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ONSOZ
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siRNA TASIYICI SiISTEM GELIiSTiRME VE DEGERLENDIRME
CALISMALARI

OZET

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, Kitle veya tiimor olusumu ile karakterize olan kanser
giiniimiiziin en Onemli saglik sorunlarindan birisidir. Kontrolsiiz gerceklesen
¢ogalma, DNA’da meydana gelen mutasyonlar sonucu (onkojen aktivasyonu,
timor siipresor gen inaktivasyonu, vb) hiicre apoptozunun gerceklesememesi ile
ortaya ¢cikmaktadir.

Memeli hiicrelerinde 2001°de Tuschl ve ark. tarafindan ilk kez kesfedilen SIRNA,
bugiine kadar kanser tedavisinde, anjiyojenezin inhibe edilmesinde, c¢esitli
onkojenlerin inhibisyonu ve hiicre-i¢i sinyal iletim sistem genlerinin inhibisyonu
ile timor gelisiminin durdurulmasi ve apoptozun indiiklenmesinde, radyo veya
kemo hassasliginin arttirilmasi ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasindada farkli lipidik ve polimerik sistemlerin siRNA teknolojisi
icin kullanilmast hedeflenmistir. Lipidik yapidaki sistemler i¢in ‘Kati Lipit
Nanopartikiiller’ (KLN), polimerik yapi icin ise yeni gelistirilmis ve yine ¢ok
fazla galisiilmamis suda ¢oziinebilen Kitosan polimerleri kullanilmistir. Genetik
materyal olarak Bcl-2 siRNA’s1 se¢ilmistir.

KLN hazirlanmasinda gesitli yontemler kullanilmis (sonikasyon ve yiiksek hizda
karistirma ile basit emiilsiyon) ve zeta potansiyel, pargacik biyiikligii, siRNA
baglayabilme o&zelllikleri agisindan degerlendirilmistir. Bu 6zellikler agisindan en
uygun olduguna karar verilen sonikasyon ile ve yiiksek hizda karistirma ile
hazirlanan birer formiilasyon tranfeksiyon ¢alismalari igin kullanilmistir.. Kitosan
caligmasinda ise polimerik formiilasyon hazirlamak i¢in farkli molekiiler agirliga
sahip kitosanlar kullanilmistir. Bu formiilasyonlarda da karakterizasyon
caligmalar1 yapildiktan sonra siRNA baglama ve sitotoksisite agisindan
degerlendirildiginde en fazla 10 kDa molekiiler agirlikli kitosanin (K4)
transfeksiyon i¢in uygun oldugu saptanmistir.

A549 ve MCF-7 hiicrelerinde yapilan transfeksiyon ¢aligmalar1 sonucunda
sonikasyon ile  hazirlanan  formiilasyon  kontrol olarak  kullanilan
Lipofektamin®2000’e yakin transfeksiyon etkinligi gdsterirken, Kitosan
formiilasyonu (K4) c¢ok fazla etkinlik gosterememistir. Transfeksiyon etkinliginin
analizi i¢in yapilan Western Blot ¢alismasinda 72. saatte Lipofektamin’in Bcl-2
proteini  basklilayabildigi  tespit edilirken sonikasyon ile hazirlanan
formiilasyonun kitosan ile hazirlanan formiilasyona gore daha ¢ok baskilama
ozelligi gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler Katyonik kat1 lipitler, Kitosan, sSiRNA, Transfeksiyon,
Bcl-2



DEVELOPING and EVALUATING STUDIES on siRNA DELIVERY
SYSTEMS

ABSTRACT

Cancer, which is one of today's most important health problem, lead to the
formation of mass or tumor which is characterized by uncontrolled cell
proliferation. Uncontrolled proliferation was the result of unrealized apoptosis
due to mutations in DNA (activation of oncogene, inactivation of tumor supressor
genes etc.).

SiRNA was first discovered in mammalian cells by Tuschl et al. in 2001. And
since than it is being used for the treatment of many cancer cases for the both
inhibition of angiogenesis and various oncogenes and intracellular signal
transduction system genes to stop tumor growth and induction of apoptosis and
also increasement of the sensitivity of the radio or chemotherapy.

In this study, we aimed to use of different lipidic and polymeric systems for this
technology. We formulated “Solid Lipid Nanoparticles” (SLN) and water soluble
chitosan polymers which are newly developed and not much studied on as
lipidik and polymeric structure respectively Bcl-2 siRNA was choosen as the
genetic material.

A variety of methods (sonication, simple emulsion with high speed mixing) were
used for the preparation of SLN and were evaluated for the zeta potential, particle
size, cytotoxicity, sSiRNA binding ability. S5 was the best formulation that was
prepared with sonication and also G2 was the best formulation thar was prepared
with high speed stirring in terms of the all features and was selected as the most
appropriate formulation for transfection studies. In chitosan studies, for the
preparation different molecular-weight water soluble chitosans were used the
polymeric formulations. And also they were evaluated for characterisation,
cytotoxicity, efficacy of siRNA binding. When the results were evaluated, The 10
kDa molecular weight Kitosan (K4) was the best candidate for further transfection
studies.

As the results of the transfection stdies, When the S5 formulations have showed
closer transfection actvitiy compared to Lipofectamin®2000 which was used as a
control, K4 showed not much activity in A549 and MCF-7 cells. In the Westen
blot sudies which is made for the analysis of the effectiveness of transfection,
especially in the 72th hours, the inhibition of Bcl-2 protein was observed with S5
formulations according to K4.

Key Words Cationic solid lipid particles, Chitosan, sSiRNA, Transfection,
Bcl-2
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g/g oktadesilamin i¢eren Gelucire® 50/13’iin % 4°lik
kat1 lipit nanoparcacik formiilasyonu

: Yiiksek hizda karistirma ile hazirlanan ve % 0,5
g/g oktadesilamin i¢eren Gelucire® 50/13iin % 4’lik
kat1 lipit nanopargacik formiilasyonu
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. Yiiksek hizda karistirma ile hazirlanan ve % 0,0125
0/g kktadesilamin igeren Precirol® ATO5’in % 4’liik
kat1 lipit nanoparcacik formiilasyonu

. Yiiksek hizda karistirma ile hazirlanan ve % 0,125
g/g oktadesilamin iceren Precirol® ATO5’in % 4’lik
kat1 lipit nanoparcacik formiilasyonu

. Yiiksek hizda karistirma ile hazirlanan ve % 0,25
g/g oktadesilamin iceren Precirol® ATO5’in % 4’liik
kat1 lipit nanopargacik formiilasyonu

: Yiksek hizda karistirma ile hazirlanan ve % 0,5
g/g oktadesilamin igeren Precirol® ATO5’in % 4’litk
kat1 lipit nanoparcacik formiilasyonu

. Yiiksek hizda karistirma ile hazirlanan ve % 0,5
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nanoparcacik formiilasyonu

3K-5K molekiiler agirlikli polimerik Kitosan
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GIRIS
Son yillardaki molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler nedeniyle genetik ve

infeksiyon hastaliklar1 ile kanserin tedavisi ve Onlenmesinde gen tedavisi
calismalar1 umut vaadetmektedir (Stephens, 2003).

Guniimiize kadar olan siiregte kanser ve viral hastaliklarin tedavisinde kullanilan
geleneksel ilag kullanimi artik yerini gen terapiye birakmaktadir. Bu tedavi sekli
onarilmis genlerin hastaya verilmesini veya hasta genlerin onarilmasini
amaglamaktadir. Bu amagla, molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarindaki
caligmalarin gelistirdigi pek ¢ok teknoloji kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
‘Antisens Teknolojisi’ olarak adlandirilan teknoloji son yillarda 6ne ¢ikmustir.

Antisens teknolojisi, insan, hayvan ve bitkilerdeki hastaliklarin kesfi ve daha
spesifik tedavisinin yaninda fonksiyonel genomik ¢aligmalar i¢in oldukga
donanimli bir tekniktir. Bu yoOntemde transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasi s6z konusudur. Antisens RNA molekiilleri veya diger bir deyisle
RNAi (RNA interferans) gen susturma islemini ¢ift iplik¢ikli RNA'nin
cekirdekten sitoplazmaya gegmesinin ardindan homologu olan mesajc1 RNA'ya
baglanip yikilmasina neden olarak gergeklestirmektedir. Boylece olusacak
proteinin {iretilmesi yani transkripsiyon ve translasyonun engellenmesi
saglanmaktadir. Bu teknolojide yaklasik 21-23 niikleotit uzunlugundaki SiRNA
(small interference RNA; kiiciik susturucu RNA) biiyiik rol oynamaktadir. siRNA,
infeksiyon, solunum, néral, otoimmiin ve kanser gibi genetik kokeni olan
hastaliklarin olusumunda etkin olan proteinlerin {iretimini durdurmak igin
cekirdek ve protein iiretim bolgeleri arasinda genetik bilginin iletimini bloke
etmektedir (Zhang ve ark., 2007).

Antisens teknolojisinde kullanilan siRNA’lar, sentetik olarak, plazmitlere
klonlanarak hiicrelere aktarimi ile veya viriisler icerisinde iiretilebilmektedir
(Takabatake ve ark., 2007). Bunlarin disinda kimyasal olarak modifiye siRNA’lar
da son yillarda ¢okga kullanilmaktadir (Gary ve ark., 2007).

SIRNA memeli hiicrelerine c¢esitli uygulama yontemleri ile verilmistir;
elektroporasyon, ¢ekirdek veya sitoplazmaya enjeksiyon yontemiyle hiicrelere tek
bagina siRNA (Li ve ark., 2006) veya siRNA iireten plazmit ve virisler ile
gonderilebilmistir (Takabatake ve ark., 2007).

Giliniimiizde sistemik kullanim i¢in siRNA tasinmasi tartismali bir konudur.
Yapilan gen terapi ¢aligmalarina gore siRNA’nin etkili olabilmesi i¢in hedef hiicre
sitoplazmasina ulagsmasindaki ve susturmayi indiikklemesindeki engeller heniiz
agillamamustir.  Sistemik uygulamada ¢iplak  siRNA’nin  hiicrenin  lipit
membranlarina penetre olamamasi sonucu hiicre i¢ine alinmasinin zayif olmasi,
serum igerisindeki endoniikleazlarla ¢cabuk pargalanmaya ugramasi ve kisa yari
omrii (~1 saat) nedeniyle gen susturma etkisi ¢ok diisiik oranda gergeklesmistir
(Reischl ve Zimmer, 2009). siRNA’nin etkinligini arttirmaya yonelik olarak
seker-fosfat omurgasinda kimyasal modifikasyon [kilitli niikleik asitler (LNA),
metil fosfonasyon, 2’floro-4’tio modifikasyonlari, vb] yapilarak ¢ift iplikli
siRNA’nin serum igerisindeki kararlilig1 arttirilmistir. Enkapsiile edilmis ¢iplak
SiIRNA ile modifiye edilmis siRNA’nin serum igindeki kararlilig
karsilastirildiginda enkapsiile edilen siRNA’nin serum degradasyonuna daha



dayanikli oldugu belirlenmistir (Gary ve ark., 2007). Bu nedenle siRNA’nin in
vivo veya in vitro olarak hedef hiicrelere aktarilmasi igin viral (adenoviriis,
retroviriis, adeno-iliskili virtis, vb) (Li ve ark., 2006; Gortbayuk ve ark., 2007)
veya non-viral vektorler (katyonik lipit, lipozom, polimer) kullanilmistir (Sioud
ve S¢grensen, 2003; Kataoka ve ark., 2005; Li ve ark., 2006).

Viral vektorlerin non-viral vektorlere gore daha yiiksek transfeksiyon etki
gosterdigi bircok hiicrede kanitlanmistir, ancak viral vektorlerin mutasyon,
rekombinasyon veya onkojenik etki yaratma olasiligi ve maliyetlerinin yiiksek
olmasi nedeniyle non-viral vektorler lizerindeki g¢alismalar artmistir (Zhang ve
ark., 2007).

Non-viral vektorler diisiik immiin cevap gosteren, sentez kolayligi olan ve sinirsiz
biiyiikliikkte gen materyali tasiyabilen sistemlerdir (Zhang ve ark., 2007). En ¢ok
arastirilan non-viral vektorlerin basinda lipozomlar ve nanopartikiiler sistemler
gelmektedir. Bunlar genetik materyalin basit enkapsiilasyonunu miimkiin kilan,
cogunlugu katyonik 6zellik tasiyan ve hiicre i¢cine genetik materyalin tasinmasini
saglayabilen polimerik, lipidik ve peptit-protein yapilardir (Katas ve Alpar, 2006;
Zhang ve ark., 2007).

Yapilan bu c¢alismada siRNA’y1 tasiyabilecek, biyolojik ortamda enzimatik
degradasyona karsi koruyabilecek, hiicre igerisine kolay aktarabilecek, toksik
0zelligi az olan, biyoparcalanabilir ve biyouyumlu lipidik ve polimerik yapida
tagiyict sistemler gelistirilmeye calisilmistir. Olusturulan sistemlerin  kanser
hiicreleri ile etkilesiminin saglanmasi ve antiapoptotik protein olan Bcl-2’nin asir1
ekspresyonunun baskilanmas1 amaglanmistir. Calisma sonucunda hazirlanan
sistemlerin kanser olusum asamasi, kotii prognozun Onlenmesi ve kemoterapiye
hassasiyetin  arttirilarak  kanser hiicrelerinin  dliimliiliigiiniin ~ saglanmasi
alanlarindaki bilimsel ¢aligmalara katki saglanacagi diistiniilmiistiir.

Bu c¢alisma kapsaminda lipidik yapida (Kati Lipit Nanopartikiil- KLN) ve
polimerik (kitosan) yapida iki farkli sistem hazirlanmasi planlanmastir.

Calismanin amaci:

- Kat1 lipit mikro- ve nanopartikiil ve polimerik mikro- ve nanopartikiiler
sistemlerin hazirlanmasi,

- Sistemlere katyonik oOzellik kazandirilmas: veya var olan katyonik
ozelligin arttirilmasi,

- sIRNA dizisinin hazirlanan sistemlere adsorpsiyon ve enkapsiilasyon
yetilerinin arastirilmasi,

- Sistemlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi,

- Sistemlerin hastalikl1 hiicreler {izerindeki etkinliginin arastirilmasidir.



KAYNAK BILGIiSi
Gen Terapisi

Gen terapisi, terapotik etki olusturmak igin spesifik hiicrelere genetik materyalin
transfer edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Zhao ve ark., 2009).

Modern tiptaki devrim olarak ilan edilen gen terapisi ile bir¢ok kalitsal veya
sonradan kazanilan hastaliklarda hasarli genlerin degistirilmesi, kayip genlerin
yerine konulmasi veya istenmeyen gen ifadelerinin susturulmas: sonucu hastalik
tedavisi son yillarda yogun ¢aligmalara yol agmistir (Wonga ve ark.,2007; Mao ve
ark., 2010).

1970’lerin basinda ‘molekiiler biyoloji’deki Rekombinant DNA Teknolojisi
alaninda yasanan gelismeler ile gen terapisine giden yolda ilk adimlar atilmis ve
1990 yilinda Dr. W. French Anderson, Michael Blaese ve ark. tarafindan adenozin
deaminaz eksikligi bulunan iki hastada retroviriis iliskili ilk gen tedavisi
uygulanmistir (Candotti ve Blaese, 1998). Uzun siiren asilama siireci sonunda bir
hastada olumlu sonuglar elde edilirken diger hastada diisiik transdiiksiyon
etkinligi elde edilmistir.

Gen tedavisi uygulamalari hedef doku bakimindan somatik ve germline gen
tedavisi olarak veya hastaya uygulama sekli agisindan ex vivo ve in vivo gen
tedavisi olarak ayrilmaktadir. Ex vivo gen tedavisinde etkilenmis dokudan
hiicreler alinir ve bu hiicrelere laboratuvar ortaminda genetik olarak diizgiin olan
gen transferi yapilir. Bu hiicrelerin liremesi saglandiktan sonra diizglin yapidaki
hiicreler segilerek hastaya tekrar asilama veya transplantasyon yapilir. Hastanin
kendi hiicrelerinin  kullammmi ile asilama veya transplantasyon sonrasi
immiinolojik etki goriilmemektedir (Arora ve Kanta, 2007). Kemik iligi, deri ve
karaciger hiicreleri bu tedavide kullanilan hedef dokular arasindadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Ex vivo gen terapisi (http-1)

In vivo gen tedavisinde (Sekil 2) ise iyilestirici genin vektdrler (tastyic sistemler)
yardimiyla hasta hiicreler disina tam c¢ikarilmadan viicut igerisinde hastanin
hiicrelerine direkt aktarimi gerceklestirilmeye calisilir. Hedef hiicreler arasinda



kok hiicre kaynaklar1 (kemik iligi, fetus), deri, kas, karaciger, akciger, sinir, vb
dokular bulunmaktadir (Jogdand, 2008).
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Sekil 2. in vivo gen terapisi (http-1)

Bilinen gen terapi yontemlerinin ¢ogu bir hiicrenin fenotipini degistirmek igin
fonksiyon kazandirilmasina odaklidir. Son zamanlarda ise kullanilan
biyoteknolojik genetik molekiiller ile hiicredeki niikleik asit fonksiyonunun inhibe
edilmesine dayali tedavi yontemlerine ilgi artmistir (Strachan ve Read, 1999).

Gen ekspresyonunun inhibisyonunu amaglayan teknolojiler genellikle antisens
molekiillerin kullanimi ile translasyonda kesinti yaparak veya mRNA’nin
parcalanmasini saglayarak genomik diziyi bozan ¢esitli karmagik genetik
manipiilasyonlar1 icermektedir (Strachan ve Read, 1999; Caplen, 2004).

Bitkilerde ve mantarlarda post-transkripsiyonel gen susturulmasi (PTGS) ve
memelilerdeki RNA interferans olarak bilinen yollarin belirlenmesi ve
karakterizasyonu gen ekpresyon azalmasina dayali teknolojilerin gelistirilmesinde
onemli yer olusturmaktadir (Caplen, 2004).

Antisens Teknolojisi

Ik kez 1978de Stephenson and Zamecnik tarafindan hiicre kiiltiiriinde viral
replikasyonu durdurmak i¢in kullanilan antisens oligoniikleotit gen susturma
kavrami daha sonra gen ekspresyonunu inhibe etmek amaciyla hedef
mRNA’lardaki sekanslara komplementer oligodeoksiniikleotitleri tanimlamak igin
kullanilmistir.  18-25 niikleotit uzunlugundaki bu oligodeoksiniikleotitler
kendilerine komplementer mRNA dizilerine Watson-Crick baz ¢iftlesmesi
kuralina goére hibridize olarak amaglanan spesifik, kisa, tek sarmal DNA veya
RNA dizileri kullanimiyla protein sentezini onler (Dallas ve Vlassov, 2006).
Antisens oligoniikleotitler, protein translasyonuna etki ederek hastaliga neden
olan genlerin ekspresyonunu engelleyen yapilar olarak bilinir. Bu yapilar
onkogenleri kontrol altina alabilmekte ve viris DNA’smin ¢evrilmesini
engelleyebilecek ozelliktedir.



Sitomegaloviriis  replikasyonunu antisens mekanizma ile inhibe eden
fosforatiyonat oligoniikleotit olan Vitraven®, 1998°de antisens teknoloji ile
sitomegolaviriis retinitli AIDS hastalarinda intravitreal enjeksiyonla uygulanan ilk
ilagtir (Holmlund, 2003; Aboul-Fadl, 2005).

Antisens  oligontikleotitler 1i¢ tipe ayrilmaktadir. Hepsinin de gen
inhibisyonundaki ilk asamalar1 benzerdir ve hiicre icerisinde hedef RNA’lari
bularak hibridize olurlar. Ug tipten ilki RNAz-H’1 aktive edenlerdir. Fosfodiester
ve fosforatiyonat grubu igeren bu oligoniikleotitler hedeflerine baglandiktan sonra
hiicrede  RNAz-H enzimi tarafindan tanmir. Boylece kompleksteki RNA
iplikgigini spesifik olarak keser ve sonugta hedef mRNA kirilmis olur (Sekil 3).
1960°da Eckstein ve ark. tarafindan ilk kesfedilen oligoniikleotitlerdir ve ilk kez
Matsukura ve ark. tarafindan HIV replikasyonunun engellenmesinde
kullamilmistir (Kurreck, 2003). Bu gruptaki oligoniikleotitler niikleazlara karsi
dayanikli olmalar1 ve serumda 9-10 saatlik yar1 Omiirleri ile {stlinlik
gostermelerine karsin belirli proteinlere baglanabilmeleri ve hiicre toksisitesine
yol agmalar1 nedeniyle sakinca tagirlar (Kurreck, 2003).
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Sekil 3. RNAz-H ile mRNA’nin kirilmasi

Ikinci tip modifiye oligoniikleotitler, RNAz-H’1 aktive etmeden hedef RNA ile
olusturulan kompleksin yapisal engellenmesi ile translasyonu inhibe eder ve bazi
modifiye niikleik asit g¢esitlerini igerir. Bu tipte RNA’nin 2'(OH)-hidroksil grubu
olan riboz modifiye edilmektedir (Sekil 4). Bu sinif oligoniikleotitler arasinda 2'-
O-metil (OMe) RNA, 2'-O-metoksi-etil (MOE) RNA, 2'-O-alil, kilitli niikleik asit
(LNA) ve peptit niikleik asit (PNA) bulunmaktadir (Sekil 5) (Dias ve Stein, 2002;
Kurreck, 2003). Bu mekanizmanin etkinligi, ilk kez, hiicre i¢i adezyon molekiilii
1’in (ICAM 1) 5" ucu boélgesine hedeflendirilmis 2'-O-metoksi-etil (MOE) RNA
ile gosterilmistir (Baker ve ark., 1997). Alicaforsen® Crohn hastalig1 olarak bilinen



ileum iltihab1 i¢in 2009’da EMEA tarafindan olumlu goriis almis bu tip antisens
oligoniikleotittir (http-2).
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Sekil 4. Riboniikleotitlerin kimyasal modifikasyonu (Kurreck, 2003)
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Sekil 5. ikinci tip antisens molekiiller (Kurreck, 2003)

(B: Adenin, Guanin, Sitozin veya Timin bazlarindan herhangi birini ifade etmektedir.)

Ucgiincii simif modifiye oligoniikleotit olan ribozimler aktif RNA enzimleridir
(Reischl ve Zimmer, 2009). Bunlar hidroliz veya trans-esterifikasyon araciligi ile
RNA iizerindeki fosfodiester baglarini kirarak hedefi parcalar (Sekil 6) (Kurreck,
2003; Dallas ve Vlassov, 2006). Angiozyme® “vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
1 (VEGF 1) ilk ribozim ilagtir. Bobrek kanserinde denenmis ancak Klinik
caligmalar1 devam etmemistir (Weng ve ark., 2005).
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Sekil 6. Ribozimler aracihigiyla mRNA kirilmasi

Antisens oligoniikleotit ¢alismalar1 son yillarda gen susturma mekanizmasi igin
son derecede etkili yontem olan RNA interferansin (RNAi) kesfedilmesine yol
acmustir (Dallas ve Vlassov, 2006; Gewirtz, 2007).

RNAi Mekanizmasi

RNAI (RNA interferans), ¢ift iplikli RNA indiiksiyonlu transkripsiyon sonrasi
diziye 6zgii gen susturma siirecidir. Bu siireg ilk kez 1998’de Andrew Z. Fire ve
Craig C. Mello isimli iki doktor tarafindan Caenorhabditis elegans nematodunda
gdsterilmis ve bu bulus 2006°da ‘Fizyoloji veya Tip’ dalinda Nobel Odiilii
kazanmalarina yol agmistir (Ross ve ark. 2007).

Memeli hiicrelerinde ilk kez 2001°de Elbashir ve ark.’nin (2001) kesfettigi siRNA
bugiine kadar kanser tedavisi, anjiyogenezin inhibe edilmesi, gesitli onkogenlerin
inhibisyonu, hiicre-i¢i sinyal iletim sistem genlerinin inhibisyonu ile timor
gelisiminin  durdurulmasi, apoptozun indiiklenmesi ve radyo veya kemo
hassasliginin arttirilmasi ¢aligmalarinda kullanilmistir (Tseng, 2009).

Normal veya mutant genler ile normal olmayan ekspresyonlar, sinyal yollarindaki
degisimler, hiicresel c¢ogalma ve apoptoz gibi patolojik durumlarla ortaya
cikmaktadir. RNAI ile transkripsiyon sonrasinda gen diizenlemeleri olumlu veya
olumsuz yonde kontrol edilmektedir. Ayrica gen fonksiyonlarinin in vitro olarak
analizinde de kullanilmaktadir (lorns, 2007; Martin ve Caplen, 2007). Yapilan
caligmalarda RNAi’nin transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesinde oldugu gibi
mikroorganizma enfeksiyonuna karsi cevap gelistirmede de 6nemli role sahip
oldugu bulunmustur (McManus ve Sharp, 2002; Carthew ve Sontheimer, 2009).

Giiniimiizde RNAI1 ile yapilan calismalarda 6ne ¢ikanlar gen susturucu molekiil
olarak bilinen 21-23 niikleotitlik SIRNA ve miRNA’dir (Tang, 2005; Templeton,
2009). Protein kodlamayan bu kiigiik RNA’lar gen ifadesinin negatif diizenleyicisi



olarak gorev yaparak gelisim, farklilasma, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi
onemli biyolojik siire¢lerde rol alir (Leung ve Whittaker, 2005; Stefani ve Slack,
2008). Protein kodlamayan iki tiir RNA’nin sentez ve olgunlasma siiregleri ortak
asamalardan geger ancak aralarinda bazi farkliliklar vardir (Tang, 2005;
Templeton, 2009). siRNA’lar oOkaryotik organizmalarda ve memelilerde
bulunurken, miRNA’lar yalnizca memelilerde bulunmaktadir (Ashihara, 2010).
siRNA’lar sentetik endojen molekiillerdir ve hedef dizileri ile miikkemmel eslesme
gosterir, ancak miRNA’lar genom kaynaklidir ve tam eslesme yapamayan endojen
molekiillerdir. Bir diger fark ise siRNA’larin tiiremesi uzun ¢ift iplikli RNA’dan
iken miRNA’larin tiiremesinin sa¢ tokasi seklinde kivrilip eslesmis genomdan
kodlanan pri-miRNA’dan olmasidir (Ross ve ark. 2007; Carthew ve Sontheimer,
2009).

RNAi’ye yol agan SIRNA’nin sentezlenme mekanizmasi ¢ift iplikli RNA’nin
RNA polimeraz 11l enzimi (DICER) ile kirilmast ile baslamaktadir. Olusan siRNA
Ago2 ve RNA ile indiiklenen susturum bilesimine [RNA-induced silencing
complex (RISC)] baglanir. RISC, yapisinda yalnizca antisens iplik¢igini
bulunduran RNA ve RNA baglayan proteinlerce zengin bir bilesimdir ve bu
asamada SIRNA segciciliginden yapinin i¢indeki Ago2 proteini sorumludur. RISC
hedef mRNA’ya baglandiginda Ago2 anlamli iplik¢igi ayirarak fosfodiester
baglarimi1 kirar. Anlamli iplik¢ik savunmasiz sekilde kaldigi i¢in siRNA ile
eslesme bolgelerinden endoniikleaz ile kesilerek hizlica pargalanir (Sekil 7) (Ross
ve ark. 2007; Carthew ve Sontheimer, 2009; Templeton, 2009; Ashihara, 2010).
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Sekil 7. miRNA ve siRNA yolaklar (Kataoka ve ark., 2005)



miRNA sentezi endojen olarak primer miRNA’nin (pri-miRNA) RNA polimeraz
II tarafindan genomdan kodlanmasiyla baglar. Daha sonra bu yapinin RNA
polimeraz 11l enzimi ile zincirdeki kuyruk kismi koparilir ve prekiirsér miRNA
(pre-miRNA) olusur. Pre-miRNA Eksportin 5 molekiili yardimiyla gekirdek
zarindan sitoplazmaya geger ve miRNA’y1 RISC/Ago2 kompleksine gotiirecek
olan DICER’e baglanir. DICER enzimi pre-miRNA’nin bastaki halka bolgesini
koparir. RISC/Ago2 kompleksine kismen baglanan miRNA iplik¢igi mRNA’daki
3'UTR (3’ translasyonu olmayan bolge) ile etkilesir ve translasyon baslangic
faktorlerinin mRNA’ya baglanmasini engeller. miRNA’nin hedef mRNA’ya
baglanmas1 ayni zamanda P-cisimcigi denilen bir yapi icerisinde de hedef
MRNA’nin par¢alanmasina neden olur (Sekil 7) (Liu ve ark., 2005; Ross ve ark.
2007; Carthew ve Sontheimer, 2009; Templeton, 2009).

RNAi’nin Hiicre icine Tasinmasinda Kullamlan Vektorler

Son donemlerde RNAI teknolojisi ile yapilan gen tedavi c¢aligmalarindan elde
edilen sonuglar daha 6nce yapilmis gen tedavi ¢aligmalart ile karsilastirildiginda
daha basarili bulunmustur. siRNA’nin etkinliginin kanitlanmasi ile hiicre igine en
kolay ve giivenli yoldan aktarilmasi i¢in farkli tasiyici sistemlerin (vektorlerin)
gelistirilmesi yoniinde ¢alismalar artmistir (Wilson, 2005).

Gen aktarim sisteminde kullanilan vektorler, viral ve viral olmayan sistemler
olarak iki kisma ayrilmaktadir (Groves, 2006).

Viral Vektorler

Viral vektorler gen tedavisi arastirmalarinda kullanilan ilk vektor grubudur ve
birgok virlis genomlarin1 memeli hiicrelerine etkin sekilde aktarma yetenegine
sahiptir. Retroviriis, adenoviriis, lentiviriis ve adeno-iligkili viriisler viral sistemler
olarak etkin sekilde kullanilmalarina ragmen klinik uygulamalarinda bazi sorunlar
bulunmaktadir (Grimm ve Kay, 2007; Merten ve al-Rubeai, 2011).

Gen aktarimi hedeflenen birgok hiicre tipi diisiiniildiigiinde, viral olmayan lipit
tasima sistemlerinin her zaman etkin transfeksiyon saglayamamasi nedeniyle
RNA.I dizisinin viral vektorler ile taginmasi lipit transfeksiyonuna giiclii alternatif
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Viral tasima, transfeksiyonun gii¢ oldugu primer veya
boliinmeyen hiicre tiplerinde en uygun sistemlerdir (Reischl ve Zimmer, 2009).

Retroviriisler

RNA genomlarinin DNA kopyasini ters transkriptaz enzimleri ile sentezleyerek
konak¢1 hiicrenin  DNA’sina entegre olan retroviriisler viral vektorlerin
prototipleridir. 7-11 kb’lik diploid RNA genomuna sahip diizensiz kiiresel
viriislerdir. Retroviriisler en fazla 9 kb’lik yabanci genetik materyali tasiyabilecek
kapasitededir (Groves, 2006).

En fazla kullanilan retroviral vektér miirin l6semi viriis (MLV) kokenlidir
(Templeton, 2009). insan gen tedavisinde ilk kez adenosin deaminaz (ADA)
eksikligini diizeltmek i¢in uygulanmistir. Hastadan elde edilen beyaz kan
hiicreleri, ADA ve neomisin isaretleyici, gen eksprese eden MLV iligkili vektor
ile ex vivo olarak enfekte edilmistir (Candotti ve Blaese, 1998).

Ling ve ark. (2007) hemotopoetik neoplazif l6semilerde asir1 eksprese olan
embriyonik gelisim geni [Embryonic Development Associated Gene (EDAG)] i¢in



kullandiklar1 siRNA’nin EDAG ekspresyonunu belirgin bir sekilde susturdugunu
HEL (Human Erythroleukemia) hiicrelerinde gostermislerdir. Retroviriis iligkili
siRNA ile EDAG ekspresyonunun susturulmasi sonucu tiimor biiyiimesi ve hiicre
cogalmasi etkin olarak inhibe edilmistir.

Retroviriislerle gen tedavisinde ger¢ek basarinin saglanabilmesi igin sayisiz
sorunun ¢oziilmesi gerekmektedir. Retroviriis kullaniminin en 6nemli sakincast in
Vivo gen ifadesinin zayif olmasidir. Ayrica diisiik viral titrasyon elde edildigi i¢in
gen ifadesinin tedavi edici diizeye ulasmasinda sorun ¢ikmaktadir. Retroviriisler
hiicre membranindan gegemedikleri i¢in yalmizca boliinen hiicrelere entegre
olabildiginden kok hiicrelerdeki kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Retroviriisler
konakg¢ida immiin tepkiye yol agmamakla birlikte, immiin sistem tarafindan hizla
yikilmalart nedeniyle in vivo gen transferinde sakinca olusturmaktadir (Groves,
2006; Templeton, 2009).

Lentivirisler

Gen tedavisinde kullanilan lentiviriis vektorlerin birgogu insan immiinodefans
virisi [Human Immunodeficiency Virus (HIV)] ile iligkilidir. HIV vektorlerinin
MLV iligkili vektorlere gore ustiinligii bolinmeyen hiicrelere de enfekte
olabilmeleri ve genleri in vivo olarak aktarabilmeleridir (Kafri ve ark., 1997;
Merten ve al-Rubeai, 2011 ). HIV vektorleri ayn1 zamanda genleri karaciger ve
kas hiicrelerine enjeksiyon bolgesinde enflamasyon olmaksizin dogrudan
tastyabilirler (Kafri ve ark., 1997).

Lentiviris iliskili RNAi insan hepatoma hiicrelerinde EZH2 ekspresyonunu inhibe
etmek i¢in kullanilmistir (Chen ve ark., 2007). Yapilan ¢alismada hepatoselliiler
karsinoma hiicrelerindeki EZH2’nin baskilanmasi ile tiimér biiylime oraninin
azaldig in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir.

Ik klinik ¢alismasi 2002 yilinda denenen lentiviriis vektdrler gen terapisinde
MLV’ lere gore daha ¢ok ilgi gormektedir ancak klinik calismalar giivenlik ve etik
konularinda endiseleri arttirmaktadir (Merten ve al-Rubeai, 2011). Vektor iiretimi
stiresince lentiviriis replikasyon bileseninin olusma olasiligi, hasta genomunda
vektoriin - endojen retroviriislerle bloke edilebilmesi, kansere neden olan
insersiyonel mutagenez, hastalarda viriislerin yayilmasi gibi dezavantajlar bu
viriislerin kullanimini sinirlandirmaktadir (Groves, 2006; Templeton, 2009).

Adenoviriisler

Adenoviriisler kilifsiz, ¢ift sarmal DNA viriisleri olup genomlar1 36 kb’dir. Hiicre
yiizey reseptoriine yiiksek afiniteyle baglanabilme ve 7.5 kb’a kadar genetik
materyal tasiyabilme oOzelligine sahiptir (Merten ve al-Rubeai, 2011). Viral
vektorler arasinda en yiiksek titrasyon olusturabilen gruptur.

Adenoviral vektorlerin ilk gen transferi calismasi Kistik fibroz tedavisinde akciger
dokusuna afiniteleri nedeniyle gerceklesmistir (Griesenbach ve ark. 2010).
Genetik materyali boliinmeyen hiicrelere tasima yetenekleri nedeniyle ailesel
hiperkolesterolemide ve norolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanilmalar
amaciyla c¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Bunun yanisira kanser hiicreleri gibi
epitelyal hiicreleri kolayca enfekte edebilme yeteneginden dolayr kanser
tedavilerinin  ¢ogunlugunda (yaklasik % 25’1) adenoviriis vektorleri
kullanilmaktadir (Templeton, 2009; Merten ve al-Rubeai, 2011).
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Tandem tipi siRNA barindiran adenoviral vektor kullanan Uchida ve ark. (2004)
antiapoptotik gen olan survivin’in ekSpresyonu iizerine calismislar ve calisma
sonucunda adenoviriis/siRNA’nin intratiimoral enjeksiyonunun U251 glioma
hiicrelerinde tiimor biiyiimesini baskiladigini rapor etmislerdir.

Adenoviriislerin genetik materyalleri konake1 hiicre genomuna entegre olmazlar;
DNA molekiilii konakgr hiicresinde serbest kalir ve burada diger genler gibi
kopyalanir. Kopyalanan genler hiicre boliinmeye gittigi zaman diger hiicrelere
gecemediklerinden adenovirlis uygulamasi tekrarlamayi gerektirir (NIH Report,
2002).

Adenoviral vektorlere ait en onemli kisitlama immiinojeniteleri nedeniyle
konakg¢ida non-spesifik enflamasyon ve spesifik hiicresel cevap olusturmalaridir.
Ayni1 zamanda toksik tepkilere de yol agabilirler. Bu sorunlart ¢ézmek iizere
vektor tiretme c¢alismalari sorumlu E2 geni ¢ikarilarak yapilmaktadir (Ghosh ve
ark., 2006).

Adeno-iliskili Viriisler

Adeno-iligkili viriisler insanlarda patojenik olmayan parvoviriislerdir. Gen
tedavisinde sik¢a kullanilan en kiigiik viriistiir. Kiigiik oldugu i¢in normalde bile
cogalmak i¢in yardimci viriis genomuna gereksinim duyar ve dolayisiyla
tastyabilecegi genetik materyal kiigiiktiir (4kb). Boliinmeyen hiicrelere genomunu
entegre edebilmektedir.  Insanlarda herhangi bir hastalikla iligkili degildir
(Templeton, 2009).

2007°de Gortbayuk ve ark. (2007) alel bagimli otozomal dominant retinitis
pigmentosa’da adeno-iligkili viriis tasiyicili siRNA ile rodopsin ekpresyonunun
inhibe edildigini in vivo olarak gostermistir.

Adeno-iligkili virtis vektorler ciddi enflamatuvar cevap olusturmadigi igin diger
vektorlere gore daha giivenilirdir. Ayrica sahip oldugu farkli serotipler nedeniyle
in vivo olarak g¢esitli doku ve hiicrelere toksik etki gostermeksizin uyum
saglayabilme ve ekspresyon yapabilme 6zelligine sahiptir (Groves, 2006). Adeno-
iliskili vektorlerin yukarida s6z edilen avantajlarina karsin, zaman iginde
ekspresyonun diismesi, vektorleri notralize edici antikorlarin varligi, biiylik
Olgekte iiretilme ve ambalaj haline getirilme gii¢liigii ve konakgi hiicre genomu ile
rastgele birlesmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Aalbers ve ark., 2011).

Viral Olmayan Vektirler

Viral vektorler ile ¢aligmalarda biiyiik gelismeler olmasina ragmen bugiine kadar
gen tedavisinde ¢ok az basar1 saglanabilmistir. Viral vektorlerin klinik
kullaniminda kisa siireli transgen ekspresyonu ve konakg¢i hiicrede yetersizlik ve
toksisite gibi énemli problemler goriilmiistiir. Adenoviriis vektorlerin dogrudan
hepatik arter icine enjeksiyonu 1999’da bir hastanin 6liimiine neden olmustur
(Hunter, 2006). Ayrica bu vektorlerin intravaskiiler koagiilasyona, akut solunum
hastaliklarina ve ¢oklu organ iflaslarina neden oldugu enflamatuvar sitokin profil
analizi ile gosterilmistir (Itakaa ve Kataoka, 2009). Yukaridaki bulgularin sonucu
olarak gen aktarimi i¢in viral olmayan vektorlere ihtiyag ortaya ¢ikmustir.

Viral olmayan  vektorler kolay sentez  edilebilme, hiicre/dokuya
hedeflendirilebilme, diisiik immiin cevap ve smirsiz biiyiiklikte plazmit
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tasiyabilme gibi 6ne c¢ikan Ozellikleriyle son yillarda viral vektorlere tercih
edilmektedir (Zhao ve ark., 2009; Wang ve ark., 2012).

En ¢ok arastirilan viral olmayan vektorler, genetik materyalin basit
enkapsiilasyonu ile genetik materyali hiicre igine tasiyabilen c¢ogu katyonik
ozellikte polimerik, lipidik ve peptit-protein yapida tasiyici sistemlerdir (Zhang ve
ark., 2007; Katas ve Alpar, 2006; Wang ve ark., 2012; Lam ve ark., 2012).

Viral olmayan sistemlerin genellikle katyonik 6zellikte olmasinin nedeni negatif
yuklii genetik materyal ile elektrostatik olarak etkilesmesidir. Etkilesimden sonra
ortaya ¢ikan partikiiliin pozitif net yiikii negatif yiiklii hiicre membrani ile gii¢li
etkilesim saglar ve endositoz yolu ile hiicre igerisine gegisi kolaylastirir (Uddin,
2007).

DNA/siRNA aktariminda yaygin olarak kullanilan viral olmayan vektorler Sekil
8’de sematik olarak gosterilmistir.

V/a\"/a\

Ciplak DNA/RNA

o~

R NN

Lipit/po.limer nanopartikiiller Polipleks/lipopleks
(enkapsiilasyon) (elektrostatik etkilesim)
Va7
- N
WY
PEG'li lipit /polimer Lipit/polimer nanopartikiiller CPP-DNA/siRNA konjugatlar
nanopartikiiller (adsorbsiyon) (kovalan bagh)

Sekil 8. DNA/SIRNA aktariminda yaygin olarak kullanilan viral olmayan vektorlerin
sematik gosterimi (Lam ve ark., 2012)

Cplak SiRNA

Ciplak siRNA veya formiile edilmemis siRNA terimi herhangi bir vektor ajani
kullanmaksizin siRNA aktarimini ifade etmektedir. Bu aktarimda siRNA’nin tuz
seklinde veya % 5’lik dekstroz gibi basit eksipiyanlarla uygulanmasi s6z konudur
(Lam ve ark., 2012). Herhangi bir modifikasyon yapilmamis siRNA niikleazlara
karst cok hassastir ve plazmadaki yar1 Omiirleri yalmizca birka¢ dakikadir
(Templeton, 2009). Bu nedenle serumdaki kararliligi, segiciligi ve belli oranda
giicii arttirmak ve ayrica immiin cevabi ve yanlis eslesmeleri azaltmak igin
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siRNA’lar kimyasal olarak modifiye edilmektedir (Watts ve ark., 2008).
Modifikasyonlar arasinda baslicalar1 seker yapisindaki degisimler, fosfat baglanti
modifikasyonlar1 ve baz modifikasyonlaridir (Watts ve ark., 2008; Lam ve ark.,
2012).

siRNA’nin gen susturma etkisi ¢iplak sekilde sistemik uygulamasi ile genellikle
basarisiz olmustur (Ge ve ark., 2004; Urban-Klein ve ark., 2005). Ancak modifiye
edilmemis siRNA’nin akcigere lokal uygulamasinda bazen beklenenden yiiksek
basarilar da elde edilmistir (Fulton ve ark., 2009; Rosas-Taraco ve ark., 2009;
Gutbier ve ark., 2010).

Enkapsiile edilmis c¢iplak siRNA’nin kararliligi ile ¢iplak siRNA’nin serum
igindeki kararliigi karsilastirildiginda enkapsiile edilen siRNA’nin  serum
degradasyonuna daha dayanikli oldugu belirlenmistir (Gary ve ark., 2007). Bu
nedenle siRNA’nin in vivo veya in vitro olarak hedef hiicrelere aktarilmasi igin
viral (adenovirdis, retroviriis, adeno-iligkili viriis, vb) (Li ve ark., 2006; Gortbayuk
ve ark., 2007) veya non-viral vektorler (katyonik lipit, lipozom, polimer)
kullanilmstir (Sioud ve Sérensen, 2003; Kataoka ve ark.,2005; Li ve ark., 2006).

Lipit Bagimli Taswyict Vektorler
Lipozomlar

Lipozomlar toksik olmayan, dogal/sentetik fosfolipit ve kolesterolden iiretilen,
kiigiik kiiresel sekilli yapay vezikiillerdir. Terapotik molekiil veya gen igeren bir
¢ekirdegi ¢evreleyen lipit kabuktan olusan submikron 6lgekteki vezikiillerin hiicre
membran1 ve lipit tabakalardan sorunsuz gecebilme o6zellikleri nedeniyle gen
tedavi araci olarak kullanim ¢alismalar1 olduk¢a yaygindir (Gortbayuk ve ark.,
2007; Sahoo ve ark., 2007).

Katman sayilarina ve biiyiikliiklerine bagli olarak, ¢ok katli vezikiiller (MLV),
blyiik tek kath vezikiller (LUV), kiiciik tek kathi vezikiiller (SUV) ve ¢ok
vezikiilli vezikiiller (MVV) olarak adlandirilirlar (Sekil 9) (Giirsoy, 2002;
Vergaro ve ark., 2011).

o O
i
Ll

MLV MVV
Sekil 9. Lipozom cesitleri (http-3)
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Yiiksek molekiil agirligindaki niikleik asitler ilk kez 1970’lerin sonunda nétral
lipitler igerisine hapsedilmistir. Daha sonra 1987°de hiicre igerisine plazmit
DNA’nin gonderilmesinde ilk kez ‘lipopleks’ olarak adlandirilan katyonik
lipozomlar kullanilmistir (Felgner ve ark., 1987; Dass, 2004). Niikleik asitlerin
katyonik lipozomlar igerisine enkapsiilasyonu niikleik asitler ile lipit katmanlar
arasindaki iletisimi arttirarak daha fazla oranda DNA yiiklenmesine yol agmistir
(Dass, 2004).

Genetik materyali enzimlerden koruyarak tasima ozellikleri ile gen tedavisi i¢in
uygun tasiyicilar olarak tanimlanan lipozomlarin raf 6miirleri fiziksel ve kimyasal
kararliligin diisiik olmasi nedeniyle kisadir. Fiziksel dayaniksizlik lipozomdan
kontrolsiiz madde salimina veya agregat olugsmasina neden olabilmektedir.
Kimyasal dayaniksizlik ise lipitlerdeki ¢ifte bagin oksidasyonundan veya ester
bagi hidrolizinden kaynaklanmaktadir. Lipozomlar 1siya hassas olduklar1 igin
genellikle en uygun sterilizasyon yontemi aseptik ortamda filtrasyondur. Yukarida
sayilan etmenler lipozomlarin biiyiik ¢apta liretimini giiclestirmektedir. Ayrica,
diisiikk ilag yiikleme kapasitesine sahip Olmalar1 iiretim sirasinda serilerarasi
farkliliklarin olusmasina da neden olabilmektedir (Giirsoy, 2002; Vergaro ve ark.,
2011).

Notral lipitler

Gen tastyici sistemlerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan lipit (6zellikle katyonik)
ile iligkili toksisiteyi ve enflamatuvar cevabi oOnlemek igin noétral lipitler
kullanilmistir. Sik¢a kullanilan ii¢ nétral lipit dioleil fosfatidiletanolamin (DOPE),
kolesterol ve dioleoil fosfatidilkolin’dir (DOPC) (Zhang ve ark., 2004).

Cok giivenli sayilan notral lipitlerin negatif yikli genetik materyalle zayif
elektrostatik etkilesimi tastyici sistem olarak kullanimini sinirlandirmaktadir. Bu
sinirlama, genetik materyalin lipite konjugasyon ile baglanmasi veya genetik
materyalin (siRNA’nin) kimyasal modifikasyonu ile ortadan kaldirilmaya
calistlmistir  (Soutschek ve ark., 2004). Dolayisiyla noétral lipitler
formiilasyonlarda genellikle yardimer lipit olarak kullanilmaktadir (Yoo ve ark.,
2004).

siRNA bagli lipit sistemler hiicreye genellikle endositoz yolu ile alinir (Morille ve
ark., 2008; Winkler, 2011). Yapilan ¢alismalar, lipozomlarla birlikte kullanilan
DOPE nétral lipidinin hiicre membranina fiizyonu kolaylastirdigin1 ve plazma
membraninin ve endozomun kararliligimin bozulmasina yardimci oldugunu
gostermistir (Zhang ve ark., 2004; Maitani ve ark., 2007). DOPE, kolesterol gibi
yardimei nétral lipitlerin kullanimi ile in vivo transfeksiyon diizeylerinin arttig
aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (Zhdanov ve ark., 2002; Even-Chen ve
ark., 2012). Kolesterol eklenmis lipozomlarin ¢ok sayida doku iizerindeki
transfeksiyonunun DOPE’ye oranla daha etkin oldugu belirtilmistir (Zhang ve
ark., 2004; Even-Chen ve ark., 2012).

Katyonik lipitler

Katyonik lipitler net pozitif yiike sahiptir. Bu 6zellik hem polianyonik niikleik
asitlerle etkilesimlerinde hem de negatif yiikli hiicre membranlarina
tutunabilmeleri agisindan biiyiik fayda saglamaktadir (David ve ark., 2010).
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Formiilasyon i¢in kullanilan katyonik lipitlerde baslica 3 bolge bulunmaktadir
(Sekil 10). Bunlar:

- Pozitif ytiklii bas grup
- Hidrofobik kuyruk

- Baglayici kisim

Baglayic1 kisim :C_ Hidrofobik kuyruk

- —'\/\/W:\/\/\/\/I
| + TIIIl

| /N I

Polar bas grup'i\______/!.-' CW\W

0

o

i/

Sekil 10. Katyonik lipitlerin yapisi (Dass, 2004)

Polar ve apolar kisimlar1 birarada tutan baglayici kisim, ester, eter veya karbamat
ve amit baglarindan olusmaktadir. Baglayici kisim genetik materyalin negatif
yuklii fosfatlar1 ile pozitif grup arasindaki baglanmayir saglamlastirmada
onemlidir. Polar bas bolgesi guanidin, poliamino bilesenleri, poliamidoamin ve
piridinyum igerir; hidrofobik bolgeler ise alifatik zincirlerden veya kolesterol
tiirevlerinden olusur. Katyonik lipitlerdeki bas, kuyruk ve hidrofobik bdolgeler
toksisite ve transfeksiyonda énemli rol oynar (Dass, 2004). Yapilan ¢aligsmalarda,
bas gruptaki amin grubu yerine arsenik veya fosfor kullanimmin (Floch ve ark.,
2000), hidrofobik  bolgede  bulunan  alifatik  zincirdeki  asimetrinin
(Balasubramaniam ve ark., 1996) ve baglayict kisimda da eter baglarmin
bulunmasinin (Ghosh ve ark., 2000) transfeksiyonu arttirdigi hiicre kiiltiiriinde
gosterilmistir.

Yapisinda eter baglari bulunan ilk katyonik lipit (+)-N,N,N-trimetil-2,3-bis(z-
oktadek-9-eniloksi)-1-propanaminyum kloriir (DOTMA) 1987°de tanimlanmustir.
Bu calisma ile genetik materyalin taginmasinda katyonik lipitlerin kullanilmasina
ilk adim atilmistir (Zhang ve ark., 2004). Bugiine kadar tek veya ¢ok degerlikli
yapida olan, kolesterol tiirevi veya guanidin igeren bilesiklerden olusan sayisiz
katyonik lipit sentezlenmistir (Dal-Maso ve ark., 2008).

1,2-dioleol  trimetil  amonyum  propan  klorir = (DOTAP) lipozom
formiilasyonlarinda kullanilan baslica katyonik lipittir. Yapisinda baglayict kisim
olarak ester baglar1 bulundurmaktadir. DOTAP tek basina veya DOPE, kolesterol
gibi yardimci nétral lipit ile birlikte niikleik asitleri kondanse eder (Pedroso de
Lima ve ark., 2001).

DOTMA ve DOTAP gibi tek degerlikli katyonik lipitlerin yanisira tanimlanan ¢ok
degerlikli katyonik lipitler arasinda dioktadesil amidoglisil spermin (DOGS), (+)-
N,N-dimetil-N-[2-(sperminkarboksamido)etil]-2,3-bis(dioleilloksi)-1-propan

iminyum  pentahidroklorir ~ (DOSPA) ve dipalmitoil  fosfatidiletanol
amidoespermin (DPPES) yer almaktadir (Zhang ve ark., 2004; Dal-Maso ve ark.,
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2008). Cok degerlikli katyonik lipitlerin tek degerlikli olanlara gore genetik
materyali daha etkin olarak kondanse ettikleri yapilan ¢aligmalarda belirlenmistir
(Pedroso de Lima ve ark., 2001).

DOTMA (Lipofectin®), DOSPA (Lipofectamine®), DOTAP, Dc-Chol veya
DOGS (Transfectam®) giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ticari katyonik
lipitlerdir (Dal-Maso ve ark., 2008).

Kan Lipit Nanopartikiiller (KLN)

Kat1 lipit nanopartikiiller 1990’larin baslarinda emiilsiyon, lipozom ve polimerik
sistem gibi geleneksel tasiyict sistemlere alternatif olarak sunulmustur (Giirsoy,
2002; Souto ve ark., 2004). KLN, oda ve viicut sicakliginda kat1 halde bulunan
lipitler ile hazirlanan ve yiizey etkin maddelerle kararli hale getirilebilen
nanometre boyuttaki pargaciklardir.

Nanopartikiil hazirlamak igin kullanilan lipitler GRAS (Generally Recognized As
Safe) oOzelligine sahip biyouyumlu bilesiklerdir. Kati lipit olarak trigliserit
(tristearin, vb), yag asitleri (stearik asit, vb), steroid (kolesterol vb) ve mumlar
(setil palmitat vb) kullanilabilir (Demirel ve Yazan, 2000; Mehnert ve Méider,
2001; Mozafari, 2006; Numanoglu ve Tarimci, 2006). Lipit dispersiyonunu kararli
kilmak i¢in yiiklerine ve molekiil agirliklarina baglh olarak cesitli yiizey etkin
madde tipleri eklenebilir. Kararliligin saglanabilmesi i¢in % 1-5 yiizey etkin
madde veya yiizey etkin madde/yardimcr yiizey etkin madde karigimi
kullanilmaktadir (Mehnert ve Méder, 2001; Mozafari, 2006). Yiizey etkin madde
secimi ve konsantrasyonu segilen lipite ve uygulama yoluna baglidir. Ornegin,
parenteral uygulamalarda kullanilan yilizey etkin maddeler dermal veya oral
uygulamalara gore daha smirhidir (Demirel ve Yazan, 2000; Mozafari, 2006;
Numanoglu ve Tarimei, 2006).

KLN’in avantajlart;

[lag salimmin kontrollii yapilabilmesi,

Hedeflendirme yapilabilmesi,

Fizyolojik lipitlerden olugmasi,

Akut ve kronik toksisitesinin diisiik olmasi,

Farmasotik dozajlarin kararliligin arttirabilmest,

[ag igeriginin yiiksek ve arttirilabilir olmast,

Genis uygulama alanina sahip olmasi (dermal, rektal, oftalmik, intravenz),
Hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglar1 tagiyabilme yetenegi,

Miikemmel derecede biyouyumlu olmasi,

Kiigiik parcacik boyutu, genis yiizey alani,

Farmasotik, niitrasotik ve diger maddelerin performansini arttirabilmeleri,
Organik ¢oziiciliye ihtiya¢ gostermemesi,

Biiyiik capta iiretilebilmeleri,

Sterilize edilebilmeleri (otoklav, filtrasyon, aseptik ortamda sterilizasyon),
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Ekonomik olmasi,

KLN’in dezavantajlari,

Pargacik boyutunun zamanla biiylimesi,

Jellesme egiliminin olmasi,

Saklama siiresince polimorfik gegisler nedeniyle ilag¢ sizintist,

Kristal yapis1 nedeniyle zayif ilag yiiklemesidir (Gasco, 1993; Demirel ve Yazan,
2000; Demirel ve ark., 2001; Giirsoy 2002; Mozafari, 2006; Uner ve Yener,
2007).

KLN Hazirlama Yontemleri

KLN’ler yiliksek basingli homojenizasyon (sicak veya soguk), mikroemiilsiyon,
¢oziicli emiilsifikasyonu/evaporasyon, emiilsifikasyon-difiizyon ve yiiksek hizda
karistirma/ultrasonikasyon — yontemleriyle  hazirlanabilir ~ (Giirsoy, 2002;
Numanoglu ve Tarimei, 2006; Domb ve ark., 2007).

Yiiksek basingla homojenizasyon yontemi

Yiiksek basingli homojenizasyon teknigi kullanilarak lipit nanopartikiil hazirlanist
Miiller ve Lucks (Miller ve ark., 1995; Domb ve ark., 2007) tarafindan
gelistirilmistir.  Sulu  dispersiyonlarda birbirine yakin parcacik boyut
dagilimlariin elde edilmesi kararliligi arttirmak igin gereklidir; aksi durumda
dispersiyon igerisinde farkli boyutlu parcaciklar farkli dispersiyon ozellikleri
gosterecektir. Bu yontemin faydalar1 arasinda birbirine yakin ve kiiclik pargaciklar
elde edilebilmesi (6zellikle parenteral uygulamalar i¢in gerekli <5 um boyuttaki
pargaciklar), organik ¢oziicliye ihtiyag goOstermemesi ve biiyikk Olgekte
iiretilebilmesidir (bir seride 50-150 kg) (Uner ve Yener, 2007).

Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi sicakta veya sogukta yapilmaktadir.
Her iki yontemde de etkin madde homojenizasyondan 6nce erimis lipit icerisinde
¢ozlindurilir veya disperse edilir (Demirel ve Yazan, 2000; Domb ve ark., 2007).

Sicak homojenizasyon yontemi

Bu yontemde etkin madde erime noktasinin 5-10°C iizerindeki sicakliga getirilmis
lipit igerisinde ¢Ozilindiiriiliir. Etkin madde igeren lipit eriyik ayni sicakliga
getirilmis yiizey etkin madde igeren sulu faz igerisinde disperse edilir ve
dispersiyonlarin  emiilsifikasyonu yiikksek hizdaki karistirict  yardimiyla
gerceklestirilir. Elde edilen pre-emiilsiyon yiiksek basingli homojenizatorden
gecirilir. Tipik tiretim homojenizasyonu 500 bar basingta ve 3-5 homojenizasyon
dongiisii iledir (Demirel ve Yazan, 2000; Mehnert ve Mader, 2001; Giirsoy, 2002;
Biiyiikkoroglu, 2005). Elde edilen nanoemiilsiyon oda sicakliginda sogumaya
birakilir ve KLNIer soguma sirasinda katilasan damlaciklar ile olusur.

KLN’lerin sulu dispersiyonlar1 piiskiirterek kurutma yontemiyle kuru toz haline
getirilerek daha uzun siire saklanabilmektedir. Sicakligin 6nemli oldugu bu
yontem Ozellikle sicakliga dayanikli, lipofilik ve suda c¢oziinmeyen -etkin
maddelerin enkapsiilasyonunda ¢ok tercih edilmektedir (Demirel ve Yazan, 2000;
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Demirel ve ark., 2001; Giirsoy, 2002; Numanoglu ve Tarimci, 2006; Domb ve
ark., 2007).

Soguk homojenizasyon yontemi

Soguk homojenizasyon yonteminde etkin madde igeren lipit sivi azot veya kuru
buz igerisinde sogutulur, 50-100 pm boyutuna 6giitiiliir ve soguk sulu yiizey etkin
madde fazinda dagitilir. Olusan makro-siispansiyon oda sicakliginda yiiksek
basingli homojenizatorden gegirilerek nanopartikiiller olusur. Kuru buz veya sivi
azot lipitin kirilganhigini arttirmak ve Ogiitme asamasini kolaylastirmak igin
kullanilmaktadir. Yiiksek sogutma lipit matris igerisinde etkin maddenin homojen
dagilimina yardimci olmaktadir (Biiylikkoroglu, 2005; Mukherjee ve ark., 2009).

Soguk homojenizasyon yoOnteminin basinda lipitin  eritilmesi  sicaklik
gerektirmesine karsin 6rnegin 1s1 almast minimuma indirilmektedir. Bu nedenle
bu teknik oOzellikle 1siya hassas ve hidrofilik etkin maddeler igin tercih
edilmektedir. Hidrofilik etkin maddelerin sulu faza geg¢isini engellemek amaciyla
dispersiyonlarda diisiik molekiil agirlikli  polietilen glikol ve yaglar
kullanilmaktadir (Domb ve ark., 2007).

Mikroemiilsiyon ile KLN hazirlama

Gasco tarafindan gelistirilen mikroemiilsiyon teknigi daha sonra bagka
arastirmacilar tarafindan da kullanilmistir (Mukherjee ve ark., 2009). Yo6ntemde
oncelikle lipit materyal yaklasik 60-70°C’ye 1sitilir. Ayni sicakliga getirilen yiizey
etkin madde/yardime1 yiizey etkin madde igeren sulu faz ile farkli oranlarda
(1:2’den 1:100’e kadar) karistirilarak yag/su tipinde mikroemiilsiyon sistemi
olusturulur. Olusan sicak dispersiyon daha sonra soguk sulu faz igerisinde dagitilir
(Domb ve ark., 2007).

Sonugta elde edilen mikroemiilsiyonda uzaklastirilmasi gii¢ olan asirt sivi ve

formiilasyonu kararli hale getiren ylizey etkin madde/yardime: yiizey etkin madde
kiitlesi bulunmaktadir (Miiller ve ark., 2000;Domb ve ark., 2007).

Mikroemiilsiyon teknigi ile biiyiik dlgekte KLN hazirlamak miimkiindiir. Ancak
hazirlama sirasindaki karistirma hidrodinamigi, mikroemiilsiyondaki ve sulu
fazdaki 1s1 degisimleri benzer iiriin 6zelliklerinin olusturulmasinda dikkat edilmesi
gereken 6nemli ve kontrol edilebilmesi giic parametrelerdir (Ekambaram ve ark.,
2012).

Coziicii emiilsifikasyonu-evoporasyon ile KLN hazirlanmasi

Sjostrom ve Bergestahl’in tanimladigi yontemde lipit ve etkin madde su ile
karismayan bir organik ¢oziiciide (siklohekzan, kloroform, metilen Kkloriir gibi)
dagitilir (Mukherjee ve ark., 2009). Olusan organik faz yiizey etkin madde igeren
sulu faz igerisinde karigtirict yardimiyla emiilsifiye edilir. Nanopartikiil manyetik
karistirict iizerinde organik ¢Oziicliniin u¢masi sirasinda su igerisindeki lipitin
cokmesi ile olugur. Son asama olan organik ¢0ziicli evaporasyonu parcacik
birlesmesini onlemek i¢in hizli olmalidir. Bu yontem peptit ve protein gibi
hidrofilik molekiillere uygulanmaktadir (Domb ve ark., 2007).

Yontemin diger KLN hazirlama yontemlerine gore en onemli dstiinligi etkin
maddenin herhangi bir 1s1 etmenine maruz kalmamasidir. Bu nedenle 1s1ya hassas
etkin maddeler kolaylikla hazirlanabilmektedir. Baslica sakincalar1 ise organik
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¢Oziicii kullanilmasi ve parcacik biiyiikliigiiniin kullanilan lipit konsantrasyonu ile
degiskenlik gostermesidir (Miiller ve ark., 2000; Domb ve ark., 2007; Ekambaram
ve ark., 2012).

Emiilsifikasyon-difiizyon ile KLN hazirlanmasi

Quintanar-Gerrero ve Fessi’nin patentini aldigi yontemde su ile kismen karisan
benzil alkol veya tetrahidrofuran gibi bir ¢6ziicii kullanilmaktadir (Domb ve ark.,
2007). Su ile ¢6ziicti arasindaki termodinamik esitligi saglayabilmek i¢in ¢oziicii
suyla doyurulur. Suyla doyurulmus bu ¢6ziicii i¢erisinde lipit dagitilir ve ardindan
etkin madde eklenir. Olusan organik faz siddetli karistirma ile yiizey etkin madde
iceren sulu faz igerisinde emiilsifiye edilir. Diisiik hizda manyetik karigtirici ile
sulu faza ¢oziici difiizyonu ile lipitler ¢okmeye baslar. Coziicii kaynama
noktasina bagli olarak ultrafiltrasyon veya distilasyon ile ugurulur. Coziiciiniin
tamaminin ucurulmasi ile nanopartikiiller olusur. Bu yontem ile 100 nm
boyutunda pargaciklar elde edilmektedir (Domb ve ark., 2007; Ekambaram ve
ark., 2012).

Ultrasonikasyon veya yiiksek hizda homojenizasyon

KLN’lerin bu yontemle hazirlanmasmin en biiyiik yarar1 kullanilan cihazlarin
hemen hemen tiim laboratuvarlarda bulunmasidir. Yontemin en biiyiik sorunu ise
mikrometre diizeyinde pargacik boyut dagilimi ve saklama siiresince parcactk
bliylimesinin ~ gozlenmesidir.  Ayrica  ultrasonikasyon yiizlinden metal
kontaminasyonu da olasidir (Mehnert ve Méder, 2001; Miiller ve ark., 2004;
Wissing ve ark., 2004; Biiyiikkoéroglu, 2005).

Polimerik Sistemler

Viral olmayan sistemler arasindaki katyonik polimerler, genetik materyal ile kendi
kendilerine kolayca polielektrolit bilesikler olusturmalar1 ve bu bilesikleri
pargacik igerisinde kondanse ederek transfeksiyona aracilik etmeleri, enzimatik
pargalamadan korumalari, endolizozomal kagis1 ve hiicresel alimi desteklemeleri
nedeniyle ¢ok fazla ilgi gormektedir (Reischl ve Zimmer, 2009).

Katyonik polimerler, polietilenimin (PEI), poli-L-lizin (PLL) ve siklodekstrin
polikatyonlar: gibi sentetik ve kitosan, atelokolajen gibi dogal polimerler olarak
ikiye ayrilir (Oh ve Park, 2009; Howard, 2009). Katyonik polimerlerden PEI ve
kitosan viral olmayan polimerik vektorler olarak gen tasimada olduk¢a yogun
olarak kullanilmaktadir (Oh ve Park, 2009; Kim ve ark., 2009).

Polietilenimin (PEI)

Gen tasimada en etkili katyonik polimerin PEI oldugu diisiiniilmektedir. PEI sahip
oldugu yiiksek proton tamponlama kapasitesi ile endozomlarin hizli ozmolizine
yol agarak PEI/DNA kompleksinin sitozol igerisine kagmasina ve hiicre ¢ekirdegi
igerisine taginmasina yardimci olur (Lungwitz ve ark., 2005). Ancak yiiksek
molekiil agirhgindaki PEI’nin doza baglh toksisitesi bulunmaktadir (Jiang ve ark.,
2007). Bu nedenle insanlarda kullanimi smirlidir. Toksisiteyi azaltmak igin
genellikle polietilenglikol gibi yardime1 polimer ile konjuge edilmektedir (Kim ve
Kim, 2009).

PEI ile siRNA kompleksinin in vivo ve in vitro kullanimina giiniimiizde yapilan
son calismalarda sik¢a yer verilmektedir. Bu c¢aligmalarda siRNA’daki fosfat
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gruplar ile polimerdeki amin gruplar1 arasindaki oranin, PEI’nin dogrusal veya
dall1 olmasmin veya olusan kompleksin par¢acik boyutunun ve zeta potansiyel
degerinin transfeksiyon etkinligi {izerinde ¢ok etkili oldugu belirlenmistir (Read
ve ark., 2005; Grayson ve ark., 2006; Zintchenko ve ark., 2008).

Polietilen Glikol (PEG)

Insanlarda niikleik asit tasima ihtiyacim1 karsilamak amaciyla birgok polimer
kullanilmis ancak kullanilan polimerlerdeki biyouyumluluk ve gen transfer
etkinligindeki problemler bugiine kadar asilamamistir. Bu problemleri asabilmek
icin PLL ve PEI gibi katyonik polimerler PEG ile modifiye edilmistir (Lee ve
Kim, 2005). Bu isleme ‘pegilasyon’ denir. PEG, ilag etkin maddesinin ve niikleik
asitin uzatilmis kan sirkiilasyonunu ve dokuya ulasmada yiiksek etkinligi
saglamak i¢in en ¢ok ¢aligilan biyoyumlu polimerdir. Diisiik toksisite gostermesi,
¢oziunlrligli arttirmast ve iyonik yiikleri perdeleme etkisi PEG kullanimini
arttiran Ozellikler arasindadir (Lee ve Kim, 2005; Sonoke ve ark., 2008).

Pegilasyon sonucu katyonik polimerin siRNA tasinmasini arttirdigi saptanmigtir
(Lianga ve ark., 2012). Yapilan ¢alismalarda ¢ekirdeginde siRNA/PEI olan PEG
ile sarilmig polielektrolit kompleks misellerinin kendiliginden olustugu
belirlenmistir. Hayvan timor modelleri tizerindeki ¢alismalar siRNA’I
kompleksin intratiimoral uygulamanin yanisira intravendz uygulamalarda da
immiin cevap olusturmadan timor dokusunda biiyiimeyi inhibe ettigini
gostermistir (Kim ve Kim, 2009).

Siklodekstrin Polikatyon Sistemleri

Polikatyon igeren siklodekstrin sistemleri siRNA taginmasi igin kullanilmistir.
Polikatyon yap1 ile siRNA karistirildiginda kendi kendilerine yaklasik 50 nm
capinda kolloidal pargaciklar olusturmaktadir. Uglarindaki imidazol gruplarinin
intraseliiler ortamda niikleik asit saliminda etkin oldugu belirlenmistir (Lieskovan
ve ark., 2005). Siklodekstrin igeren polikatyon sisteminin SIRNA’y1 enzimatik
par¢alanmadan korumasi nedeniyle siRNA’nin kimyasal modifikasyonuna gerek
kalmamistir (Howard, 2009).

Poli(D,L- laktit-ko-glikolit) (PLGA)

PLGA polilaktit asit ve poliglikolik asit kopolimerleridir (Giirsoy, 2002). Viral
olmayan vektorler arasinda PLGA polimeri ile olusturulan niikleik asit tasiyici
sistemi onemli yer tutmaktadir. Bugiline kadar yapilan in vivo gen tasima
caligmalar1 PLGA ile hazirlanan nanopartikiillerin toksik olmadigini ve
biyouyumlu oldugunu géstermistir (Jensen ve ark., 2010). PLGA nanopartikiilleri
endositoz ile hiicre igerisine girdikten sonra endolizozomal kompartimanlardan
kagar ve sitoplazma igerisinde etkin maddeyi salar. Elde edilen olumlu sonuglar
siRNA ile ilgili c¢alisgmalarda da O©nem tasimakla birlikte PLGA
nanopartikiillerinin tek basma diisiik etkinlige sahip oldugu gozlenmistir (Patil ve
Panyam, 2009; Jensen ve ark., 2010). Bu nedenle PLGA nanopartikiilleri daha
cok PEI gibi katyonik bir polimerle birlikte kullanilmistir. PEI ile olusturulan
kompleksin siRNA enkapsiilasyonunu arttirdigt ve in vitro gen ekspresyonunu
basarili sekilde inhibe ettigi farkli calismacilar tarafindan rapor edilmistir (Patil ve
Panyam, 2009; Lee ve ark., 2011).
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Kitosan

Kitosan kitinin deasetilasyonu ile elde edilen pavurya, karides gibi kabuklularin
dis kabuklarinda ve bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan yapisal bir elementtir.
Tekrarlayan D-glikozamin ve N-asetil-glikozamin birimlerinden olusan ve
birbirlerine glikozidik baglarla bagli biyopargalanabilir bir polisakkarittir (Mao ve
ark., 2010). Kitosanin kimyasal yapis1 Sekil 11°de gosterilmistir .

Kitosan sahip oldugu yiiksek katyonik 6zelligi nedeniyle DNA ve RNA gibi
negatif yiiklii molekiiller ile etkilesme yetenegine sahiptir. Mumper ve ark. ilk kez
pDNA’y1, Katas ve ark. da (2006) ilk kez siRNA’y1 in vitro olarak tagsimak igin
kitosan1 kullanan arastirmacilardir (Mao ve ark., 2010). Kitosanin genetik
materyale baglanma afinitesi, Kararliligi, parcacik blyiikligi ve kompleksin
hiicrede salim1 ve etkinligi formiilasyon parametrelerine baglidir. Parametreler
arasinda kitosanin molekiiler agirhigi, deasetilasyon derecesi, kompleksin
sitokiyometrisi (N/P  orani), genetik materyal konsantrasyonu, Serum
konsantrasyonu, transfeksiyon ortaminin pH’s1, hiicre tipi, vb bulunmaktadir (Kim
ve ark., 2007; deMartimprey ve ark., 2009; Mao ve ark., 2010).
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NH NH »
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CHs
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CHs
OH O=<
NH, NH
HO Q HO S
o) d OHO o) d % Kitosan
NH,
OH OH

Sekil 11. Kitosanmin kimyasal yapis1 (Mao ve ark., 2010)

Kitosan fizyolojik ortamda kan veya bagirsaktaki normal florada iiretilen lizozim
ve kitinazlar tarafindan parcalanmaktadir (Mao ve ark., 2010). Bu nedenle
endiistride ve farmasdtik arastirmalarda ilag tasiyici sistem olarak genis c¢apta
kullanilmaktadir. Kitosan son yillarda gen tasima igin diger viral olmayan
vektorlere giivenli alternatif olarak onerilmektedir (Kumar, 2000; Kumar ve ark.,
2004; Venkatesan ve ark., 2010). Bununla birlikte kitosanin sudaki zayif
¢ozinlrligi onu biyomedikal uygulamalarda sinirlandirmaktadir (Kumar, 2000).
Kitosanin kesfinden bu yana ¢oziiniirliigii ve uygulamalardaki gesitliligi arttirmak
icin farkli kimyasal modifikasyonlar yapilmaktadir. Bu modifikasyonlar arasinda
kitosanin kitooligosakkarite doniisiimii en ¢ok ilgi ¢eken degisimdir (Alves ve
Mano, 2008).
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Kitooligosakkaritler kitosanin kismi hidroliz iiriiniidiir. Uriiniin antimikrobiyal,
antioksidan, antienflamatuvar ve antitiimor etkileri bulunmaktadir (Park ve Kim,
2010). Etkiler arasinda en fazla ¢alisilan antitimor etki, kitooligosakkaritlerin
molekiiler agirliklarindan ve D-glikoz aminlerindeki serbest amino gruplarinin
sagladig1 asir1 katyonik ozellikten kaynaklanmaktadir (Huang ve ark., 2006).
Ayrica elektrik yiiklerinin giiclii olmasi yine antikanser etkinlikte 6nemli rol
oynamaktadir (Park ve ark., 2003; Feng ve ark., 2004; Huang ve ark., 2006).
Kitooligosakkaritlerin genel kimyasal yapis1 Sekil 12°de verilmistir.

CHaOH CH,OH
o u}
o [u] OH H.OH
HO
HH, HH,
n=0~#

Sekil 12. Kitooligosakkaritlerin kimyasal yapisi (http-9)

Kitosan gibi kitololigosakkaritlerde de uygulama sinirlarini genisletmek igin
cesitli modifikasyonlar yapilmaktadir. Bunlar arasinda en fazla kullanilan
fosforilasyon disinda karboksilasyon veya propiyonil, palmitol, butilil, oleil,
stearoil ve lauroil gibi ¢esitli yaglarla modifikasyonu bulunmaktadir (Venkatesan
ve ark., 2010).

Polimer Parcaciklarin Hazirlanis Yontemleri

Polimerin hazirlanig yontem polimerin tipi, bityiikligii, kullanilma amact ve etkin
madde ile etkilesimine gore farklilik gostermektedir. Hazirlama yontemleri
arasinda iyonotropik jelasyon, koaservasyon, c¢apraz baglama, piiskiirterek
kurutma, emiilsiyon olusturma/goziicli buharlastirma ve polimerizasyon
bulunmaktadir (Kas, 2002; Singla ve ark., 2004).

Iyonotropik jelasyon

Polimer ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlardaki tripolifosfat, siilfat veya sitrat gibi
anyonik ¢ozeltiler icerisinde polimerin dagitilmasiyla hazirlanir. Bu sekilde

olusan partikiiller siiziilerek alinir ve distile su ile yikanip kurutulur (Singla ve
ark., 2004).

Koaservasyon

Bu yontemde polimerin (jelatin, albiimin gibi) alkali ortamda ¢okme ozelligi
kullanilir. Basit ve kompleks koaservasyon olarak iki gruba ayrilir. Basit
koaservasyon yontemi tek bir polimerik madde igerir. Bu yontemde etkin madde
polimer ¢ozeltisi igerisinde dagitilir. Sicaklik, pH, ¢oziicii (alkol) ve tuz (susuz
sodyum siilfat) uygun oranlarda ise sulu faz igerisindeki polimerin ¢oziiniirligii
azalarak kiimelesir. Kompleks koaservasyon zit yiiklii iki polimer arasindaki
etkilesim sayesinde gerceklesir. Genel olarak pH’ya ve polimerlerin yiiklerinin
notralizasyonuna bagimlidir. Sodyum aljinat, sodyum karboksimetil seliiloz ve
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jelatin bu yontemde kullanilan polimerlerdir. Farkli iki polimer ¢6zeltisinin birbiri
icerisinde dagitilmasindan sonra sirasiyla jellesme ve bir capraz baglayict
eklenmesiyle sertlesme meydana gelir (Singla ve ark., 2004).

Capraz baglama

Genellikle dogal polimerlerin kullanildigi bu yontemde polimer ve etkin madde
sulu faz igersinde ¢ozlindiiriiliir veya dagitilir. Sulu faz uygun yiizey etken madde
ile stabilize edilir. Polimerin jellesmesi veya c¢apraz baglanmasi; sistemin
sogutulup 1sitilmasi veya ¢apraz baglayici ajan eklenmesiyle saglanir (Kas, 2002,
Singla ve ark., 2004).

Polimerizasyon

Yontemin emiilsiyon, siispansiyon ve misel polimerizasyonu olarak farkli tipleri
vardir. Polimerizasyon yonteminde birisi suda digeri yagda ¢dziinen iki monomer
kullanilarak damlacik yiizeyinde polimerizasyon saglanir (Kas, 2002).

Emiilsiyon olusturma/¢éziicii buharlagtirma

Bu yontem suda c¢oziinen peptit, protein ve diger makromolekiillerin
hapsedilmesini saglar. Oncelikle organik ¢oziiciide polimer ve etkin maddenin
¢ozeltisi olusturulur. Polimer ¢6zeltisi ile karismayan yiizey etkin madde ¢6zeltisi
eklendiginde damlaciklar ortaya ¢ikar. Kullanilan organik ¢6ziicti sicaklik veya
vakum ile buharlastirilarak uzaklastirildiktan sonra filtrasyon veya santrifiij ile
partikiiller elde edilir (Rosca ve ark., 2004).

Piiskiirterek kurutma

Bu yontemde etkin maddenin polimer c¢ozeltisi igerisinde dagitilmasi veya
¢oziindiiriilmesi ile elde edilen ¢6zelti piiskiirterek kurutma cihazina uygulanarak
toz halinde partikiiller olusur. Elde edilen partikiillerin boyutu polimer-etkin
madde ¢ozeltisinin viskozitesine, pliskiirtme basligindaki delik ¢apina, akis hizina
ve sicakliga baghdir.

Dendrimer

Vogtle ve ark. tarafindan 1970’lerin sonunda gelistirilen ilk kaskat polimerik
molekiiller, daha sonra 1980’li yillarda Tomalia ve ark. tarafindan yeniden
calisilmaya baglanmistir (Templeton, 2009; Bulut ve Akar, 2012).

Dendrimer i¢ ¢ekirdek etrafinda birgok dallanmadan olusan monodispers
makromolekiildiir. Polimerik yapilarin yeni bir sinifi olarak degerlendirilmektedir
(Sekil 13) (Templeton, 2009; Sahoo ve ark., 2007).
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Sekil 13. Dendrimer yapis1 (http-4)
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Kimyasal yapisinin ¢ok yonlii olmas: dendrimerleri biyomedikal uygulamalar igin
uygun kilmaktadir (Baker, 2009). Dendrimerdeki sayisiz yiizey grubu varligi
ylizey gruplarinin ¢oziiciiyle veya diger molekiillerle es zamanli etkilesimini
kolaylastirir. Ornegin, sahip olduklar1 fazla sayida yiizey amin gruplari nedeniyle
dendrimerler genetik materyali iyi derecede tutabilmektedir. Bu ozellik aym
zamanda yiiksek ¢oziiniirliik ve reaktiflik egilimine de yol agmaktadir (Chen ve
ark., 2000; Dufes ve ark., 2005). Polimerin yiizeyinde yer alacak fonksiyonel
gruplarin yeri, sayist ve cinsini kontrol etme yetenegi bu yapilarin hiicredeki
reseptorlere baglanabilmesi agisindan avantaj saglar (Bulut ve Akar, 2012).
Yapilan calismalarda dallanma sayisinin gen tasimada ve transfeksiyonda ¢ok
etkili oldugu gosterilmistir (Templeton, 2009).

Fonksiyonel gruplarin elektrostatik veya kovalan baglarla etkilesim saglamasi ile
ilag molekiillerini enkapsiilleme sirasinda i¢ kisimlara yiikleyebilme &zellikleri
nedeniyle dendrimer ilag tasiyici olarak islev gormektedir (Dufés ve ark., 2005;
Bulut ve Akar, 2012).

Dendritik polimerler iyi tanimlanmis 3-boyutlu yapist ve 6zel molekiiler agirlig
sonucu gen taginmasinda onemli bir yol olarak goriilmektedir. Genetik materyal
ile  nanometre  boyutlarinda  etkin  partikiiller  olusturabilmektedir.
Poliamidoaminler (PAMAM) gen tasima icin karakterize edilmis ve siklikla
kullanilan dendrimerdir (Baker, 2009). Literatiirde siRNA ve oligoniikleotit ile
hazirlanan bilesiklerin hepsinde poliamidoamin kullanildig1 goriilmekle birlikte
oligoniikleotitlerde elde edilen etkinlik siRNA ile elde edilememistir (Hussain ve
ark., 2004; Kang ve ark., 2005). Laboratuvar ortaminda ve biiyiik 6lgekte iiretilme
giicliigli heniiz asilamamis bir problemdir (Hadjichristidis ve ark., 2011).
Dallanma sayisinin artmasi ile transfeksiyon etkinliginin arttigi belirlenmistir.
Ancak dallanmanin artmasi ile toksisitenin de artmasi ve eritrosit morfolojisinde
farklilasmaya neden olmasi ile hemolize yol agtigi ¢alismacilar tarafindan
belirlenmistir (Malik ve ark., 2000).

Transfeksiyon Yontemleri

Genetik materyalin belirli bir hiicreye aktarilmasi ve genetik degisiklik ortaya
cikarmasi islemine ‘transfeksiyon’ denir. Kiiltiire alinmis hayvan hiicrelerinde
transfeksiyon ilk olarak 1965°de Vaheri ve Pagano tarafindan DNA’nin 6zel
sekilde  c¢coktiirilmesi ve ardindan  hiicrenin  fagositozla  almasiyla
gerceklestirilmistir. Biyoteknolojide rekombinant DNA teknolojisinde, 6zellikle
genden rekombinant protein iretiminde, hiicre hatti gelistirilmesinde, genetik
isaretleyicilerin hiicre hatlarina eklenmesinde, hiicrenin protein ekspresyon
diizeyini degistirerek genin fazla ekspresyonunun hiicre metabolizmasina etkisinin
arastirilmasi gibi caligmalarda ve tiip bebek, klonlama, transgen teknolojisi gibi
pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Carter ve Shieh, 2010).

Transfeksiyon genel olarak gegici ve kalic1 olarak smiflandirilmaktadir. Gegici
transfeksiyonda genetik materyal konak¢i genomuna entegre olmaz; buradaki
amac hiicredeki hedef genin gegici ancak yiiksek ekspresyonunu saglamaktir.
Kalic1 transfeksiyonda ise transfekte edilen genetik materyal konak¢i genomuna

entegre olur ve hiicrelerin genetik materyelinde kalic1 degisim olusturur (Ma ve
Chen 2005).
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Transfeksiyon ¢esitleri biyolojik, kimyasal ve fiziksel olmak ftizere tige ayrilir
(Cizelge 1) (Niidome ve Huang, 2002; Mitrovi¢, 2003; Ma ve Chen 2005).

Cizelge 1. Transfeksiyon tipleri (Kim ve Eberwine, 2010)

Tip Yontemler Ornek

Biyolojik  Viris iliskili Herpes simpleks, adeno-iliskili, adeno viriis

Kimyasal Katyonik polimer PEI, dendrimer, lipofektamin, DOTAP,
DOTMA

Kalsiyum fosfat
Katyonik lipit
Fiziksel  Direkt enjeksiyon Mikro-igne, gen tabancasi, AFM tip, Amaxa

niikleofektor, fototransfeksiyon,

manyetofeksiyon
Biyolistik parcacik
tasima

Elektroporasyon
Sonaporasyon

Viriis-iligkili transfeksiyon yontemlerinde genellikle retroviriis ve adenoviriis
kullanilmaktadir ~ ancak viriislerin ~ olusturdugu  sorunlar  kullanimlarini
kisitlamaktadir (Ma ve Chen, 2005).

Kimyasal yontemlerle gegici veya kalici transfeksiyon siispande veya primer
hiicrelerde in vitro olarak yapilabilmektedir (Mitrovi¢, 2003; Ma ve Chen 2005).

Fiziksel yontemlerde siklikla elektroporasyon ve gen tabancalari kullanilmaktadir.
Dogrudan enjeksiyonda genetik materyalin kararsizligi ve dolagim sisteminde
niikleazla ¢abuk parg¢alanmasi bu yontemi kisitlamaktadir. Uygulanan elektrik
alan siddeti, stiresi, sicaklik, genetik materyal miktar1 ve transfeksiyon besiyerinin
iyonik bilesimi elektroporasyonda 6nemli etmenlerdir (Niidome ve Huang, 2002;
Ma ve Chen, 2005).

Biyobalistik veya pargacik bombardimani olarak adlandirilan gen tabancasi ile
transfeksiyon yontemi Ozellikle genetik materyalin hiicrelere girmesinin gii¢
oldugu c¢alismalarda kullanilmaktadir. Bu yontemde DNA veya RNA biyolojik
olarak ge¢imli parcaciklara (altin veya tungsten) adhere edilir. Genetik materyal
bagli parcaciklar hedef doku iizerine basing ile hizlandirilmis vurus yapilarak
uygulama gerceklestirilir. Bu yontemin etkinligi hiicre tipine, hiicre biiyiime
kosullarina, gen tabancasinin O6zelliklerine ve deneysel deneyime baghdir
(Mitrovi¢, 2003; Ma ve Chen, 2005).
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Genetik Materyalin Hiicre icine Alnm

Katyonik lipitlerle hiicrenin disindan ¢ekirdege kadar taginma tam olarak
anlasilamamis olmakla birlikte, lipit partikiillerin plazma membranina fiizyonunu
ve asidik ¢evresi ile DNA/RNA’y1 pargalayan endolizozomal kompartimandan
kagis1 saglamalar1 nedeniyle en ¢ok kabul goren yontemdir. Endositoz ile de gegis
oldugu elektron ve floresan mikroskopi caligmalari ile lipopleks ve polipleks
sistemlerin membran altindaki hiicre i¢i vezikiillerde saptanmasiyla kanitlanmistir
(Morille ve ark., 2008).

Yapilan galismalarda, tasiyici sistemlerin hiicre i¢ine alinmasi ile ilgili birgok yol
oldugu belirlenmistir (Merdan ve ark., 2002; Kirkham ve Parton, 2005; Winkler,
2011). Bunlar arasinda klatrin-iligkili endositoz, lipit raft1 ile iliski (kaveol gibi),
fagositoz veya makropinositoz bulunmaktadir (Sekil 14).
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Sekil 14 . Gen tasiyici sistemlerin hiicre i¢ine alim yollar1 (Morille ve ark., 2008)

Katyonik tasiyici sistemlerin en 6nemli giris yolu pozitif yiklii sistemler ile
membran iizerinde bulunan negatif yiiklii glikoprotein, proteoglikan ve
gliserofosfatlarin se¢ici olmayan birlesimleri sonucu Klatrin-aracili yoldur. Ayrica
membran lizerindeki 6zel reseptorlere baglanabilen araglar tasiyan sistemler de
Klatrin yolunu kullanmaktadir (Morille ve ark., 2008).

Fagositoz veya makropinositoz daha g¢ok graniilosit ve makrofajlarin biiyiik
molekiilleri pargalamak igin kullandiklar1 yoldur. Bu nedenle gecis yolu olarak
fazla tercih edilmez (Winkler, 2011).
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Vektorlerin membran ile birlesmesi ve hiicre igine alinmasmda her yolun belli
katkis1 oldugu kismen aciklanmistir. Ornegin, Katyonik lipitler ile yapilan
calismalarda klatrin yolunun tercih edildigi, polimer ile hazirlanan komplekslerde
ise hem kaveol hem de klatrin yolunun kullanildig: saptanmistir (Zuhorn ve ark.,
2002; Rejman ve ark., 2004). Sonug¢ olarak, membran kompozisyonu, transfekte
edilecek hiicre veya komplekslerin parcacik boyutu ve yiizey yiki giris
yollarindan birisini veya birkacini etkiler (Rejman ve ark., 2004; Khalil ve ark.,
2006).

Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan (1972) nekrozdan
farkli olarak gerceklesen diger bir 6liim sekli olarak tanimlanmistir. Apoptoz
patolojik ve fizyolojik hiicre 6limiinii ifade eder. Programlanmis hiicre 6limii,
fizyolojik hiicre 6liimii ve hiicre intihar1 apoptoz ile ayn1 anlamda kullanilan diger
terimlerdir (Davis, 2002; Boujrad ve ark., 2007).

Apoptoz mekanizmasindaki bozukluk apoptoza ugramasi gereken farkli
morfolojiye sahip hiicre/hiicrelerin yasamasina firsat verir. Bu hiicrelerin asiri
artis1 ile genetik kararliligini kaybetmis hiicresel topluluk olusabilir. Bu siiregte
isleyen olaylar timor gelismesinde Onemli rol oynar. Bu nedenle apoptoz
programinin daha iyi anlasilmas1 6zellikle kanser gibi hiicre ¢cogalmasiyla endike
hastaliklarin tedavisine yonelik ¢aligmalarda umut vermektedir (Kasibhatla ve
Tseng, 2003; Masiero ve ark., 2007; incesu ve ark., 2007).

Antikanser ilaglar kanser hiicrelerindeki apoptoz mekanizmasini uyardigindan
apoptoz mekanizmasini anlamak kanser tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir. Bu
noktada apoptoz gen tedavisinin de 6nemli amaglar1 arasina girer. Konuyla ilgili
birgok gen saptanmis ve bu genlerle in vitro-in vivo faz ¢alismalari yapilmaktadir.
Uzerinde calisilan genlerin bazilar1 apoptozu arttiran (proto-onkogen) p53, MYC,
Bax, Bcl-XS ve apoptozu azaltan (timor siipresor gen) Bel-xL, Bcl-2, Mcll’dir
(Davis, 2002; Ozvaran, 2004; Masiero ve ark., 2007).

Fiziksel ajanlar, sitokinler, hormonlar ve biiyiime faktorlerinin azalmasi ve FAS
ve TNFR1’in uyarilmast gibi birgok etken apoptozu baglatabilir. Diger taraftan
UV radyasyonu, DNA alkilasyonu veya mitozda ortaya c¢ikan problemler
nedeniyle de apoptotik siire¢ baglamaktadir (http-5).

Apoptoz ekstrinsik ve intrinsik olmak {izere baslica iki yol iizerinden iglev gosterir
(Sekil 15) (Ashkenaz, 2008).
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Sekil 15. Apoptoz yolaklar: (http-5)

Intrinsik yol apoptozun en ¢ok goriildiigii yolaktir. UV, biiyiime faktor eksikligi
veya sitotoksik ilaglar gibi etmenlerle baslayan bu yolakta, mitokondri veya
FAS/TNF kaynakli sinyallerle Sitokrom C ve APAFI’in salimi sonucu
kaspazlarin (Kaspaz 3 ve 9) aktivasyonu gergeklesir (Fulda, 2009).

Ekstrinsik yolda apoptozun baglamasi i¢in gerekli sinyallerin baglandigi bolgeleri
iceren TNF ailesi ve FAS reseptorleri, apoptozu baslatan sinyal kompleksinin
olusmasini saglar. Bu yolakta da apoptoz siireci kaspazlar uyarilarak baslatilir.
Reseptorler normal hiicrelerde degil 6zellikle tiimor hiicrelerinde aktivasyon
saglar (Ashkenaz, 2008; Fulda, 2009).

Bcl-2

DNA iizerindeki Bcl-2 geni insan folikiiler B-hiicre lenfomada t(14;18)
translokasyonu ile karakterize olan ve ilk klonlanan protoonkogenlerdendir.
Yaklagik 250 kb uzunlugunda 3 ekson ve 2 promotordan olusmaktadir (Gong ve
ark., 2011).

Bcl-2 proteini, mitokondri dig zarmin sitoplazmaya bakan kisminda lokalize 26
kDa’luk proteindir (Sioud ve Sérensen, 2003). Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi
apoptotik yolagin (intrinsik yolak) en 6nemli kismini olusturur ve birbirine zit
calisan iki gruba ayrilir. Bu proteinlerin diizeyi hiicrenin 6Glecegine veya
yasayacagina karar verir (Khosravi-Far ve White, 2007). Bcl-2 protein ailesi Bcl-
2 homoloji 1 adi verilen benzer yapida 4 domain yapisi icermektedir. Bu
domainler BH1, BH2, BH3 ve BH4’tiir. Bunlar ayni zamanda C-terminal
membran baglama dizisi ve 3 boyutlu yapilar1 da benzerdir.

Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir. Bcl-2 apoptozu engelleme
fonksiyonunu kaspazlarin onciil formlarint durdurarak veya kaspaz akisini
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dogrudan uyaran sitoplazmadaki apoptoz uyarici faktor (AIF) ve Sitokrom C gibi
apoptogenik  faktorlerin  mitokondriden  serbestlesmesini  engelleyerek
gerceklestirir (Tsujimoto, 2003). Bax veya Bak gibi proapoptotik iiyeler kaspaz
serbestlesmesini heterodimerizasyon yoluyla uyarir ve mitokondri zarinin gegis
gozeneklerinin  boyutunu degistirip Sitokrom C’yi serbestlestirerek kaspaz
aktivasyonuna yol agar (Tsujimoto, 2003; Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Klinikte kullanilan bir¢ok sitotoksik ila¢ antitiimor etkisini apoptozu indiikleyerek
gosterir (Nagamatsu ve ark., 2008). Bcl-2 birgok kanser tiirinde ve tiimor
olusumu ve gelisiminde 6nemli derecede artar (Fu ve ark., 2005; Sonoke ve ark.,
2008; Nagamatsu ve ark., 2008). Bu nedenle siRNA’nin aday hedefleri arasinda
apoptoz ve hiicre dongii diizenleyici molekiiller bulunmaktadir. Antiapoptotik
Bcl-2 proteini sitotoksik ajan gibi dig etkilere kars1 direnci arttirmaktadir (Fu ve
ark., 2005; Sonoke ve ark., 2008). Timor hiicrelerindeki Bcl-2’nin asiri
ekspresyonu hastalik gelisimiyle orantilidir. Yapilan fare modelli ¢aligmalarda
katyonik lipozom kullanilarak Bcl-2 mRNA’sinin siRNA ile susturulmasinin
timor hiicrelerindeki ¢ogalmayr durdurdugu gosterilmistir (Yano ve ark., 2004).
Bu da Bcl-2’nin kanser tedavisinde 6nemli bir hedef oldugunu gostermektedir .

Oblimersen sodyum (G3138; Genasense®; Genta Inc., Berkeley Heights, NJ),
insan Bcl-2 mRNA’smin ilk 6 kodonuna spesifik olarak baglanarak mMRNA’nin
parcalanmasina ve hiicre i¢i Bcl-2 proteininin azalmasina neden olan antisens
fosforotiyoat oligoniikleotit bilesigidir. Oblimersen insan tiimoérlerinde Bcl-2
ekpsresyonunu azaltan antisens etkinin klinik olarak gerceklestirildigi ilk
oligontikleotittir (Herbst ve Frankel, 2004). Oblimersen i¢in faz ¢alismalar1 halen
devam etmektedir.
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MATERYAL ve YONTEMLER
Materyal

Kullanilan Maddeler

Agaroz

Akrilamit/Bisakrilamit (% 30, 29:1)
Amonyum persiilfat (% 99)

Bcl-2 antikoru

Brillant Blue G

DKM (Diklorometan)

DMSO (Dimetilsiilfoksit)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit)
Etanol

Etidyum bromiir

Fotal sigir serumu

Glasiyel asetik asit

Gelucire® 50/13 (Gliserol makragol stearat)

Gliserol

Glisin

[zopropanol

Kloroform

Lipofectamin® 2000 transfeksiyon ajani
Lysis Buffer

Metanol

Micro BCA Kkiti

MTT boyast

Penisilin/streptomisin

PMSF (Fenil metan siilfonil florid)
Potasyum dibazik fosfat

Potasyum kloriir

Precirol® ATO5 (Gliserol distearat)
PVA (Polivinil alkol)
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Prona
Applichem
Applichem
SantaCruz Bio.
Amresco
Sigma-Aldrich
Applichem
Biological Ind.
Sigma-Aldrich
Merck
Amresco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gattefose
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Carlo Erba
Invitrogen

Cell Signalling
Merck
ThermoScientific
Applichem
GIBCO
ThermoScientific
J.T.Baker
Sigma-Aldrich
Gattefose
Sigma-Aldrich

Ispanya
Almanya
Almanya
Amerika
Amerika
Almanya
Almanya
Israil
Almanya
Almanya
Amerika
Almanya
Almanya
Fransa
Almanya
Almanya
Almanya
Fransa
Ingiltere
Amerika
Almanya
Amerika
Almanya
Ingiltere
Amerika
Hollanda
Almanya
Fransa

Almanya



SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
SDS protein isaretleyici (3 renkli)
siRNA Bcl-2

Span® 85 (Sorbitane trioleate)
Sodyum bikarbonat

Sodyum hidroksit

Sodyum kloriir

Sodyum dibazik fosfat

Suda ¢6zinir kitosan

Tween® 80

(Polioksietilen sorbitan monooleat)

TEMED (Tetrametiletilendiamin)
Trizma baz

Tripsin/EDTA

Yiikleme tamponu (Laemli tampon)
Western Blot Kiti

Western Blot sinyal arttirici

Kullanilan Cihazlar
Blotlama cihazi

Biiytik kapasiteli santrifiij
COy’li etiiv

Coklu okuyucu

Dikey elektroforez
Distile su cihazi
Dondurucu (-20°C))
Dondurucu (-80°C)
Floresan mikroskop

TEM- Gegirimli elektron mikroskobu

Gli¢ kaynagi

31

Merck
ThermoScientific
SantaCruz Bio.
Fluka

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Kitto Life Co.
Merck

Applichem
Sigma-Aldrich
Biological Ind.
Sigma-Aldrich
ThermoScientific

SantaCruz Bio.

Cleaver
Eppendorf 5810
Hera Cell 240i
Perkin Elmer
(Victor X 5)
UVP

Millipore
Argelik

New Brunswick Sci.
Leica 400DMI
FEI Tecnai™
(G2 Spirit)
Consort E861

Almanya
Amerika
Amerika
Ispanya
Almanya
Almanya
Almanya
Almanya
Kore
Almanya

Almanya
Almanya
Israil

Almanya
Amerika

Amerika

Ingiltere
Almanya
Amerika

Ingiltere

Ingiltere
Amerika
Tirkiye

Amerika
Almanya

Amerika

Belgika



Invert mikroskop

Jel dokiimantasyon cihazi
Laminar akis kabini
Manyetik karistirici
Mekanik karigtirict (Silent Crusher S)
Mikrosantrifiij

Orbital karistiric
Otoklav

Otomatik mikropipetler
pH-metre

Rotavapor

Sonikator

Su banyosu

Ultraturaks

Vorteks karistiric

Yatay elektroforez cihazi

Zeta potansiyel ve pargacik boyutu 6lger
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Leica DMIL
Kodak 440CF
Heal Force
Heidolph
Heidolph
Eppendorf

Stuart SSL1
Hirayama
Eppendorf
ThermoScientific
Buchi (R-205)
Sonics

GFL T-251425
IKA T-25

Jeio Tech Co.
ThermoScientific

Nano Zetasizer ZS

(Malvern)

Almanya
Amerika
Cin
Almanya
Almanya
Almanya
Ingiltere
Japonya
Almanya
Amerika
Isvicre
Amerika
Almanya
Almanya
Cin
Amerika

Ingiltere



YONTEMLER

Tez kapsaminda farkli molekiil agirligina sahip ve suda ¢oziinen (1 kDa, 1 kDa-
3kDa, 3 kDa-5 kDa, 10 kDa) dért cesit kitosan ve iki farkli kati lipit (Gelucire®
50/13 ve Precirole® ATO5) formiilasyonu hazirlanmustir.  Kati  lipit
formiilasyonlarina  katyonik ajan  oktadesilamin ile katyonik  O6zellik
kazandirilmigtir. Hazirlanan formiilasyonlara siRNA yiiklenmesi adsorpsiyon ve
enkapsiilasyon c¢alismalar1 ile incelenmistir. Bu formiilasyonlarin hastalikli
hiicrelere  uygulamas1 yapilarak transfeksiyon oOzellikleri  gozlenmistir.
Formiilasyonlarin hiicre tizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek igin MTT testi
kullanilmig ve hiicrelerdeki gen ekspresyon etkinligi Western Blot analizi ile
arastirilmistir.

Formiilasyon Calismalari
On Formiilasyon Calismalart

Tez kapsaminda, amaglanan hedefin gerceklestirilmesi i¢in farkli yontemler
kullanilarak ¢ok sayida formiilasyon calismasi yapilmistir. Bu formiilasyonlarin
fizikokimyasal 6zellikleri ve toksisiteleri oncelikli olarak degerlendirilmis ve elde
edilen sonuglara gore en uygun formiilasyonlar belirlenmeye calisilmistir.
Degerlendirmeler sonucunda iizerinde ayrintili ¢alisma gerektigi diistiniilen KLN
ve kitosan formiilasyonlarinin adlandirilmasi, formiilasyon bilesimi, hazirlama
yontemi ve genetik materyali yiikleme sekli Cizelge 2°de belirtilmistir.

Kan Lipit Nanopartikiil Hazirlama Calismalar:

KLN’ler sicak ve soguk ortamda yiiksek basingli homojenizasyon yontemi,
¢oziicli diflizyon yontemi, mikroemiilsiyon, ¢dziicli emiilsifikasyonu ve ¢oziicli
ucurulmasi ile yiiksek hizda karistirma veya ultrasonikasyon yoOntemleri
kullanilarak hazirlanabilmektedir (Mehnert ve Méader, 2001).

Bu ¢alismada KLN hazirlamak icin Precirol® ATO5 ve Gelucire® 50/13 lipitleri
secilmis ve yontem olarak yiiksek hizda karigtirma ve sonikasyon teknikleri ile su-
icinde-yag emiilsiyonu olusturma yontemi kullanilmistir.

Precirol® ATOS5 siirekli salim gosteren dozaj sekillerinin hazirlanmasinda
kullanilan gliserit baz olarak adlandirilir. PEG esterleri yoktur ve belirgin
hidrofobik karakterdedir (HLB=2). Kimyasal olarak inert ve ge¢imli olup bugiine
kadar tablet, mikrokapsiil ve nano-yapili lipit tasiyict olarak kullanilmigtir
(Hamdani ve ark., 2003).

Gelucire®50/13, PEG ile dogal yaglarin alkoliz reaksiyonu ile hazirlanan yari-kati
sekildir. Yag asitlerinin gliserol ve PEG esteri olarak tanimlanir. Erime derecesi
ve HLB degeri ile karakterize edilir. Gelucire® 50/13 yiiksek HLB degeri
(HLB=12) ile hidrofilik 6zellikte gliserittir. Bugiine kadar farkli etkin maddelerin
kontrollii salimi amaciyla ve kaplama maddesi olarak kullanilmistir (Mohsin ve
ark., 2012).
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Kat lipitler Y;;?ég:};;n Katyonik Ajan n?aetr(]e ?ﬁg; 2232:( Uygulanan yontemler
. Gelucire® Precirol® Tween® | Span® o . Yiiksek Hizda .
IIT;;;/I(I;; 50/13 ATOS 80 g Okt"’(‘(‘f'/isé'/‘;‘)m'”@ SIRNA 1 prm Karigtirma S;“'Z‘Bagi?” Diyaliz | Filtrasyon
(% 9/9) (% 9/9) (%alg) | (%alg) (23.000 rpm) ’ ¢
GO 4 - 2.8 1.2 - - - + - - -
Gl 4 - 2.8 1.2 0.0125 - - + - - -
G2 4 - 2.8 1.2 0.125 - - + - - -
G3 4 - 2.8 1.2 0.25 - - + - - -
G4 4 - 2.8 1.2 0.5 - - + - - -
G5 4 - 2.8 1.2 1.25 - - + - - -
PO - 4 2.8 1.2 - - - + - - -
P1 - 4 2.8 1.2 0.0125 - - + - - -
P2 - 4 2.8 1.2 0.125 - - + - - -
P3 - 4 2.8 1.2 0.25 - - + - - -
P4 - 4 2.8 1.2 0.5 - - + - - -
P5 - 4 2.8 1.2 1.25 - - + - - -
S1 2 - 2.8 1.2 - - + - + - -
S2 2 - 2.8 1.2 0.250 - + - + - -
S3 4 - 2.8 1.2 - - + - + - -
S4 4 - 2.8 1.2 0.125 - + - + - -
S5 4 - 2.8 1.2 0.250 + + - + - -
o | 4 e e | e | | - | | o
o | 4 e [ | e | | - P o | oot
Kitosan (% g/mL) Céziicii Ma“yeggoli;rrﬁtmc'
1kDa |1-3 kDa|3-5 kDa| 10 kDa D.Su

K1 4 - - - - - - + + +
K2 - 4 - - - - - - + + +
K3 - - 4 - - - - - + + +
K4 - - - 4 - - - - + + +

Cizelge 2. Hazirlanan tiim formiilasyonlarin adlandirilmasi, formiilasyon bilesimi, hazirlama yontemi ve genetik materyali yiikleme sekli
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Yiiksek Hizda Karistirma Teknigi ile KLN Hazirlanmasi

Yiiksek hizda karistirma teknigi ile formiilasyon hazirlamak igin Gelucire™ 50/13
ve Precirol® ATO5 kati lipitleri secilmis ve oranlari daha dnce yapilan 6n
formiilasyon c¢aligmalari sonuglarina dayanarak % 4 olarak belirlenmistir.

On calismalarda en kararli dispersiyonlar1 olusturmasi nedeniyle Yiizey etkin
madde olarak % 2.8 Tween “80 ve % 1.2 Span ®85 karisimu secilmistir.

Hazirlama sirasinda kati lipit erime derecesinin yaklasik 10°C tizerine kadar
isitilmig,  yiizey etkin madde sulu faza eklenerek lipit ile ayni sicakliga
getirilmistir. Karistirma islemi, sicaklik korunarak, ultraturaks ile 23.000 rpm’de 5
dakika siire ile uygulanmistir. Hazirlanan dispersiyonlar 0.22 um filtreden
gecirilmistir (Cizelge 2, Cizelge 3).

Cizelge 3. Yiiksek hizda karistirma ve basit emiilsyon ile hazirlanan formiilasyon (% g/g)

Formiilasvon Gelucire® | Precirol® | Tween® | Span® | Distilesu | Uretim
wasy 50/13 ATO5 80 85 Sicakhigt
GO 4 - 2.8 12 ym 10 mL 60°C
PO 4 2.8 12 ym 10 mL 66°C

Sonikasyon Teknigi ile KLN Hazirlanmasi

Sonikasyon teknigi ile hazirlanan formiilasyonlarda kati lipit olarak % 2 ve % 4
oraninda Gelucire® 50/13 ve vyiizey etkin madde olarak Tween®80 ve
Span®85karisimi kullamlmustir (Cizelge 2, Cizelge 4). Gelucire™ 50/13 kati lipiti
25 mL’lik balon igerisinde 500 pL DKM ig¢inde ¢6ziindiiriilmiistiir. Yiizey etkin
madde karisimi bir mikrotiip i¢inde 2 mL distile su i¢inde dagitilmistir. Daha
sonra yagli ve sulu faz sonikator yardimiyla 1 dakika siire ile % 20 giigte sonike
edilmistir. Siire sonunda olusan dispersiyonlar rotavapora aktarilmis ve yaklasik
250 mbar’da 30-60 dakika ve 40°C su banyosu tizerinde 50 rpm’de karistirilarak
organik ¢Oziiclinliin uzaklasmasi saglanmistir. Olusan dispersiyon iki kisma
ayrilmis bir kismi 0.22 pm filtreden gegirilmis ve diyaliz membranina (Medicell
Int. Ltd., 12-1400 Da, 15.9 mm:30M) aktarilarak 2 giin distile su igerisinde
manyetik karistiricidda  diyaliz islemi yapilirken, digeri 6nce diyaliz islemi
uygulanip daha sonra filtreden gegcirilmistir.

Cizelge 4. Sonikasyon ile hazirlanan formiilasyon (% g/g)

Formiilasyonlar Gelucire®50/13 Tween 80 Span 85 Oktadesilamin
S1 2 2.8 1.2 -
S2 2 2.8 1.2 0.250
S3 4 2.8 1.2 -
S4 4 2.8 1.2 0.125
S5 4 2.8 1.2 0.250
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KLN’lere oktadesilamin ile pozitif yiik kazandirilmast

Precirol® ATO5 ve Gelucire® 50/13 lipitleri anyonik ozelliktedir (Chen ve ark.
2010). Genetik materyalin bu maddelere elektrostatik olarak tutunmasinin
saglanmast ve negatif yiizey yiikiine sahip olan hiicrelere ayni etkilesim ile
tutunmasi igin katyonik 6zellik kazandirilmasi gerekmektedir (Uddin, 2007). Bu
amagcla, katyonik ozellik tasiyan lipidik oktadesilamin KLN formiilasyonlarina
belirli oranlarda eklenmistir. Emiilsifikasyon yontemi ile KLN hazirlanirken
oktadesilamin kat1 lipitler ile birlikte 1sitilarak eritildikten sonra veya sonikasyon
ile KLN hazirlama sirasinda DKM iginde lipit ile birlikte ¢oziindiiriilerek {izerine
sulu faz eklenmistir.

Yiiksek hizda karigtirma teknigi ile hazirlanan formiilasyonlarda oktadesilamin
orani arttirtlarak denenmis ve oranlar1 Cizelge 2 ve Cizelge 5’de verilmistir.

Cizelge 5. Yiiksek hizda karistirma ve basit emiilsiyon teknigi ile hazirlanan
formiilasyonlarda kullanilan oktadesilamin oram (% g/g)

Gelucire®50/13 | Oktadesilamin Precirol® ATO5 | Oktadesilamin
Gl 4 0.0125 P1 4 0.0125
G2 4 0.125 p2 4 0.125
G3 4 0.25 P3 4 0.25
G4 4 0.5 P4 4 0.5
G5 4 1.25 P5 4 1.25

Kitosan Parcaciklarint Hazirlama Calismalart

Kitooligosakkaritler, kitin veya kitosanin kimyasal veya enzimatik olarak sentez
edilmesi ile elde edilir. Suda ¢6ziinen kitooligosakkaritler kitosanlara gore daha
diisiik molekiiler agirliga ve daha yiiksek etkinlige sahiptir (Li ve ark. 2011).

Kitosan parcaciklart koaservasyon, iyonik jelasyon, kovalan ¢apraz baglama ve
desolvasyon gibi farkli yontemlerle pratik olarak hazirlanabilir (Lai ve Chia-Mi
Lin, 2009). Hazirlama sirasinda genellikle asetik asit gibi asidik yapidaki organik
¢oOziicii icerisinde ¢Ozlnduriiliir. Bu calismada distile su icerisinde dagilabilen
farkli molekiil agirliginda ve deasetilasyon derecesinde (% 80-% 85) oligosakkarit
yapidaki kitosan ¢esitleri kullanilmistir.

Kitosan parcaciklari, molekiil agirligi 1 kDa, 1-3 kDa, 3-5 kDa ve 10 kDa olan
kitosanlar1 kullanarak distile su igerisinde % 4 oraninda ve manyetik karistirict
tizerinde 30 dakika 500 rpm’de karistirilarak hazirlanmistir. Olusturulan sistemler
daha sonra 0.22 um’lik filtreden siiziilmiistiir (Cizelge 2, Cizelge 6).
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Cizelge 6. Kitosan ile hazirlanan formiilasyon

1 kDa 1-3 kDa 3-5kDa 10 kDa
Konsantrasyon
4 4 4 4
(% g/mL)
Formiilasyon adi K1 K2 K3 K4

Karakterizasyon Calismalart

Bu boliimde hazirlanan formiilasyonlarin parcacik biiytlikliigli ve dagilimi, yiizey
Ozelligi, zeta potansiyeli ve pH degeri gibi fizikokimyasal 6zellikleri
belirlenmistir.

Parg¢acik Boyutu ve Dagilimi

Hazirlanan formiilasyonlarda pargacik boyutu ve dagilimi foton korelasyon
spektroskopisi kullanilarak &l¢iilmiistiir. Olgiimlerde pH 7.4 ve 50 pS iletkenlige
sahip 0.22 pum filtreden geg¢irilmis distile su kullanilmistir. 100 uL formiilasyon
ormegi 1 mL distile su icerisinde dagitilmis ve 25°C’de gerceklestirilen 100
Olclimiin ortalamasi alinacak sekilde ayarlanmis Zetasizer cihazi ile 6lgtimler 3
kez tekrarlanmastir.

Zeta Potansiyel

Zeta potansiyel 6l¢iimii parcacik boyutu icin hazirlanan 6rneklerde ve ayni cihaz
kullanilarak  yapilmigtir.  Elektrostatik  hareketliligin ~ zeta  potansiyeline
dontistiiriilmesinde Helmholtz-Smulochowski esitligi kullanilmigtir. 20 6lgimiin
ortalamasi alinacak sekilde ayarlanan cihazda 6l¢timler 3 kez tekrarlanmistir.

pH Degeri

Formiilasyon ornekleri hazirlandiktan sonra pH-metre ile pH degerleri
belirlenmistir. Gerekli durumlarda 1 M HCI veya 1 M NaOH kullanilarak pH
ayarlamas1 yapilmistir.

Morfolojik Inceleme

Formiilasyonlarin morfolojik incelemesi TEM yardimiyla yapilmistir. 5 mL distile
su icerisinde ultrasonik banyoda disperse edilen 6rnekler 300 mesh’lik 1zgaralara
damlatilarak havada kurutulmus ve c¢esitli biiyiitmelerde incelenmistir. TEM
analizi Anadolu Universitesi Bitki, Ilagc ve Bilimsel Arastirma Merkezi’nde
(AUBIBAM) yapilmustir.

Hiicre Kiiltiirii

Secilen kanser hiicrelerinin (A549 ve MCF-7) iiretiminde ve formiilasyonlarin
uygulanmasinda hiicre kiiltiir tekniginden yararlanilmistir. Bunun igin:

1. Hiicreler % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 L-glutamin i¢eren
DMEM’de kiiltiire edilmistir.

2. Hiicre kiiltiirii 37°C’de % 5 CO; ve % 95 hava iceren atmosfer ortaminda
yapilmistir.
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3. Hiicreler hizli biiyiime fazina ulastiktan sonra 2 X Tripsin/EDTA ¢ozeltisi
ile muamele edilip alt kiiltiirlere ayrilmistir.

4. Kullanilmayan alt kiiltiirler hiicre stogu olarak -80°C’de kisa siire ile
saklanmustir.

Sitotoksisite Calismast

Giliniimiizde MTT olarak bilinen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium
bromiir yontemi ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanmis ve daha sonra Alley
ve ark. tarafindan gelistirilmistir. Hiicre biyolojisinde sitotoksisite, hiicre canlilig1
ve proliferasyonun degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir (Stockert ve

ark., 2012).

MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagli reaksiyon ile renk
veren, suda ¢ozliinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. Bu yontem canli
hiicrelerde mitokondrinin, MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayabilmesi
ilkesine dayanmaktadir. Parcalanma sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu
mavi-mor formazana indirgenmektedir. Canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanirken, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre
canliliginin bir 6l¢iitii olarak degerlendirilir ve MTT analizi sonucunda elde edilen
boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile dogru orant1 gosterir (Sekil 16 ) (Uchida ve
ark., 2009; Van Meerloo ve ark., 2011).

Bu calismada hazirlanan formiilasyonlarin hiicre {izerindeki sitotoksisitesinin
belirlenmesi i¢in MTT testi kullanilmustir.

1. Hiicreler kiiltiire edildikten sonra % 10 FBS iceren DMEM besiyerinde
stispansiyon haline getirilmis ve Thoma lamu ile hiicre sayimi1 yapilmistir.
2x10%/mL hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarinin her
kuyucuguna belirli miktarlarda aktarilmistir.

2. l-giinlik tireme periyodunun ardindan sitotoksik etkiyi incelemek igin
hiicre siispansiyonunun {izerine farkli derisimlerde formiilasyon 2. giin
eklenmis ve formiilasyon ile muamele edilmeyen kontrol hiicreleri ile
birlikte 37°C’de % 5 CO; ve % 95 hava igeren atmosfer ortaminda 24-48
saat inkiibasyona birakilmstir.

3. 24-48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 pL (5
mg/mL) MTT boyas1 eklenmis ve MTT boyasinin canli hiicreler tarafindan
formazan tuzu haline doniistiiriilebilmesi i¢in 37°C de 4 saat daha inkiibe
edilmistir.

4. Bu stirenin sonunda formiilasyon MTT kuyucuklardan uzaklagtirilmis ve
her bir kuyucuga 200 pL DMSO eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570
nm dalga boyunda renk degisimi belirlenmistir (Uchida ve ark., 2009).

5. Deney her bir derisim i¢in 8 kuyuda yapilmis ve 3 kez tekrar edilmistir.
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Sekil 16. MTT yontemi

Genetik Materyali (siRNA) Formiilasyonlara Yiikleme Calismalari
Adsorpsiyon

Katyonik 6zellik tastyan KLN’lere ve kitosan pargaciklarina belirlenmis (Cizelge
7) oranlarda siRNA eklenmis ve 37°C’de 20 dakika inkiibasyona birakilarak
negatif yiikli siRNA’nin pozitif ylizey yiikli parcaciklara adsorbe olmasi
saglanmustir.

Calisma icin kullanilan siRNA ilgili genin spesifik susturulmasi ya da
ekspresyonunun azaltilmasi i¢in dizayn edilmis 19-25 niikleotidlik her birinin
3'ucu bosta olan c¢ift iplikli RNA yapilaridir. Calismamizda Bcl-2 mRNA’sina
spesifik ticari olarak hazirlanmigs Bcl-2 SIRNA (Santa Cruz Biotechnology)
kullanilmigtir. Kontrol siRNA olarak fluoresein konjugeli spesifik olmayan 19-25
niikleotidlik kontrol RNA dizisi (Control siRNA (Fluorescein Conjugate)-A,
Snata Cruz Biotechnology) kullanilmistir. Fluoresein 490 nm’de maksimum
absorbsiyona ve 514 nm de maksimum emisyona sahip ve molekiilde fonksiyonel
grup olarak bulunan bir bilesiktir. Hiicre igerisinde floresan mikroskop altinda
yesil renk olarak goriilmektedir.

Cizelge 7. KLN ve Kitosan formiilasyonlarinin genetik materyal adsorbsiyonu (ug:pL)
Genetik Materyal

Formiilasyonlar )
siRNA/Formiilasyon

1:1,1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:7,5, 1:10, 1:15, 1:20,
1:25, 1:50, 1:75, 1:100, 1:150, 1:200,

1: 250, 1:300

Kitosan formiilasyonu
(K1, K2, K3)
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Kitosan formiilasyonu
1:1,1:2,1:3, 1:4, 1.5, 1:7,5, 1:10, 1:15, 1:20
(K4)
KLN formiilasyonu
©2) 1:1,1:2,1:3, 1:4, 1.5, 1:7,5, 1:10, 1:15, 1:20

Adsorbe edilen siRNA’larin geri kazanimlarmi belirlemek amaciyla asagida
belirtilen Ekstraksiyon 7 yéntemi uygulanmistir.

Ekstraksiyon I yontemi

1. siRNA adsorbe edilmis kitosan pargaciklar1 50°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir.

2. Fenol-kloroform eklenerek karistirilmis ve 1.500 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapilarak ¢oktiirilmiistiir.

3. Ust kisim atilmis pellet iizerine 200 pL % 99°luk alkol eklenerek yeniden
santrifiij yapilmistir.

4. Santriflij sonras1 alkollii kisim atilarak pelletin oda sicakliginda kurumasi
saglanmustir.

5. Kurumanin ardindan 50 pL TE tamponu eklenerek siRNA’nin dagilmasi
saglanmustir.

6. Yikleme tamponu konularak % 2’lik agaroz jele yiiklenmis ve
goriintiilenmistir.

Ekstraksiyon islemi sirasinda siRNA’da olusacak hasarin ve kaybin belirlenmesi
amactyla bu iglem kitosana adsorbe edilen siRNA oraninda ¢iplak SiRNA’ya da
uygulanmustir.

Enkapsiilasyon

siRNA nmn enkapsiilasyonu igin, % 4 Gelucire® 50/13 kat1 lipiti 500 pL DKM
igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve Cizelge 2°de belirtilen oranlarda yiizey etkin madde
iceren ve 62.5 pg, 125 pg ve 250 pug siRNA eklenmis sulu faza % 20 giig
uygulanarak 1 dakika sonikasyon islemi yapilmistir. Olusan dispersiyonlar
rotavapora aktarilmis ve organik c¢oziicliniin uzaklastirmasi i¢in yaklasik 250
mbar’da 30-60 dakika ve 40°C su banyosu iizerinde 10 rpm’de karistirilarak
bekletilmistir.

Olusan dispersiyon iki kisma ayrilmistir. Birinci kistm 0.22 um filtreden
stiziilerek, ikinci kisim ise siiziilmeden diyaliz membranina aktarilarak distile su
igerisinde ve manyetik karistiricida organik ¢dziicli kalintilarinin giderilmesi i¢in
2 giin muamele edilmistir. Diyaliz islemi sonrasinda ikinci kistm 0.22 um
filtreden gegirilmistir. Diyaliz isleminin ardindan filtre edilen formiilasyon DF
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olarak, filtre edildikten sonra diyaliz edilen formiilasyonlar FD olarak
adlandirilmigtir (Cizelge 2).

Sonikasyon isleminin genetik materyalin kirilmasina neden oldugu belirtilmistir
(Gvili ve ark., 2006). Sonikasyon yontemiyle KLN’lere siRNA yiiklenmesi
caligmas1 sirasinda siRNA’da olusabilecek hasarin ve kaybin belirlenmesi
amaciyla Ekstraksiyon II yontemi gelistirilmistir. Ayni yontem KLN’lere adsorbe
edilmis ve ¢iplak SIRNA’ya da uygulanmistir.

Ekstraksiyon 11 yontemi
1. 150 pL siRNA/KLN formiilasyonu mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

2. Uzerine 500 pL DKM ve 500 puL % 99’luk alkol eklenerek tiipler birkag
kez alt iist edildikten sonra 1.200 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

3. Santrifiij sonrasinda iist kisim atilmis ve ¢okelti tizerine 500 pL % 99’luk
alkol eklenip ardindan santrifiij islemi uygulanarak siRNA’nimn
coktliriilmesi saglanmistir.

4. Ust kismi ortamdan uzaklastirilmis tiipler oda sicakliginda kurumaya
birakilmustir.

5. Kuruma iglemi bittikten sonra tlizerine 50 pL TE konularak % 2’lik agaroz
jele yiiklenmistir.

Jel Retardasyon Calismalar:

Bu sistem formiilasyonlarin siRNA baglama oranlarinin, bu oranlarin serum
varhiginda olas1 degisiminin belirlenmesinde ve sonikasyon ile ekstraksiyon
yontemlerinin  genetik materyal {izerindeki etkisinin degerlendirilmesinde
kullanilmistir.

Agaroz Jel Elektroforez Islemi

Elektroforez islemi i¢in % 1.5 veya % 2 agaroz igeren jel hazirlanmistir. Yiiriitme
tamponu ve jel hazirlamak icin stok 10 X TBE’den hazirlanan 1 X TBE
kullanilmistir.

10 X TBE (1 L pH 8.0)

Trizma Baz 108 g
Borik asit 55¢
0.5 M EDTA 40 mL

1. 100 mL 1 X TBE tamponuna 1.5 g agaroz eklenmis ve manyetik karistirict
tizerinde 1sitilarak ¢oziinmesi saglanmistir.

2. Jel ¢ozeltisi yaklasik 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine % 5
oraninda etidyum bromiir (10 mg/mL) eklenerek jel tepsisine dokiilmiistiir.
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3. Uzerine uygun taraklar konularak jelin polimerlesmesi beklenmistir. Jel
polimerlestikten sonra iizerine 1 X TBE tampon konularak taraklar
dikkatlice ¢ikarilmistir.

4. Yikleme tamponu ile karigtirllan Ornekler mikropipet yardimiyla
kuyucuklara yiiklenmistir.

5. Orneklerin, 50 mV uygulanarak ~2 saat jelde yiiriitiilmesi ve jel
gorintiileme cihazi ile goriintiilenmesi saglanmistir.

Serum Icindeki Kararlilik

Hiicrelerde maksimum etkinlik i¢in hazirlanan formiilasyonlarin siRNA’y1 serum
bilesenlerine karst1 korumasi gereklidir. Bu nedenle siRNA igeren
formiilasyonlarin serum bilesenlerini igeren besiyeri igerisindeki davranislarini
incelemeye gerek duyulmustur. Bu inceleme icin transfeksiyon isleminde
kullanilan oranlarda siRNA/formiilasyonu, % 10 FBS iceren DMEM ile 37°C’de
1 saat, 4 saat, 10 saat, 24 saat ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
ornekler jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmistir.

Transfeksiyon Calismalart

Transfeksiyon caligmalarinda, hazirlanan formiilasyonlarin genetik materyali
hiicre igerisine aktarabilme yetisinin belirlenmesi i¢in FITC-konjugeli kontrol
siRNA kullamilmistir. FITC-konjugeli kontrol siRNA hiicrelere transfekte
olduktan sonra hiicre igerisine vermis oldugu 1sima sayesinde floresan
mikroskobu altinda goriintiilenebilmektedir (Pedersen ve ark. 2009). Hiicre olarak
A549 akciger ve MCF-7 meme kanser hiicreleri kullanilmistir. Belirli oranlarda
formiilasyon ile adsorbe edilmis FITC-konjugeli siRNA bilesimleri asagida
belirtilen protokole uygun olarak uygulanmigtir. FITC-konjugeli siRNA’nin
etkinliginin ve formiilasyonlarin tasiyict etkinliginin belirlenmesi i¢in de
Lipofectamine® 2000 ile karsilastirmali olarak ¢alisiimistir (Lipofectamine® 2000
firmanin belirttigi protokole uygun olarak hazirlanmistir).

1. 1. giin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina antibiyotiksiz % 10 FBS
iceren besiyeri ile hiicre ekimi yapilmis ve % 60-70 yogunluk oluncaya
kadar 37°C’de % 5 CO; ve % 95 hava iceren atmosfer ortaminda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Formiilasyonlar iki ayr1 plakada ¢alisiimistir.

2. l-giinliik iireme periyodunun ardindan kuyucuklardaki besiyerleri 2. giin
cekilmistir. 1 X PBS tamponu ile bir kez yikanmistir.

3. Cesitli oranlarda hazirlanmis formiilasyonlar FBS igermeyen besiyeri ile
karistirilip hiicrelere damlatilarak eklenmistir (Cizelge 8).

4. Plakalar yeniden 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan plakalardan birisine formiilasyon iceren besiyeri iizerine % 20
FBS igeren besiyeri eklenmistir. Diger plakadan 6 saat sonra formiilasyon
iceren besiyeri ¢ekilerek taze besiyeri eklenmistir.

5. 24 ve 48 saat inkiibasyonun ardindan plakalar floresan mikroskobu altinda
incelenmistir.
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Cizelge 8. Transfeksiyonu ¢ahsilan formiilasyon orani

_ S5 icin FITC-siRNA* )
Formiilasyon | FITC-siRNA/G2 L FITC-siRNA/K4
icerigi
Oran 1:15/1:20/1:25 | 67.5ug/125 pg /250 pg 1:1/1:2/1:3

*S5 formiilasyonunda siRNA enkapsiile edildigi i¢in pg olarak verilmistir.
Transfekte Edilmis Hiicrelerin Mikroskobik Olarak Degerlendirilmesi

Transfeksiyon isleminden sonra hiicre iizerindeki etkinlik mikroskobik olarak
degerlendirilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonun sonucunda Lipofectamine®
2000, S5 ve K4 formiilasyonlari i¢in transfeksiyonun gergeklestigi ve
gerceklesemedigi  hiicreler aymi alanda mikroskobik olarak incelenmistir.
Kuyucuklarda 10 farkli alandaki tiim hiicreler 40X biiyiitmede sayilmis ve
transfekte olan ve olmayanlarin toplam hiicre {izerinden sayisi belirlenerek
transfeksiyon indis asagidaki esitlige gore hesaplanmustir.

. L Transfekte olan hiicre sayisi
Transfeksiyon indisi = - X100
Transfekte olan + olmayan hiicre sayisi

Transfeksiyon Yapulmis Hiicrelerden Protein Izolasyonu

Formiilasyonlarin ~ FITC-konjugeli siRNA ile hiicrelere aktarilabildiginin
saptanmasindan sonra transfeksiyon islemi Bcl-2 siRNA tasiyan formiilasyonlar
icin de gergeklestirilmistir. Bu yontemde transfeksiyon islemi 6 kuyucuklu
plakalara ekilen hiicreler iizerinde yapilmistir. Daha sonra hiicrelerden protein
1zole edilmistir.

1. 24, 48 ve 72 saat sonunda 6 kuyucuklu plakalar besiyeri igeriginin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in soguk 1 mL 1 X PBS tamponu ile
yikanmustir.

2. Hicrelere 1 mL soguk 1 X Tripsin/EDTA eklenmesinin ardindan tiim
hiicre materyali kaziyici yardimi ile kaldirilmis ve 1.5 mL steril
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

3. En son kalan hiicre toplulugunu aktarmak ic¢in 6 kuyucuklu hiicre
plakasina 0.5 mL soguk 1 X PBS konulmus ve kaziyici yardimiyla son
hiicreler de alinarak aymi 1.5 mL mikrosantrifiijfiij tlipii i¢inde tiim
materyal toplanmustir.

4. Hiicreler daha o6nce sogutulmus santrifiijde 1200 rpm’de ve 4°C’de 5
dakika sonunda ¢oktiiriilmiistiir.

5. Ust siv1 hiicre pelletine zarar vermeyecek sekilde atildiktan sonra, pellet
izerine iginde 1| mM PMSF bulunan 100 pL lizis tamponu konulmus ve
buzda 5 dakika bekletilmistir.

6. 11.500 rpm’de ve 4°C’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen
protein iceren st s1vi 0.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve
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bu ornekler lizerinde total protein miktari belirlenmesi gergeklestirilmistir
(http-6).

Total Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu calismada transfeksiyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla SDS ve Western
blot analizi yapilmistir. Kullanilacak total protein Oziitii elde edildikten sonra
jeldeki kuyulara yiikleme yapmak igin protein konsantrasyonunun kantitatif olarak
belirlenmesi gereklidir. Protein Oziitlerinin konsantrasyonunu belirlemek igin
calismada Micro BCA Kit’i kullanilmistir. Ticari olarak satilan kit alkali ortamda
proteinlerce indirgenen bakir iyonlar: (biiiret reaksiyonu) ile bikinkoninik asidin
selasyon yapmasi prensibine dayanmaktadir. Firmanin 6nerdigi protokole gore
protein standartlarinin hazirlanmasi igin 2 mg/mL bovin serum albiimini, ¢oziicii
olarak ise % 0.9 NaCl ¢6zeltisi kullanilmustir.

Proteinin standart egrisini hazirlamak i¢in BSA stogundan (2000 ug/mL) Cizelge
9’da belirtilen seyreltmeler yapilmistir. Olg¢iimler protein 6rneklerin 5 pL’sinin
NaCl ile 150 uL’ye tamamlanmasinin ardindan gergeklestirilmistir.

Cizelge 9. BSA standardinin hazirlanmasi

Coziicii
BSA Stogu 0 Konsantrasyon
(2 mg/mL) (% 0.9 y
NacCl)
0.5 uL 149.5 uL 1 png/300 uL
1uL 149 uL 2 ng/300 pL
2 uL 148 uL 4 ng/300 pL
3uL 147 uLL 6 ng/300 ul
4uL 146 pL 8 ng/300 uL
SuL 145 pL 10 pg/300 uL

Micro BCA protein testinin uygulanmast

1. Her bir standarttan ve Ornekten 150°ser pL alinarak 96 kuyucuklu
plakalara konulmustur.

2. Kuyucuklara 150 pL Micro BCA ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek mikropipet
yardimiyla karistirtlmigtir.

3. 96 plaka calkalayici tizerinde 30 dakika hafif¢e ¢alkalanmis, daha sonra
37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.

4. Inkiibasyon sonrasinda plakalar oda sicakliginda sogumaya birakilmistir.
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5. Absorbans degerleri 562 nm’de kor olarak kullanilan % 0.9’luk NaCl’e
kars1 6l¢lilmiistiir.

6. Kor icin Olglilen absorbans degeri tiim 6rneklerin absorbans degerlerinden
cikartilmistir.

7. Elde edilen veriler bilgisayar programina girilerek standart egri grafigi
olusturulmustur.

8. Orneklerin  protein miktar1  olusturulan esitlikten  yararlanilarak
belirlenmistir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel
elektroforezi)

Bu c¢alismada en popiller PAGE (Polyacrilamide Gel Electrophoresis)
yontemlerinden birisi olan sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi
kullanilmistir (Sekil 17).

Bu yontem proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi
amaciyla kullanilir ve Western Blot lamanin ilk asamasini olusturur. Akrilamit ve
N-N’-metilen bis-akrilamit monomerlerinin polimerlesmesiyle olusan jel matrisde
elektrik akimi yardimiyla proteinler biiyiikliklerine gore ayrilir. Polimerizasyon
baslatici/katalizér (amonyum persiilfat ve TEMED) sistemi yardimiyla
gerceklesir. SDS elektroforezde diger sistemlerden farkli olarak 6rnek hazirlama
tamponuna bir miktar SDS eklenir. SDS 6rnekteki protein molekiiliiniin etrafinda
bosluk kalmayacak sekilde katman olusturarak negatif yiiklenmesini saglar.
Boylece ayrisma, molekiillerin kendi yiiklerinden bagimsiz (negatif), molekiil
agirhiklarina gore gerceklesir. Akim gecirildiginde jel matrisi i¢inde bulunan
proteinler farkli biiyiikliikteki gozeneklerden biiyiikliiklerine gore farkli gecis
hizlar1 gosterir. Buna gore kiigiik proteinler jelde hizli, biiyiik proteinler ise yavas
ilerler (Wenk ve Fernandis, 2007).

Jel kaseti
[ Mikropipet
/1: [ L Tampon

Giig kaynag
Protein bantlar

Sekil 17. SDS elektroforez (http-7)
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SDS-PAGE Yontemi
Kullanmilan ¢ozeltiler

% 12 Avirma jeli (10 mL)

% 30 Akrilamit/bisakrilamit 4 mL
1.5 M Trizma baz 2.5mL
% 20 SDS 0.05 mL
% 10 APS 0.05 mL
TEMED 0.0066 mL
Distile su 3.4mL
% 5 Yigma Jel

% 30 Akrilamit/bisakrilamit 0.67 mL
1 M Trizma baz 0.5mL
% 20 SDS 0.04 mL
% 10 APS 0.04 mL
TEMED 0.004 mL
Distile su 2.7 mL
Yiiriitme Tamponu (pH 8.5)

1.92 M Gilisin 144 g
0.25 M Trizma baz 30.3¢g
% 0.1 SDS 1g
Distile su ym 1L
Brillant Blue Cozeltisi

Brillant blue 0.25mg
Metanol:Distile su (1:1) 90 mL
Glasiyel asetik asit 10 mL

SDS i¢in protein orneklerinin ve isaretleyicinin hazirlanmasi

1. Mikrotiip igerisine yaklagik 30 pg protein konulmus ve tizerine 2 X
yiikleme tamponundan 5 pL eklenmistir.

2. Diger bir tiipe 10 pL isaretleyici ve 5 uL yiikleme tamponu konulmustur.
3. Tiipler yaklasik 90°C’de 2 dakika bekletilmistir.

4. Tipler kisa siire santrifiijlendikten sonra jele yiiklenmeye hazir hale
getirilmistir.
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SDS-PAGE’in uygulanmasi

SDS-PAGE uygulamasi sirasinda Brillant Blue ile boyama ve Western Blot lama
i¢in iki ayr1 jel hazirlanmastir.

1.

Jel hazirlanmadan Once cam plakalar distile su ile yikanmis ve
kurulanmistir. Camlar jel kasetine yerlestirilmis ve sikica tutturulmustur.
Herhangi bir sizint1 olup olmadig distile su ile kontrol edilmistir.

Sirasiyla, distile su, SDS, Tris ve akrilamit tiipe konularak iyice
karigmalart saglanmistir. En son APS ve TEMED eklenerek ayirma jeli
hazirlanmstir.

Ayirma jeli plakalar arasina pipet yardimi ile hi¢ hava kabarcig
kalmayacak sekilde dokiilmiistiir.

Taraklarin yaklasik 1 cm altina kadar ayirma jeli doldurulduktan sonra
tizerine izopropanol eklenerek hava ile temas kesilmis ve polimerlesme
icin 1 saat beklenmistir.

Polimerlesme olduktan sonra izopropanol kurutma kagidi yardimi ile
ortamdan ¢ekilmistir.

Yiiriitme jeli icin karisim {stteki sirayla hazirlandiktan sonra yine
mikropipet yardimiyla dokiilmis ve taraklar dikkatlice takilmistir.
Polimerlesme i¢in 1 saat beklenmistir.

Polimerlesme olduktan sonra kaset tank igerisine yerlestirilmis ve tank
yiirlitme tamponu ile doldurulmustur. Taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir.

8. Ornekler mikropipet yardimu ile kuyulara yiiklenmistir.

9. Ornekler 100 V ve 25 mA’de (bromofenol mavisi yiiriitme jelinin en alta

10.

11.

gelinceye kadar) jelde yaklasik 2.5 saat yiiriitilmiistiir.

Yiiriitme islemi bittikten sonra jel dikkatlice tanktan ¢ikarilmis ve tarak
kismi1 koparilarak atilmistir.

SDS-PAGE yapilirken protein iki jele ayni anda yiiklenip yiirlitme islemi
yapilmustir. Yiriitme islemi sonunda jellerden birisinde brillant blue ile
boyama yapilirken digeri Western blot’lama igin membrana aktarilmistir
(172).

Jelin Brillant blue ile boyanmas:

1.

Jel elektroforezden c¢ikarildiktan sonra dogrudan plastik kap igerisine
alinmistir.

Kabin i¢ine hazirlanan Brillant Blue ¢ozeltisi konulup kap calkalayici
lizerine alinmistir.

Calkalayic1 tlizerinde bantlar goriiliinceye kadar yaklastk 1 saat
calkalanmistir (172).
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Western Blot’lama
Western Blot Yontemi

Blot’lama islemi, SDS-PAGE islemi sonucunda jelde molekiiler agirliklarina gére
g0¢ etmis proteinlerden 6zel bir proteinin varliginin belirlenmesi i¢in kullanilan
yontemdir. Jelde molekiil agirliklarina gore ayrilmis proteinler bir membrana
transfer edilir. Membran olarak nitroseliloz veya PVDF kullanilmaktadir.
Membrana aktarilmis proteinlere baglanabilecek 6zellikte birincil poliklonal veya
monoklonal antikor ile tepkime reaksiyonu gergeklestirilir. Antikorlara
baglanabilen radyoaktif izotop bagl ikincil antikor veya enzimlerle (alkalen
fosfataz veya peroksidaz enzimleri) muamele edilerek membran iizerinde
hedeflenen proteinin yerinin belirlenmesi saglanir (Sekil 18) (Wenk ve Fernandis,
2007).

Kemiliminesans

tayin sinyali
-

Enzim konjugeli @« Epnzim substrati
ikincil antikor

AN
Birincil antikor k Hedef protein
AV

Protein transfer edilmis membran

Sekil 18. Western Blot’lama (http-8)

Western blot’lama i¢in firmanin protokoliine uy%un islem yapilmistir (Sekil 19).
Membran olarak Millipore marka Immobilon-P>? PVDF (Polivinilidin Difloriir),
antikorlama ve diger enzimler icin Pierce® Fast Western Blot kiti kullanilmustur.
Antikor, HRP ve ECL c¢alisma c¢ozeltileri bu kit kullanilarak hazirlanmistir.
Western Blot’lamanin ardindan Luminol ¢ozeltisi Kiti kullanilarak membran
tizerindeki sinyaller arttirilmistir.

Blotlama da primer antikor olarak insan Bcl-2 proteininin 1-205 aminoasitlik
bolgesine karakterize fare Bcl-2 monoklonal antikoru (Bcl-2(C-2),Santa Cruz
Biotechnology) kullanilmistir.

Transfer tamponu

Katot |

Filtre kagudr
Jel

Membran D

Filtreddgarl—\
Anot [+ Proteinlerin transfer

oldugu membran

Sekil 19. Western Blot’lama protokolii (http-7)



Kullanilan Cozeltiler

Transfer Tamponu (pH 8.5)

250 mM Trizma baz 30.28 ¢
192 mM Glisin 144.13 g
Metanol 200 mL
Distile su ym 1L
1X Yikama Tamponu (100 mL)

10X Yikama tamponu 10 mL
Distile su 90 mL
Primer Antikor Cozeltisi (10 mL, 1 pg/mL)

Antikor ¢ozeltisi (200 pg/mL) 50 uL
Seyreltik antikor 9950 mL
HRP Cozeltisi (10 mL)

HRP Reaktifi 1mL
Seyreltik antikor 9mL
ECL Calisma Cozeltisi (10 mL)

Calisma cozeltisi 1 5mL
Calisma ¢ozeltisi 2 5mL

1X TBS Yikama tamponu (pH 7.4)

Tris-HCI, NaCl, Tween® 20

Western Blot Uygulamast

1.

Blot’lama islemi baglamadan once jel boyutunda kesilmis PVDF
membrani metanolde 1-2 dakika bekletilerek iyice 1slanmasi saglanmistir.
Daha sonra sudan gegcirilip transfer tamponu igerisinde bir siire
bekletilmistir.

Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel distile su ile yikanmustir.

Blot’lama cihazina alttan baglayarak (pozitif kisim) jel boyutunda kesilmis
ve transfer tamponda 1slatilmis 3 adet Whatman kagidi konulmus, tizerine
membran dikkatlice yerlestirilmistir.

Membranin iizerine jel tek seferde kaydirma yapmadan ve membran ile
arasinda higbir hava kabarcig1 kalmasina izin verilmeden yerlestirilmis ve
izerine pipet yardimiyla hafif¢e bastirilarak olusan hava kabarciklar1 yok
edilmistir.

Jelin iizerine yine transfer tamponda islatilmis 3 adet Whatman kagidi
yerlestirilmistir. Cihazin negatif yiiklii ist kapagi kapatildiktan sonra cihaz
10 V ve 125 mA’de 1 saat 15 dakika galistirtlmistr.
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6. Blot‘lama bittikten sonra antikorlama islemine gec¢ilmistir. Antikorlama
icin Whatman kagitlar1 arasindan membran dikkatlice alinmis ve
calkalayici tizerinde yikama ¢ozeltisi ile 2 kez 5’er dakika yikanmustir.

7. primer antikor ¢ozeltisi (Bcl-2 (C-2) Santa Cruz Biotechnoogy) A549
hiicrelerii¢in 1:200, MCF-/ hiicreleri i¢n 1:500 oraninda hazirlanmis (10
mL) ve membran {izerine dokiilerek oda sicakligindaki ¢alkalayict
tizerinde 30 dakika bekletilmistir.

8. Membran temiz kaba alinmis, {izerine HRP ¢ozeltisi eklenmis ve oda
sicakligindaki ¢alkalayici iizerinde 10 dakika bekletilmistir.

9. 10 dakika sonunda temiz kaba alinan membran 1 X yikama ¢ozeltisi ile 2
kez 5’er dakika ytkanmustir.

10. Yikama isleminden sonra membrana ECL ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek 1-5
dakika beklenmis ve luminol kiti ile sinyal giiglendirilmesi islemi
yapilmistir.

11. ECL ¢alisma ¢ozeltisinden alinan membran 1 X TBS tamponu ile 3 kez
5’er dakika yikanmustir.

12. Kit icerisindeki A ve B ¢dzeltileri membran basina 0.125 mL/cm? olacak
sekilde esit hacimde hazirlanmistir. Membranin TBS ile yikanmasindan
sonra fazla TBS siiziilmiis ve Luminol ¢ozeltisinde oda sicakliginda 1
dakika bekletilmistir.

13. Fazla Luminol c¢ozeltisi siiziildiikten sonra membran CCD kamerali
goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.

Istatistiksel analiz

Formiilasyonlarin transfeksiyon etkinlik degerlendirmesi istatistiksel olarak
ciftlestirilmis t-testi ve bagimsiz 6rneklerde t-testi kullanilarak yapilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

SiRNA yeni jenerasyon biyofarmasétik madde olarak 6ne ¢ikmaktadir. siRNA’nin
tedavi edici potansiyelini destekleyen bir¢ok ¢alisma vardir. Farkli aragtirmacilar
ve biyoteknoloji sirketleri siRNA’nin hiicre sitoplazmasina taginmasi igin gesitli
vektorler kullanmistir; ancak kullanilan vektorlerin in vivo etkinligi genellikle
diisiik ¢cikmaktadir. Giiniimiizdeki siRNA ile ilgili klinik ¢aligmalar g6z ve akciger
gibi hedef bolgelere dogrudan uygulama ile yapilmaktadir.

Farkli hastaliklarda hem sistemik hem de lokal olarak uygulanabilecek siRNA
tasima vektorlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem kazanmustir (Oh ve Park, 2009).
siRNA tasima vektorlerinin gelistirilmesinde, vektoriin pargacik boyutu, zeta
potansiyel degeri, serum igerisinde siRNA yiiklii pargaciklarin kararliligi, genetik
materyali hiicre sitoplamasina kadar tasiyabilmesi ve endojen RISC ile siRNA’nin
etkilesebilmesi i¢in sitoplazma igersinde salim gibi konulara dikkat edilmesi
gerekmektedir (Aigner, 2007, Howard, 2009).

Bu ¢alismada Gelucire® 50/13, Precirol® ATO5 lipitleri ve suda ¢oziinen degisik
molekiil agirligindaki kitosan (1 kDa, 1 kDa-3kDa, 3 kDa-5 kDa, 10 kDa) ile
yapilan analizlerde yukarida bahsedilen konulara 6zen gosterilmistir.

Kati Lipitler ile Yapilan Formiilasyon Calismalari

KLN’lerin pDNA baglayabildigini Olbrich ve ark.’nin (2001) géstermesinden
sonra, diger sistemlere gore ¢esitli uygulama ve tiretim avantajlart ile KLN’lerin
gen tedavisindeki 6nemi artmistir. Gliniimiize kadar KLN ve pDNA bilesimleri ile
yapilan birgok c¢alismada olumlu sonuclar elde edilmistir. KLN’lerin genetik

materyali tasimasina karsin siRNA ile olan ¢alismalari sinirhdir (Kim ve ark.,
2008).

Bu tez ¢alismasinda hiicre igerisine siRNA tasinmasini saglayabilecek KLN
sistemi hazirlanmistir. KLNlerde iki ¢esit kati lipit (Precirol® ATOS ve Gelucire®
50/13) secilmis ve iki farkli hazirlama yontemi (su iginde-yag basit emiilsiyon
olusturma ve sonikasyon teknigi) kullanilmigtir.

Parcacik Biiyiikliigii Dagilimi

In vitro ve in vivo galismalar etkiledigi igin farmasotik uygulamalarda parcacik
biiyiikliigii cok 6nemli bir 6zelliktir. Parcacik biiyiikliigii fiziksel kararliligy, lipit
parcaciklarin  biyolojik yikimin1  ve yiiklenmis maddenin salim hizim
etkilemektedir (Ekambaram ve ark., 2012). Ayrica dolasim sisteminde
makrofajlar tarafindan yakalanma durumu ve biyolojik kararhilik da
etkilenmektedir. Pargactk boyutunun artmasi ile fagositozun artmasi ve
pinositozun azalmasi pargaciklarin biyodagiliminda onemli etmendir. Tagtyici
sistemlerde parcacik biyiikliigiiniin ve dagiliminin belirlenmesi, hazirlanan
sistemin amaca uygunlugunun tayin edilmesinde, kullanilan maddenin ve
yontemin seg¢ilmesinde ve sistemin kararliliginin belirlenmesinde 6nem tasir
(Miiller, 2000).

Parcacik blyiikliigli genetik materyal tasiyic1 sistemlerde de Ozellikle
transfeksiyonun degerlendirilmesi i¢in en dnemli parametrelerden birisidir. Etkili
transfeksiyon i¢in en uygun parcacik boyutu heniiz belirlenmemistir. Yapilan
caligmalar yaklasik 200 nm c¢apindaki parcaciklarin hiicre igine alimda ve
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transfeksiyon etkinliginde onemli rol oynadigini gostermistir. Biiylik parcacik
boyutlarmin kiigiiklere gore hiicre iizerine kolayca yerlesebildigi ancak hiicre igine
alimda problem ¢ikardig: belirlenmistir (Rao, 2010).

Nanopartikiillerin hazirlama yontemi pargacik biyiikligi ve dagilimini
etkilemektedir. Ozellikle formiilasyon bilesimi, iiretim ydntemi, uygulanan
basing, kullanilan yiizey etkin madde tipi ve miktart 6nemli etmenlerdir. Belirli
miktara kadar arttirllan yiizey etkin madde miktar1 ve karistirma hizi ve
stiresindeki degisimin parcacik biiyiikligiinii etkiledigi belirtilmistir (Demirel ve
Yazan, 2000). Bununla birlikte diisiik tiretim sicakligi, diisiik ylizey etkin madde
ve lipit (% 5-10) miktar1 daha biyikk ve heterojen dagilimli pargaciklarin
olusumuna neden olmaktadir (Ekambaram ve ark., 2012).

Pargacik biyiikligliniin 6l¢iilmesinde mikroskop, coulter sayicisi, lazer isik
sa¢ilimi cihaz1 ve foton korelasyon spektroskopisi kullanilabilir (Giirsoy, 2002).
Bu caligmada kati1 lipit ile hazirlanan formiilasyonlarin pargacik biiytiklik
dagilimi foton korelasyon yontemi kullanilarak Zetasizer NanoS cihazi ile
Ol¢iilmiistiir (sayfa 37).

Yiiksek Hizda Hazirlanan KLNlerin Par¢acik Biiyiikliigii ve Dagilimi

Yiiksek hizda karistirarak elde edilen formiilasyonlarda parcacik boyutu genellikle
nanometre (100-400 nm) diizeyindedir (Rudolph ve ark., 2004). Ayn1 zamanda
emiilsifiye edici ajan/ajanlar % 4-5 konsantrasyonda kullanildiginda da ufak
parcacik boyutu elde edilmektedir (Asasutjarit ve ark., 2007).

Literatiirde yliksek devir ile karistirma sirasinda pargaciklar arasinda artan kinetik
enerjinin parcacik biiyiimesine neden oldugu belirtilmistir (Ekambaram ve ark.,
2012). Bu nedenle 6n formiilasyon g¢aligmalart sonucunda belirlenen karistirma
stiresi ortam sicakligini1 korumak amaciyla 5 dakikanin altinda tutulmustur.

Gelucire® 50/13 ile hazirlanan formiilasyonun seffaf-beyaz goriintimiine karsin
Precirol® ATOS5 ile hazirlanan formiilasyonun gériiniimiiniin siit beyazi oldugu
gozlenmistir. Yapilan 6n formiilasyon ¢aligmalarinda pargacik boyutunun artmasi
ile formiilasyonlarin seffaf goriintiiden siit beyazi1 goriinlimiine dondiigu
belirlenmistir. Formiilasyonlarin pargactk boyutu karsilastirildiginda Precirol®
ATOS5 ile hazirlanan formiilasyondaki boyutun Gelucire® 50/13 ile hazirlanandan
daha biiyiik oldugu saptanmigtir.

Pargaciklara pozitif yiik kazandirllmasi amaciyla eklenen artan miktarda
oktadesilamin’in Gelucire™ 50/13 ile hazirlanan formiilasyonda seffaf-beyaz rengi
stit beyazina dogru kaydirdigi gozlenmistir. Bu durum oktadesilamin’in artan
miktarda eklenmesinin parcacik boyutunun biiyiimesine neden oldugunu gorsel
olarak ifade etmektedir. Bu sonug¢ analiz ile de desteklenmistir. Oktadesilamin’in
pargacik boyutu iizerindeki benzer etkisi Precirol® ATO5 ile hazirlanan
formiilasyonda da saptanmistir (Cizelge 10, Sekil 20).
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Cizelge 10. Yiiksek hizda karistirma teknigi ile hazirlanan KLN’lerin ortalama parc¢acik
biiyiikliigii ve polidsipersite indisi

GO Gl G2 G3 G4 G5

Ortalama Parcack | 5204 | 5516 | 117.43 | 22480 | 267.20 | 388.90
Boyutu (nm)=SH | 4158 | +395 | +087 | £379 | =452 | =464

0.28 0.32 0.26 0.45 0.30 0.44
+0.05 +0.10 +0.02 +0.03 +0.04 +0.07

Pl +SH

PO P1 P2 P3 P4 P5

Ortalama Parcacik 100.00 | 10150 | 16160 | 179.47 | 320.33 | 556.37
Boyutu (nm) + SH +2.77 +5.62 +3.61 +4.83 +6.41 | +18.20

0.20 + 0.29 + 0.32 + 0.53 + 031+ 042+

b 1.23 3.42 3.67 3.50 431 5.63

SH: Standart Hata, PI: Polidispersite indisi, n=3
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Sekil 20. Yiiksek hizda kanistirma teknigi ile hazirlanan KLN’lerin ortalama parcacik
bityiikliigii
Yapilan analiz sonuglarina gore Gelucire® 50/13 ve Precirol® ATOS ile hazirlanan
tim formiilasyonlarda parcaciklarin nanoboyutta oldugu ve eklenen
oktadesilamin’in artan miktarinin pargactk boyutunda artisa yol actig
saptanmustir. Gelucire® 50/13 ve oktadesilamin ile hazirlanan formiilasyonun
parcactk boyutunun Precirol® ATO5 ve oktadesilamin ile hazirlanan
formiilasyonla karsilagtirildiginda daha ufak oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
hiicre i¢ine alimda ve transfeksiyon etkinliginde optimum pargacik boyutunun
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yaklasik 200 nm oldugu diisiiniildiigiinde, transfeksiyon ¢alismalari i¢in Gelucire®
50/13 ile hazirlanan formiilasyonun tercih edilecegi agiktir.

Pargacik biiyiikiigii dagilimini gésteren polidispersite indisi 0.01 ile 0.7 arasinda
ise monodispers sistemlerden s6z edilir. 0.7’nin istiinde olan indis degeri ise
genis parcacik biiyiikliigii dagilimina sahip sistemleri isaret eder (Nidhin ve ark.,
2008). Bu calismada hazirlanan KLNlerin polidispersite degeri 0.7’nin altinda
oldugundan homojen bir dagilimdan so6z edilebilir.

Sonikasyon ile Hazirlanan KLNlerin Par¢acik Biiyiikliigii ve Dagilimi

Sonikasyon ile KLN hazirlama yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
parcacik boyutu ve polidispersite indisini azaltmak i¢in uygulanan uzun
sonikasyon siiresinin metal kontaminasyona neden oldugu literatiirde belirtilmistir
(Mehnert ve Mider, 2001). Gambhire ve ark.’nin (2011) Compritol® ATO888
kullandiklar1 calismada 3 dakika sonikasyon siiresi sonucu yaklagik 219-348 nm
biiyiikliigiine sahip parcaciklar elde edilmistir. Sonikasyon siiresinin artmasi
parcacik biyiikligiinii azaltmistir. Bu durum daha once yapilan galismada da
gosterilmistir (Zhu ve ark., 2011).

Upadhyay ve ark. (2012) tamoksifen i¢eren KLNleri 16.000-28.000 rpm arasinda
yiiksek hizda karigtirma ve 5-20 dakika arasinda sonikasyon siirelerini kullanarak
hazirlamigtir. Hazirladiklar1 formiilasyonlarin pargacik boyutunun 95-152 nm
arasinda oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢aligmada ise genetik materyalin hasar
gormeden enkapsiilasyon iglemi igin sonikasyon siiresinin % 20 giicte 1-2 dakika
olmasina karar verilmistir.

formiilasyonda  kremalasma  gozlendiginden bu lipit ile calismalar
siirdiiriilmemistir.

Gelucire® 50/13 ile yapilan ¢alismada % 2 lipit iceren S1 ve S2 formiilasyonlari
karsilastirildiginda oktadesilaminin parcacik boyutunu arttirdigi gézlenmistir
(Cizelge 11). 1 dak sonikasyon uygulamasinin 2 dak uygulama ile benzer pargacik
boyutlu dispersiyonlar olusturdugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak sonikasyon
stiresinin parcacik boyutunu kiigiiltmede S1 ve S2 formiilasyonlar1 i¢in ¢ok etkili
olmadig1 saptanmistir.

% 4 lipit igeren ancak oktadesilamin i¢cermeyen S3 formiilasyonu oktadesilamin
iceren S4 ve S5 formiilasyonlar ile karsilastirildiginda pargacik boyutunun arttig
gozlenmistir. S3 i¢in de uygulanan sonikasyon siiresinin pargacik boyutuna etkisiz
oldugu belirlenmistir.

Yiiksek hizda karistirma ile hazirlanan KLNlerde artan miktarda oktadesilamin
kullanim1 pargacik boyutunu arttirmistir. Ancak sonikasyon ile hazirlanan S4 ve
S5 formiilasyonunun par¢actk boyutunun oktadesilamin icermeyen S3
formiilasyonuna oranla daha diisiik oldugu saptanmistir. Oktadesilamin igeren S4
ve S5 formiilasyonlarinin pargacik boyutlart karsilastirildiginda 1 dak sonikasyon
sonrasinda S4’iin, 2 dak sonikasyon sonrasinda ise S5’in daha ufak pargacik
boyutuna sahip oldugu saptanmistir. Par¢acik boyutu yiiksek hizda karistirma ile
hazirlanan formiilasyonla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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Hazirlanan formiilasyonlarin pargacik boyutu ve dagilimi ayni analiz yontemi
(sayfa 37) ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 11 ve Sekil 21°de verilmistir.

Cizelge 11. Sonikasyon ile hazirlanan KLN’lerin lipit oram ve farkh sonikasyon siireleri i¢in
parcacik biiyiikliigii ve ve polidispersite indisi

S1 S2 S3 S4 S5

ldak | 2dak | 1dak | 2dak | 1dak | 2dak | 1dak | 2dak | 1dak | 2dak

Ortalama
Biiyiikliik 784.60 | 791.80 | 1054.30 | 8498.30 | 819.70 | 833.00 | 508.00 | 487.90 | 783.13 | 379.60
(nm) +170 ]| £363 | £4.01 | £+098 | +1.71 | £112 | £220 | £201 | +2.46 | +2.34
+ SH

0.72 0.67 1.00 1.00 0.40 0.90 0.40 0.50 0.62 0.93
+0.05]| +0.12 | +£0.00 +000 | £0.17 | £1.13 | +£1.15 | £0.76 | £0.07 | £0.08

Pl + SH

SH: Standart Hata, PI: Polidispersite indisi, n=3
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Sekil 21. Sonikasyon ile hazirlanan KLN’lerin lipit orani ve farkh sonikasyon siireleri icin
parcacik biiyiikliigii

Elde edilen sonuglara gore sonikasyon ile hazirlama tekniginde oktadesilamin
miktarinin pargacik boyutunun biiylimesinde etkili olmadig: kanisina varilmigtir. 2
dak sonikasyon uygulanmis S5 formiilasyonunun oktadesilamin miktarinin
artmasi ile ylizey yiikiiniin arttig1 ve parcacik boyutunun diger formiilasyonlara
gore daha diisiik olmasi nedeni ile en uygun formiilasyon olabilecegi
diistinilmistiir.

Organik ¢oziicii ile hazirlanan formiilasyonda ortamda organik ¢oziicli artiginin
kalmasi sitotoksisiteyi arttirmaktadir (Legrand ve ark., 2007; Almeida ve Souto,
2007). Formiilasyon hazirlanmasi sirasinda kompleks olusturmayan kati lipitin,
katyonik ajanin ve organik ¢oziicii kullanildig1 i¢in ¢oziicii ugurulmasi sonucu
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kalan ¢Oziicii artiginin uzaklastirilmasi amaciyla diyaliz ve filtrasyon islemi
yapilmig ve bu islemlerin formiilasyon tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Literatiirde diyaliz isleminin polidispersite indisini etkiledigi rapor edilmistir
(Legrand ve ark., 2007). Bu calismada hazirlanan formiilasyonun polidispersite
indisinin diyaliz sonrasinda diistiigii saptanmustir.

Hazirlanan formiilasyonlarin yogunlugunun diisik olmasi nedeniyle santrifiij
islemi uygulanamamistir. Bu nedenle filtrasyon islemi hem sterilizasyon hem de
diyalizin neden oldugu heterojen parcacik biiyiikligii dagilimini diizeltmek igin
kullanilmustir.

siRNA’nin enkapsiile edilmedigi bos formiilasyonda da diyaliz ve filtrasyon
islemi yapilmis ve parcacik biiyiikliigii acisindan degerlendirilmistir. Sonuglar
Cizelge 12 ve Sekil 22°de verilmistir.

Cizelge 12. S5 formiilasyonunun diyaliz-filtrasyon ve filtrasyon-diyaliz sonras1 ortalama
parcacik bityiikliigii

S5

S5 S5 DF S5 FD

Ortalama
783.13 137.03 188.52

Biiyiikliik
+1.99 +2.24 +0.50

(nm) £ SH

Pl +SH 0.62 +0.07 0.31+0.03 0.34+0.04

SH: Standart Hata, Pl: Polidispersite indisi, n=3
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Sekil 22. S5 formiilasyonunun diyaliz-filtrasyon ve filtrasyon-diyaliz sonras1 ortalama
parcacik biiyiikliigii
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S5 formiilasyonunun sonikasyondan hemen sonraki pargacik biiyiikligi 783.13
nm olarak belirlenmistir. Formiilasyon diyaliz edildikten sonra filtrasyon
uygulandiginda pargacik biyiikligii 137.03 nm’ye kadar diismektedir.
Filtrasyonun ardindan diyaliz islemi uygulandiginda ise hafif bir artis (188.52 nm)
gozlenmistir. Bu durum diyaliz siiresinde parcaciklarin birlesme egiliminde
oldugunu gostermektedir. Formiilasyonlara yalnizca diyaliz uygulandiginda
parcacik boyutunun 655 nm olmasi bu diisiinceyi dogrulamaktadir.

Zeta Potansiyel Degeri
Yiiksek Hizda Karistirma ile Hazirlanan KLNlerin Zeta Potansiyeli

Kolloidal pargaciklar dispersiyon ortamindan iyon adsorbe ederek pozitif veya
negatif olarak yiiklenir. Her parcacik pozitif ve negatif yiiklii olusuna gore zit
yiiklii iyonlarla cevrelenir ve tek tabakali molekiiler tabaka olusturur. Bu
tabakanin etrafinda parcaciga bagli olmayan hareketli ikinci bir iyon tabakasi
bulunur. Bu tabakaya Helmholtz ¢ift tabakasi veya difiize c¢ift tabaka denir.
Parcacik yiizeyine yapismis elektriksel tabakanin  potansiyeline
elektrotermodinamik potansiyel veya Nernst potansiyeli denir. Bu ¢ift tabakanin
disinda pozitif ve negatif iyonlarin birbirine esit oldugu bir de ndétral alan
bulunmaktadir. Pargacigin yiizeyi ile notral bolge arasindaki potaniyel farki ‘zeta
potansiyel’ olarak adlandirilir. Zeta potansiyel oOlglimleri elektriksel alan
igerisindeki elektroforetik hareketlerden yararlanilarak zetametre denilen aletle
dl¢iiliir ve birimi milivolttur (mV) (Celebi, 2002; Oner, 2004).

Katyonik lipit iliskili transfeksiyonda bazi faktorler transfeksiyon etkinligini
belirlemektedir. Bunlardan en 6nemlisi DNA veya RNA’nin lipide oranidir ¢iinkii
negatif yiikli siRNA/DNA pozitif yiikli lipit veya polimerle etkilesim
kurmaktadir. Bununla birlikte kompleks olusturduktan sonra hiicre membrani ile
etkili bir temas i¢in net yiik pozitif olmalidir (Yang ve Huang, 1997).

Bu c¢alismada KLN’lerin zeta potansiyel degeri Zetasizer NanoS cihazi ile
Ol¢iilmiistiir. Distile sudaki iletkenligin neden olabilecegi kiigiik degisimlerin
Olclim sonuglarini etkilememesi i¢in kullanilan distile su 6l¢timden 6nce 50 uS
iletkenlige NaCl ile ayarlanmig ve formiilasyon filtre edildikten sonra bu su ile
seyreltilmistir (1:10). Sonuglar Cizelge 13 ve Sekil 23°de verilmistir.

Cizelge 13. Yiiksek hizda emiilsifikasyon teknigi ile hazirlanan KLNIlerin zeta potansiyeli

GO Gl G2 G3 G4 G5

Zeta potansiyel (mV) | -20.60 | -6.15 | 11.10 | 16.43 | 16.37 | 17.19
+ SH +090]+031]+£028]+030]|+0.24]<+0.27

SH: Standart Hata, n=3

PO P1 P2 P3 P4 P5

Zeta potansiyel (mV) | -16.53 | -17.30 | -13.43 | -1.46 | 13.40 | 13.50
+ SH +0.74 | 067 | +032 | £0.04 [ 042 | +0.24

SH: Standart Hata, n=3
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Sekil 23. Yiiksek hizda karistirma teknigi ile hazirlanan KLN’lerin zeta potansiyeli

Zeta potansiyel analizinde katyonik ajan oktadesilamin eklenmeden hazirlanan
formiilasyonda pargaciklarin yiizey yiiklerinin negatif (GO igin -20.60 ve PO i¢in
-16.53) oldugu bulunmustur. Oktadesilamin eklendikten sonra pargaciklarin yiizey
yiikleri ongoriildigi tizere pozitif degerlere yiikselmistir. Artan oktadesilamin
miktar1 Gelucire® 50/13 ve Precirol® ATO5 formiilasyonlarinda zeta potansiyelin
artisim saglarken belirli bir konsantrasyondan (Gelucire® 50/13 i¢in % 0.25 - %
1.25 ve Precirol® ATO5 igin % 0.5 - % 1.25) sonra artis gozlenmemistir (Cizelge
2). Buna gore (Cizelge 13 ve Sekil 23) Gelucire® 50/13 kullanilan
formiilasyondaki artan oktadesilamin miktari ile G1 formiilasyonu pozitif degere
ulasmamis ancak G3, G4 ve G5 formiilasyonlarina artan miktarda oktadesilamin
eklenmesi ile zeta potansiyelinde ayni oranda artis (+16.43 mV, -17.19 mV)
goriilmiistir.  Gelucire® 50/13 ve Precirol® ATO5’e eklenen oktadesilamin
miktarinin belirli bir konsantrasyona kadar pozitif 6zellik verdigi ancak daha
yiiksek konsantrasyonda bu 6zelligi degistirmedigi saptanmistir. Bu sonuca gore
formiilasyon igindeki oktadesilamin miktarinin arttirilmasi ile zeta potansiyelin
dogru orantili olarak artmadigi belirlenmistir. Parcacik boyutu analizinde
oktadesilamin miktarinin artmasi ile pargacik boyutunun arttigi belirlendiginden
ve parcacik boyutu biiylimesinin transfeksiyon ¢alismalarinda etkinligi azaltacagi
bilindiginden G4 ve G5 formiilasyonlart i¢in transfeksiyon ¢aligmalarina gerek
goriilmemistir. Transfeksiyon ve sitotoksisite ¢aligmalart igin G2 ve G3
formiilasyonlar1 secilmistir.

Benzer degerlendirme Precirol® ATO5 ile yapilan formiilasyon igin
diistintildiigiinde pargacik boyutu biiyiikk olmasina karsin zeta potansiyeli pozitif
olan P4 formiilasyonu igin sitotoksisite ve transfeksiyon arastirmasinin yapilmasi
planlanmistir. P5 formiilasyonunun P4 ile aym1 degerde yiizey yiikiine sahip
olmasia ragmen parcacik boyutunun daha biiyilik (556.37 nm) olmas1 nedeni ile
PS5 formiilasyonu degerlendirmeye alinmamastir.
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Sonikasyon ile Hazirlanan KLN ’lerin Zeta Potansiyeli

Zhu ve ark.’nin (2011) yaptigi calismada, hazirlanan DNA yiiklii KLN/PLGA
nanoparcaciklarina uygulanan 1.5 dakikalik sonikasyon siiresi sonunda yaklasik
300-350 nm pargacik biiyiikliigi elde edilirken zeta potansiyel degeri pH’ya bagh
olarak -10 mV ile +10 mV arasinda degismistir.

Bu ¢alismada sonikasyon islemi ile hazirlanan formiilasyonda oktadesilamin
miktarinin artmasi yiiksek hizda karistirma teknigi ile hazirlanan KLNlerde
oldugu gibi zeta potansiyelin artisina yol agmistir. Bu artis tiim formiilasyonlar
icin gozlenmistir. Sonikasyon siiresi S1, S2 ve S3 formiilasyonlarinin zeta
potansiyelinde fark olusturmazken S4 ve S5 formiilasyonlarinda artisa neden
olmustur. Parcacik boyutu degerlendirildiginde en uygun olarak segilen S5’in en
yiksek zeta potansiyel degerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
transfeksiyon ¢alismalarinda S5’in kullanilmasina karar verilmistir.

Sonikasyon ile hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyeli Cizelge 14°de ve
Sekil 24°de gosterilmistir.

Cizelge 14. Sonikasyon ile hazirlanan KLN’lerin lipit oram ve farkh sonikasyon siireleri icin
zeta potansiyeli

Sl S2 S3 S4 S5

ldak | 2dak | 1dak | 2dak | 1dak | 2dak | 1dak | 2dak | 1dak | 2 dak

Zeta
Potansiyel | -15.10 | -14.57 | 23.43 | 21.07 | -20.93 | -19.07 | 13.40 | 20.20 | 33.03 | 40.40

mV)+x |+059|+£033]|+£036]+054]+035]+033]+£043|+055]+1.62]=+2.34

SH: Standart Hata, n=3
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Sekil 24. Sonikasyon ile hazirlanan KLN’lerin lipit oran1 ve farkh sonikasyon siireleri icin
zeta potansiyeli
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S5 formiilasyonuna organik ¢oziicliniin tamamen ucurulmasi amaciyla diyaliz
uygulanmistir. Diyalizin zeta potansiyel degerine etkisi arastirilmigtir ve sonuglari
Cizelge 15°de ve Sekil 25°de verilmistir.

Cizelge 15. S5 formiilasyonunun diyaliz-filtrasyon ve filtrasyon-diyaliz sonrasi zeta

potansiyeli
S5
S5 S5 DF S5FD
Zeta
Potansiyel 33.03+£1.62 25.93+0.49 25.30+£0.73
(mV) +SH

SH: Standart Hata, n=3
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Sekil 25. S5 formiilasyonunun diyaliz-filtrasyon ve filtrasyon-diyaliz sonrasi zeta potansiyeli

Zeta potansiyel degerleri incelendiginde, hazirlama aninda 33.3 mV olan zeta
potansiyelin diyaliz-filtrasyonun ardindan 25.3 mV’a kadar diistigii gortilmiistiir.

Kitosan ile Yapilan Formiilasyon Calismalar:

Polimerik parcaciklar arasinda kitosan tagima vektorleri genetik materyal igin
giivenli ve oldukga etkili olmasi nedeniyle diger polimerik maddelere gore iistiin
biyomateryaldir (Zhang ve ark., 2007).

Suda ¢o6ziinmeyen etkin maddelerin ¢oziintirlik ve biyoyararlanimini artirmak
amaciyla kitosan ve etkin madde ¢ozeltisi karigimi kurutularak kati formiilasyon
hazirlanmaktadir. Kati1 formiilasyonda kalan asit kalintis1 nedeniyle etkin madde
bozunmasi, etkinliini kaybetmesi ve kararliliginin azalmasi sik karsilagilan
durumdur. Son yillarda suda ¢oziinmeyen etkin maddenin ¢o6ziiniirlik ve
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biyoyararlanimi suda ¢oziinen kitosan tlirevi ile artirilarak bu sorun asilmaya
calistimaktadir (Kim ve ark., 2006). Bu nedenle bu g¢alismada suda ¢6ziinen
kitosanlar tercih edilmistir. Formiilasyonlarda farkli molekiil agirhigina (1 kDa, 1
kDa-3 kDa, 3 kDa-5 kDa ve 10 kDa) sahip dort ¢esit kitosan kullanilmustir.

Par¢acik Biiyiikliigii ve Dagilimi

KLNIlerde oldugu gibi kitosan sistemlerinde de pargacik boyutu ve zeta potansiyel
degerinin hiicresel alim mekanizmasinda 6nemli katkisi bulunmaktadir. Ufak
pargacik boyutu ve yiiksek zeta potansiyel degerinin pargaciklarin hedef bolgeye
ulagsmasinda etkin oldugu belirtilmistir (Jiang ve ark., 2009).

Kitosan ile yapilan c¢alismalarda parcacik boyutu iizerine etkisi olan
parametrelerin kitosanin molekiil agirligi, asetilasyon derecesi, hazirlanis bigimi
ve niikleik asit/kitosan molar orani oldugu saptanmistir (deMartimprey ve ark.,
2009). Kitosanin molekiil agirliginin artmasiyla parcactk boyutunun arttigi
belirlenmistir.

Bu ¢alismada farkli molekiil agirliginda (1 kDa, 1 kDa-3 kDa, 3 kDa-5 kDa ve 10
kDa) kitosan kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin pargacik biiyikligi ve
dagilimi Cizelge 16°da ve Sekil 26’de gosterilmistir.

Cizelge 16. Kitosan formiilasyonlarinin parcacik biiyiikliigii

K1 K2 K3 K4

Ortalama Parc¢acik Biiyiikliigii
(nm) = SH

159.23 +0.59 | 88.07 +£1.43 | 70.35+2.30 | 207.07 £ 2.79

Pl +SH 0.78 £ 0.02 0.65+0.07 | 0.47+0.07 0.25+0.09

SH: Standart Hata, PI: Polidispersite indisi, n=3
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Sekil 26. Kitosan formiilasyonlarimin parc¢acik biiyiikliigii
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Yiiksek molekiil agirligina sahip K4 formiilasyonunun en yiiksek pargacik
boyutuna sahip oldugu belirlenmistir. K3 formiilasyonu ise en ufak pargacik
boyutuna sahiptir. Ila¢ tasima sisteminin etkinligini arttirmak (Park ve Kim, 2010)
ve hiicreye endositozla alimini gergeklestirmek igin pargacik biiyiikliigiiniin
nanometre diizeyinde olmasi1 gerekmektedir (Choi ve ark., 2006). Bu ¢alismada
kitosan ile hazirlanan tiim formiilasyonlarin boyutunun etkinlik gdsterecek
Ozellige sahip oldugu diisiiniilmiistiir.

Zeta Potansiyel Degeri

Kitosan formiilasyonunun zeta potansiyeli KLN formiilasyonu ile ayni yontem
(sayfa 37) kullanilarak belirlenmistir.

K4 formiilasyonunun zeta potansiyelinin en yiiksek, K1 formiilasyonunun ise en
diisiik oldugu saptanmistir. K4 formiilasyonu diger kitosan formiilasyonlarina
oranla en yliksek parcacik boyutuna sahip olmasina karsin tasidigr yiizey yiikii
nedeni ile siRNA baglama yetisinin yiiksek olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu
nedenle transfeksiyon ve sitotoksisite calismalari i¢in en uygun formiilasyon
olarak secilmistir.

Bu ¢alismada hazirlanan Kitosan formiilasyonlarinin zeta potansiyeli Cizelge 17
ve Sekil 27°de gosterilmistir.

Cizelge 17. Kitosan formiilasyonlarinin zeta potansiyeli

1K K2 K3 K4

Zeta Potansiyel
(mV) £ SH

7.90+0.17 | 11.27+0.14 | 9.60+0.29 | 42.07 +£1.28
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Sekil 27. Kitosan formiilasyonlarimin zeta potansiyeli

62



Formiilasyonlarin pH Degeri

Onemli kriterlerden birisi olan pH degeri 6n formiilasyon galismalarinda her bir
formiilasyon igin belirlenmistir. Buradaki amag¢ hiicreye uygulanacak olan
formiilasyonlarin  besiyeri pH’sinda degisikliZe neden olup olmadiginin
belirlenmesidir. Sato ve ark.’lar1 (2001) AS549 hiicrelerinde transfeksiyon
etkinligini farkli pH’larda (6.9-7.5) arastirmis ve pH 6.9°daki transfeksiyon
etkinliginin pH 7.6’dakinden daha fazla oldugunu belirtmistir. Yapilan ¢alismada
bilesiklerin pH 6.9°da pozitif yiikli oldugu ve elektrostatik etkilesimle negatif
yikli hiicrelere diger pH’lara gére daha iyi baglanabildigi gosterilmistir. Bu
nedenle hazirlanan formiilasyonlarin transfeksiyon yetisinin pH degerine gore
degerlendirilmesi 6nem tagimaktadir.

Yiksek hizda karigtirma teknigi ile hazirlanan KLN’lerden oktadesilamin
icermeyen GO’1n pH degerinin 5.2 ve P0’1n ise 4.2 oldugu saptanmistir. GO ve PO
tim formiilasyonlarla karsilastirildiginda en diisik pH’ya sahip olduklar
belirlenmistir (Sekil 28).

pH degerleri

T

GO/PO G1/P1 G2/P2 G3/P3 G4/Pa G5/P5

Sekil 28. Yiiksek hizda karistirma teknigi ile hazirlanan KLN’lerin pH degeri

Oktadesilamin miktarinin artmas: ile pH degeri Gelucire® 50/13 i¢in 5.9’dan
6.9’a, Precirol® ATO5 i¢in 5.1den 6.6’ya kadar yiikselmistir. Bu durum
formiilasyona eklenen oktadesilaminin pH’y:1 yiikselttiginin gostergesidir (Sekil
28).

Sonikasyon iglemi ile hazirlanan formiilasyonlarda pH degerlerinin birbirine ¢ok
yakin oldugu bulunmustur (~6.0) (Sekil 29). Artan oktadesilamin miktarinin
pH’da herhangi bir degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. Yiiksek hizda
karistirma ve sonikasyon teknigi ile hazirlanan ve ayni oranda Gelucire® 50/13 ve
oktadesilamin igeren formiilasyonlarin pH degerindeki farkliligimin hazirlama
yonteminden kaynaklandigr diistiniilm{istiir.
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Kitosan ile hazirlanan formiilasyonlarin pH degerinin ortalama 5.5 oldugu
goriilmiistiir (Sekil 30).

Hazirlanan tiim formiilasyonlarin pargacik boyutu ve zeta potansiyeli birlikte
degerlendirildiginde, transfeksiyon ic¢in en uygun formiilasyonlarin G2, G3, P4,
S5 ve tiim kitosan formiilasyonlarinin ;(K1, K2, K3, K4) oldugu diisiiniilmiistir.
Transfeksiyon i¢in pH 6.9’un uygun oldugu bilgisi ile bu formiilasyonlarin uygun
pH’ya sahip oldugu sdylenebilir. Ayn1 pH degerlerinin hiicre ¢aligmalari i¢in de
uygun oldugu diistiniilmiistiir.

pH Degerleri

Sekil 29. Sonikasyon ile hazirlanan KLN’lerin pH degeri
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Sekil 30. Kitosan formiilasyonlarinin pH degeri
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Formiilasyonlarin TEM Goriintiisii

Nanoparcaciklarin morfolojik degerlendirmesinin dogrudan yapilmasi taramali
elektron mikroskobu (SEM) ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
miimkiindiir (Ekambaram ve ark., 2012). TEM ve SEM analizinde KLN’lerin
genellikle kiiresel sekilli, ylizey etkin madde arayiizeyi ile dis fazdan ayrilmig
lipit ¢ekirdege sahip yapilar oldugu goriilmiistiir (Ghaftari ve ark., 2012).

S5, G2 ve K4 formiilasyonlart TEM ile farkli biiyiitmelerde goriintiilenmistir.
Sekil 31, Sekil 32 ve Sekil 33’de KLN’lerin kiiresel ve tekdiize oldugu
gorilmektedir. TEM gorintiilerinde Olgiilen pargacik boyutu cihaz Olgiimii
sonuclariyla uyumluluk gostermektedir.

Sekil 31. S5’in TEM goériintiisii (87000 X biiyiitme)

Sekil 32. G2’nin TEM goriintiisii (87000 X biiyiitme)
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Sekil 33. K4’iin TEM goriintiisii (87000 X biiyiitme)

Kitosan ile hazirlanan formiilasyonlarin morfolojik analizi i¢in literatiirde TEM,
SEM ve AFM yontemleri kullanilmistir. Yapilan analizlerde nanoboyutta (200
nm-250 nm) ve kiiresel yapida parcaciklar saptanmistir (Nidhin ve ark., 2008).

Bu ¢alismada hazirlanan K4 pargaciklarinin TEM ile belirlenen boyutu literatiirde
saptanan ve daha Once cihaz oOl¢iimiinde bulunan sonuglar ile uyumluluk
gostermektedir. TEM’de belirlenen pargacik boyutundaki ¢ok kiigiik degisimin,
TEM ile goriintiileme Oncesinde nanopargaciklara uygulanan islemlere (kurutma
gibi), nanoparcaciklarin suyunu kaybetmesine ve dolayisiyla hacimce
kiigiilmesine bagli oldugu diistiniilmiistiir.

Formiilasyonlarin Sitotoksisitesi

Bu ¢alismada hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesi MTT (Metil-tiyazol-
tetrazolyum) yontemi ile (sayfa 38) incelenmistir. Bu yontem dolayli olarak hiicre
bliylimesi veya Oliimiinii degerlendirmeyi amaglayan ve kisa siireli hiicre kiiltiirti
esasina dayanan bir ila¢ duyarlilig testidir (Meerloo ve ark., 2011).

Gelistirilen formiilasyonlarin hiicre {izerinde az toksik olmasi Onemlidir.
Calismada amaglanan hiicrelerin 6liimiinii azaltan Bcl-2 geninin susturulmasini
saglayacak genetik materyalin hazirlanmis olan sistemlerle hiicre igerisine
transfeksiyonudur. Transfeksiyon sonrasinda beklenen Bcl-2 mRNA’smin
susturulmasi ve dolayisiyla Bcl-2 proteininin iiretiminin azaltilmasi ve hiicrelerin
oliime gitmesidir. Bu etkinin kesin olarak belirlenebilmesi igin tasiyici sistemlerin
hiicre i¢in toksik 0Ozellik tasimamasi Onem tasimaktadir. Hazirlanan
formiilasyonlarin toksik Ozelliklerinin belirlenmesinin ardindan transfeksiyon
calismalarinda kullanilacak formiilasyon segilebilmektedir.

Hazirlanan ~ KLNlerin  zeta potansiyel, par¢acikk boyutu ve pH’si
degerlendirildikten sonra saptanan en uygun G2, G3, P4 ve S5’de ve tiim Kitosan
formiilasyonlarinda sitotoksisite calismasi yapilmistir. Sitotoksisite caligmalar
kontrol olarak kullanilan Lipofectamin®2000 icin’de  gerceklestirilmistir.
Lipofectamin®2000 ve S4 disinda tim formiilasyonlar Cizelge 19°de verilen
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miktarda besiyeri ile karistirilarak hiicrelere uygulanmis ve 24 ve 48 saat
sonrasinda 6l¢iim alinarak degerlendirme yapilmistir.

Lipefectamin ©2000 ‘in Sitotoksisitesi

Lipofectamin®2000 icin 24 ve 48 saatlik MTT testi i¢in kullanilan miktarlar
Cizelge 18’de verilmistir.

Olgiimler Victor X5 ¢oklu plaka okuyucu ile 572 nm’de yapilmustir. Sitotoksisite
testi her bir formiilasyon i¢in 3 plaka ve her bir konsantrasyon i¢in 8 kuyuda
calisilmigtir. Absorbans degeri bu plakalarda Olciilen absorbanslarin ortalamast
alinarak bulunmustur.

Ayn1 kosullarda yalnizca kiiltiir ortamu ile inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu
kuyularda okunan absorbans degerleri % 100 hiicre canliligi olarak kabul
edilmistir. Formiilasyon uygulanan kuyularin absorbanslar1 bagil % degeri olarak
belirlenmistir. Sonuglar Sekil 34 ve Sekil 35°te verilmistir.

Cizelge 18. Lipofectamin®2000’in sitotoksisite caliymasinda kullanilan formiilasyon miktari

Formiilasyon Besiyeri Konsantrasyon
(nL) (nL) (ng/mL)
0.25 ym 100 ~2.5

0.5 ym 100 ~5

1 ym 100 ~10
25 ym 100 ~25
5 ym 100 ~50
7.5 ym 100 ~75
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0.25puL  0.5uL 1pl 2.5puL 5uL
Konsantrasyon

Sekil 34. Lipofectamin®2000’in 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (ICsy: 4.8
pL/kuyu, ~4.8 pg/kuyu)(n=3)

% Canhhk

0.25puL  0.5uL 1pl 2.5puL 5uL

Konsantrasyon

Sekil 35. Lipofectamin®2000’in 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (ICso: 1.155
pL/kuyu, ~ 1.155 pg/kuyu)(n=3)

Yapilan analizlerde firmanin Onerigi protokole gore kullanilan en diisiik
Lipofectamin®2000 miktarinda (0.25uL) 24. saatte en fazla % 73 48. saatte en
fazla % 72 oraninda hiicre canliligi saptanmustir. Sitotoksisite de kullanilan
miktara gore artis gézlenmistir
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Yiiksek Hizda Karistirma Teknigi ile Hazirlanan KLN lerin Sitotoksisitesi

G2, G3 ve P4 formiilasyonlart i¢in 24 ve 48 saatlik MTT testi i¢in kullanilan
miktarlar Cizelge 19°de verilmistir.

Cizelge 19. G2, G3 ve P4’iin sitotoksisite ¢alismasinda kullamlan formiilasyon miktari

Formiilasyon Besiyeri Konsantrasyon
(uL) (uL) (ng/mL)
1.56 ym 100 ~624
3.13 ym 100 ~1250
6.25 ym 100 ~2 500
12.50 ym 100 ~5000
25 ym 100 ~10 000

50 ym 100 ~20 000

Formiilasyonlara ait 24 ve 48 saatlik MTT testi sonuclar1 Sekil 36, Sekil 37, Sekil
38, Sekil 39, Sekil 40 ve Sekil 41°da verilmistir.

Miiller ve ark. ile baslayan KLN ¢alismalarinin yogun ilgi goérmesinin nedeni
sitotoksik olmamalaridir (Yuan ve ark., 2008; Subedi ve ark., 2009).

G2’nin 1Cso degeri 24. saatte 13.145 pL/kuyu ve 48. saatte 6.81 uL/kuyu olarak
saptanmugstir. Hiicre canliligl en yiiksek olan (24 saat i¢in % 82 ve 48 saat i¢in %
93) en diisiik konsantrasyon 1.56 pL/kuyu, transfeksiyon ve siRNA baglama
caligmalari i¢in ideal konsantrasyon olarak segilmistir (Sekil 36 ve Sekil 37).
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1.56 uL 3.125pL 6.25pL 12.5pL  25ul 50 ul
Konsantrasyon

Sekil 36. G2’nin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (I1Csy: 13.145 pL/kuyu, ~526
ng/kuyu)(n=3)

% Canhhk

1.56 uL 3.125pL 6.25puL 12.5uL 25uL S50 pL
Konsantrasyon

Sekil 37. G2’nin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (ICsy: 6.81 pL/kuyu, ~272
pg/kuyu) (n=3)

G3’lin I1Csg degeri 24. saat icin 3.58 pL/kuyu ve 48. saat icin 5.77 pL/kuyu olarak
bulunmustur. G3 formiilasyonu i¢in en diisiik konsantrasyonda (1.56 puL/kuyu) 24.
saatte yaklasik % 68 ve 48. saatte % 71 hiicre canliligi goriilmiistiir. 24 saatin
ardindan % 32, 48 saatin ardindan ise % 29 hiicre kayb1 oldugu saptanmustir.

Uygulanan formiilasyonun pargalanarak konsantrasyonunun azalmasi ve sag kalan
hiicrelerin normal biiylime periyoduna devam etmeleri nedeniyle ilk andaki
sitotoksik etkinin 48 saat sonrasinda diistiigii diistiniilmistiir. Bu oran G2 ile
karsilastirildiginda G3 formiilasyonunun hiicre sitotoksisitesi lizerinde daha etkin
oldugunu gostermektedir.
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156 uL 3.125pL 6.25pL 125pL 25ulL 50 pL
Konsantrasyon

Sekil 38. G3 formiilasyonunun 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (I1Csy: 3.58
pL/kuyu, 143.55 pg/kuyu) (n=3)

% Canhhk

1.56puL 3.125pL 6.25uL  12.5uL  25pL  50plL

Konsantrasyon

Sekil 39. G3 formiilasyonunun 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (ICsy: 5.77
pL/kuyu, 230.9 pg/kuyu) (n=3)

P4’in 24. ve 48. saatlerde sitotoksisite gostermesi nedeni ile 1Csy degeri
hesaplanamamistir. Bu formiilasyonun en diisiik konsantrasyonunda bile % 50
canlilik yakalanamamistir. Ortaya ¢ikan sitotoksik etkinin formiilasyon
igerigindeki oktadesilamin miktarinin G2 ve G3’e gore daha fazla olmasi ve daha
once laboratuvar c¢alismalarimizda gerceklestirilen aragtirmalarda elde edilen
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sonuglara gore Precirol® ATO5’in Gelucire®50/13’¢ gore daha toksik olmasindan
kaynaklandig: diistinilm{istiir.
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1.56puL 3.125uL 6.25uL 12.5uL 25l  50puL
Konsantrasyon

Sekil 40. P4 formiilasyonunun 24 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

% Canhhk

1.56 uL 3.125uL 6.25uL 12.5pL  25pL 50 L

Konsantrasyon

Sekil 41. P4 formiilasyonunun 48 saatlik inkiibasyonu sonucu sitotoksisitesi (n=3)

Sitotoksisite ¢aligmalarinda, yiiksek hizda karistirma teknigi ile hazirlanmis G2,
G3 ve P4 hiicrelere ayni oranda uygulanmistir. Hiicre canliligi goz oniinde
alinarak transfeksiyon i¢in en diisiik konsantrasyonun 1.56 pL/kuyu olduguna
karar verilmistir. Yuan ve ark.’nin (2008) yaptiklar1 ¢alismada KLN hazirlamak
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icin c¢esitli kat1 lipitler kullanilmis ve sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda ICsg
degerlerinin yaklagik 300-500 pg/mL bulundugu belirtilmistir. Ayni ¢alismada
500 ug/mL konsantrasyondaki KLN’lerin % 50 canlilik gésterdigi belirlenmistir.
G2 formiilasyonu 624 pg/mL uygulanmasina ragmen 24. saatte % 82 ve 48. saatte
% 93 hiicre canlilig1 gdstermistir. Bu oranin literatiirdekinden yiiksek olmasinin
nedeni daha oOnce pDNA ile yapilan c¢alismalarda kullanilan diisiik
konsantrasyonlarin pDNA baglamada zayif kalmasi bulgularindan hareketle
yapilacak transfeksiyon calismalarinda kullanilacak siRNA’nin formiilasyona
etkin adsorpsiyonu ve hiicre igerisine geginceye kadar pargacik yiizeyinden kolay
ayrilmamasi i¢in formiilasyon miktar1 yliksek tutulmustur.

G3 formiilasyonu i¢in hiicre canlilik oranlar1 24. saatte % 68 ve 48. saatte %
71°dir. Aynm1 oran P4 icin 24. saatte % 36 ve 48. saatte % 46’dir. Ayni
konsantrasyonda uygulanmis olan G2 i¢in hiicre canliliginin % 82 ve % 93
olmasindan dolayr G3’iin bu konsantrasyonda daha toksik oldugu goézlenmistir.
Olast neden G3 igerigindeki oktadesilamin miktarmin G2’ye gore daha yiiksek
olmasidir. P4’iin G3’den daha yiiksek miktarda oktadesilamin icermesi ve
Precirol®ATO5’in Gelucire® 50/13’¢ gore daha toksik olmasi sitotoksisitenin
artmasina yol agmustir. Her {i¢ formiilasyonun da 24. ve 48. saatlerdeki hiicre
canlilig1 oranlar1 karsilastirmali olarak Sekil 42 ve Sekil 43’de verilmistir.

G3 ve P4’tlin G2’ye gore oldukea toksik olmalart nedeni ile her iki formiilasyonun
da transfeksiyon caligmalar1 i¢in kullanilmamasina karar verilmistir. Boylece
yiiksek hizda karigtirma teknigi ile hazirlanan formiilasyonlar arasindan yalnizca
G2’nin genetik materyal tasiyici sistem olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
Lipofectamin®2000 ile yapilan sitotoksisite ¢alismalari ile karsilastirildiginda da
G2 formiilasyonu daha diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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1.56puL 3.125ulL 6.25uL 12.5pL  25pL 50 puL

Konsantrasyon

Sekil 42. G2, G3 ve P4’iin 24. saatteki hiicre canlihigi oranlari
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1.56puL 3.125ulL 6.25puL 12.5uL  25uL  50pL

Konsantrasyon

Sekil 43. G2, G3 ve P4’iin 48. saatdeki hiicre canliligi oranlari

Sonikasyon Teknigi ile Hazirlanan KLN lerin Sitotoksisitesi

Sonikasyon teknigi ile hazirlanan S5 formiilasyonunda MTT testi i¢in kullanilan
miktarlar asagida verilmistir (Cizelge 20).

Cizelge 20. S5’in sitotoksisite calismasinda kullanilan formiilasyon miktari

Formiilasyon Besiyeri Konsantrasyon
(L) (L) (ng/mL)
0.25 ym 100 ~100
0.50 ym 100 ~ 200
0.75 ym 100 ~300
1.00 ym 100 ~400
1.25 ym 100 ~500
2.50 ym 100 ~1000

S5’in hazirlanmasi sirasinda organik ¢oziicii kullanildigindan uygulanan diyaliz
yontemi (sayfa 35) nedeniyle sitotoksisite ¢aligmasi diyaliz Oncesi ve sonrasi
olarak ayr1 ayr1 yapilmistir.
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S5’in MTT c¢alismasinda yiiksek hizda karistirma teknigi icin kullanilan yontemin
aynis1 (sayfa 38) kullanilmigtir. Ancak diyaliz-filtrasyon uygulanan S5 i¢in siire
72 saate uzatilmistir. Bunun nedeni transfeksiyon on caligmalarinda genetik
materyalin etkisinin 48. saatten sonra goriilmesidir.

S5’¢ ait diyaliz 6ncesi 24 ve 48 saatlik MTT testi sonuglar1 Sekil 44 ve Sekil
45’de verilmistir.

Bu formiilasyonda hiicre canliligi % 50°nin lizerine ¢ikmadigi igin ICso degerleri
hesaplanamamustir.
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0.25uL 05puL 0.75pL 1uL 1.25pL 2.5uL
Konsantrasyon

Sekil 44. S5’in diyaliz 6ncesi 24 saatlik sitotoksisitesi (n=3)

% Canhhk

0.25puL 0.5pL 0.75uL  1pL  1.25uL 2.5ul

Konsantrasyon

Sekil 45. S5’in diyaliz dncesi 48 saatlik sitotoksisitesi (n=3)
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Diyaliz islemi yapilmadan yalnizca filtre edilmis S5 24. ve 48. saatte oldukca
toksik bulunmustur. Bu nedenle transfeksiyon calismasi i¢in degerlendirmeye
alinmamustir.

Sonikasyon ile hazirlanan formiilasyonlardan S5 i¢in diyaliz-filtrasyon islemi
sonras1 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksisite sonuglar1 Sekil 46, Sekil 47 ve Sekil
48°da gosterilmistir.
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0.25puL O05puL 0.75pL  1puL  1.25puL 2.5uL
Konsantrasyon

Sekil 46. S5’in diyaliz-filtre sonrasi 24. saatteki sitotoksisitesi (ICsp: 1.20 pL/kuyu, 48.14
pg/kuyu) (n=3)

% Canhhk

025uL 0.5pL 0.75uL  1puL  1.25uL 2.5uL

Konsantrasyon

Sekil 47. S5’in diyaliz-filtre sonrasi 48. saatteki sitotoksisitesi (ICsp: 0.90 pL/kuyu, 36.1
ng/kuyu) (n=3)
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0.25puL O05uL 0.75pL 1pl 1.25uL 2.5puL

Konsantrasyon

Sekil 48. S5’in diyaliz-filtre sonras1 72. saatteki sitotoksisitesi (ICg: 0.60 pL/kuyu, 24.07
ng/mL) (n=3)

S5’in diyaliz-filtrasyon sonrasinda en diisiik konsantrasyondaki (0.25 uL/100 pL)
hiicre canliliginin 24. saatte % 98, 48. saatte % 83 ve 72. saatte % 72 oldugu
saptanmistir. Diyaliz islemi gérmemis yalnizca filtre edilmis S5°de goriilen diisiik
hiicre canliliginin nedeni formiilasyon igerisinde Kkalan artik organik ¢oziicii
olabilir. Organik ¢oziicii kalintist1 ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicre
canliliginda 24. saatteki % 30’dan % 98’e, 48. saatte % 20’den % 83’¢ belirgin bir
artis oldugu gozlenmistir.

Diyaliz-filtre edilmis S5 ilk 24 saat icerisinde en diisiikk konsantrasyonda (0.25
pnL/100 pL) % 98 hiicre canlilig1 gosterirken 72 saat sonunda bu oran % 72’ye
diismiistiir. Bu diismenin nedeni parcaciklarin hiicre igerisine alindiktan sonra
pargalanmast ve oktadesilaminin agiga ¢ikarak toksisite gostermesi olarak
aciklanabilir. Hazirlama sirasinda organik ¢dziiciide karisim olusturan Gelucire®
50/13 ve oktadesilaminin hiicre igerisinde yavas yavas ayrilmasi sonucu
oktadesilamin etkisinin agiga ¢iktig1 diistiniilebilir. G3’deki karisim lipitlerin
birbiri igerisinde eritilmesi ile hazirlanmistir. G3 formiilasyonunda ilk 24 saatte
toksik etkinin goriilmesinin nedeni oktadesilaminin hazirlama sirasinda ortama
eklenen sulu faza yonelmesi (yiizey etkin madde 6zelliginden dolay1) sonucu
pargaciklarin dis yiizeyinde yogunlagsmasi olabilir. Boylece hiicre ilk olarak
oktadesilamin ile temas eder duruma gelmis ve oktadesilamin toksisitesinden
etkilenmis olabilir.

S5, G2 ile ayn1 oranda kullanildiginda hiicre ilizerinde oldukga toksik ¢ikmistir.
Bunun nedeni bir taraftan S5’in G2’ye oranla iki kati1 oktadesilamin igermesine
diger taraftan da G3 formiilasyonu ic¢in yukarida tartisilan hazirlama teknigi
farkliligina bagl olabilir.
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S5 formiilasyonunun Lipofectamin®2000 ile yapilan sitotoksisite ¢alismalar1 ile
karsilagtirildiginda yiiksek konsantrasyonlarda daha az sitotoksisiteye sahip
oldugu goriilmiistiir.

Kitosan Formiilasyonlarinin Sitotoksisitesi

Zeta potansiyel ve pargacik boyutu acisindan degerlendirildiginde, siRNA’y1
baglayabilecek oOzellikte oldugu diisiiniilen tim kitosan formiilasyonlar1 igin
sitotoksisite ¢alismasi yapilmistir. Bu test i¢in kullanilan formiilasyon miktarlar
Cizelge 21°de verilmistir.

Cizelge 21. Sitotoksisite testi icin kullanilan kitosan formiilasyonlarinin miktari

Formiilasyon Besiyeri Konsantrasyon
(uL) (nL) (ng/mL)
6.25 ym 100 ~2.50
12.50 ym 100 ~5.0

25 ym 100 ~10.0
50 ym 100 ~20.0
75 ym 100 ~30.0
100 ym 100 ~40.0

Sitotoksisite ¢aligmalar1 sonucunda tiim kitosan formiilasyonlari i¢in elde edilen
ilk konsantrasyondaki canlilik orant % 90’nin altina diismemistir. Yapilan
inceleme sonuglar1 Sekil 49, Sekil 50, Sekil 51, Sekil 52, Sekil 53, Sekil 54, Sekil
55 Sekil 56 ve Sekil 57°de verilmistir.
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6.25puL 125uL  25uL 50uL 75uL 100 pL

Konsantrasyon

Sekil 49. K1’in 24 saatlik sitotoksisitesi (n=3)

% Canhihik

6.25puL 12.5pL  25uL S0l 75pL  100pL

Konsantrasyon

Sekil 50. K1’in 48 saatlik sitotoksisitesi (n=3)
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6.25puL 12.5pL  25uL  S50pL  75pL

Konsantrasyon

Sekil 51. K2’nin 24 saatlik sitotoksisitesi (n=3)

% Canhihik

6.25uL 12.5pL  25pL  50pL  75pL

Konsantrasyon

Sekil 52. K2’nin 48 saatlik sitotoksisitesi (n=3)
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6.25puL 125puL  25uL 50 puL 75 uL 100 pL
Konsantrasyon

Sekil 53. K3’iin 24 saatlik sitotoksisitesi (n=3)

% Canlhihik

6.25uL 125puL 25puL 50 pL 75 pL

Konsantrasyon

Sekil 54, K3’iin 48 saatlik sitotoksisitesi (n=3)
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% Canhhik

6.25puL  12.5pL 25 pL 50 pL 75 uL 100 pL

Konsantrasyon

Sekil 55. K4’iin 24 saatlik sitotoksisitesi (n=3)

% Canhihik

6.25uL 125pL 25puL 50 pL 75 pL 100 pL

Konsantrasyon

Sekil 56. K4’iin 48 saatlik sitotoksisitesi (n=3)
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6.25uL 125pL  25pulL 50 uL 75puL 100 pL

Konsantrasyon

Sekil 57. K4’iin 72 saatlik sitotoksisitesi (n=3)

Kitosan formiilasyonlari i¢in uygulanan en diisiik konsantrasyon (6.25 pL/kuyu)
en disiik KLN konsantrasyonu (1.56 ve 0.25uL/kuyu) ile karsilastirildiginda daha
yiiksek olmasina karsin hiicre canliliginda belirgin kayiba neden olmamustir.
Kitosanin toksik olmadig: literatiir bilgilerinden bilinmektedir (Kumar ve ark.,
2004; Venkatesan ve ark.,, 2010). Bu nedenle kitosan formiilasyonlarinin
sitotoksisite agisindan KLN’lere gore iistiin oldugu goriilmektedir.

Genetik materyal baglama on c¢alismalar1 sonucunda transfeksiyon igin zeta
potansiyeli ve pargacik boyutu en yiiksek olan K4 formiilasyonu en uygun
polimerik formiilasyon olarak se¢ilmistir. Dolayisiyla K4 formiilasyonu igin 72
saatlik sitotoksisite ¢alismasi da yapilmistir. Literatiirde yiiksek zeta potansiyel
degerine sahip katyonik polimerlerin hiicre {izerinde litik etkiye sahip ve bu
nedenle sitotoksik oldugu rapor edilmistir (Jiang ve ark., 2009). Bagska bir
caligmada katyonik PEI formiilasyonlarinin asir1 pozitif ylikiinlin membranin asir
gecirgen olmasmi sagladigi ve dolayisiyla hiicre oliimiine sebebiyet verdigi
saptanmigtir (Duan ve ark., 2008). Bu ¢alismada en yiiksek zeta potansiyele sahip
K4 ile yapilan sitotoksisite calismasinda yiiksek dozlarda dahi 6nemli hiicre
canliligi kaybi goriilmemistir. K4 i¢in ilk 24. saatte % 99, 48. saatte % 95 ve 72.
saatte % 93 hiicre canlilig1 saptanmustir.

Lipofectamin®2000 ile karsilastirildiginda ise hiicre canliligr iizerinde ¢ok daha
fazla olumlu etkisi oldugu gézlenmistir.

Sitotoksisite caligmalarinin  sonucunda, yiikksek hizda karistirma teknigi
kullanilarak hazirlanan KLN’lerden G2, sonikasyon ile hazirlanan diyaliz-
filtrasyon uygulanmig S5 ve polimerik sistemlerden K4 transfeksiyon i¢in uygun
bulunan formiilasyonlardir. G3 ve P4 yiiksek toksisiteleri, K1, K2 ve K3 ise diisiik
zeta potansiyel degerine sahip olmalar1 nedeni ile transfeksiyon caligmalarina
dahil edilmemistir.
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KLN’lere siRNA Baglanmasi
Yiiksek Hizda Karisarma Teknigi ile Hazirlanan KLN’ye SiRNA Baglanmasi

Transfeksiyon calismasinda siRNA orami sabit tutularak G2 formiilasyonunun
miktar1 degistirilmistir. Genetik materyali baglayabilecek en uygun G2 miktari jel
goriintiisii ile saptanmustir. Ornekler hazirlanirken, Cizelge 22°de verilen
oranlarda siRNA ve G2 elektrostatik etkilesimin saglanabilmesi i¢in 30 dak oda
sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra % 1’lik agaroz jele uygulanmis ve
50 mV’da 1.5 saat elektroforez sisteminde yiiriitiilmistiir. Jel goriintiileme sistemi
ile goriintileme islemi yapilarak genetik materyali en iyi baglayabilen
formiilasyon orani saptanmaya c¢alisilmistir (Sekil 58).

Cizelge 22. SiIRNA/G2 orani

SiRNA siRNA/G2 (ng/pL)

lug 11 1:2 1:3 1:4 15 1:7.5 1:10 1:15 1:20

Uygulama
alam

Jel konsantrasyonu: %1, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50 mV, 1.5 saat

Sekil 58. G2’ye siRNA baglanmasi

Sekil 58°de gorildigi tizere G2’ye elektrostatik olarak baglanan SiRNA orani
1:10’dur. Ancak SiRNA’nin tiimiiyle baglanamadig: jelde kalan siRNA goriintiisi
ile belirlenmistir. G2’nin baglayamadigr siRNA’nin kontrol olarak kullanilan
siRNA ile aymi hizada goriilmesi, siRNA miktarinin formiilasyon igerisinde
serbest halde kaldigin1 ve parcaciklara tutunamadigini géstermektedir.

Ayni dzellik 1:15 oraninda da (8. alan) gozlenmis ancak serbest siRNA miktarinin
1:10 oranina gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. 1:20 oraninda (9. alan) ise G2
siRNA’y1 tamamen hareketsiz hale getirebilmistir. 1:10 oranindan baglayarak
formiilasyon oran1 artttkga baglanma orami da kademeli olarak artmustir.
Literatiirdeki ¢alismalarda siRNA baglayabilmek i¢in farkli oranlarda DOTAP,
kolesterol, lesitin ve stearik asit gibi kati lipitler kullanilmistir. Bu oranlardaki
artis ile siRNA’nin kompleks igerisinde daha fazla tutunabildigi gosterilmistir
(Yuan ve ark., 2008; Jacobson ve ark., 2010). G2 i¢in bulunan sonuglar literatiir
verileriyle benzer 6zelliktedir.

Sonikasyon Teknigi ile Hazirlanan KLN’ye siRNA Baglanmast

Yiiksek hizda karigtirma teknigi ile hazirlanan formiilasyonlarda zeta potansiyelin
diisik olmasindan dolay1 siRNA’y1 baglayabilmek icin yiiksek miktarda
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formiilasyon kullanilmasi gerekmistir. Yiiksek miktarda formiilasyon kullanilmasi
oktadesilaminin yol actig1 toksisite nedeni ile transfeksiyon i¢in uygun degildir.
Ayrica adsorbe edilmis siRNA’nin serum ortaminda formiilasyondan ayrilmasi
veya enzimler tarafindan yikilmasi gibi olumsuzluklar s6z konusu oldugundan,
siRNA’nin pargacik igerisine hapsedilme c¢alismasi yapilmistir. Sonikasyon
teknigi ile hazirlanan KLN’lerin zeta potansiyel ve pargacik boyutlarinin uygun
olmasindan dolay1 siRNA’nin enkapsiilasyonunun saglanabilecegi diistiniilmiistiir.
Boylece daha yiiksek miktarda siRNA daha az miktarda formiilasyona enkapsiile
edilerek hiicre icerisine taginmasi ve diisiik konsantrasyon kullanilmasi nedeni ile
toksisitenin azaltilmasi saglanabilir.

Sonikasyon genetik materyalin kirilmasina neden olabilir. Sonikasyon siddeti ve
stiresi genetik materyalin hasar gormesinde etkilidir (Gvili ve ark. 2006). Bu
nedenle bu c¢alismada kullanilan genetik materyalin hangi siddette ve siirede
sonikasyondan etkilendigi arastirilmistir. Bu amacla kati lipit ve ylizey etkin
maddenin bulunmadigi formiilasyon kosullar1 (500 pL DKM+1.5 mL distile su)
icerisindeki genetik materyale sonikasyon islemi uygulandiktan sonra ¢oziicii
ucurulmustur. Su igerisindeki genetik materyal alkol ile ¢oktiriilmiis ve jele
yiiklenerek siRNA’nin biitiinliigii incelenmistir. Sonug olarak % 20’den fazla giic
uygulandiginda genetik materyalin tamamen pargalandigr gozlenmistir. Stire
bakimindan yapilan denemelerde ise % 20 giicte 2. dak’dan itibaren kirilmalarin
basladig1 saptanmistir (Sekil 59). Dolayisiyla formiilasyonlarin hazirlanmasinda
% 20 gli¢ ve 1 dak’nin kullanilmasina karar verilmistir. Bu degerler ile hazirlanan
KLN’lerin ozellikleri daha once tartisilmis ve S5’in uygun oldugu sonucuna
varilmigtir.

siRNA 1dak 2dak 3dak 4dak

Sekil 59. 1 dak, 2 dak, 3 dak ve 4 dak sonikayon uygulanmasinin siRNA iizerine etkisi

Jel konsantrasyonu: %1, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50mV, 1.5 saat

Sonikasyon teknigi ile hazirlanan S5 jele yiiklendiginde yalnizca kontrol
siRNA’nin jelde yiiriidiigii, S5’in kuyucukta kaldigi gozlenmistir. Sonuglar
ekstraksiyon ¢alismalarina ait Boliim’de verilmistir (Sekil 67).

Kitosan Formiilasyonlarina siRNA Baglanmast

MTT testi sonucunda transfeksiyon i¢in K4 segilmesine karsin siRNA baglama
yetisi kitosanli tim formiilasyonlar (K1, K2, K3) {izerinde denenmistir.

Sonuglar Sekil 60, Sekil 61, Sekil 62, Sekil 63 ve Cizelge 23’de verilmistir.
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Cizelge 23. siRNA baglama yetisi icin calisilan siRNA/formiilasyon orani

SiIRNA siRNA/Kitosan Formiilasyonu (ng/pL)

15pg |11 |21 13114125 1:75]1:10)1:15)1:20 | 1:25
Uygulama 123l als] e | 7]8] 9| 1
alam

Jel konsantrasyonu: %1, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50mV, 1.5 saat

Sekil 60. K1’in siRNA baglamasi

Sekil 61. K2’nin siRNA baglamasi

Sekil 62. K3’iin siRNA baglamasi

86




Sekil 63. K4’iin siRNA baglamasi

Diisilk molekiil agirligindaki kitosanlarin tasidigr az sayidaki serbest amino
gruplart nedeniyle genetik materyal baglayabilme oraninin diistiigli belirtilmigtir
(Choi ve ark., 2006). K4’de kullanilan kitosanin molekiil agirligi kullanilan diger
kitosanlara gore daha yiiksektir. Jel goriintiilerinde K1, K2 ve K3’iin siRNA’y1
baglayamadigi goriilmiistiir. Oysa K4 siRNA’nin tamamini etkin sekilde

baglayabilmistir.

K1, K2 ve K3’lin siRNA’y1 hangi oranlarda baglayabildigini saptamak igin farkli
oranlarda (1:50-1:300) baglama ¢alismalar1 yeniden yapilmis ve goriintiiler elde
edilmistir (Cizelge 24). Bu oranlar K4 i¢in denenmemistir. Jele 30 dak. ve 2 saat

akim uygulandiktan sonraki sonuglar Sekil 64 ve Sekil 65°de gosterilmistir.

Cizelge 24. K1, K2 ve K3’iin siRNA baglama yetisi i¢cin ¢calisilan siRNA/formiilasyon orami

SiRNA siRNA/Kitosan Formiilasyonu (ng/pL)

15ug | 1:50 | 1:75 | 1:100 | 1:150 | 1:200 | 1:250 | 1:300
Uygulama 1| 2 3 4 5 6 7
alam

Jel konsantrasyonu: % 1, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50 mV, 2 saat

30 dakika sonra:
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2 saat sonra:

1 siRvA 1

Sekil 64. K3 (sol) ve K1 (sag) icin farkli oranlarda siRNA baglanmasi

30 dakika sonra:

2 saat sonra:

Sekil 65. K2 icin farkli oranlarda siRNA baglanmasi

Yiiksek oranlarda yapilan siRNA baglama calismasinda, K2 ve K3’iin 30 dak’lik
akim sonucunda siRNA’y1 tutabildigi goriiliirken, akimin da etkisi ile daha uzun
stirelerde siRNA’y1 biraktigi saptanmistir. K1 i¢in kuyucuk altinda 30. dak’da
gorillen simir formiilasyonun siRNA’yr tam olarak baglayamadigini
gostermektedir.
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Uygulanan 2 saatlik akimdan sonra, K1, K2 ve K3 i¢in yiiksek oranlarda yapilan
siRNA baglama caligmalar1 sonucunda K1’in en yiiksek oranda bile siRNA’y1 tam
olarak baglayamadigi bulunmustur. K2’nin 1:150 ile 1:300 oraninda siRNA’y1
baglamasinda fark gorilmemistir; siRNA’yr belirli diizeyde tutabildigi jel
goriintiistinden (Sekil 65) anlasilmaktadir.

Genetik materyalin akim etkisiyle parcacik yiizeyinden belli bir siire sonunda
styrilarak ayrildigr ve kontrol siRNA’in gerisinde kaldigi gozlenmistir. Ayrica
formiilasyonlarin jel dokiimantasyon analizinde kullanilan % 1°lik jelin
gozenekleri arasindan gecerek negatif kutuba dogru yoneldigi goriilmektedir.
Bununla birlikte pozitif uca dogru yol alan siRNA’nin kontrol olarak uygulanan
siRNA’daki kadar 1s1ma gOstermemesi negatif wuca dogru yodnelen
formiilasyonlarin az da olsa siRNA’y1 baglayabildigini ve birlikte tasidigini
gostermektedir. K2’nin partikiil boyutunun K1 ve K3’e gore daha ufak olmasi ile
jelin gozenekleri arasindan hareket etmesi beklenen bir durumdur.

K3’iin 1:150 oranina kadar siRNA’y1 tam olarak baglayamadigi ancak bu orandan
sonra akim siddeti ile siRNA’y1 kademeli olarak biraktigr gozlenmistir. 1:300
oraninda ise siRNA’y1 ters yonde hareket ettirmistir. Bu oranlarin transfeksiyon
icin oldukca yliksek olmast nedeni ile K2 ve K3 degerlendirmeye alinmamustir.

KLN Formiilasyonlarinda Ekstraksiyon Calismalari
Ekstraksiyon ¢alismast,
- (G2 ve S5’in tagidig1 genetik materyal miktarinin belirlenmesi,

- Formiilasyonlarla birlikteki siRNA’nin serum igerisindeki kararliliginin
belirlenmesi,

- Sonikasyon teknigi ile formiilasyon olusturulurken teknigin siRNA
tizerindeki etkisinin arastirilmasi,

- siRNA’nin geri kazaniminin miimkiin olup olmadigimin belirlenmesi
amacyla yapilmistir.

G2’ye siRNA baglanmasmin 1:10 (siRNA:G2) oraninda gerceklestigi
saptanmigtir. 1:15 oraninin 1:10’a gore daha iyi baglanma 6zelligi gosterdigi ve
transfeksiyon caligmalarinda bu oranin kullanilmasi s6z konusu oldugundan, 1.5
ug siRNA ve 22.5 pL G2 igeren bilesime ekstraksiyon uygulanmistir.
Ekstraksiyon isleminin siRNA iizerindeki etkisini belirlemek iizere ayni islem
ciplak siRNA (1.5 pg) tizerinde de gerceklestirilmistir. Kontrol ig¢in 1.5 pg siRNA
jele yiiklenerek goriintiilenmistir (Cizelge 25).

Ekstraksiyon islemi daha 6nce Yontemler bolimiinde (sayfa 40) anlatildigr gibi
DKM ve % 99’luk etanol ile yapilmistir. En son TE igerisinde dagitilan 6rnekler
agoraz jele yiiklenerek goriintli alinmistir. Jel goriintiisii Sekil 66’de verilmistir.
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Cizelge 25. G2’ye uygulanan ekstraksiyon isleminde kullamlan miktarlar ve jeldeki kuyu
numarasi

SiIRNA SIRNA/G2 Eks-siRNA Eks-siRNA/G2
(ng) (ng/nL) (ng) (ng/nL)
15 1:15 15 1:15
Ekstraksiyon - - + +
Kuyucuk No 1 2 3 4

Sekil 66. G2’nin ekstraksiyon sonrasi

Jel konsantrasyonu: % 2, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50 mV, 2 saat

Ciplak siRNA’nin  ekstraksiyon isleminden etkilenmedigi gdzlenmistir.
Formiilasyona adsorbe olan siRNA’nin ekstraksiyon sonrasinda, kontrol siRNA
ve ekstre edilmis ¢iplak siRNA bantlar ile ayn1 diizeyde olmasi belirgin kayip
olmadan elde edildigini gostermistir. sSiIRNA’nin G2’den ayrilmadig: ikinci bantta
kuyu diginda bant goriilmemesi ile belirlenmistir. Boylece formiilasyona genetik
materyal adsorbe edilmesinin siRNA biitinliigi lizerinde olumsuz etki
yaratmadig1 ve formiilasyondan kayip olmadan geri kazanilabildigi saptanmuistir.

Sonikasyon ile hazirlanan S5’e¢ 62.5 pg, 125 pg ve 250 pg siRNA’nin
enkapsiilasyonu denenmistir. Transfeksiyon isleminde formiilasyona 125 pg
genetik materyal yiiklendiginden ekstraksiyon islemi bu formiilasyon iizerinde
yapilmustir (Sekil 67).

siRNA S§  Eks-S§

Cd

Sekil 67. S5’in ekstraksiyon sonrasi

siRNA: 3 pg, Jel konsantrasyonu: %2, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50 mV, 2 saat

50 uL S5’e Yontemler boliimiinde (sayfa 40) G2 igin kullanilan ayni ekstraksiyon
yontemi uygulanarak jel goriintiisii elde edilmistir. 50 uL S5 i¢inde enkapsiile
edilen siRNA miktarmin ~3 pg oldugu diistiniildiigiinden, kontrol i¢in de 3 ug
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siRNA alinmistir. Jel goriintiisiinde formiilasyondan ekstre edilen siRNA bandinin
1sima siddetinin kontrol siRNA’ya gore daha yogun oldugu saptanmistir. Bu
bulgu formiilasyonun igerisine amaglanan miktarin hapsedilebildigini ifade
etmektedir. Tim siRNA’nin enkapsiilasyonu séz konusu olabilir ancak
formiilasyon asamasinda sulu fazda serbest haldeki (enkapsiile olmamis)
siRNA’nin pargaciklara adsorbe olabilme olasiligi da mevcuttur. S5’den ekstre
edilmis SIRNA bandinda simir goriilmemesi sonikasyon sirasinda genetik
materyalin hasar gérmedigini gostermektedir.

siRNA’nin KLN’lere adsorbsiyonu ve enkapsiilasyonunun gerceklestirildigi ve
bilesiklerin disperse halde iken kararli oldugu belirlenmistir.

Kitosan Formiilasyonunda Ekstraksiyon Calismast

Yontemler boliimiinde (sayfa 41) anlatilan Ekstraksiyon Il yontemi siRNA’y1 en
etkin sekilde baglayan K4 formiilasyonuna uygulanmistir. K4 formiilasyonuna
siRNA en diisik konsantrasyonda (1:1) bile etkin sekilde baglanabilmistir.
Transfeksiyon ¢alismasinda da kullanilacagi icin 1.5 pg siRNA ve 1:2
siRNA/formiilasyon oranina ekstraksiyon yapilmis ve jel goriintiisii Sekil 68°da
verilmistir.

siRNA Eks-K4 K4

Sekil 68. K4’iin ekstraksiyon sonrasi

Jel goriintiilerinde ekstraksiyon sonucu elde edilen siRNA’nin 1sima siddetinin
kontrole gore daha yogun oldugu ve simir goriintiisiiniin bulunmadig
saptanmistir. Yapilan ekstraksiyon c¢aligmasinin siRNA {izerinde olumsuz etki
yaratmadigt ve formiilasyondan siRNA’nin  tiimlniin  kazanilabildigi
belirlenmistir.

G2, S5 ve K4%iin Serumdaki Kararhhg

Tranfeksiyon ¢aligmalarinda dikkat edilmesi gereken parametreler arasinda hiicre
yogunlugu ve serumsuz/antibiyotiksiz besiyeri ile c¢alismak bulunmaktadir.
Formiilasyonlarin siRNA ile inkiibasyonunun serumsuz/antibiyotiksiz besiyerinde
yapilmasinin nedeni serumun genetik materyal ile lipit arasindaki elektrostatik
etkilesimi inhibe etmesi olasiligidir (Yuan, 1997).

Bu ¢alismada siRNA/formiilasyon bilesiklerinin serum varhigindaki kararliligi
karsilagtirmali olarak arastirilarak genetik materyalin serum ortamindaki
formiilasyona baglanma oraninin Veya tasiyict sistemin genetik materyali
ortamdan ne kadar korudugunun belirlenmesi amac¢lanmaistir.

Bu inceleme igin  transfeksiyon isleminde kullanilacak  oranlarda
siRNA/formiilasyon bilesigi % 10 FBS iceren DMEM ile 37°C’de 1, 4, 10, 24 ve
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48 saat inkilibasyona birakilmistir. Kontrol siRNA ve formiilasyon ile birlikte
uygulanan siRNA konsantrasyonu 1 pg’dir. Siirelerin  sonunda O6rnekler
ekstraksiyonun ardindan jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmistir (Sekil 69
ve Sekil 70).

G2 Eks-G2

Sekil 69. G2’nin serumda bekletilmesinden ve ekstraksiyondan sonrasi
1: 1 saat, 2: 4 saat, 3: 10 saat, 4: 24 saat, 5: 48 saat

SiRNA: 1 pg, Jel konsantrasyonu: % 1, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50 mV, 1.5 saat

S5 K4

Eks-S5 Eks-K4

Sekil 70. S5 ve K4’iin serumda bekletilmesinden ve ekstraksiyondan sonrasi
1: 1 saat, 2: 4 saat, 3: 10 saat, 4: 24 saat, 5: 48 saat

siRNA: 1 pg, Jel konsantrasyonu: % 1, Uygulanan gerilim ve siiresi: 50 mV, 1.5 saat

G2’nin 1. saatte genetik materyali birakmadigi, 4. saatte bir kismini serbest
biraktigi ve kademeli olarak artarak 48. saatte tamamen biraktigi gozlenmistir.
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Sonug olarak G2’nin siRNA’y1 serum varliginda 1 saatten fazla baglayamadigi
belirlendiginden serum ortaminin G2 ile siRNA arasindaki elektrostatik etkilesimi
etkiledigi diistinilmustiir.

Ciplak siRNA ile enkapsiile edilmis siRNA’nin kararliligi karsilastirildiginda,
enkapsiile edilen siRNA’nin serum degradasyonuna daha dayanikli oldugu

belirlenmistir (Gary ve ark., 2007). Benzer sekilde S5’de enkapsiile edilmis
siRNA’nin belirtilen saatler siiresince tamamiyle korundugu gézlenmistir.

Serum igerisinde bulunan cesitli lipazlar, niikleazlar ve yiiksek yogunluktaki
lipoproteinler tasima sistemleri ile etkilesebilir. Bu maddeler lipidik tasima
sistemlerindeki lipit igerigin disar1 ¢ikmasina neden olmaktadir (Rao, 2010).
Lipidik ozellikteki S5’in g¢alisma siliresi boyunca genetik materyali agiga
cikarmadigr ve korunmasmi sagladigi goriilmiistiir. Transfeksiyon sirasinda
pargacigin hiicre tarafindan alim siiresi bilinmediginden, genetik materyali serum
igerisinde hasar gormeden ve pargaciktan ayirmadan en az 48 saat saklayabilecegi
sonucu ¢ikarilmistir. Bu sonu¢ G2 i¢in gegerli degildir.

K4’e adsorbe edilmis genetik materyalin belirtilen siireler i¢inde serum varliginda
herhangi bir hasara ugramadigi gozlenmistir. K4 siRNA’y1 adsorbe etmesine
karsin serum degradasyonundan korumaktadir. Oysa genetik materyali adsorbe
edebilen G2 genetik materyali belli bir siireden sonra kararli olarak
baglayamamaktadir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda etkin transfeksiyon i¢in K4 ve S5’in uygun
genetik materyal tasiyicisi olabilecegi diistiniilmiistiir.

Formiilasyonlarin Transfeksiyon Calismasi

Karakterizasyon ve siRNA baglama yetisinin degerlendirilmesi sonucu,
transfeksiyon c¢aligsmalart icin siRNA’y1 hiicreye tasiyabilecek oOzellikte oldugu
diistiniilen G2, S5 ve K4 kullanilmustir.

G2, S5, K4/siRNA Bilesimlerinin Parcacik Biiyiikliigii

Literatiirdeki transfeksiyon ¢alismalarinda formiilasyonlarin genellikle endositoz
yoluyla alindig1 rapor edilmistir. Ozellikle 300 nm altinda parcacik biiyiikliigiine
sahip lipit yapidaki komplekslerin klatrin-aracili endositoz ile, 500 nm tizerindeki
komplesklerin ise kaveol-iligkili endositoz ile hiicreye alindigi belirtilmistir
(Rejman ve ark., 2004). Bu bilgiye gore transfeksiyon i¢in kullanilacak olan
genetik materyal/formiilasyon kompleksinin pargacik boyutu énem tagimaktadir.
Bu nedenle, daha once partikiil boyutu belirlenmis olan G2, S5 ve K4’e siRNA
eklendikten sonra partikiil boyutundaki degisim incelenmistir.

Kullanilan siRNA ve formiilasyon orani ve partikiil boyutu Cizelge 26’de ve
Sekil 71°da verilmistir.
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Cizelge 26. SIRNA/formiilasyon orani ve ortalama parcacik biiyiikligii

SIRNA/G2 SIRNA/S5 SIRNA/K4
G2 S5 K4
1:15 1:20 1:25 62.5pg/ mL 1:1 1:2 1:3
Parcacik 1,17 431 15590 | 189.83 | 230.75 |137.03| 158.63 [207.07| 214.70 | 260.30 | 298.50
Biiyiikliigii
+087| +1.06 | £368 | £6.78 |£224] +550 |x279] 167 | +430 | +8.30
(nm) £ SH

SH: Standart Hata, n=3
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Sekil 71. siRNA/formiilasyon orani ve ortalama parcacik bityiikliigii

SiIRNA adsorbe edilmemis G2’nin parcactk boyutu 117.43 nm olarak
bulunmustur. siRNA orani sabit tutularak formiilasyon miktarinin arttirilmasiyla
pargacik boyutunda kademeli olarak artis gozlenmistir. Bu artisin  nedeni
par¢acigin yiizeyine adsorbe olmus siRNA’nin diger parcacigin yiizeyine de
adsorbe olarak parcaciklarin bir arada tutulmasini saglamasi ve dolayisiyla birkag
parcaci@in birlikte hareket etmesi olabilir. siRNA/G2 bilesimi i¢in Slgiilen en
yiiksek deger 230.75 nm’dir. K4 formiilasyonunda da ayni etmenler nedeniyle
pargacik boyutunda artis gézlenmistir. Her iki formiilasyon i¢in saptanan pargacik
boyutu transfeksiyon igin uygun sinirlar igerisindedir. Transfeksiyon islemi
sirasinda G2 i¢in 1:20 orani, K4 i¢in de 1:2 orami kullanilmistir.

Genetik materyal igermeyen S5°in pargacik boyutu 137.03 nm iken SIRNA
enkapsiilasyonu sonucunda pargacik boyutunun 158.63 nm oldugu saptanmustir.
G2 ve K4 ile karsilastirildiginda bu artisin anlamli olmadig diistiniilmiistiir.
Enkapsiile edilen siRNA’nin G2’deki gibi bagka parcaciklarla temasi séz konusu
olmadigindan pargacik boyutunda belirgin artis gozlenmemistir. Azaltilmis
biiyiikliik ve niikleik asit vektoriiniin biyofiziksel davranisi dkaryotik hiicelerin
transfeksiyonunda avantaj saglayabilmektedir (Uddin, 2007). Dolayisiyla elde
edilen boyut transfeksiyon i¢in uygun bulunmustur.
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G2, S5, K4/siRNA Bilesimlerinin Zeta Potansiyeli

Membran kompozisyonu, transfekte edilecek hiicre veya komplekslerin parcacik
boyutu ve yiizey yikleri hiicre giris yollarindan birini veya birkagini
etkilemektedir (Rejman ve ark., 2004; Khalil ve ark., 2006). Genetik
materyal/tasiyic1 sistem bilesimlerinin negatif yiikli hiicre zarlar ile etkilesim
saglayabilmesi i¢in net pozitif deger tasimasi gerekmektedir (Uddin, 2007).
siRNA igcermeyen formiilasyonlarin net yiizey yiikleri G2 i¢in 11.10 mV, S5 i¢in
25.93 mV ve K4 igin 42.07 mV olarak saptanmistir (Cizelge 27 ve Sekil 72).

Cizelge 27. siRNA/formiilasyonlarin zeta potansiyeli

SIRNA/G2 SIRNA/S5 SiIRNA/K4
G2 S5 K4
1:15 1:20 1:25 62.5 pg/mL 1:1 1:2 1:3
Zeta
. 11.10 | 12.13 | 12.01 | 11.95 | 25.93 24.10 42.07 | 23.30 | 40.03 | 41.20
Potansiyel
(MV) £ SH +0.28| £0.18 | 049 | +0.53 |+0.28] +£0.09 |+1.28] +0.36 | +0.78 | =2.15

SH: Standart Hata
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Sekil 72. siRNA/formiilasyonlarin zeta potansiyeli

siRNA’nin adsorbsiyonu ve enkapsiilasyonu sonucunda G2 ve S5’in zeta
potansiyelinde belirgin degisim gézlenmemistir. K4’{in siRNA ile 1:1 oraninda %
50’ye yakin diisme goriilmiistiir. Ancak K4 orani arttikca bilesimin zeta
potansiyelinin  K4’tin siRNA yiiklenmemis =zeta potansiyeline ulastig
goriilmiistiir. Formiilasyon miktar arttirildikca sabit miktardaki siRNA’ya diigen
parcacik sayis1 da artmaktadir. Pargacik boyutu analizi sirasinda belirtildigi gibi
siRNA’nin birkag¢ parcaciga baglanmasi ve birlikte hareket etmesi nedeniyle zeta
potansiyel de yiikselmektedir. Formiilasyon orani diisiiriildiik¢e pargacik yiizeyine
adsorbe olan siRNA miktari artttig i¢in zeta potansiyel degeri de diismektedir.
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Bu durumun G2 i¢in gegerli olmamasmin nedeni yiiksek G2 konsantrasyonu
dolayisiyla siRNA basina diisen parcacik sayisinin fazla olmasi ve bu
pargaciklarin siRNA’ya bagl olarak birlikte hareket etmesidir.

G2, S5, K4/siRNA bilesimleri transfeksiyon i¢in uygun nanoboyutta ve hiicre
membrani ile etkilesmek i¢in net pozitif yiiktedir.

G2, S5, K4/siRNA Bilesimlerinin Transfeksiyonu

1980’lerin sonlarina dogru DOTMA’nin yalnizca DNA degil RNA tasidiginin da
belirlenmesiyle, genetik materyalin taginmasinda katyonik lipozomlar yeni
aragtirma alani olusturmustur. Bundan sonra genetik materyalin lipozom ve
nanoyapida lipit ve polimer igeren katyonik bilesikler yoluyla tagimmasinin
denendigi bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu amagla katyonik lipozom/lipit sistemi,
Lipofectamin® 2000, DOTAP® ve DOTMA® gibi sayisiz ticari iiriin arasindan
secim yapilabildigi gibi, yeni lipit sentezi ve tasarim siirdiiriilmektedir. Ornegin,
Lipofectamin® 2000 yiiksek transfeksiyon etkinligi saglayan ve in vitro olarak
genis alandaki memeli hiicre tiplerinde yiiksek diizeyde transfeksiyon saglayan
katyonik lipozom ajanidir. Lipofectamin® 2000 ayn1 zamanda RNAi caligsmalari
icin memeli hiicrelerine sentetik siRNA’in transfeksiyonu icin de basariyla
kullanilmaktadir (Reynolds ve ark., 2004; Ossovskaya ve ark., 2009).
Lipofectamin® 2000 bu calismada kontrol olarak kullamlmis ve hazirlanan
formiilasyonlarin etkinligi karsilastirilmistir.

Transfeksiyon igin hiicre yogunlugu onemlidir. Disiik yogunluktaki ortamda
transfeksiyon etkinligi daha yiiksek oldugundan bu g¢alismada yaklasik % 60-70
yogunluga ulasan hiicre popiilasyonu kullanilmistir (Yang ve Huang, 1997).
Transfeksiyon deneyinde formiilasyonun hiicreler {izerinde uzun siireli kalmasinin
etkisinin arastirilmasi i¢in formiilasyon bilesimleri iki ayr1 plakaya ayni anda
uygulanmustir.

Transfeksiyon calismalar1 24. ve 48. saatlerde gorsel olarak degerlendirilmis ve 10
X, 20 X ve 40 X biiyilitmeyle incelenmistir. Calisilan hiicrelere gore ayrilan
goriintiiler Lipofectamin® 2000 i¢in Sekil 73-Sekil 77°de, S5 icin Sekil 78-Sekil
86‘de, G2 i¢in Sekil 88 ve Sekil 89’da ve K4 icin Sekil 89-Sekil 99’de
gosterilmistir.

Sekil 73. A549 hiicrelerinde Lipofectamin®2000’in 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X
bityiitme)
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Sekil 74. A549 hiicrelerinde Lipofectamin® 2000’in 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X
bilyiitme)

Sekil 75. MCF-7 hiicrelerinde Lipofectamin® 2000’in 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii
(10 X biiyiitme)

Sekil 76. MCF-7 hiicrelerinde Lipofectamin®2000’in 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10
X biiyiitme)
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A549 ve MCF-7 hiicrelerindeki 24 saatlik transfeksiyonlar karsilastirildiginda
MCF-7 hiicrelerindeki transfeksiyonun gorsel olarak cok daha iyi gergeklestigi
gorilmektedir.

S5’in Transfeksiyonu

Katyonik KLN’ler lipozomal transfeksiyon ajanlar1 gibi benzer katyonik lipitler
kullanilarak gen transferi i¢in formiile edilmektedir. Kati lipit ve lipozom
arasindaki yapisal ve performans benzerlik ve farklilik arastirilmis ve parcacik
boyutunun lipozomlara gore daha ufak ve genetik materyal baglamada farklilik
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle katyonik KLN’ler avantajli ve farkli teknolojik
ozellikleri ile potansiyel nonviral transfeksiyon ajani olarak uygulama alanini
genisletmektedir (Ekambaram ve ark., 2012). S5 ile yapilan transfeksiyon
sonuglart Sekil 77-85’de verilmistir.

Sekil 77. S5’in A549 hiicresinde 24 saatlik invert mikroskop goriintiisii (40 X biiyiitme)

Sekil 78. S5’in A549 hiicresinde 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)
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Sekil 79. S5’in A549 hiicresinde 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)

Sekil 80. S5’in A549 hiicresinde 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (40 X biiyiitme)

Sekil 81. S5’in A549 hiicresinde 48 saatlik invert mikroskop goriintiisii (10 X biiyiitme)
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Sekil 82. S5’in A549 hiicresinde 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)

Sekil 83. S5’in A549 hiicresinde 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)

Sekil 84: S5’in MCF-7 hiicrelerindeki 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)
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Sekil 85: S5’in MCF-7 hiicrelerindeki 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)

Sekil 86. S5’in MCF-7 hiicresinde 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)

Sekil 87. S5’in MCF-7 hiicresinde 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)
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G2 ’nin Transfeksiyonu

Floresan mikroskop analizinde diger formiilasyonlarda goriilen 1s1malarin G2’de
goriilmedigi saptanmistir. Daha oOnce yapilan serum icindeki kararlilik
calismasinda G2’nin siRNA’y1 belli bir siireden sonra biraktigi belirlenmistir.
Transfeksiyon ¢alismasinda 6. saat sonunda eklenen besiyeri i¢indeki serumun G2
ile siRNA arasindaki elektrostatik etkilesimin kaybina neden oldugu ve genetik
materyali besiyeri icinde serbest biraktig1r diisiiniildiigiinden transfeksiyon
isleminin gergeklesmedigi kanisina varilmistir (Sekil 88 ve 89). Buna ek olarak,
siRNA adsorbe edilmis pargacigin yiizey yiikiiniin diisiik olmasi ve parcacigin
hiicre yiizeyine tutunmasinin etkilenmesi de transfeksiyonun gergeklesmeme
nedeni olabilir.

Sekil 88. G2’nin A549 hiicresinde 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)

Sekil 89. G2’nin A549 hiicresinde 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)
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K4’iin Transfeksiyonu

Bcl-2 siRNA’nin polimerlerle farkli hiicrelere tasinmasi ¢alisilmis ve PEG, PEI ve
asetik asitte ¢Oziinen kitosan gibi polimerik formiilasyonlar ile ekspresyonun
basarili sekilde azaldig1 floresan veya konfokal mikroskopla gosterilmistir (Chen
ve ark, 2010; Andersen ve ark. 2010). K4 formiilasyonu ile yapilan ¢alismalar
Sekil 90-100°da verilmistir.

Sekil 90. K4’iin A549 hiicresindeki 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)

Sekil 91. K4’iin A549 hiicresindeki 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)
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Sekil 92. K4’iin A549 hiicresindeki 48 saatlik invert mikroskop goriintiisii (40 X biiyiitme)

Sekil 93. K4’iin A549 hiicresindeki 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)

Sekil 94. K4’iin A549 hiicresindeki 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)
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Sekil 95. K4’iin MCF-7 hiicresindeki 24 saatlik invert mikroskop goriintiisii (20 X biiyiitme)

Sekil 96. K4’iin MCF-7 hiicresindeki 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)

Sekil 97. K4’iin MCF-7 hiicresindeki 24 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)
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Sekil 98. K4’iin MCF-7 hiicresindeki 48 saatlik invert mikroskop goriintiisii (20 X biiyiitme)

Sekil 99. K4’iin MCF-7 hiicresindeki 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (10 X biiyiitme)

Sekil 100. K4’iin MCF-7 hiicresindeki 48 saatlik transfeksiyon goriintiisii (20 X biiyiitme)
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Yapilan tiim transfeksiyon c¢alismalarinda bilesimler alinmadan transfeksiyona
devam edilen plakalarda daha yogun transfeksiyon oldugu gézlenmistir. Bunun
sonucunda  sitotoksisite  sorunu  olmamasi  durumunda  komplekslerin
alinmamasimin transfeksiyonu arttirabilecegi gorlisiine varilmistir. Hiicreler
ozelikle % 50-60 oraninda yogunluk olacak sekilde ekildiginde transfeksiyonun
daha iyi gergeklestigi goriilmiistiir.

Mikroskop incelemelerinde S5’in K4’e gore ¢ok daha iyi transfeksiyon etkinligi
gosterdigi saptanmistir. K4’{in transfekte olup 1sima yaydigi hiicreler ¢ok azdir.
Goérsel olarak degerlendirildiginde S5’in Lipofectamin® 2000’ yakin etkinlik
gosterdigi disiinilmiistiir.

Etkinligin sayisal ve protein miktar1 diizeyinde de incelenmesi formiilasyonlarin
gercek ekinligi hakkinda fikir verecektir.

Transfeksiyonun Hiicreler Uzerinde Sayisal Olarak Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada transfeksiyon yapilan hiicrelerde mikroskopta 40 X biiyiitmede 20
alan belirlenmistir. Belirlenen alanda her bir deney i¢in toplam yaklasik 500 hiicre
(transfekte olmayan ve transfekte olan hiicreler) sayilmistir. Hiicreler mikroskopta
floresan ve aydinlik filtrede ve floresan+aydinlik filtrede incelenmistir (Sekil 101
ve Sekil 102). Sayilan hiicreler Yontemler Boliimii’nde (sayfa 43) verilen esitlik
ile % hesabi yapilarak degerlendirilmis ve grafik haline getirilmistir (Sekil 103 ve
Sekil 104).

Sekil 101. MCF-7 hiicresinin floresan/aydinlik filtrede goriintiisii (20 X biiyiitme)
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Sekil 102. A549 hiicresinin floresan/aydinlik filtrede goriintiisii (40 X biiyiitme)

Lipofectamine S5 K4
Kullanilan formiilasyonlar

Sekil 103. Formiilasyonlarin A549 hiicresinde 24 ve 48 saatlik hiicre sayim yiizdesi

Lipofectamine S5 K4

Kullanilan formiilasyonlar

Sekil 104. Formiilasyonlarin MCF-7 hiicresinde 24 ve 48 saatlik hiicre sayim yiizdesi

A549 hiicresinde yapilan 24 ve 48 saatlik transfeksiyonda hiicrelerin sayim ile
hesaplanan sonuglara gore transfeksiyon orani, sirasiyla, S5 i¢in % 47 ve % 45,
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Lipofectamin® 2000 icin % 68 ve % 62, K4 icin ise % 7 ve 10 olarak
bulunmugtur. G2 formiilasyonunda 1s1ma gorillemedigi i¢in hesaplama
yapilmamustir.

Lipofectamin® 2000, S5 ve K4 istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 24. saatte
Lipofectamin® 2000 ile S5 arasinda énemli bir fark yokken (p>0.05), K4 ile
Lipofectamin® 2000 ve K4 ile S5 arasinda ileri diizeyde fark goriilmiistiir
(p<0.001). 48. saatler karsilastirildiginda da biitiin formiilasyonlarin aralarinda
ileri diizeyde fark oldugu saptanmistir (p<0.001).

Literatiirde SIRNA ile yapilan transfeksiyon calismalarinda yiiksek polimer
iceriginin, diger bir deyisle yiiksek N/P oraninin, nanoparcacik kararliliginda ve in
Vivo Ve in vitro gen susturumunda artisa yol agtig1 belirtilmistir (Grayson ve ark.,
2006; Liu ve ark., 2007). Bu c¢alismada hazirlanan KLN sistemlerinden S5’in
G2’ye gore daha basarili transfeksiyon gosterdigi saptanmuistir.

MCF-7 hiicresinde yapilan 24 ve 48 saatlik transfeksiyonda hiicrelerin sayimi ile
hesaplanan sonuglara gore transfeksiyon orani, sirasiyla, S5 i¢cin % 51 ve % 44,
Lipofectamin® 2000 i¢in % 72 ve % 65, K4 icin ise % 9 ve % 5 olarak
bulunmustur. G2 formiilasyonunda hicbir 1s1ma goriilmedigi ig¢in hesaplama
yapilmamigtir.

AS549 hiicrelerinde goriilen istatistiksel sonuglarin aynis1 bu hiicrelerde icin de
belirlenmistir.

Transfeksiyon Yapilan Hiicrelerden Protein Elde Edilmesi
Protein Miktar Tayini

Orneklerden elde edilen toplam protein 6ziitii ve BSA standardi Micro BCA
protein testi ¢ozeltisi karigimlarinin absorbanst UV-spektroforometrede 570 nm
dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Standard egri olusturuldugunda bulunan r= 0.997 degeri dogrusal iliskinin
giivenilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Elde edilen standart egri Sekil
105’de verilmistir.
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Sekil 105. BSA proteinlerinin standart egrisi
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Bu calismada her bir formiilasyon i¢in 6 kuyucuklu hiicrelere 2’1i ekim yapilmis
ve bu hiicrelerden toplam protein elde edilmistir. BSA proteini i¢in hazirlanan
standart egri kullanilarak protein miktar1 hesaplanmis ve Cizelge 28’de
verilmigtir.

Cizelge 28. Formiilasyonlar i¢cin hesaplanan protein konsantrasyonu

S5 K4 Kontrol Lipofectamine® 2000

Saat 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72

Protein
miktart | g43 | 8.17 | 6.98 | 8.43 |11.21|12.91| 9.05 | 13.07 |14.71] 8.80 | 11.25] 5.80

ng/S pL

SDS ve Western Blot Calismasi

Lipofectamin® 2000, S5 ve K4’in A549 hiicrelerinde yapilan transfeksiyon
calismasi sonucunda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerden elde
edilen toplam proteindeki Bcl-2 proteini i¢in 6nce SDS daha sonra Western Blot
calismasi yapilmistir.

SDS elektroforez ¢alismasinda toplam proteinde var olabilecek azalma 24., 48. ve
72. saatte gozle goriilmemistir. SDS elektroforezin ardindan yapilan Western Blot
calismasi Bcl-2 proteininin miktari i¢in fikir olusturmustur. Bu ¢alismada Bcl-2
proteinin tespiti i¢in kullanilan antikor Bcl-2(C-2) (Santa Cruz Biotechnology)
fare monoklonal antikorudur ve insan orjinli Bcl-2 proteininde 1-205 aminoasitlik
kismina karsilik gelmektedir.

Buna gore protein analizinde 24. ve 48. saatlerde herhangi bir artma veya azalma
goriilmemistir. 72. saatte siRNA/Lipofectamin® 2000 bilesimi S5 ve K4’e gore,
S5 de K4’e gore daha fazla etkinlik gostererek Bcl-2 proteininin azaltildigi
belirlenmistir. Yapilan degerlendirmede c¢aligmalarin 72 saatten daha fazla
stirdiiriilmesi ile etkinin daha 1yi gortilebilecegi kanisina varilmastir.

Western Blotlama ve antikorlama islemi Yontemler Bolimii’nde (sayfa 47)
anlatildigr gibi yapilmistir. Kullanilan antikor diliisyonlar1 arasinda en uygun
dilisyonun A549 hiicrelerinden elde edilen proteinlerle yapilan g¢aligmalarda
1:200, MCF-7 proteinleri ile yapilan ¢aligmalarda ise 1:500 oldugu belirlenmistir.
24, 48 ve 72 saat sonucu elde edilen proteinlerin Western Blotlama sonuglar1 Sekil
107-110’da verilmistir.

Formiilasyonlarin MCF-7 hiicrelerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in yapilan
SDS ve Western Blot calismalarinda, elde edilen proteinlerde 24 ve 48 saatlik
bantlarinda gozle goriilen bir degisiklik yoktur. Ancak 48 ve 72 saatlik bantlarda
S5 Lipofectamin® 2000’e yakin etkinlik gosterirken (protein azalmasi) K4’iin
etkisi goriilmemistir (Sekil 109 ve Sekil 110).

Kanser hiicrelerinde ¢ok fazla goriilen anti-apoptotik faktorler ile hiicre 6liimiiniin
Onlenmesi anormal hiicre biiylimesi ve kemo-radyo-dirence yol agmaktadir. Bu
nedenle hiicrelerin fonksiyonunun diizenlenmesi Onemli tedavi girisimleri
arasinda yer almaktadir. Anti-apoptotik faktorler arasinda sayilan Bcl-2, Bel-xL,
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survivin, X-kromozom iliskili IAP (XIAP) ve Fas iliskili 6lim domain’leri bir gok
calismada RNAI teknolojisinde hedef gosterilmektedir (Masiero ve ark., 2007).

Bcl-2 akciger, non-Hodgkin lenfoma ve prostat kanseri gibi birgok tiimérde asirt
derecede eksprese olmaktadir. Bcl-2’ye karst kullanilan katyonik lipozom iliskili
SIRNA’nin  gii¢lii antitiimor etkisi karaciger metastazli fare modellerinde
gosterilmistir (Yano ve ark., 2004).

Sonoke ve ark.’min (2008) yaptigi c¢alismada, PEG-katyonik lipozom
kompleksinin insan prostat kanseri ksenograft modelinde yan etkisi olmadan
timor hiicreleri tarafindan alindigi ve giliglii antitimor etkisinin  gorildigi
bildirilmistir.

Feng-Fu ve ark.’1 (2005) insan (HelaB2 ve BGC-823) hiicrelerinde ve fare
karaciger timdrii iizerinde gerceklestirdikleri calismada, Lipofectamin® 2000 ile
kompleks olusturulmus Bcl-2 siRNA’sinin Bcl-2 proteinini % 66.5 oraninda
inhibe ettigini gostermistir.

Bcl-2 genine ait SiRNA ile yapilan bir diger ¢caligmada, Bel-2 siRNA’sinin gastrik
kanser hiicreleri lizerinde hem mRNA hemde protein diizeyinde zaman ve doza
bagli olarak belirgin inhibisyon gosterdigi saptanmistir (Hao ve ark., 2007).
Kanser hiicrelerinin apoptozunda yaklasitk % 40 oraninda artis ve timor
biiylimesinde azalma oldugu in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir. Bu sonuglara
gore, Bcl-2 geninin gastrik karsinojenezde 6nemli rol oynadigi ve gelecekte Bel-2
geninin siRNA ile inhibe edilme mekanizmasinin yeni ve etkin gen terapisi
yontemi olabilecegi agiklanmustir.

Lipofectamin® 2000’in tastyic1 olarak kullanildig1 bir diger galismada ise kdpek
meme bezi timor hiicrelerinde doksorubisin’in  etkinliginin  arttirildig:
saptanmistir (Nagamatsu ve ark., 2008). Ayni sekilde Lima ve ark.’1 (2004)
Lipofectamin® 2000 ile MCF-7 hiicresinde gerceklestirdikleri calismada Bcl-2
siRNA’smin etoposit ve doksorobusin etkinligini % 50 oraninda arttirdigini
bildirmistir.

Bu c¢aligmada yapilan transfeksiyon ¢alismalarina gore, G2’de gozle goriilebilen
1sima olmamasi nedeniyle SDS ve Western Blot calismalart yapilmamustir.
siRNA’y1 baglayabilen ve transfeksiyonu gergeklestirilen S5 ve K4’iin Western
Blot oncesinde SDS jelde gorintiilerine bakilmigtir. Kontrol olarak higbir
formiilasyon uygulanmamis hiicre popiilasyonundan elde edilen total protein
kullanilmigtir. Her bir formiilasyondan ve kontrolden elde edilen total protein
kiitlesinden 20’ser pL 6rnek 1 X yitkleme tamponu ile karistirlmis ve 95°C’de 2
dak stirede protein yapisi bozulduktan sonra kuyucuklara yiiklenmistir. Ayrica
proteinlerin molekiil agirlhigint belirlemek igin protein isaretleyici yiiklenmistir.
Protein isaretleyici belli molekiil agirligindaki proteinler i¢in farkli renkte bant
olarak goriilmektedir (Sekil 106).
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Ovalbumin
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Lysozyme

Sekil 106. Proteinlerin molekiil agirhgim gosteren 3 renkli bant

SDS g¢alismasi sirasinda tank icerisindeki iki kasette poliakrilamit jel
yuritiilmiistir. Bu jellerden birisi brillant blue boyasi ile boyanmis, digeri ise
Western Blot’a aktarilarak proteinler membrana yiiklenmistir. SDS jelde 2.5 saat,
100 Volt ve 25 mA giicte elektroforez gergeklestirilmistir.

Komessie brillant boyasinda jel bir gece bekletilmistir. Bir gece sonunda bantlarin
daha net goriilebilmesi igin jeldeki fazla boya distile suyla yikanarak
uzaklagtirllmigtir. Calismada kullanilan Bcl-2 proteini 26kDa molekler agirligina
sahiptir. Bu nedenle SDS jeli lizerinde goiiriilen 25kDa’luk tripsin inhibitor
proteinin bizim proteinimizin yaklasik yeri hakkinda bilgi vermektedir.

Western Blot ¢alismasi igin ayni tanka yiiklenen ikinci jel hi¢bir boyama iglemi
gormeden membrana aktarilmistir. Primer antikor olarak Bcl-2 monoklonal
antikoru uygulandiktan sonra HRP substrati ve ECL c¢ozeltileri bantlarin
goriintiilenebilmesi i¢in uygulanmigtir. Membran daha sonra CCD kamera ile
goriintiilenmigtir. Sekil 107-110’da orneklerin 24, 48 ve 72 saatlik sonuglar
verilmistir.
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K4 S5 Lipo Kont

B U BUBU 88U

Sekil 107. A549 hiicresinden 24 ve 48 saat sonunda elde edilen proteinlerin SDS jel ve
Western Blot sonucu PVDF membrandaki goriintiisii

Kon K4 85 Lipo Kon K4 S5 Lipo

48 48 48 48 72 72 72 72

Sekil 108. A549 hiicresinden 48 ve 72 saat sonunda elde edilen proteinlerin SDS jel ve
Western Blot sonucu PVDF membrandaki goriintiisii
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Kont Lipo S5 K4

24 48 24 48 24 48 24 48

Sekil 109. MCF-7 hiicresinden 24 ve 48 saat sonunda elde edilen proteinlerin SDS jel ve
Western Blot sonucu PYDF membrandaki goriintiisii

Kont S5 K4
M 48 2 84 2 8 2 N

Lipo K4 S5 Kont

48 72 72 48 72 48 72 48

Sekil 110. MCF-7 hiicresinden 48 ve 72 saat sonunda elde edilen proteinlerin SDS jel ve
Western Blot sonucu PYDF membrandaki goriintiisii

Lipofectamin® 2000 gibi birgok ticari katyonik lipit in vitro yiiksek transfeksiyon
etkinligine sahiptir. Bununla birlikte ytliksek toksisite ve serum ig¢indeki kararlilik
sorunu in vivo kullanimi sinirlandirmaktadir (Sato ve ark., 2001). Bu calismada
hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesinin diisiik olmas1 avantaji olarak
gorilmistiir. Lipofectamin® 2000 ile yapilan sitotoksisite calismalarinda da bu
lipozomal formiilasyonlarin  sitotoksisitelerinin  yiiksek  oldugu  bizim
analizlerimizde de saptanmistir.
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Transfeksiyon agisindan bakildiginda S5 transfeksiyonda K4’e gore ozellikle 72.
Saate bakildiginda daha basarili ve Lipofectamin® 2000’¢ yakin etkinlik
gbstermistir. Ancak transfeksiyon etkinliginin Lipofectamin® 2000’in 6niine
gecebilmesi i¢in formiilasyonlarin daha da gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
calismada yer alan bulgularin kitosan ve kat1 lipit tasiyici sistemlerin
transfeksiyonu ve etkinligin gosterilmesi acisindan literatiire katki saglayacagi
distiniilmektedir.
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SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda siRNA yiiklii kitosan ve katyonik KLN tasiyici
sistemleri  hazirlanmigs ve enkapsiilasyon/adsorbsiyon, sitotoksisite ve
transfeksiyon etkinlikleri degerlendirilmistir.

Iki farkli kat1 lipit kullanilarak yiiksek hizda karistirma ve basit emiilsiyon ile
hazirlanan farkli oranlardaki formiilasyonlarda ortalama pargacik boyutunun
Precirol® ATO5 i¢in 100 nm, Gelucire® 50/13 i¢in 52 nm oldugu ve hazirlanan
KLN’lerin yiizey yiikiiniin negatiflik gosterdigi (Precirol® ATOS igin -16 mV,
Gelucire® 50/13 i¢in -20 mV) saptanmustir. Formiilasyonlara katyonik 6zellik
kazandirmak i¢in eklenen oktadesilamin gerekli pozitif yiikii saglamis (Precirol®
ATOS5 icin ~+13, Gelucire® 50/13 i¢in ~+17) ancak artan miktarla birlikte
pargacik boyutunu (Precirol® ATOS5 i¢in ~101-556 nm, Gelucire® 50/13 igin 55-
388 nm) ve sitotoksisiteyi arttirdigi gozlenmistir. Formiilasyon i¢in gerekli miktar
belirlendikten sonra yapilan transfeksiyon iglemlerinde Gelucire® 50/13 icin etkin
transfeksiyon gozlenirken, Precirol® ATO5’in yiiksek sitotoksisitesi bu ¢alismayi
engellemistir.

KLN hazirlamak amaciyla kullanilan diger yontemde siRNA S5 formiilasyonu
icerisine sonikasyon yontemi ile enkapsiile edilmistir. Bu yontemde nanometre
diizeyinde pargacik boyutu (~200 nm) ve diger hazirlama yontemine gore daha
yiiksek zeta potansiyel degeri (+26 mV) elde edilmistir. Formiilasyon sitotoksisite
acisindan degerlendirildiginde transfeksiyon i¢in uygun oldugu saptanmaistir.

Farkli molekiil agirligima sahip ve suda c¢oziinen kitosan ile hazirlanan
formiilasyonlarda nanometre diizeyinde parcagik biiyiikligi (~70-207 nm) ve
pozitif ylizey yiikii (~7-42 mV) elde edilmistir. Sitotoksisite ¢aligmalarinda ise
hiicre canliliginin yiliksek olmasi ve siRNA’y1 yiiksek oranda tutabilme 6zelligi
nedeniyle K4’iin potansiyel tasiyici sistem oldugu diigiiniilmiistiir.

Antiapoptotik protein, hiicre dongii diizenleyicisi, transkripsiyon faktorii, sinyal
transdiiksiyon proteini ve kanser hiicrelerinin malign biyolojik davranislariyla
iliskili faktorleri iceren genler kanser hastalarinin tedavilerinde ¢ok onemli yere
sahiptir. Kansere karsi niikleer tibbin gelismesi i¢in uygun gen hedeflerinin
secilmesi onemlidir. Gen tasiyict sistemlere baglanmadaki ytiksek spesifiklik ve
etkinlik nedeniyle RNAi kanser tedavilerinde dnemli bir tedavi stratejisi olarak
gorilmektedir.

Yapilan literatiir arastirmasinda KLN’ler ile siRNA calismalarinin yok denecek
kadar az oldugu belirlenmistir. KLN’lere genetik materyal yiiklenebilecegi
laboratuvarimizda daha oOnce yapilan caligmalarla belirlenmis oldugundan
‘Antisens Teknolojisi’ i¢in kullanilabilir 6zellikte olabilecegi diisiiniilerek siRNA
ile ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alismada hazirlanan kitosan partikiiliiniin ve katyonik
KLN’lerin siRNA’y1 tasiyabilecek oOzellikte oldugu saptanmistir. Yapilan
transfeksiyon c¢aligsmasinda sonikasyon islemi uygulanan ve siRNA’nin enkapsiile
edildigi formiilasyonunun etkinligi(S5) A549 akciger kanser ve MCF-7 meme
kanser hiicrelerinden elde edilen protein miktarlarinin Western blot analizinde
Bcl-2’ye ait antikorlarla muamelesi ile arastirilmistir. Analiz sonucu membran
tizerinde Bcl-2’ye ait bantlardaki zayif 1s1ma ile transfeksiyonun gerceklestigi ve
kullanilan Bcl-2 siRNA’sinin hiicre igerisindeki Bcl-2 mRNA’sin1 susturarak yine
hiicre igerisindeki Bcl-2 proteininin azalmasma neden oldugu sonucuna
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varilmistir. Transfeksiyon ¢alismasi yapilan kitosan formiilasyonlarinda (K4) bu
etkinlik tam olarak belirlenememistir. Ancak hazirladigimiz formiilasyonlarin
kullanilan miktarlarda hiicreler iizerindeki diisiik sitotoksistesi ¢alisma siiresince
transfeksiyonun kontrolii olarak kullanilan Lipofectamin®2000’e gére bir avantaj
olarak goriilmiistiir. Bundan sonraki c¢alismalarda bu tasiyici sistemlerin
transfeksiyon etkinliginin gelistirilerek in vivo calismalarla desteklenmesi
distiniilmektedir. Ayrica gelistirilen formiilasyonlarda kararlilik siiresinin
uzatilabilmesi i¢in liyofilizasyon ve piiskiirterek kurutma yontemlerinin kullanimi
da planlanmaktadir.
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