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1 OZET

MANYETIK NANOPARCACIKLARIN PANKREAS KANSER
HUCRE HATTINA OZGU DNA NANOPARCACIKLARI ILE
MODIFIKASYONU YOLUYLA HUCREYE HEDEFLENDiRiLMESI

Kanser tliriine 6zel gelistirilmeye c¢alisilan kisisellestirilmis tip uygulamalari,
aptamer, ligand ve antikor gibi ajanlarin afiniteye bagli olarak aktif hedeflemede
kullanilmasini igerir. Bu yaklasim, spesifik bir hiicre biyobelirtecine yonelik molekiil-
molekiil etkilesimini icermekte, tedavideki basar1 da ilact kanser hiicrelerine
yonlendirebilme yeterliligine bagl olarak sinirli kalmaktadir. Alternatif bir hedefleme
yontemi olarak ¢alismamiz, birden fazla etkilesim ile hiicre hedefleme yetisine sahip DNA
nanopar¢acigin manyetik nanopargacik ile birlestirilerek kanserli hiicrelere
hedeflendirilmesini konu alir. Calismanin amaci, hipertermide kullanilmak {izere
manyetik nanoparcaciklarin DNA nanopargacik sistemi ile konjuge edilerek Panc02
pankreas kanser hiicre hattina hedeflendirilmesidir. Bu amagcla, 6ncelikle Panc02 miirin
pankreas kanseri hiicre hattina 6zgii DNA nanopargacik yuvarlanan halka gogaltmasi
(RCA) yontemiyle sentezlenmistir. DNA nanopargacigin sekansina komplementer bir
baglayict sekans, amit bagi olusumuyla manyetik demir oksit nanopargaciklarinin
yiizeyine baglanmistir. Baglayici sekans manyetik nanoparcacigin, DNA nanoparcacik ile
konjugasonunu miimkiin kilmistir. Yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda DNA
nanoparcacigin morfolojisinde (biiylikliik ve yapisal) degisiklikler olmasina ragmen
Panc02 hiicre hattina secici olarak baglanma 6zelligini korudugu kontrollii hiicre kiiltiirii
calismalar1 neticesinde belirlenmistir. Elde edilen veriler, DNA nanoparcacigin antikor,
aptamer ve ligandlara alternatif olarak manyetik nanoparcacik basta olmak iizere bircok
farkli ilag tasima sistemini hiicrelere hedeflemede kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica
kendi bagina tasima sistemi olarak kullanildiginda DNA nanoparcacigin cesitli terapi
ajanlarin1  istenilen hiicreye tasiyarak klasik tedavi yoOntemlerine segicilik
kazandirabilecegi ongOrulmektedir.

Anahtar kelimeler: DNA Nanopargacik, Manyetik Nanopargacik, DeNANo, Hedefli ilag
Tasima Sistemleri, Yuvarlanan Halka Cogaltmasi

*Bu arastirma TUBITAK 2515 — Bilim ve Teknolojide Avrupa Is birligi — COST
Programi tarafindan 2162004 nolu proje kapsaminda desteklenmistir.



2 ABSTRACT

TARGETING OF MAGNETIC NANOPARTICLES TO THE CELL
BY MODIFICATION OF PANCREATIC CANCER CELL LINE
SPESIFIC DNA NANOPARTICLES

One of the major obstacles to the success of cancer therapy is the fact that the
therapeutic agents affect healthy cells almost equally as cancerous cells. Enabling the
targeting of the cancerous tissue, personalized medicine applications are being developed
for cancer types by the use of agents such as aptamers, ligand and antibodies where
targeting base on single molecule-molecule interactions, or as named affinity. As a novel
approach, our study focuses on cellular recognition and targeting by means of DNA
nanoparticle, or so-named DeNAno, composed of repeatitive nucleotide sequences.
Accordingly, DeNano’s achieve cell recognition through avidity rather than affinity, in
other words through establishment of multiple interactions with the cell membrane. The
aim of the studies to use the DNA nanoparticular system for targeting the magnetic
nanoparticles to Panc02 murine pancreatic cancer cell line further to allow hyperthermia
application selectively on cancer cells. For this purpose, DeNAno was synthesized by
nanoparticle Rolling Circle Amplification (RCA) method from a nucleotide sequence that
is specific to Panc02. To achieve conjugation of the magnetic nanoparticle with DeNAno,
linker sequences that are complementary to the nucleotide sequence of DeNAno are
attached to the surface of magnetic iron oxide nanoparticles by amide bonds.
Characterization analysis confirmed the conjugation of DeNano with magnetic
nanoparticles through the complementray sequence. Cell culture studies proved that
selectivity of DeNAno for Panc02 cells was preserved also after conjugation. The results
suggest not only that DeNAno’s to successfully target magnetic nanoparticles to Panc02
cells, but also highlight their potential to contribute the classical chemotherapy approaches
as a targeted drug delivery system.

Keywords: DNA Nanoparticle, Magnetic Nanoparticle, DeNAno, Targeted Drug
Delivery Systems, Rolling Circle Amplification

*This study was supported by TUBITAK 2515 — European Cooperation in Science and
Technology — COST program under project number 216Z004.



3 GIRIS VE AMAC

Kanser, bir organizmanin sahip oldugu hiicrelerdeki kontrolsiiz ¢ogalma ve
mutasyonlu hiicre birikmesi olarak tanimlanabilen bir hastaliktir. Cevresel kosullarin ve
genetik mutasyonlarin  etkisi altinda meydana gelen kanserlesme, tek orgam
etkileyebilecegi gibi anjiyogenez (damarlagsma) yoluyla diger organlara da
yayilabilmektedir. Kanserin kesin bir tedavisi olmamakla beraber, kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi uygulamalar gibi baz1 standart tedaviler belirlenmistir. Bununla
birlikte kanserin hangi organda olduguna veya tipine (metastaz yapabilen agresif tip veya
metastaz yapmayan tip gibi) bagli olarak farkli yaklasimlar uygulanmaktadir. Kisiye 6zel
gen tedavisi, immiinoterapi ve hormon terapisi bu yaklasimlardan bazilaridir. Bu
uygulamalarin disinda kemoterapide kullanilan kimyasal ajanlarin (kemoterapotikler)
hedefli gonderimiyle ilgili ¢alismalar biiylik ilgi gormektedir. Clnki kematerapotik
tedavileri sirasinda kullanilan kimyasal ajanlarin segici olmamasi sebebiyle saglikli
hicrelerin de olumsuz yonde etkilendigi bilinmektedir. Bunun sonucu olarak hastaligin
verdigi psikolojik ve fiziksel hasar ile miicadele eden hastanin yasam kalitesi daha fazla
diismektedir. Ila¢ tasima sistemleri kemoterapide yasanan bu sorunlarin kismen Oniine

gecebilmektedir.

Ilag tastyict sistemler genel olarak, gesitli organik veya inorganik nanopargaciklar,
viral sistemler ve rekombinant proteinlerden olusmaktadir. Bu sistemler kullanilarak
birgok basar1 elde edilmesine karsin bazi dezavantajlar1 nedeniyle tedavideki istenilen
yerini alabilmesi icin daha ¢ok ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. ilag tasiyici sistemlerin
bagisiklik sistemi tarafindan temizlenerek viicuttan atilmalari, toksik etkileri ve
hedeflenen yere yeterli dozda ilacin salinamamasi gibi dezavantajlari nedeniyle, akill ilag

tagima sistemlerine ihtiya¢ duyulmustur.

Akall ilag tagima sistemlerinde pasif hedefleme ve aktif hedefleme olmak tizere iki
farkli uygulama kullanilmaktadir. Tiimorli dokular arasi damar gecirgenliginden
faydalanilarak ila¢ iletiminin yapildigi pasif hedefleme bazi tiimor tirleriyle smirh

oldugundan aktif hedefleme sistemine ihtiya¢ duyulmustur. Aktif hedefleme sistemi
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antikor-antijen afinitesinde oldugu gibi molekiiller arasi etkilesime dayanmaktadir.
Kullanilan organik veya inorganik nanotasiyicilar: aktif hedefleme i¢in modifiye etmek
mimkiindir. Inorganik nanopargaciklar, fizyolojik kosullar altinda termal, kimyasal ve
mekanik stabilite ve iyi biyouyumluluklari agisindan organik olanlara kiyasla onemli
avantajlara sahiptirler. Nanotasiyicilara kazandirilan aktif hedefleme yetenegi yiizey
kaplamalar1 ile mimkiin olmaktadir. Antikorlar, proteinler, peptitler, aptamerler,
karbonhidratlar ve kigik molekiller aktif hedefleme icin kullanilan gesitli ligandlar
arasinda yer almaktadir. Bu ligandlar1 ylzeyinde bulunduran nanopargaciklar hedeflerine

yiiksek afinite ile baglanmaktadir.

Aptamerler, c¢esitli bi¢imlere katlanabilen kisa DNA veya RNA
oligoniikleotitleridir. Kisa olmalar1 ve tiimor hiicrelerine kolayca niifuz etmeleri onlari
hedefleme sisteminde potansiyel bir ligand haline getirmektedir (1). Bununla birlikte,
rastgele niikleotit kiitiiphanelerinden dogru oligoniikleotitlerin se¢ilmesi oldukga zordur.
Aptamer sekanslarina bir alternatif olarak kullanilan DNA nanopargaciklar (DeNAno)
ortalama 100 bp’den olusan niikleotit dizilerinden elde edilmektedirler. Aptamerlerde
oldugu gibi se¢im siirecleri; rastgele bir kiitliphaneden sekansin se¢imi ve bir hedefle
inkiibasyonunu igermektedir. Daha sonra hedeflere baglanmayan sekanslar elenerek
ortamdan uzaklastirilmakta ve kalan sekanslar tanimlanan 3’ ve 5° primer alanlari
kullanilarak asimetrik PCR yontemiyle zenginlestirilmektedir. DeNAno hedefi olan
hiicreye baglanmak i¢in afinite ajanlar1 gibi hiicre ylizeyinde bulunan tek bir molekiile

gosterdikleri cekim kuvveti ile degil, “avidite” olarak tabir edilen birden fazla etkilesimin

bir arada oldugu bir ¢ekim kuvvetini kullanmaktadir.

DeNAno’yu sentezlemek igin kullanilan “yuvarlanan halka ¢ogalmasi (Rolling
Circle Amplification, RCA)” yontemi izotermik bir polimeraz reaksiyonunu i¢ermektedir
(2,3). RCA yontemi ile retilen DeNAno “konkatamer” adi verilen birbirinin ayni
sekanslarin ard arda siralanmastyla olusmaktadir (4,5). Isleme tabi tutuldugu siireye baglh

olarak yiizlerce kopyaya sahip olabilen DeNAno’nun yapisindaki ssDNA'nin birbiri



tizerine katlanarak olusturdugu ii¢ boyutlu yap1 ortam kosullari (tampon igerigi, sicaklik,

vb.) ile dogrudan iliskilidir (5).

DeNAno’nun nukleotit uzunlugu ve dolayisiyla yogunlugu, RCA islemindeki
primer/dairesel kalip konsantrasyonu ve/veya iiretim siiresi degistirilerek istenen sekilde
ayarlanabilmektedir (3). Daha uzun RCA sentez sreleri ve phi29 DNA polimeraz enzimi
ile baglanan yiiksek niikleotit konsantrasyonlar1 zincirin uzunlugunu ve dolayisiyla olusan
DeNAno’nun biiyiikligiinii artirmaktadir. Bir baska alternatif olarak, tek zincir nukleotit
diziliminden olusan DeNAno’larin sarmal yapilarinin biiyiikliiklerini dizilimin uzunlugu
tizerinden kontrol edebilmek miimkiindiir. DeNAno’nun en 6nemli 6zelliklerinden biri ise
¢ok yonlii olusudur (avidite ozelligi). Tekrar edilen nukelotit zincirinin yapisal
karakteristik ozelliklerini — afinite gibi — beraberinde tasiyabildigi gibi, niikleotitlerin
gerek dizilim i¢indeki diger niikleotitler ile olan etkilesimleri gerekse tampon ¢ozeltide
bulunan iyonik o&zellikteki mineraller ile etkilesimleri sonucunda kendi iglerinde
katlanarak U¢ boyutlu kendine has bir yap1 olustururlar (6). Bu t¢ boyutlu yapt DeNAno
parcaciklarinin fizikokimyasal 6zelliklerini tanimlar. Ruff ve ark. (2014) gergeklestirdigi
calismada, C39 niikleotit diziliminin tekrarindan olusan DeNAno nanopargaciklarinin
Panc02 pankreas kanser hattina hedefli olarak baglanabildigi tespit edilmis (7) ve bu
seciciligin C39 dizilimine sahip DeNAno’nun ii¢ boyutsal 6zelliginden kaynaklandig:
gosterilmistir (8). Literatiirdeki bu yayin, bizim ¢alismamiza da esas teskil etmistir. DNA
tabanli bir sistemin bu c¢alismada segilmesi, esas olarak nukleotit baz eslesmesinin
ozglnliigli, molekiiller aras1 etkilesimlerin dngortilebilirligi, fizikokimyasal kararliligi ve
mekanik degismezligi (rigidity) nedeniyle olmustur. Ek olarak, DNA molekiillerinin,
DNA polimeraz, ligaz ve endonikleazlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli enzimler tarafindan
manipile ve modifiye edilebilir olmas1 onlar ilag tasima sistemleri i¢in kullanisli hale

getirebilmektedir (5).



Teze konu olan ¢aligmamizda kanser hucrelerine hedefli, segici bir nanotasiyici
sistem gelistirilmesi amag¢lanmistir. Bu amaca uygun olarak, biiyiikliigiiniin hassas bir
sekilde kontrol edilebilmesi, fizikokimyasal olarak kararli bir yapiya sahip olmasi ve
diisiik sitotoksisitesi nedeniyle DNA tabanli bir oligoniikleotit kullanilmasi tercih
edilmistir. Hipertermi uygulamalarinda kullanilmak tizere bu oligoniikleotidin manyetik
nanopargcaciklar ile konjuge edilmesi planlanmistir. Nanotastyici sistemi olusturmak igin
Panc02 mirin pankreas kanseri hiicre hattina baglandigi bilinen DeNAno nanopargacigini
olusturan oligoniikleotit C39 sekansi, DeNAno’nun sentezlendigi ve 100 bp uzunlugunda
tek iplikli olan oligoniikleotit ise C39 komplementer sekansi olarak isimlendirilmistir (8).
C39 komplementer oligoniikleotit sekanst DeNAno’yu olusturmak i¢in halkasal hale
getirilmistir. Secilen C39 sekansi, RCA yontemiyle DeNAno haline getirilmistir. Boylece
Panc02 hiicresine spesifik bir DeNAno elde edilmis ve manyetik demir oksit
nanopargcaciklart (MagNP) ile birlestirilmistir. Calismalarimizin sonucu DeNAno’nun
hiicre seciciliginin yiizeyine baglanan inorganik nanopargacikla (MagNP) degismedigini

gostermistir.

Literatiirde DeNAno benzeri yapilarin siRNA gibi gen susturucu 6zellikteki RNA
sekanslar1 ile birlestirilerek, tedavi amacgh (kanser, yasa bagli makula dejenerasyonu
(AMD), Huntington hastaligi gibi) kullanimina yo6nelik caligmalar mevcuttur (9). Ayrica
DNA nanopargaciklari i¢in hiicre i¢ine alinmasini irdeleyen ¢aligsmalar da yapilmistir (10).
Bu caligmalarda RCA yontemiyle iretilen DNA nanopargaciklarmin pozitif yiklu
gruplarla birlestirilerek hiicre i¢i aliminin artirilabilecegi gosterilmistir. Amino gruplari
ile modifiye edilmis niikleotitlerle elde edilen DNA nanopargaciklarin hiicre alimi
yiiksekken, karboksilik asit gruplari ile modifiye edilmis DNA nanopargaciklarda
hiicresel alim daha az oldugu tespit edilmistir (10). Bu tez ¢alismasinda ise hazirlanan
DNA nanoparcacigin hiicresel alim1 degil, hiicreye yonlendirilmesi amaciyla kullanimi
planlanmistir.  Literatiirde yapilan ¢alismalarin  tiimiinde DNA nanoparcacigin
sitotoksisite gostermedigi ve dolayisiyla biyouyumlu kabul edildigi vurgulanmigtir
(1,4,11). Yine aymi sekilde biyouyumlulugunu kanitlamak i¢in DNase I ile muamele

edilen nanoparcaciklarin yiiksek oranda yapisim1 koruyarak DNase enzimi tarafindan
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kesilmedigi gosterilmistir (10). RCA yontemiyle hazirlanan DNA nanopargacik disinda,
niikleik asit tabanli nanoparcacik sistemlerinin gelistirilmesiyle ilgili ¢esitli ¢alismalar

yapilmaktadir (12-17).

Bu calisma ile hiicre hedefleme 6zelligi oldugu bilinen DeNAno nanoparcaciklari
ilk kez MagNP’lar ile konjuge edilerek; hipertermi uygulamalar1 igin antikor, ligand ve
aptamer uygulamalarina alternatif olmaktadir. Manyetik nanopargacik ile modifiye edilen
DeNAnNo, hipertermi uygulamalarinin hedefe spesifik uygulanabilirligi agisindan avantaj
saglamaktadir. Ayrica DeNAnNo sayesinde hedef hiicreye direkt olarak yonelecek olan
tedavi sistemleri (DeNAno ve manyetik nanoparcacik konjugasyonu gibi) ile kombine
tedavi uygulayacak ajanlarin taginmasimin da mdmkin hale geldigini gostermektedir.
Istenilen byUklukte tretilebilen DeNAno nun nanotastyici sistem olarak kullanilacag

pek ¢ok calisma ilag tastyici sistemlerin gelecegi i¢cin umut vaad etmektedir.

Calismamizda elde edilen veriler, RCA yontemi ile sentezlenen DeNAno
nanopargaciklarinin  entegre nanopargactk  sistemleri  ile hicre hedeflemede
kullanilabilirligini gosterecek ve klinikte kullanilabilirligine 11k tutacaktir. Yapisi
itibariyle konjuge edildigi her sistemi (protein, kiigik molekullt ilag, SIRNA gibi) hedefli
olarak tasima yetenegine sahip DeNAno nanopargaciginin klinikte kullanim1 hedefli ilag
tasima sistemlerinin gelistirilmesine katk1 saglamaktadir. ileride {izerine entegre edilecek
cesitli terapi ajanlarini yalnizca istenilen hiicreye (6rnegin kanserli hiicreye) tasiyarak

klasik tedavi yontemlerine segicilik kazandirabilecektir.



4 GENEL BILGILER

4.1 Kanser

Diinya ¢apinda 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci
sirada olan ve giderek daha da yaygin bir hastalik haline gelen kanser, anormal hiicrelerin
kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmas: ile karakterize edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(World Health Organization, WHO) verilerine gore 2018 yilinda diinya genelinde 18
milyondan fazla yeni kanser vakasi tespit edilmistir. 9,6 milyon kisinin de kanser
sebebiyle 61diigii bildirilmistir (18). Nedeni hala tam olarak bilinmemekle birlikte cevresel
kosullardan (tiitiin iiriinlerinin kullanimi, ¢esitli kimyasallara maruz kalinmasi, obezite,
uzun sireli diyabet vb.) ve/veya ¢evresel olmayan kosullardan (genetik mutasyonlar,

bagisiklik sistemi sorunlar1 gibi) kaynaklandigi bilimsel ¢alismalarla ortaya konmustur.

En sik kullanilan tedavi yontemleri; cerrahi uygulamalar, kemoterapi ve
radyoterapidir (19). Imminoterapi, hedefe yonelik terapi ve hormon terapisi gibi
secenekler de umut verici yeni tedaviler arasinda yer almaktadir (20). Ayrica tim dinyada
cesitli tedavi yOntemlerinin gelistirilmesi i¢in calismalar gerceklestirilmektedir.
Kullanilacak tedavi yontemi kanserin tlirline ve ilerlemiglik dizeyine baglidir. Yan
etkilerinin getirdigi sonuglar ¢ok agir olsa da hastalarin ¢ogu; kemoterapi, radyoterapi ve

cerrahi uygulamalarin bir kombinasyonu ile tedavi edilmektedir (21).

4.1.1 Pankreas kanseri epidemiyolojisi

Pankreas, uzunlugu 15-18 cm olan, karin duvarinda midenin arka bdoliimiine
uzanan bir salgi bezidir (22). Hem endokrin hem de ekzoksin 6zelligi olan pankreas, kana
insiilin ve glukogan salgilar. Bu sayede sekerin dengede tutulmasini saglar ve sindirime

yardimet olur (23).



Pankreatik kanserlerin %65°1 pankreasin bas kisminda bulunmasina ragmen lenf
nodlarma ¢ok hizli bir sekilde metastaz yapabilmektedir (24). Bu nedenle pankreas
kanseri, en agresif kanser tlrlerinden biridir. Her y1l yaklasik yarim milyon insan pankreas
kanserine yakalanmaktadir (25). Bati diinyasinda kansere bagl oliimlerin dordiincii
sirasinda pankreas kanseri bulunmaktadir. 2030 yilina kadar kanser sebebiyle oliimlerin
ikinci sirasinda olacagi tahmin edilmektedir. (26). Pankreas kanseri Avrupa, Kuzey
Amerika ve Giliney Amerika'nin bir¢ok bolgesinde yilda 10.000 de 1 insidansa sahiptir
(22). Pankreas kanserinden erkekler, kadinlara 1:1,5 oranla daha sik etkilenmektedir (27).
Ayni sekilde siyah irka sahip insanlar da beyaz irka sahip olan insanlardan daha fazla
etkilenmektedir (27). Insidansin en yiiksek oldugu yas arahig iilkeler arasinda
degismektedir. Ornegin, Hindistan'da en sik ortalama 60 yasindaki insanlarda gorultrken,
Amerika Birlesik Devletleri'nde bu yas ortalamasi 70 olarak tespit edilmistir (28). Kisaca
insidansin en yiiksek oldugu yas 60 ila 80 arasinda degismekle beraber, 45 yasin altindaki
insanlarda nadiren rastlanmaktadir (29).

Tan1 asamasinda pankreas tiimorlerinin sadece %15'i ameliyatla ¢ikarilabilir
durumdadir. Hastalarin bes yillik sagkalimi ise %8 ile sinirhidir. Pankreas kanseri
prognozunu iyilestirmek igin, tiimor alinabilir oldugunda erken teshis ¢ok Onemlidir.
Ancak pankreas kanserine 6zgii erken semptomlarin olmamasi bu durumu zorlastirmaktir.
Ornegin, Birlesik Krallik'ta pankreas kanseri vakalarmin %50'si acil serviste
tanimlanmaktadir (30). Bu durum biiyiik 6l¢lide karmn agrisi ve sarilik belirtileri igeren
pankreas kanseri patofizyolojisinden kaynaklanmaktadir (19). Tiimérlesmenin pankreas
ile siirhi kaldigr (lokalize) hastalarda, cerrahi rezeksiyon kiiratif amagh tedavinin
merkezinde kalir ancak tek basina cerrahi uygulamanin da yiiksek niiks oranlar ile iligkili

oldugu distiniilmektedir (21).

Akut pankreatit, yaklasik %1'inin pankreas kanserine bagli olmasi nedeniyle erken
bir pankreas kanseri semptomu sayilmaktadir (31). Akut pankreatitin pankreas kanseri
prognozu tizerindeki prognostik degeri belirsizken (26), kronik pankreatitte pankreas

kanseri riskinin arttig1 bilinmektedir (31-33).



Pankreas kanseri esas olarak iki tiptir. Birincisi, pankreasin ekzokrin bezlerinde
ortaya ¢ikan en yaygin (%85) vakalarin oldugu pankreatik adenokarsinomdur (PDAC)
(Sekil 4.1.1). ikincisi ise daha az yaygin olan (% 5'ten az) pankreatik néroendokrin
timoridiir (PanNET) ve pankreasin endokrin dokusunda goriilmektedir (Sekil 4.1.1) (34).

Noroendokrin

Safra kesesi
Onikiparmak
bagrsags

Adenokarsinoma

Mezenter iist
veni ve arteri

Sekil 4.1.1. Adenokarsinoma ve noroendokrin tiimérlerin sekil tizerinde gosterimi (35).

Pankreas kanseri gelisimi, aile dykiisii ve genetik bozukluklar, hormonal faktorler,
baz1 komorbid (eslik eden) hastaliklar, tiitiin {iriinleri, asir1 alkol tiiketimi, obezite, kot
beslenme (yag orani yiiksek yiyecekler) ve mesleki maruziyet dahil olmak Gzere bilinen
bircok risk faktorine sahiptir. Birinci derece akrabalarda goriilen pankreas kanseri
Oykusu, pankreas kanseri riskini 2,5-5,3 kat arttirdig1 tespit edilmistir (36). Ayrica ailesel
atipik multipil mol melanoma, Peutz-Jeghers sendromu ve Kistik fibroz dahil olmak tizere
pankreas kanseri riskini arttiran genetik hastaliklar bilinmektedir (31). inflamatuar
bagirsak hastalig1 ve uzun siiredir devam eden diyabetes mellitus gibi ¢esitli inflamasyon
durumlaryla iligkili oldugu tespit edilmistir.
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Pankreas kanserinin agresif biyolojisi, genetik karmagikligi, hizli ilerlemesi ve
iliskilendirilmis biyobelirteclerin sinirli ve az giivenilir olmasi, tedavilerin basari oranini
diistirmektedir (33,37). Pankreas kanserinin erken teshisi i¢in heniiz onaylanmis bir
biyobelirte¢ bulunmamaktadir (38). Bununla birlikte; enzimler (6rnegin, COX-2) (39) ,
sitokinler (6rnegin, IL6) (20), glukoproteinler (6rnegin, YKL-40) (23) ve proto-
onkogenler (6rnegin, Ras) (32) erken teshis ve/veya tedavi amagli kullanim ig¢in
arastirtlmistir.  Belirlenen tim biyobelirte¢ adaylar1 tedavinin yanmi sira tiimoriin
goriintiilenmesinde de kullanilabilmektedirler. Ornegin, gama sintigrafisi ve tek foton
emisyonlu bilgisayarli tomografi (BT) cihazi ile pankreas kanserinin goriintiilenmesinde

Iyot-125 radyoaktifi isaretli Klaudin-4 antikoru (anti-claudin-4) kullanilmaktadir (39).

4.2 Tla¢ Tasima Sistemleri

En az bir boyutu 100 nm'den kiglk olan mikroskobik kolloidal parcaciklar
“nanopargacik” olarak tanimlanmaktadir (40). Nanopargaciklar, diger maddeler i¢in
tasima modiilleri olarak kullanildiklarinda bunlara nanotasiyict adi verilmektedir (41).
Nanopargaciklarin hiicre igine alinmasinda ylzey yukleri (zeta potansiyelleri) ve
blyuklikleri nemli rol oynamaktadir (42). Negatif yUklu hiicresel membranlar ile pozitif
yizey yikine sahip nanoparcaciklar arasinda elektrostatik  bir etkilesim
gerceklesmektedir (43). Polikatyon-DNA gen verme sistemleri ¢ogunlukla hiicreye
endositoz veya pinositoz yolu ile girmektedir. Uygun kosullar saglanan hicreler
tarafindan endositoz yapilabilmesi i¢in hiicreye gonderilecek nanotasiyici sistemlerin

buyukliklerinin 100 nm'den daha kiigiik olmalar1 gerekmektedir (14).

Nanopargacik ile ila¢ iletim sistemleri, hem ila¢ arastirmalarinda hem de klinik
ortamda son yillarda kendini kanitlamig birgok ilacin in vivo verimliligini arttirmak igin
kullanilmaktadir (44). Ornegin lipozom, misel, nanokapsiil, polimerik nanopargacik, kat:
lipit partikil, niosom ve daha bir¢cok farmasotik nanotasiyicilarin normal biyolojik
oOzelliklerini istenen bir sekilde kontrol etmek miimkiindiir. Ayn1 zamanda ¢esitli terapotik
acidan onemli islevler kazandirmak i¢in uygulanan yiizey modifikasyonlar1 halihazirda

kullanilmaktadir (57,58).
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Klasik nanotasiyicilar, ilag tasima miktarlari yoniinden gelistirilmistir. Bu
nanotasiyicilar taginan ilag stabilitesi yoniinden optimize edilmis sistemlerdir ve yiizey
modifikasyonlarint minimum derecede igerirler. Bu nedenle, klasik nanotasiyicilar harici
veya dahili uyarilma ile hedeflenen hilicre veya organa ilag tasima ve dogru
konsantrasyonda hedefli ilag salinimi yapma yetenegine sahip degildir (41,47). Onlarin
speksifik dagitim ve kontrol edilebilir ilag salimimi yapabilecek sekilde “akilli” hale
getirilebilmesi icin degistirilmelerine veya islevsellestirilmelerine ihtiya¢ duyulmustur
(48).

Cesitli modifikasyonlarla akilli hale getirilen nanotasiyicilar, ilag iletimi sirasinda
yasanan yan etkileri azaltabilmektedir. Soyle ki, modifiye edilerek islevsellik
kazandirilmis akilli nanopargaciklar iletimini gerceklestirdikleri kemoterapi ajanini hedef
bolgelere tagidiktan sonra siirekli olarak azaltilmis dozajlarda ve uzamsal olarak kontroli
saglanan bir sekilde ilacin salinimini yapabilmektedir (44,49). Ornegin, modifiye
edilmemis “yalin” ilag tastyicilar viicut savunma sistemi i¢in genellikle yabanci
partikiilleri temsil ettiginden, tasidiklar1 ilact hedef hiicre veya organa tasiyamadan kan
dolasimindan uzaklastirilmaktadirlar (48). Dolayisiyla, akilli nanotasiyicilarda temel
Ozellik olarak uzun Omirlilik beklenmektedir. Bir nanotasiyicida uzun Omarlulik
beklenmesinin tek nedeni tasidigi farmasotik ajaninin kandaki miktarint uzun sdre
korumak degil, ayn1 zamanda hedef ile ilag etkilesimleri i¢in daha fazla zaman saglamaktir
(50). Akilli hale getirmek igin kullanilan g¢esitli modifikasyonlarin dolagimdaki
nanotastyicilarin stabilitesini ve yar1 Omriinii arttirma, gerekli biyolojik dagilimi ve
istenilen patolojik bolgeye pasif veya aktif hedeflemeyi saglama ya da lokal
pH'ta/sicaklikta patolojiyle iliskili degisikliklere ve yerel fizyolojik uyaranlara yanit
verme gibi olumlu sonuglari, kalsik ilag iletim sistemlerinin ve ilaglarin yenilenebilir
oldugunu kanitlamistir. Ayrica halihazirda kullanilan ilaglara g¢esitli modifikasyonlarla
gama-sintigrafi, manyetik rezonans goriintiileme, bilgisayarli tomografi ve ultra-sonografi

icin gorlintiileme/kontrast ajanlart olarak hizmet etme yetenegi de kazandirilabilir (43).
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Ilag tastyici sistemler viral tasiyicilar ve viral olmayan tasiyicilar olmak iizere iki
ana gruba ayrilabilirler (51). Viral olmayan sistemler de; organik katyonik bilesikler,
rekombinant proteinler ve inorganik nanopargaciklar olmak iizere kendi arasinda {li¢ ana
gruba ayrilabilirler (51). Viral tasiyici sistemlerde orjinal gen segmentinin bir kismu,
eklenecek ve iletilecek gen igin yer ayirmak Uzere sistemden silinir. Boylece istenilen gen
sisteme eklenerek viral tasiyici vasitasiyla hiicreye iletilir (51). Viral olmayan sistemlerin
ilki olan katyonik bilesiklerden olusan tasiyici sistemler arasinda, katyonik lipidler,
katyonik polisakaritler, polikatyonik polimerler yer almaktadir (52,53). Viral vektorlerin,
viral olmayanlar ile birlestirildigi hibrit sistemler de mevcuttur (54). Bu hibrit sistem,
konak¢inin bagisiklik tepkisinden kaginmak ig¢in viral epitop yiizeyinin korunmasini
saglar. Ayrica hedefleme kabiliyetini arttirmak i¢in reseptore 6zgii ligandlarin ylizeyine
konjugasyonunu saglayan aktif bir platforma sahip olabilmektedir. Viral vektorlerin
2000’1 yillarin basinda kesfedilen ve giliniimiizde hala gelistirilmekte olan bir diger
tastyict sistem ise rekombinant proteinlerdir (52). Bu proteinler, giinimizde protein
miithendisligi yoluyla verimli gen iletimi igin kullanilmaktadirlar. Tek bir molekil tizerine
gerekli olan cesitli peptit segmentlerini ekleyerek viral 6zellikleri taklit ederler. Ayrica,
rekombinant protein olarak antikorlar hiicre dagitimini hedefleyen antikor segmentleri ve
niiklear lokalizasyon sinyalleri olarak islev goren bazi kisa peptit sekanslari igerebilirler
(51). Vektor-DNA komplekslerinin olusumu normal katyonik bilesiklere benzer olsa bile
protein vektorlerinin biyouyumlulugu daha yiiksektir (52,53). Viral olmayan yeni tastyict
sistemler arasinda yer alan bir diger nanotastyict grup ise inorganik nanoparcaciklardir
(51). Kalsiyum fosfat (CPNP), altin nanopargacik (AuNP), karbon malzemeler, silikon
oksit (SIO2NP), demir oksit (manyetik nanopargacik, maghemit nanoparcacik vb.) ve
katmanli ¢ift hidroksit (Layered Double Hydroxide, LDH) gibi bircok inorganik malzeme

nanopargacik olarak kullanilmaktadir.

Viral tastyicilar en etkili tasiyict sistemler olsa da bagisiklik tepkisi, yiksek
miktarda tiretim, disiik yiikleme kapasitesi ve yerlestirme mutagenezi gibi yan etkileri
hicresel iletimdeki basarili uygulamalarini sinirlandirmaktadir (51). Katyonik tastyicilar

(lipidler ve polimerler) viral tastyicilarin getirdigi sorunlari onleyebilmekle beraber
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genellikle hucreler icin toksik olup (53) uzun vadede kararsiz bir yapiya sahiptirler (55).
Buna karsilik, inorganik ve organik nanoparcaciklar diisiik toksisiteleri ve kontrolli
uygulama ozellikleri ile viral tasiyicilara ve katyonik tasiyicilara yeni bir alternatif olarak
umut verici nanopargaciklar arasma girmistir (51). En sik kullanilan viral olmayan
inorganik nanotasiyict sistemler Sekil 4.2.1°de goriildiigii gibi, karbon nanotip (Carbon
NanoTubes, CNT), dendrimer, misel, lipozom, kuantum noktas: (Quantum Dot, QD),
siper paramanyetik demir oksit nanoparcacik (SuperParamagnetic Iron Oxide
Nanoparticle, SPION), altin nanopargacik (Gold Nanoparticle, GNP) ve mezoporoz silika

nanoparcacik (MSN) olarak listelenebillir (49).

q ? ﬁ ,“,“-.,

Karbon nanotiip Dendrimer Misel

E Altin Mezoporoz silika

Kuantum noktasi SPION nanoparcacik nanoparg¢acik

Sekil 4.2.1. Giiniimiizde kullanilan ¢esitli organik ve inorganik (viral olmayan) nanotagstyicilarin
sematize edilmesi (49)

Kanser tedavisinde en yaygin olarak kullanilan yontem kemoterapidir (56).
Kemoterapi, saptanamayan kanser mikro-odaklar1 ve serbest kanser hiicrelerinin
tedavisinde hayati bir rol oynamaktadir (57,58). Kanser hiicreleri saglikli olanlardan daha
hizli biyiirler ve hizli biiyiiyen hicreler var olan cesitli yapisal Ozellikleri ile
kemoterapotiklerin ana hedefleridir (59). Ayni1 zamanda bu yapisal 6zellikleri tasiyan
saglikli blylyen htcreler de olabilecegi i¢in kemoterapotikler saglikli hucrelere de
saldirir. Bu istenmeyen etki, klasik kemoterapinin basarisini azaltmakla birlikte, basarisiz
olmasina neden olabilmektedir (59). Farkli etkilere sahip kemoterapdtiklerin kombine

edilmesi daha diisikk dozlarin kullanilmasimma ve tolere edilemeyen yan etkilerin
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azaltilmasina yardim edebilmektedir. Ancak kemoterapi uygulamalarindaki bir diger
onemli sikint1 ise, ¢oklu ila¢ direnci (multiple drug resistance, MDR) seklinde ifade edilen
hiicrelerin kullanilan ilaca diren¢ gelistirmeleri durumudur (49). Bu durum kemoterapi

uygulamalarinin basarisi1 6niindeki diger bir dnemli engeldir.

MDR, kanser hiicrelerinin tedavi sirasinda veya tedaviden kisa bir siire sonra
sitotoksik ilaglara kars1i direng gelistirerek kemoterapotik ajanlarin  etkilerinden
kagmalarimi saglamaktadir. Kanser tedavisinde en uygun yaniti elde etmek ve hiicresel
direng olusumunun Online gecmek icin gesitli stratejiler gelistirilmeye g¢alisilmaktadir.
Antikanser ajanin gerekli konumda hedeflenerek etkinligini gosterebilmesi igin akill ilag
tasima sistemleri gelistirilmistir. Akilli ilag tasima sistemleri kanser bdlgelerini
tanimlamak icin kanser hiicreleri ile saglikli hiicreler arasindaki fizyokimyasal farkliliklar

kullanmaktadir (60).

Nanotasiyicilar, hedeflenen bdlgeye giderken retikiiloendotelyal sistem (RES)
tarafindan temizleme de dahil olmak iizere birgok biyolojik engelle karsilasirlar (48).
Akilli nanotastyicilardan beklenen ilk 6zellik viicudun bagisiklik sisteminin temizleme
isleminden kaginmalaridir (48,61). RES nanotasiyiciyi kisa bir siire i¢erisinde dolasimdan
uzaklastirir ve karaciger, dalak veya kemik iliginde biriktirir. Polietilen glikol (PEG) ile
kaplama, immin sistemin bu temizleme isleminden kaginmak igin kullanilan iyi bir
cOzUmdur (Sekil 4.2.2) (48). Ikinci olarak, nanotasiyicilarin kanser hiicrelerine kars
secicilik kazanmalar1 adina modifiye edilmeleridir. Kanser hiicreleri ile saglikli hiicreler
arasindaki  fizikokimyasal farkliliklar, kanser hiicrelerini ayirt etmek igin
kullanilabilmektedir. Ornegin kanser hiicrelerinin yiizeyi bazi proteinleri fazla miktarda
uretir (62). Saglikli hiicrelerdekine gore kanser hucrelerinde fazla miktarda Gretilen bu
proteinler, akilli nanotastyicilarin ana hedefleridir (48,61-63). Nanotasiyicilarin yiizeyi,
bu proteinlerle eslesme ozelligine sahip ligandlar ile modifiye edilerek, ylzeyinde
reseptor proteinlerin ¢ok oldugu kanser hiicrelerine tasinirlar (44). ilacin hedef bolgeye
tasinmasi, kemoterapinin basariya ulagsmasi icin yeterli olmayabilir (44,48). Akilli bir

nanotastyicinin harici veya dahili uyarim altinda tasidigi ilaci hedeflenen yerde dogru
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konsantrasyonda salinimini gergeklestirmesi beklenebilmektedir (44). Nanotasiyicilari,
salimimi gergeklestirecegi ortam sartlarina duyarli hale getirmek i¢in, ylizeyine gesitli

kimyasal gruplar eklenebilmektedir (60).

PEG ile kaplanmis
— MSN'lere yiiklenen
terapotik ajanlar

8% Endotel hiicreler . Epitel hiicreler 2 Ei;?:ellzlrikan OKanser hﬁcreleri@ Makrofajlar

Sekil 4.2.2. Modifiye edilen MSN’lerin EPR etkisiyle tedavi siirecinin sematik gosterimi (64).

Ideal bir akill1 nanotasiyici sistemin, viicudumuzun bagisiklik sisteminin temizleme
islemine dahil olmadan kanserli bolgeyi bularak tasidigi kemoterapotik maddeyi iletmesi
ve dogru konsantrasyonda kemoterapotik maddenin salinimi  gergeklestirmesi
beklenmektedir (41). Akilli nanotasiyici sistemlerde pasif ve aktif hedefleme olmak Uizere
iki tr hedefleme sistemi esas alinmaktadir (48,49,60,64). Pasif hedefleme, kanserli
dokunun yerini belirlemek i¢in EPR etkisini (Bolum 3.3’te detayli olarak anlatilmaktadir)
kullanmaktadir (65). Aktif hedefleme ise kanser hiicresini bulmak icin ligand-reseptor
etkilesimini kullanmaktadir (44).
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4.3 Tla¢ Tasima Sistemlerinin Hedefli Gonderimi

Birgok tumor tlriinde artan besin ve oksijen ihtiyaci sebebiyle damarsal gegirgenlik
daha yulksektir (66). Normal damar yapilarinda 2 nm’den biiyiik molekiiller endotel
hiicreler arasindaki hicreler arasi bagin sikiligi nedeniyle bu hiicreler arasindan
gecemezler (65,66). Tumor bolgesinde ise, endotel hiicreler arasindaki bu sik1 yap1 kanser
vaskdlarizasyonu nedeniyle bozulur: 10-500 nm arasindaki makromolekdller yapisi
bozulan bu endotel hiicrelerin arasindan timdér dokusuna gecip timorli dokuda birikebilir
(65). Bunun yani sira, bu bolgelerde bozulmus lenfatik bosaltim nedeniyle de biriken
molekiillerin sistem disina ¢ikmasi zorlasir (66). Pasif hedefleme (Sekil 4.3.1 A, B ve C)
olarak da bilinen “EPR etkisi” bu gegirgenligin bozulmasi durumu olup Matsumura ve
Maeda tarafindan ilk kez 1986 yilinda tanmimlanmistir (65-67). Pasif hedefleme
yontemiyle etkinligini kanitlayan nanotasiyicilar 1996 yilinda ticarilesmistir (41).
Doksorubisin (DOX) tastyan PEG ile kaplanmis Lipozom olan Doxil/Caelyx buna
ornektir (41,48). Ilag tasiyici sistemlere uygulanan PEG gibi sentetik polimerler ile
kimyasal modifikasyon, ilag tasiyici sistemlere in vivo uzun 6émiirliiliik kazandirmanin en
sik kullanilan ve en etkin yollarindan biridir (48). Ornegin; Klasik lipozomlar, fosfolipid
cift katmanlarindan olusur ve intravendz olarak uygulandiklarinda RES tarafindan
yakalanirlar. Bir serum proteini olan opsonin hiicreye giren lipozomlari yabanct madde
olarak algilar ve fagositler (RES'in bir pargasi) tarafindan yok edilmesini saglar. Dolagim
stiresini arttirmak i¢in lipozomlarin yiizeyi, hidrofilik bir polimerle, yani PEG ile
kaplanarak lipozomlar ile serum bilesenleri arasindaki parcacik-parcacik etkilesimlerine
dayanan birbirini itici kuvvetler gugclendirilir (68). Klasik lipozomlarin 1.07 saatlik
biyolojik yarilanma oOmrinin yilzeyi PEG ile kaplanarak 57.8 saate yukseldigi
goriilmistiir (69). Bu sekilde hazirlanan uzun siireli dolasim siiresine sahip lipozomlar,
kanser tedavisinin yani sira mantar enfeksiyonu, gen tedavisi ve as1 tasiyicilari vb. olarak

da kullanilmaktadir (60).
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Sekil 4.3.1. Aktif (D, E ve F) ve Pasif Hedeflemenin (A, B ve C) sematik olarak gosterimi (A)
Negatif yiiklenmis lipozom, (B) Pozitif yiiklenmis lipozom, (C) PEG ile kaplanmis lipozom, (D)
Cesitli hedefleme ajanlar1 ile modifiye edilmis lipozom, (E) Antikor ve floresan isaretli antikor ile
modifiye edilmis lipozom, (F) Floresan ile isaretlenmis ligandlar kullanilarak modifiye edilmis
lipozom.

Pasif hedefleme sistemi klinikte heyecanla karsilanip, hala uygulanan bir yontem
olmasina karsin bazi tiimor tiirlerinde damar gecirgenligi farkl: olabildiginden EPR etkisi
yeterli olmamaktadir. Bu nedenle farkli yaklasimlara ihtiya¢ duyulmustur. Timorli
hiicrelerin besin ihtiyac1 arttikga, bazi reseptorlerin (Ornegin EGF (Epidermal bilyiime
faktorii)) sayisi da artmaktadir. TUmor bolgesinde genellikle kanserli ve saglikli hiicrelerin
bir arada karisik halde bulunmasindan dolayr onlari ayirt edebilen nanotasiyicilarin
gelistirilmesi biliylik 6nem arz etmektedir. Aktif hedefleme sistemlerinde nanotasiyicinin
ylzeyi, saglikli hiicrelere gore daha fazla miktarda bulunan reseptorleri taniyacak
ligandlar ile kaplanarak islevsel hale getirilmektedir (Sekil 4.3.1 D, E ve F)(64). Boylece
kematerapdtiklerin sitotoksik olarak etkisi arttirtlirken, saglikli hiicrelere olan yan etkiler
ise en aza indirilmektedir (64,70). Bu durum MDR’yi de azaltmaktadir (70).
Nanotastyictya bagli ligand ile hiicre yiizeyindeki reseptdriiniin baglanmasiyla hiicre

icerisine alim gerceklesmektedir. Bu olay reseptor-aracili endositoz olarak
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tanimlanmaktadir (64). Reseptor aracili endositoz ig¢in kullanilan molekiiler biyo-
belirtecler; tumorlu hiicrelerin yizeyinde yuksek miktarda bulunan reseptorler ve timorli
dokuyu beslemekte olan damarlarin ifade ettigi yiiksek miktardaki reseptorler olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir (64). TUmor hicrelerinde yiiksek miktarda Uretilen ylzey reseptorleri
tarafindan spesifik olarak taninabilen ve nanotasiyicilara aktif hedefleme kabiliyeti
saglayan ligandlar arasinda antikorlar, proteinler, peptitler, aptamerler, karbonhidratlar ve
kicik molekuller  bulunmaktadir (48,64,70). Bu ligandlar tek baslarina
kullanilabilecekleri gibi birden ¢ok ligand kullanilarak c¢ok islevli ilag tasiyici sistemler
de gelistirilebilmektedir (64).

Kanser tedavisi i¢in kullanilan cesitli ilag veya DNA molekiillerinin hatta ilag
yuklli nanopargaciklarin hiicre igine taginmasina yonelik yeni bir yaklagim da, bu
molekdllerin hiicresel membranlar yoluyla alimi kolaylastirabilen proteinler ve peptitler
(cell penetrating peptide, CPP) kullanilarak modifiye edilmeleridir (71). Peptidler, tipki
antikorlar gibi, timor hucreleri Uzerindeki ligand-reseptor etkilesimlerini bozarak
hiicresel proliferasyonun durmasina yol agmak icin kullanilabilir. Antikorlardan ¢cok daha
ucuz ve daha karmagik liretim yapma avantajina sahiptirler (70). Birgok protein ve
peptidin, hiicre igine alimda rol oynayan belirli ligandlarla (folat, transferrin) veya hiicreye
nifuz eden peptitlerle (TAT veya polyArg gibi CPP'ler) etkilesime girerek hicresel
zarlardan gectigi, tasidiklari molekiilleri sitoplazma veya cekirdege kadar ilettigi
gosterilmistir  (48). Hucresel membranlardaki bariyerler, hiicrelerin igerisine
makromolekiillerin verimli bir sekilde iletilmesi i¢in biylk bir engeli temsil etse de bu
yeni teknolojinin 1s18inda, CPP'ler ¢esitli molekiilleri in vitro ve in vivo olarak memeli
hiicrelerine tasiyabilmektedirler (61,72). Ornegin; transaktive edici transkripsiyonel
aktivator (TAT), tumor hiicrelerinde p53 birikimini artiran ve hem in vitro hem de in vivo
olarak tumor htcrelerinin secici olarak éldurilmesi igin apoptotik genleri aktive eden

timor baskilayict peptid p53'e baglanmustir (73).
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Nanoparcaciklar, klasik etken madde olarak kullanilan ajanin ¢oziiniirliigiinii,
farmakokinetigini ve biyo-dagilimimi gelistirme yetenegine sahiptir (74). Nano duzeyde
formiile edilmis ilaglar, geleneksel olarak formiile edilmis muadillerine kiyasla
gelistirilmis etkinlik, diisiik dozlama, alternatif uygulama yollari, azaltilmis toksisite,
azaltilmis immiinojenisite gibi pek ¢ok avantaja sahiptir (74,75). Ornegin, DOX (76),
paklitaksel (77,78) ve terapotik bir protein olan TNF-alfa (79,80) gibi kiiglik molekdllerin

yapiminda nanoteknolojiyle etkinlestirilmis yeniden formiilasyondan faydalanilmistir.

Yaygimn intravaskiiler pihtilasma sendromundan kaynaklanan komplikasyonlar,
klasik DOX’un klinik uygulamasini siirlamaktadir (81). Yalin halde kullanilan DOX
molekiilii pihtilasma sorunu i¢in bir 6n kosul gorevi goren 16kosit pro-pihtilagsma
aktivitesini induklemektedir (76,81). Bununla birlikte, DOX molekllu bir PEG ile
modifiye edilmis lipozom igine kapstlleme yoluyla yeniden formiile edildiginde bu sorun
basartyla ¢oziilmistir. Nanoformile edilmis Doksil adi verilen yeni molekiil ile

intravaskiiler pthtilasma semptomlar1 ortadan kaldirilmistir (76).

Basit hedefli nanotasiyicilart elde etmek igin, tasiyic1 ylizeye karsilik gelen
vektorleri (antikorlar, peptitler, karbonhidrat molekulleri, folat ve diger ligandlar)
baglamak icin ¢esitli yontemler gelistirilmistir (48). Bu yontemler nispeten basittir ve
nanotastyici biitiinliigiinden, antikor afinitesinden veya spesifitesinden 6diin vermeden
yeterli sayida antikor molekiiliiniin bir nanotasiyici yiizeyine baglanmasina izin verir (48).
Ornegin lipozomlara antikor baglanmast igin rutin yontemlerden biri, lipozom membrani
uzerindeki reaktif bir gruba proteinlerin kovalent olarak baglanmasidir (82). Bu yéntem
basit olmakla beraber verimliligi de yiiksektir. Ote yandan, antikor gibi membrana sahip
olmayan bir hidrofilik proteinin, fosfolipid iceren bir hidrofobik reaktifle (fosfolipid
kalintis1 gibi) kimyasal modifikasyonu, modifiye edilmis antikorun lipozoma (lipid
membran) Kkars1 afinitesini artirdigir  gosterilmistir (39,59). Spesifik antikorlarla
modifikasyonun, lipozomal olmayan nanotasiyicilara da uygulanabilirligi, jelatin ve insan
serum albiimininden yapilan nanopargaciklarmn, avidin-biyotin sistemi yoluyla HER2

reseptoriine spesifik antikor trastuzumab ile basariyla modifiye edilmesiyle gosterilmistir
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(83). Yapilan caligmalarda yiizey modifiyeli nanopargaciklarin, HER2'yi asir1 eksprese

eden hiicreler tarafindan etkin bir sekilde endositozla igeri alindigi gosterilmistir (83).

Inorganik nanotasiyicilar; Kullanilabilir genis Yylzey alanlar, islevsellik,
potansiyel hedefli iletim kapasitesi ve taginan ilaglarin kontrollii salim1 dahil olmak {izere
hlcresel uygulamalar icin ¢cok yonli 6zelliklere sahiptirler. Bu nedenle, son yillarda viral
olmayan tasiyicilar olarak cesitli inorganik malzemelerle yapilan ¢alismalara agirlik
verilmistir (51). Genler ve proteinler dahil olmak {iizere ¢esitli ilaglarin hiicresel taginimi
icin potansiyel tasiyict olarak kullanilabilen ¢ok sayida inorganik nanoparcacik vardir
(51,53). Bununla birlikte biyouyumluluk, tasiyicilar ve biyomolekiiller arasindaki giiglii
afinite, nanohibritlerin ylksek yiikk yogunlugu ve spesifiklik vb. ¢zellikler igin buyik
Olglide fonksiyonellestirme modifikasyonlar1 gerekmektedir (84). Nanoparcacik igin
kaplama malzemesi se¢iminde dikkatli olunmalidir. Nanopargacik kaplamalar, hem
inorganik hem de polimerik materyaller dahil olmak Uzere birka¢ materyalden olusabilir
(85). Polimerik kaplama malzemeleri sentetik ve dogal olarak siniflandirilabilmektedir.
Poli vinilpirolidon (PVP), poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA), poli etilenglikol (PEG),
poli vinil alkol (PVA), poli akrilik asit (PAA) vb. sentetik polimerik sistemlerin tipik
ornekleridir. Jelatin, dekstran, kitosan, pullulan gibi polisakkaritler ise dogal polimerlere
ornektir (84,85).

Metal nanopargaciklar (nanokireler, nanokabuklar ve nanorodlar dahil) hedefe
yonelik hiicresel iletim igin basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar (51). Ozellikle
GNP’lerin, 0.8 ve 200 nm arasinda istenen biiytikliige kolayca uyarlanabilirligi ve
biyouyumluluk saglamak i¢in yiizeylerinin kolayca degistirilebilir olmas1 onlarin hiicreler
icin vektor olarak kullanilmasini miimkiin kilmaktadir. Ayrica GNP’lerin goriiniir is1maya
sahip olmalar1 hiicresel takibini kolaylastrmaktadir (51,86). Ornegin GNP’ler gen
transfeksiyonunda kullanilmak (izere amin-alkil tiyollerle islevsellestirilmistir (86). 2002
yilinda yapilan bu ¢aligmada modifiye edilmis GNP’ler ile memeli hiicrelerine yiksek
verimle basarili bir gen transferi yapilmistir (86). Ayrica GNP’ler hiicre ¢ekirdegini
hedeflemek igin uygun proteinler/peptitler ile konjuge edilebilmektedirler (51).
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CNT'ler, GNP’ler gibi biyouyumlulugu yiiksek ve diislik sitotoksisiteye sahip
nanoparcaciklardir. CNT’ler kimya, elektrik, optik ve mekanikteki oldukga iyi
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle ilaglarin, proteinlerin ve genlerin hedefli dagitimi i¢in
viral olmayan vektor sistemlerine alternatif saglamaktadir (49,51). Kigik
biyomolekiillerin yiiklenmesini saglayan genis i¢ hacimleri ve kimyasal modifikasyona
acik dis ylizeyleri (proteinleri veya genleri yiiklemek i¢in kullanilabilecek) CNT’leri
biyomedikal ve biyolojik uygulamalar i¢in kiiresel nanoparcaciklara gore daha avantajh
hale getirmektedir (51). Suda ¢6ziiniir nanotiipler olacak sekilde modifiye edilen CNT’ler
bir floresan isaretleyici ile baglanarak hiicre zar1 boyunca hareketleri izlenmis, bazi
nanotiiplerin hiicre ¢ekirdegine kadar gittigi goézlenmistir (87). Yapilan bir baska
caligmada ise CNT’ler, HeLa hiicrelerine gen aktarimi igin kullanilmistir (88). Bu
uygulamaya gore islevsellestirilmis CNT vektorleri ile yapilan gen aktarimi veriminin
viral vektorlere gore 10 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte CNT’lerin

In vitro ¢alismalarda lipozomal sistemlerden daha az etkili oldugu gosterilmistir (51).

SiO2, Fex03, Fe 04 gibi  oksitler; nano olgekli  blyuklikler, kolay
sentezlenebilirligi, degistirilebilir yiizey yiikleri ve diisiik sitotoksisiteleri nedeniyle
biyouyumlu kabul edilmektedirler ve potansiyel ila¢ dagitimi igin tasiyici olarak
kullanilabilmektedirler (85). Manyetik (FesOs) ve maghemit (Fe2Os) gibi
sliperparamanyetik oksitler mikro ve nanoparcacik olarak 1970'lerden bu yana iletim
sistemlerinde kullanilmaktadir (89). Demir oksitlerden en sik kullanilan manyetik
nanopargaciklar ilk kez Widder ve ark. tarafindan sigan kuyruklarina implante edilen
sarkom tiimorlerine sitotoksik ilaglar vermek i¢in harici bir manyetik alan tarafindan
yonlendirilerek kullanilmigtir (90). Elde ettikleri sonuclar, timorin buyik oranda
geriledigini gostermistir. Bu uygulama baz alinarak yapilan ¢alismalarda manyetik
nanoparcaciklar kullanilarak sitotoksik ilag iletimi ve tiimor kii¢iilmesi {izerine yapilan
bircok c¢alisma rapor edilmistir (91). Bu c¢alismalarin hepsinde klasik intravendz
uygulamaya gore manyetik nanopargacik ile iletimi yapilan ila¢ veriminin yiiksek oldugu
ve uygulamalarin sonunda tiimor kiiglilmesinin de daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Bununla birlikte son yillarda manyetik nanopargaciklarin modifikasyonlar ile hedefe
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yonelik iletim sistemleri olarak gelistirilmesi Uzerine c¢alismalar yapilmistir (51,91).
Zhang ve ark. (2002) manyetik nanopargaciklarin yiizeyini sirasiyla metoksi-PEG-silan,
3-aminopropil-trimetoksisilan ve folik asit (FA) ile kovalent olarak kaplamislardir.
Modifiye edilmis manyetik nanopargaciklarin, insan meme kanseri BT20 hiicresi
tarafindan hiicre alimi test edilmistir (92). Yalin manyetik nanopargacik ile
karsilagtirildiginda modifiye olan manyetik nanoparcacigin 6nemli oranda daha yiiksek
verimle iletimi saglandigi rapor edilmistir (92). Ayrica PEG ve FA zayif baglarla birbirine
bagladiktan sonra manyetik nanopargacik ile kovalent olarak baglandiginda olusan
modifiye manyetik nanoparcacigin BT20 hiicrelerindeki iletiminin, yalnizca PEG ile
modifiye edilmis manyetik nanoparcaciga oranla 5 kat daha fazla oldugu goézlenmistir
(92). Bunlarin disinda, manyetik nanopargaciklar verimli gen iletimi i¢in modifiye
edilebilirler (51). Ornegin manyetik nanopargaciklar poli L-lizin ile kaplandiginda negatif
yiiklii DNA’ya elektrostatik olarak baglanabilir (93).

Inorganik nanopargacik sistemlerine bir diger 6rnek olarak yiiksek miktarda 151ma
ozelliklerine sahip QD’ler ise inorganik nanokristallerdir (94). Floresan emisyonlari
sabittir ve degisen partikiil biiyiikliigline veya kimyasal bilesimine gore ayarlanabilirler.
Ayrica bu tir stabil inorganik nanopargaciklar, proteinler ve nukleik asitler gibi biyolojik
malzemelerle birlestirilebilir. Bu nedenle, QD’lerin hem teshis (géruntiileme) hem de

terapotikler icin yeni intravaskiler problar olma potansiyeli tespit edilmistir (51,94).

4.4 Kanserde Nikleik Asit Bazh Terapiler

Nikleik asitler, hicre bolinmesi (DNA replikasyonu) ve protein sentezi
(transkripsiyon ve translasyon) gibi hiicresel sireclerde énemli rol oynarlar. DNA,
hicrenin replikasyonu ve DNA'nin RNA'ya transkripsiyonu ile RNA'nin proteinlere
translasyonundan sonra isleyisi icin gerekli genetik bilgileri igerir. Saghikli ve kanser
hiicrelerindeki biyolojik olaylar benzer sekilde gergeklesmektedir (95). Nukleik asitlerin
hilcre igerisine gonderilmesi yoluyla hiicresel gen ekspresyonunun kontrol edilebilmesi,

klinik ve temel bilimdeki nikleik asit uygulamalarina olanak saglamistir (96).
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Niikleik asit bazli terapilerin en fazla kullanildigi alan gen iletimidir ve gen iletimi
icin hem viral hem de viral olmayan vektorler kullanir (96). Viral iletim stratejileri genel
olarak viral olmayan sistemlerden daha etkili olsa da in vivo ¢alismalarda viral vektorlere
kars1 verilen dogal immiin yanitlar gen terapisine giren hastalar icgin risk
olusturabilmektedir (14). Ayrica viral olmayan iletim sistemlerinin formdilasyon ve
modifikasyon kolayligi, viral iletim sistemlerinden daha ¢ok tercih edilmelerinin bir diger
nedenidir (14).

Hastaliklarin ¢ogu, cesitli genetik ve c¢evresel faktorlerin kombinasyonundan
kaynaklanan karmasik ve ¢ok faktorll siiregleri iginde barindiran mutasyonlardir (95).
Niikleik asit bazli terapdtiklerin klinik uygulamalari, formilasyonuna bagh ¢esitli
zorluklar (immiinotoksisite (immiin sistem tarafindan hedef boélgeden temizlenme),
hematotoksisite (serum bilesenleri ile etkilesim), farmakokinetik (pargacik-pargacik
etkilesimi)) nedeniyle engellenmektedir (75). Niikleik asit bazli terapi ajaninin
endozomdan kagis1 ve niiklear alimi igin ¢esitli nanotasiyicilarla modifiye edilmesi
gerekmektedir (96). Nanoteknoloji tabanli platformlarin, nanoparcaciklarin ilag iletimini,
stabilitesini, yarilanma 6mriinii, uygulama yolunu ve dozajini degistirebilmesinden dolay1

bu zorluklarin bazilarina ¢oziim getirdigi diisiiniilmektedir (75).

4.4.1 RNA bazh terapiler

Gunumuzde hcre icerisine protein ve RNA iletimindeki zorluklar hala devam
etmektedir. Enzimler, antikorlar veya transkripsiyon faktorleri gibi c¢ofu protein
terapotikleri, kirilgan ticlinciil yapilari ve biiyiik molekiiler boyutlari nedeniyle diisiik
stabilite ve zayif hiicre-membran gegirgenligine sahiptir. SIRNA veya miRNA dahil olmak
uzere RNA terapdtiklerinin negatif yiiklere sahip olmalari, onlarin hiicre zar1 boyunca
yayilmasint engeller. RNA’larin endoniikleaza duyarliliklar1 nedeniyle bozulmalarini
onlemek icin genellikle kimyasal modifikasyon gereklidir. Bu nedenle, protein ve RNA'y1
zararl fizyolojik ortamdan korumak ve bunlar1 ayni anda hiicre ¢ekirdegine tasimak igin

uygun bir tasiyicinin tasarlanmasi 6nemlidir.

24



Okaryot hiicrelerin genom organizasyonu karmasik yapidadir. insan genomunun
neredeyse % 98'i protein kodlamaz (97). Tk zamanlarda DNA’nin kodlanmayan kisminin,
protein sentezinde higbir goriiniir islevselligi olmadig1 diisiiniilmiis hatta bu kisimlar
gerecksiz DNA (junk DNA) olarak adlandirilmistir (98). Daha sonra DNA’nin
kodlanmayan bu kisimlarinin, nikleotid elementler (tekrarlayan, transpoze edilebilir,
serpistirilmis elementler vb.) ve farkli kodlamayan RNA'lar (rRNA'lar, tRNA'lar,
diizenleyici RNA'lar vb.) seklinde diizenlenen biiyiik bir yap1 oldugu ortaya ¢ikmustir (99).
RNA molekilu genel olarak protein sentezi icin gerekli olan transkripsiyon ve translasyon
asamalarinda gorev alan bir niikleik asittir. Protein kodlama 6zelligi olmayan RNA
molekdlleri ise “kodlamayan RNA'lar (non-coding RNA, ncRNA)” olarak
isimlendirilmektedir (98). 200 bazdan daha az ncRNA’lar “kisa kodlayict olmayan RNA
(small non coding RNA, sncRNA)” olarak tanimlanmistir. SncRNA’lar; tRNA, rRNA,
mIiRNA, snoRNA, piwi proteinleri ile etkilesen RNA (piRNA)’dir (100). Saglikli bir
Okaryotik hiucrede rRNA (% 80-90) ve tRNA (% 10-15) disindaki farkli ncRNA'larin
toplam RNA miktarina oran1 % 0,002-0,2 arasinda degisen genis bir araliga sahiptir (101).
Sekil 4.4.1°de cesitli siireglerden gecerek iiretilen kodlanan ve kodlanmayan RNA’lar
gosterilmektedir. Uzunlugu 200 bazdan fazla olan ncRNA molekiilleri ise uzun
kodlamayan RNA (long ncRNA, IncRNA) olarak adlandirilmistir (102). ncRNA'lar,
DNA'in epigenetik modifikasyonunda ve transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (103). Ayrica IncRNA’lar,
niikleozomun yeniden sekillenme faktorleri ve kromatin degistirici enzimlerle

etkilesmekte ve kromatinin yapisal kontroliinii saglamaktadirlar (104).
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Sekil 4.4.1. DNA iizerinde bulunan ekzon ve intronlarin transkripsiyon siirecinden gegerek,
kodlanan (mRNA) ve kodlanmayan (ncRNA) RNA’lart tretim siireci (105)

sncRNA grubunun igerisinde yer alan kiigik mudahaleci RNA (Small interfering
RNA, siRNA) RNA interferansi (RNAi) tabanli terapdtikler sinifina aittir (15). Gen
susturma Ozelligine sahip siRNA’larin onciisii 70-80 bp’lik ¢ift zincirli RNA’lardan
(Double strand, dsRNA) olusan oligoniikleotitlerdir. Guo ve ark. 1995 yilinda C. elegans
nematodu {izerinde yaptiklari caligmalarda gen baskilama mekanizmasinda hedef mRNA
ile ayn1 baz dizisine sahip MRNA’nin antisens yani mRNA dizisini tamamlayici sekansa
sahip RNA kadar etkili oldugu sonucuna varmislardir. Bunu takiben 1998 yilinda Z. Fire
ve ark. yaptiklari calismada ise, tek basina dsSRNA’larin, yalniz hedef mRNA sekansi veya
hedef mRNA’nin tamamlayic1 sekansina gore on kat daha etkili gen susturma 6zelligi
oldugu kesfedilmistir. Bu dsRNA’lara RNAi adi verilmistir. Yaptiklar1 bu biiyiik kesif
Andrew Z. Fire ve Craig C. Mello’ya 2006 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda nobel &diilii

kazandirmistir.
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siRNA tedavisi, transkripsiyon sonrasi gen susturma yontemine dayanmaktadir
(9). sSiRNA,; yasa bagli makula hastaligi (Age-related macular disease, AMD), Huntington
hastaligi, diyabet, hepatit ve kanser gibi giinimuzde tedavi edilemeyen bir¢ok hastalik
icin umut verici bir tedavi sinifi olarak ortaya ¢ikmistir (106). SIRNA hedeflenen hastalikl
hiicrelerde tamamlayict mRNA'nin enzimle katalize edilerek bozunmasma neden
olmaktadir (99). Boylece iiretilen mRNA miktar1 degismezken, sentez sonrast mRNA’lar

degrede oldugundan gen islevsiz kalarak susturulmus olur (Sekil 4.4.2) (15,99).

DNA

!

/NN NN 4 NN — X000O0OODEX

mRNA antisens oligoniikleotit
(siRNA)

| !

protein sentezinin
protein durdurulmasi
sentezi

Sekil 4.4.2. siRNA kullanilarak gen susturma yonteminin sematize edilmesi

SIRNA tabanli terapétiklerin hizli bozunmasi, hidrolize duyarliligi ve spesifik
hiicresel ve fizyolojik engelleri artiran polianyonik dogasindan kaynaklanan sinirlayici
dezavantajlart mevcuttur (9). siRNA’nin negatif yiiklii polianyonik yapist nedeniyle hiicre
iletiminde kullanilmak tizere polimerler (107), lipozomlar (16) ve peptitlerle (108)
komplekslestirilmesi veya kapsillenmesi igin klasik yontemler kullanilmigtir. Son
zamanlarda, yuksek verimli SIRNA iletim sisteminin gelistirilmesine yonelik yaklagimlar,
siRNA'nin kolesterol (109), N-asetillaktozamin (110) ve antikorlar (111) dahil olmak

tizere baz1 molekiiller ile kimyasal modifikasyonunu kapsamaktadir.
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siRNA tabanli terapiyle ilgili onemli klinik sorunlardan biri de, onlar1 "tek ilag-tek
hedef" modellemesiyle sinirlayan ve zamanla dirence karsi duyarli hale getiren tek gen
yonetimi yaklasimidir (15). Genellikle birgok hastaligi yok etmek i¢in sadece bir geni
baskilamak yeterli olmaz, gen susturmayi baska terapilerle birlikte uygulayarak birden
fazla yolagi es zamanli olarak inhibe etmek gerekebilmektedir. Ozellikle kanser
tedavisinde tek gen baskilamaya dayali terapi yontemlerinin yetersiz kaldigi
bilinmektedir. mikroRNA'lar (miRNA'lar), ayn1 anda birden fazla geni hedefleme
yetenekleri sayesinde kanser tedavisini daha iyi yonetme agisindan umut verici yeni
miidahale araglar1 olarak ortaya ¢ikmustir (112). Masato Nishimura ve ark. (2013),
onkogenik etkisi oldugu bilinen EphA2 reseptor tirozin kinaz tizerinde yapmis olduklari
bir calismada MiRNA ve siRNA kombinasyonunu kullanmislardir. Bu sayede tek basina
miRNA veya siRNA uygulamalarina kiyasla kombine tedavinin anti-tiimor etkinligini

daha fazla artirdig tespit edilmistir (15).

4.4.2 DNA bazh terapiler

DNA, insanlarda ve bazi canli organizmalardaki kalitsal materyal olan nukleik
asitlerdir (113,114). Fosfodiester baglar1 ile baglanmis deoksiriboniikleotitlerden
(deoksiadenozin, deoksiguanozin, deoksisitidin ve deoksitimidin) olusan bir polimerdir.
Fizyolojik pH’da (pH = 7) fosfodiester gruplari anyonlar olarak iyonize olmaktadir.
Bununla birlikte iyonize olan anyonlar magnezyum gibi katyonik iyonlarla
baglanabilmektedir (95). DNA, iki tamamlayici baz, adenin ve timin arasinda iki hidrojen
bagi ve diger tamamlayic1 bazlar olan guanin ve sitozin arasinda ii¢ hidrojen bagi ile
tutulan cift sarmal veya tek sarmal olarak bulunabilmektedir (95). Kalitsal bilgi dort
kimyasal bazdan olusan bir kod olarak depolanmaktadir (114). DNA’nin biiyiikk kismi
hiicre ¢ekirdeginde bulunmakta ve niklear DNA olarak adlandirilmaktadir. Ancak
mitokondride de mitokondriyal DNA olarak adlandirilan az miktarda kalitsal madde
bulunmaktadir (114).
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DNA bazh terapétikler arasinda gen terapisi, transgenler, oligonukleotitler,
ribozimler, DNAzimler ve aptamerler kullanilmaktadir (115,116). DNA bazl
terapoétiklerin ¢ogu klinik ¢alismalarin erken asamalarinda olmasina ragmen, son yillarda
Alzheimer ve Parkinson gibi nérolojik bozukluklar (117) da dahil olmak (zere kanser,
AIDS ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 da i¢eren birgok hastalik i¢in son derece umut verici
ilag adaylar: olarak ortaya ¢cikmislardir (115,116). Insan genom projesinin tamamlanmasi
ve hastaliklarda rol oynayan genlerin tanmimlanmasi DNA bazli terapétiklerin

gelistirilmesine 6nemli bir katki saglamistir (118).

DNA bazli ilaglarin glnimizde mevcut olan disik molekiiler agirlikli
farmasoétiklere gore Onemli avantajlarindan biri molekiiler hedefleri segici olarak
tamimalaridir. Ornegin, tipik bir gen terapisi, hatali bir genin dogru kopyasinin hiicreye
gonderilmesi ve hucre igerisinde eksprese edilmesi yoluyla hatanin diizeltilmesini igerir.
Boylece tek ve dogru bir protein riint elde edilir (115-117). Benzer sekilde, gen
ablasyonu icin tasarlanan DNA bazli terapétiklerde sadece secilen genler silinir, boylece
hastalik durumunun kontroliinde spesifiklik saglanir. Bir¢ok ilag aday1 olan DNA bazli
bilesigin insan Uzerindeki etkileri heniliz tam olarak arastirilmamis oldugundan, uzun
stireli kullanimlarinin fizibilitesi kesin olarak belirlenmemistir. Ek olarak, hiicresel alim,

dagilim ve metabolizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (116).

Gunlimizde hastalarda kullanim i¢in onaylanmig tim gen terapisi denemelerinde
yalnizca hastanin somatik hticreleri (¢ok hiicreli organizmalarda tireme veya farklilagsma
ile ilgili olmayan hucreler) hedeflenmistir. Bu yaklasim genetik tedavinin yalnizca bir
neslin etkilemesini saglamaktadir. Kullanilan terap6tik genlerin germ hiicrelerine (Ureme
ile ilgili hiicreler) bir etkisi olmadigindan, hastaligin genetik yapisini sonraki nesiller igin
degistirmemektedir. Somatik gen tedavisi olarak bilinen bu tedavinin amaci tedavi edilen
bireydeki hastaligi hafifletmektir. Hastalarda gen transferini iceren 300'den fazla klinik
calisma onay almistir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (USFDA)
tarafindan onaylanmis ilk nikleik asit ilaci, sitomegaloviris retinitinin tedavisi igin

oligoniikleotit olan fomivirsen (Vitravene)’dir (119). Hastalik potansiyeline sahip heniiz
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dogmamis bireylerin genetik profilini degistirmek i¢in dogrudan gametleri (sperm ve
yumurta) hedeflemek de miimkiindiir. Embriyonik gelisimin erken bir asamasinda
uygulanan gen tedavisi hem somatik hem de germ hatt1 hiicrelerine gen aktarimi
saglayarak somatik gen tedavisine benzer etkilere sahip olabilmektedir. Bu yaklasim germ
hattt gen tedavisi olarak bilinmektedir (119). Gen aktarimi yoluyla germ hattini
degistirmenin uzun vadeli etkilerini tahmin edememenin yani sira, bu teknigi kapsayan
bircok etik, sosyal ve maddi sorun mevcuttur. Bunlarin yani sira, germ hatt1 gen terapisi
hakkindaki yetersiz bilgi ve gelecek nesiller icin tasidig1 6ngoriillemeyen risk nedeniyle,

bir¢ok iilkede germ hatti gen terapileri yasaklanmistir (54).

Tedavi stratejisinin secimi ilgili hastaligin tiirii ve alinan klinik sonuglar ile
belirlenmektedir. Bununla beraber, oligoniikleotitlerin ve diger daha kisa DNA
terapdtiklerinin niikleaz bozunmasi, omurganin (backbone) kimyasal modifikasyonu
yoluyla sunulan koruma ve stabilite ile engellenebilir (12). Plazmid DNA molekdllerinin
hiicresel alimi sadece iletim sistemlerinin stabilitesiyle miimkiin olmaktadir (120).
Ornegin, metilfosfonat baglar1 iceren omurgaya sahip oligontkleotitler, fosforotioat
analoglarina kiyasla 6nemli miktarda fazla biyolojik yarilanma émriine sahiptirler (120).
Plazmid DNA, stabilize edilmis plazmid-lipit partikiilleri seklinde uygulandiginda
yarilanma Omrii 6 saatten fazla arttigi gorilmiistir (121). DNA bazli terapoétiklerin
stabilitesini saglayarak yarilanma omriinii artirmanin yani sira, endozomal ve lizozomal
bozulmadan korunmanin da olmasini saglamak onemlidir (Sekil 4.4.3). Bu koruma, viral
iletim vektorlerinin kullanilmasiyla veya pH'ye duyarli ve 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin (DOPE) gibi katyonik lipozom iletim sistemlerine flizojenik lipidlerin
dahil edilmesiyle kismen basarilmistir (122,123). DOPE, lipit altigen fazlarinin olusumu
ile endozomal asidifikasyon {izerine endozomal membrani parcalayabilen yardimer bir
lipittir. Endozomal membranin bozulmasi, DNA bazli terapotik ve bu terapdtigin iletim
sistemini sitoplazmaya iletilmesini saglayabilir (123). Ayrica endosomal pH'y1 bozarak
asidifikasyonu artiran ve boylece lizozim aktivitesini inhibe eden monensin ve klorokin

gibi lizozomatropik ajanlar da kullanilmistir (124,125).
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Sekil 4.4.3. DNA bazli terapétiklerin hiicre igerisindeki akibetinin sematize edilmesi

Adenovirtslerden tiretilen hemaglutinin HA2 gibi viral peptitlerin iletim
sistemlerine dahil edilmesi DNA bazli terapétiklerin endozomal bozunumunu
engelleyebilmektedir (53,126,127). Hemaglutinin HA2 endozomun yok edilmesiyle
konformasyonel gecise yol agar. Boylelikle DNA iceren iletim sistemlerinin ilag saliminin
kolaylastirilmasin1 saglar (126). Plazmidlerin nlklear alimi, niiklear lokalizasyonda
bulunan sinyal peptitlerine, transkripsiyonel faktorlere (6rn., GAL4, SV-40 ve SMGA),
histonlara ve peptit niikleik asit yapilarina yonlendirilerek arttirilmistir (63,126). Son
zamanlarda, sitoplazmada plazmidleri eksprese ederek niikleer erigim ihtiyacini tamamen

ortadan kaldiran yeni ekstraniikleer sitoplazmik ekspresyon vektorleri gelistirilmistir (53).

Pek ¢ok olumlu 6zellige ve olasi klinik basari belirtilerine ragmen (115,116,128—
131), insanlara uygulama agisindan DNA bazli ilaglar en iyi sekilde “nadir basarilarla
siirl” olarak tanimlanabilmektedir (116). Yavas ilerleyen DNA bazli ilag gelistirilmesi
stireci, kismen in vivo olarak hiicresel alimin zayif olmasindan kaynaklanmaktadir (12).
DNA’nin hiicre i¢ine alimi ve metabolizmasinin anlasilmasi igin ¢aligsmalar yapilmistir ve
bu ¢aligmalar sonucunda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Bu bilgilere dayanarak DNA bazli
tasiyici sistemlerin ve terapotiklerin stabilitesini arttirmak ve bozulmasini en aza indirmek

igin gesitli stratejiler uygulanmugtir (12). Ornegin niikleik asitler polianyonlar
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olduklarindan, negatif yiiklii fosfat gruplarini notralize etmek i¢in karsi iyonlara ihtiyag
duyarlar (132). Mg®* gibi iki degerlikli katyonlar kullamlarak yapilan X-1smi1 kirmim
calismalarinda, DNA ipliginin, tuz konsantrasyonuna, hidrasyon derecesine, metal
iyonuna vb. bagli olarak birden fazla konformasyonda bulunabilecegi gosterilmistir
(132,133). Theophanides ve ark. yaptiklari calismadaki deneysel sonuclar, metal
iyonlarinin in vitro olarak niikleik asitlerle etkilesime girdigini ve ¢ift sarmali stabilize
ettigini gOstermistir (133). Modifiye edilmemis DNA molekilleri negatif yukli
oldugundan, hiicresel alimlar1 c¢esitli fiziksel (6rnegin elektroporasyon) ve kimyasal
(6rnegin katyonik lipid formiilasyonlari) tasima stratejileriyle kolayca artirilabildigi tespit
edilmistir (134). Modifikasyon olmadan DNA bazli ilaglarin yalin halde hedef hiicrelerin
cekirdegine ulagmasi ve akabinde nuklear metabolizasyonu normal kosullar altinda
minimal dizeyde olabilecek bir durumdur. Ek olarak, zayif biyolojik stabilite ve kisa
yarilanma Omrii, Ongoriilemeyen farmakokinetik etkiler ile sonuglanabilir. Ayrica,
hicreye girmeyi bagaran DNA molekiilleri igin niiklear erisimin kisitlanmis oldugu, hiicre
icerisinde enzimler tarafindan kesilime maruz kaldig: bilinen bir gergektir (12,116). Yalin
DNA {izerine uygulanan kimyasal modifikasyonlarla DNA’nin yiikiinii degistirerek bu
durumun Oniine gegilmek istenmistir (12,116,134). En iyi bilinen kimyasal
modifikasyonlar, DNA yapisindaki niikleotitlerin nétr hale getirilmesi ve daha hidrofobik
bir omurga ile modifiye edilmesidir. Ote yandan, yiiklerinin nétrlenmesinin DNA nin
hiicre igine alimini kolaylastirmadigi kesfedilmistir (134). Bunlarin disinda plazmid DNA
gibi yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler igin hem sentetik hem de dogal iletim
platformlar1 kullanilarak gelistirilen stratejilerde basarili sonuglar elde edilmistir (116).
Birincisi; Katyonik lipitler, dendrimerler, polimerler, siklodekstrinler ve karbon
nanotiplerden olusturulmus tasiyici sistemler DNA’nin hiicresel alimini kolaylastirmak
icin halihazirda kullanilmaktadir. Bu tasiyict sistemlerin hemen hepsinde endositoz
yoluyla hiicreye girisin saglandig: tespit edilmistir. Ikinci bir strateji, DNA molekiiliiniin
5 'veya 3' ucunun cesitli fonksiyonel biyo-organik molekillerle konjuge edilmesidir.
Ornegin peptitler (CPP) ile konjuge edilerek hiicrelere hedeflendirilmesi i¢in basarili
olarak gerceklestirilmis pek ¢ok calisma mevcuttur (48,61,71,135). Uclincli olarak
kolesterol, aminoglikositler, PEG ve akridin gibi lipofilik tasiyict molekiillerle
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konjugasyonda hiicre i¢in DNA girigini artirmaya yonelik ¢alismalar arasindadir (134).
DNA tagima sistemlerinin kullanim1 sadece DNA bazli terapdtiklerin farmakokinetigini
tyilestirmekle kalmamis, ayn1 zamanda bu molekiillerin istenen dokulara etkili bir sekilde

hedeflenmesini de saglamistir (116).

Gegtigimiz yillarda, ideal DNA iletim sisteminin gelistirilmesi i¢in umut verici
sonuclar almmistir (12). Ornegin, 2018 yilinda Ryan A Kelley ve ark. insan dist
primatlarda yaptigi ¢alismada; PEG’e konjuge edilmis polilisin igeren DNA
nanopargaciklar gelistirilmistir. Kolay erisilebilirligi, genetik tedaviye yatkin olmasi ve
goriilebilir degisikliklerin cabuk fark edilmesi agisindan goz i¢i okiiler gen transferi tercih
edilmistir. Modifiye DNA nanopargacigin babunlara g6z icerisinden verilmesinden sonra
babun goziinde dnemli inflamatuar yanit veya nanoparcacik ile iligkili gorsel islevlerde
azalma olmadigi bildirilmistir (136). Bu c¢alisma kayda deger bir yan etki olmaksizin,

DNA nanopargcaciklart kullanilarak etkili okiiler gen transferi yapilabildigini gostermistir.

4.4.3 DNA origami

Nanoteknolojinin ilerlemesiyle birlikte niikleik asiteler kapsamli olarak
arastirtlmis ve olusturduklart kontrol edilebilir yapilar ile biiyiik ilgi gormiislerdir.
Nadrian Seeman 1982 yilinda “DNA’nin yapisal nanoteknolojisi (DNA structural
nanotechnology)” alaninin temelini olusturmustur. Watson-Crick baz eslesmesine dayali
olusturulan baglant1 noktalariyla spesifik ve tam sirali nanoyapilar elde edilebilecegini
gostermistir (17). Bu yontemde bir ssDNA yapi iskelesi olarak kullanilmaktadir. Yap1
iskelesinin sekans dizilimi, lizerine zzimba gibi eklenecek olan diger diziler i¢in bir bazal
alan olusturmaktadir. Seeman’in onciisii oldugu DNA bazli nanoyapilardan esinlenilerek
niikleik asit bazli fonksiyonel nanomateryaller (NAFN) iiretilmistir (137,138). NAFN
parcaciklar1 biyouyumluluk, programlanabilir molekiiler tanima kapasitesi ve biyolojik
olarak parcalanabilirlik Ozelliklerine sahiptir (139). Bu ozelliklerden yararlanilarak,
NAFN parcaciklari ilag dagitimi, doku miihendisligi, biyo-goriintiileme ve biyoalgilama
yontemlerinde kullanilmigtir ve biyomedikal uygulamalar igin yeni bir bakis agisi
kazandirmigtir (139).

33



4.4.4 DNA nanoparcacik

Giglii, kullanigh ve spesifik uygulanabilen enzimatik manipiilasyonlar, DNA'y1
degisken nanoyapilarin olusturulmasi igin oldukg¢a kullanishi bir yapi tasi yapmaktadir (4).
Spesifik hedefleme, ilaglarin hastalikli bolgede birikimleri yoluyla terapoétik etkisini
artirabilir (13). Evrimsel olarak bakildiginda, DNA molekdllerinin hucresel bariyerler
Uzerinden transferinin zor olmasi, cesitli kontaminasyonlardan uzak tutularak genomik
bilginin korunmasi avantajini saglamaktadir (116). Hicresel ortamin DNA bazli girisler
igin elverissiz oldugu agiktir (12). Bu nedenle, hiicre igine DNA alim sirecinin genel
verimsizligi, DNA bazli terapotiklerin faydalarindan tam olarak yararlanilmasiin ontine
gecmektedir. DNA terapoétiklerinin etkinligini arttirmak ve daha kullanigh hale getirmek
icin hticre igerisine DNA girisinin 6niindeki dogal engellerden kaginilmali veya etkisiz
hale getirilmelidir. Hem in vitro hem de in vivo olarak hiicrelere DNA kullanilarak iletim
saglanmasi i¢in stratejilerin gelistirilmesinde, DNA’y1 bozulmaya karsi koruyabilen ve

hedeflenen hiicresel alimi kolaylastiran adimlar atilmistir (12).

Yuvarlanan halka ¢ogalmasi (Rolling Circle Amplification, RCA), oligonukleotit
zincirlerinin dairesellestirilerek ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan izotermal ve enzimatik bir
polimerizasyon yontemidir (2,3). Bu biyokimyasal yontem, tekrarlayan bir dizi birimiyle
uzun tek iplikli DNA (ssDNA) iiretmek i¢in kullanilabilmektedir (5). Daha diisiik
6l¢eklerde primer kullanimi ve 1sitma-sogutma c¢evrimlerinin olmamasi nedeniyle RCA
yontemi spesifik DNA dizilerini olusturmak icin PCR’a alternatif olabilen, belli

avantajlari ile farkli uygulamalara imkan taniyabilen bir yontemdir (4).

RCA yontemi ile oligonukleotit zincir polimerizasyonu iki adimda
gerceklesmektedir. Birinci adim halkalastirma olarak tabir edilebilen oligonikleotidin
komplementer bir sekansa melezlestirilerek halkasal hale getirilmesi islemidir.
Melezlestirmede kullanilan kisa sekans, oligoniikleotidin 5° ve 3’ uglarin1 bir araya
getirme gorevi disinda ayn1 zamanda bir sonraki adimda uzama i¢in kullanilan “primer”
yani birincil sekans olarak da gorev yapmaktadir. Primer sekans; oligoniikleotidin 5’

kismindan 20 niikleotitlik ve 3’ kismindan da 20 nikleotitlik bir bélime komplementer
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olarak tasarlanmistir. Ikinci adimda ise kalip halkasal DNA, primer sekans (izerine bazlar
eklenerek uzamay1 baslatmaktadir. DNA polimeraz enzimlerinin gorevi, Watson-Crick
baz eslesmesi ile bir kalip DNA ipligi boyunca genetik bilginin dogru kopyalanmasini
saglamaktir. Polimeraz enzimi sayesinde primer adl1 baslatic1 sekansa eklenerek uzamay1
saglayan trifosfatlar (Adenozin trifosfat (ATP), guanozin trifosfat (GTP), sitidin trifosfat
(CTP) ve timidin trifosfat (TTP)), birleserek oligoniikleotitleri olusturur (140). Yeni
sentezlenen DNA iplik¢iklerinin her bir niikleotidi dogru sekilde ekleme giiciine sahip
olan, phi29 DNA Polimeraz gibi bir DNA polimeraz, kalip olarak kullanilan kisa, dairesel
ve tek iplikli DNA’y1 siirekli niikleotit ilaveleriyle uzayan bir oligoniikleotit zincirine
doniistiirtir (5). Boylece kalip olarak kullanilan halkasal DNA’nin niikleotit dizilimine
komplementer sekansin tekrarlanmasiyla uzayan dogrusal bir oligoniikleotit
tretilmektedir. Uretilen bu uzun, konkatamer ve dogrusal oligoniikleotit zincirine DNA

nanopargacigi (DeNAno) adi verilmektedir (4,5).

Dairesel oligoniikleotit kaliplarindan, RCA yontemiyle olusturulan DeNAno,
rastgele kiitiiphanelerden hiicre seciciligi olan reaktiflerin se¢ilmesi i¢in kullanilabilen
yeni ve umut verici bir ajandir. DeNAno pargaciklart yiizlerce konkatemerden olusur.
Hiicre gibi karmasik ylizeylere baglanmak i¢in yapisini olusturan cok degerlikten
yararlanmaktadir. Kanser veya normal hcrelere 6zgii DeNAno kuttiphanesi segimi,
belirli hiicre yiizeyi molekiilleri hakkinda 6nceden bilgi sahibi olmadan yeni hiicre
baglama ajanlar1 olusturabilmeyi saglamaktadir (6). Ancak basarili molekiiler
miithendislik yaklagiminin anahtari, bir yapinin bilesenlerini sadece iiriinii iiretebilecekleri
sekilde degil, ayn1 zamanda miimkiin oldugunca baska bir iirliniin hedefle rekabetci
olmayacagindan emin olacak sekilde tasarlamaktir (17). Nihayetinde, olusabilecek tlim
sekanslarin termodinamigini tahmin etmek gerekmektedir. Bunu takiben istenilen riini
elde etme olasiligina en yakin olani aralarindan se¢mek gerekmektedir. DeNAno olarak
kullanilacak sekansin se¢imi de bu stratejiye benzer olarak, buytk bir rastgele kiitiphane

icerisinden htcre ile en uyumlu sekans olacak sekilde secilmektedir.
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Baglanma ajanlar1 olan monoklonal antikorlar veya kugtk molekiiller gibi afinite
ajanlart hiicreye 6zgli veya normalden fazla iiretilmis membran proteinleri gibi belirtecleri
hedef alir. Ancak bunlar genellikle kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayirmak igin
yeterli degildir. Ayrica, geleneksel afinite ajanlarini gelistirmek icin molekiiler hedefin

onceden tanimlanmasi gerekmektedir (141).

Antikorlar gibi nanopargaciklarin yiizeyine eklenen ve hiicre zarinda bulunan
spesifik antijenleri hedef alan aptamerler, ¢esitli bigimlere katlanabilen ve ligand
baglanmasina girebilen kisa RNA veya DNA oligoniikleotidleridir (70). Bu tur dizilerin
bulunmasi ¢ok zordur; 10 rastgele RNA dizisinden yalnizca biri ligand baglanmasina
katilabilen bir konfigilirasyona katlanabilir (142). SELEX veya Ustel amplifikasyon
yoluyla ligandlarin sistematik evrimi, arastirmacilarin, hedefleyici ligandlar olarak
hareket edecek yeni aptamerler bulmak i¢in genis RNA ve DNA dizileri popiilasyonlarini
taradiklar1 bir stirectir (142). Aptamer ile konjuge nanopargaciklar, kanser ilaci iletim
araclar1 olarak 6nemli potansiyele sahiptir (70). Aptamerlerin kullanigh olmasini saglayan
Ozellikler arasinda kiiciikk boyutlari (~15 kD), immiunojeniklik eksikligi ve tlimor
hucrelerine kolayca niifuz etme ve onlart hedefleme potansiyelleri yer almaktadir
(70,142). Folat ve transferrin gibi aptamerlerin de hedefleme 6zgiilliigiiniin artmasina ve
timor hiicrelerine daha etkili ila¢ verilmesine yardim ettigi gosterilmistir (62). Sisplatin,
DNA transkripsiyonuna miudahale ederek islev goéren, ancak sistemik olarak
uygulandiginda prostat kanseri hiicrelerine karsi normalde etkisiz olan platin bazli bir
kemoterapotiktir. Sisplatinin hedeflenerek verilmesinin terapdtik etkinligini artirabilecegi
diisiiniilmektedir. Dhar ve ark. tarafindan 2008 yilinda cisplatinin prostat kanseri
hlcrelerine verilmesi icin aptamer ile konjuge bir nanopargacik tasarlanmigtir. Hedef
olarak secilen membran proteini, prostat kanseri hicrelerinde oldukca fazla ifade edilen
ve bir aptamer tarafindan kolaylikla hedeflenebilen prostata 6zgli membran antijenidir
(PSMA). Sisplatini kapstllemek icin poli D, L-laktik-ko-glikolik asit ve poli etilen glikol
baglarindan olusan klasik bir nanopargacik tasiyici kullanilmistir. Serbest sisplatin ile
karsilastirildiginda, PSMA  hedefli aptamer ile kapsiillenmis PLGA-b-PEG
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nanopargaciklar, PSMA eksprese eden prostat kanseri hiicreleri igin 80 kat daha etkili

sisplatin iletimi yaptig tespit edilmistir (141).

Aptamerler ve DeNAnNo icin secim slreci benzerdir, rasgele sekanslar i¢eren gesitli
DeNAno kuttuphanesi bir hedefle (hiucre, protein, kuguk molekil) inklbe edilir, hedef
baglanmayan partikiilleri ¢ikarmak i¢in yikanir, baglh partikiillerin 5’ ve 3’ primer alanlari
kullanilarak simetrik PCR yontemiyle ¢ogaltilmasinin ardindan asimetrik PCR yontemi
kullanilarak iiriin zenginlestirilir. Daha sonra ligasyon ve RCA ile yeni parcaciklar iiretilir.
Bu islem baglanan parcaciklar havuzun ¢ogunlugunu olusturuncaya kadar tekrarlanir
(Sekil 4.4.4). Cok degerlikli ¢ekim kuvvetleri, dogadaki bircok biyolojik etkilesimde
anahtar bir ilkedir. Ozellikle hiicre yiizeyi reseptdrleri ve bunlarm ligandlari arasindaki bu
cok degerlikli etkilesimler, fonksiyonel baglanma afinitesini ve seciciligi arttirmak
ve/veya ligandla induklenen reseptor kiimelenmesi yoluyla biyolojik sinyallemeyi modiile
etmek icin kritiktir 6neme sahiptir (143). Aptamerlerden farkli olarak DeNAnNo islendigi
slireye bagl olarak birka¢ yuz nanometre boyutlarda olabilen RCA yodntemi ile iiretilmis
yuzlerce kopya uzunlugundaki konkatamerlerdir. Hedeflerine baglanmak icin ylksek
afinite yerine birden fazla etkilesimin bir arada oldugu yiiksek aviditeyi kullanan yeni bir
reaktiftir. DeNAno'mun ¢ok degerlikli formatiyla segilen pargaciklar, bu ¢oklu modifiye
edilmis aptamerlerden farkli bir sekilde baglanabilir, bu da farkli baglanma molekiillerinin
tanimlanmasina yol acar. Genel olarak, DeNAno’nun yapisindaki ssDNA'nin katlanmasi
sicaklik, tampon igerigi, baz eslestirme ve elektrostatik etkilesimler gibi kosullara
baghdir. Aptamerlerde oldugu gibi, DeNAno se¢imi de hedef hakkinda 6nceden bilgi
gerektirmez. Bu nedenle hiicreler gibi karmasik hedefler (izerinde se¢im yapmasi
kolaylagmaktadir. RCA yontemi ile sentezlenen DNA nanopargaciklar tasarlanabilir
oldugu i¢in modifikasyona agik oldugundan DNA origamiye benzetilebilmektedir. Ancak
RCA yontemiyle sentezlenen DNA nanoparcaciklarin daha kararli ve maliyeti

bakimindan ucuz oldugu ortaya koyulmustur (144).
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| DNA nanoparcacigin secilim siireci
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Sekil 4.4.4. DeNAno'nun segilim siirecinin sematize edilmesi (6)

In vivo kullamm igin nanopartikiil uygulamalarindan beklenen en énemli 6zellik
hiicreleri veya dokuyu segici olarak hedefleme yetenegidir (7). Monoklonal antikorlar,
aptamerler veya ligandlar ile basarili ¢aligmalar yapilmasina ragmen immiinotoksisiteleri
ve afiniteye bagli olarak tek bir molekiile kars1 spesifik olmalar1 sebebiyle bu ajanlarin
yeterli olmadig1 goriilmistlr. Bunun sonucu olarak ¢ok degerlikli ¢ekim kuvveti olan
aviditeye ihtiya¢ duyulmustur (6,143). Nanopartikil sentezinde kullanilan diger
polimerlerle karsilagtirlldiginda biyokimyasal, yapisal ve fonksiyonel aktiviteleri
sayesinde  DNA’nin ¢ok 1yl bir tamamlayici molekiill olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir  (6). Ornegin; (i) DNA, metillenmemis CpG motifleri igeriyorsa
immunojenik olabilir (145). Bu 6zelligi kullanilarak hedefli immiinojenite ile tedavi
saglanabilir. (ii) Baska oligoniikleotit konjugatlarini hibridize etmek i¢in bir yapi iskelesi
olarak kullanilabilir. (iii) Spesifik biyomolekiillere ligand olarak kullanilabilir. (iv) Kuguk
molekiil veya metal iyon baglanmasina izin vermek i¢in kolayca kimyasal olarak modifiye
edilebilir veya (v) metaller dogrudan DNA fiizerine yerlestirilebilir. (vi) Uzerine ilag

yiiklenerek spesifik tasiyici olarak kullanilabilir.
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4.5 Manyetik Nanoparc¢acik

Son yillarda nanoteknolojinin gelismesiyle, biyomedikal uygulamalar ve teshisler
icin fonksiyonel nanoparcaciklar Uretmek, modifiye etmek ve onlar1 karakterize etmek
kolay bir sekilde gerceklestirilebilmektedir (85). Bunun yani sira kigik demir oksit
partikullerinin diagnostik olarak in vitro uygulanmasi yaklasik 40 yildir kullanilmaktadir
(146). Demir oksit tlrleri ile yapilan arastirmalar genellikle nano 6lgekli buytkliige sahip
manyetik pargaciklardir (cogunlukla ¢ap1 yaklasik 5-20 nm olan maghemit Fe.O3 veya
manyetik Fe30a) (85). Biiyiikliiklerine gore siralandiklarinda; ¢ap1 50 nm’den daha biiyiik
olan super paramanyetik demir oksitler (SPION), ¢ap1 50 nm’den kii¢iik ultra kii¢iik
SPION ve mikron boyutlu demir oksitler olmak iizere ii¢ cesittir. Farkli kimyasal
bilesenler ve manyetik 6zelliklerden olusan SPION grubuna ait manyetik nanopargaciklar;
maghemit y-Fe2Os, manyetik Fez04veya MO.Fe>O3 (M:Co, Mn, Ni veya Cu) olmak tizere

¢esitli formlarda bulunabilen demir oksitlerdir.

Manyetik Fe3Os nanoparcaciginda temel durumda Fe®" bes tane eslesmemis
elektrona ve Fe?* bir tane eslesmis ve dort eslesmemis elektrona sahiptir. FesO4 manyetik
parcacig1 aym anda Fe®* ve Fe?*’y1 igeren, diizenli olarak birbirine yakin paketlenmis 32
tane O~ iyonuna ve yiiz merkezli kiibik (face centered cubic, fcc) birim hiicreye sahip ters
spinal yapidadir. Bu yap1 oktahedral ve tetrahedral katmanlardan olusur (89). Elektronlar,
oda sicakliginda oktahedral bolgelerdeki Fe?* ve Fe®" iyonlari arasinda ziplayarak
manyetik nanoparcaciklar1 (Fe3Os4) Onemli bir yari metalik malzeme sinifi haline
getirebilir (Sekil 4.5.1) (85). Marnyetik nanopargaciklar (MagNP, Fe304) hem demir (1)
hem de demir (III) iyonlarini barindiran ve dogal olarak olusan en manyetik mineraldir

(147).
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Tnan

Fe®

Sekil 4.5.1. Manyetik nanoparcaciklarin manyetik 6zelligini belirleyen Fe?* ve Fe® iyonlari
arasinda elektron gecisi, yesil toplar: Fe?*, beyaz toplar: O", kahverengi toplar: Fe3* (148)

Saf metaller hiicreler igin toksik etkiye sebep olabilecegi gibi agregasyona da
yatkindirlar (148). Bu nedenle manyetik nanopargaciklarin biyouyumlulugunu arttirmak,
islevsellik saglamak (spesifik biyomolekilleri hedefleyebilen fonksiyonel gruplar
araciligiyla) ve agregasyon olusturmalarini 6nlemek igin yuzey aktif maddeler ve
polimerler ile kaplanir (85,149). Bununla birlikte, kaplama, manyetik olmayan bir katman
olusturmak i¢in manyetik ¢ekirdegin ylizey atomlart ile etkilesime girebilir ve bunun etkili

boyutunu ve toplam manyetik faz miktarini azaltabilir (149). Etkili boyut ve 6zellikle
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manyetik fazin konsantrasyonu bir¢ok biyomedikal uygulamada onemli faktorlerdir
(85,149,150). Ornegin, MagNP aracili kanser hipertermisinde, bu iki parametre 1s1 olusum

oranini kontrol eder ve bu da tedavinin etkinligini belirler (149).

MagNP’ler, uygun ylizey kaplamasiyla ferrofluidler adi verilen homojen
stispansiyonlar olusturarak uygun ¢oziiciilere dagitilabilirler (151). Bu tur stispansiyonlar,
harici bir manyetik alan ile etkilesime girebilir ve belirli bir alana konumlandirilarak, tibbi
teshis ve manyetik alan destekli kanser tedavisi i¢in manyetik rezonans goriintiilemeyi
(MRI) kolaylastirir (85). Fiziksel, kimyasal, termal ve mekanik 6zellikleri ile hicre
ortamina uygun mezoskopik (makroskopikten kiglik mikroskopikten biyiik) manyetik
nanoparcgaciklar; doku onarimi, ila¢ tasima, MRI, biyolojik sivilarin detoksifikasyonu,
manyetofeksiyon ve hipertermi uygulamalarinda kullanilmaktadir (85,152,153).
MagNP’ler ayrica hicre isaretleme, hedefleme, hiicre popiilasyonlarini ayirma ve
saflagtirma i¢in hiicre biyolojisi arastirmalarinda bir arag olarak da kullanilabilmektedirler
(91). MagNP’lerin biyomedikal uygulamalardaki diger avantajlari, MRI'da oldugu gibi
gorintileme i¢in kullanilabilmeleri, harici bir manyetik alanin uygulanmasiyla belirli bir
yere yonlendirilebilmeleri ve ardindan alternatif bir 1sitma sonucunda indiiklenen ilag
iletimi veya hipertermi uygulamalaridir (147). Genel olarak biyouyumlulugu ve diisiik
maliyeti demir oksit nanopargaciklarin1 biyomedikal uygulamalar i¢in ¢ok kullanisl hale
getirmektedir (150).

MagNP’lerin biyomedikal uygulamalarda etkili kullanimi1 parcaciklarin biiyiikliigiine,
morfolojisine ve en dnemlisi manyetik dzelliklerine baglidir (147). Sentez mekanizmasi
bu ozellikleri etkilediginden, diigiik aralikli buyuklik dagilimi ile birlikte en uygun
manyetizasyon degerlerini elde etmek icin spesifik biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilecek MagNP’lerin hazirlanmasina yonelik en uygun sentez yontemine karar

vermek gerekmektedir (154).
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5 METOT VE MATERYAL

5.1 Kullanilan Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 5.1.1. Molekiiler tekniklerde kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Firma Model

Isitict Hangzhou MIU Instruments MTC-100
NanoDrop ThermoFisher Scientific AZY1707714
Sogutmali Santrifiij Thermo Scientific ST16R
Elektroforez Sistemi Bio Rad 170-44-06
Taramal1 Elektron Mikroskobu | ZEISS EVOHD 15LS
Konfokal  Taramali  Lazer | ZEISS LSM 800
Mikroskobu

ZetaSizer Malvern Nano ZS
ZetaSizer Malvern Ultra ZS

Mikroplaka Okuyucu

Molecular Devices

Spectramax i3

Tablo 5.1.2. Molekiiler tekniklerde ve huicre kiltiirtinde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemenin Adi Firma Katalog Numarasi
100 bp DNA Ladder NEB N3231S
Agaroz Merck 101236
AmpureXP Beckman Coulter A63880
DNA sekanslari Sentromer -

dNTP Solisyonu New England Biolabs N0447S
DMEM High Glucose (4,5 G/L) | CAPRICORN DMEM-HPA
DMSO (Dimetil Stlfoksit) Fisher BioReagents 67-68-5
Etanol (%99,8) Sigma-Aldrich 64-17-5

FBS (Fetal Bovine Serum) ThermoFisher Scientific 10270-106
Hoechst 33342 ThermoFisher Scientific H3570

MTT Sigma-Aldrich CTO01-5
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Nuclease Free Water Gibco 10977-035
Penisilin-Streptomisin Biosera XC-A4122/100
Phi29 DNA Polimeraz New England Biolabs (NEB) | M0269S

Red Safe IntonBio 24074

T4 DNA Ligaz New England Biolabs (NEB) | M0202S
Tripsin-EDTA Gibco 25200-056
Oligreen ssDNA Kkiti ThermoFisher Scientific 011492

3,5 kDa Diyaliz membrani Spectra/Por 132111
Santrifuj tdp (0,2 mL) Eppendorf 0030124332
Santrifyj tdp (0,1 mL) Eppendorf 0030124928

Tablo 5.1.3. Molekiiler tekniklerde kullanilan tampon ¢ozeltiler

Tampon Cozeltinin Ad1

Firma

Katalog Numarasi

TBE (Tris-Borik Asit-EDTA)

ThermoFisher Scientific

15581044

Heparin Sodyum Tuzu SIGMA-ALDRICH H3393-10KU
HEPES Multicell 600-032-CG
PBS (Fosfat Tampon Cdzeltisi) | Multicell 311-012-CL
Tris-HCI, ph 8.0 Multicell 809-128-CL

Tablo 5.1.4. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemenin Ad1 Firma Katalog Numarasi
0,22 Filtre AISIMO 20130813SCA1-16
15 mL Falkon NEST Scientific 601002

35 mm Cam Tabanli Petri Kab1 | Cellvis D35-20-0-N

50 mL Falkon NEST Scientific 602002

96 Kuyucuklu hiicre plakasi NEST Scientific 701201

2 ml santriftyj tip Corning Axygen MCT-150-R

DPBS (+CaClz ve +MgCly) Gibco 14040-091

DPBS (-CaCl; ve -MgCly) Gibco 14190-094
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Tablo 5.1.5. DeNAno iiretimi igin kullanilan oligoniikleotitler

(NV4)
(NV4) sueyag 1ike[degq
HpIwWe uesalolH IVO1IVVOII1DIVILIDIVVD ZTOfHN w0z 13018 Uesalo|
- IVOIVVOII1DIVIOLIDIVVI ZTOfHN w0z sueydg ike[3eg
109120010 VV9 9Ll 11129 suexas
- 102 1V9 911 9V9 119 IV 199 - W op eIy Jojusws|dwo
V 29V VWV V2D 119 V99
V09 VVLI91 JVL 101 11D V1D
11V 2920092 LVL 191 991 1V9
1VO 19V 111 11V 1VD 1VV 920 IEAVETIIET 0 [VI[0)Y
- 102 VI1 92V VIL OVV 201 V99 184S0+ 00T UIU ISUBYOS 6£D
D01V 991 19V 911 9JV 919
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UOASRYIJIPOIAl (€ LIB[SUBYAS VN Ue[iue[nyf UOASRIIPOIAl (S | ISIARS Zeg LId[uIs| MoIPNuUosIO
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5.2 DNA Nanoparcacigin (DeNANo) Hazirlanmasi

RCA yoOntemine dayanan DeNAno’nun hazirlanmasi iki asamali olarak
gercekleslitirildi. Birinci asamada Panc02 hiicre hattina spesifikligi bilinen 100 bp
uzunluguna sahip C39’a komplementer DNA sekansinin (7), 40 bp uzunlugundaki yar1
komplementer bir ara sekans yardimiyla iki ucu birlestirilerck halkasal hale getirildi.
Ikinci asamada ise halkasal DNA sekansi kalip olarak kullanildi ve RCA metodu ile

DeNAno sentezlendi.

Halkasal hale getirme islemi, baglanma ve hibritlesme stireclerini igermektedir.
RCA metodu ise; baslama, uzama, zincir yer degistirmesi ve DeNAno olusumu olmak
Uzere dort ayn siiregten meydana gelmektedir. DeNAno’nun sentez asamalar1 Sekil

5.2.1°de ayrintili olarak sematize edilmektedir.

Baglanma {1‘; Hibritlesme {2‘}
C39 sekansi

Primer sekans

Baslama {3}

DeNAno Olusumu Zincir Yer Degistirmesi Uzama

Sekil 5.2.1. DeNANO nanopargaciginin sentezlenme asamalariin sematize edilmesi
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5.2.1 Birinci asama: C39 DNA sekansinin halkasal hale getirilmesi

Panc02 miirin pankreas kanseri hiicre hattina spesifik olan C39 sekansindan
meydana gelen DeNAno, C39 komplementer sekansiin kalip olarak kullanilmasiyla
sentezlenmektedir. C39 sekansinin komplementeri 5° GGA TCC AAC TCA ACG TCA
CCT CCG AAT CAT ATT TTT AGT CAT GAT TGG TGT TAT CGC CCC ATT GTA
CTT TCT TAC TGC TAA GCA GGA GTT CCA AAA AGC A 3’ olmak tzere 100
bp’den olusan bir oligoniikleotitdir (Ruff ve ark., 2014) (Tablo 5.1.5).

Uygulanan prosediirde kalip olarak kullanilacak DNA sekansinin halkasal hale
getirilmesi i¢in iki ucuna (5° ve 3’) komplementer olarak baglanabilecek 40 bp
uzunlugunda 5 GGT GAC GTT GAG TTG GAT CCT GC TTT TTG GAA CTC CTG
CT 3 ara sekans: tasarlanmistir (Tablo 5.1.5) (Ruff ve ark., 2014). Bu iki sekansin
birlestirilerek halkasal kalip DNA’nin sentezlenmesi tampon ¢ozelti icerisinde ve Ligaz
enziminin calisma sicaklig olan 25 °C’de gergeklestirildi. Oncelikle Tablo 5.2.1°de
listelenen; nukleaz icermeyen su (Nuclease-Free Water, NFW), C39 komplementer
sekansi, ara sekans ve 1X T4 ligaz tamponu bir deney tiipii igerisine alinarak pipet veya
vorteks yardimi ile karistirildi. Kullanilan oligoniikleotitlerin birbiri arasindaki
istenmeyen hidrojen baglarimi kirmak i¢in homojen hale getirilen karigim 95 °C’de 2
dakika 1sitict cihaz icerisinde bekletildi. Daha sonra deney tiipii igerisindeki karigim,
enzimin ¢aligma sicakligi olan 25 °C’ye gelinceye kadar cihaz icerisinde sogutuldu. Cihaz
ayarlanan sicakliga geldiginde karigim igerisine T4 Ligaz eklendi ve pipet veya vorteks
yardimui ile karistirildi. Karigim igerisindeki oligoniikleotitlerin Ligaz yardimiyla halkasal
hale gelmesi igin 5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda Nanodrop ile
deney tlpu igerisindeki halkasal DNA miktarmin tayini yapildi. Bu prosedur ile elde
edilen halkasal DNA miktar1 ortalama 495 ug/ul olarak tespit edildi. Sekil 5.2.2°de C39

sekansinin halkasal hale getirilmesi sematize edildi.
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Tablo 5.2.1 RCA sentez metodunun birinci agamasinda DNA sekansinin halkasal hale getirilmesi
icin kullanilan bilesenlerin miktari, baglangi¢ ve son konsantrasyonlari

Baslangic
Malzeme ad1 Miktar: (ul) Son konsantrasyon

konsantrasyonu

0,5 400,000 U/ml 4000 U/ml
=
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Sekil 5.2.2 Kalip olarak kullanilacak sekansin yari komplementer ara sekans yardimiyla halkasal
hale getirilmesi (Halkasal kalip DNA)
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5.2.2 1lkinci asama: DeNAno’nun sentezlenmesi

DeNAno’nun sentezlenmesinde ligaz enzimi kullanilarak halkasal hale getirilen
C39 DNA seckansi kalip olarak kullanildi. Kalip DNA’nin halkasal hale gelmesini
saglayan komplementer ara sekans ayni zamanda baglatici (primer) gorevi gérmektedir.
Tablo 5.2.2°de listelenen Phi29 polimeraz tamponu, halkasal DNA, dNTP ve NFW deney
tiipii icerisine alinarak pipet veya vorteks yardimi ile karistirildi. Karisimin igerisine BSA
ve Phi29 polimeraz enzimi eklendi ve enzimin diger bilesenlerle karigsmasi igin tekrar
pipet veya vorteksten faydalanildi. Deney tupu icerisindeki Ornek, RCA isleminin
gerceklesmesi i¢in polimeraz enziminin ¢alisma sicakligi olan 30 °C’ye ayarlanan 1sitici
icerisine alind1. Ornekler 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakika olmak iizere ii¢ farkli RCA
sureleri boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda enzim aktivitesinin durdurulmasi
icin drnekler 10 dakika 65 °C’de bekletildi. RCA islemi biter bitmez Nanodrop ile
orneklerin igerigindeki DNA miktar1 tayin edildi.

Tablo 5.2.2. RCA sentez metodunun ikinci asamasinda DeNAno’nun sentezlenmesi igin
kullanilan bilesenlerin miktari, baslangi¢ ve son konsantrasyonlari

Baslangic
Malzeme ad1 Miktar (pl) Son konsantrasyon
konsantrasyonu

dNTP 2 mM 0,06 mM
Phi29 polimeraz tamponu 5 10X 1X
Halkasal DNA 5 450 ng/ul 2250 ng
7 ' '
A

\
Phi29 polimeraz enzimi 1 2500 U/ml 50 U/ml
:
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5.3 Saflastirma

DNA nanopargacigin saflastirilmasinda en uygun yontemin belirlenmesi igin
“Diyaliz” ve “Santrifiij” olmak tizere iki farkli yontem uygulandi. Diyaliz yontemi ile
saflagtirilarak elde edilen DeNANno’nun icerigindeki DNA miktarinin daha ylksek olarak

tespit edilmesi Gzerine bu yontem tercih edildi.

Santrifuj ile saflastirma yontemi i¢in;5.2’de anlatildig1 sekilde Uretilen DeNAnNo
ornekleri santrifiij tiiplerine alindi. Ornekler 14.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
SUpernatant uzaklastirildi. Pelletin iizerine 50 pl 1X PBS eklendi ve pipetaj yapildi.
Tekrar 14.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Pellet 50 ul 1X
PBS ile ¢6ziildii. Nanodrop cihazi ile igerigindeki DNA miktari tayin edildi. Uzun siireli

kullanim igin -20 °C, kisa siireli kullanim i¢in +4 °C’de muhafaza edildi.

DeNAno’nun diyalizi igin Tris-Mg?" tampon c¢ozeltisi ve distile su (dH20)
kullanildu. ilk olarak distile su icerisinde diyaliz ile saflastirma ydntemi icin; B6lim 5.2 de
anlatilan prosediir 10 kez tekrar edilerek iretilen DeNAno &rnekleri (10 x 50 pl)
birlestirilerek 500 pl hacminde DeNAno elde edildi. Ornek diyaliz membrani (3,5 kDa)
icerisine yerlestirildi. Membranin her iki ucu klipsler ile sabitlendi. 500 ml’lik beher
icerisine 250 ml distile su eklendi. Beherin igerisine manyetik karistirici balik eklendi.
Hazirlanan diyaliz membranlar1 bu beherin igerisine yerlestirildi. Ornekler diyaliz
isleminin gergeklesmesi igin bir gece +4 °C’de manyetik karistiricida inkiibasyona
birakildi. Ornekler 24 saat boyunca diyaliz edildi. Diyaliz islemi sonlandirilana kadar,
ortalama 6-8 kez &rnegin diyalizi igin kullanilan su degistirildi. ilk 4-5 saatte saat basi
diyaliz i¢in kullanilan distile su uzaklastirilip, yeni distile su ortama eklendi. 12 saat sonra

bu islem tekrarlandi. Giin icerisinde ayni islem 4 saatte bir tekrarlandi.
DeNAno’nun diyalizi igin ikinci bir alternatif olarak Tris-Mg?" tampon ¢ozeltisi

kullanildi. Bu tampon icin 1:1 oranda pH 8,5, 20 mM Tris-HCI ve 10 mM Mg?*kullanild1.

Bolim 5.2’ de anlatilan prosediir 10 kez tekrar edilerek iiretilen DeNAno 6rnekleri (10 x

49



50 ul) birlestirilerek 500 ul hacminde DeNAno elde edildi. Ornek diyaliz membrani
icerisine yerlestirildi. Membranin her iki ucu klipsler ile sabitlendi. 500 ml’lik beher
icerisine 250 ml Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi eklendi. Beherin icerisine manyetik karistirict
balik eklendi. Hazirlanan diyaliz membranlari da bu beherin igerisine yerlestirildi. Diyaliz
isleminin gergeklesmesi igin Ornekler bir gece +4 °C’de manyetik karistiricida
inkiibasyona birakildi. Ornekler 24 saat boyunca diyaliz edildi. Diyaliz islemi
sonlandirilana kadar, ortalama 6-8 kez 6rnegin diyalizi igin kullanilan Tris-Mg?* tampon
cozeltisi degistirildi. Ilk 4-5 saatte saat basi diyaliz i¢in kullanilan Tris-Mg?* tampon
¢ozeltisi uzaklastirilip, yeni Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ortama eklendi. 12 saat sonra bu

islem tekrarlandi. Giin igerisinde ayni islem 4 saatte bir tekrarlandi.

Crick, Brenner ve arkadaslarinin 1961 yilinda yaptiklar1 ¢calisma, genetik kodun
Ucli kodon olusumunu bize gostermistir (113). 3 nikleotit 1 aminoasit kodlamaktadir.
Buna gore 1000 bp yaklasik 333 amino asite karsilik gelmektedir. Bu aminoasit degeri ise
37 kDa olarak hesaplanmaktadir (155). Buna gore biiyiikliigii 100 bp olan kalip halkasal
DNA yaklagik olarak 33 aminoasite karsilik gelmektedir. 33 aminoasitin degeri de 3,7
kDa’ya karsilik geldiginden DeNAno’nun biiyiikliigiiniin 10 kDa’dan daha fazla oldugu
ongorilmektedir. 3,5 kDa diyaliz membrani kullanildiginda, DeNAno ve kalip DNA
membran igerisinde kalirken, diger bilesenlerin (ANTP ve baglanmayan kiigiik sekanslar)
disar1 ¢ikmasi 6ngoriildi. Boylece DeNAno’nun saflastirilmast igin 3,5 kDa por ¢apina

sahip diyaliz membraninin yeterli olacagi tespit edildi.

Ornekler diyaliz sonrasi deney tiipii igerisinde toplandi. Deney tiipiiniin agiz kismi
kesilerek alliminyum folyo ile kapatildi. Ornekler igerisindeki buzun siiblimlesmesi igin
aliminyum folyoda delikler acild1. igerisinde diyalizden elde edilen 6rnek bulunan deney
tiipti s1v1 azot icerisinde bekletilerek donduruldu. Donmus haldeki 6rnek Liyafilizator
cihazina yerlestirildi ve bir giin boyunca cihaz icerisinde bekletildi. Liyofilizasyon
yontemi, ¢ozelti halindeki 6rnegin dondurulmasini takiben basincin azaltilmasiyla buz

kristallerinin stiblimlesmesi, bOylece istenilen Ornegin kurutulmasini igermektedir.
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Icerisindeki buzun siiblimlesmesi sonucu toz hale gelen 6rnek kullanima gore 100 pl

distile su veya Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ile ¢ozuldu.

5.4 Karakterizasyon

DeNAno’nun karakterizasyonu asagidaki asamalar1 igermektedir:

DNA nanopargacik niikleotit miktar tayini: NanoDrop

RCA iiriin miktar ve verim hesabi: Oligreen DNA boyasi

Molekiil agirhig tespiti: Agaroz jel

Biiyiikliik ve morfoloji analizi: SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)
Dispersite analizi: Konfokal mikroskobu

© a0k~ w0 N oE

Buyukluk ve yuzey yiku analizi: ZetaSizer

5.4.1 DeNAno’nun nukleotit miktar tayini: NanoDrop

DeNAno iiretimi ve saflastirilmasi sonrasinda Nanodrop kullanilarak miktar tayini
yapildi. 1 pl 6rnek alinarak cihaza yiiklendi. Analiz igin “ssDNA” se¢eneginde okutularak
ng/ul cinsinden 6rneklerin miktar: tayin edildi. Okuma 6ncesi cihaza referans deger olarak

kullanilmak tizere 1 ul NFW okutuldu.

5.4.2 RCA iiriin miktar ve verim hesabi: Oligreen DNA boyasi

Oligreen ssDNA reaktifi, bir ¢ozeltideki oligoniikleotitleri ve tek iplikli DNA'y1
(ssDNA) 6lgmek icin kullanilan hassas bir floresan niikleik asit boyasidir. Bu reaktif 100
pg/ml’ye kadar diisiik miktardaki konsantrasyonlar1 6lgmeye imkan tanimaktadir (156).
UV spektrofotometre ile yapilan 260 nm absorbanstaki 6l¢timlerde, serbest nukleotitler
ve tepkime sirasinda bulunan kirletici maddeler Ol¢iim hassasiyetini azaltmaktadir.
Oligreen boyasi ile yapilan kantitatif analiz, 6 bazdan daha kisa olan oligoniikleotitler ve
buna bagli olarak serbest nt’lerden gelebilecek sinyallerden etkilenmemektedir. Boylece

yiiksek hassasiyet ile 6l¢iim saglanmaktadir (156).
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Bu yontem icgin 6ncelikle halkasal kalip DNA iiretimi i¢in kullanilan 40 nt primer
sekans ile 0,005-50 ng/ml araliginda bir standart egri hazirlandi. Standart egri ve 6l¢imi
yapilacak ornekler belirlenen mikarlarda TE tamponu (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 7.5) igerisine alind1 ve iizerlerine hesaplanan miktarlarda Oligreen reaktifi eklendi.
Eklenen TE tamponu, Oligreen reaktifi ve oligomer miktarlar1 Tablo 5.4.1’de detayli
olarak gosterildi.

Tablo 5.4.1. Oligreen DNA boyast ile miktar tayini i¢in gerekli bilesenlerin konsantrasyon ve
miktar:

Oligomer TE tamponu (ul)  Oligreen reaktifi (ul) 50 ng/ml Oligomer
konsantrasyonu (ul)

(ng/ml)

Oligomer TE tamponu (ul) | Oligreen reaktifi (ul) | 100 ng/ml Oligomer

konsantrasyonu (uh)
(ng/ml)
300 300

Hazirlanan 6rnekler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine yerlestirildi. Karanlikta
ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 480 nm uyarilma/520 nm emisyon altinda
spektrofotometre cihazinda olgiimleri yapildi. Elde edilen kantitatif sonuglar analizi

yapilmak tizere kaydedildi.

5.4.3 Molekiil agirh tespiti: Agaroz jel

%?2’lik agaroz jel ile tampon sivi igerisinde, olusturulan bir elektriksel alan
yardimiyla 6rnekler yiiriitiilerek 6rneklerin molekiil agirliginin karakterizasyonu yapildi.

Elektroforez yontemi, elektriksel alan igerisinde, ortamdaki ¢6ziinmiis molekiillerin
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elektrik yiiklerinin fazlalifina gére hizlarinin belirlenmesiyle hareket etmeleri prensibine
dayanmaktadir. Elektriksel yukler, molekiillere agirhik kazandirdigindan, biyik
molekdller jel Gzerinde hizli ilerlemekte zorluk cekerken, kicik molekiller daha rahat
hareket edebilirmektedir. Bu nedenle blylik molekiller, kigik molekillerin daha
gerisinde kalmaktadir. Molekilun art1 kutup olan anot tarafina dogru mu yoksa eksi kutup
olan katot tarafina dogru mu hareket edecegi molekiillerin Uzerindeki net yik miktar1 ile
belirlenmektedir. Serbest fosfat gruplarimi tizerlerinde barindiran niikleik asitler eksi
yukli molekillerdir. Bu nedenle DNA ve RNA molekdilleri jel Uzerinde eksi kutuptan
(katottan) art1 kutba (anoda) dogru hareket ederler. RCA trunt olan DeNAno ve halkasal
kalip DNA drlndnidn basari ile yapilip yapilmadigi, agaroz jeldeki bant sayisi ve bandin
bulundugu deger g6z Oniine alinarak tespit edildi. Buna gore; DeNAno, halkasal DNA,
C39 sekans1 ve primer ayr1 ayr1 agaroz jel kuyucuklarma yiiklenerek 100 V ile 40 dk
yiirtitiilmistiir. Bu 6rneklere ek olarak bir de halkasal DNA’y1 olusturan C39 sekansi ile
primer sekans ligaz enzimi eklenmeden ayni deney tiipu icerisinde birlestirilip agaroz jel
Uzerinde yaratildd. Jel icerisindeki RedSafe, olusan bantlarmn UV altinda

gorinttlenmesini sagladi.

5.4.4 Biiyiikliik ve morfoloji analizi: SEM (Taramal Elektron Mikroskobu)

SEM mikroskobu kullaninarak DeNAno ve konjugatlart (DeNAno/FAM ve
DeNAno-MagNP/FAM) ile MagNP/FAM konjugatinin blyuklik ve morfoloji analizi
yapildi. DeNAno 6rnegi hazirlanirken iki farkli uygulama kullamldi. (i) Oncelikle,
DeNAno nanopargaciklardan 10 pl alindi ve iizerine bakir plaka yerlestirilmis SEM igin
ornek yerlestirme aparatinin yiizeyine birakildi. 1 gece kurumasi i¢in +4 °C’de buzdolabi
icerisinde bekletildi. Kurutulan 6rnek 15 saniye boyunca altin ile kaplanarak iletkenliginin
artirilmasi sagland. (ii) Ikinci olarak, DeNANo nanopargaciklardan 10 pl yeni bir
ependorf icerisine alindi. Bu 6rnek 70 °C’de 20 dakika bekletildi. Bdylece oligonukleotit
yapidaki DeNAno nanopargaciginin niikleotitleri arasinda olusan molekiiler etkilesimler
ile diger nanoparcaciklar1 birbirine ¢ekerek agregasyon olusturmasi engellendi. Isitma
sonrasinda &rnege pipetaj yapilarak homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Ornek

ependorftan alinarak {izerine bakir plaka yerlestirilmis SEM i¢in ornek yerlestirme
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aparatinin lizerine birakildi. Daha sonra bu 6rnek vakumlanarak kurutulmak tzere bir gece
desikatOr cihazi igerisinde bekletildi. Kurutulan 6rnegin iletkenliginin arttirtlmasi igin
yiizeyi 15 saniye boyunca altm ile kaplandi. Iki farkli sekilde hazirlanan 6rnekler SEM
mikroskobu ile gorintilendi. Uzun sureli saklamalar icgin, érnekler toz ve nemden

korunacak sekilde kapakli bir petri kabina alindi ve +4 °C’de muhafaza edildi.

5.4.5 Dispersite Analizi: Konfokal mikroskobu

Hoechst floresan mikroskopi ve akis sitometresin yontemlerinde kullanilan, 350
nm uyarilma/461 nm emisyon’a sahip bis-benzimid tlrd bir floresan DNA boyasidir. 30
ul DeNAnNo (1500-2000 ng) 6rnegi alinarak yeni bir ependorf igerisine aktarildi. 70 oC’de
20 dakika 1sitilarak oligoniikleotit yapisina bagli olarak olusan birka¢ nanopargacik
arasindaki gecici hidrojen baglarinin agilmasi saglandi. 30 ul DeNAno, 100 pl’ye
tamamlanacak sekilde tizerine 70 ul NFW eklendi. 100 pl’lik 6rnege, 1l Hoechst DNA
boyast eklendi ve boyanin homojen dagilmasi i¢in pipetaj yapildi. DeNAno o6rnegi
Hoechst ile 15 dakika boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda 35 mm’lik tabani cam petri kabina aktarildi. Hoechst ile boyanan DeNAno,
Hoechst 33342 kanali (350 nm uyarilma ve 461 nm emisyon) kullanilarak konfokal

mikroskopta gorunttlendi.

5.4.6 Buyukluk ve ylzey yuku analizi: ZetaSizer

ZetaSizer cihazi, 6rnegin biyiikliginl parcacik igerisinden gegebilen lazer
isinlarinin sagilim agisina bagh olarak belirlemektedir. Pargacik biiytikligi arttikga
sacilim agis1 logaritmik bir sekilde diiserken sagilan 1sinin siddeti artmaktadir. Kugik
parcaciklarin sagilim agilar1 daha fazla, sacilan lazer siddeti ise daha diisiiktiir. Ornege
kirmizi ve mavi 151k gonderildiginde 6rnek tizerinden yansiyan ve kirilan 151k dedektor
tarafindan algilanarak sagilma bilgileri yazilima yoOnlendirilmektedir. Zeta potansiyel
degeri ise; cihaz tarafindan, pargaciklar arasindaki itme ve ¢gekme kuvvetleri baz alinarak
cesitli formiillerle hesaplanmaktadir. Metod olarak tavsiye edilen Smoluchowski modeli
bu hesaplamada cihaz ve yazilim sistemi tarafindan otomatik olarak kullanilmaktadir. Sivi

icerisinde bulunan ayni yiike sahip tanecikler birbirini iterken, farkli yiike sahip tanecikler
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birbirini cekmektedir. Bu itme ve ¢ekme kuvveti zeta potansiyeli degerine bagli olmakla
beraber, pargacigin i¢inde bulundugu sivinin pH degeri ile de degisebilmektedir.
Pargaciklarin buytklik élcimi icin standart bir kuartz kiivet yeterliyken, zeta potansiyeli

i¢in kilcal kiivetler kullanilmaktadir.

Iki farkl ortamda diyaliz edilerek saflastirilan DeNAno &rnekleri ve konjugatlart
(DeNAno/FAM ve DeNAno-MagNP/FAM), MagNP nanopargacigi ve MagNP/FAM
konjugati ZetaSizer cihazinda ayr1 ayr1 6lgtildi. Bunun icin 6ncelikle deney tipu igerisine,
995 ul distile su alindi. Distile suyun Gzerine 5 pl 6l¢timii yapilacak 6rnek eklenip, vorteks
ile karistirildi. Homojen hale gelen 6rnekler sirayla kuartz kiivete ve kilcal kiivete alinarak

ZetaSizer cihazinda blyuklik ve zeta potansiyel dl¢timleri yapildi.

5.5 DeNAno’nun Konjugasyonu

DeNAno’nun MagNP ile konjugasyonu iki asamada gergeklestirildi. (i) Birinci
asamada DeNAno’ya baglanacak olan MagNP ile DeNAno’ya komplementer bir floresan
isaretli baglayic1 sekansin (FAM) konjugasyonu yapildi. (ii) Ikinci asamada ise bu ara
sekans araciliftyla DeNAno’ya MagNP’nin baglanmast saglandi. Ayrica bu
konjugasyonun oncesinde DeNAno ile komplementer ara sekansin baglandigi da

gosterildi.

5.5.1 DeNAno’nun floresan isaretli baglayici sekans ile konjugasyonu:
DeNAno/FAM

DeNAno ve floresan isaretli baglayici sekansin (FAM) konjugasyonu, (1)
Denatiirasyon ve (2) Tavlama olmak tzere PCR reaksiyonunun ilk iki basamag taklit
edilerek olusturulan bir sistemle yapildi. Buna gore; 50:1 oranda kullanilan DeNAno ve
floresan isaretli baglayici sekans yeni bir deney tiipii icerisine alind1. Pipetaj ile 6rneklerin
homojen olarak karigmasi saglandi. 95 °C’de 1 dakika tutularak denatiirasyonu saglandi.
Ornekler cihaz igerisinde 55 °C’ye sogutularak tavlama asamasinin gerceklestirilmesi igin
3 dk bu sicaklikta bekletildi. Bu iki islemin sonunda, 6rneklerin oda sicakligina gelmesi

igin cihaz 26 °C’ye sogutuldu. Ara Sekans, 5 CAACGTCACCTCCGAATCAT 3’ olmak
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Uzere 20 nt’ten olusmaktadir (Tablo 5.1.5). Bu sekans DeNAno’yu olusturan
oligoniikleotit sekansinin belirli bir bolgesine komplementer olarak dizayn edildi.
Sekansin 5’ ucu NH2/C12, 3° ucu ise FAM ile modifiye edildi. Komplementer ara
Sekansin yiizeyine bagli FAM ajani sayesinde floresan 1simaya sahip olan DeNAno/FAM
konjugati (Sekil 5.5.1) konfokal mikroskopta 495 nm uyarilma/520 nm emisyon’da

goruntulendi.

A)

Sekil 5.5.1. DeNAno ve floresan isaretli baglayici sekans konjugasyonunun sematize edilmesi (A)
Floresan isaretli baglayici sekans, (B) DeNAno, (C) DeNAno/FAM konjugati

5.5.2 MagNP’lerin DeNAno’ya floresan isaretli baglayici sekans ile
konjugasyonu: MagNP/FAM

DeNAno’ya komplementer baglayict ara sekansin (BS veya FAM) MagNP
nanoparcacigina entegrasyonu EDC/NHS kimyasina dayanmaktadir. Bu kimyasal
yontem, komplementer ara sekansin 5’ ucunda bulunan NH> grubunun, poliakrilik asit
(PAA) kapli MagNP’lerin yiizeyinde bulunan karboksil grup (COOH) ile baglanmasi
sonucu bir su molekiluniin (H20) ortamdan uzaklasarak bu iki grubun arasinda amit bagi

olugsmasini icermektedir (Sekil 5.5.2)
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Sekil 5.5.2. MagNP ile BS veya floresan isaretli baglayici sekansin EDC/NHS yontemi
kullanilarak konjugasyonunun sematik gosterimi (A) PAA ile kaplanarak yiuzeyinde birgok
COOH-grubu bulunduran MagNP nanopargaciklari (B) 5’ ucundan 12 karbon atomuyla baglanmis
NH; grubuna ve floresan 6zellige (FAM) sahip DeNAno’ya komplementer baglayici sekans (C)
Yuzeyine bircok komplementer baglayici Sekans baglanan MagNP’nin (MagNP/FAM veya
MagNP/BS) sematik olarak gdsterimi.

Konjugasyon i¢in 60 ug (0,26 umol) MagNP icin 10 kat daha az miktarda (6 ng)
baglayici ara sekans, 40 kat fazla (10,4 umol) EDC ve 80 kat fazla (20,8 umol) NHS
kullanildi. Konjugasyonda kullanilan kimyasallarin detaylar1 Tablo 5.5.1’de gosterildi.

Tablo 5.5.1. MagNP/FAM konjugasyonu igin gerekli bilesenlerin eklenme miktarlari

60 0,26 47,62
6 0,00086 8,6
1920 (2 mg) 10,4 100
2415 (2,4 mg) 20,8 300
- - 1.044
1500

EDC ve NHS hazirlanirken malzemeler ayr1 ayn tartildiktan sonra ¢dziicli olarak
DMSO kullanildi. Bu nedenle ilk etapta konjugasyon igerisindeki DMSO miktari
%87’dir. DMSO oraninin %30’a disiiriilebilmesi i¢in gerekli distile su miktarinin 1.044
ul oldugu belirlendi. Distile su, MagNP, EDC ve NHS pipetaj yardimi ile homojen hale
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getirilmesi i¢in karigtirtlarak 15 dK 1sitici cihaz igerisinde 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
15 dakikalik inkiibasyonun sonunda karigima FAM veya BS sekansi eklendi (Tablo 5.1.5).
Cozeltinin pH’st 1M Trietilamin (11 upl) kullanilarak ayarlandi. CoOzelti pH
ayarlamasindan sonra tepkimenin gergeklesmesi i¢in gece boyunca 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin elde edilen konjugat, Amicon Filtre (3,5 kDa) igerisinde 4000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi. Filtrenin alt kismina s1v1 gegisi oldugu i¢in, iizerine alta gegen siv1
miktart kadar distile su eklendi. Filtrede kalan konjugatin ¢dzlinmesi i¢in pipetaj yapildi.
Bu islem iki kez tekrarlandi. Uglincii olarak, 5 dk boyunca 4000 rpm’de santrifiij edildi.
Filtrede kalan yaklasik 200 ul konjugata pipetaj yapildi ve 4000 rpm’de 5 dk daha santrifj
edildi. Dordinci santrifujiin sonunda filtrede kalan 110 pl kadar konjugat pipetaj yapilip
homojen olarak dagitildiktan sonra yeni bir deney tiipiine aktarildi. Son olarak konjugatin
pH’s17,5 olarak belirlendi. pH’sinin daha yiiksek veya daha diisiik ¢ikmasi halinde, 7-7,5

olarak sabitlenmesi gerekmektedir.

5.5.3 MagNP/FAM karakterizasyonu

MagNP/FAM konjugatinin Karakterizasyonu asagidaki asamalari icermektedir:
1. Floresan 6zelligi: Spektrofotometre
2. Dispersite Analizi: Konfokal mikroskobu
3. Buyukluk ve yuzey yuki analizi: ZetaSizer
4. Blyukluk ve morfoloji analizi: SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)

5.5.3.1 MagNP/FAM konjugasyonunun floresan incelemesi: Spektrofotometre

MagNP/FAM konjugati, MagNP nanoparcacigi ve floresan isaretli baglayici
sekans Tablo 5.5.2de belirlenen miktarlarda alinarak distile su ile seyreltildi. Referans
deger (Blank) olarak sadece distile su kullanildi. Kullanilan konjugatin i¢eriginde FAM
floresan ajani bulundugu i¢in 495 nm uyarilma/520 nm emisyon’da spektrofotometre

cithazinda floresan okumasi yapildi ve ¢ikan kantitatif sonuglar kaydedildi.
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Tablo 5.5.2. MagNP/FAM konjugatinin floresan spektroskopisi i¢in kullanilan 6rneklerin miktar
ve konsantrasyon degerleri

Ornek ad1 dH20 hacmi (ul)  Ornek hacim (ul)  Konsantrasyon

184,13 15,87 20 (ug)
168,26 31,74 40 (ng)
152,39 47,61 60 (ug)
136,52 63,48 80 (ug)
120,65 79,35 100 (ng)
199 1 1:199
199,8 0,2 0,02 (nmol)
199,6 0,4 0,04 (nmol)
199,4 0,6 0,06 (nmol)
199,2 0,8 0,08 (nmol)
198 2 0,2 (nmol)

5.5.3.2 MagNP/FAM konjugasyonunun dispersite analizi: Konfokal mikroskobu

10 pl konjugasyon Ornegi tabani cam olan 35 mm’lik petri kabina aktarildi.
Yiizeyine baglanan floresan isaretli baglayici1 sekans sayesinde konfokal mikroskopta 495
nm uyar1lma/520 nm emisyon’da gorintiilendi. Ornek uzun siireli kullanimlarda floresan

etkinligini kaybetmemesi i¢in 1s1ktan korunarak +4 °C buzdolabinda muhafaza edildi.

5.5.3.3 MagNP/FAM konjugasyonunun blytklik ve ylzey yuki analizi: ZetaSizer

MagNP/FAM konjugatinin biiylikliik ve yiizey yiikii analizinin yapilabilmesi i¢in
ZetaSizer cihazindan faydalanildi. 5 pl konjugat 6rnegi 195 ul distile su ile seyreltildi ve
vorteks ile karistirildi. Seyreltilen 6rnek sirasi ile kuartz kiivete ve kilcal kiivete alinarak

ZetaSizer cihazinda analiz edildi.
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5.5.3.4 MagNP/FAM konjugasyonunun buyuklik ve morfoloji analizi: SEM

10 ul MagNP/FAM konjugati bakir plaka yerlestirilmis SEM igin Ornek
yerlestirme aparati {izerine alind1. Ornek kurumasi igin bir gece desikatdr cihazi icerisinde
vakumlandi. Kuruyan 6rnekler 15 saniye boyunca altin ile kaplanarak iletkenligi artirildi.

SEM mikroskobu ile gorintilendi.

5.5.4 DeNAno’nun MagNP ile FAM bagh komplementar ara sekans yardimyla
konjugasyonu: DeNAno-MagNP/FAM

DeNAno-MagNP/FAM konjugasyonu DeNAno/FAM konjugasyonuna benzer
olarak PCR’1n ilk iki asamasinin taklit edilmesiyle hazirlanan prosediir ile yapildi. 1:1
hacim oraninda MagNP/FAM konjugat1 (30 ug) ve DeNAno (2000 ng) deney tlpl
icerisine alindi. Denatiirasyon asamasi igin 1sitict cihaz igerisinde 95 °C’de 1 dakika
tutuldu. Cihaz 6rnekler icerisindeyken 55 °C’ye sogutuldu. Tavlama asamasi igin rnekler
55 °C’de 3 dk tutuldu. Cihaz 26 °C’ye sogutularak 6rneklerin oda sicakligina gelmesi
saglandi. Boylece floresan isaretli baglayici sekansa bagli MagNP nanopargaciklar
DeNAno ile birleserek DeNAno-MagNP/FAM konjugati elde edildi (Sekil 5.5.3). Bu
islem floresan isaretli olmayan baglayici sekans (BS) i¢in de ayn1 sekilde yapildi.

(A) ©

Sekil 5.5.3. DeNAno ve MagNP’nin, DeNAno’ya komplementer baglayici ara sekans yardimi ile
konjugasyonu (A) MagNP/FAM konjugati, (B) DeNAno, (C) DeNAno-MagNP/FAM konjugati
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5.5.5 DeNAno-MagNP/FAM karakterizasyonu

DeNAno-MagNP/FAM karakterizasyonu asagidaki asamalari igermektedir:

1. Floresan 6zelliginin incelenmesi ve dispersite analizi: Konfokal mikroskobu
2. Buyiklik ve yizey yuku analizi: ZetaSizer

3. Biiyiikliik ve morfoloji analizi: SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu)

5.5.5.1 DeNAno-MagNP/FAM konjugasyonunun floresan o6zelliginin incelenmesi

ve dispersite analizi: Konfokal mikroskobu

Hazirlanan DeNAno-MagNP/FAM 6rneginden 10 ul alinarak tabani cam olan 35
mm’lik petri kabma aktarildi. Yiizeyine baglanan MagNP/FAM konjugati sayesinde
floresan 6zellik kazanan DeNAno-MagNP/FAM konjugati konfokal mikroskopta 495 nm
uyar1lma/520 nm emisyon’da gorintiilendi. Ornek uzun siireli kullanimlarda floresan

etkinligini kaybetmemesi i¢in 1s1ktan korunarak +4 °C buzdolabinda muhafaza edildi.

5.5.5.2 DeNAno-MagNP/FAM konjugasyonunun buyukluk ve ylzey yukl analizi:
ZetaSizer

DeNAno-MagNP/FAM konjugatindan 5 pl alinarak 195 pl distile su ile seyreltildi.
Vorteks ile homojen olarak dagilmasi saglandi. Seyreltilen konjugat 6rnegi sirasi ile
kuartz kiivete ve kilcal kiivete alinarak ZetaSizer cihazinda biiyiikliik ve zeta potansiyel

Ol¢timleri yapildi.

5.5.5.3 DeNAno-MagNP/FAM konjugasyonunun buyuklik ve morfoloji analizi:
SEM

Uzerine bakir plaka eklenmis SEM i¢in drnek yerlestirme aparatina 10 pl DeNAnNo-
MagNP/FAM konjugati eklendi. Konjugat kurumasi igin bir gece desikator cihazi
icerisinde vakumlandi. Kuruyan ornekler 15 saniye boyunca altin ile kaplanarak

iletkenligi artirildi. Hazirlanan konjugat SEM mikroskobu kullanilarak gérintilendi.
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5.6 Hicre Kulturu Deneyleri

Hucre kaltirh deneyleri icin Panc02 mirin pankreas kanseri (Mus musculus,
pankreatik duktal adenokarsinoma, epitel) ve Pancl insan pankreas kanseri (Homo
sapiens, pankreatik duktal karsinoma, epitel) hiicre hatlar1 kullanildi. Panc02 hiicre hatti
Greifswald Universitesi’nden (Almanya) Prof. Dr. Lars Ivo Partecke ve Dr. Christine
Hackbarth tarafindan elimize ulastirildi. Pancl, hiicre hatti ise Yeditepe Universitesi

Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’nden temin edildi.

Panc02 hiicre hatti; ATCC firmasindan temin edilen DMEM W/GLUTAMAX-I,
PYR, 4.5G GLU hiicre medyas: igerisine %1 Penisilin/Streptomisin antibiyotik karigimi
ve %10 FCS (Fetal buzagi serum) eklenerek olusturulmus tam medya ile biiyiitiildu.
Pancl hiicre hatti; ATCC firmasindan temin edilen DMEM i¢in formiile edilmis hiicre
medyasi igerisine %1 Penisilin/Streptomisin antibiyotik karisimi ve %10 FBS (Fetal sigir
serum) eklenerek olusturulmus tam medya ile biyiitiildi. FBS ve antibiyotik eklenerek
hazirlanan besiyerleri 0,22 uM por capindaki hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden

gecirilerek steril hale getirildi ve 50 mI’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklandi.

25 ve 75 cm? °lik hiicre kiiltirii petrilerine ekimleri yapilan hiicreler etiiv (%5 CO>
iceren 37 °C) icerisinde inkiibe edilerek buyltildli. Hicre canliligi testleri i¢in 96
kuyucuklu hucre kaltiri petrilerine, konfokal mikroskobu i¢in yapilan ¢alismalarda ise
35 mm’lik cam tabanli petri kaplarina hiicrelerin ekimleri gergeklestirildi. Hiicrelerin bir
gece boyunca hicre kultirt petrilerine tutunup morfoloji almalar1 beklendi. Daha sonra
istenilen uygulamaya gore yalin demir oksit, MagNP, DeNAno veya konjugasyonlar

belirlenen miktarlarda ve sirelerde hiicrelere uygulandi ve etiiv igerisinde inkube edildi.

Gergeklestirilecek deneyler dogrultusunda veya petri kabi igerisindeki hiicrelerin
yogunlugunun artmasi sonucunda hiicre pasajlama islemi yapildi. Bu islem igin 6ncelikle
ortamdan besiyeri uzaklastirildi. 75 mm? °lik hiicre kiiltiirii petrisi igerisi 2 ml 1X PBS ile
yikandiktan sonra PBS uzaklastirilir. Petri kabi igerisine 2 ml Tripsin-EDTA (etilen
diamin tetra asetik asit) (%0,25) eklenerek etlivde 5 dakika boyunca bekletildi.
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Inkiibasyon sonunda hiicrelerin zarar gérmemesi icin petri kabma 2 ml DMEM besiyeri
eklenerek tripsinin aktivitesi durduruldu. Hucreler 15 ml hacimdeki santrifuj tlplne
alindi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra slpernatant uzaklastirildi ve
hicrelere 1 ml taze besiyeri eklendi. Hiicrelerin besiyeri icerisinde homojen bir sekilde
dagilmasi i¢in pipetaj yapildi. Hiicre sayimi igin hazir hale gelen homojen hiicre
stispansiyonu igerisinden 10 ul alinarak 1:1 oranda tripan mavisi ile karistirildi. Neubauer
hemositometresinin kanalina 10 pl tripan mavisi ile karistirilan hiicre stispansiyonu
aktarildi ve tizeri lamel ile kapatildi. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre sayisi, 1
ml’deki hiicre sayisinin bulunabilmesi igin 10* ile ¢arpildi. Daha sonra 1:1 oranda
seyreltildigi i¢in 2 ile carpildi. 25 cm?’lik petri kaplarina 7x10° hiicre veya 75 cm?’lik petri
kaplarma 1,5x10° hiicre, ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi tamamlandi. Her hiicre

pasajlama islemi sonrasinda hiicrenin pasaj numarasi bir say1 artirildi.

5.6.1 Hucre canlihig analizi

Hiicre canliliginin belirlenmesi ig¢in yapilan deneylerde MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyltetrazolium bromit) ajani kullanildu.

MTT ajani kullanilarak yapilan canlilik testi kolorimetrik bir analizdir. Canli
hicrelerde dehidrogenaz enzimi bulunurken, 6lu hicrelerde bulunmaz. MTT testinin
temel prensibi; petri kabinda canliligimi kaybetmeyerek c¢ogalabilen hiicrelerdeki
dehidrogenaz enziminin aktivitesini 6lgmeye dayanmaktadir. Dehidrogenaz enzimleri, bir
tetrazolyum tuzu olan MTT ajanim1 suda ¢Ozinmeyen formazan Kkristallerine
indirgemektedir. Formazan kristalleri %100 DMSO kullanilarak ¢6ziindiiriilebilirken su
icerisinde  ¢ozinmemektedir., DMSO ile ¢Ozulen formazan  kristallerinin
konsantrasyonuna bagli olarak artan mor renk kolorimetrik bir analiz yapilmasini
saglamaktadir. Hiicre kiiltiirii petrisinde olusan mor renkli sividan, ELISA okuyucu veya

spektrofotometre cihazi kullanilarak kantitatif sonuglar elde edilmektedir.
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MTT testi icin oncelikle, 96 kuyucuklu hiicre Kiltiirii petrisine sayilari 5x10*
olacak sekilde hucrelerin ekimi gergeklestirildi. Ekimi gergeklestirilen hicreler, petri
kabina tutunmalar1 ve morfoloji almalar1 icin etiv icgerisinde bir gece inkibasyona
birakildi. Inkiibasyonu takiben hiicrelere; yalin demir oksitler, PAA ile kaplanmis demir
oksitler (MagNP) ve DeNAno’ya baglayici ara sekans (BS) ile konjuge edilmis
MagNP’ler (DeNAno-MagNP/BS) cesitli konsantrasyonlarda uygulandi (MTT testi
sonrasinda okumalar1 etkilememesi igin MagNP’ler ara sekans olarak floresan ajani
bulunmayan BS ile konjuge edildi). Negatif kontrol olarak hicrelere sadece hicre besi
yeri uygulandi. Uygulama sonrasinda MagNP’lerin, yalin demir oksit par¢aciklarinin ve
konjugatlarin 24, 48 ve 72 saat boyunca hiicreler tzerindeki sitotoksik etkileri gozlendi.
Her 24 saat sonrasinda hiicreler Uzerindeki besi yeri uzaklastirilarak yeni besi yeri
icerisinde 10’ar wl MTT ajan1 hicrelere uygulandi. MTT ajani uygulanan hucreler 4 saat
boyunca etilv icerisinde inklbe edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre petrisinin altina
¢coken formazan tuzlarinin tizerindeki besi yerleri uzaklastirildi. Kuyucuklara 200 pl %100
DMSO uygulanarak formazan tuzlarinin ¢éziinmesi i¢in 10 dakika oda sicakliginda ve
1siktan korunarak bekletildi. Referans deger (blank) olarak %100 DMSO kullanildi ve 570
nm dalga boyunda UV spektrofotometrede absorbans degerlerinin 6lgiimleri yapildi.

Alman kantitatif sonuclar kaydedildi.

5.6.1.1 Yahn demir oksit parcaciklar1 ile muamele edilen Panc02 ve Pancl

hicrelerinde hiicre canlihig testi

Bolim 5.6 ve Bolum 5.6.1°de anlatildigr gibi 96 kuyucuklu hiicre petrisinin her
kuyucuguna ayn1 miktarda ve {liger tekrar olacak sekilde ekimleri yapilan Panc02 ve Pancl
hiicreleri bir gece etiiv icerisinde bekletildi. Inkiibasyon sonrast MagNP yapiminda
kullanilan demir oksit pargaciklar1 10-250 pug/ml konsantrasyon araliginda (10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 100, 150, 200, 250 pg/ml) hucrelere uygulandi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda
petri kaplar1 igerisindeki hiicre besi yeri uzaklastirildi. Yeni besi yeri igerisine MTT ajani
eklendi ve hiicrelere uygulandi. Hiicre canliliklariin tespiti i¢in Bolim 5.6.1°de
anlatildig gibi spektrofotometre cihazinda 570 nm dalga boyunda okutularak absorbans

degerleri oOlciildii.
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5.6.1.2 PAA kaph MagNP’ler ile muamele edilen Panc02 mirin pankreas kanseri

ve Pancl insan pankreas kanseri htcrelerinde hiicre canlihig testi

96 kuyucuklu hiicre petrisinin her kuyucuguna esit miktarda ve tiger tekrar olacak
sekilde BOlim 5.6 ve Bolum 5.6.1’de anlatildig1 gibi ekimleri yapilan Panc02 ve Pancl
hlcrelerine, 10-250 pg/ml konsantrasyon araliginda PAA ile kaplanarak hazirlanan
MagNP’ler 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulandi. MagNP uygulanan hiicrelerin canlilik
analizi Bolim 5.6.1°de anlatildigr gibi MTT ajanu ile yapildi.

5.6.1.3 MagNP’ler ile konjuge edilmis DeNAno’lar ile Muamele Edilen Panc02 ve

Pancl hicre hatlarinda hiicre canlihg testi

Bolim 5.6 ve Bolim 5.6.1°de ayrintili olarak anlatildigi gibi 96 kuyucuklu hiicre
petrilerine Panc02 ve Pancl hucreleri ekildi. Bolim 5.5.4’te anlatildign gibi
konjugasyonlart  gergeklestirilen 2000 ng DeNAno ve 30 pg MagNP/BS
nanopargaciklarinin  (DeNAno-MagNP/BS) hiicre canlihigi testi Bolum 5.6.1°de
anlatildigr gibi MTT ajam1 kullanilarak gergeklestirildi. MTT testi, floresan isaretli
baglayic1 sekansin spektrofotometre Ol¢limleri sirasinda absorbansi etkilememesi igin
MagNP ile floresan isaretli olmayan baglayici sekansin (BS) birlestirilmesi ile elde edilen
konjugat (MagNP/BS) ve bu konjugata baglanan DeNAno (DeNAno-MagNP/BS) ile
gerceklestirildi.

5.6.2 Hducre segiciligi

C39 sekanst ile iiretilen DeNAno nun Panc02 hiicre hattina olan segiciliginin
gosterilmesi i¢in Panc02 mirin pankreas kanseri hiicre hatti ve Pancl insan pankreas
kanseri hiicre hatt1 ile ¢aligmalar yapildi. Buna gore 35 mm’lik cam tabanli hiicre kiiltiirii
petrilerine Panc02 hiicre hattindan 10.000 hiicre ve Pancl hicre hattindan 15.000 hiicre
olacak sekilde Bolim 5.6’da anlatildig: gibi ekildi (Hiicrelerin petri kaplarina yayilim
oranlarina gore Panc02 ve Pancl hiicrelerinin miktar1 10.000 ve 15.000 olarak ayarlandi).
Hicre hatlari, DeNAno/FAM ve DeNAno-MagNP/FAM konjugatlar ile 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Kontrol olarak 35 mm’lik cam tabanli petrilere ekilen hiicrelere sadece

hiicre besi yeri uygulandi. 24 saatin sonunda hiicreler 3 kez 1X PBS ile yikandi. Daha
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sonra hiicrelere yeni besi yeri icerisine 1:1000 oraninda Hoechst boyasi eklendi. 15 dakika
etliv icerisinde inkiibe edildi. Petri kaplar -1siktan korunarak- FAM floresani i¢in 495 nm
uyarilma/520 nm emisyon ve Hoechst boyasi i¢in 350 hm uyari1lma/461 nm emisyon’da
LSM-800 konfokal mikroskobu altinda goriintiilendi.

5.6.2.1 Floresan isaretli baglayici sekans ile konjuge DeNAno’larin (DeNAno/FAM)

Panc02 hucrelerine seciciligi

DeNAno’nun Panc02 hiicre hattina segici oldugunun gosterilmesi i¢cin DeNAno’ya
floresan ozellikli bir ara sekans baglanarak konfokal mikroskop altinda incelenmesi
saglandi. Panc02 ve Pancl hiicre hatlarinin BOlum 5.6°da anlatildigi gibi 35 mm’lik cam
tabanli petrilere ekimi yapildi. Hiicre hatlari, BOlum 5.6.2°de anlatildigi gibi
DeNAno/FAM konjugati ile 24 saat boyunca inkiibe edildi. Kontrol grubuna yalnizca
hiicre besi yeri uygulandi. 24 saatin sonunda hiicre petrileri 3’er kez 1X PBS ile yikandi.
Icerisine 1 pl Hoechst boyas1 bulunan 1 ml yeni besi yeri hiicrelere uyguland: ve hiicreler
15 dakika etuv icerisinde inkube edildi. Petri kabi igerisindeki 6rnek uygulanmis hiicreler

konfokal mikroskobu altinda gorunttlendi.

5.6.2.2 MagNP ile konjuge DeNAno’larin (DeNAno-MagNP/FAM) Panc02

hicrelerine segiciligi

MagNP’nin DeNAno ile konjugasyonundan sonra, DeNAno’nun 3 boyutlu
konformasyonunu degistirerek seciciligini engelleyip engellemediginin gosterilmesi icin
DeNAno-MagNP/FAM ile muamele edilen hicreler konfokal mikroskop kullanilarak
incelendi. BOlim 5.6°da anlatildig1 gibi 35 mm’lik cam tabanli petrilere ekimi yapilan
Panc02 ve Pancl hiicre hatlar1 B6lim 5.6.2°de anlatildigi gibi DeNAno-MagNP/FAM
konjugati ile 24 saat boyunca inkiibe edildi. Kontrol gruplarina yalnizca yeni besi yeri
uygulandi. 24 saatin sonunda 3’er kez 1X PBS ile yikanan hiicrelere 1 pl Hoechst boyasi
eklenmis 1 ml yeni hiicre besi yeri uygulandi. Hiicreler 15 dakika siire ile etiiv igerisinde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda petri kabi icerisindeki DeNAno-

MagNP/FAM ve Hoechst uygulanmis hiicreler konfokal mikroskobu altinda gorintdlendi.
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6 BULGULAR

6.1 DeNAno’yu Olusturacak C39 Sekansiin Halkasal Hale Getirilmesi

Sekil 6.1.1°de sematize edildigi gibi 100 niikleotitten olusan C39 komplementer
sekans1 5’ ve 3’ kisimlaria kismi komplementer olan 40 niikleotitlik bir birlestirici ara
sekans ile ortama eklenen T4 ligaz enzimi ve uygun ortam sicakligi Sayesinde
birlestirilerek halkasal kalip DNA (dretildi. Sekil 6.4.1°’de goriildiigii gibi halkasal
DNA’nin agaroz jel lizerinde gosterilmesi minkin olurken, bu islem T4 ligaz enzimi
eklenmeden tekrarlandiginda, karisimin ayni miktarda C39 komplementer sekans ve
birlestirici ara sekans icermesine ragmen soluk bir bant ile tespit edildi (K stitunu). Ligaz
enzimi eklenerek olusturulan halkasal DNA ise L situnu lzerinde daha parlak bir bant

olarak tespit edildi. Bu sonug karakterizasyon bdliimiinde ayrintili olarak islendi.

Halkasal Kahp DNA
Yar Komplementer 5
C39 Komplementer Sekansi Ara Sekans )
5' I 3|+ 5 I 3 —
20 bp 60 bp 20 bp 40 bp 3

Sekil 6.1.1. Halkasal kalip DNA {iretiminin sematize edilmesi

6.2 Halkasal Kahp DNA Kullanilarak DeNAno Uretimi

RCA metodu adi verilen ve Sekil 6.2.1°’de sematize edilen DeNAno’nun Uretimi
dort basamaktan olugsmaktadir; primer melezlesmesi, baslama ve uzama, zincirin yerinden
¢ikmasi ve DeNAno olusumu. Birinci basamak olan primer melezlesmesi, birlestirici ara
sekansin ayni zamanda primer yani baslangi¢ sekansi olarak kullanildigindan Sekil
6.1.1°de sematize edillen halkasal hale getirme islemidir. Ikinci basamak baslama, phi29
polimeraz enziminin 5’-3” boyunca ekledigi dNTP’ler ile oligoniikleotidin sentezlenmeye
baslamasi asamasidir. Uciincii basamak uzama, halkasal kalip DNA boyunca

oligoniikleotit sentezinin devam etmesi agamasidir. DOrdiincti basamak zincirin yerinden
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cikmasi, phi29 polimeraz enziminin zincir lizerinde bir tam tur atmasinin ardindan
sentezlenen DeNAno’yu zincirden ¢ikararak dNTP’leri eklemeye devam etmesini kapsar.
Besinci ve son basamakta DeNAnNo, zincirin disinda bir makara gibi sarilarak kendi

niikleotitleri iizerine katlanir ve yumak halindeki karakteristik yapisini olusturur.

M @) =
Primer Hibritlesmesi Baslama Uzama 5
8¢ 3
,3' J
3! 5
@ &

Zincir Yer Degistirmesi DeNAno Olusumu
57

Sekil 6.2.1. Halkasal kalip DNA {izerinden RCA yontemiyle sentezlenen DeNAno'mun sematize

edilmesi

Enzim aktivitesi devam ettigi siirece DeNano’nun sentezlenmesi de uygulanan siire
boyunca devam eder. Bu nedenle enzim aktivitesinin durdurulmasi i¢in DeNAno’lar 65
°C sicaklikta 10 dakika bekletilir. Kalip halkasal DNA {izerinden DeNAno tiretildikten
sonra saflagtirma islemleri gergeklestirildi (BO6lim 6.3). RCA drunlerinin molekiler
agirlig biliyiik oldugu igin agaroz jel Uzerinde gorlntilenemedi. Diger karakterizasyon

uygulamalar1 B6lUm 6.4’te ayrintili olarak incelendi.
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6.3 DNA Nanopar¢acigin (DeNAno) Saflastirilmasi

RCA yontemi ile sentezlenen DeNAno’nun saflastirilmasi i¢in santrifiij ve diyaliz
olmak tizere iki farkli yontem kullanildi. Elde edilen iiriin miktarinin daha yiiksek olmasi
sebebiyle diyaliz yontemi tercih edildi. Nanodrop sonucu dikkate alindiginda, diyaliz
yontemiyle saflastirilan DeNAno miktar1 (49,3 ng/uL) santriftj yontemine (0,6 ng/ulL)
kiyasla ortalama 80 kat daha fazla olarak tespit edildi. DeNAno Gretimi i¢in alinan

Nanodrop sonuglart Tablo 6.4.1’deayrintili olarak gosterildi.

DeNAnolar iki farkl s1vi ile diyaliz edilerek karsilastirma yapildi. Ilk olarak distile
su ile diyaliz edilerek saflastirilan DeNAno nanopargaciginin, iyonsuz bir ortamda oldugu
igin diger nanopargaciklar ile etkilesime girerek biiyiik partikiilleri olusturdugu gozlendi.
Icerisinde Mg?* katyonlar1 bulunan Tris tamponu hazirlandi ve DeNAno’lar bu tampon

cozelti ile diyaliz edildi.

6.4 DNA Nanoparcacigin (DeNAno) Karakterizasyonu

DeNAno nanoparcaciklarinin karakterizasyonu calismasi sirasiyla asagidaki analiz ve
deneyleri igermistir:
1. DeNAno’nun karakterizasyonu i¢in, {iretim sonrasi Nanodrop cihazi ile nikleotit
miktar tayini analizleri, Uretimin verimi ve tekrarlanabilirligi.
2. Agaroz jel elektroforezi yontemiyle DeNAno ve DeNAno’yu olusturan halkasal
DNA ile oligoniikleotit sekanslarinin molekiler biiyiikliiklerinin arastirilmasi.
3. Oligreen boyasi kullanilarak DeNAno’ nun miktar ve verim hesabi.
4. Taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak DeNAno’nun buyiklik ve
morfolojik analizi.
5. DeNAno’ya bir DNA boyasi olan Hoechst uygulanarak LSM-800 Konfokal
mikroskobu ile gérintulenmesi.
6. ZetaSizer cihazinda, iki ayr1 tampon kullanilarak diyaliz edilen DeNAno

nanopargaciklarinin biiyiikliik ve zeta potansiyel degerlerinin karsilastiriimas:.
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6.4.1 Miktar tayini: Nanodrop

Bolim 5.2.1°de ayrintili olarak anlatildigi gibi sentezlenen DeNAno’yu

olusturacak halkasal kalip DNA’nin ve BOlim 5.2.2’de anlatildign gibi {retilen

DeNAno’nun icerigindeki DNA miktar1 her tiretim sonras1 Nanodrop kullanilarak tayin

edildi. Bu asama halkasal kalip DNA ve RCA firiinlerinin kendi arasindaki tutarliliginin

hizl1 takibi agisindan 6nemlidir. Buna gore; halkasal kalip DNA miktar1 ortalama 495

ng/ul olarak 6lguldi. RCA iiriinleri saflagtirma dncesi ortalama olarak 160 ng/uL olarak

olgiiliirken diyaliz ile saflastirma sonrasi (distile su ile) 49,3 ng/uL olarak 6lculdi. Tablo

6.4.1°de halkasal kalip DNA ve RCA firiinlerinin Nanodrop sonuglar1 paylasildi.

Tablo 6.4.1. Halkasal DNA ve RCA drlnlerinin saflagtirma oncesi ve sonrasi elde edilen

Nanodrop sonuglari

Halkasal DNA
RCA5

1. Ornek Serisi

RCAz

RCAg

Halkasal DNA

2. Ornek Serisi RCAs5
RCAz
RCAgs

Halkasal DNA

3. Ornek Serisi

RCAg0

Saflastirma Oncesi

ng/uL
519,1
137,0
165,7

109,1

483,5

158,4
152,5

149,1

478,8

170,4

Saflastirma Sonrasi

ng/uL
Santriflj Yontemi
0,1
0,4
0,6

Diyaliz Yontemi
(distile su ile)

18,9
26,8

49,3

Diyaliz Ydntemi
(Tris-Mg?* tampon
cozeltisi ile)

52,4
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Tablo 6.4.1°de saflastirilmamis RCA iiriinleri tek tretim olarak olgulirken, diyaliz
ile saflagtirma sonras1 Urtinler 10 tane Uretim bir arada olacak sekilde 6l¢tldi. Ancak yine
de her bir sonu¢ 1 pul’de bulunan DNA miktarini gostermektedir. Santrifiijle saflagtirilan
RCA drlnleri Uretimdeki son hacim degismeyecek sekilde 50 ul 1X PBS icerisinde
¢oziiliirken, diyaliz ile saflagtirilan RCA tirtinleri son hacminin 5’te 1’1 olan 100 ul NFW
icerisinde ¢Ozuildu. Buna gore; santrifiijle saflastirilmis 1. Ornek serisinde en yiiksek 0,6
ng/uL olarak &lgiilen DNA 6rnegi 50 plL igerisinde 5 ng olarak hesaplanirken, 2. Ornek
serisinde 49,3 ng/uL olarak o6lculen diyaliz yontemiyle saflagtirilmig 6rnek 100 pL
icerisinde 1890 ng olarak hesaplandi. Iki saflagtirma ydntemi arasindaki bu biiyiik fark
diyaliz ile saflagtirma yonteminin daha verimli oldugunu gosterdi. Bu nedenle ¢alismalara

diyaliz yontemi ile devam edildi.

6.4.2 Miktar ve verim hesabi: Oligreen

DeNAno’larin miktar ve verim hesabi i¢in Oligreen niikleotit boyasi kullanildi.
Oncelikle standart egri ve DeNANO icin alinan absorbans degerlerinin ortalamasi i¢in bir
tablo olusturuldu (Tablo 6.4.2). Buna gore 15, 30 ve 60 dk iiretime sahip DeNAno’larin
konsantrasyonlar1 sirasiyla 333,1, 403,1, 603,1 ng/mL olarak tespit edildi. Bu degerler
toplam hacime boliindiigiinde DeNAno’larin igerigindeki DNA miktar1 16,7, 20,2, 30,2
ng olacak sekilde tayin edildi. RCA reaksiyonu i¢in kullanilan C39 sekansi ve primer ara
sekans konsantrasyonu da hesaplanarak DeNAno’nun konsantrasyonundan g¢ikarildi.
Reaksiyon sirasinda kullanilan dNTP’nin katkisi da hesaplanarak toplam DeNAno
konsantrasyonuna bdliindii, bdylece reaksiyonun verimliligi sirasiyla su sekilde bulundu:
15,1, 18,6, 28,6 ng. Verimlilige yiizdelik olarak bakildiginda sirasiyla; %34,4, %42,4 ve
%65,2 olarak tespit edildi.
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Tablo 6.4.2. Oligreen ile isaretlenen DeNAno’nun miktar ve verim hesabi

129609 167448 276548 92883 1513724
333,1 403,1 603,1
16,7 20,2 30,2
1,10 1,10 1,10
0,47 0,47 0,47
43,83 43,83 43,83
15,1 18,6 28,6
34,4 42,4 65,2

6.4.3 Molekiil agirhg tespiti: Agaroz jel elektroforezi

Sekil 6.4.1’de RCA iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinin UV altinda ¢ekilmis goriintiisii
bulunmaktadir. RCA iirlinlerinin molekiil agirliklar1 biiyiik oldugundan (2 kb’nin {izeri)
agaroz jel elektroforezi sisteminde ilerleyemedi. Bu nedenle Ris, R3o ve Reo siitunlari
uzerinde bant olarak gortintilenemedi. C39 komplementer sekansi 100 bp markira karsilik
gelerek goruntulenirken (T situnu), 40 nikleotitlik komplementer ara sekans 100 bp’nin
altinda kaldigi igin goruntilenemedi (P situnu). Halkasal kalip DNA 100 bp markir

uzerinde parlak bir bant olarak goruldu (L sttunu).

RCA iiriinleri agaroz jel izerinde goriintiilenemese de halkasal hale getirilen kalip
DNA ve onun bilesenleri goriintiilendi. UV altinda gériintiilenen agaroz jel resmi Sekil
6.4.2’de gosterildi. Halkasal kalip DNA iiretilirken kullanilan miktarlarda C39
komplementer sekansi ve birlestirici ara sekans karistirilarak kuyucuga yiiklendiginde (K
siitunu) ve ayrica yine ayni miktarda C39 komplementer sekans farkli bir kuyucuga
yiiklendiginde (T siitunu) 100 bp markir’a denk gelen referans deger lizerinde tespit edildi.
Komplementer ara sekans ise 100 bp’den daha kisa bir oligoniikleotit oldugu i¢in agaroz

jel Gzerinde gorintulenemedi (P siitunu).
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200 bp
100 bp

Sekil 6.4.1. RCA (runlerinin agaroz jel Gzerinde gosterimi, M1: 100 bp DNA markir, Ris: 15
dakikalik RCA iiriinii, R3o: 30 dakikalik RCA {iriinii, Reo: 60 dakikalik RCA iiriinii, T: 100 nt C39
sekansinin komplementer dizisi, P: C39 sekansinin 3 ve 5° uglarii birlestirmek i¢in tasarlanan
ve ayni zamanda primer olarak kullanilan 40 nt DNA sekansi

200 bp
100 bp

Sekil 6.4.2. Halkasal kalip DNA ve bilesenlerinin agaroz jel tizerinde gosterimi, M1: 100 bp DNA
markir, L: Halkasal hale getirilmis DNA {irtint, T: 100 nt C39 sekansinin komplementer dizisi,
P: C39 sekansmin 3’ ve 5° uclarini birlestirmek icin tasarlanan ve ayni zamanda primer olarak
kullanilan 40 nt DNA sekansi, K: T ve P’nin ligaz enzimi olmadan bir araya getirilmis hali
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6.4.4 Buyukluk ve morfoloji analizi: SEM

Distile su ile diyaliz edilerek saflastirilan DeNAno’nun bilyuklik ve yapisal
karakterizasyonunun yapilabilmesi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanildi.
DeNAno’yu olusturan oligoniikleotitlerin bazlar arasindaki ¢ekim kuvvetleri nedeniyle
birbiri zerine katlanarak bir yumak haline geldigi tespit edildi. Sekil 6.4.3’de gortldigii
gibi DeNano nanopargaciginin diger nanoparcaciklar ile de birleserek ¢ok daha biiyiik
yapilar olusturdugu gézlendi.

Sekil 6.4.3. Ist uygulamasi 6ncesinde, ¢ok sayida DeNAno’nun bir araya gelerek olusturdugu
biiyiik yapilar

Bu durumun 6niine gegebilmek icin, DNA nanoparcaciklarina 1s1 uygulanarak
diger parcaciklarla spesifik olmayan hidrojen baglarinin kirilmasi hedeflendi. DeNAno
ornekleri 1sitict igerisinde 20 dakika boyunca 70 °C’de tutuldu. 20 dakika sonunda
isiticidan  alinan  nanopargaciklar bakir plakalarin {izerine yerlestirilerek desikator
cihazinda bir gece vakumlandi. Is1 uygulamasi sonrasinda aliman SEM goriintiilerinde
Sekil 6.4.4’te goriildiigii gibi DeNAno’nun diger nanoparcaciklarla daha az etkileserek
daha kiclk nanopargaciklar halinde kaldigi tespit edildi.
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Sekil 6.4.4. Is1 uygulamasi sonrasi farkli iiretim siirelerine gére DeNAno’lar (A) 15 dakikalik
RCA urunt olan DeNAno (B) 30 dakikalik RCA iiriinii olan DeNAno (C) 60 dakikalik RCA {iriini
olan DeNAno, bar uzunlugu: 50 nm

Is1 uygulamasi 6ncesinde ve sonrasinda, 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakika olarak
ayri ayri lretim siireleri olan DeNAno’larin biyuklikleri arasinda fark goriilmedi. Tris-
Mg?* tampon cozeltisi ile diyaliz edilerek saflastirilan ve biiyiikliigiiniin daha kiigiik
olmasi beklenen DeNAno’lar yogun tuz tabakalarinin sebep oldugu kirli arka plan

goruntisl nedeniyle SEM cihazinda goriintiilenemedi.
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6.4.5 Dispersite analizi: Konfokal mikroskobu

DeNAno nanopargaciklart dispersite analizi icin Hoechst DNA boyast ile boyanarak
konfokal mikroskopta goriintlendi. Pargaciklarin daha net goriilebilmesi i¢in Hoechst
boyasinin mavi kanali beyaz renge dontstiiriilerck goruntulendi (Sekil 6.4.5). Ayrica
DeNAno’nun tampon ¢dzeltisi olan distile suyun igerisine ayn1 miktarda Hoechst boyasi

eklenerek alinan goriintiilerde 350 nm uyarilma/461 nm emisyon altinda floresan sinyal

alinmad (Sekil 6.4.5).

Hoechst Beyaz

DeNAno

e
10 pm

L
10 pm

dH:20

—_—

—_—
10 pm

10 pm

Sekil 6.4.5. Hoechst DNA boyasi ile isaretlenen DeNANO ve kontrol olarak kullanilan distile su
ile Hoechst DNA boyasinin konfokal goriintusi, Hoechst: 350 nm uyarilma/461 nm emisyon
altinda floresan goriintii, Beyaz: Hoechst kanalinin beyaz goriintiisii, bar uzunlugu: 10 um
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6.4.6 Buyukluk ve ylzey yuku analizi: ZetaSizer

15, 30 ve 60 dakika olarak farkli siirelerde iiretilen ve distile su ile diyaliz edilerek
saflagtirilan DeNAno’larin blyiklikleri ve zeta potansiyel degerleri arasinda anlamli bir
fark gorilmedi. Sekil 6.4.6°da verilen distile su ile diyaliz edilerek saflastirilan DeNAno
nanopargaciklarinin bulytkliklerinin 350-1000 nm olarak genis bir aralikta oldugu ve
ortalama buyukliklerinin 650 nm oldugu tespit edildi (Sirasiyla 675,6, 624,8 ve 627,7
nm). Sekil 6.4.7°de verilen zeta potansiyel degerlerinin sirasiyla -21,5+2,7 mV, -31,8+3,3
mV ve -31,1£1,5 mV oldugu ve ortalama degerlerinin ise -28,1+2,5 mV oldugu tespit

edildi. Bu degerler Tablo 6.5.2°de listelendi ve Tris-Mg?* tampon c¢ozeltisi ile diyaliz
edilerek saflagtirilan DeNAno ile karsilastirildi.

=

Yogunluga Gore Biiyiikliik Dagilim IE' Yogunluga Gore Biiylikliik Dagilim
80 h
S N <
z / 2 f
g w ] ‘ | f
=l on
- L |
J =
3 [ !
o i 10 100 1000 10000 -l i 10 100 1000 10000
Biiyiiklik
Biiyiiklik (nm) —— yiikliik (nm)
——— DeNAno 15 eNAno 3
Yogunluga Gére Biiyiiklik Dagilmn D] Yogunluga Gére Biiyiiklik Dagilum
40
;' 30 ,'l“ 3
™ 1\ <
CEL i‘ " ;
] |
& 10 | }\ - ‘
B /) 2 /AN
0 — S — S —— el N—
01 1 10 100 1000 10000 o1 ! 10 100 1000 10000
Biiyiikliik (nm) Biiyiikliik (nm)
DeNAno 60 ——— DeNAno 15 —— DeNAno 30 DeNAno 60

Sekil 6.4.6. Farkli siirelerde iiretilen DeNAno’larin bityiikliik dagilim grafigi (A) 15 dk’lik RCA
urdnt (B) 30 dk’lik RCA iirtinii (C) 60 dk’lik RCA iiriinii (D) 15, 30, ve 60 dk’lik RCA firiinleri

Zeta Potansiyel Dagilinm lEI Zeta Potansiyel Dagilinn
1 2
5. 'I'\ 5. 150000 [\
s At 5
& k| ’ \
S 40000 g
20000 = } \
-100

0 100 200 100 0
Zeta Potansiyel (mV) Zeta Potansiyel (mV)
DeNAno 15

DeNAno 30

Al

Zeta Potansiyel Dagilim Zeta Potansiyel Dagilim
60000 200 - el g At oper:
s =
50000 B 10 ‘ !
[~ W)
£
@ g 1001 g i R 5
s : T\
-3 L]
S 1
=
o 100

0 0
N 100 - Zeta Potansiyel (mV)
Zeta Potansiyel (mV)

DeNAno 60 DeNAno 15

DeNAno 30 DeNAno 60

Sekil 6.4.7. Farkli siirelerde iiretilen DeNAno’larin zeta potansiyel dagilim grafigi (A) 15 dk’lik

RCA iriind (B) 30 dk’lik RCA iiriinii (C) 60 dk’lik RCA fiiriinii (D) 15, 30, ve 60 dk’lik RCA
Uranleri
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6.5 DeNAno’nun Konjugasyonu

DeNAno ile floresan isaretli baglayic1 sekans (FAM) konjuge edilerek konfokal
mikroskopta incelendi. DeNAno’nun MagNP ile konjugasyonu ise iki asamada
gerceklestirildi. Birinci asamada MagNP nanopargaciklar, DeNAno’yu olusturan
oligonikleotit sekansina komplementer oldugu bilinen bir baglayic1 sekans (FAM veya
BS) ile EDC-NHS kimyas: kullanilarak kovalent olarak baglandi. Ikinci asamada ise
DeNAno bu konjugasyona dahil edilerek komplementer ara sekansa zayif hidrojen baglari
ile baglanmasi saglandi. Elde edilen DeNAno-MagNP/FAM konjugati, MagNP ile
konjuge edilen komplementer ara sekans (zerinde bulunan FAM sayesinde floresan

ozellik kazandi.

6.5.1 DeNAno’nun FAM bagh koplementar baglayici sekans ile konjugasyonu:
DeNAno/FAM

DeNAno’yu olusturan oligonikleotit sekansinin belirli bir kismina komplementer
olarak dizayn edilen 20 niikleotitlik kisa oligonikleotit sekansina (Tablo 5.1.5) eklenen
FAM ajan1 sayesinde DeNAno’nun konfokal mikroskobunda goriintiilenmesi mimkdin
oldu. Sekil 6.5.1’de konfokal mikroskop goriintiileri paylasilan DeNAno/FAM konjugatt,
DeNAno nanopargaciginin baglayict sekans (BS veya FAM) ile baglanabildigini
gostermis oldu. Sekil 6.5.2°de ise DeNAno/FAM konjugatinin ZetaSizer ile yapilan ylzey
yiikii analizinin DLS grafikleri verildi. Farkli iiretim siirelerine sahip DeNAno’lar ile
yapilan floresan isaretli baglayici sekans konjugasyonlar1 arasinda anlamli bir fark
gorilmemekle birlikte Gglnin ortalamas1 -26,3£3,2 mV olarak tespit edildi
(DeNAno1s/FAM, DeNANos/FAM ve DeNANnoso/FAM konjugatlart sirasiyla -23,2+3,7
mV, -31,1+1,5 mV, -24,6£4,5 mV). DeNAno/FAM konjugatinin biiyiiklik dagilim
grafikleri elde edilemedi. Ancak bu konjugasyon zeta potansiyel degerleri iizerinden

incelendi.
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FAM BF Birlesik

Sekil 6.5.1. DeNAno/FAM konjugatinin konfokal mikroskopta goérintilenmesi, FAM: 495 nm
uyarilma/520 nm emisyon i¢in floresan goriintii, BF: Aydinlik alan, Birlesik: FAM ve BF
fotograflarinin birlesimi, bar uzunlugu: 20 um
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Sekil 6.5.2. DeNAno/FAM konjugatlarinin zeta potansiyel dagilim grafikleri, (A) DeNano:s/FAM
konjugat1 (B) DeNanosp/FAM konjugati (C) DeNanoso/FAM konjugatt (D) DeNanois/FAM,
DeNanoso/FAM ve DeNanog/FAM konjugatlar

6.5.2 MagNP’lerin DeNAno’ya komplementer baglayici sekans ile konjugasyonu:
MagNP/FAM veya MagNP/BS

MagNP ile FAM ajan1 eklenmis C39 dizisine komplementer olan baglayict
sekansin (MagNP/FAM) veya FAM ajan1 olmayan C39 sekansina komplementer
baglayic1 sekansin (MagNP/BS) EDC-NHS kimyasiyla kovalent olarak baglanmast;
kantitatif olarak spektrofotometre cihazinda floresan Ol¢iimlerle gosterildi. Konfokal
mikroskopta dispersite analizi yapildi. Biyiiklik ve yiizey yiikii ZetaSizer cihazinda,
biuylklik ve morfoloji analizi SEM mikroskobunda analiz edildi.
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6.5.2.1 MagNP/FAM konjugasyonunun floresan incelemesi: Spektrofotometre

Tablo 5.5.2°de belirtilen dort farkli miktar ve konsantrasyonda MagNP/FAM
konjugati, bes farkli konsantrasyonda floresan isaretli baglayici sekans ve bes farkli
konsantrasyonda MagNP nanopargaciklart 495 nm uyarilma/520 nm emisyon altinda
spektrofotometre cihazinda okutuldu. Alinan kantitatif sonuglar Graphpad Prism 8
programinda grafik haline getirildi (Sekil 6.5.3). MagNP/FAM konjugatinin

konsantrasyona bagli olarak floresan 1g1ma miktarinin arttig1 tespit edildi.

Elde edilen 110 ul MagNP/FAM konjugatinin igeriginde 260 nmol MagNP ve
0,86 nmol floresan isaretli baglayici sekans oldugu diisiiniildiigiinde spektrofotometrede
6l¢iilen konjugatin igerigindeki MagNP ve floresan isaretli baglayici sekans miktar: Tablo
6.5.1°de listelendi. Tek basma MagNP veya floresan isaretli baglayici sekansin
MagNP/FAM konjugatinda kullanilan miktarlarina yakin degerlerde spektrofotometrede
floresan okuma yapilmasina ragmen konjugasyonda oldugu gibi floresan 1s1ma vermedigi

tespit edildi (Sekil 6.5.3).

Tablo 6.5.1. MagNP/FAM konjugatinin spektroskopisi i¢in kullanilan komponentlerin miktari

1 0,54 0,0078 1:199
) 2,72 0,04 5:195
25 13,63 0,2 25:175
50 27,27 0,4 50:150
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MagNP/FAM Konjugasyonunun Floresan Spektroskopisi
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Sekil 6.5.3. Degisen konsantrasyonlarda MagNP, floresan isaretli baglayict sekans ve
MagNP/FAM konjugatlarinin floresan spektroskopisi

6.5.2.2 MagNP/FAM konjugasyonunun dispersite analizi: Konfokal mikroskobu

MagNP/FAM konjugasyonu dispersite analizi i¢gin FAM ajaninin dalga boyu olan
495 nm uyarilma/520 nm emisyon kullanilarak konfokal mikroskopta goriintiilendi. Sekil
6.5.4’de verilen konfokal mikroskop goriintiisiinde yiizeyine baglanan floresan isaretli
baglayici sekans sayesinde floresan 6zellik kazanan MagNP nanopargaciginin homojen

bir sekilde dagildig: goraldu.
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FAM BF Birlesik

MagNP/FAM

MagNP

Sekil 6.5.4. MagNP nanopargaciginin ve MagNP/FAM konjugatinin konfokal mikroskobu
gorantusi, FAM: 495 nm uyarilma/520 nm emisyon i¢in floresan goriintii, BF: Aydinlik alan,
Birlesik: FAM ve BF fotograflarinin birlesimi, bar uzunlugu: 5 um

6.5.2.3 MagNP/FAM konjugasyonunun buyuklik ve morfoloji analizi: SEM
MagNP/FAM konjugati morfoloji ve biiylikliik analizi i¢in SEM mikroskobu
altinda goriintiilendiSEM  goriintiisit  ile  MagNP/FAM konjugatinin  agregasyon

olusturmadan birlestigi tespit edildi (Sekil 6.5.5A). Sekil 6.5.5B’de ise bir araya gelen
MagNP/FAM nanopargaciklarinin en yiiksek 200-300 nm biiyiikliikte oldugu goriildii.
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Sekil 6.5.5. MagNP/FAM konjugatinin SEM mikroskobunda gorintilenmesi (A) 100K
yakinlagtirma (B) 200K yakinlastirma, bar uzunlugu: 100 nm

6.5.2.4 MagNP/FAM konjugasyonunun buyukluk ve yuzey yuku analizi: ZetaSizer

MagNP/FAM konjugasyonu blyukluk ve yuzey yiki dagilimi igin ZetaSizer
cihazinda analiz edildi. Elde edilen sonuglar Zetasizer Nano software v3.30 programinda
grafik haline getirildi. Sekil 6.5.6A’da MagNP nanopargaciginin 20-500 nm olarak genis
bir biiytikliik araliginda oldugu, Sekil 6.5.6B’de ise floresan isaretli baglayici sekans ile
birlesince araligimm 200-500 nm’ye daraldigi gozlendi. Sekil 6.5.6C’te MagNP
nanopargaciginin zeta potansiyel degerinin -58,4+2,8 mV oldugu ve grafigin sol tarafa
(negatif) doniik oldugu ve Sekil 6.5.6D’de ise -46,3+3,1 mV zeta potansiyel degerine
sahip olan MagNP/FAM konjugatinin sag tarafa (pozitif) dogru oldugu tespit edildi.
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Sekil 6.5.6. MagNP ve MagNP/FAM konjugatinin biiyiikliik ve zeta potansiyel dagilim grafikleri,
(A) MagNP’lerin biiyiiklik grafigi (B) MagNP’lerin yiizey yikii grafigi (C) MagNP/FAM
konjugatinin biiyiikliik grafigi (D) MagNP/FAM konjugatinin yiizey yiikii grafigi

83



6.5.3 DeNAno’nun MagNP ile komplementar baglayici sekans yardimyla
konjugasyonu: DeNAno-MagNP/FAM

DeNAno nanoparcaciginin MagNP nanopargacigina bagli komplementer ara
sekans ile baglanmasi iki oligonukleotitin arasindaki zayif hidrojen baglari ile saglandi.
Elde edilen DeNAno-MagNP/FAM konjugasyonu floresan dzellikte oldugundan konfokal
mikroskopta goruntulendi. SEM mikroskobu ile gorintilenerek blyuklik ve morfoloji

analizi yapildi. Konjugatin ayrica ZetaSizer ile biiyiikliik ve ylizey yiikii analizi yapildi.

6.5.3.1 DeNAno-MagNP/FAM konjugatimin dispersite analizi: Konfokal

Konfokal mikroskopta dispersite analizi yapilan DeNAno-MagNP/FAM konjugati
Sekil 6.5.7°de gosterildi. Gortintiilerde DeNAno’nun MagNP ile birlestiginde homojen bir
dagilim gosterdigi tespit edildi. 495 nm uyar1lma/520 nm emisyon’da floresan 1s1ma veren
FAM ajan1 sayesinde gorlntllenebilen DeNAno-MagNP/FAM konjugati ayrica
floresansiz olarakta goriintiilendi (BF) ve bu iki goriintiiniin birlestirilmis hali de (Birlesik)

Sekil 6.5.7’ye dahil edildi.

FAM BF Birlesik

10X

20X

Sekil 6.5.7. DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin 10X ve 20X konfokal mikroskobu goriintiisii,
FAM: 495 nm uyarilma/520 nm emisyon icin floresan goriintii, BF: Aydinlik alan, Birlesik: FAM
ve BF fotograflarinin birlesimi, 10X i¢in bar uzunlugu: 20 um, 20X i¢in bar uzunlugu: 10 pm
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6.5.3.2 DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin biyuklik ve morfoloji analizi: SEM

DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin biiyiliklik ve morfoloji analizi i¢in SEM
mikroskobu ile goriintiilendi. Alinan goriintiiler Sekil 6.5.8’de ayrintili olarak verildi.
Sekil 6.5.8A’da DeNAno nanopargaciklarinin biiyiikliigii ortalama 600 nm olarak tespit
edildi. Sekil 6.5.8B’de floresan isaretli baglayict sekans ile konjuge edilmis DeNAno
parcaciklarinin da yaklasik 600 nm oldugu tespit edildi. MagNP/FAM konjugatinin ise
Sekil 6.5.8C’de homjen olarak dagilim gosterdigi tespit edildi. DeNano’nun MagNP ile

birlestikten sonra morfolojisinin degistigi ve biiylikliigiiniin 300-350 nm oldugu tespit
edildi (Sekil 6.5.8D).

Sekil 6.5.8. DeNAno ve konjugasyonlarinin SEM gorintiileri (A) DeNAno (B) DeNAno/FAM
konjugati (C) MagNP/FAM konjugat: (D) DeNAno-MagNP/FAM konjugati, bar uzunlugu: 200
nm
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6.5.3.3 DeNAno-MagNP/FAM konjugatimn buylklik ve ylzey yuki analizi:
ZetaSizer

DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin biiytikliikk ve yilizey yiikii analizi ZetaSizer
cihazinda yapildi ve elde edilen sonuglar DeNAno, MagNP ve MagNP/FAM degerleri ile
karsilastirildi. Elde edilen sonuglarda MagNP biiyiikligiiniin 20-500 nm araliginda genis
bir grafige dagildigi ve ortalama biiyiikliigiiniin 110-150 nm arasinda degistigi tespit edildi
(Sekil 6.5.9B ve Sekil 6.5.11Sekil 6.5.11. B). MagNP yiizey yukinin ise ortalama -
55,4+2,1 mV oldugu tespit edildi (Sekil 6.5.10B ve Sekil 6.5.12B). MagNP/FAM
konjugatinin biiyiikliigii ortalama 250-280 nm arasinda degistigi (Sekil 6.5.9D ve Sekil
6.5.11C) yizey yuku ise ortalama 51,3+2,3 mV oldugu tespit edildi (Sekil 6.5.10D ve
Sekil 6.5.12D). Ayrica farkli iki sivi ile saflastirilan DeNAno’nun biiyiliklik ve yilizey
yiikleri karsilagtirildi (Tablo 6.5.2 ve Tablo 6.5.3). Buna gore distile su ile diyaliz edilerek
saflagtirilan farkli Uretim surelerine sahip DeNAno’larin blydklikleri ortalama 650 nm
olarak tespit edildi ve elde edilen grafigin 300-600 nm araliginda oldugu goriildi (Sekil

6.5.9A). Ylzey yikleri ise ortalama -28,1+2,5 mV olarak tespit edildi (Sekil 6.5.10A).

Tablo 6.5.2°de distile su ile diyaliz edilen DeNAno ve konjugatlart i¢in tim
degerler ayrintili gosterildi. Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ile diyaliz edilen DeNAno’nun
biiytikliigii ortalama 341,2 nm olarak tespit edilirken (Sekil 6.5.11A), ylzey yukii -1,1+1,2
mV olarak tespit edildi (Sekil 6.5.12A). Distile su ile diyaliz edilen DeNAno ile elde
edilen DeNANno-MagNP/FAM konjugatinin biiyiikligii 50-800 nm gibi genis bir aralikta
oldugu (ortalama 246,7 nm) (Sekil 6.5.9), yuzey yikinin ise -53,3£2,7 mV oldugu tespit
edildi (Sekil 6.5.10). Tris-M tamponu ile saflastirilan DeNAnNo ile elde edilen DeNAno-
MagNP/FAM konjugatinin biiyiikliigii 500-1000 nm araliginda oldugu (ortalama 666,2
nm) (Sekil 6.5.11D) ve ylzey yukinin -21,0+1,1 mV oldugu tespit edildi (Sekil 6.5.12C).
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Sekil 6.5.9. Distile su ile diyaliz edilen DeNAno ve konjugatlarinin biiyiikliik dagilim grafikleri
(A) DeNAnNo (B) MagNP (C) DeNAno-MagNP/FAM konjugati (D) MagNP/FAM konjugati
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Sekil 6.5.10. Distile su ile diyaliz edilen DeNAno ve konjugatlarinin zeta potansiyel dagilim
grafikleri (A) DeNAno (B) MagNP (C) DeNAno-MagNP/FAM konjugati (D) MagNP/FAM
konjugati
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Sekil 6.5.11. Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ile diyaliz edilen DeNAno ve konjugatlarmin biiyiikliik
dagilim grafikleri (A) DeNAno (B) MagNP (C) MagNP/FAM konjugati

(D) DeNAno-MagNP/FAM konjugati
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Sekil 6.5.12. Tris-Mg?* tampon c¢ozeltisi ile diyaliz edilen DeNAno ve konjugatlarinin zeta
potansiyel dagilim grafikleri (A) DeNAno (B) MagNP (C) DeNAno-MagNP/FAM konjugati

(D) MagNP/FAM konjugati
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Tablo 6.5.2. Distile su ile diyaliz edilen DeNAno pargaciklarinin ortalama buy(kluk, PDI ve zeta
potansiyel degerleri

Ortalama  Polidispersite
Buyukluk Indeksi
(nm) (PDI)

624,8 0,999 -31,843,3
627,7 0,983 -31,1+1,5
145,5 0,285 -58,4+2,8
276,9 0,299 -46,33,1
265,0 0,897 -51,1+1,0
257,9 0,940 -50,345,1

DeNANno60-MagNP/FAM 246,7 0,470 -53,3+2,7

Zeta Potansiyel
(mV)

Tablo 6.5.3. Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ile diyaliz edilen DeNAno pargaciklarinin ortalama
biiyiikliik, PDI ve zeta potansiyel degerleri

Ortalama  Polidispersite
Buyukluk Indeksi
(nm) (PDI)
DeNAno (Tris-Mg?* tampon -1,1+1,2
gOzeltisi igerisinde)

MagNP (dHz0 icerisinde) 117,2 0,313 -52,4+1,5
MagNP/FAM (dH20 icerisinde) 252,2 0,410 -56,2+1,5

DeNANno60-MagNP/FAM (Tris- 666,2 0,599 -21,0+1,1

Zeta Potansiyel
(mV)

Mg?* tampon ¢ozeltisi icerisinde)
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6.6 Hicre Canhihg1 Analizi

Kaplamasiz yalin demir oksitlerin, PAA kaplamali (250 ve 450 kDa) demir
oksitlerin (MagNP), MagNP/BS konjugatinin ve DeNAno-MagNP/BS konjugatinin
Panc02 ve Pancl hiicreleri tzerine etkileri Bolim 5.6.1°de anlatildigr gibi yapilan MTT
testi ile degerlendirildi ve elde edilen kantitatif veriler Microsoft Excel programi ile
diizenlendikten sonra (ortalama degerleri ve standart sapmalar1 belirlendikten sonra),

Graphpad Prism 8 programinda grafikleri ¢izildi.

6.6.1 Yalin demir oksit parcaciklari ile muamele edilen Panc02 ve Pancl hiicre

hatlarimnin MTT canhlik testi

Uzerinde kaplama bulunmayan, yalin haldeki demir oksit pargaciklarinn in vitro
hicre kiltiirii canlilik testi Bolim 5.6.1.1°de anlatildig1 gibi yapildi. Belirtilen dozlarda
uygulanan yalin demir oksit pargaciklarmin Panc02 ve Pancl hiicreleri Uzerindeki
sitotoksik etkileri belirlenmesi i¢in 24, 48 ve 72 saat araliklarla uygulanan MTT testi ile
incelendi. Kontrol olarak sadece hiicre besi yeri uygulanan hiicrelerin canliligi %100
kabul edilerek hazirlanan grafikte Panc02 hiicre hattina uygulanan yalin demir oksit
parcaciklarinin 0-70 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarina bakildiginda 24 ve 48 saatlerde
konsantrasyona bagl bir azalis olsa da anlamli bir fark gézlenmedigi ve canliligin %99-
82 arasi oldugu tespit edildi. Demir oksit parcaciklarinin 70 pg/ml konsantrasyonun
tistiine ¢iktiginda hiicre canliligmmn %80’in altina diistiigii tespit edildi. Ozellikle 250
ng/ml konsantrasyonda hiicre canliliginin minimuma indigi ve sirasiyla 24 ve 48 saatte
%68 ve %64 oldug: tespit edildi. 72 saatte ise 0-150 pug/ml konsantrasyon araligina kadar
%70’lerde olan canliligin 150-250 pg/ml konsantrasyon araliginda %69-61 aras1 oldugu
tespit edildi (Sekil 6.6.1). Pancl hucrelerinde 24 ve 48 saatleri arasinda anlamli bir fark
gorilmemekle birlikte konsantrasyona bagli hiicre canliliginda azalma goriildii. En diigiik
hiicre canliliginin 24 saatte 250 pg/ml demir oksit uygulamasinda oldugu ve bu oranin
%63 oldugu tespit edildi. 48. saatte elde edilen verilerde ise 150 pug/ml konsantrasyonda
hiicre canliliginin %62 oldugu goézlendi. 48-72 saatleri arasinda ise canliligin %57°ye

kadar distiigii gozlendi (250 pg/ml) (Sekil 6.6.2).
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Yahin demir oksit pargaciklarinin MTT canhlik testi
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Sekil 6.6.1. PancO2 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan yalin demir oksit
parcaciklarinin hiicre canlilig iizerine etkisinin incelenmesi

Yalin demir oksit par¢aciklarimin MTT canhilik testi
Pancl hicre hatti
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Sekil 6.6.2. Pancl hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan yalin demir oksit
parcaciklarinin hiicre canliligi iizerine etkisinin incelenmesi
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6.6.2 PAA kaph MagNP’ler ile muamele edilen Panc02 ve Pancl1 hiicre hatlarinin
MTT canhlik testi

250 kDa ve 450 kDa olmak tizere iki farkli PAA kaplamasi bulunan, MagNP
nanopargaciklarinin in vitro hiicre kiiltiirii canlilik testi yalin demir oksit pargaciklarinda
oldugu gibi MTT canlilik testi kullanilarak yapildi. BOlum 6.6.2°’de anlatildigi gibi
belirlenen dozlarda Panc02 ve Pancl hucrelerine uygulanan MagNP’ler 24, 48 ve 72 saat
olmak iizere incelendi. Alinan kantitatif sonuglarda kontrol olarak kullanilan sadece hiicre
besi yeri uygulanmis hiicrelerin canlilik degerleri %100 olarak kabul edildi. Buna gore
uygulanan MagNP nanoparcaciklarinin her bir konsantrasyonu i¢in iki hiicre hattinda da

canlilik yiizdeleri belirlendi.

Panc02 hiicreleri i¢in hazirlanan canlilik grafiginde 250 kDa PAA ile kaplanan
MagNP’lerin 0-70 pg/ml konsantrasyon araliginda uygulandig: hiicrelerdeki canliligin
%95-90 araliginda sabit kaldig1 ve 100-150 pg/ml konsantrasyon araliginda canliligin
%86-80 oldugu tespit edildi. 450 kDa PAA ile kaplanan MagNP’lerde ise 10 pg/ml
konsantrasyonda %84 ile baslayan canlilik oraninin giderek azaldigi ve ara
konsantrasyonlarda %77 oraninda seyrederken, %69’a (150 pg/ml) kadar diistigi
gozlendi (Sekil 6.6.3).

PAA kaph manyetik nanopargaciklarin
Panc02 hicre hatti ile MTT testi
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Sekil 6.6.3. PancO2 hiicre hattina 24 saat boyunca uygulanan PAA ile kaplanmig MagNP
nanoparcaciklarinin hiicre canliligi iizerine etkisinin incelenmesi
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Pancl hicrelerine 24 saat uygulanan 250 kDa PAA ve 450 kDa PAA ile kaplanan
MagNP’ler incelendiginde 250 kDa ile kaplanan MagNP’lerin uygulandigi hiicrelerdeki
canlilik %90-78 araliginda iken, 450 kDa ile kaplanan MagNP’lerin 0-40 pg/ml
konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerdeki canliligin %99-73 arasinda oldugu gézlendi.
50-250 pg/ml konsantrasyonlarinda ise bu degerlerin %70’in altina; 200 ve 250 ug/ml
konsantrasyonlarinda canliligin %55’¢ distiigii gézlendi (Sekil 6.6.4).

PAA kaph manyetik nanoparcaciklarin
Pancl hicre hattiile MTT testi
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Sekil 6.6.4. Pancl hiicre hattina 24 saat boyunca uygulanan PAA ile kaplanmis MagNP
nanoparcaciklarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin incelenmesi
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Panc02 hiicre hattina uygulanan 250 kDa ve 450 kDa PAA kaplamalit MagNP’ler
48. saatte incelendiginde 250 kDa PAA ile kaplanan MagNP’lerin hiicre canliligini
%80’in altina diismedigi tespit edildi. Konsantrasyona bagli olan bu azalma %92-80
araliginda seyrederken, minimum hiicre canliliginin (%80) bulundugu dozun 150 kDa
PAA ile kaplanan MagNP’lerin uygulandig: hiicrelerde oldugu goriildi. 200-250 ug/ml
konsantrasyonlarinda da ayni sekilde canliligin %80 oldugu goézlendi (Sekil 6.6.5). 10
ug/ml konsantrasyonda uygulanan 450 kDa’lik PAA kaplamasina sahip MagNP’lerin
uygulandig: hiicrelerde 48 saatin sonunda hiicre canliliginin %99 oldugu tespir edildi.
Konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilig1 azalsa da 60 png/ml konsantrasyondan sonra
canliligin %90’1n altina diistiigi gézlendi. 70-250 mg/ml konsantrasyon araliginda ise

canliligin daha da diiserek %60’lara kadar indigi g6zlendi (Sekil 6.6.5).

PAA kapl manyetik nanoparcaciklarin
Panc02 hiicre hattiile MTT testi
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Sekil 6.6.5. PancO2 hiicre hattina 48 saat boyunca uygulanan PAA ile kaplanmig MagNP
nanopargaciklarinin hiicre canliligi iizerine etkisinin incelenmesi
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Pancl hiicre hattina uygulanan 0-250 pug/ml konsantrasyon araliginda 250 kDa ile
kaplanarak hazirlanan MagNP’ler ile elde edilen sonuglarda 24 ve 48 saatleri arasinda
hiicre canliliginin %92 ile %70 araliginda oldugu gozlendi. 10 ug/ml konsantrasyonda
%92 ile baslayan canliligin konsantrasyona bagli olarak diistiigli ve 50 mg/ml
konsantrasyonda uygulanan hiicrelerde %90’ altina indigi goriildi. Canliligin %70
olarak en diistik goriildiigii konsantrasyonun ise 150 pg/ml oldugu tespit edildi. 450 kDa
PAA ile kaplanarak hazirlanan MagNP’lerin uygulandigi hiicrelerde ise 24-48 saatleri
arasinda canliligin doza bagli olarak azaldigi ve 10 mg/ml konsantrasyon uygulamada
canlilik oran1 %86 ile baslarken, minimum degerin %62 canlilik ile 200 ug/ml

konsantrasyonda oldugu gozlendi (Sekil 6.6.6).

PAA kaph manyetik nanoparcaciklarin
Pancl hiicre hattiile MTT testi
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Sekil 6.6.6. Pancl hiicre hattina 48 saat boyunca uygulanan PAA ile kaplanmis MagNP
nanopargaciklarimin hiicre canhiligi tizerine etkisinin incelenmesi
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Panc02 hiicrelerine 72 saat boyunca uygulanan 250 kDa ve 450 kDa PAA
kaplanarak hazirlanan MagNP’lerin hiicre canliligina etkisine bakildiginda, her iki
kaplamanin da uygulandig1 hiicrelerde canlilifin konsantrasyona bagli olarak azaldig
goruldi. 250 kDa PAA ile kaplanarak hazirlanan MagNP’lerin uygulandigi Panc02
hlcreleri %91 ve %72 arasinda canlilik gosterdi. Minimum canlilik yiizdesinin (%72) 250
ug/ml konsantrasyonda MagNP uygulanan hiicreler oldugu tespit edildi. 450 kDa PAA ile
kaplanan MagNP’lerin uygulandigi hiicrelerde ise canlilik oraninin %88 ve %64
araliginda konsantrasyona bagli olarak azaldigi goriildi. Minimum hiicre canliliginin
(%64) oldugu konsantrasyon 200 mg/ml iken, 250 mg/ml konsantrasyona bakildiginda
canlilik oraninin tekrar %73’e ¢iktigi goruldi (Sekil 6.6.7).

PAA kaph manyetik nanoparc¢aciklarin
Panc02 hiicre hattiile MTT testi
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Sekil 6.6.7. PancO2 hiicre hattina 72 saat boyunca uygulanan PAA ile kaplanmig MagNP
nanoparcaciklarinin hiicre canliligi iizerine etkisinin incelenmesi
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250 kDa ve 450 kDa PAA ile kaplanarak hazirlanan MagNP’ler Pancl hiicrelerine
72 boyunca uygulandiginda, her iki kaplama ile hazirlanan 6rneklerin de hiicre canliligina
etkisinin doza bagli olmadig1 ancak canlilia en fazla etki eden konsantrasyonun her iki
kaplama icin de (250 kDa kaplama igin %70, 450 kDa kaplama icin %65) 250 ug/ml
oldugu goruldi. 250 kDa PAA ile kaplanan MagNP’lerin uygulandigi hiicrelerde canlilik
oraninin en yiikksek oldugu (%81) konsantrasyon 10 ug/ml iken, 450 kDa PAA ile
kaplanan MagNP’lerin uygulandigi hiicrelerde en yiiksek canlilik oran1 hem 10 pg/ml

konsantrasyonda hem de 40 pg/ml konsantrasyonda uygulandigi hiicrelerde goriildii.
(Sekil 6.6.8).

PAA kaph manyetik nanopar¢aciklarin
Pancl hicre hattiile MTT testi
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Sekil 6.6.8. Pancl hiicre hattina 72 saat boyunca uygulanan PAA ile kaplanmis MagNP
nanopargaciklariin hiicre canliligi tizerine etkisinin incelenmesi
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6.6.3 DeNAno-MagNP/FAM ve MagNP/BS ile muamele edilen Panc02 ve Pancl
hiicre hatlarinin MTT canhilik testi

Konjuge edilen DeNAno ile MagNP/BS ve yalnizca MagNP/BS’nin Panc02 ve
Pancl hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkisine bakilmasi i¢in B6lim 5.6.1°de anlatildigi
gibi MTT testi uygulandi. 24, 48 ve 72 saat boyunca 2000 ng DeNAno ve 30 ug MagNP
ile hazirlanan konjugasyonun uygulandigi hiicrelerde canlilik oraninin tespir edilebilmesi
icin sadece hiicre besi yeri uygulanan hiicreler kontrol olarak kullanildi ve hiicre
canliliklar1 %100 olarak kabul edildi. Microsoft Excel programinda diizenlenen canlilik

ve standart sapma degerleri grafigi ¢izilmek tizere Graphpad Prism 8 programina aktarildu.

Panc02 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan MagNP/BS ve
DeNAno-MagNP/BS konjugatlarinin 72 saat boyunca hiicreler lizerindeki canliliga etki
etmedigi, canliligin her saat ve her konjugat uygulamasi i¢in benzer olarak %97-94
arasinda oldugu goriildi. MagNP/FAM konjugatinin uygulandig hiicrelerdeki canlilik
oran1 maksimum %97 ile ilk 24 saat i¢erisinde alinan sonuglarda goriildii. Minimum deger
olan %95 ise 24-48 saatleri arasinda elde edilen sonuglarda alinirken, 48-72 saatleri
arasinda alinan sonuglarda canliigin %95’ten %97’ye ¢iktig1 goriildii (Sekil 6.6.9.).
DeNano-MagNP/FAM konjugatinda minimum hiicre canliligt %94 olarak 72 saatlik
uygulamanin ardindan elde edilen sonuglarda goriildii. 0-48 saatleri arasinda alinan iki

sonugcta ise degerler benzer olarak %96 canlilik orani tespit edildi (Sekil 6.6.9.).
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Konjugatlarnin Panc02 hiicre hatti ile

MTT testi
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Sekil 6.6.9. Panc02 hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan DeNAno-MagNP/BS ve
MagNP/BS konjugatlarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin incelenmesi

Pancl hiicresine uygulanan konjugatlarin da Panc02 hiicrelerindeki uygulamaya benzer
olarak hiicre canliligini %93’iin altina disiirmedigi gézlendi. MagNP/FAM ve DeNAno-
MagNP/FAM konjugatlarinda ilk 24 saatte elde edilen verilerde en yiiksek canlilik orani
sirastyla %99 ve %97 olarak belirlendi. 48 ve 72. saatlerde elde edilen verilerde ise

canlilik oranmin her iki konjugat uygulamasimi igeren hiicreler i¢in de %93 oldugu
gorildi (Sekil 6.6.10).

Konjugatlarin Pancl hiicre hatti ile

MTT testi
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Sekil 6.6.10. Pancl hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan DeNAno-MagNP/BS ve
MagNP/BS konjugatlarinin hiicre canlilig iizerine etkisinin incelenmesi
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6.7 Hucre Seciciligi

C39 sekansi kullanilarak tiretilen DeNAno’nun Panc02 hiicre hattina seciciligi
bilinmektedir. DeNAno’nun iizerine floresan isaretli baglayici sekans (Tablo 5.1.5) ve
MagNP nanoparcaciklari baglandiktan sonra segiciligini kaybetmediginin gosterilmesi
icin konfokal mikroskobu kullanildi. Bunun icin hicrelere 24 saat boyunca
DeNAno/FAM ve DeNAno-MagNP/FAM konjugatlart uygulandi. 24 saatin sonunda
hicreler Ucer kez 1X PBS ile yikanarak baglanmayan konjugatlarin uzaklastirilmasi
saglandi. Daha sonra hiicrelere yeni besi yeri i¢erisinde Hoechst DNA boyas1 uygulanarak
cekirdeklerinin konfokal mikroskop altinda floresan 1s1ma ile goriintiilenmesi saglandi.
Elde edilen fotograflar fiizerinden DeNAno/FAM ve DeNAno-MagNP/FAM
konjugatlarinin Panc02 hiicre hattina segiciligi Pancl hiicreleri ile karsilastirildi. Kontrol
olarak Panc02 ve Pancl hiicrelerine yalnizca yeni besi yeri icerisinde Hoechst DNA

boyas1 uygulandi.
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6.7.1 DeNAno/FAM ve DeNAno-MagNP/FAM konjugatlarinin Panc02

hicrelerine seciciligi

FAM BF Hoechst Birlesik
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Sekil 6.7.1. Kontrol (sadece Hoechst uygulanan hiicreler), DeNAno/FAM konjugat: ve DeNAno-
MagNP/FAM konjugati grubunun uygulandigi PancO2 ve Pancl hcrelerinin konfokal
mikroskobunda 10X objektif ile elde edilen fotograf goriintiileri, FAM: 495 nm uyari1lma/520 nm
emisyon altinda floresan goriintii, BF: Aydinlik alan, Hoechst: 350 nm uyarilma/461 nm emisyon
altinda floresan goriintii, Birlesik: FAM, BF ve Hoechst goriintiilerinin birlestirilmesi ile elde
edilen goruntd, bar uzunlugu: 50 um
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10X objektif ile elde edilen konfokal gorunttlerinde Panc02 hiicreleri daha agresif
oldugu i¢in Pancl hiicrelerinin sayica daha az oldugu goriildii. 24 saat siire ile uygulanan
DeNAno/FAM konjugat1 495 nm uyarilma/520 nm emisyon’da floresan 1s1ma veren FAM
ajan1 sayesinde konfokal mikroskopta goriintiilendi. Sekil 6.7.1°de paylasilan
goriintilerde hem DeNAno/FAM konjugatinin hem de DeNAno-MagNP/FAM
konjugatinin yalnizca spesifik oldugu bilinen Panc02 hicrelerine baglanarak PBS
yikamalarinda sistemden ayrilmadigi tespit edildi. Pancl hicrelerinde ise spesifikligi
olmadigr i¢in PBS ile yikamalar sonucu petri kabindan wuzaklagtigi goriildi.
DeNAno/FAM konjugatinin Panc02 iizerindeki goriintiide kiimeleserek daha biiyiik
yapidaki nanopargaciklar olusturdugu ancak DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin daha

homojen dagilim gosterdigi gozlendi.

Bu sonuglara ek olarak, ayni hiicreler 2 kat daha fazla yakinlagtirma i¢in 20X
objektif altinda goriintiilendi (Sekil 6.7.2). Elde edilen sonuclarda Panc02 hiicrelerinin
yiizeyinde goriilen DeNAno/FAM konjugatinin, Panc1 hiicre hattinda ¢ok daha az olmak
Uzere hucrelerin yizeyine spesifik olmadigi gorintilendi. Panc02 hicrelerinin yiizeyinde
DeNAno/FAM konjugatindan daha homojen dagilim gosteren DeNAno-MagNP/FAM

konjugati ise Pancl hiicre hattinda tespit edilmedi.
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Sekil 6.7.2. Kontrol (sadece Hoechst uygulanan hucreler), DeNAno/FAM konjugati ve
DeNAno-MagNP/FAM konjugati grubunun uygulandigi Panc02 ve Pancl hiicrelerinin konfokal
mikroskobunda 20X objektif ile elde edilen fotograf goriintiileri, FAM: 495 nm uyarilma/520
nm emisyon altinda floresan goriintii, BF: Aydinlik alan, Hoechst: 350 nm uyarilma/461 nm
emisyon altinda floresan goriintii, Birlesik: FAM, BF ve Hoechst goriintiilerinin birlestirilmesi
ile elde edilen gorinti, bar uzunlugu: 20 um
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7 TARTISMA VE SONUC

Calismamizda DNA-tabanli bir nanopartikiiler sistem olan DeNAno kullanilarak
Panc(02 miirin pankreas kanser hiicre hattinin hedeflenebilirligi ve bu sistemin manyetik
nanoparcaciklar gibi bagka sistemler ile entegre edilebilirligi arastirilmistir. Tek zincir
DNA sentezinde kullanilan RCA yontemi ile Panc02 hiicre hattina spesifik C39
sekansinin konkatamer olarak art arda dizilmesi ile olusan DeNAno nanopargaciklari
(Ruff ve ark., 2014) elde edilmis (Sekil 5.2.1), elde edilen nanopargaciklarin karakteristik
ozellikleri ve Panc02 hiicre hatt1 icin seciciligi, malzeme bilimi ve karakterizasyonu,
molekiiler biyoloji, biyokimya ve hiicre kiiltiirii teknikleri ile arastirilmistir. Elde edilen
DeNAno’larin baska nanopartikiiler sistemlerin hiicreye yonlendirilmesinde hedefleyici
olarak kullanim uygunlugu molekiiler biyoloji ve biyokimya teknikleri kullanilarak
komplementer sekanslarin fonksiyonel gruplarinin DeNAno’ya entegre edilebilirligi

tizerinden calisilmistir.

DNA nanoparcaciklar olusturulurken Oncelikle bir kalip DNA’ya ihtiyag
duymaktadir. Kalip DNA, istenilen sekansin bir komplementeri olarak dizayn edilen
oligontikleotidin halkasal hale getirilmesiyle olusturulmaktadir. Calismamizda bu islem
sentetik olarak Uretilen 100 bp’ye sahip olan C39 komplementer sekansinin (Tablo 5.1.5)
5’ ve 3’ uglarinin 40 bp’lik bir primer sekans (Tablo 5.1.5) ile bir araya getirilmesini
kapsamaktadir (Sekil 6.1.1). Buna gore; halkasal kalip DNA tizerindeki primer sekansina
dNTP’lerin eklenmesiyle DeNAno elde edilmistir (Sekil 6.2.1). Lei Mei ve ark. NF’leri
olustururken kullandiklar1 kalip DNA’y1 ve NF’leri %2 konsantrasyondaki agaroz jel
tizerinde gosterebilmislerdir. Buna gore kullanilan komplementer sekans ve primer sekans
jel Uzerinde gorinurken RCA iiriinleri olan NF nanopargaciklar: biiyiikliiklerinden otiirii
agaroz jel lizerinde ilerleyememis ve yerlestirildikleri kuyucuklarda parlakliklari ile tespit
edilmislerdir. Benzer sekilde calismamizda %2 konsantrasyonda agaroz jel kullanilmus,
C39 sekansinin komplementeri (Sekil 6.4.1T) ve halkasal kalip DNA (Sekil 6.4.2L) jel
tizerinde goriintiilenebilmistir. Ancak RCA {riinii olan DeNAno kuyucukta
goriintiilenememistir (Sekil 6.4.1-RCA1s5, RCAz0, RCAg0). C39 sekansinin komplementeri

olan sekansin 5’ ve 3’ uc¢larimin enzimatik aktivite ile bir araya gelerek halkasal kalip
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DNA’y1 olusturdugunun agaroz jel iizerinde gosterilmesi i¢in C39 sekansinin
komplementeri (Sekil 6.4.2T) ve primer sekans (Sekil 6.4.2P) ayr1 ayr1 ve birlestirilerek
(Sekil 6.4.2K) sistem iizerindeki kuyucuklara yiiklenmistir. Elde edilen sonuclarda
halkasal kalip DNA iiriiniiniin, C39 sekansinin komplementeri ve primer sekansinin
karigimindan farkli olarak daha parlak bir bant ile tespit edilmesi C39 sekansinin 5° ve 3’
uclarinin enzimatik olarak bir araya getirildigini gostermistir. Halkasal kalip DNA ve C39
sekansinin komplementeri 100 bp hizasinda bulunan markir iizerinde goriiniirken, primer

sekansi (40 bp) 100 bp’nin altinda kaldig i¢in tespit edilememistir (Sekil 6.4.2).

Nanodrop ile gergeklestirilen niikleotit miktar tayininde elde edilen sonuglar
serbest niikleotitlerden (ANTP’ler) gelen sinyali de i¢erdiginden bu yontem DeNAno’daki
niikleotit miktarinin kesin degerini saptamada yeterli olmamistir. Tablo 6.4.1°de
gosterilmis olan nanodrop sonuglari, sentez ve saflastirma sonrasi her DeNAno iiretiminin
kendi igerisinde degersel tutarliligi ve tekrar edilebilirliginin hizli takibi i¢in
kullanmilmistir. Oligreen ile boyama yonteminin 6 niikleotitten daha uzun ssDNA’larin
miktar tayininde hassas bir yontem oldugu bilinmektedir (156). Bu nedenle DeNAno’daki
nukleotit miktarinin daha hassas tespiti i¢in Oligreen ssDNA boyasi1 kullanilmistir. Ayrica
Oligreen yontemi kullanilarak alinan degerler ile RCA sentez yonteminin verimliligi de
hesaplanabilmistir. RCA sentez yontemi verimliligi hesaplanirken 0,005 ile 0,1 ng/ml
konsantrasyon araligindan ziyade, 0,5 ve 50 ng/ml konsantrasyonlari araligindaki
degerlerde tutarlilik gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 6.4.2). Calismamizda Oligreen ile
boyanan DeNAno’larin 480 nm uyarilma/520 nm emisyon’da verdigi absorbans degerleri
Ol¢lilmiistiir (Tablo 6.4.2). Alinan absorbans degerlerinden C39 komplementer sekansinin
ve primer ara sekansinin katkisi g¢ikartilarak 15, 30 ve 60 dakikalik RCA sentez
prosediirlerine gére DeNAno nukleotit miktarlar sirasiyla 15,1 ng, 18,6 ng, 28,6 ng; RCA
ile DeNAnNo sentez verimi yuzdeleri ise sirasiyla %34,4, %42,4 ve %65,2 olarak tespit

edilmistir.

DNA nanoparg¢acigin biiyiikliigliniin RCA siiresi, INTP konsantrasyonu ve enzim

miktar1 ile dogru orantili olmasi beklenmektedir. Yifan Lv ve ark. yaptig1 ¢alismada
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NF’ler icin 0,5-30 saate kadar iiretimi gerceklestirilen 6rnekler mevcuttur (11). Bu
caligsmada iiretim siiresi arttik¢a nanopargacigin biiyiikliigiiniin arttigi, SEM analizleri ile
gosterilmistir. Benzer sekilde Steiner ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 15, 30, 45
ve 60 dk’lik sentez prosediirleri ile iiretilen DeNAno’larin iiretim siiresi arttik¢a
biiyiikliiklerinin de arttigit DLS sonugclari ile gosterilmistir. Caligmamizda 15, 30 ve 60 dk
sentez proseddrleri ile Uretilen DeNAno’larin SEM ile biiyiikliik ve morfoloji analizi
yapilmistir. SEM ile alinan goriintiilerde, farkli iiretim siireleri olan DeNAno’lar arasinda
anlamli bir fark olmadigi, ortalama biiyiikliiklerinin 200-500 nm arasinda Olgiildiigi
goriilmustir (Sekil 6.4.4). DLS sonuglart SEM ile alinan goriintiilere paralel olarak farkli
sentez siirelerine sahip DeNAno nanopargaciklarinin biiyiikliikleri arasinda anlamsal bir
fark olusmadigini ve ortalama biiyiikliiklernin 600 nm oldugunu gostermistir (Sekil 6.4.6).
Nanodrop ve Oligreen boyasi kullanilarak elde edilen DeNAno’nun niikleotit miktari
analizindeki Uretim siiresine bagli olan artis, SEM ve DLS sonuclarinda goriilmemistir.
Bu sonuglar, DeNAno iiretim siiresi arttikca daha fazla niikleotide sahip olsa da bu
niikleotitlerin molekiiler etkilesimlerle kendi icerisinde katlanarak yumaga benzer
yuvarlak bir yapr icinde sikilagsmasi ile neticelendigi (Sekil 6.4.4) icin biiyiikligi
degismeyen yogun bir DNA nanoparcacik elde edildigini gostermektedir. Farkli tiretim
stirelerine sahip DeNAno’larin Sekil 6.4.7°de gosterilen zeta potansiyel degerlerine (-21
ile -32 mV araliginda) bakildiginda ise yiizey yiikleri arasinda anlamli bir fark
gbzlenmemistir. ANTP miktari, Yifan Lv ve ark. calismasinda 1,9 mM iken ¢alismamizda
0,06 mM olarak kullanilmistir. 2015 yilinda Yifan Lv ve ark. tarafindan yapilan NF
nanoparcacigi iretimi ¢alismasinda kullanilan 952 U/ml phi29 polimeraz konsantrasyonu,
Ruff ve arkadaglarinin ¢aligmalarindaki sistemi baz alan ¢alismamizda uygulanan phi29
polimeraz miktarinin (50 U/ml) (Ruff ve ark., 2014; Steiner ve ark., 2010) ¢cok tUzerindedir.
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DeNAno’nun saflagtirilmast i¢in santrifiij ve diyaliz olmak iizere iki farkli yontem
tecriibe edilmistir. ilk yontem olarak Yifan Lv ve ark. (2015) uyguladig1 santrifiij yontemi
kullanilmistir. Santrifiij ile saflastirma sonucu 0,1-0,6 ng/ml aras1 gibi diisiik miktarda
tirtin elde edildigi i¢in santrifiijiin uygun bir yontem olmadig1 neticesine varilmistir (Tablo
6.4.1). Ikinci olarak diyaliz yontemi i¢in Ruff ve ark. uyguladigi metod kullanilmistir
(Ruff ve ark., 2014). Tablo 6.4.1’de gosterildigi gibi diyaliz ile elde edilen iiriin
miktarinin, santrifiij ile elde edilen iiriin miktarindan daha fazla olmasi santrifdj ile
saflagtirma sirasinda DNA nanopargacik kaybi oldugunu diisiiniirmistiir. Bu sebeple

caligmalara diyaliz yontemi ile elde edilen DeNAno’lar ile devam edilmistir.

DeNAno nun saflastirilmas icin distile su ve Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ayr1 ayr
kullanilmistir. Iki farkli ortamda yapilan diyaliz ile ssDNA’nin olusturdugu siki baglar
anlasilmaya calistlmustir. Ik olarak distile su ile diyaliz edilerek saflastirma islemi
yapilmis ve alinan SEM goriintiilerinde yogun ve siki bir sekilde birbiri {izerine katlanan
ssDNA yapist gozlemlenmistir (Sekil 6.4.3). Goriintiilerdeki biiyiik pargaciklarin -kiiresel
yapilarin yan yana gelmesi ile olusan yuvarlak konveks yiizey hatlari- birkag
DeNAno’nun birlesmesiyle olustugu anlasilmaktadir. Bu durumun 6niine gegilebilmesi
ve molekiiler etkilesimin olusturdugu bazlar arasindaki baglarin kirilabilmesi i¢in Yifan
Lv ve ark. uyguladigi metod olan yiiksek sicaklikta 1sitma (70 °C) ve sonra sogumaya
birakma yontemi DeNAno’lara uygulanmistir (Yifan Lv ve ark., 2015). Calismamizda
elde edilen ve Sekil 6.4.4’te ayrintili olarak verilen SEM goriintiileri, yiiksek sicaklik ile
-kendi icerisindeki karakteristik yapiyr koruyarak- birlesik nanoparcaciklarin
birbirlerinden ayrilmasinin saglanmasinin miimkiin oldugunu gostermistir. Uygulanan
1sitma ve sogutma yontemi ile ZetaSizer cihazi kullanilarak alinan farkli iretim siirelerine
sahip DeNAno’larin biiyiiklik degerlerinin de SEM goriintiilerini destekler sekilde
birbirlerinden farkli olmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 6.4.6). Bu sonuglara gére DeNAno
SEM goruntilerinde ortalama 200-500 nm olarak goériintiilenmis ve DLS sonuglarinda da
her bir DeNAno’nun 400-800 nm arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu durum DLS 6ncesi
1sitma iglemi uygulansa da DLS sirasinda gecen siire igerisinde sicakligin tekrar diigmesi

ile termodinamik olarak pargaciklar arasi etkilesimlerin zamanla tekrar olusabildigini
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gostermistir. Bu sebeple herhangi bir uygulama Oncesi DeNAno’larin 1s1ya maruz
birakilarak monodispers hale getirilmeleri ve ardindan kullanilmalarinin, hedefleme icin
gerekli partikiiler seciciliklerini korumalari igin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Sicaklik
artisinin - DeNAno iizerindeki etkisi nukleotit zinciri igerisindeki intramolekiiler
etkilesimlerle -hidrojen baglari, elektrostatik ve van der Waals etkilesimleri- etkisi
olurken, niikleotit omurga yapisindaki kovalent baglara etkisinin olmas1 ve DeNAno’lara

yapisal bir zarar1 s6z konusu degildir.

Pozitif degerlikli metal iyonlarmin polianyonik yapida olan niikleik asitleri
stabilize ettigi bilinmektedir (Theophanides ve ark., 1986; Anastassopoulou ve ark.,
2002). Katyon iceren c¢ozeltilerin tampon olarak kullanilmasi yoluyla DeNAno’yu
olusturan oligoniikleotitlerin kendi aralarindaki molekiiler etkilesimleri kirmanin
miimkiin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu bilgi 1s18inda, Tris-Mg?* iceren bir tampon
cozelti hazirlanarak DeNAno bu tampon ¢Ozelti ile diyaliz edilmistir. Diyaliz sonunda
elde edilen drneklerin biyuklukleri ZetaSizer cihazinda analiz edilmistir (Sekil 6.5.11).
Sekil 6.5.11A’da verilen DLS grafiginde DeNAno’nun ortalama biiyiikliigii 341,2 nm
olarak yani distile suda diyeliz edilen DeNAno’nun ortalama biiykiiligiinden (yaklasik
627,7 nm) daha kiigik tespit edilmistir. Bu sonuglar Mg?" katyonlarmin DeNAno’yu
olusturan uzun oligoniikleotidin bazlar1 arasina girerek iki veya daha fazla DeNAno
nanoparcacigin etkilesimini engelledigine isaret etmektedir. Bu ¢ikarimi destekleyen bir
diger sonug, Sekil 6.5.12A’da verilen Mg?* katyonu iceren Tris tampon ¢ozeltisi ile
diyaliz edilmis DeNAno’nun zeta potansiyel degeridir. Bu deger Sekil 6.4.7°de verilen
distile su ile diyaliz edilerek saflastirilmis DeNAno’nun zeta potansiyel degerine (-
31,1+1,52 mV) kiyasla ndtre yakin bir negatif deger (-1,1+1,20 mV) ile tespit edilmistir.
Tris-Mg?* tampon cozeltisi ile diyaliz edilmis DeNAno’nun tim DLS verileri bir tablo

halinde toplanmistir (Tablo 6.5.3).
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DeNAno’nun goriintiillenmesi ve sudaki dispersitelerinin degerlendirilmesi i¢in
saflastirilmamigs DeNAno ornekleri Hoechst DNA boyasi ile isaretlenerek konfokal
mikroskopta goriintiilenmistir (Sekil 6.4.5). Hoechst DNA boyasiin verdigi 1sima ile
DeNAno’larin goriintiilenmesi miimkiin olmustur. Bu nanopargaciklarin homojen olarak
dagilim gosterdikleri gozlemlenmistir. Kontrol olarak kullanilan distile su igerisine
Hoechst boyasi eklenerek alinan goriintiilerde (Sekil 6.4.5) floresan sinyal olmadig tespit
edilmistir. Alternatif olarak, distile su icerisinde saflastirilan DeNAno’ya “FAM” olarak
kisaltilan “floresan 6zellikteki komplementer ara sekans” eklenerek DeNAno/FAM
konjugasyonu yapilmis ve konjugatin basarili bir sekilde gergeklestiginin gosterilmesi i¢in
konfokal mikroskopta goriintiiler alinmistir (Sekil 6.5.1). Bu sonuglar DeNAno’nun
homojen bir sekilde dagildigin1 gosterse de saflastirildigi sivinin iyon igermeyen distile su
olmasi nedeniyle DeNAno nanopar¢aciklarinin bir araya gelmesinin termodinamik agidan
desteklendigi ve sayica birden ¢ok DeNAno nanoparcacigmin bir arada oldugu
goriilmiistiir. Iyon miktar1 ile dengelenme yapilip konfokal analizlerinin tekrar edilmesi
istenmis olsa da Tris-Mg?* tampon ¢ozeltisi ile saflastirilan DeNAno’nun igerigindeki
mineral yogunlugunun sebep oldugu kirli arka plan goruntiisi, SEM gdruntulerinin

alinmasini engellemistir.

Kim ve ark. RCA metodu ile sentezledikleri ve DNF adin1 verdikleri DNA
nanopargaciklar1 negatif yiiklii (6rnegin, RNAase A) veya pozitif yiiklii (6rnegin, BSA)
proteinler ile konjuge edildiklerinde DNF’in zeta potansiyel degerlerinin benzer tespit
etmisler. Yalniz basina DNF’in zeta potansiyel degeri -42.7 £ 1.8 mV iken RNAase ile
baglandiginda bu degerin -42.5 £ 1.0 mV, BSA ile birlestiginde ise —43.0 = 1.8 mV oldugu
gozlenmis (Kim ve ark., 2017). Calismamizda DeNAnoso/FAM konjugatinin ZetaSizer
ile analiz edilmesi sonucu zeta potansiyel degerinin ortalama -24,6+4,48 mV oldugu tespit
edilmistir (Sekil 6.5.2C). Bu sonuca sahip DeNAno/FAM konjugatinin, yalin
DeNAno’dan (-31,1+1,52 mV, Sekil 6.4.7C) daha az negatif zeta potansiyel igerdigi
gorilmektedir. Ancak -21,5+2,7 mV zeta potansiyeli olan DeNanois’in (Sekil 6.4.7A)
floresan isaretli baglayici sekans ile birlestiginde (DeNAnois/FAM konjugati, Sekil
6.5.2A) zeta potansiyel degerinin -23,2+3,74 mV oldugu ve zeta potansiyel degeri -
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31,8+3,3 mV olan DeNAnoso’un (Sekil 6.4.7B) floresan isaretli baglayict sekans ile
birlestiginde (DeNANno03o/FAM konjugati, Sekil 6.5.2B) zeta potansiyel -31,1+1,48 mV
oldugu ve bu iki nanopargacikta anlamli bir degisim olmadigi goriilmiistiir. Sadece, RCA
stiresinin en daha fazla oldugu dolayisiyla en ¢ok oligoniikleotit igeren DeNAno60’ta

gorulen bu durum daha fazla aragtirma gerektirdiginden agiklanamamustir.

MagNP’ler, DeNAno’ya konjuge edilebilmesi i¢in Oncelikle C39 sekansina
komplementer floresan isaretli baglayici sekans ile birlestirilmistir. Konjugasyonun
basarili olup olmadiginin anlagilmasi i¢in baglayici sekansa bagli FAM’in floresan
ozelliginden faydalanilmistir. Cesitli konsantrasyonlarda MagNP/FAM konjugatlarinin,
MagNP nanoparcaciginin ve floresan isaretli baglayici sekansin floresan miktari
spektrofotometre cihazinda 6l¢iildiiglinde MagNP/FAM konjugatlarinin verdigi floresan
miktarinin diger 6rneklere gore fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.5.3). Sekil 6.5.3’te
grafik haline getirilen degerlerde MagNP/FAM konjugatlarimin floresan miktarinin
konsantrasyona bagli olarak arttigi gézlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda floresan
analizi yapilan MagNP nanopargaciklari ve floresan isaretli baglayici sekans 6rnegi yalniz
olarak incelendiginde ise 6nemli bir floresan 1s1ma tespit edilmemistir (Sekil 6.5.3). Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak MagNP/FAM konjugasyonunun basarili bir sekilde
gergeklestirildigi disiintilmiistiir. Konfokal goriintiileri floresan spektroskopi sonucunu
destekler sekilde MagNP nanoparcaciklarinin yiizeyine baglanan floresan isaretli
baglayic1 sekans sayesinde floresan 1s1ma yaptigimi gostermistir (Sekil 6.5.4).
MagNP/FAM konjugatina kontrol olarak kullanilan MagNP nanoparcaciklariin Sekil
6.5.4’te gorildiigii gibi ayn1 dalga boyunda floresan 1sima vermemesi konjugasyonun
basaril1 bir sekilde gerceklestigini desteklemekte ve 1g1manin konjugasyon ile manyetik
nanopargaciklarin yilizeyine baglanan floresan isaretli baglayici sekanstan kaynaklandigini
gostermektedir. Ayrica, Sekil 6.5.5A’deki 100K SEM goruntisune bakarak MagNP/FAM
konjugatinin su igerisinde homojen dagildigin1 séylemek miimkiindiir. Sekil 6.5.5B’deki
200K gorintide MagNP/FAM konjugatlarinin zaman zaman toplam biiyiikligi 300
nm’den daha kiiclik olacak sekilde kiimelendigi goriilmekle beraber, yiiksek
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konsantrasyon degerine ragmen (20 ug/ml MagNP/FAM) ciddi bir agregasyon

olusturmadig1 gozlemlenmistir.

MagNP nanopargaciginin floresan isaretli baglayici sekans ile baglandiginda
ortalama biyiikliigiiniin artmas1 ve yilizey ylkiinin degismesi beklenmektedir.
MagNP/FAM konjugatlarimin biiyiiklik ve zeta potansiyel analizi yapilmak (zere
ZetaSizer cihazindan faydalanilmistir. Sekil 6.5.6A’da MagNP nanopargaciginin 20-500
nm arasinda degisen genis bir dagilima sahip olan biiytikliik grafiginin, Sekil 6.5.6C’de
floresan isaretli baglayict sekans ile birlestiginde 185-500 nm araligina kaydigi
goriilmistiir. MagNP nanoparcacigi (Sekil 6.5.9B ve Sekil 6.5.11B) ve MagNP/FAM
konjugati (Sekil 6.5.9D ve Sekil 6.5.11C) iki farkli zamanda &l¢lilmiis ve ortalama
baydkliklerinin iki farkli 6lgtim i¢in benzer oldugu gozlemlenmistir. Buna gore ortalama
biiyiikliigii yaklasik 130 nm olarak tespit edilen MagNP nanoparcacigin, floresan isaretli
baglayict sekans ile birlestiginde olusturdugu MagNP/FAM konjugatinin ortalama
biiyiikliigii ise yaklasik 260 nm olarak tespit edilmistir. Bu bulgular da spektrofotometre
sonucuna paralel olarak, MagNP/FAM konjugasyonunun basarili bir sekilde
gerceklestigine isaret etmektedir. Ayni sekilde MagNP nanopargaciinin -58,4+2,80 mV
(Sekil 6.5.6B) olan zeta potansiyel degerinin MagNP/FAM konjugatinda -46,3+3,15
mV’a (Sekil 6.5.6D) yilkselerek pozitif tarafa kaydig: tespit edilmistir.

DeNAno’nun MagNP ile konjuge edilebilmesi i¢in MagNP’ye baglanan floresan
isaretli baglayict sekansin C39 oligonUkleotit dizisine baglanma 6zelligi kullanilmustir.
Konjugasyon isleminde, DeNAno’nun kendi i¢inde katlanmis tersiyer yapisinin agilarak
MagNP’lerin yiizeyindeki komplementer sekansa baglanma miktarini artirmak amaci ile
yiiksek sicaklik (95 °C) uygulanmistir. Daha sonra ise 1s1 baglanma sicakligi olan 55 °C’ye
getirilmis ve konjugasyon bu sicaklikta gergeklestirilmistir. Bu sekilde konjugasyonun
verimliliginin artirilmast hedeflenmistir. Tersiyer yapist acilan DeNAno’nun yiizeyine,
komplementer baglayic1 sekans sayesinde baglanan MagNP nanopargaciklarinin
DeNAno’nun morfolojisinde biiylik bir degisime sebep oldugu gozlenmistir (Sekil

6.5.8D). DeNAno’ nun siki baglantilarini igeren piiriizsiiz yuvarlak formunu kaybedip,
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yuzeyinin daha plrizli hale geldigi gorilmistir. Sekil 6.5.8D’deki DeNAno-
MagNP/FAM konjugatinin SEM gorintlsiinde arka plandaki nanopargaciklar, Sekil
6.5.8C’deki MagNP/FAM konjugatinin SEM gorintiisii ile benzerlik gostermektedir.
Arka plandaki nanoparcaciklarin DeNAno ile baglanmamis MagNP’ler oldugu
diistiniilmiistiir. Buradan yola ¢ikilarak baglayici sekans ile konjuge edilen MagNP’lerin
hepsinin DeNAno’ya baglanmadigi goriilmektedir. Buna bagli olarak DeNAno
konsantrasyonu artirilarak bu sorunun Oniline gecilebilecegi diisiiniilmiistiir. SEM
goriintiisii tizerinde DeNAno’larin biiylikligi yaklasik 600 nm olgiiliirken (Sekil 6.5.8A),
DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin biiyiikliigii 300-350 nm olarak dl¢tilmiistiir (Sekil
6.5.8D). Ayrica DeNAno/FAM konjugatinin SEM goriintiilerine bakildiginda (Sekil
6.5.8B) floresan isaretli baglayici sekansin baglanmasiyla DeNAno’nun biiyikligii
degismese de DeNAno nun molekiiller arasi etkilesimlerin olusturdugu siki baglarinin
acildig1 ve floresan isaretli baglayici sekansin bu kisimlara baglandigi disiinilmiistiir.
Elde edilen DLS sonuglart da SEM goriintiilerini destekler sekilde, distile su ile diyaliz
edilen DeNAno’nun MagNP ile birlestiginde biiyiikligiiniin kii¢iildiigiinii gostermistir
(Sekil 6.5.9). Bu sonuglara gére DeNAno’nun ortalama 300-600 nm araliginda olgiilen
biiyiikliigiiniin (Sekil 6.5.9A), MagNP ile birlestiginde 60-800 nm arasinda degisen genis
bir araliga dagildigi goézlenmistir (Sekil 6.5.9C). DeNAno’nun negatif zeta potansiyel
degerinin, MagNP konjugasyonu sonrasi degisimi arastirilmigtir. MagNP -58,4+2,8 mV
zeta potansiyel degeri ile DeNAno’dan (-31,1£1,5) daha negatif zeta potansiyel degerine
sahiptir. Sekil 6.5.10°da orneklerin zeta potansiyel grafikleri karsilastirilmis ve MagNP
nanopargacigi (Sekil 6.5.10B), floresan isaretli baglayici sekans ile birlestiginde (Sekil
6.5.10D) grafigin pozitif yone kaydigi goriilmiistiir. Bunu takiben Sekil 6.5.10A’da
gosterilen DeNAno’nun zeta potansiyel degerinin (-31,1+1,52 mV) kendinden daha
negatif yizey yikine sahip MagNP/FAM (Sekil 6.5.10D, -46,3+3,15 mV) ile konjuge
edildiginde tekrar negatif tarafa kaydigi ve -53,3+2,71 mV olarak olgiildiigii gézlenmistir
(Sekil 6.5.10C).
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DNA’nin viral kapsitlerde veya hiicre c¢ekirdeklerinde sikica paketlendigi
bilinmektedir. [n vitro ortamda DNA yapisindaki nanopargaciklarin yogunlasarak
paketlenmesine yardim etmek i¢in katyonlar, pozitif yiiklii ylizey aktif maddeler ve notr
zayif ¢oziciler kullanilmaktadir. Yuan ve ark. RCA metodu ile DNA nanopargacik
{iretimi sirasinda ortama ekledikleri Mg?* iyonlarmin DNA’y1 yogunlastirdigini ve siki
paketlenen bu DNA nanoparcacigin daha stabil oldugunu elde ettikleri SEM goriintiileri
ile gozlemlemisler (Yuan ve ark., 2018). Poliaminlerin hiicresel DNA’nin yogunlasarak
paketlenmesine yardimci olduklar1 bilinmektedir. Bu bilgi 1s181inda Vijayanathan ve ark.
bir poliamin olan sipermin ve homologlarini kullanarak yaptiklari ¢alismada DNA’’nin
poliaminler varliginda daha yogun paketlendigini lazer 15181 sacgilimi verileri ile
gostermigler (Vijayanathan ve ark., 2001). Bu bilgilere dayanilarak saflastirildiklari
tampon ¢ozeltileri farkli olan DeNAno’lar ile yapilan konjugatlarinin bityiikliikleri ve zeta
potansiyel degerleri ZetaSizer cihazi kullanilarak karsilastirilmistir (Tablo 6.5.2 ve Tablo
6.5.3). Buna gore Tris-Mg?* tampon c¢ozeltisi ile saflastirilan DeNAno ile elde edilen
DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin biyiikliigii (666,2 nm, Sekil 6.5.11D), distile su
icerisinde saflastirilarak elde edilen DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin biiyiikliiglinden
(246,7 nm, Sekil 6.5.9C) daha fazla oldugu tespit edilmistir. Mg?* katyonlarinin selat ajan1
gorevi gorerek DeNAno’nun oligoniikleotitleri arasindaki siki baglari engelledigi ve
yiizey yikiini degistirdigi diistiniilmiistiir. Buna gore distile su icerisinde saflastirilan
DeNAno’nun ortalama zeta potansiyel degeri -31,1 mV olarak tespit edilirken (Tablo
6.5.2) Mg?* katyonlarini iceren Tris tamponu ile saflastirilan DeNAno nun ortalama zeta
potansiyel degeri -1,132 mV olarak (Tablo 6.5.3) tespit edilmistir. Buna bagli olarak iki
farkl s1v1 ile saflastirilan DeNAno’nun MagNP ile konjugasyonunun da yiizey yiikiiniin
farkli olacagi distiniilmistiir. Distile su igerisinde saflastirilan DeNAno-MagNP/FAM
konjugatinin ortalama zeta potansiyel degeri -53,3 mV olarak olgulirken (Tablo 6.5.2),
Mg?* tampon ¢ozeltisi ile saflastirilan DeNAno-MagNP/FAM konjugatmin ortalama zeta
potansiyel degeri -20,97 mV olarak ol¢iilmiistiir. ZetaSizer kullanilarak alinan biiytikliik
ve yiizey yiikii sonuglari, Mg?* katyonlarinin DeNAno’yu olusturan oligoniikleotitler ile

Iyonik etkilesimi sonucu yapiy1 stabilize ettigini desteklemektedir.
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DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin dispersite analizi floresan igaretli baglayici
sekansin floresan Ozelligi sayesinde yapilmistir. Sekil 6.5.7’de distile su icerisinde
saflagtirllmis DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin konfokal mikroskobu goéruntuleri
verilmistir. Sekil 6.5.1. deki DeNAno/FAM goriintiisiine kiyasla daha homojen bir
dagilim gosteren DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin konfokal goriintiisii (Sekil 6.5.7)
SEM (Sekil 6.5.8D) ve ZetaSizer (Sekil 6.5.9C) verilerine ek olarak DeNAno’nun MagNP
ile birlestiginde daha siki paketlenerek biiyiikliigiiniin kii¢iildiigiinii géstermistir. Sekil
6.5.4’de verilen MagNP/FAM konjugatinda goriilen MagNP’ye 6zgii yuvarlak formun ve
BF goriintiilerindeki MagNP oldugu diisiiniilen i¢i siyah yapi, DeNAno-MagNP/FAM
konjugatinda (Sekil 6.5.7 10X) yalnizca bir tane nanoparcacigin BF goriintiisiinde tespit
edilmis ancak o nanoparcacigin da floresan sinyalini az oldugu goézlemlenmistir. Bu
durum DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin konfokal mikroskop gorntiisiinde tespit
edilen floresan sinyali az olan MagNP nanopargaciginin, DeNAno’ya baglanmasini
saglayan ve ayni zamanda floresan isaretleyici tagiyan sekans ile yeterli miktarda

baglanamamasi ile iligkilendirilmistir.

PAA ile kaplanmis demir oksitlerin (MagNP), MagNP’leri olusturan yalin demir
oksitlerin, DeNAno-MagNP/BS ve MagNP/BS konjugatlarinin Panc02 ve Pancl hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerinin anlagilmasi icin MTT testinden faydalanilmistir. Gholami
ve ark. Hep-G2 (insan karaciger kanseri) hiicre hatti izerinde 1-500 pg/ml konsantrasyon
araliginda yalin demir oksit par¢aciklarinin hiicre canliligina etkisini incelemisler. Bunun
sonucunda elde ettikleri verilerde 24 ve 48 saatlerinde inceledikleri hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli olarak azaldigini ve her iki zaman dilimi i¢in de benzer oldugunu
gormiisler. Elde ettikleri sonuglara gére 200-500 pg/ml konsantrasyonda canliligin %70-
60 arasina diistiigli ve yalin demir oksit pargaciklarinin 100 pg/ml’ye kadar toksisite
gostermedigi tespit edilmis (Gholami ve ark., 2015). Bir baska c¢alisma ise Yylizey
kaplamasi olmayan (yalin) demir oksit pargaciklarinin LDH artigina sebep oldugunu ve
hiicre tipine bagli olarak farkli toksik etkileri olabilecegini gostermis (Choi ve ark., 2009).
Calismamiz sonucu elde ettigimiz verilerde Gholami ve ark. sonuglarina benzer olarak 0-

250 pg/ml konsantrasyonlarda uygulanan yalin demiroksitlerin ilk 24 saat icerisinde
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Panc02 hucrelerine toksik etki gosterdigi ve bu toksik etkinin konsantrasyona bagli olarak
arttig1 gortilmistiir (Sekil 6.6.1). Buna gore Panc02 hiicrelerine ilk 24 saatte uygulanan en
yuksek konsantrasyon (250 pg/ml) ile canlilik orani %68’¢ diismiis ve 0-48 saatleri
arasinda benzer olarak seyretse de 72 saat sonunda canlilik oraninin %61°e distigi
gozlenmistir (Sekil 6.6.1). Yalin demir oksitlerin Pancl hiicre hattinda yine ayn1 sekilde
ilk 24 saatte toksik etki gostermeye basladigi goriilmistiir. 48 ve 72. Saatlerdeki
Ol¢iimlerde de toksik etkinin benzer olarak konsantrasyona bagli azaldigi goézlenmistir
(Sekil 6.6.2). 24, 48 ve 72. saatlerdeki 6l¢timlerden elde edilen verilerde her iki hiicre hatt1
icin de ortak olarak toksik etkinin arttig1 konsantrasyonun 100 pg/ml yalin demir oksit

uygulamasi oldugu goriilmektedir (Sekil 6.6.1 ve Sekil 6.6.2).

Demir oksitlerin yiizey kaplamalart olmadan stabil olmayacagini ve hiicreler igin
toksik olabilecegini gosteren bir¢ok ¢alisma vardir (Choi ve ark., 2009; Sun ve ark., 2014).
Calismamizda stabilitesini artirmak ve toksik etkilerini en aza indirmek i¢in demir oksitler
PAA ile kaplanmustir. Iki farkli molekiil agirlikli PAA kullanilmakla beraber hangisinin
daha stabil olabilecegi karsilastirilmigtir. 250 kDa ve 450 kDa PAA ile yapilan ¢aligmalar
sonucunda 450 kDa PAA ile kaplanan demir oksitlerin agregasyon olusturmaya yatkin
oldugu goriilmiistiir. Agregasyon olusturmasi hiicre kiiltliriinde de c¢aligmalari
etkileyebilecegi i¢in 250 kDa PAA ile kaplanan demir oksitler ile galigmalara devam
edilmis ancak yine de 450 kDa PAA ile kaplanarak hazirlanan demir oksitlerin
sitotoksisite testleri bulgulara eklenmistir. Elde edilen sonuglarda 250 kDa PAA ile
kaplanan MagNP’lerin uygulandigi hiicrelerde canlilik oranimmin 450 kDa PAA ile
kaplanarak hazirlanan MagNP’lerden daha fazla oldugu tespit edilmistir. 24 (Sekil 6.6.3)
ve 48. saatlerde (Sekil 6.6.5) alinan dlgtimler ile elde edilen sonuglarda Panc02 hiicreleri
icin 250 kDa PAA ile kaplanan MagNP’lerin hiicre canlilifina etkisinin benzerlik
gosterdigi ve hiicrelerdeki canlilik oraninin %90-80 arasi oldugu gozlenmistir. Buna
karsilik 72. saatin sonunda elde edilen verilere bakildiginda hiicre canlilifinin %70’lere
diistiigli gozlenmistir (Sekil 6.6.7). 450 kDa PAA ile kaplanarak elde edilen MagNP’lerin
uygulandigr Panc02 hiicrelerinde ise canliligin ilk 48 saat icerisinde %60’a diistiigii
gozlenmistir (Sekil 6.6.5). Pancl hiicrelerine 250 kDa ve 450 kDa PAA ile kaplanmis
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MagNP uygulamasinin canlilifa etkisinin Panc02 hiicrelerindeki etkiye benzer oldugu
gozlenmistr. Panc02 hiicrelerinde oldugu gibi Pancl hiicrelerinde de 24 (Sekil 6.6.4) ve
48. saatlerde (Sekil 6.6.6) az gorulen toksik etkinin, 72. saatteki (Sekil 6.6.8) 6lcumlerle
elde edilen sonuglarda en fazla oldugu goriilmiistiir. 450 kDa PAA ile kaplanan MagNP
nanopargaciklarinin 250 kDa PAA ile kaplanan MagNP nanoparg¢aciklarindan daha toksik

etkiye sahip oldugu Panc1 hiicrelerinde de gézlenmistir.

Yuan ve ark. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerine 12 saat siire ile RCA
yontemiyle retilen DNA nanopargaciklar: uygulamislar ve MTT testi sonucu sitotoksik
etkisinin bulunmadiginit bildirmisler (Yuan ve ark., 2018). Calismamizda demir oksit
uygulamalarinda kullanilan iki hiicre hattina (Panc02 ve Pancl) MagNP/FAM ve
DeNAno-MagNP/FAM konjugatlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanarak hiicre
canliligina etkileri gézlemlenmistir. DeNAno-MagNP/FAM konjugasyonunda 30 pg/ml
MagNP ve 2000 ng DeNAno kullanilmistir. MTT uygulamasi sonucunda elde edilen
verilerde her iki konjugatin da sitotoksik etkisinin olmadig1 gézlemlenmis ve Sekil 6.6.9
ve Sekil 6.6.10’da bu veriler grafik halinde gosterilmistir. Buna gore konjugatlarin
uygulandigi her iki hiicre hattinda da canlilik oran1 benzer olarak %97-93 araliginda tespit

edilmistir.

Aptamerlerin RCA metoduyla multimerik hale getirildiklerinde spesifik baglanma
ozelliklerini  kaybetmedikleri, hatta hedeflerine primer aptamerlerden daha iyi
baglandiklar1 gosterilmistir (Zhao ve ark., 2012). RCA ile DNA nanopargacik haline
getirilen aptamerlere DOX ilaci yiiklendiginde yine spesifikligini kaybetmedigi, yalin
halde kullanilan DOX ilacina gore daha verimli ilag iletimi yapildig1 gosterilmistir. Ruff
ve ark rastgele Kkutlphanelerden segtikleri sekanslar ile hazirladiklart DNA
nanopargaciklar1 Panc02 hiicreleri ile inkiibe ettikten sonra hiicrelere en fazla baglanan
sekansin C39 admi verdikleri 100 bp’den olusan bir oligoniikleotit oldugunu tespit
etmiglerdir (Ruff ve ark., 2014). DeNAno’larin hiicrelere baglandigim1 FACS cihazi
kullanarak analiz etmislerdir. Calismamizda, RCA yontemi ile sentezlenen DeNAno’nun

Panc02 hiicre hattina spesifikliginin gdsterilmesi ve ardindan ylizeyine baglanan MagNP
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nanopargaciklar veya FAM isaretli kisa bir DNA dizisi ile bu spesifikliginin degisip
degismediginin gosterilmesi i¢in konfokal mikroskobundan faydalanilmigtir. Sekil
6.7.1°de kontrol olarak kullanilan Pancl hiicrelerine baglanmayan DeNAno/FAM ve
DeNAno-MagNP/FAM konjugatlarinin Panc02 hiicrelerine spesifik olarak baglandigi
goriilmektedir. Baglanmayan DeNAno konjugatlar1 hiicre kiiltiirii ortamindan yikamalar
ile uzaklastirilmis olsa da Pancl hiicrelerinde de bir miktar floresan sinyal oldugu
goriilmiistiir. Ancak floresan sinyalin hiicrelere baglanan DeNAno pargaciklarindan degil,
petri kabi tizerinde hiicrelere spesifik olmayan bir DeNAno pargacigindan kaynaklandigi
tespit edilmistir. Panc02 hiicreleri iizerinde goriilen DeNAno/FAM konjugatinin,
DeNAno-MagNP/FAM konjugatindan daha yogun bir kiimelesme oldugu ve DeNAno-
MagNP/FAM konjugatlarinda ise kiimelesmenin ¢ok az oldugu goézlenmistir. Bunun
sebebi olarak DeNAno/FAM konjugatinin oligoniikleotit yapisindan kaynakli olan
molekiiler etkilesimlerin onlar1 bir araya gelerek agregasyona egilimli hale getirdigi
diisiiniilmektedir. DLS ve SEM sonuglarina paralel olarak, ortama eklenen MagNP’lerin
DeNAno nanopargaciklarinin niikleotitleri arasina girdiginde, birka¢ nanoparcacigin bir
araya gelip agregasyon olusturmasini engelledigi konfokal goriintiileri ile gosterilmistir.
DeNAno/FAM konjugatindaki bu kiimelesmenin daha net incelenmesi igin Sekil 6.7.2°de
daha yakindan alinan konfokal goriintiileri bulunmaktadir. Ayn1 sekil {izerinde bulunan
DeNAno-MagNP/FAM konjugatinin ise daha homojen olan bir dagilim gostermesi,
konjugatin agrege olmadigina isaret etmektedir. Bu sonug ileride yapilacak ¢aligmalar igin

umut vaad edici niteliktedir.

Sonug olarak DeNAno’nun MagNP nanoparcaciklar ile baglandiginda degisen
morfolojisiyle birlikte sahip olduklar1 aviditeyi kaybetmedigi ve Panc02 hiicresine
spesifik olarak baglanabildigi gosterilmistir. Distile su igerisinde bulundugunda diger
nanopargaciklar ile etkilesime girerek agregasyon olusturan DeNAno’nun, Mg?* katyonu
iceren Tris tampon ¢ozeltisi ile diyaliz edilerek saflastirildiginda veya MagNP gibi
metalik bir nanoparcacik ile birlestirildiginde agregasyon olusturmadig: tespit edilmistir.
Calismamiz monoklonal antikorlar, aptamerler veya ligandlar ile yapilan hedefleme

sistemlerine DeNAno’nun bir alternatif olabilecegini gostermistir. Ayrica, literatiirde
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siirl sayida olan DNA-tabanli nanopargaciklar ile spesifik tasima sistemlerine bir katki
olarak MagNP’ler ile ilk kez birlestirilerek ileride yapilacak hipertermi gibi uygulamalar
icin DeNANo-MagNP konjugatinin kullanilabilir oldugunu gostermistir. Bunun sonucu
olarak DeNAno’nun (i) spesifik hedeflemede kullanilan aptamer, antikor ve ligand gibi
biyomolekiillere alternatif olabilecegi, (ii) kiiglik molekiillerin veya metal iyonlarinin
baglanmas1 i¢in kimyasal modifikasyona acik oldugu, (iii) MagNP gibi inorganik

nanopartikillerle entegre edilebildigi gosterilmistir.
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