere zarar
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verebilme olasiligini géz oniinde bulundurarak, formiilasyonlar: olabilecek en diisiik
rpm’de kiigiik partikiil boyutu elde edilebilecek sekilde optimize edilmistir. Karistirma
hiziyla ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda, 1.500 rpm gibi sert mekanik etki olusturan bir
karigtirma hizina gerek kalmadan, 400 rpm karigtirma hizi kullanilmasiyla yeterince kii-
¢lik parcacik biiyiikliigiine sahip nanopartikiiller elde edilmistir. Diisiik yogunluktaki
kitosan kullamlarak elde edilern partikiilleri boyutlari ve dagilinlar1 160 + 10 nm ile 300
+ 30 nm ve 0,285 + 0,05 ile 0.45 + 0,05 araliginda bulunmustur.

K3 ve K4 formiilasyonlarinda karistirma siiresi ve pH degeri diginda tiim paramet-
reler aym olsa da partikiil boyutu arasindaki fark goriilmektedir. Bu farkin ilk bakista
karigtirma siiresinden kaynaklandig1 diisiiniilebilir fakat K4 formiilasyonunun yarim saat
ve bir saat karigtinlarak hazirlanmasi sonucunda partikiil boyutunda fark gézlemlenme-
mistir. Bu nedenle K3 ve K4 formiilasyonunlari arasinda olan partikiil biiyiikligii farkinin
pH’ ya bagh oldugu diisiiniilmektedir. Kitosan zayif bir baz polisakarittir ve nétr ya da
alkali pH degerlerinde ¢6ziinmez. Asidik bir ortamda amin gruplar, pozitif olarak yiikle-
nir. Dolayistyla, kitosan molekiillerinin yiizey yiikii yogunlugu, ¢dzelti pH' sina giiclii bir
sekilde baghdir ve kitosan-TPP nanopargaciklarinin olugumu i¢in iyonik ¢apraz baglama
islemi, pH’ya baghidir (Gan vd., 2005; Bhumkar ve Pokharkar, 2006). Bu nedenle pH
degerinin 4,5°den 6’ya ¢ikartilmasi, ¢apraz baglanmaya etki gostererek partikiil boyutu-

nun artmasina neden oldugu diisiiniilebilir.

Sonug olarak Tablo 5.2°den de goriildiigii tizere diigiikk molekiil agirlikli kitosanla yapilan
formiilasyon galismalari yiiksek molekiil agirlikli kitosana kiyasla ¢ok daha iyi sonuclar
vermistir. Bu formiillerden K3 daha kiigiik pargacik biiyiikliigii ve PDI degerine sahip
oldugu i¢in K3 kullaniminin transfeksiyon ¢alismalarinda daha verimli sonuglar verecegi

diigtiniilm{istiir.

5.3.2. Zeta Potansiyel Degeri

Zeta potansiyel, kolloidal sistemlerde elektrokinetik potansiyeli 6l¢mek i¢in kulla-
nilan bir degerdir. Bu deger, bir ortamda, dagilmis partikiile bagh siv1 tabakast ile o dis-
persiyon ortamu arasindaki olan potansiyel farktir ve partikiiliin yiizey yiikiiniin gsteri-
cisidir (Harmata ve Guelcher, 2016). Zeta potansiyelini etkileyen en 6nemli faktor orta-
min pH' sidir. Bunun yani sira iyonik kuvvet, herhangi bir maddenin konsantrasyonu ve

sicaklik da Zeta potansiyeli etkileyen faktérlerdendir (Lu ve Gao, 2010).
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Zeta Potansiyel, partikiillerin stabilitesi iizerinde énemli etkiye sahiptir. Zeta potan-
siyeli +30 mV' den yiiksek veya =30 mV' den diisiik olan partikiiller stabil kabul edilir
(Kadu vd., 2011). Sifira yakin Zeta potansiyeli veya hafif yiiklii yiizeyleri olan pargaciklar
daha hizli agregasyon egilimindedir (Gumustas vd., 2017). Zeta potansiyel sadece parti-
kiillerin kararliligin1 degil, ayni1 zamanda salim hizlarini, kanda dolasim siirelerini ve hiic-

relere alimlarim da etkiler (Honary ve Zahir, 2013).

Zeta potansiyel, gen tastyici sistemlerin transfeksiyon etkinligini de etkilemektedir.
Genetik materyaller negatif yiiklii olduklari i¢in onlarin tasinmasinda, pozitif ylizey yiik
yogunluguna sahip tasiyic: sistemlere gerek duyulur. Pek ¢ok protein ve hiicre zari yii-
zeyleri hafif anyonik oldugundan, pozitif bir Zeta potansiyel, yalnizca genetik materyal
yiikleme etkinligi i¢in fayda saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda hedef hiicrelerde etkili
baglanmayi da saglar (Honary ve Zahir, 2013). Bu da genetik materyalin hiicrelere daha
etkin bir gekilde transfekte olmasia neden olur. Zeta potansiyelin artmasiyla hiicrelere
genetik materyal transfeksiyonunda artisin oldugu yapilan ¢aligmalarla ispat edilmistir

(Takeuchi vd., 1996).

Zeta potansiyel degeri, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi altinda bir hiicrede
hareket eden partikiiliin hiz: Slgiilerek belirlenir (Fonte vd., 2012). Bizim ¢alismamizda
Zeta potansiyel él¢iimii i¢in Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilmistir ve yiiksek yogun-
luklu kitosan ile hazirlanan nanopartikiiller igin -7,45+1,89 ile 15+ 1,9 arasinda, diisiik
yogunluklu kitosan kullamlarak hazirlanan nanopartikiiller igin 20 + 0.3 ile 36 + 0.1 ara-

sinda degerler bulunmustur (tablo 5.1 ve 5.2).

Tablo 5.1. ve 5.2"de verilen degerler dikkate alindiginda, diisiik molekiiler agirlikli
kitosan formiilasyonlarinin yiiksek molekiil agirhikl kitosan formiilasyonlarina kiyasla
daha yiiksek Zeta Potansiyel ve daha diisiik partikiil boyutu ile dagilimina sahip oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle diger ¢alismalar icin diisiik molekiil agirlikli kitosan formii-
lasyonlarin kullamimina yénelinmistir. Bu formiilasyonlar arasinda da K3 ve K4 formii-
lasyonlar1 degerlendirilmeye alinmistir. K3 formiilasyonunun partikiil boyutunun 170 +
10 nm, zeta potansiyelinin 36 + 0.1 mV olmasi ve K4 formiilasyonuna gére (210 + 10nm
ve 32 + 0.5 mV) hiicresel alim ve kararlilik agisindan daha uygun olacag: diisiindiirdii-

giinden, ideal formiil olarak K3 formiilasyonu secilmistir.
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5.4. HDL ile Yapilan Formiilasyon Cahsmalar

HDL’nin yapisinda bulunan ve onun ana yapi tasi olan molekiil Apo A1 lipoprote-
indir. HDL tizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda Apo A1’in HDL partikiiliiniin dis kis-
mini sardig1 belirlenmistir. Apo Al’in yap1 ve biyokimyasal ozelliklerinin belirlenmesi
gibi aragtirmalar genellikle Apo A1’in farkli ¢apraz baglayicilarla baglanmasiyla gercek-
lestirilmistir (Edelstein, Halari ve Scanu, 1982; Swaney ve O'Brien, 1976; Melchior vd.,
2017). Bunun yani sira az da olsa Apo A1 ve Apo E, Apo B 100 gibi diger lipoproteinle-
rin, ¢apraz baglayicilar araciligiyla ilag tastyici sistemlere baglanmasi ¢alismalar da bu-
lunmaktadir. Farkli ¢alismalarda, Apo A1, Apo E, ve Apo B 100 lipoproteinler, albumin
nanoparikiillerinin yiizeyine baglanmistir (Michaelis vd., 2006; Kreuter vd., 2007) ve
hiicresel alimda etkinligi kanitlanmugtir. Bu ¢aligmalarda, bu lipoproteinler modifiye edi-
lerek alblimin nanopartikiillerine baglanmistir. Bu projede ise, bu ¢alismalardan farkli
olarak, nanopartikiil yiizeyine sadece Apo A1’in baglanmasi degil, HDL nin baglanmas:
hedeflenmistir. Boylelikle, HDL yapisinda bulunan Apo A1’in saflagtirilmasina veya
Apo Al’in yapisinda modifikasyona gerek gerek duyulmadan HDL ile birlikte baglan-

masi lizerine yogunlasilmstir.

Capraz baglayicilarin proteinlerin yapisinda bulunan lizin amino asidinin amin gu-
rupuna (-NHz) baglanmasi, proteinler ile ilgili yapilan biyokimyasal ¢alismalarla belirle-
nenmistir (Leavell, vd., 2004). Apo Al ile yapilan bazi biyokimyasal ¢alismalardan da
kullanilan ¢apraz baglayicinin, bu proteinde bulunan lizin gurupuna baglandig: bilinmek-
tedir (Melchior vd., 2017). Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan TPP
de NH2 guruplarina sahip iki molekiil arasinda bag olusturabilen bir ¢apraz baglayicidir
ve kitosanin nanopartikiillerinin olusumu sirasinda TPP molekiilleri iki kitosan molekii-
liinti, yapilarinda bulunan NH> guruplari araciligiyla birbirine baglar. Bu hususlar dikkate
alinarak, hazirladigimiz kitosan nanopartikiillerine, Apo A1’in lizin aminoasit kalinti-
sinda bulunan -NH; gurubuyla, kitosanin -NH> guruplar arasinda TPP aragli ¢apraz bag

olusturmak kosuluyla, HDL partikiillerinin baglanmasi saglanmustir.
Bu ¢alisma i¢in genel olarak baz aldgimiz bilgiler asagidakilardir;

1. Apo Al’in HDL’nin dis yiizeyinde bulunmas: (Kontush vd., 2015; Feingold ve
Grunfeld, 2018),

2. Apo Al’in yapisinda bulunan lizin araciligiyla ¢apraz baglayicilarla baglanabil-

mesi (Leavell, vd., 2004),
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3. Kitosanin -NH: gurubuna sahip olmasi (Rinaudo, 2006)
4. TPP’nin, molekiillerin -NH; guruplar1 arasinda bag olusturan ¢apraz baglayici ol-
masi (Gan vd., 2005)
5.4.1. Partikiil boyutu, dagilimi ve zeta potansiyel bulgular

Kitosan nanopartikiillerinin yiizeyine HDL baglamak i¢in farkli miktarlarda (Tablo
4.4.”de gosterilen) HDL ¢ozeltisi kullamlarak nanopartikiiller hazirlanmistir ve partikiil

boyutu, dagilimi ve zeta poansiyelleri belirlenerek Tablo 5.3.’de sunulmustur.

Tablo 5.3. HDL bagh formiilasyonlarn partikiil boyutu, dagilim: ve zeta patansivel degerleri

Formiilasyonlar Fa E:"::;' iBS“i’I“'“ PDI + SH et F;%“iye’
K3-H1 625+ 75 0,75+ 0,2 27+ 1,0
K3-H2 460+ 17 0,45 = 0,05 29:05
K3-H3 376 + 26 0,4 +0,05 32+0,2
K3-H4 240+ 10 0,25+ 0,05 34+0,5

Elde edilen sonuglara gére, HDL miktar1 azaldikga partikiil boyutunda azalma goz-
lemlenmigtir. Bunun muhtemel nedeni fazla miktarlarda HDL kullaniminin daha fazla
HDL partikiillerinin, kitosan nanopartikiillerin yiizeyine tutunmasidir. Hazirlanan formii-
lasyonlar arasinda K3-H4 formiilasyonu diger formiilasyonlara kiyasla partikiil boyutu ve
dagilimi agisindan uygun bulunmustur. K3-H4 formiilasyonu, yiizeyi HDL ile modifiye
edilmemis K3 formiilasyonu ile partikiil boyutu (170 + 10 nm) agisindan kiyaslandiginda,
K3-H4’iin K3’e oranla daha biiyiik oldugu gézlenmistir. Bu da HDL’ nin K3 formiilas-
yonun ylizeyine baglandiginin gostergesidir. Genel olarak yiizey modifikasyonu yapilmis
ve yapilmamis nanopartikiillerin boyutlar1 arasinda fark oldugu farkli ekipler tarafindan
yapilan galigmalarda da belirtilmistir. Apo Al’in albumin nanopartikiillerinin yiizeyine
baglanmas: ¢alisma sonucunda pargacik biiyiikliigiinde ufak da olsa (7 nm) bir artisin
oldugu belirtilmistir (Kreuter vd., 2007). Bu ¢aligmada ise, Apo A1’e kiyasla daha biiyiik
boyutta olan HDL partikiillerinin kullanilmasi ile yiizey modifikasyonu yapilmis ve ya-

pilmamig formiilasyonlar arasinda partikiil boyutundaki artig daha yiiksek bulunmustur.

HDL ile modifiye edilmis formiilasyonlarin zeta potansiyelleri, birbirleri icerisinde
ve K3 formiilasyonu ile da kiyaslandiginda, artan miktarlada HDL nin zeta ptansiyel de-

gerlerini diisiirdiigii belirlenmistir (Tablo 5.3.). Bunun, HDL nin yiizey yiikiine bagl bir
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degisim oldugu 6n goriilmektedir. Davidson vd., tarafindan HDL {izerinde yapilan calis-
malar sonucunda, HDL partikiillerinin yiizey yiikiiniin diisiik bir negatif degerde oldugu
belirlenmistir (Davidson., 1994). HDL baglanmis formiilasyonlarin zeta potansiyellerinin
HDL miktarinin artmasiyla azalmasi ve K3’e kiyasla diisiik degerde olmasi, HDL parti-
kiillerinin K3 formiilasyonunun yiizeyine tutunarak yiizeyini modifiye ettigini isaret et-

mektedir.

Sonug¢ olarak partikiil boyutu, dagilim ve yiizey yiikii degerlendirildiginde, HDL

bagl formiilasyonlar arasinda K3-H4 formiilasyonu en ideal formiil olarak belirlenmistir.

5.4.2. Formiilasyonlarmn pH degeri

Genel olarak pH degeri kitosan formiilasyonlarin hazirlanmasi ve onlarin hiicrelere
uygulanmasi sirasinda biiyiik 6nem tagiyan bir parametredir. Soyle ki, formiilasyonlarin
hazirlanmasi sirasinda kullanilan kitosan soliisyonunun pH degerine bagli olarak, olusan
nanopartikiillerin Par¢acik boyutu ve Zeta potansiyel degerleri degismektedir (Gan vd.,
2005). Pargacik boyutu ve Zeta potansiyel degerlerindeki degisimler de formiilasyonlarin
hiicresel alimin1 dolayisiyla da genetik materyalin transfeksiyonunu etkilemektedir. Ya-
pilan galismalarda 6.5 pH degerine sahip kitosan formiilasyonlarmin 7.1 pH degerli for-
miilasyonlara kiyasla daha etkin transfeksiyon sagladiklan gézlemlenmistir (Lavertu vd.,
2006). pH degerinin transfeksiyon tizerindeki bu etkisi, pH degerinin azalmasina bagh
olarak partikiillerin Zeta Potansiyel degerlerinin artamsi ve bu nedenle de pozitif yiiklii
partikiillerin negatif yiike sahip hiicre yiizeyiyle etkilesiminin artmasindan kaynaklan-
maktadir (Nimesh vd., 2010).

K3 ve K3-H4 formiilasyonlarmin 5,5-6 araliginda pH degerlerine sahip olduklari
saptanmugtir. Lavertu vd, tarafindan belirtilen pH degeri (6,5) dikkate alinarak K3 ve K3-
H4 formiilasyonlarimin pH’sinin genetik materyal baglama ve transfeksiyon igin uygun
degerde oldugunu 6n goériilmiistiir.

5.4.3. Formiilasyonun morfolojisi

Nanopartikiilllerin partikiil boyutu ve yiizey yiikiiniin yanisira nanopartikiil morfo-
lojisi de, farmakokinetik ve hiicresel alimi etkileyen 6nemli bir parametredir (Truong
vd.,2015). Bu nedenle nanopartikiillerin morfolojisinin incelenmesi ¢ok éneme sahiptir
(Hall vd., 2007). Farkl1 nanopartikiillerin morfolojisinin incelenmesi i¢in farkli yontemler

kullamlmaktadir. Kitosan nanopartikiillerinin morfolojisinin incelenmesinde SEM, TEM
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ve AFM siklikla kullanilmaktadir (Anand vd., 2018; Bodnar, Hartmann ve Borbely,
2005).

Hazirlanan formiilasyonda HDL gibi kiigiik bir partikiiliin, ona kiyasla ¢ok daha
bilyiik bir kitosan nanopartikiiliiniin yiizeyine baglandigimi diisiindiigiimiiz zaman bu is-
lemin gergeklesip gergeklesmedigini belirlemek igin partikiillerin morfolojisinin incelen-
mesi biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu ¢alismada formiilasyonlarin morfolojisinin incelen-
mesi i¢in SEM kullamlmugtir. Farkli ekipler tarafindan daha 6nce yapilan ¢alismalardan,
kitosan nanopartikiillerinin kiiresel yapida oldugu bilinmektedir (Patel, Parikh ve Aboti,
2013). Nanopartikiillerin SEM analizi sonucunda, K3-H4 nanopartikiillerinin de kiiresel
yapida oldugu ve partikiil boyutlarininda 200-300 nm araliginda oldugu belirlenmistir
(Sekil 5.4.; Sekil 5.5.; Sekil 5.6.).

Sekil 5.4. K3-H4 formiilasyonunun SEM goriintiisii (11,03K X biiyiitme)

Sekil 5.5. K3-H4 formiilasyonunun SEM gériintiisii (18,74K X biiyiitme)
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Sekil 5.6. K3-H4 formiilasyonunun SEM goriintiisii (112,03K X bilyiitme)

5.5. HDL’nin formiilasyonlara baglanmasmn belirlenmesi

HDL ile yapilan bazi ¢alismalar, agaroz jelde yiiriitiildiigii zaman HDL nin katoda
dogru gé¢ etmesine dayanmaktadir (Castro ve Fielding, 1988). HDL’nin bu &zelligi
HDL nin diger lipoproteinlerden ayrilmasi, miktar tayini ve bunun gibi biyokimyasal ¢a-
lismalarda siklikla kullanmilmaktadir (Conlon vd., 1979; Nauck vd., 1995). Yapilan ¢ahs-
malarda agaroz jelde yiiriitiilmiis HDL nin jelde yerinin belirlenmesi i¢in 6nceden bo-
yama gibi metodlar kullanilmaktadir (Kido vd., 2001; Conlon vd., 1979). Bu ¢alismada,
HDL’nin boyama yapilmadan da etidyum bromiir (2,7 diamino-10 etil-9 fenil fenantid-
rium bromiir) igeren jelde yiiriitiilmesi sonucunda 1g1ma verdigi tespit edilmistir. Vincent
ve Scherrer proteinlerin, etidyum bromiir ile etkilesimlerini kullanarak SDS-PAGE son-
rasi etidyum bromiir ile boyama yontemini gelistirmistir (Vincent ve Scherrer, 1979).
HDL’nin yapisinda proteinlerin bulunmasi onun agaroz jelde 151ma vermesine neden ol-

maktadir.

HDL’nin bu ozelliginiden faydalanarak, hazirlanan formiilasyonlarin yiizeyine
HDL’nin baglanip baglanmadi agaroz jel ile de belirlenmigtir. Bu galismanin yapilmasi-
mn ana amaci, daha 6nceden de belirtildigi gibi negatif yiizey yiikiine sahip HDL nin,
pozitif yiizey yiikiine sahip partikiillerden uygulanacak bir elektrik akimi sonucu ayrilip
ayrilmayacaginin belirlenmesidir. Burada beklenen, partikiil yiizeyine baglanmamis
HDL’nin elekrik akimu ile katota dogru siiriikklenmesidir. Bu ¢alisma igin hazirlanan for-
miilasyonlardan 220 puL alinmis ve 30 puL yiikleme tamponuyla karistirilarak jele yiiklen-
mistir. Formiilasyonlarin yam sira jele kontrol olarak serbest HDL ve K3 formiilasyony

da yiiklenerek akim uygulanmustir. Jel goriintiisii Sekil 5.7.’de verilmistir.

67



K3-H2 K3-H3 K3-H4

Sekil 5.7.: HDL, HDL bagh Formiilasyonlarin ve K3 Formiilasyonunun agaroz jel gorintiisii

Ede edilen jel goriintlistinde, HDL nin jel igerisinde siiriiklendigi katota dogru sii-
riiklendigi belirlenmistir. Formiilasyon yiiklii kuyucuklardan HDL nin siiriiklenmedigi
goriilmektedir. K3-H1, K3-H2, K3-H3 ve K3-H4 kuyucuklarinda aym miktarda formii-
lasyon olmasina ragmen azalan bir igimanin goriilmesi, formiilasyondaki HDL nin ora-
nina gore 1s1imayi arttirdigim isaret etmektedir. K3 formiilasyonunun uygulandigi kuyu-
cukta goriinen 151ma ise, daha once kitosanla yapilan ¢alismalarda oldugu gibi (Senel,
2012) kitosanin agaroz jelde 1s1ma verdigini gdstermektedir. Sonug olarak, bu ¢alisma-

dan elde edilen veriler HDL nin K3 formiilasyonuna baglandigim ispatlamaktadir.
5.6. Formiilasyonlara DNA/siRNA yiiklenmesi

Kitosan nanopartikiillerine genetik materyalin yiiklenmesi DNA’nin enkapsiilas-

yonu ve siRNA’nin adsorbsiyonu ile gergeklestirilmistir.
5.6.1. K3-H4 formiilasyonuna DNA enkapsiilasyonu

Kitosan nanopartikiillerine DNA enkapsiilasyonu daha 6nce farkli ekipler tarafin-
dan yapilan ¢alismalarla gergeklestirilmistir (Gaspar vd., 2010; Gan vd., 2005; Csaba,
Koping-Hoggard ve Alonso, 2009). Kiang vd., tarafindan yapilan ¢alismada kitosanin
deasetilasyon derecesinde degisiklikler yapilarak, kitosan nanopartikiillerine biiyiik
oranda DNA ekapsiilasyonu basarilmis ve kitosanin DNA taginmasi i¢in ok avantajli bir

tastyici sistem olabilecegi ispatlanmustir (Kiang vd., 2004).

K3-H4 Formiilasyonuna pDNA’nin enkapsiilasyonundan sonra formiilasyon K3-
H4-DNA olarak adlandirilmistir. Formiilasyona pDNA’nin enkapsiile edildiginin belir-
lenmesi i¢in, %1,5 agaroz jele 750 ng pDNA, 25 pug pDNA enkapsiile edilmis K3-H4-
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DNA formiilasyonundan 100 pL (750 ng pDNA igeren miktar) ve pDNA yiiklenmemis
K3-H4 formiilasyonundan 100 pL jele yiiklenmistir ve jel goriintiisti Sekil 5.8’de sunul-

mugtur.

Sekil 5.8.: DNA yiiklii K3-H4-DNA Formiilasyonunun agaroz jel goriintiisii

Elde edilen jel gériintiisiinde, K3-H4-DNA formiilasyonunun pDNA’y1 tamamen

en kapsiile ettigi belirlenmistir.

Kitosan ile enkapsiilasyon islemi i¢in formiilasyon hazirlanma sirasinda, uygulanan
karistirma hiz1 (400 rpm), karigtirma siiresi (30 dakika) ve ortam kosullarinin (ortamda
bulunan asetik asit) DNA’ya hasar vermesini belirlemek igin g¢iplak DNA aym kosula
maruz birakilarak, jele yiiklenmistir. Jel goriintiilenmesi sonucunda kontrol DNA ile ben-
zer olan bantlar goriilmiis (Sekil 5.9.) ve bu formiilasyon hazirlama kosullarinin genetik

materyale zarar vermedigini gdstermistir.
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Sekil 5.9.: Formiilasyon hazirlama kosullarinin DNA ya etkisi. 1. Kontrol DNA, 2. hizda su i¢cinde
karisima birakilmis DNA, 3. Asetik asit bulunan sulu ortamda karisima birakilmis DNA

5.6.2. Formiilasyonlara siRNA adsorbsiyonu

pDNA’nin  enkapsiilaysonunun  gergeklestirilebildigi  belirlendikten sonra
siRNA’nin enkapsiilasyonu ¢aligmasina gegilmek istenmigtir ancak, toplam formiilasyon
hacmi en az 3,25 mL oldugundan ve bunun i¢in kullanilmasi gerekli siRNA miktarinin
65 ug olmasi [transfeksiyon ¢alismasindaki miktar (200 ng/10 pL) baz alindiginda] ge-
rektigi hesaplanmistir. Ancak laboratuvarimizda yeterli siRNA bulunmadigindan adsorb-

siyon yontemine gecilmistir.

Enkapsiilasyon yonteminin yam sira, dogal poztif yiizey yiikiine sahip olmasindan
dolay1, kitosan nanopartikiillerine DNA/siRNA yiiklenmesi, adsorbsiyon yéntemi ile de
gergeklestirilmektedir (Mao, Sun ve Kissel, 2010). siRNA’nin hem K3 hem de K3-H4
nanopartikiillerine adsorbsiyonunu belirlemek amaciyla, 8pul, 10pl, 12ul, 15ul, 20ul for-
miilasyonlar ayr1 ayr1 mikrotiiplere alinmig ve her birine 200 ng siRNA eklenerek elekt-
rostatik etkilesme i¢in inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda jele yiiklenerek goriintiilen-
mistir. Kullanilan miktarlar Tablo 5.4’te ve analiz sonuglar1 da Sekil 5.10°da gériilmek-

tedir.

70



£ 3¢ 3¢ F€E 2c 3

Sekil 5.10.: siRNA adsorbe formiilasyonlarin agaroz jel goriintiisii

Tablo 5.4. Sekil 5.10. 'daki kuyucuklara yiiklenmis, siRNA 'nin ve siRNA adsorbsiyonu icin kullanilmis
olan K3, K3-H4 formiilasyonlarimn miktarlar.

Kuyucuklar siRNA(ng) K3 (uL) K3-H4(pL)
1 - 20 -
2 200 - -
3 200 8 -
4 200 10 -
5 200 12 -
6 200 15 -
7 200 20 -
8
9 200 - Z
10
11 - - 20
12 200 - -
13 200 - 8
14 200 - 10
15 200 - 12
16 200 - 15
17 200 - 20

Elde edilen goriintiide, siRNA adsorbe edilmi formiilasyolarin bulundugu kuyucuk-
larin altinda parlamalar belirlenmistir (Sekil 5.10.). Katas vd., tarafindan yapilan calis-
mada siRNA adsorbe edilmis kitosan formiilasyonlarinin agaroz jelde goriintiilenmesi so-
nucunda kitosan-siRNA yiiklenmis kuyucuklarin altinda parlamalar gézlemlenmistir ve

bunun kitosan nanopartikiillerine baglanmamis siRNA’dan kaynaklandig belirtilmistir
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(Katas ve Alpar, 2006). Bu ¢alisma da benzer 1s1malar gézlenmistir ancak, bu 1s1malarin,
Katas vd, tarafindan yapilan ¢alismadakinden farkl: olarak, kontrol i¢in kullanilan giplak
siRNA bandindan geride kaldigi, bu nedenle bu igimalarin partikiillere baglanmamis
siRNA’dan degil, dnce partikiiliin yiizeyine tutunmus olan fakat sonra uygulanan elektrik
akimindan dolay: partikiiliin yiizeyinden ayrilarak geriden siiriiklenen siRNA’dan kay-

nakli oldugunu gostermektedir (Biiyiikkéroglu vd., 2015).

Bu 6ngoriintin dogrulanmasi igin 20pL formiilasyona 200 ng siRNA adsorbe edil-
mis ve daha kisa siirede (30 dakika) ve daha diigiik voltajda (40 mV) elektrik akimi uy-

gulanarak jel ¢alismas: tekrarlanarak goriintiilenmistir (Sekil 5.11.).

K3 K3-H4 siRNA K3-siR K3-H4-siR

Sekil 5.11.: SIRNA adsorbe formiilasyonlarin agaroz jel goriintiisii

Bu galigma sonucunda jelde daha 6nceki ¢aligmadaki gibi kuyucuklarin altinda ayni
parlamalar gozlemlenmemistir. Sekil 5.10.’daki sonug, Sekil 5.9.’daki daha 6nce bahse-
dilen parlamalarin elektrik akimi sonucunda partikiil yiizeyinden ayrilarak siiriiklenen

siRNA’dan kaynaklandigi dogrulanmustir.

5.7. Serum kararhlik calismasi

Bir nanopartikiiliin tasidig1 genetik materyali niikleaz bozulumundan koruma yete-
negi, 6nemli bir 6zelliktir. Hiicrelerdeki maksimum aktivite igin, siRNA’nin niikleazlar
tarafindan sindirilmesine kars1 korunmasi gerekmektedir (Raja, Katas ve Wen, 2015). K3
ve K3-H4 formiilasyonlarina adsorbe edilmis siRNA’y1, serum varlifinda enzim aktivi-

tesine kars1 ne kadar siirede koruyabildigini saptamak igin, ¢iplak siRNA, siRNA-K3 ve
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siRNA-K3-H4 formiilasyonlan farkl: siirelerde (1, 6, 12, 24 ve 48 saat) serum igeren or-

tamda bekletilmis ve agaroz jelde yiiriitiiliilerek goriintiilenmisgtir (Sekil 5.12).

Sekil 5.12.: Formiilasyonlarin serum kararlilik ¢alismasinin agaroz jel goriintiisii

Daha &nce siRNA ve siRNA yiiklii kitosan nanopartikiilleriyle yapilan serum kararli-
lik ¢caligmalarinda ¢iplak siRNA’nin serumda 48 saatte tamamen pargalandig fakat kito-
san nanopartikiillerinin siRNA’y1 korudugu gézlemlenmistir (Katas ve Alpar, 2006; Mao,
Sun ve Kissel, 2010). Bu ¢alisma kapsaminda da, daha 6nce yapilan galigmalardaki gibi
48 saatlik siire sonunda ¢iplak siRNA’nin tamamen pargalandigi gézlenmistir. Buna kar-
silik, K3 ve K3-H4 formiilasyonlarinin siRNA’y1 48 saat boyunca enzim degredasyonuna

karsi korudugu belirlenmigtir.

Jel goriintiisiinde n-siR, n-K3 ve n-K3-H4 (sirasiyla serumda bekletilmemis, ¢iplak
siRNA, K3 ve K3-H4 formiilasyonlaridir) olarak isimlendirilen kuyucuklar1 haricindeki
tim kuyucuklarin alt kisminda siRNA bandimin yukarisinda bantlar gézlemlenmistir. Bu
bantlarin serum igerisinde bulunan bilesenlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis bu ne-
denle formiilasyonlarla aym siirelerde (1, 6, 12, 24 ve 48 saat) ve kosularda bekletilen

serum ortami agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir (Sekil 5.13).

Sekil 5.13.: Formiilasyonlarin serum kararlilik ¢alismasinin agaroz jel goriintiisii

73



Serum ortaminin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda da Sekil 5.12°de gériilen
bantlar elde edilmistir. Bu sonug, bu bantlarin siRNA ya da formiilasyon kaynakli degil

serumdan kaynakli oldugunu isaret etmektedir.

5.8. Formiilasyonlarin Sitotoksisitesi

Sitotoksite ¢alismalarinda formiilasyonlarin hiicreler iizerinde olan etkisini belirle-
mek i¢in MTT testi kullamlmustir. Sitotoksisite galigmalari, partikiil boyutu, zeta potan-
siyel degerleri ve genetik materyal baglama yetisi degerlendirilmis ve uygun bulunmus
K3 ve K3H4 formiilasyonlar ile gergeklestirilmistir. Sitotoksite ¢alismasinda hiicrelere

uygulanan formiilasyonlarin dozlari1 Tablo 5.5.’de sunulmustur.

Tablo 5.5. Sitotoksisite testi igin kullanilan K3 ve K3H4 formiilasyonlarimn miktar:

Formiilasyon Besiyeri (pL) Kitosan Konsantrasyonu
(uL) (pg/mL)
8 92 169.6
10 90 2120
12 88 2544
15 85 318.0
20 80 4240

Yapilan bazi ¢alismalarda kitosanin non-toksik 6zellikli bir polisakkarit oldugu be-
lirtilmektedir (Jain vd 2016; Csaba, K6ping-Hoggérd ve Alonso, 2009). Bunlarin yan:
sira kanserli hiicreler ile yapilan bazi ¢aligmalar sonucunda kitosan nanopartikiillerinin
farkl kanser hiicreleri iizerinde belli konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigi de be-
lirlenmistir. Bu 6zelliginden dolayi kitosan nanopartikiillerinin kanser tedavisi i¢in kul-
lamilmasi 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Qi vd., tarafindan yapilan ¢alismada karaciger
kanseri hiicre hattinda (BEL7402), kitosan nanopartikiillerinin hiicre biiyiime ve plorife-
rasyonunu durdurarak sitotoksik etki gosterdigi, ancak, saglikli karaciger hiicrelerinde bu
etkisinin az oldugu belirlenmistir (Qi vd., 2005). Kitosan nanopartikiillerinin HepG2 ka-
racifer kanseri hiicre hattina uygulanmasi sonucunda belli bir konsantrasyonda
(239pg/mL) hiicrelerde sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir (Loutfy, 2016). Bu ¢alis-
mada K3 ve K3H4 formiilasyonlarinin hiicrelere uygulanmasi sonucunda hiicrelerde belli
bir araliktaki konsantrasyonlarda ciddi sitotoksik etki gézlemlenmese de bir noktadan

sonra konsantrasyondaki artisa bagh sitotoksik etkinin arttign goriilmiistiir (Sekil 5.14-
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5.21). Bu agidan ¢alismamizin sonucu daha 6nce belirtilen ¢alismalarin sonuglariyla

uyumluluk goéstermektedir.
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Sekil 5.14.: K3 formiilasyonu 'nun HepG2 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.15.: K3 formiilasvonu 'nun HepG?2 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.16.: K3 formiilasyonu 'nun L929 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.17.: K3 formiilasyonu 'nun L929 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.18.: K3-H4 formiilasyonu’nun HepG?2 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.19.: K3-H4 formiilasyonu'nun HepG?2 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)

77



24 saat

140

100

60 @929
40

20

% Canhhk
3

8uL 10pL  12pl 15pL 20pL
Konsantrasyon

Sekil 5.20.: K3-H4 formiilasyonu’nun L929 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.21.: K3-H4 formiilasyonu’nun L929 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)

Elde edilen sonuglara ait grafiklerden de goriildiigii tizere K3 ve K3-H4 formiilas-
yonlarimn belirlenen konsantrasyonlarda, HepG2 ve L929 hiicreleri iizerinde toksik et-

kisi bulunmamaktadir.

siRNA yiiklenmis K3 ve K3-H4 formiilasyonlarinin (K3-siRNA ve K3-H4-siRNA)
her iki hiicre hatt: lizerindeki 24 ve 48 saatlik sitotoksisite sonuglari Sekil 5.22-5.29°da

sunulmustur.
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Sekil 5.22.: K3-siRNA formiilasyonu 'nun HepG?2 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.23.: K3-5siRNA formiilasyonu'nun HepG2 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.24.: K3-siRNA formiilasyonu 'nun L929 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.25.: K3-5iRNA formiilasyonu 'nun L929 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.26.: K3-H4-siRNA formiilasyonu 'nun HepG?2 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.27.: K3-H4-siRNA formiilasyonu’nun HepG?2 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.28.: K3-H4-siRNA formiilasyonu’nun L929 hiicre hattinda 24. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.29.: K3-H4-5iRNA formiilasyonu 'nun L929 hiicre hattinda 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)

siRNA yiiklenmis K3-siRNA ve K3-H4-siRNA formiillerinin hem HepG2 hem de
L929 hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin 48 saatte 24 saattekine kiyasla daha yiiksek
oldugu goriilmistiir. Bu formiilasyonlarin HepG2 ve 1.929 hiicrelerindeki sitotoksik etki-
lerini kiyaslandiginda, 1929 hiicrelerindeki hiicre 6liimiiniin daha fazla oranda gergekles-
tigi goriilmektedir. L929 hiicrelerine kiyasla HepG2 hiicrelerindeki hiicre canhiliginin
yiiksek olmasinin nedeni HepG2 hiicrelerinin L929 gibi tek tabaka halinde degil de iist-
liste lireme gostermesine baglanmistir. Bu iireyis tarzi nedeniyle hiicrelerin zemine tutu-
namamasi, MTT islemi sirasinda geri alinan besiyeri ile hiicrelerin (6lii ya da koloni ha-
linde yasayan) geri ¢ekilmesine dolayisiyla ortamdan formazam kristallestirmis hiicrele-
rin taginmasina baglanmistir. Ayrica, 96 kuyucuk igerisinde besiyerinin sirkiilasyonu séz

konusu olmadigindan koloni halinde ve besiyeri i¢inde asili halde bulunan hiicrelerin ig
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ortamdaki hiicrelerine formiilasyonun niifus etmemesi de bu etkiyi gostermis olabilir dii-
siincesi hakim olmustur. 1929 hiicrelerinin tek tabaka (monolayer) halinde iiremesi for-
miilasyonlarin tiim hiicrelere ulasabilmesine ve boylece daha etkin hiicre 6liimiiniin ger-
¢eklesmesine neden olmaktadir. Formiilasyon yiizeyindeki HDL iginde var olan Apo Al
proteininin saglikl hiicre yiizeyinde de SRB1 reseptériiniin ve elbetteki Bcl-2 geninin de
bulunmasi (kanser hiicre yiizeyine oranla daha az miktarda), formiilasyonlarimizin bu
hiicrelere de baglanmsini ve siRNA’nin bu hiicreler iizerinde etki gosterdigi gériisiiniiniin
olusumuna neden olusturmustur. Bu degerlendirme sadece hiicre kiiltiirii sonuglarina gére
yapilmamustir. Bu ¢ikarim transfeksiyon ¢aligmasi sonucunda elde edilen goriintiiler ile

de desteklenmektedir (Boliim 5.9.).

Sonug olarak hem HepG2 hem de 1.929 hiicre hattinda siRNA yiiklii formiillerin,
bos formiilasyonlara ve ¢iplak siRNA’ya kiyasla daha toksik olduklari, her iki hiicre hat-

tinda da 48 saatteki sitotoksisitesinin daha etkin oldugu goézlemlenmistir.
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Sekil 5.30.: Formiilasyonlar'in HepG?2 hiicrelerinde 48. saatteki sitotoksitesi (n=3)
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Sekil 5.31.: Formiilasyonlar'tin L929 hiicrelerinde 48. saatteki sitosoksisitesi (n=3)

Kullamilan her iki hiicre hattinda da SRB1 reseptériiniin bulunmasi (kanser hiicre-
lerinde daha fazla) fakat HepG2 hiicrelerine kiyasla L929 un tek tabaka halinde yiizeye
yapisik halde iiremesini géz 6niinde bulundurarak, MTT yéntemine gore, formiilasyon-
larimizin genel etkinliginin L.929 hiicre hattindaki etkinliginden yola ¢ikarak degerlen-
dirlmesinin daha anlamh olacagini diigiinmekteyiz. Bu baglamda L929 hiicrelerinde, yii-
zeyine HDL baglanmis siRNA-K3-H4’iin siRNA-K3’e kiyasla daha etkin hiicre 6liimiine
neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.30.; Sekil 5.31.).

5.9. Formiilasyonlarin Transfeksiyonu

Transfeksiyon, DNA, RNA veya oligoniikleotitler gibi eksojen niikleik asitleri hiic-
relere aktarma iglemidir (http-5). Bu niikleik asitlerin hiicrelere aktarilmasi igin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler kullamlmaktadir. Kimyasal yontem, genetik materyalle-
rin hiicrelere tasinmasi igin farkli tagiyici sistemlerin gelistirilmesini icermektedir. Genel
olarak bu yontem, genetik materyalle tasiyici sistemlerin elektrosatik etkilesiminden ya-
rarlanarak, genetik materyali hiicrelere taginmasina dayanmaktadir (Kim ve Eberwine,
2010). Bu amag igin polimer ve lipid bazli tasiyici sistemler ¢ok yaygin olarak kullanil-
maktadir (Nguyen ve Szoka, 2012).

Bir polimerik tagtyici sistem olan kitosan nanopartikiilleriyle yapilan ¢alismalarda
kitosan nanopartikiillerinin etkin bir hiicresel alimi gézlemlenmistir (Loh vd., 2010;
Loutfy, 2016). Kitosan nanopartikiillerinin etkin hiicresel alim:1 bu nanopartikiillerin

hiicre igine genetik materyal tasinmasinda etkili bir ara¢ olabilecegini gostermektedir.
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Farkli ekipler tarafindan kitosan nanopartikiillerinin genetik materyal tasinmasinda kul-
lanimi hiicrelere verimli bir genetik materyal transferiyle sonuglanmistir (Jayakumar vd.,
2010; Ozbas-Turan ve Akbuga). Farid vd, tarafindan kitosan nanopartikiillerinin kullani-
miyla, HepG2 insan karaciger kanseri hiicrelerine siRNA aktarimi saglanmistir (Farid
vd., 2014). Bu ¢aligmada, transfeksiyon islemi igin hiicre igerisine genetik materyalin ak-
tarildiginin belirlenebilmesi amaciyla sitotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan siRNA ye-
rine FITC-siRNA kullanmilmistir. FITC-siRNA K3 ve K3-H4 formiilasyonlarina adsorbe
edilmis ve kuyu bagina 200 ng olacak sekilde hem HepG2 hem de 1.929 hiicrelerine uy-
gulanmustir ve kuyucuk igerisinde farkl iki alan segilerek elde edilen floresan mikros-

kobu ile beyaz g1k goriintiileri kargilagtirmali olarak sunulmustur (Sekil 5.32-Sekil 5.35.).

Sekil 5.32.: K3-siRNA forniilasyonu 'nun HepG2 hiicre hattinda transfeksivon goriintiileri
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Sekil 5.33.: K3-siRNA formiilasyonu 'nun L929 hiicre hattinda transfeksivon gériintileri
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Sekil 5.34.: K3-H4-siRNA formiilasyonu 'nun HepG?2 hiicre hattinda transfeksiyon gériintiileri

87



A

—

Sekil 5.35.: K3-H4-siRNA formiilasyonu’nun L929 hiicre hattinda transfeksivon goriintiileri

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, her iki hiicre hattinda her iki formiilas-
yonun tranfeksiyon isleminde oldukga basarili oldugu belirlenmistir.

Transfeksiyon oran1 HepG2 hiicrelerinin koloni halinde ii¢ boyutlu iiremeleri nede-
niyle hesaplanamamistir. Bu nedenle elde edilen goriintiiler lizerinden tartisma yapilmis-
tir. Sekil 5.31 ve Sekil 5.34°de HepG2 hiicrelerinin topaklanmus sekilde biiyiidiikleri agik
olarak goriilmektedir. Transfekte olmus hiicrelerin ¢ogunlukta oldugu, verdigi 1simalarin
yogunluguna gore degerlendirilmistir. Buna gore, K3 ve K3-H4 formiilasyonlarinin
HepG2 hiicreleri tarafindan 1929 hiicrelere oranla gok daha fazla oranda alindig1 ve

HepG2 hiicreleri tizerinde gok daha fazla etkili oldugu diisiiniilmektedir. K3 ve K3-H4

88



formiilasyonlarin etkinligi karsilastirildiginda ise K3-H4 formiilasyonunun transfeksiyon
ustinligt Sekil 5.31 ve Sekil 5.33"de agikga goriilmektedir. Bu da HDL nin, beklenildigi
gibi, genetik materyal tagiyan nanopartikiiliin hiicresel alm oramini arttirdigini yani he-

deflemenin gergeklestirildini ispatlamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda, diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli kitosanlar kullanilarak iyo-
nik jelasyon yontemiyle genetik materyal tagiyici sitemlerin gelistirilmesi, bu sistemlerin
ylizeyinin Apo A1 proteinini igeren HDL ile modifiye edilerek., hiicre yiizeyinde ¢ok sa-
yida SRBI1 reseptorii bulunduran kanser hiicrelerine hedefli bir sistemin gelistirilmesi

amaglanmugtir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasi igin, 6n ¢alismalarda yiiksek molekiil agirlikl: kito-
san kullanilmistir ancak bu partikiiler sistemin partikiil boyutu mikron ve zeta patansiyeli
diigiik bulunmustur. Bu nedenle nano boyutlarda ve hem kararlilik hem de genetik mater-
yal tagima i¢in optimal yiizey yiikiine sahip oldugu belirlenen diisiik molekiil agirlikl

kitosan ile hazirlanmig K3 formiilasyonu ideal tagiyici sistem olarak belirlenmistir.

Goniillilerden alinan kanlardan HDL nin izolasyonu saglanmug, saflig1 arastiriimis-
tir ve Apo Al proteinini igerdigi ispatlanmistir. K3 formiilasyonunun yiizeyine baglacak
uygun HDL miktari belirlenmis ve K3-H4 olarak adlandirilan yiizeyi HDL ile modifiye
edilmig K3 formiilasyonunun genetik materyal tagima ve hiicresel etkinlikleri arastiril-

mistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, K3 ve K3-H4 formiilasyonlarinin hiicre-
sel alim i¢in uygun fizikokimyasal 6zelliklere ve genetik materyali baglama yetisine sahip
oldugu, sitotoksik zellik gostermedigi, genetik mateyali hiicrelere basar ile aktardig: ve
karaciger kanseri hiicrelerine SRB1 reseptdriine afinitesi nedeniyle aktif hedeflendirile-
bildigi tespit edilmistir.

Hazirlanan bu sistemin hiicresel etkinliklerinin daha ileri yontemlerle belirlenmesi-
nin ardindan in vivo etkinliginin arastirilmasi planlanmaktadir. Ayrica, karaciger kanser
hiicrelerine hedeflendirilmesi saglanmis bu sistemin farkli etkin maddeler yiiklenerek et-

kinliginin arastirilmasi da gelecekteki arastirma planmarimiz dahilindedir.
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ESKISEHIR OSMANGAZIi UNIVERSITESI

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU BASKANLIGI

KARAR FORMU
Bagvuru Tarihi: Calismanin Baghg:
15.12.2017 “Gen Tasiyict Sistem Olarak HDL (yitksek-yogunluk lipoprotein) Mikro-ve
Nanopartkiillerinin Hazirlanmast”'
Cahgmacilar:
Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim
Dali - Yrd.Dog.Dr.Giilay BUYUKKOROGLU (Yitksek Lisans Tez Damgmani),
Yiiksek Lisans Ogr. Rasim MASIMOV (Yiiksek Lisans Tez Sahibi)
Cahismanin
degerlendirildigi :
ilk toplant: tarihi; | 0™V
l. Acibadem Hastanesinde alinacak ve Anadolu Universitesi Farmasotik
09.01.2018 Biyoteknoloji Laboratuvarina getirilecek kanlar ile iliskili olarak
Biyolojik Materyal Transfer Formunun doldurulmasi gerekmektedir.
Cahsmacilardan

gelen diizeltme metni
tarihi:

06.02.2018

Yrd.Dog.Dr.Giilay BUYUKKOROGLU nun yazisi

12.12.2017 Tarihinde tarafimza yapmus oldugumuz Girigimsel Olmayan
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu onayi igin bagvurumuza cevaben vermis
oldugunuz 805587221/G-33 sayih yazimz gerepi, Gen Tastyict Sistem Olarak
HDL (yiiksek-yogunluk lipoprotein) ve Nanopartkiillerinin Hazirlanmasi isimli
projedeki degisiklikler asagida belirtilmistir.

Basvurumuzda belirtilen Gonillilerden alinacak kan &meklerinin,
Acibadem Hastanesinde ahnacafin ve Anadolu Universitesi Farmasotik
Biyoteknoloji ABD laboratuvarma taginacag bildirilmistir. Acibadem Hastanesi
yoneticileri ile daha sonra yapilan goriigmeler sonucunda, kan &rneklerinin
Anadolu Universitesi Farmasdtik  Biyoteknoloji ABD laboratuvarinda
Hemgirelik Hizmeti ile alinmasinin Hastane igin daha uygun olacag karan
verildigi bildirilmistir. Bu nedenle 29.01.2018 tarihinde almis oldugunuz
805587221/G-33 sayih goriis igin gerekli olan Biyolojik Materyal Transfer
Formu gerekliligi kalmadigindan, sunmus oldugumuz projeye ait ‘BASVURU
FORMLARY’, ‘BILGILENDIRILMI$ GONULLU OLUR FORMU’ ve ‘ILAC
DISI KLINIK ARASTIRMALARI BASVURU FORMU (Uzmanlik Tezleri veya
Akademik Amagh Yapilacak)’ Laboratuvarimizda Hemsirelik Hizmeti alinarak
yiiriitiilecek sekilde diizenlenmistir.

Eskigehir Acibadem Hastanesi'nin Hemsirelik Hizmeti vereceini taahhiit
eden ve asafidaki metni igeren onaylanmig yazisi ekte sunulmustur.

1. Anadolu Universitesi Proje Biriminin ad gegen Projeyi onayladiktan ve
biit¢esini alimlara agmasinda sonra, proje kapsaminda kullanilmak iizere
goniillilerden kan alimmnin saglanmasi igin Hastanemiz Biinyesinde
Gorev yapan Hemsireler ile Anadolu Universitesi Eczacihk Fakiiltesi
Farmasttik Biyoteknoloji ABD laboratuvannda belirlenen ve proje
biitgesinde yer alan iicret kargihginda Hemgsirelik Hizmeti verilecektir.
Caliymanin ilk adiminda, 2 saat igerisinde 15 goniilliden (her bir
goniilliden 10 mL olmak kaydiyla) kan alinacaktir. Alinan kanlar Proje




Yiiritiictisti Farmasotik Biyoteknoloji ABD Ogretim tiyesi Yard.Dog.Dr.
Giilay Bilyiikkoroglu'na aym laboratuvar iginde teslim edilecektir.

2. llk asamada toplanan kanlarm izolasyon c¢alismalan sonucunda elde
edilecek HDL oranmna bagh olarak, Hemgirelik Hizmeti daha sonraki
asamalarda talebe bagh olarak, etik kurul onayinda belirtilen géniillii
sayisina (70-100 goniillil) simirlan dahilinde kalacak sekilde devam
ettirilecektir.

Projemiz kapsaminda ihtiyag duyulan Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu onayinin bu diizeltme goz éniinde bulundurularak
degerlendirilmesi i¢in geregini arz ederim.

Ekler:
1- Eskigehir Acibadem Hastanesi Hemgirelik Hizmeti hakkindaki yazsi
2- 29.01.2018 Tarihli ve 805587221/G-33 sayih yazimzin kopyast
3- Diizenlenmig Bagvuru Formlan
4- Diizenlenmis Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
5- Diizenlenmis ilag Digt Klinik Aragtirmalant Basvuru Formu
(Uzmanlik Tezleri veya Akademik Amagh Yapilacak)

Cahsmanin
degerlendirildigi
ikinci toplanti tarihi:

Sonug:
1. Goniillit Haklarina uyum zorunludur.

2. Qalismada kullamlacak kan omekleri Anadolu Universitesi Farmasotik

05.02.2018 Biyoteknoloji Anabilim Dali laboratuarinda alinacak ve aym laboratuarda
caligilacaf Ggrenildiginden Biyolojik Materyal Transfer Formuna ihtiyag
kalmamstir.

3. Yukanda agiklanan degisikligi de kapsayacak sekilde bagvuru formlan
glincellenmigtir.

4. Bilgi gizliliginin saglanmasi gereken en o6nemli durumlardan biri
goriigmeler esnasindaki gizliliktir.

5. Goniillintin saghigma ve diger kigilik haklarina zarar verilmemesi igin
gereken biitiin tedbirler alinmalidir.

6. Aragtirmacilar lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu (2015), Diinya Tip
Birligi Helsinki Bildirgesi (2013)'ni imzalamis bu imza ile sorumlulugu
kabul ettiklerini beyan etmislerdir.

7. Araghrmacilarin - yetkin ve bu arashrma icin yeterli olduklan
anlasilmaktadir,

Tarihi: Anadolu Universitesi Ecz;icﬂlk Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim
Karar Tarihi: Dali Yrd.Dog.Dr.Giilay BUYUKKOROGLU (Yiksek Lisans Tez Damsmani)
06.02.2018 sorumlulugunda yiiriitillen “Gen Tagstyict Sistem Olarak HDL (yiiksek-yogunluk

e lipoprotein) Mikro-ve Nanopartkillerinin Hazirlanmast” baslikli ¢alismanin

Karar No: 29 yapilmasinn etik agidan uygun olduBuna oy birligiyle karar verilmistir.

Arastirmacilara bagarilar dileriz.
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EK 2.: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BiLGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Aragtirmamn adi: Gen Tasiyici Sistem Olarak HDL (yiiksek-yogunluk lipoprotein) Mikro-ve
Nanopartkiillerinin Hazirlanmas:

Aragrmanin Amaci: Bu calisma, Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, leri
Teknolojiler Anabilim Dali, Nanoteknoloji Bilim Dali'nda egitimini devam ettiren Eczac
RASIM MASIMOVun Yiiksek Lisans projesi igin kullanilacaktir.

Bu proje kapsaminda, tarafimzdan alinacak yaklagik 10 mL kan, kamniz igeriginde bulunan
HDL ve ApoA-I proteininin eldesi igin kullamlacakur. Bu iiriinler, diger goniilliilerden elde
edilenlerle birlikte toplanacak ve &@rencinin tezi igin gen tagiyici sistemlerin formiilasyonunda
kullamlacakur. Bu formiilasyonlar sadece aragtirma igin kullamilacak olup Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Laboratuvarinda hazirlanacakur.

HDL insan kaninda bulunan dogal bir yagl maddedir. ApoA-I proteini bu HDL ile birlesme ve
karaciger tarafindan emilimi arttirma ozelligindedir. Kanimzdan elde edilen bu iki {iriinle
hazirlanacak formiilasyonlar, karaciger kanser hiicrelerini 6liime gétiirecek bir geni tasiyacak
sekilde hazrlanacaktir. Sonrasinda, laboratuvar ortaminda bu formiilasyonlarin karaciger
kanser hiicreleri tizerindeki etkileri arastinlacaktur.

* Bu¢ahsmaya katilmimz goniilliiliik esasina dayanmaktadur.

e Cahsmamn amaci dogrultusunda, sizden sadece 10 ml. kadar kan alinacakur.
Viicudunuza herhangi bir maddenin enjeksiyonu séz konusu degildir ve yukarida
bahsedilen laboratuvar ¢aligmalarina dahil edilmeyeceksiniz.

» Kan alma isleminiz, Eskigehir’de bulunan bir hastanenin Kan Alma Servisi'nde ve
uzman kigiler tarafindan yapilacaktir. Calismaya bagl olarak maruz kalacaginiz
herhangi bir risk ya da rahatsizlik yoktur. Olusabilecek muhtemel risk ve rahatsizliklar,
sadecc hastanede kan alma sirasinda karsilagabileceginiz durumlan kapsamaktadir.

e (Caligma siireclerinde size rahatsizlik verebilecek herhangi bir soru/talep olmayacakur.
Yine de katilimimz sirasinda herhangi bir sebepten rahatsizlik hissederseniz kan verme
isleminden istediginiz zamanda vazgegebilirsiniz.

e Kammz alindiktan hemen sonra aynstirma islemine tabi tutulup diger géniilliilerin
aynigtirma iiriinleri ile birlegtirileceginden, kanimz alindiktan sonra ¢aliymanin diginda
kalma talebiniz gegerli olmayacakur.

Goniillii katthm formunu okumak ve degerlendirmek iizere ayirdifiniz zaman igin tesekkir
ederim.

Calsma hakkindaki sorulanmzi, Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasatik
Biyoteknoloji ABD Ogretim Uyesi Yard.Dog.Dr. Giilay Biiyiikkdroglu'na 0 222 335 05

Bu ¢ahymaya tamamen kendi nzamla, istediim takdirde ¢alismadan ayrilabilecegimi
bilerek verdigim bilgilerin bilimsel amaglarla kullamilmasimi kabul ediyorum.
(Liitfen bu formu doldurup imzaladiktan sonra veri toplayan kigive veriniz.)

Ganiilliiye Ait Bilgiler

[sim Soyad Tarih imza Telefon

Arastirmaci: Yard.Dog.Dr. Giilay Biiyiikkoroglu imza:
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