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OZET

SiRNA YUKLU ALBUMIN TASIYICI SISTEMLERIN
INHALER UYGULAMA ICIN GELISTIRILMESI VE DEGERLENDIRILMESI

Serdar ALAGOZ
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2019
Danisman: Dog. Dr. Giilay BUYUKKOROGLU
(Ikinci Danisman: Ars. Gor. Dr. Behiye SENEL)

Giiniimiize kadar olan siirecte, kanser ve viriitik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan geleneksel ilag kullanimi artik yerini gen tedavisine birakmaktadir. Bunlar
arasinda siRNA aracili gen susturma, kanser gibi hastaliklarin tedavisinde umut verici
bir stratejiyi temsil eder. Spesifik genin susturulmasinda kullanilacak olan bu genetik
materyallerin kararli bir halde hiicreye ulastirilmasi ve hiicre tarafindan alimmasimin

saglanmas1 i¢in etkili bir tasiyici sisteme ihtiya¢ duyulmaktadir.

Albimin, suda ¢Ozinurligi yuksek, toksik ve imminojenik olmayan, biyolojik
olarak uyumlu ve biyolojik olarak bozunur &zellige sahiptir. Son yillarda ise Sigir

Serum Albimini (BSA) yeni gen tastyici sistem olarak incelenmektedir.

Inhalasyon yolu kullanilarak tedavi ¢alismalar1 antik ¢aglara kadar uzanmaktadir.
Bu yol ile ilag uygulama parenteral tedavinin bir basamagidir. Lokal amagla inhalasyon
uygulamasinda kii¢iik oranlardaki sivi ilag, akciger epitallerine hizli bir sekilde difiize
olur ve kan dolagimma penetre olarak sistemik sirkiilasyona karigmadan dogrudan

akcigerlere ulastigindan etki aninda baslar.

Bu c¢alismada, albiimin nanopartitkiillerine siRNA’nin yiiklenmesi ve inhaler
uygulanacak 6zellikte sistemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amag dogrultusunda,
gelistirilen alblimin bazli gen tasiyici sistemin in vitro kosullarda karakterizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir ve elde edile sonuglar ile bu sistemin akciger kanser

tedavisi i¢in inhaler olarak uygulanmasinin uygunlugu degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Albimin nanopartikil, sSiRNA, Antisens teknolojisi, Kanser, Gen

tastyici sistem



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF SiRNA LOADED ALBUMIN CARRIER
SYSTEMS FOR INHALER APPLICATIONS

Serdar ALAGOZ
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2019
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giillay BUYUKKOROGLU
(Co-Supervisor: Res. Ass. Dr. Behiye SENEL)

Until now, traditional drugs used in the treatment of cancer and viral diseases are
being replaced by gene therapy. Among these, siRNA-mediated gene silencing is a
promising strategy in the treatment of diseases such as cancer. An efficient delivery
system is required for the stable delivery and cellular uptake of this genetic material to

be used for silencing the specific gene.

Albumin is highly water soluble, toxic and non-immunogenic, biocompatible and
biodegradable. In recent years, Bovine Serum Albumin (BSA) has been investigated as

a new gene delivery system.

Inhalation treatment method goes back to ancient times. This method is a step of
parenteral treatment. In local inhalation administration, small amounts of liquid drug
rapidly diffuse into the lung epithelium and penetrate the bloodstream. The effect starts
immediately because the drug is not involved in the systemic circulation and reaches the

lungs directly.

The aim of this study was to load siRNA into albumin nanoparticles and to
develop systems for inhaler application. For this purpose, in vitro characterization
studies of the developed albumin based gene delivery system were performed.
According to the results, applicability of this system as an inhaler for lung cancer was

evaluated.

Keywords: Albumin nanoparticle, sSiRNA, Antisense Technology, Cancer, gene carrier

system
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Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigmi ve higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi
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1. GIRIiS VE AMAC

Gen tedavisi, genetik materyal kullanimi ile fonksiyonunu dogru bir bigimde
yerine getiremeyen genlerin islevselliklerini geri kazandirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu tedavi yonteminde genetik materyalin yeterli miktarda ve etkili olacak
diizeyde hiicre i¢ine tasinmasi, tasinan genin tedavi siirecinde etkinligini gostermeye
devam etmesi, konak¢i hiicrenin tasiyici sistem ve genetik materyale cevabmin
organizma i¢in uygun olmasi ve bu genin baska bir hastaliga neden olmamasi

istenmektedir.

Gen ekspresyonunun  baskilanmasi, RNA interferans teknolojisi ile
gerceklestirilebilmektedir. Bir antisens teknolojisi olan RNA interferans daha once
kullanilan yontemlere gore daha giivenilir, etkili ve spesifiktir. Bu yontemle oldukga
kiiciik dozlarda siRNA, spesifik olarak hedef gene baglanip protein {iretimini inhibe

etmekte ve gen ekspresyonunu baskilamaktadir.

Terapotik amagla kullanilan genlerin hiicreye aktarilmasinda kullanilan vektorler,
viral ve viral olmayan tasiyici sistemler olacak sekilde smiflandirilmaktadir. Viral
vektorlerin transfeksiyon etkisi daha yiiksek olmasia ragmen mutasyon veya onkojenik
etki yaratma olasilig1 ve yiliksek maliyetli olmalari, viral olmayan vektorlere yonelim
saglamistir. Viral olmayan vektorler, iiretilme ve saflastirma kolayligi, glivenilir ve
kararli olmasi, uygulanmasi kolay ve biiyiik boyutlarda da genetik materyal tagimasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Viral olmayan vektorler olarak lipozomlar, lipitler,

polimerler ve protein yapilar en sik kullanilan sistemlerdir.

Insan fizyolojisine yabanci bir molekiil olmayan albiimin, ¢esitli kaynaklardan
elde edilebilen bir protein yapidir. Insan viicudunda dolasim sisteminde pek c¢ok
endojen molekulln ve ilacin baglandigi bir yapidir, pargalanma Urinlerinin de toksik
olmamas1 ve immunojenik reaksiyon gdstermemesi nedeni ile ilag tasiyici sistemlerde

yaygm sekilde kullanilmaya baglanmustir.

Bu tez calismasinda, siRNA genetik materyalini hiicre igerisine tasiyabilecek,
toksik etkisi az, biyouyumlu ve biyo¢ozinir 6zellikte olan, geni biyolojik ortamda
enzimatik yikimdan koruyabilecek protein yapida tasiyict sistem tasarlanmaya
calisilmistir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda kotli prognozun

belirteci olan STAT3 (sinyal ileticisi ve transkripsiyon 3 aktivatori) geninin



baskilanarak kanser olusumunun azaltilmasi hedeflenen bu tasiyici sistem olarak sigir

serum albiimini kullanilmigtir.
Bu c¢alisma kapsaminda:

- Sigir serum albiimini ile mikro ve nanopartikiil sistemlerin hazirlanmasi.

- Sistemlere katyonik yiik kazandirilmasi veya katyonik yiikiin arttirilmasi.

- siRNA genetik materyalinin tasiyic1 sisteme adsorbsiyonu ve enkapstilasyonu
oraninin belirlenmesi

- Hazirlanan tasiyici sistemlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin degerlendirilmesi

- Sistemlerin ve genetik materyalin, saglikli ve hasta hiicrelerdeki etkinliklerinin
arastirilmasi hedeflenmistir.

- Eld edilen sonuglarin inhaler uygulama i¢in uygunlugunun belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Antisens Teknolojisi

Antisens teknolojisi kavrami 1978’de, Zamecnick ve Stephenson tarafindan
antisens oligodeoksintkleotit (AS ODN) olarak bilinen tek iplikli DNA molekillerinin
kesfedilmesiyle ortaya ¢ikmustir. Ilk basta terapotik amaghh DNA veya RNA’nin biitiin
olarak uygulanip, hedef protein ekspresyonu bloke edilmistir. Sonra AS ODN’ler tiimor
tedavisi i¢in lokal olarak uygulanmustir. Daha sonra baska bir katalitik oligontkleotit
smifi olan ribozimler, gen ekspresyonunu arastirmak icin yeni bir ara¢ olarak ortaya

cikmistr (Kher vd., 2011).

Antisens teknolojisinde sentetik olarak iiretilen tamamlayici molekiiller protein
iiretiminin son basamagmi bloke etmek i¢in messenger RNA (mRNA)’ya baglanirlar.
mRNA’ya baglanan antisens ilaglar hastaliga 6zgili proteinlerin {iretimini inhibe etmis
olurlar. "Sens", DNA veya RNA molekiiliiniin orijinal dizisini ifade eder. “Antisens”,

DNA veya RNA molekdllerinin tamamlayici dizisini ifade eder (Gupta vd., 2011).

Gunimize kadar, Amerikada FDA (Food and Drug Administration) dort antisens
ilacin1 onaylamistir. Bunlar; bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda sitomegaloviriis
(CMV) retinit tedavisi icin Vitravene®, immiin sistemi baskilanmis hastalarda
homozigos familyal hiperkolesteroleminin tedavisi icin Kynamro®, duchenne muskiiler
distrofisi (DMD) tedavisi icin Exondys51® ve spinal muskiilar atrofinin (SMA) tedavisi
icin Spinraza®. Bu basaril1 klinik ¢alismalar, AS ODN’lerin hedef mRNA’lar iizerinde
etkili bir sekilde fonksiyon gdosterip c¢esitli hastaliklarn iistesinden geldigini ve

kullanimlarinin kapsamini gostermektedir (Le vd., 2018).

1992 yilinda Fire ve arkadaglar1 RNAi mekanizmasini AS ODN’lerin hedef
mRNA’nin yikimini saglayan etki mekanizmasi olarak tanimlamistir (Kher vd., 2011).

2.1.1. RNA interferans

RNA Interferans (RNAI), cift sarmalli RNA (double-stranged RNA, dsRNA)
kullanilarak hedef mRNA’nin kirilmalasma yol acan bir mekanizmay: temsil eder.
Diziye 0zgu bir sekilde isleyen RNAI, gen baskilanmasi noktasinda oldukga etkili bir
yontem olarak kendini gosterir (Farrel, 2017). RNAI, ¢ok hucreli biyolojik sistemlerde

dogal ve evrimsel olarak yiiksek diizeyde korunarak gelmis bir mekanizmadir. Hiicresel



savunmada rol alan RNAI, hiicreyi istenmeyen gen dizilerinin tekrarlanmasindan, viriis
kalitim materyali ve transpozon gibi hareketli genetik faktorlerden korur. (Uprichard,
2005).

RNAi mekanizmasi ile ilgili ilk bulgular 1980’lerin sonlarma dogru bitkilerde
yapilan genetik diizenlemeler araciligiyla kesfedilmistir. Chalcone synthase (CHS) geni
aktarilarak petunya bitkisinde pigmentasyonu katalizleyen enzimlerin bitkinin mor
renge doniigmesini saglayan etkisi arttirilmak istenmis ama beklenen etkinin tersi
gozlemlenmis ve petunyalarda alacali bir renklenme olusmustur. Daha sonra Jorgensen
ve arkadaslar1 petunya ciceklerini incelemeye almislar ve bu durumu transkripsiyon
sonrast gen susturulmasit (post-transcriptional gene silencing, PTGS) olarak

tanimlamiglardir (Karagiizel vd., 2007).

Petunya bitkisine benzer sekilde PTGS mekanizmasinin gozlemlendigi bir diger
yap1 Neurospora crassa fungusu olmustur. “Quelling” olarak adlandirilan bu olayda
fungusun turuncu renk pigmentasyonu etkileyen albinol (all) geninin mRNA’sinda

onemli miktarda azalis gézlemlenmistir (Romano ve Macino, 1992).

Daha sonra 1998 senesinde Andrew Fire ve Craig Mello isimli iki arastirmaci
RNAi mekanizmasmm varhigin1 Ceanorhabditis elegans isimli bir solucan tirtnde
gostermiglerdir. Sens ve antisens RNA’nin sinerjik etkisini 6lgmek amaciyla C.
elegans’a dsRNA enjekte edilip gen diizenlenmesi lizerindeki etkisini incelemek
istemislerdir. Bu yontemin sens ve antisens RNA’ya kiyasla 10 kat daha etkili oldugu
tespit edilmistir. C. elegans’a kas kasilmasinda etkili olan genin belirli bir dizisine 6zg
dsRNA molekiillerini enjekte etmeleri sonucu gozlemledikleri kas hareketlerindeki artis
ile RNAi mekanizmasinin ¢alisma bi¢iminin birgok 6karyotik canlida benzer oldugunu

gostermislerdir (Fire vd., 1998).

RNAi, 2001 yilinda Science dergisinde “yilin molekiili” olarak segilirken
2002°de “yilin en Onemli bilimsel hamlesi” olarak goriilmiistiir. 2006 yilinda ise
Andrew Fire ve Craig Mello’nun isimli arastirmacilarin C. elegansta RNAi varligmi

ortaya koymalar1 nedeniyle Nobel Tip 6diiliinti almislardir (Kog ve Oguzoglu, 2015).



2.1.2. RNAI mekanizmasi

RNAi mekanizmast mRNA asamasinda gen ifadesinin sonlandirilmas: ile

sonuglanan bir kontrol mekanizmasidir. iki dnemli adimda gerceklesir; 11k adim; uzun

dsRNA’larin  21-23 nukleotitli RNA fragmentlerine (SIRNA ve mIiRNA,
mikroRNA) ayrilmasi. ikinci adim ise; RISC (RNA-Induced Silencing Complex)
molekiiliiniin yapisina dahil olan siRNA’nm onciiliiglinde tamamlayict mRNA’nin

belirlenmesi ve yikilmasi islemidir (Aigner, 2006; Ko¢ ve Oguzoglu, 2015).

RNAi calismalarinda yaygin sekilde kullanilan, protein yapiminda katkisi
olmayan iki ¢esit RNA’nin (siRNA ve miRNA) sentezlenip, olgun yapilara doniismeleri
ortak bir siirecten gegmesine ragmen aralarinda bazi farklar vardir. siRNA’lar 6karyotik
canlilarda ve memelilerde mevcut iken, miRNA’lar sadece memelilerde bulunmaktadir.
siRNA’lar sentetik yapilardir, hedef sekanslarla tam eslesme saglarlar, miRNA’lar

genom kaynaklidir ve tam eslesme gerceklestiremezler (Senel, 2012).

Bu mekanizma calisirken 2 tane baslica molekiiler yap1 oldukca onemli roller
almaktadir. Bunlardan birisi RNase III familyas1 enzimi olan “Dicer” enzimi, digeri ise
niikleaz aktiviteli multiprotein kompleksi olan “RISC” molekiiliidiir. Meyve sinegi’nden
(Drosophila melanogaster) izole edilen Dicer, dsRNase aktivitesi ile ¢ift sarmalli
RNA’larin siRNA’lara kesilmesi islemini gerceklestirir. Dicer enzimi ayrica siRNA
molekiillerinin RISC kompleksine tasmmmasinda da goérev almaktadir(Bodak vd.,
2017).Dicer enzimi, dort ¢esit domaine sahiptir: N-terminal helikaz domaini, PAZ
domaini (Piwi-Argonaute-Zwille proteinleri barmdiran domain),iki adet RNase III
domaini ve C-terminal dsRNA baglanma bolgesi (dsSRBD domain). Ayrica islevi tam
olarak tespit edilememis DUF 283 isimli bir domaine de sahiptir (Sekil 2.1) (Jaronczyk
vd., 2005).

2 M N,
Helikaz PAZ RNAaz I | g

Bilinmeyen bolge Cift zincirli RNA baglanma bélgesi

Dicer

Sekil 2.1. Dicer enziminin sematik gosterimi (http-1).



RISC molekiilii ise Dicer enzimiyle olusturulan siRNA’ya baglanip uygun zincir
yapisint biinyesinde barindirarak hedef mRNA’nin kesilmesi islemine aracilik eder.
RISC kompleksi yapisinda endontiikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz enzimlerini barindirir
ve protein yapisi Argonaute protein sinifina dahildir (Wadhwa vd., 2004). Argonaute
proteinleri evrimsel olarak iyi korunmus PAZ ve PIWI isimli iki domainden
olusmaktadir (Sekil 2.2). Hedef mRNA’nin kesilmesi i¢in rehber zincir olan siRNA
argonaute proteinlerinden PAZ domainine baglanir ve mRNA’nin pargalanmasi islemi

PIWI domani iizerinden gergeklesir (Hock ve Meister, 2008).

Sekil 2.2. siRNA aracili mRNA béliinmesi islemi sirasinda RISC kompleksi 'nin sematik gosterimi
(Song vd 2004).

Hiicre igerisinde sentezlenmis olan uzun ¢ift zincirli RNA, dicer enzimine PAZ
domaini tizerinden baglanip, RNase III’iin katalitik aktiflesmesi sonucu 3’OH ucundan
iki niikleotitlik ¢ikimti kalacak sekilde 21-23 niikleotitlik siRNA molekiillerine kirilir
(Sekil 2.3).

19 Niikleotidlik Dubleks

2 drtiisme niikletodi

Sekil 2.3. 3°’OH iizerinden 2 baz ¢ift sarkan, 19 niikleotit ¢ift sarmal yapida SIRNA molekiliu (http-2).



Efektor evresinde SiRNA molekili, rehber zincirinin 3’OH ucundan Dicer
enzimiyle baglantili R2D2’ye baglanirken, dupleksin diger ucundan Dcr-2’ye baglanir.
Dcr-2/R2D2 yapist daha sonra siRNA’yr RISC molekiiliiniin bileseni olan Ago2’ye
tagir. SIRNA’nin taginmasi islemi ¢ift zincirli olarak gergeklesmektedir ve mRNA’nin
kirilmasi i¢in gerekli olan siRNA’nin rehber zincirinin diger zincirden ayrilmasi iglemi
Ago2 proteini tarafindan gerceklestirilir. Bu olay ATP’ye bagli bir reaksiyon ile
meydana gelir. Ayrilma islemi sonrasinda aktif hale gelen rehber zincir RISC
kompleksinde Ago?2 iizerinde kalr ve mRNA’nin parcalanmasi islemine aracilik eder.
(Sekil 2.4). mRNA molekuline yonelen RISC kompleksinde,rehber zincirin 3’'OH ucu
argonaute proteinlerinden PAZ domainine baglanirken 5'POgucu ise PIWI domainine
baglanir. RNase H ve endoniikleaz V gibi endoniikleazlara benzer yapida olan PIWI
domaini mRNA’y1 rehber zincirin 5 ucundan 6lgerek 10. ve 11. niikleotitler arasindaki
fosfodiester bagmi endoniikleolitik olarak keser. Fragmentlerine ayrilmis olan mRNA,
ATP kullanilan bir reaksiyon ile RISC molekiilinden ayrilir (Hutvagner, 2005;
Jaronczyk vd., 2005).

R1 R2 R3
holo-RISC

cift zincirli
RNA'nin acilmasi
ATP

mRNA
kesimi

siRNA dubleksi rehber tek zincirli siRNA

uzun cift zincirli RNA

ATP

Sekil 2.4. mMRNA kesimi:
-R1: Dcr-2/R2D2 bilesimiaraciligiyla dsRNA 'dan siRNA elde edilir.
-R2: R1’den tiireyen ve R3 e olgunlasan siRNA dupleksinin ¢éziilmesinde iglev gordiigii
diistiniilen asamadir.
-R3: Ago? iizerinden rehber zincir araciligryla mRNA 'nin kirtlmasi iglemi gerceklesir.

(Jaronczyk vd., 2005).



2.2. Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatord (STAT) proteinleri

Sinyal Ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatérii (STAT, Signal Transducer and
Activator of Transcription) proteinleri, hicre c¢ekirdeginde DNA’ya miidahale ederek
transkripsiyon asamasinda fonksiyon gosteren yapilardir (Yu ve Jove, 2004).Tirozin
fosforilasyonuna ugrayarak aktiflesen STAT’lar dimerize olup ¢ekirdege tasmirlar ve
hedef genin promotor bolgesine baglanarak gen ekspresyonunda degisikliklere sebep

olurlar (Sekil 2.5) (William, 1999).

STAT’lar hiicresel farklilagsma, bagisiklik, proliferasyon ve apoptoz gibi birgok
hiicresel fonksiyonlarda goérev alan proteinlerin ekspresyonunda gorev almaktadir.
STAT protein ailesi yedi Uyeden olusmaktadir: STATI1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATD5a, STATSb ve STATG.

Bu proteinlerden STAT3 ve STATS’in bloke edilmesi tiimor hiicrelerinde
apoptoza neden olduguna dair birgok ¢alisma mevcuttur (Yu ve Jove, 2004). STAT3
proteini ayrica tiimorlii bolgede gergeklesen anjiyogenez ve immiin sistemin ¢aligmast

gibi hiicre dis1 faktorlerde de oldukga 6nemli rolii vardir.

Sitokin

;. Reseptor-dist
Reseptorler

Buyume faktoru reseptorleri
— - Tirozin Kinazlar

Ekstraseliler
Sitoplazma

Sekil 2.5. STAT 'in biiyiime faktorii ve sitokin reseptérlerine baglanmastyla olugan aktivasyonu.
(Yu ve Jove, 2004).

Buylme faktorl ve sitokinlerin kendi reseptorlerine baglanmalari sonucu Janus

Kinaz (JAK) ve SRC gibi reseptore bagl kinazlarin aktivasyonu gerceklesir. Bu tirozin



kinazlar reseptoriin kuyrugunu fosforile ederek STAT’larin fosforilasyonu islemini
baslatirlar. Ayrica SRC ve BCR-ABL (Breakpoint-Cluster Region ve Abelson Lésemi
proteinlerinin sonucu olusan simer) onkoproteinleri de reseptér uyarilmasina ihtiyag
duymadan STAT’lar1 fosforile edebilirler. Fosforile olan STAT’lar dimerleserek

niikleusa taginir ve gen ekspresyonunda gérev alirlar (Yu ve Jove, 2004).

2.2.1. STATS3 proteini ve onkojenez

STATS3 proteini interlokin-6 ailesinin tyelerinin (interlokin-6 (IL-6), interlokin-10
(IL-10), 16semi inhibe edici faktor (leukemia inhibitory factor, LIF)) de dahil oldugu
sitokin reseptdrleri, granilosit koloni stimilan faktér (granulocyte colony-stimulating
factor, G-CSF), leptin, epidermal biyime faktori (epidermal growth factor, EGF) gibi
birgok sitokin ve biiylime faktorii tarafindan aktiflestirilebilir (Takeda vd., 1997).

STAT3’lin aktiflesmesi kanser olusumu esnasindaki malign hiicresel doniisiimii,
hiicre proliferasyonunu, hastaligin tiimér hiicresinden extraseliiler ortama invazyonunu,
kanser metastazinda gerceklesen hiicresel gogii, tiimdr hiicresini immiin sistemden
korumasmi ve hiicresel intravazasyonu, timorlii bolgede gergeklesen anjiyogenezi
arttirrken, hiicresel apoptozu azaltic1 yonde etki eder. Ayrica T-hiicreleri, dentritik
hicreler ve makrofajlar gibi immin-supresif ajanlara ve hiicrelerin de c¢alisma
fonksiyonlarmi azaltarak tiimorlii bolgedeki immiin sistemin etkili bir sekilde
calisgmasma engel olur (Kamran vd., 2013). STAT3 proteinin aktiflesmesinin timor
olusumunda rolleri olan ¢esitli ajanlar, hiicre ve yolaklar tizerindeki etkisi asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Bircok JAK inhibitorii kanser tedavisinde kullanilmak ig¢in gelistirilmistir.
Bunlardan bir tanesi de JAK2 inhibitérii AZD1480, STAT3 aktivasyonunu Kkugcuk
hiicreli olmayan akciger kanserinin (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) de dahil
oldugu birgok kanser tiiriinde bloke ettigi goriilmistiir. Jak1/2 inhibitdrii ruxolitinib’in
¢iplak farelere ksenograflanmig NSCLC hcrelerinin biiyiimesini ciddi oranda azaltma
gorililmiistiir. Ayrica sh/siRNA’nin immiin yetmezligi olan farelere verilmesi timor

biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (Dutta vd., 2014).

Bir ¢alismada; STAT3 siRNA kullanilarak STAT3 ve STING (Stimulator of
Interferon Genes) immiin yolaklarinin inhibe edilmesiyle 4T1 farelerinde timor

cevresinde CD8" T hiicreleri arttirtlip, T hiicreleri (Treg) ve miyeloid tiirevli baskilayici



hiicreleri azaltilarak timor biiylimesinde belirgin azalma gdzlemlenmistir (Pei vd.,

2019).

2.2.2. STAT3iin hiicre biiyiimesi ve sagkalimdaki rolt

Tiimor gelisimi, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, apoptoza
direng gostermesi, anjiyojenezi sirdirmesi ve immin sistemin kontroliinden
kacmmasiyla ger¢eklesmektedir. STAT3, cok sayida insan kanserinde yapisal olarak
aktive edildigi goriilmiistiir ve bu siireglerin diizenlenmesine dahil olur. Hem STAT3
hem STATS5’in kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasi ve hayatta kalim i¢in gerekli olan genlerin
ekspresyonuna dogrudan veya dolayli olarak miidahale ettigi gosterilmistir. Bunlar,
c-MYC, siklin D1 ve siklin D2, BCL-XL, MCL1 ve survivin’i kodlayan genleri igerir.
STATS3, hucre proliferasyonunu inhibe etme ve apoptozu indiiklemede gorev alan p53
proteininin ekspresyonunu negatif olarak diizenlemektedir. Vaskuler endotelyal blyiime
faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) ekspresyonunda da anahtar bir roli
olan STAT3 tiimor anjiyojenezini diizenlemede gorev almaktadir (Tablo 2.1). Ayrica
STAT3 pro-enflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu bloke ederek ve
immiin reaksiyonlarm baskilanmasini saglayan timor faktorlerininin ekspresyonunu

indiikleyerek tiimoriin immiin sistem tarafindan kagmmasini saglar (Yu ve Jove, 2004).

Tablo 2.1. STAT3 proteininin etki ettigi metabolik faktorler

Fonksiyon Proliferasyon ve Sagkalim Anjiyogenez Immiin-supresif Etki
TMYC 1VEGF 11L-6
1Cyclin D1/D2 THGF 11L-10
TBCL-X, 1bFGF 1TGFp
TMCL1 THIFLo 1VEGF
STAT3 TSurvivin TMMP2 LIFNB
tarafindan 1p53 LIL-12 LIFNy
dizenlenen LIFNB lL-12
yapilar LIFNy LCXCL10
|CXCL10 lCCL5
1p53 IMHC Class I
LAKT 1CD8o
lCcDs86

AKT, timoma viral proto-onkojen 1; BCL-XL, B-hiicreli lenfoma-2 benzeri 1; bFGF, basit fibroblast
blylme faktorli; CCL5, CC-kemokin ligand: 5; CXCLI10, CXC-kemokin ligand: 10; HGF, hepatosit
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biiyiime faktori; HIFla, hipoksi ile indiiklenebilir faktér lo; IFN, interferon; IL, interlékin; MCLI,
miyeloid hiicre I6semi dizisi 1; MMP, matris metaloproteinaz; MYC, v-myc miyelositomatoz viral iliskili
onkojen; STAT3, sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatérii 3; TGFp, doniistlrict blylme faktori -g;
TNF, timor nekroz faktori; VEGF, vaskiler endotel biyume faktora (Yu vd., 2007).

2.3. siRNA’nin fonksiyonu ve etki mekanizmasi

siRNA terapotiklerinin kanser tedavisinde kullanilmasindaki temel strateji,
fonksiyon kayb1 olusturmasidir. Bu, hiicrelerdeki hedef protein ekspresyonunu
smirlayarak veya Onleyerek kanser hiicrelerinin proliferasyonunu degistirerek elde
edilir. siRNA’nin sahip oldugu bir diger avantaj ise DNA’ya dahil olmamasidir. Bu
sebepten genomu kalic1 olarak degistirmez. Dolayisiyla siRNA tedavisi herhangi bir
asamada kolaylikla durdurulabilir ve kontrol edilebilir, bu nedenle diizenleme ve

giivenlik gibi parametreler icin kritik bir faktore sahiptir (Young vd., 2016).

RNA1, kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu yoneten faktorlere karsi kullanilabilir.
Ornegin siklinler ve sikline bagimli biiyiime faktdrleri (cyclin-dependent kinases,
CDKSs) hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarmi diizenlerler ve kanser gelisiminde rol
alirlar. Proliferasyon sinyalleri, insiilin biiyiime faktora (insulin growth factor, IGF) gibi
bliylime aracilar1 tarafindan iiretilirler, hiicre ¢ogalmasmi, boliinmesini ve hayatta
kalmasmi destekleyen hiicre i¢i kaskadlar1 aktive ederler. Anjiyogenez, kanserin
ilerlemesi i¢in kritik bir faktordiir, timor bliylimesi, besinleri saglamak i¢in zengin bir
vaskiiler kaynagi gerektirir. Anjiyogenez olmadan, kanser biiylimesi ¢apt 2 mm ile
smirlt olacaktir. Bu nedenle tumdr biylmesi, vaskiler endotel buyime faktorleri
(vascular endothelium growth factors, VEGFs) tarafindan tesvik edilen anjiyogenik

mekanizmanin inhibe edilmesiyle kontrol altina alinabilir (Young vd., 2016).

2.4. siRNA’nmin Hiicre i¢ine Tasinmasinda Kullanilan Sistemler

siRNA’nin sistemik uygulanmasi sirasinda hedef bolgeye ulasincaya kadar
karsilasilabilecek engellerin iistesinden gelebilmek icin bir tasiyici sistem gereklidir.
Ciplak siRNA serum ve doku niikleazlar1 tarafindan parcalanir, bobrek yolu ile atilir
veya makrofajlar tarafindan alinirlar. Bu sebepten hedef dokuya ulasamaz ve
fonksiyonunu yerine getiremez. Kullanilacak tasiyict sistem; siRNA’nin  kan
dolagimindaki dolagim siiresini uzatmali ve siRNA’y1 enzimatik veya kimyasal

bozunmalardan kaynakli inaktivasyonlardan, eliminasyondan korumalidir. Boylelikle
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siRNA’nm kandaki kararligini saglanmis olur. Ayrica aktif veya pasif hedeflendirme
saglayarak siRNA’nin hedef doku ve hiicrelere ulagmasini saglayip, hiicre igine
aliminda ve sitoplazmaya verilmesinde rol almasi da istenir. Boylelikle siRNA’nin
protein sentezini inhibe edecek RNA interferans fonksiyonu saglanmis olur (David vd.,

2010).

siRNA bazli tedavilerin sistemik uygulamalarinda en biiyiikk zorluk siRNA’nin
tastyic1 sistemle dagitimidir. siRNA'nin etkili olabilecekleri ve gen susturmalarini
indiikleyebilecekleri hedef hiicrenin sitoplazmasina ulagmalarma yardimci olmak i¢in
farkl1 gen tasiyict sistemler gelistirilmistir. Bunlar viral ve viral olmayan tasiyici

sitemler olmak tizere iki ana gruba ayrilmiglardir (Li vd., 2006).

Viriisler uzun yillar boyunca gegirdikleri evrim sonucunda konakg¢1 bir hiicreyi
enfekte edebilecek biyolojik forma ulasmislardir. Bu islemi, tasidiklar1 genetik
materyali hiicreye ulasana kadar koruyarak ve genlerini konakg¢i hiicreye aktararak
gerceklestirirler. Genetik materyalin viriis tarafindan tasinmasi genellikle zararsiz kabul
edilmektedir. Viral hastaliklarm kaynagi olarak, viriisiin tasidigi genin hastalik yapici
bir sekansi veya tasinan genin tamami gosterilmektedir. Bu durum viriislerin genetik
materyal tasiyicisi olarak gen tedavisinde kullanabilecegini fikrini ortaya ¢ikarmistir

(Nance ve Duan, 2018).

Gen tedavisi i¢in kullanilan viriislerin laboratuar ortaminda patojenite
fonksiyonlar1 ortadan kaldmrilmis, gen aktarim o6zellikleri korunmustur. Diger
yontemlerle transfeksiyonu zor olan hicrelerde, hatta bolinmeyen hicrelerde bile
kullanilmalar1 biiylik avantajlar saglamaktadir. Buna ragmen iiretimlerinin zor olmasi,
toksik etki olusturmalari, immiin yanit saglamalar1 ve smirli miktarda genetik materyal
tagimalarindan dolay1 yaygin sekilde kullanilmazlar. Gen tedavisi amaciyla kullanilan
viral tastyici sistemler baslica; retroviral vektorler, adenoviral vektorler, adeno-iliskili
viral vektorler, lentiviral vektorler, herpes simplex virtsi ve poxvirtstir (Nance ve
Duan, 2018; Ryu, 2017; Merten ve Gaillet, 2016).

Viral tasiyicilarin genetik materyali istenen hedef doku ve hiicrelere ulastirma
kapasitesi oldukca iyi kabul edilmektedir. Buna ragmenviral olmayan tasiyicilarintoksik
olmamasi, yiiksek miktarlarda genetik materyal yiikleme kapasitleri olmasi, uygun

kimyasal yapilar1 sayesinde etkin kullanilabilmeleri, iiretimlerinin kolay olmasi gibi
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ozellikleri sayesinde arastirmacilarin ilgisini ¢eken tasiyici sitemler olmustur (Guo ve

Huang, 2011).

Viral olmayan tastyicilar, inorganik/sert ve organik/yumusak nanopartikiiller
seklinde smiflandirilabilir. Cogu zaman sert nanopartikiiller sulu ¢ozelti iginde
¢oziiniirliiklerini attirmak i¢in polimerler gibi organik malzemelerle kaplanir. Ozellikle
coklu kaplama yapilarak elde edilen sistemler bu grubu olusturur, her iki kategorinin

ozelliklerini tagirlar ve siniflandirmalari zordur (Young vd., 2016).

/ Organik nanopartikiiller ve diger tagiyici sistemler \
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Sekil 2.6. Inorganik ve organik siniflara dahil ¢esitli nanopartikiil tiirleri (Tatipari vd., 2017).

x ) Nanoelmaslar:
-+ Tek partikiil genelde

2.4.1. Inorganik viral olmayan tasiyici sistemler

Inorganik nanopartikiiller ¢ogunlukla non-biyodegredabl ézellikte olup biyolojik
olarak parcalanamazlar (Young vd., 2016). Cogunlugunu asal metallerin (altin Au,
glimiis Ag, platin Pt) ve metal oksitlerin (seryum oksit CeOz, ¢inko oksit ZnO,)
olusturdugu nanopartikiiller bu sinifa dahildir (Kim ve Hyeon, 2013). Bu sinifa dahil

sistemler icerisinde en ¢ok altin ve glimiis nanopartikiiller kullanilmaktadir.
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Song ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada; polietilenimin (PEI) kapli altin
nanopartikiillerini siRNA ile elektrostatik etkilesim saglayarak tastyici sistem olarak
kullanmiglardir. MDA-MB-435s hiicrelerinde yaptiklar1 c¢alismada endojen hiicre
dongiisii kinazi olan polo-like kinazel (PLK1) hedefleyen SiRNA/PEI-AuNP 6nemli
miktarda gen ekspresyonu yikimi ve arttirilmig hiicre 6limu gostermistir (Song vd.,
2010).

Bir bagka ¢alismada ise entoviriis71 (EV71) kaynakli el, ayak ve agiz hastaliginda
(hand, foot, mouth disease, HFMD) yeni bir tedavi yontemi olarak PEI ve siRNA’nin
glimilis nanopartikiilleri ile taginarak antiviral terapotik etki saglanmistir. Arastirmalar
dogrultusunda  PEI/siRNA/AgNP’leri  konak¢t  hiicreye  bulasmadan DNA
fragmantasyonunu, kromatin yogunlasmasini1 ve kaspaz3 aktivasyonunu oOnleyebildigi
tespit edilmistir. Elde edilen MTT ve TEM goriintiilerine gére, EV71 enfeksiyonuna
kars1 belirgin inhibasyon gézlemlenmistir (Li vd., 2017).

2.4.2. Organik viral olmayan tastyici sistemler

Biyolojik olarak parcalanmayan materyallerin viicutta olusturdugu rahatsizliklarin
yanm1 sira, karaciger ve dalakta gosterdigi toksisite de, tasiyict sistemlerin
biyoparcalanabilir =~ 6zellik  tagimasi  gereksinimini dogurmus ve inorganik
nanopartikillerin yerine organik tasiyici sistemlerin tercih edilmesini saglamustir.
Biyoparg¢alanma mekanizmasit ¢ogunlukla tasiyici materyalin 6zelliklerine baglidir

(Felice vd., 2014).

Organik nanopartikiiller dogal veya sentetik bir kanyaktan olabilen organik bir
malzeme ile hazirlanan nanopartikiillerdir (Romero ve Moya, 2012). Organik
nanopartikillerden lipidik yapida olan lipozomlar, kati-lipit nanopartikiller ve

polimerik yapida olan polimerler, protein/peptit yapilar en ¢ok kullanilanlar arasindadir.

2.4.2.1. Ciplak siRNA

Ciplak siRNA veya formiile edilmemis siRNA viral olmayan tasiyici sistemlere
dahil olsa da herhangi bir vektor kullanilmadan gerceklestirilen bir yontemdir. Bu
yontemde siRNA’nin tuz formunda veya %5’lik dekstroz gibi basit yardimcit madderle

uygulanmasindan bahsedilir (Senel, 2012).
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Biiyiik molekiil agirliklar1 (~13 kDa) ve siRNA fosfodiester yapisinin anyonik (~-
40 negatif fosfat yiikii) olmasi, ¢iplak siRNA’nin hiicre zarmdan gegisini oldukga
zorlagtrmaktadir. Bunun yaninda yar1 Omiirlerinin kisa olmasi da siRNA’nin

taginmasinda bir vektor kullanilmas1 gerekliligini dogurmaktadir (Kim ve Kim, 2009).

2.4.2.2. Lipozomlar

Lipozomlar, i¢ kisimda sulu fazdan olusan cekirdegi ile organik lipitlerden
meydana gelen iki veya c¢ok katmanli vezikiillerdir. Katman sayilarina ve
biiytikliiklerine gore kiiciik tek katl vezikiiller (small unilamer vesicles, SUV), biiyiik
tek kath vezikiiller (large unilamer vesicles, LUV), ¢ok kath vezikiiller (multilammer
vesicles, MLV) ve ¢ok vezikiilli lipozomlar (multivesicular liposomes, MVL) olacak
sekilde 4 cesittir (Sekil 2.7) (Salim vd., 2014).

Katyonik ve notr lipozom olmak iizereye ikiye ayrilirlar. Notr lipozomlar,
katyonik lipozomlara gére daha biyo-uyumlu ve daha Gstin farmakokinetik 6zellikler
tasimalarina ragmen, formiilasyon hazirlama ¢alismalarinda nort yapilar1 anyonik
Ozellikteki nikleotitler ile etkilesime giremedigi igin genetik materyali tutma
verimlilikleri daha disiiktiir (Lee vd., 2013).

Lipit cift tabaka
- _» Hidrofobik kuyruk
&
™ K‘\ \\\\
S ‘.\'\\,‘\ i Hidrofilik bas
% L:“’
N
SuUv LUV MLV MVL

Sekil 2.7. Lipozomun yapist ve ¢esitleri (Salim vd., 2014).

Notr lipozomlarin olusumunda kullanilan nétral lipitlerden biri olan 1,2-dioleoil-
sn-glisero-3-fosfatidilkolin  (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine, DOPC)
antisens oligontkleotitlerin in vivo tasmmmasida kullanilmistir. Bu ¢alismada EphA2
genine hedeflenmis siRNA’nin DOPC ile tasinmasindaki etkinligi ve uygulanabilirligi

aragtirtlmak istenmistir. Yumurtalik kanseri ksenogreft fare modelinde yapilan
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calismada elde edilen sonuglarda timdrli bolgede protein {iiretiminde ve timor

gelisiminde 6nemli derecede azalma gozlemlenmistir (Landen vd., 2005).

Yardimce lipitler (helper lipits) veya flizojenik lipitler (fusogenic lipits) olarak da
adlandirilan bazi noétral lipitler, lipoplekslerin transfeksiyon etkinligini arttrmada rol
oynar. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlar kolesterol ve dioleil fosfatidiletanolamindir
(dioleoylphosphatidylethanolamine, DOPE). DOPE’nin pozitif elektriksel yiizey
yiikiinii azaltmasi lipozomlarin kararliliginda azalmaya dolayisiyla agregasyona ve
transfeksiyon etkinliginde azalmaya sebep olmaktadir. Bu durum kolesteroliin
transfeksiyon etkinliginin daha yiiksek oldugunu goéstermektedir (Hirsch-Lerner vd.,
2005; Balazs ve Godbey, 2011).

Lipopleksler katyonik lipitler ile olusturulmus lipozomlarin negatif yiiklii siRNA
ile etkilesmesi sonucu olusan komplekslerdir. Katyonik lipozomlar siRNA’y1 etkin bir
sekilde enkapsiile etmesine ragmen, hiicre i¢cindeki kararliliklar1 ve siRNA’nin salimi ile
ilgili sorunlar gozlenmesi nedeniyle diisiik basar1 gostermislerdir. Katyonik
lipozomlarm in vivo kullaniminda, doza bagimli toksisite ve pulmoner enflamasyon
tespit edilmistir. Bu durum ¢ok degerlikli katyonik lipitlerde tek degerlikli katyonik
lipitlerden daha fazla gozlenmistir (Lee vd., 2013).

Katyonik lipozomlarin olusumunda rol alan katyonik lipitler ise, bir hidrofilik bas
bolgesi ve bir hidrofobik kuyruk kismindan olusan amfifilik molekiillerdir (Sekil 2.8).
Hidrofobik grup bir veya iki yag asidi ya da degisken bir karbon zincirinin alkil
kisimlar1 olabilir. Bu hidrofobik kisimlar katyonik amin bas bdlgesine baglanir ve iki
katli vezikiiller olusturarak kuyruk kisimlarini sulu fazdan korumus olurlar. Hidrofilik
bas bolgesi ve hidrofobik kuyruk bdlgesi bir birlerine baglayic1 bdlge (linker group)
aracilig1 ile baglanirlar. Katyonik amin bas bolgeleri ise genetik materyale elektrostatik
olarak baglanip kii¢iik tagmabilir vezikiiller olustururlar (Sekil 2.8) (Thapa ve Narain,
2016).
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Sekil 2.8. Gen tasinmasinda kullanilan katyonik lipitlerin genel yapist (a), Lipoplekslerin olusumu
swrasinda tek tabakaly (b) ve i¢e doniik formda (c) yapisal formlar: (Thapa ve Narain, 2016).

Tek degerlikli katyonik lipitlerden biri olan N-[1-(2,3-dioleyoksi)propil]-N, N,N-
trimetilamonyumklorur (N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium
chloride, DOTMA) gen tastyict amagl ticari olarak ilk sentezlenen katyonik lipitlerden
birisidir. DOTMA’nin hiicre kiiltiirii in vitro transfeksiyon ¢alismalarinda gosterdigi
basgar1 sayesinde icinde DOTAP’m da bulundugu bir¢ok katyonik lipidin gelistirilmesi

ve formiilasyon hazirlamada kullanimlar1 s6z konusudur (Balazs ve Godbey, 2011).

Bir diger tek degerlikli katyonik lipit [1,2-bis(oleoiloksi)-3-(trimetilamonyo)
propan] ([1,2-bis(oleoyloxy)-3-(trimethylammonio)propane], DOTAP) ise kuaterner
amin formunda bir bas bolgesi ve iki adet oleoil zinciri olan bir gliserol omurgasina
sahiptir. Bu molekiilin DOTMA’dan tek farki bas bdlgesini kuyruk kismina baglayan
yapilarin eter baglar1 yerine ester baglar1 olmasidir. (Sekil 2.9) Ilk basta ester baglarinm
hidrolize olabilmeleri, lipiti biyolojik olarak pargalanabilir hale getirecegi ve daha az
sitotoksik etki goOsterecegi diisiiniilse de yapilan calismalar her iki lipitin de
transfeksiyon etkinlikleri ve sitotoksisite seviyelerinde pek bir fark olmadigmi
gostermistir  (Balazs ve Godbey, 2011). DOTAP katyonik lipidi lipozom
hazirlanmasinda tek bagina kullanildigi gibi DOPE ve/veya kolesterol gibi yardimci
notral lipitlerle birlikte kullanilmaktadir (Pedroso de Lima vd., 2001).
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Sekil 2.9. DOTAP katyonik lipitinin yapisal formu (Balazs ve Godbey, 2011).

DOTAP ve DOTMA gibi tek degerlikli katyonik lipitler gibi yine tek degerlikli
3B[N-(N’,N'-dimetilaminoetan)-karbamoil]kolesterol(3p[N-(N’,N’-dimethylamino
ethane) -carbamoyl]cholesterol, DC-Chol) ile ¢alismalar mevcuttur.

Ayrica ¢ok degerlikli katyonik lipitler 2,3-dioleiloksi-N-[2(spermin)etil]-N,N-
dimetil-I-propanaminyum (2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxamido)ethyl]-N,N-
dimethyl-I-propanaminium, DOSPA) ve di-oktadesil-amido-glisil-spermin  (di-
octadecyl-amido-glycyl-spermine, DOGS) de bircok gen tedavisi ¢aligmasinda
kullanilmistir (Balazs ve Godbey, 2011).

DOTMA (Lipofectin®), DOSPA (Lipofectamine®) DOTAP, DC-Chol ve DOGS
(Transfectam®) gibi farkl katyonik lipit tiirii ile iiretilmis lipozomlar transfeksiyon ajani

olarak giliniimiizde ticari olarak tiretilmekte ve siklikla kullanilmaktadir (Dal-Maso vd.,

2008).

2.4.2.3. Kan Lipit Nanopartikller (KLN)

Kat1 lipit nanopartikiiller 90’11 yillarin basinda, hazirlaniglart sirasinda organik
¢oziicii kullanilmamasi ve uzun siireli kararlilik saglamasinedeniyle, liposomlara ve
emiilsiyon sistemlere alternatif bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir (Radaic vd.,
2015).Polimerik sistemlere de alternatif olan KLN’lerin partikiil ¢ap1 50 ile 1000 nm
arasinda degismektedir. Viicut ve oda sicakliginda kati, biyo-uyumlu, biyolojik olarak

¢oziinebilen, hidrofobik lipit matristen olusan kolloidal sistemlerdir (Carrillo vd., 2013).
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Kat1 lipit nanopartikiillerin, konvensiyonel ila¢ tasiyicilara goére baslica
avantajlari; yiiksek biyouyumluluk, diisiik sitotoksisite, basarili hedeflendirme, tliretim
amaciyla Olceklendirme imkaninin ve uygulamasinin kolay olmasi, ilag salimi
modiilasyonunda daha esnek olunabilmesi, formiilasyonun hazirlanmasi asamasinda
organik c¢oziciileri kullanma geregi olmamasi ve uygulama yolu agisindan (oral,

dermal, intravendz vb) genis miktarda segcenek sunmasidir (Attama, 2011).

KLN’lerin hazirlanmasinda kullanilan lipitler (6rn, yag asitleri, mono-,di-,
trigliseritler, fosfolipitler) ve yiizey etkin maddeler GRAS (Generally Recognized as
Safe) ozelligine sahiptirler. Stvi yerine kati lipit kullanilmasi ise yavas ve kontrolli
salim i¢in olduk¢a uygun 6zellik kazandirir ¢iinkii nanopartikiillerin kat1 ¢ekirdegi ilacin

mobilitesini siirlandirmaktadir (Gopinath vd., 2015).

Kat1 lipit nanopartikiiller i¢in kullanilan hazirlama yontemleri sunlardir; yiiksek
kayma  homojenizasyonu, sicak  homojenizasyon, soguk  homojenizasyon,
ultrasonikasyon veya yiiksek hizda homojenizasyon, mikroemiilsiyon ile KLN
hazirlama, stiperkritik akiskan teknigi, ¢6ziicli emiilsifikasyon-evoporasyon teknigi, ¢ift

emiilsiyon yontemi, piiskiirterek kurutma teknigidir (Dolatabadi vd., 2015).

KLN’ler olusturulduklar1 lipit karakteri nedeniyle negatif yiiklii nanopartikiillerin
disperpersiyonu formundadir. Genetik materyali elektrostatik etkilesim ile tasiyici
sistemler olarak hazirlanmasinda pozitif ylik vermek amaciyla, formiilasyon asamasinda

katyonik 6zellikteki ajanlarin kullanilmasi gerekmektedir (Biiyiikkoroglu vd., 2016).

Yu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada paklitaksel (PTX) ve siRNA’nin birlikte
verilmesi i¢in katyonik kati lipit nanopartikiilleri (cationic solid lipid nanoparticles,
cSLN) tasarlamislardir. insan MCL1’e 6zgii siRNA kullanilarak yapilan ¢alismada
paklitaksel yiiklii cSLN’ler siRNA ile kompleks olarak kullanilmis ve epitel karsinoma
KB hucreleri-ksenograflanmig farelerde intratiimoéral enjeksiyon uygulama sonrasinda

timorli blyumesinde 6nemli miktarda azalma gézlenmistir (Yu vd., 2011).

2.4.2.4. Polimerik nanopartikiller

Bir diger siRNA taginmasinda kullanilan viral olmayan vektorler polimerlerdir.
Bu nanotastyicilarin iiretimi digerlerine kiyasla daha ucuzdur. Biyogoziiniirlik ve

hlcreye 0zgl hedefleme gibi istenen 6zellikleri kazanmasi i¢in, immiin sistemden ve

19



mutajeniteden kaginmak amaciyla kimyasal olarak kolay degistirilebilirler (Merkel vd.,
2014).

Bu polimerlerin pozitif yiiklii amin gruplar1 ile niikleik asitlerin negatif ytikli
fosfat grubu arasindaki elektrostatik etkilesimi ile hazirlanmis sistemler polipleks olarak
adlandirilir. Bir¢ok katyonik polimer ticarilesmistir ve viral olmayan vektor
tasarlanmasinda kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olanlar; polietilenimin (PEI),
poli(L-lisin) (PLL), katyonik dendrimerler, poli(amidoamin) (PAMAM) ve kitosandir
(CS). (Thapa ve Narain, 2016).

2.4.2.4.1. Polietilenimin (PEI)

Polietilenimin, gen transfeksiyonu yapabilen katyonik polimerler igerisinde en
onemlilerinden birisidir. Ik defa 1995 yilinda Behr ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen
(Boussif vd., 1995) polietilenimin aracili oligoniikleotit transferinde basarili sonuglar
elde edilmistir. Bu siiregten itibaren PEI, poliplekslerin biyolojik ve fizikokimyasal

Ozelliklerini gelistirmek i¢in sik¢a kullanilan bir polimer olmustur (Neu vd., 2005).

Polietileniminin  transfeksiyon etkinligin  farkli  molekiiler agirliklarda
incelenmistir. Godbey ve arkadaslari, PEI poliplekslerinin transfeksiyon etkinliginin
600’den baslayip 70.000 dalton (Da) agirliga kadar arttigmi gostermislerdir (Godbey
vd., 1999) fakat molekiil agirlig1 yiikseldik¢e daha yiiksek toksik etki gozlenmistir
(Fischer vd., 2003). Kissel ve arkadaslar1 ise bu artan toksisitenin agregasyona ve hiicre
yiizeyinde yapismalara dolayisiyla nekroza sebep oldugunu gostermistir (Fischer vd.,
1999). Polipleksleri olusturmada kullanilan PEI polimeri i¢in en uygun molekiil agirligi
5000 ile 25.000 dalton arasinda kabul edilmistir (Neu vd., 2005).

2.4.2.4.2. Polietilen Glikol (PEG)

Polietilen glikol, diisiik maliyetli, hazirlanis1 kolay, uygun molekiiler agirlikta
Olmast ve lipit veya proteinlere (antikorlar dahil) baglanma o6zelliginin bulunmasi
nedeniyle olduk¢a kullanishh polimerlerdir. PEG’in kullanimi, immiinojenik ve
sitotoksik etki gdstermemesi, su ve organik ¢oziiciilerde ¢oziliniirliigiiniin yliksek olmas1
gibi nedenlerden dolay1 proteinlerin modifikasyonunda da tercih edilmektedir (Kundu
ve Sharma, 2008).
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PEG ayrica insanda kullanilmak tizere FDA tarafindan da onaylanmistir. Tastyict
sistemlere PEG polimeri dahil edilmesiyle gerceklesen pegilasyon isleminin
yapilmasimin yaygin sebepleri, ilacin bobreklerden atilimini azaltmak, enzim veya ortam
tarafindan bozulmasini Onlemek, immiinojenik ve antijenik etkileri engellemektir.
Poliplekslerin PEG ile modifiye edilmesi plazma proteinleri ve tuz gibi yapilarin tastyict
sisteme baglanmasini inhibe edip agregasyonlari Onleyerek kararlilik kazanmalarini
saglar, bu durum partikil-partikil ve partikil-protein etkilesiminde azalmaya sebep
olur. PEG’in molekiiler agirligi, miktar1 ve baglanma yOntemi kararliliga etki eden

faktorlerdir (Kundu ve Sharma, 2008).

Yang ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada katyonik lipit destekli PEG-PLA
(poly(ethylene glycol)-b-poly(d,I-lactide)) kopolimeri kullanarak siRNA tasiyici sistemi
tasarlamislardir. Enkapsiile edilen siRNA basarili bir sekilde hiicre icerisine girmesi
saglanmis ve endosomal/lizozomal kagis saglayarak siRNA’y1 parcalanmadan
korumuslardir. Plk1 genini hedef alan siRNA tasiyan nanopartikiiller, HepG2 ve MDA -
MB-435 kanser hiicrelerinde apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Yang vd., 2011).

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

PLGA, laktik asit ve glikolik asitlerin ester baglariyla birbirlerine baglanmasi ile
olusan bir polimerdir (Jin vd., 2014). PLGA, biyouyumlu ve biyo¢ozunir &zellikte
olmas1 nedeniyle oldukg¢a ilgi ¢eken bir polimer tirii olmustur. Hiicre igerisinde
endolizozomal kisimdan sitoplazmayagec¢ip igerigini uzun siirede serbest birakmasindan
dolay1, PLGA nanopartikiilleri, yliklenen maddeler i¢in etkin bir siirekli salim imkani
sunar (Bivas-Benita vd., 2004).

Guvenli ve yiksek biyogoziinur 6zellik gostermesi PLGA polimeri i¢in avantaj bir
durum iken diisiik salim orani, genetik materyali enkapsiilasyon kapasitesinin diisiik
olmasi, asidik ortamdan etkilenme gibi durumlardan dolay:1 kullanimi smirlanmaktadir
(Jin vd., 2014). Bu durumun Ustesinden gelmek icin katyonik polimer PEI ile modifiye
edilmis PLGA nanopartikiilleri denenmistir. Patilve Panyam’in yaptiklar1 bir ¢alismada,
siRNA enkapsiilasyonunu arttirmak i¢in PLGA’nin ylizeyine PEI katyonik polimerini
baglamiglardir. Elde ettikleri sonuca gore, siRNA’nin 2 kat daha fazla enkapsiile
edildigini ve salim profilinde artisin gézlemlendigi rapor edilmistir (Patil ve Panyam,
2009).
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2.4.2.4.4. Poli-L-Lizin (PLL)

Poli-L-Lizin gen tasmmasinda kullanilan etkili bir polipeptittir. Yapisindaki
lizinin birincil amin grubu fizyolojik ortamdan proton toplayarak genetik materyal ile
elektrostatik etkilesime girer. PLL’in etkinligi, molekiiler agirlig1 arttikca dogru orantili
bir sekilde artig gosterir fakat yiiksek molekiil agirliginda toksik etki de oldukca artar,
bu durum kullanimini smirlandirmaktadir. PLL’in gen tasima kapasitesi, tek basina
kullanildiginda zayif kalmaktadir, etkinligini arttirmak i¢in transferin, folat, monoklonal
antikorlar ve basit fibroblast blytime faktorleri ile modifiye edilebilmektedir. (Thapa ve
Narain, 2016).

IIk kez 1987 yilinda, bir tiir glikoprotein olan asialo orosomucoid ile konjuge
edilen PLL, gen aktariminda kullanilmistir. Zhang ve Smith, yaptiklar1 calismada PLL
polipleksinin uzunlugu ve partikiil boyutunun, genetik materyali tagimas1 ve gen ifadesi
Uzerindeki etkilerini in vivo ve in vitro incelemislerdir. Yiiksek molekiiler agirligi ve
diisiik boyuttaki PLL’lerin kullandiklar1i pDNA’y1 bozunmalara kars1 etkili bir sekilde
korudugunu ve HuH?7 hiicrelerinde yiiksek gen ifadesi gozlemlediklerini belirtmislerdir

(Thapa ve Narain, 2016).

2.4.2.45. Dendrimerler

Yapisal olarak dendrimerler monodispers, lic boyutlu ve ¢ok miktarda dallanmig
makromolekkiiller olarak bilinirler. Boyutlar1 1-100 nm arasinda olan dendrimerler
cekirdek, i¢ bosluk ve dis yilizey grubu olacak sekilde ii¢ ana kisimdan olusurlar. ,bu {i¢
ana grup kontrollii bir sekilde degistirilerek yapiya ¢oziiniirliik, termal kararlilik gibi
Ozellikler kazandirilabilmektedir (Calis ve Pehlivan, 2014).

[lagc yiikleme kapasitelesinin yiiksek olmasi, kolay sentezlenebilmesi,
kararliligmnin yiliksek olmasi, boyutlarinin kontrol edilebilir olmasi, aktif hedeflendirme
yapilabilmeleri ve ylizeylerinin fonksiyon kazandirilarak kontrollii ve siirekli salim
saglayan sistemlere doniistiiriilebilmeleri baslica istiinliikleri arasindadir. Parenteral,
transdermal,  okdiler, oral, pulmoner, rektal, wvajinal ve nazal yolla

uygulanabilmektedirler (Calis ve Pehlivan, 2014).

Antikanser terapotik etkinlik igin tasiyici sistem olarak; Taratula ve arkadaslari

poli(propilenimin) (PP1) dendrimerini Bcl-2 siRNA tasinmasinda kullanmiglardir.
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Lateral ve sterik kararhilik kazandirilmak istenen nanopartikiiller peg polimeri ile
kaplanarak SKOV-3, A549 ve A2780 hiicrelerine hedeflendirilmistir. Gdzlemlenen
sonuglar dogrultusunda hiicre 6liimlerinde biiyiikk miktarda artis olmustur (Taratula vd.,
2009).

2.4.2.4.6. Kitosan (CS)

Kitosan, kitinin (kabuklu hayvan ve bdoceklerin dis iskeletinde bulunan bir
polisakkarit) deasetilasyonu ile elde edilen biyo-uyumlu ve biyo¢6zinir olan bir amino-
polisakkarittir (Sekil 2.10). Molekiil agirhigi ve deasetilasyon derecesine bagh olarak
kararli ve kiiclik (20-500nm) partikiiller olusturabilir ve katyonik 6zelligi sayesinde
negatif yiikli mukozal yiizeyler ve genetik materyaller ile elektrostatik etkilesime

girebilirler (Morille vd., 2008).

Bu ozellikleri tasityan kitosanim, sudaki ¢Oziinlirliigiiniin zayif olmasi ve disiik
transfeksiyon verimliliginden dolay1 siRNA tasiyici sistem olarak tasarlanmasinda bazi
modifikasyonlara ihtiya¢ duyulmustur (Merkel vd., 2014). Bu modifikasyonlardan
bazilar;; pH’a duyarili modifikasyon, 1siya duyarli modifikasyon, hedefleme amaglh
kimyasal modifikasyonlardir (Wang vd., 2011). Kimyasal modifikasyonlar icerisinde en

cok ilgi ¢eken ise kitosanin kitooligosakkaritlere doniistiiriilmesi islemidir (Senel,
2012).

[ choH T [ cHoH T
H Q H
OH < OH 0
_—
Deasetilasyon
H NHCOCH, H NH,
- —n — —n
Kitin Kitosan

Sekil 2.10. Kitinin deasetilasyonu ve kitosan i kimyasal yapist (Dutta ve Dutta, 2012).

Kitooligosakkaritler kitosanin depolimerize edilmis halidir. Genellikle 3900
Da’dan daha az molekiil agirhigina sahiptirler. Kitooligosakkaritlere olan ilgi giderek
artmaktadir c¢ilinkii diisiik molekiil agirliklari, diisiik viskoziteleri ve kisa zincir

uzunluguna sahip olmalar1 endiistriyel alanda kullanimlarin1 kolaylastirmaktadir. Suda
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¢oziinlir 6zellikte olmalarmin yani sira, miikemmel biyolojik 6zelliklere sahiptirler ve
bu 6zellikleri ile kolesterol diisiiriicii, antibakteriyel, antitiimor ve immiin arttirici etkiler

gostermektedirler (Hamed vd., 2016).

CH,OH CH,OH
0 0
—_—
HO - Depolimerizasyon HO
NH, NH,
- Kitosan - —Ki'lnnlignsakkari‘l -

Sekil 2.11. Kitosamn depolimerizasyonu ve kitooligosakkarit’in yapist (n > m) (Vo vd., 2015).

Yapilan bir calismada kitooligosakkarit polimeri Bcl-2 siRNA tasinmasi igin
tastyict sistem olarak tasarlanmistir. Yapilan jel calismalarinda kitooligosakkarit’in
siRNA’y1 farkli konsantrasyonlarda tuttugu gosterilmistir. A549 ve MCF-7 hicrelerinde
yapilan transfeksiyon calismalar1 sonuglarmma goére hiicre icine transfeksiyon islemi

gerceklestirilebilmistir (Senel vd., 2015).

2.4.2.4.7. Albimin

Sentetik polimerlerle hazirlanan formilasyonlarda ylizey etkin madde ve toksik
¢oOziiciilerin kullanilmasi, istenen diizeyde uygulanmalarini sinirlamaktadir. Bu nedenle,
proteinlerin de dahil oldugu dogal biyomolekiiller giivenli olmalar1 ve biyo-uyumlu
olmalar1 nedeniyle uygun bir alternatif tasiyict molekiil olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Literatiir ¢aligmalar1 sonuglarina gbre protein tabanli nanopartikiiller, biyo-uyumlu,
biyolojik olarak ¢dziinebilir, kolay modifiye edilebilir olmalar1 nedeniyle ila¢ tasiyict

sistem hazirlamada tercih edilmektedirler (Razei vd., 2019).

Protein nanopartikiilleri, amfifilik 6zellikleri sayesinde de ideal nanotasiyicilar
olarak gorulmektedirler. Birgok dogal kaynaktan kolayca sentezlenebilen protein
nanopartikiiller baslica 2 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar; hayvansal proteinler (albimin, stt
proteinleri, kollajen, jelatin, elastin, ipek proteini, avidin) ve bitkisel proteinler (gliadin,

legumin, zein, soya proteini) olarak siniflandirilir (Razei vd., 2019).
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Bu protein yapili nanopartikiillerden son zamanlarda kanser alaninda kullanilan en
Oonemli tasiyict yapi ise albiimindir (Razei vd., 2019). FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanan Abraxane® (Albumin bound paclitaxel), kanser
tedavisi alaninda potansiyel bir aday ve ticari olarak ortaya ¢ikmig albliimin bazli bir

nanopartikildir (Green vd., 2006; Miele vd., 2009).

Albimin, 66,5 kDa molekiil agirligina sahip, 585 amino asit dizisinden meydana
gelen, 17 tane disulfit koprusi ve 1 tane sulfhidril grubu olusturacak sekilde 35 sistein
yapist barindiran (Hirose vd., 2010) (Sekil 2.12), kanda en ¢ok bulunan plazma
proteinidir (35-50 g/L insan serumu). Plazma proteinlerinin ¢ogu gibi albiimin de
karacigerde iiretilir ve karacigerin her graminda yaklasik 0,7 mg/saat olacak hizda
uretilmektedir (guinlik 10-15 g). insan serum albiimini i¢in ortalama yar1 dmiir 19 giin
olarak kabul edilmektedir (Kratz, 2008). Giiniimiizde albiimin; sigir serum albiimini
(Bovine Serum Albumin, BSA), insan serum albimini (Human Serum Albumin, HSA),
sican serum albiimini ve ovalbiimin gibi birgok kaynaktan elde edilmektedir. Elde
edilen albliiminler ilag, genetik materyal, peptit ve antibiyotiklerin de dahil oldugu
bircok molekiilii tasimak igin kullanilan tasiyict sistemlerdir (Elzoghby vd., 2012).
Ayrica, albiimin, yanik, sok, kardiyopulmoner baypas, hipoalbiiminemi, hemodiyaliz ve

akut solunum yetmezligi tedavilerinde de kullanilmaktadir (Mendez vd., 2005).
Albimin; glikoproteinler (Gp18, Gp30 ve Gp60), Megalin/Cubilin kompleksi,
yenidogan Fc reseptorll (FCRn) ve SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine,

asidik ve sistein bakimindan zengin olarak salgilanan protein) gibi ¢esitli hiicresel

reseptorlerle etkilesime girer.
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Sekil 2.12. Insan serum albiimini amino asit sekans dizilimi (Peters, 1995).

Gp60 reseptorii, bir diger adi albondin, molekiil agirligi 60 kDa oldugu icin bu
sekilde isimlendirilmistir. Gp60; membran gegirgenligini arttirarak, kan dolagimindaki
proteinlerin alimmi saglayan, vaskiiler endotelyal membran proteinidir. Albimin gibi
proteinlerin Gp60 reseptOriine baglanmasi, membran proteini olan kaveolin-1’in
(caveolin-1) aktiflesmesini dolayisiyla kaveola (caveolae) vezikiillerinin olusumunu
indiiklemektedir. Olusan kaveoller sitoplazma boyunca ilerleyip, icerdigi molekiilleri
hiicreler aras1 siviya birakacak sekilde diger hiicre duvarina dahil olur (Sekil 2.13). Bu
ozelliginden dolay1 Gp60’1n albliminin hiicresel transsitozunda biiylik katkis1 oldugu ve

alblimini lizozomal yikimdan korudugu diisiiniilmektedir (Larsen vd., 2016).
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Sekil 2.13. Gp60 reseptirieri araciligi ile ve hiicreler arast sivida SPARC proteinlerinin albiimine
spesifik baglanmasi (Nitta ve Numata, 2013).

Osteonektin veya bazal-membran 40 olarak da bilinen SPARC, hiicreler arasi
stvida bulunan ve albiimin baglayan bir proteindir (Sekil 2.13). Fibroblastlar, endotel
hiicrelerinin de dahil oldugu bir¢ok hiicre tipi tarafindan iiretilirler ve doku biiyiimesi,
hiicre proliferasyonu gibi olaylarla baglantilidirlar (Larsen vd., 2016). SPARC’m
albiimin baglama 6zelligi terapotik amaglar i¢cin de kullanilabilir. Baz1 kanser tiirlerinde,
kanserli bolgedeki SPARC miktarinin fazla olusu, alblimine bagl kemoterapi ilaglarmin
tutulmasma ve tedaviye daha olumlu cevap verilmesiyle iliskilendirilmistir. Bas ve

® uygulandiginda, tedavinin

boyun bolgesinde tiimor tasiyan hastalarda Abraxane
etkinliginin tiimoér SPARC ekspresyonu ile korele oldugu gosterilmistir (Wong ve

Sukkar, 2017).

Albiimin nanopartikiillerinin hazirlanmasinda kullanilan yontemler su sekilde
siralanmaktadir; Desolvasyon(koaservasyon), emiilsiyon olusturma, terman jelasyon,
nano puskdrterek kurutma, nab-teknolojisi (nab-technology, nanoparticle albumin-

bound technology) ve kendiliginden olusma (Elzoghby vd., 2012).
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2.5. Albumin Nanopartikilleri Hazirlama Yontemleri
2.5.1. Desolvasyon (koaservasyon) yontemi

Desolvasyon prosediirii protein bazli partikiiller elde etmek i¢in yaygin bir yontemdir.
Etanol ve aseton gibi su ile karisabilen organik ¢oziiciiler ile albiimin ¢ozeltisinin belirli
oranlarda karistirilmasi, albiiminin  denatiire olmasin1  ve iyi tanimlanmis
nanoparcaciklarin olusmasina neden olur. Etanol, alblimin bazli nanopartikiillerin
hazirlanmasinda esas olarak tercih edilen desolvasyon ajani olarak kullanilmaktadir.
Etanolliin ilave edilmesiyle, albiiminin sudaki ¢ozlniirliigii giderek azalir ve faz
ayrismast gozlenir. Etanol veya aseton gibi su ile karigsabilen c¢oziiciilerin
konsantrasyonunun arttirilmasinin, protein hidrasyonunda ve sulu karisimin dielektrik
sabitinde azalmaya neden olmaktadir. Desolvasyon asamasinda degisen dielektrik sabiti
ile olusan partikiillerin biiylikliigii arasinda bir korelasyon oldugu varsayilmistir
Albiimin nanopartikiilleri morfolojik olarak yeterince kararli degildir ve su igerisinde
tekrar c¢ozilebilir 6zelliktedir. Alblimin molekiiliindeki amino gruplarmin kantitatif
capraz baglanmasi i¢in glutaraldehit gibi ¢apraz baglayicilar kullanilmaktadir. Boylece
koesarvatlarin saglamlastirilmasi miimkiin olmaktadir (Sekil 2.14) (Von Storp vd.,
2012; Elzoghby vd., 2012).

\ ) Capraz Baglama

Coziicii Ajan

Alkol > >

Albiimin Cozeltisi Albiimin Agregatlan Albiimin

Nanokiireleri

Sekil 2.14. Albimin nanopartikillerinin desolvasyon yontemi ile hazirlanisi (Elzoghby vd., 2012).

Etanol ilavesi albiiminin tiglinciil yapismi degistirmektedir ve c¢ozeltiye etanoliin
eklenmesi esnasinda, albliminin sudaki ¢oziiniirliigli azalir ve faz ayrigmasmma maruz
kalir. Belirli bir ¢oziinme seviyesine ulastiginda protein kiimeleri olusur. Daha sonra
gluteraldehit gibi bir aldehit grubunun ilave edilmesiyle albiminin arjinin

rezidiilerindeki guanidin yan zincirleri ile lizin rezidiilerindeki amino gruplarinda
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kondensasyon gergeklesir ve nanopartikiiller capraz baglanarak daha kararli bir form

kazanmis olurlar (Iwao, 2016).

2.5.2. Emiilsiyon olusturma yéntemi

Emiilsiyon olusturma yontemi, polimerlerin hazirlanmasinda da yaygm olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle hazirlanan albiimin nanopartikiillerinin kararlilig1
icin iki yontem kullanilir; Isil islem, albiimin damlaciklar1 igeren yag fazi yiiksek bir
hizda homojenlestirilip, albiimin nanokiireleri (0,3-1 pum) elde edilmis ve 10 dakika
boyunca 175-180 °C’de isitilarak kararli hale getirmistir. Bu karisim sogutulup,
santrifiijleme isleminde ayrilmayi kolaylastirmak amaciyla yag viskozitesini azaltmak

icin etil eter ile seyreltme islemi yapilmistir (Elzoghby vd., 2012).

Diger yontem ise kimyasal islem, albiimin sulu ¢dzeltisi yagl faz (pamuk yagr)
icinde 25 °C emiilsiyon haline getirilmis ve ardindan ¢apraz baglayici ajan 2,3-
butadiene veya formaldehit iceren eter ile resiispande edilerek denatiire edilmistir

(Elzoghby vd., 2012).

Yag/su emiilsiyonu hazirlama yontemi i¢in, albiiminin sulu ¢ozeltisi tizerine, suda
¢cOziinlirliigli olmayan etkin maddenin ¢oziindiiriildiigii organik solvan (diklorometan
gibi) damla damla eklenerek emiilsiyon olusumu saglanir. Daha sonrasinda, organik
solvanin ugurulmasi ile etkin madde yiiklii albiimin nanopartikiilleri elde edilir. Bu
partikiillere, formiilasyon hazirlamasi sirasinda organik solvan igerisinde PEG’in
cOzililmesi ile pegilasyon ya da c¢apraz baglayicilar ile ligand konjligasyonu da

mumkundir (Lee vd., 2011).

Su/yag emiilsiyonu hazirlama yonteminde ise albiimin igeren sulu ¢ozelti, yliksek
hizli homojenizatdr kullanilarak oda sicakliginda organik fazda (pamuk tohumu yagi
gibi) homojen bir emiilsiyona doniistiiriiliir. Bu emiilsiyon 120 °C’nin iizerinde bir
sicaklikta biiyiik hacimli ve 6nceden 1sitilmis bir yaga damla damla eklenir. Bu islem ile

mevcut suyun hizla buharlagsmasi saglanirken nanopartikiillerin olusmas1 indiiklenmis

olur (Iwao, 2016).
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2.5.3. Termal jelasyon yontemi

Albiimin gibi proteinlerin 1sitilmasiyla olusturulan jelasyon iki asamali bir
islemdir. Ik asama 1s1 verilerek proteinin konformasyonal yapisinda degisiklik elde
edilip baz1 polipeptit zincirlerinin a¢ilmasi olarak gosterilmistir. Bu agamada proteinin
ayrismasi ve denatiirasyonu s6z konusudur. Denatiirasyon isleminin gerceklesmesi i¢in
proteinin denatiirasyon sicakhigmnin iizerinde 1sitilmasi gerekir. Ikinci asamada ise
jelasyona uygun hale gelen protein molekiiller aras1 etkilesim gergeklestirecek sekilde
protein-protein baglanmasi olusturur. Molekiiller arasi etkilesimin ¢6ziicli igerisinde yer
almasiyla olusan bu olusumu ¢6ziicli boyunca jel formunu alarak devam etmektedir.
Jellesmeye sicaklik disinda pH, iyonik kuvvet, protein konsantrasyonu gibi faktorler de

etkilemektedir (Boye vd., 1996).

Bir ¢alismada BSA-dekstran konjugatlar1 karigimimin BSA ve kitosan arasindaki
elektrostatik ¢ekim ve BSA’nm jellesmesi sayesinde isitilarak tretilmistir. Ortamin
ph’s1 7,4e getirilerek doksorubisin yiiklemesi yapilan nanopartikiillerin antitimor etkisi
miirin asit hepatoma H22 tiimorii tasiyan farelerde denenmistir. Doksorubisinin
sitotoksisitesini onemli Ol¢lide azalttig1 ve tiimorlii farelerde hayatta kalimi arttirdigi

gbzlenmistir (Qi vd., 2010).

2.5.4. Puskirterek kurutma yéntemi

Piiskiirterek kurutma islemi, bir sivi igerisinde maddelerin ¢oziinmiis, siispande
edilmis ya da emiilsiifiye edilmis formlarinin sicak hava ortamina piiskiirtiilmesi ve
ornegin icerdigi sivinin evaporasyonu sonucu Uriinin toz halinde elde edilmesine
dayanmaktadrr. Kurutma islemi sirasinda ¢ozelti atomizerler tarafindan sicak
havanin igerisine kiciuk damlaciklar olusturacak sekilde puskiirtiiliir. Cozelti kurutma
cemberinin st tarafindan radyal olarak sicak havada ilerler. Nem hizlica
damlaciklardan buharlagarak ayrilir. Soguyan hava, vakum fanlar1 yardimiyla
(partiktllerin disar1 atilmasini 6nleyecek diizenek ile) bosaltilir ve kurutulan toz tiriiniin

toplama kabinda birikmesi saglanir (Lee vd., 2011).

Piiskiirterek kurutma, yaygm olarak kullanilan, sivi bir fazdan kuru bir toz
tiretmek i¢in kullanilan etkili bir yontemdir. Son zamanlarda, pulmoner, nazal ve oral
yoldan verme amacglh proteinlerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu ydntemde

partikul buydkligii, kiitle yogunlugu, akis 6zellikleri gibi partikiiliin ¢esitli 6zelliklerini
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ayarlamak oldukca kolaydir. Bu sebeplerden dolay1 piiskiirterek kurutma protein ve
peptid ilaglarin formiile edilmesinde kullanilan ¢ok yonlii ve ticari olarak da

uygulanabilir bir teknolojidir (Lee vd., 2011).

2.5.5. Nanopartikiil albiimin baglama teknolojisi

Amerikan Bioscience sirketi, lipofilik ilaclar1 nanopartikiillerin i¢cine enkapsiile
etmek igin Ozel nanopartikiil albiimin baglama teknolojisi (nab-technology)
gelistirmistir. Ilag etkin maddesi insan serum albimini ile birlikte sulu bir ¢oziici
icerisinde karigitirtlir ve ardindan yiikksek basing altinda piskiirtiilerek 100-200nm
araliginda albiimin nanopartikiilleri elde edilir. Yaklagik 130nm capinda Abraxane®
metastatik meme kanseri tedavisinde 6nemli derecede fayda saglayan ve FDA
tarafindan onaylanmis olup, bu yontemle iiretilmis bir kemoterapotik ilagtir (Kratz,

2008).

2.5.6. Kendiliginden olusma yontemi

Burada yontemde, hidrofobik 6zellikteki bir ilacin albiimine eklenerek albiiminin
yiizeyinde bulunan birincil amino gruplarinin degisiklie ugramasi ve albliminin
hidrofobikliginin artmasi s6z konusudur. Hidrofobikligi artan albiiminlerin topaklanarak
misel yap1 olusturmasi saglanir (Elzoghby vd., 2012; Bhushan vd., 2017; Xu vd.,
2011). Nano boyutta misel olusturmak i¢in kimyasal olarak modifiye edilmis
albiiminlerin kendiliginden birlesmesi suda ¢oziintlirliigii zayif etkin maddeler i¢in hazne

gorevi gordiigii i¢in yiiksek miktarda yiikleme islemi yapilabilir. (Elzoghby vd., 2012).

2.6. Transfeksiyon Ydntemleri

Gen transferi yabanci bir genetik materyalin hiicre igerisine aktarilarak hiicrede
genetik olarak degisiklik yapilmasidir (Carter ve Shieh, 2014). siRNA transfeksiyon
isleminde, transfekte edilen genetik materyal, konak¢1 genomuna yerlestirilmez, hedef

genin ekspresyonuna miidahale edilmis olur (Ma ve Chen, 2005).

Transfeksiyon icin genellikle kullanilan yontemler, Lipit aracili metot, Kalsiyum
fosfat aracili, DEAE(dietil aminoetil metil)-dekstran aracili, elektroporsayon,

biyolistikler, viral vektorler, polibren, laser transfeksiyon, yiiksek sicaklikla arttirilmig
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gen transfeksiyonu yontemleridir (Ma ve Chen, 2005). siRNA transfeksiyonu icin en

yaygim lipit/polimer aracili yontemler ile viral vektorler kullanilmaktadr (Kim ve
Eberwine, 2010).

Tablo 2.2. Transfeksiyon Yontemleri (Kim ve Eberwine, 2010).

Tip Ydéntemler Ornek
Biyolojik Viriis iliskili Herpes simpleks viriis, Adeno iliskili viris,
Adeno viris, Vaccinia virlsi, Sindbis virisi

Kimyasal Katyonik polimer Polietilenimin, dendrimer, lipofektamin, lipofektin
Kalsiyum fosfat DOTAP, DOTMA, kalsiyum fosfat
Katyonik lipit

Fiziksel Direkt enjeksiyon Mikro-igne, AFM tip, gen tabancasi, niikleofektor,
Biyolistik parga tagima fototransfeksiyon, manyetofeksiyon
Elektroporasyon
Sonaporasyon

Hiicre igerisine nanopartikiillerin gegisi i¢in bir¢cok yol belirlenmistir, bunlar
arasinda reseptor aracili endositoz, fagositoz ve makropinositoz gibi yontemler
mevcuttur. Katyonik tastyici sistemler i¢in en onemli giris yolu pozitif yuklerinin,
hlcrenin negatif yiizeyi ile etkilesimi sayesinde gergeklesen endositoz yoludur.
Fagositoz ve makropinositoz ¢ogunlukla graniilosit ve makrofajlarin biiyiikk molekiilleri

parcalamak amaciyla kullandiklar1 yollardir. (Senel, 2012).

A ®

Makropinositoz Klatrin aracili endositoz Kaveola aracili endositoz

Dinamin

“ g ®
.........
% Klatrin ve Kaveol'den

3 bagimsiz endositoz

% &S
% &
g

W

3
3

Sekil 2.15. Gen tasiyici nanopartikiillerin hiicre i¢ine alim yollart (Durzynska vd., 2015).
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2.7. Inhaler Uygulama ve Akciger Kanseri

Inhalasyon yolu kullanilarak tedavi calismalar1 antik caglara kadar
uzanmaktadir. Yillar boyunca, bir¢ok bilesik ve komponent inhalasyon yolu ile
uygulanarak tedavi amaciyla kullanilmistir. Inhaler ila¢ uygulamak sadece solunum
yolu hastaliklarinin tedavisi i¢cin degil, astim, Tiiberkiloz ve diger bakteriyel
enfeksiyonlar, grip viriisinden kaynaklanan enfeksiyon, mantar enfeksiyonlari, sistik
fibroz, kronik obstriiktif akciger hastaligi, diyabet ya da kanser gibi hastaliklarin lokal
ve sistemik olarak tedavisinde de kullanilmaya baslanmustir. Inhalasyon yolu ile ilag
uygulama parenteral tedavinin bir basamagidir. Inhalasyon uygulamasinda etkinin
baglama siiresi ¢ok kisadir (Andrade vd., 2014). Yanlis pulmoner uygulama, terapotik
ilag etkisinde 6nemli miktarda azalmaya sebep olmaktadir. Cogu inhale edilen ilacin
alveoler bolgeye ulagmasi istenmektedir ¢unki cok ince epitel (0.1-0.5 pm) ve dev
alveoler yiizey (~140 m?) ila¢ emilimi i¢in iistiin kosullar sunmaktadir. Genel olarak
alveoler yiizey, akcigerlerin toplam yiizeyinin % 80’inden fazlasini olusturur (Weibel,
1979). Bu yolla, dogru ilag uygulamasinin tstiin bir terapotik etki olusturdugu ve sonug

olarak daha diisiik bir uygulama sikligia yol actig1 belirtilmistir (Booker, 2005).

Lokal amagla inhalasyon uygulamasinda kii¢iik oranlardaki sivi ilag, akciger
epitallerine hizli bir sekilde diflize olur ve kan dolasimma penetre olarak sistemik
sirkiilasyona karigsmadan dogrudan akcigerlere ulastigindan etki aninda baslar. Sistemik
amagcla uygulamada ise ila¢ alveoller aracilifiyla ¢ok hizli bir sekilde kan dolagimina
gectigi icin etki saniyeler icerisinde gerceklesir ve bu etki ila¢ karacigerde ilk gecis
etkisine ugramadigi icin ¢ok daha diisiik dozlarla elde edilir. Bu nedenle, son yillarda
inhaler uygulama ile ¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla pek cok iirlin marketlerde

yerini almistir (Loira-Pastoriza vd., 2014).

Akciger; trake, bronslar ve iletim bronsiyollerinden olusan iletken hava yollar1
ile solunum bronsiyolleri, alveol kanallar1 ve alveollerden olusan solunum bdlgesi
olacak sekilde 2 ana kisimdan olusur. Akciger gaz degisim fonksiyonunu solunum
bolgesi i¢inde gerceklestirir ve inhaler uygulama ile ilag dagitim gerceklestirilecegi
zaman boyutsal faktorler akciger i¢indeki kontrollii ve etkili ilag birikimi i¢in 6dnemli
hale gelmektedir (Albertine, 2016). Buyik ve porlu mikropartikillerin mikemmel
aerodinamik Ozellikleri ve biiyilk geometrik boyutlar1 alveol makrofajlar1 tarafindan

yakalanmasint diiglirtir. Bu da partikiillerin akciger icerisinde yerlesmesini ve
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geciktirilmis ilag salinimmin gergeklesmesini miimkiin  kilar. Aynmi  6zellik
nanopartikiiller i¢in de saglanmaktadir. Nano boyuttaki bu partikiillerin ¢ogu akciger
yiizey makrofajlar1 tarafindan yakalanirlar ve pulmoner doku igerisinde birikerek
haftalarca kalabilmektedirler (Loira-Pastoriza vd., 2014). Biyuk partikillerin daha
kiiciik gaz molekiillerine ¢arpmasi sonucu olusan brownian hareketi, sedimentasyon ve
carpma-vurma olacak sekilde iic ana mekanizma partikiillerin farkli bolgelerde
birikmesine neden olmaktadwr. 1 pm’den kiiciikk partikuller, brownian hareketi
gostererek akcigerin alveoler bolgesinde birikim gosterirler. 1-5 pm araliginda olan
partiklller trakeo-bronsiyal bolgeye girip ¢okelme gostermeye elverisli olup, 5 pm’den
biiyilk olan partikiiller ise ¢ogunlukla g¢arpma-vurma nedeniyle orofarinks hava
yollarinda birikecektir (Heyder vd., 1986; Oberddrster vd., 2005).

Akciger kanseri diinya genelinde kansere bagli 6liim oraninin en yiiksek oldugu
kanser tiirii olarak gdzlemlenmektedir. Uc ana akciger kanseri tiirii arasinda, kiigiik
hicreli olmayan akciger kanseri en sik goriileni olup tiim akciger kanserinin yaklagik
%85’ini olusturmaktadir (Molina vd., 2008; Herbst vd., 2008). Akciger kanserleri
siklikla metastaz yapar ve tedavi basarisizlik ile sonuglanir. Yeni molekiiler tedaviler,
cerrahi islem ve radyo-kimyasal tedavilerin gelisimine ragmen, hastalarin g¢ogu i¢in
prognoz oldukga diisiik olmaktadir. siRNA bazli terapotiklerin akcigere sistemik amaclt
veya intrapulmoner uygulama seklinde verilmesi miimkiindiir (Shim vd., 2013; Lam
vd., 2012). Intrapulmoner uygulama, diisik siRNA dozlarma izin vermektedir,
istenmeyen sistemik yan etkileri azaltip ayni zamanda siRNA’nin yar1 Oomriinii de
arttrmaktadir (Merkel vd., 2014). Ayrica siRNA’nin akcigere lokal olarak verilmesi,
invazif bir hastaligin ortaya ¢ikmasini ve i.v. uygulama sonrasinda siRNA’y1 pargalayan
serum proteinleri ile etkilesimini 6nler. Bununla birlikte, akcigerin hava tarafinda serum
yoktur ve niikleaz aktivitesi nispeten diisiiktiir (Zheng vd., 2012). Akciger, yiiksek
vaskularizasyonlu buyik alveoler yiizey alani ve absorbsiyon i¢in faydal faktorler olan
ince hava-kan bariyeri gibi sistemik uygulamaya kiyasla baska avantajlar da
sunmaktadir (Cryan vd., 2007).

Akcigerlerdeki kanserlesme, klasik kemoterapiyle etkin bir sekilde tedavi
edilemez ve bu nedenle kemoterapétik etkileri artiracak teknikler akciger kanserinin
klinik tedavisinde cok Onemlidir. STAT (Signal transducer and activator of

transcription) proteinleri, biilylime faktorleri ve sitokinlere yanit olarak aktive hale gelen
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latent sitoplazmik transkripsiyon faktorleridir. Aktive edilmis STAT'lar homo- veya
hetero-dimer olusturur ve cekirdege translokasyon yapar, spesifik hedef genlerin
promotdr bolgesine baglanir ve gen transkripsiyonunu diizenler. STAT3'in yapisal
olarak aktive olmasinin akciger kanserinde siklikla yer aldigini gosteren bol miktarda
kanit vardir. Sitokinler (6rnegin IL-6) ve biiyiime faktorleri (6rnegin epidermal biiylime
faktorii), STAT3'in reseptorlerine baglanir ve daha sonra onun tirozin kalintisini aktive
eder. Aktivasyonla birlikte, STAT3 dimerleri ¢ekirdege translokasyon yapar ve STAT3
DNA yanit bolgesine baglanir ve STAT3'lin transkripsiyonunu aktive eder. STAT3'lin
sabit up-regilasyonu, BCL-XL, BCLZ2, siklin D1, c-myc, mcl-1 ve VEGF gibi hiicre
proliferasyonunu arttiran ve anjiyojenezi yiikselten gen dizisi ve protein yapilarin
upregiilasyonunu  saglayarak onkojeneze katkida bulunur. RNA interferans ile
hedeflenen post-transkripsiyonel gen susturulmasi, hiicrelerdeki spesifik genin
ekspresyonunun inhibisyonu igcin umut verici yeni bir yaklasimi temsil eder. Noron
timor hiicrelerinde RNAi mekanizmasi ile STAT3 miktarinda azalis gergekleserek
apoptoz indiklenmektedir (Das vd., 2014).

Projemiz kapsaminda, antisens teknolojisi, albliimin nanopartikiillerinin
ustunlikleri ve inhaler uygulama yonteminin avantajlarmi bir arada sunabilecek bir

formiilasyon gelistirilmeye caligilamistir.
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3. GERECLER

3.1. Kullamlan Maddeler
Madde Ad1

Agaroz

DKM (Diklorometan)
DMSO (Dimetilsulfoksit)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DOTAP®

DSPE-PEG2000

DNA (GFP) (?)

Etanol (%99,8)

Etidyum bromur

FITC siRNA

Fotal sigir serumu

Kitosan Oligosakkarit Laktat
Lipofectamin® 2000 transfeksiyon ajani
MTT boyasi

Oktadesilamin

RPMI — 1640 Medium

Sigir Serum Albumini
SIRNA STAT3

Sodyum Hidroksit

Sodyum klorr

Tween® 80 (Polioksietilen-20-Sorbitan Monooleat)
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Firma Adi

: Prona, Ispanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Applichem, Almanya

: Biological Ind., Israil

: Cayman Chemical, ABD
: Cayman Chemical, ABD
: Aldevron, ABD

: Merck, Almanya

: Amresco, Amerika

: Santa Cruz, ABD

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrcih, Almanya
: Invitrogen, Ingiltere

: Applichem, Almanya

: Fluka Chemicals, ABD

: Sigma-Aldrcih, Almanya
: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya



3.2. Kullamlan Cihazlar
Cihaz Ad1

Biyuk kapasiteli santrifij
CO’li etiiv

Cytation 5 plaka okuyucu
Distile su cihaz1
Dondurucu (-20°C)
Dondurucu (-80°C)
Floresan mikroskop

Gli¢ kaynagi

Invert mikroskop

Jel dokiimantasyon cihazi
Laminar akis kabini
Manyetik karigtirici
Mekanik karigtirici
Mikrosantrifij

Orbital karistirici
Otoklav

Otomatik mikropipetler
pH-metre

Rotavapor Buchi

SEM Cihazi

Su banyosu

Vorteks karistirici

Yatay Calkalayict

Yatay elektroforez cihazi

Zeta potansiyel ve pargacik boyutu dlcer
(Malvern)
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Firma Adi

: Eppendorf 5810, Almanya
: Hera Cell 240i, Amerika

: BioTek, ABD

: Millipore, Amerika

: Arcgelik, Turkiye

: New Brunswick Sci., Amerika
: Leica 400DMI, Almanya

: Consort E861, Belgika

: Leica DMIL, Almanya

: Kodak 440CF, Amerika

: Heal, Force Cin

: Heidolph, Almanya

: Heidolph Almanya

: Eppendorf, Almanya

: Stuart SSL1, Ingiltere

: Hirayama, Japonya

: Eppendorf, Almanya

: ThermoScientific Amerika
: (R-205), Isvigre

: Carl Zeiss Ultra Plus, ABD
: GFL T-251425, Almanya

: Je1o Tech Co., Cin

: Stuart SSL2, Amerika

: ThermoScientific, Amerika

: Nano Zetasizer ZS, Ingiltere



4. YONTEM
4.1. Formiilasyon Gelistirme Sirasindaki On Calismalar

Emulsifikasyon, termal jelasyon, spray drying (puskirterek kurutma),
koaservasyon, nanopartikil-albiimin bag teknolojisi (nab teknolojisi) ve kendiliginden
olusma yontemleri olmak iizere, alblimin tagiyici sistemlerin hazirlanmasinda literatiirde

6 hazirlama yonteminden bahsedilmektedir (Elzoghby vd., 2012).

Bu calismada katyonik 0©zellik tagimasi istenen albiimin nanopartikiillerinin
hazirlanmasinda desolvasyon teknigi kullanilmistir. Tasiyic1 sistemin temel birimi

olarak s1gir serum albiimini kullanilmistir.

Yapilan 6n calismalarda, partikiillere katyonik 6zellik kazandirmasi igin
DOTAP®, oktadesilamin gibi katyonik lipitler ile kitosan oligosakkarit laktat katyonik
polimeri kullanilmistir. Formiilasyonda partikiillerin  boyutlarinin  kiigiiltiilmesi,
agregasyonun Onlenmesi ve karaligin saglanmasi amaciyla % 4’liikk polioksietilen-80-
sorbitan monooleat (Tween®80) yiizey etkin maddesi ve 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG2000)

kullanilmastir.

Karistrma islemi manyetik karistiricida 300 - 600 rpm arasinda ve alkoliin
uzaklastirilmasma bagli olacak sekilde 30 dk ile 3 saat arasinda degisen slre

araliklarinda devam ettirilmistir.

Formiilasyonlar 2 ¢cm c¢apinda 10 mL’lik ve 3 cm c¢apinda 25 mL’lik iki gesit
beherde denenmistir. Kullanilan behere gore ¢ap1 1 cm ve 2 cm olacak sekilde iki farkh

manyetik balik tercih edilmistir.

Formiilasyon hazirlama esnasinda kullanilan su, 1M NaOH ¢o6zeltisi kullanilarak
pH’st 7.4’e ayarlanmis ve 0,22 pm filtreden gecirildikten sonra otoklavlanmis
(121°C’de latm basimg, 20 dakika) distile su 6zelligindedir. Albiiminin desolvasyonu
icin kullanilan alkol % 99,8’lik alkoldiir.

4.1.1. On cahsmalardaki formiilasyonlarin hazirlama asamalan

Calismamiz siiresince, en ideal formulasyonun belirlenmesi icin farkli
formulasyonlar hazirlanmistir ve bu hazirlanan formiilasyonlarin genel &zellikleri

asagida sunulmustur.
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-F1 formulasyonu: Desolvasyon yontemiyle hazirlanan formiilasyonda 20 mg albiimin
2 mL distile suda ¢6zildikten sonra 500 pL alkol ilave edilerek albliminlerin denattre
olmas1 saglanmistir. 2 mg DOTAP® 500 pL alkol’de ¢oziiliip 125 pL’si damla damla
alblimin ¢ozeltisine ilave edilmis, formiilasyonda bulanma goriildiikten sonra alkoliin
eklenmesi durdurulmus ve alkoliin u¢masi igin beher, agz1 acik bir sekilde oda sisinda

manyetik karistiricida brrakilmistir.

-F2 formalasyonu: F1 formiilasyonunda oldugu gibi 20 mg albiimin 2 mL distile suda
coziildikten sonra 500 pL alkol ilave edilerek albiiminlerin denatiire olmasi
saglanmustir. 2 mg DOTAP® 500 pL alkol’de ¢oziiliip 125 pL’si damla damla albiimin
cozeltisine ilave edilmis ve formiilasyonda bulanma gozlenmistir. Daha sonra 4 mg
DSPE-PEG2000 500 uL alkolde ¢oziilmiis ve 125 pL’si formiilasyona damla damla

ilave edilmis ve alkolii ugmaya birakilmistir.

-F3 formulasyonu: 20 mg albiimin 2 mL distile suda ¢ozuldikten sonra 500 pL alkol
ilave edilerek albliminlerin denatiire olmas1 saglanmistir. F1 formiilasyonunda
kullanilan DOTAP® yerine 2mg oktadesilamin katyonik lipidi 250 uL alkolde ¢oziiliip
50 uL’si damla damla albiimin ¢ozeltisine ilave edilmis. Oktadesilamin ¢ézeltisinin
damlatilarak ilave edilmesi sonucu agregasyon gozlenmistir. Daha sonra 4 mg DSPE-
PEG2000 500uL alkolde ¢oziliip 250 pL’si damlatilarak formiile ilave edilmistir.

Yaklasik 2 saatlik karistirma islemi sonrasinda topaklanmalar kaybolmustur.

-F4 formulasyonu: 20 mg albtimin 2 mL distile suda ¢6zildikten sonra 500 pL alkol
ilave edilerek albliminlerin denatiire olmas1 saglanmistir. F3 formiilasyonunda
kullanilan oktadesilamin miktar1 iki katmna ¢ikarilmis 4 mg oktadesilamin katyonik
lipidi 250 pL alkolde ¢6ziiliip 50 uL’si damla damla albiimin ¢6zeltisine ilave edilmis.
Oktadesilamin ¢ozeltisinin damlatilarak ilave edilmesi sonucu agregasyon gézlenmistir.
Daha sonra 4 mg DSPE-PEG2000 500 pL alkolde ¢6ziiliip 250 pL’si damlatilarak
formile ilave edilmistir. Yaklasik 2 saatlik karistirma islemi sonrasinda topaklanmalar

kaybolmustur.

-F5 formulasyonu: Film kaplama yontemiyle denenmek istenen bu formilasyonda 20
mg albiimin bir beherin i¢inde 2 mL distile suda ¢dziilmiistiir. 4 mg DOTAP® ve 8 mg
DSPE-PEG2000 ise 10 mL’lik rotavapor balonunda 1mL alkolde ¢6ziiliip rotavaporda
100 mBar basingta, 100 rpm dse dondiiriilerek alkoliin u¢masi ve balin yiizeyin ince

film tabakanin olusmasi saglanmistir. Albumin ¢dzeltisi daha sonra bu balona alinmis
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ve elde calkalanarak DOTAP®/DSPE-PEG2000’nin balon yiizeyinden kendiliginden
veziikiil olusturma islemi saglanmis ve serbest haldeki albiiminlerin bu film tabakasi ile

kaplanmasi saglanmaistir.

-F6 formilasyonu: Bir diger formiilasyon ¢alismamizda ise, F5 formiilasyonunda
kullanilan DOTAP® miktar: iki katma ¢ikarilmistir. 20 mg albiimin 2 mL distile suda
¢oziilmiistiir. 8 mg DOTAP® ve 8 mg DSPE-PEG2000 1 mL alkolde ¢ziiliip 10 mL’lik
balona aktarilarak rotavaporda 100 mBar basingta, 100 rpm doniis hizinda alkolii
ucurulmustur. Alkoliin tamami uctuktan sonra albumin ¢6zeltisi balona alinmis

DOTAP®/DSPE-PEG2000 ile kaplama islemine tabi tutulmustur.

-K1 formilasyonu: Kitosan oligosakkarit laktat katyonik polimerinin ile hazirlanan bu
formilasyonlar igcin 2 mL distile suda 20 mg alblimin ¢oziilmiistiir, 2 mg kitosan 500
pL distile suda ¢oziilmiistiir. Kitosan ¢ozeltisinin tamami albiimin ¢dzeltisine damla
damla ilave edilmistir. Daha sonrasinda bu karigimin iizerine 1 mL alkol damlatilarak
ilave edildiginde, lif ve topak seklinde agregasyonlar gozlenmistir. Bu agregasyonlari
gidermek amaciyla 1 mL %4 Tween®80 ilave edilmis ve oada 1smda 600 rpm’de
karistirmak  suretiyle alkolii ug¢maya birakilmistir. Alkolii ugtuktan sonra

formiilasyondaki agregasyonun giderilemedigi goriilmiistiir.

-K2 formulasyonu: Bu formilasyonda, K1 formiilasyonunda kitosan ilavesinden sonra
eklenen alkol miktarmin yarisi, kitosan ¢ozeltisiyle karistirilip birlikte damlatilarak
ilave edilmistir. 20 mg alblimin 2 mL distile suda bir beher igerinde ¢oziilmiistiir, 2 mg
kitosan 2 mL’lik mikrotiip icinde 500 pL distile suda ¢6ziilmiis, lizerine 500uL de alkol
ilave edilip 1 mL’lik ¢ozelti elde edilmistir. Kitosan ¢Ozeltisinin tamami albiimin
cozeltisine karistirma altinda damla damla ilave edilmis ve ayni sekilde agregasyon
gbzlenmistir. Daha sonra 1 mL %4 Tween® 80 ilave edilmis ve alkolii ugmaya
birakilmistir. Yiizey etkin madde ilavesi sonrasi alkolii ugmaya birakilan formiilasyonda
agregasyonun alkol varliginda sabit oldugu alkoliin u¢gmasi sonucunda goézle goriilmez

oldugu belirlenmistir.

-K3, K4, K5 formiilasyonlari: K2 formilasyonundaki tim parametreler sabit
tutularak, kullanilan kitosan miktar1 swrasiyla 4mg, 8mg ve 16mg olacak sekilde

arttirilarak K3, K4, K5 formiilasyonlar1 elde edilmistir.

-K4k formulasyonu: Bu formiilasyonda, K4’iin DOTAP® ve DSPE-PEG2000 ile

kaplama islemi yapilmistir. Zeta potansiyel ve partikiil boyutu degerlendirmeleri sonucu
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kitosanli formiiller igerisinde en uygun formiilasyonun K4 oldugu tespit edildiginden,
K4k formiilasyonunun hazirlanmasinda K4 ¢ekirdek yapi1 olarak kullanilmustir.
DOTAP® ve DSPE-PEG2000 ile kaplama islemi yapilmasinin nedeni ise formiilasyona
daha sonra albiimin adsorbsiyonunun saglanmasi boylelikle dis yilizeye tutunan
albliminin saglayacagi avantajlarin kullanilabilmesi i¢in zeta potansiyelinin
yiikseltilmesi ve kararliligin arttirilmasidir. Buna gore olusturulan formiilasyonun

hazirlama teknigi asagida detayl olarak sunulmustur.

Ik asamada, yukarida anlatildig1 gibi K4 ¢ekirdegi hazirlanmustir. Ayri bir 10
mL’lik balonda 2 mg DOTAP® ve 2 mg DSPE-PEG2000, 500 pL alkolde ¢oziliip
rotavaporda 100 mBar basingta, 100 rpm de alkolii u¢urulmustur. Alkoliin tamami
uctuktan sonra K4’den 500uL balona alinmis DOTAP®/DSPE-PEG2000 ile kaplama

islemine tabi tutulmustur.

-A2, A3, A4, A5 ve A6 formiilasyonlar: K4k formiilasyonu hazirlandiktan sonra bu
formiilasyondan 500’er pL almarak 2 mL’lik mikro tiiplere aktarilmistir. Her bir
mikrotiibe sirasiyla 3.3 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg ve 20 mg/ mL konsantrasyonlarda 500
uL alblmin cozeltisi eklenerek, albiminin K4k formulasyonuna adsorbe edilmesi ile
sirastyla A2, A3, A4, A5 ve A6 formiilasyonlar1 elde edilmistir. Adsorbsiyon islemi
mikrotiip i¢inde yatay ¢alkalayici da 100 rpm, 30 dk boyunca gerceklestirimistir.

On ¢alismalar sonunda elde edilen tim formiilasyonlara ait kodlar, formiilasyon

islemleri ve igerikleri ile ilgili detayli bilgi Tablo 4.1°de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Hazirlanan on formiilasyonlar ve son formiiliin isimlendirilmesi, kullamlan bilesenler, ve hazirlama yontemler

Ylzey Etkin Albumin

Madde Adsorbe Kullanilan Yontemler

Tastyic1 Katyonik Lipitler Antiagregan

Formii  Albumin DOTAP® Oktadesiamin® Kitosan DSPE-PEG %4 Tween®80

lasyon (%mg/mL) (Y%mgimL)  (%mg/mL)  (%mg/mL) (%mgimL)  (YemL/mL)  (em@/mbL)  Desolvasyon  Kaplama - Adsorbsiyon

F1 10 0,125 - - - - - + ] -
F2 10 0,25 - - 0,125 - - + ] -
F3 10 - 0,2 - 1 - - + - ]
F4 10 - 04 - 1 - - + - -
F5 10 2 - - 4 - - ] + -
F6 10 4 - - 4 - - ] + -
K1 ~5,714 - - ~0,57 - ~0,286 - - - -
K2 ~5,714 - - ~0,57 - ~0,286 - - - -
K3 ~5,714 - - ~1,14 - ~0,286 - - - -
K4 ~5,714 - - ~2,28 - ~0,286 - - - -
K5 ~5,714 - - ~4,56 - ~0,286 - - - -

K4k ~5,714 2 - ~2,28 2 ~0,143 - + + -
A2 ~5,714 2 - ~2,28 2 ~0,143 ~1,904 + + +
A3 ~5,714 2 - ~2,28 2 ~0,143 ~2,857 + + +
A4 ~5,714 2 - ~2,28 2 ~0,143 ~5,714 + + +
A5 ~5,714 2 - ~2,28 2 ~0,143 ~8,571 + + +
A6 ~5,714 2 - ~2,28 2 ~0,143 ~11,428 + + +
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4.2. On Cahsmalarla Elde Edilen Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalar

Bu kisimda 6n g¢aligmalarda hazirlanmis formiilasyonlarm partikiil boyutu, dagilimi ve

zeta potansiyeli, en uygun formiilasyonlarin belirlenmesi i¢in arastirilmistir.

4.2.1. On cahsmalarla ait partikiil boyutu ve dagilim

Formiilasyonlarin partikiill boyutu ve dagilimi foton korelasyon spektroskopisi
kullanilarak &l¢iilmiistiir. Olgiimlerde kullanilan su pH 7.4 ve 50 uS iletkenlikte olup,
0.22 um’lik filtrelerden gegirilmis distile su 6zelligindedir. Formiilasyondan 100 pL
alinip, 50 uS su ile 1 mL’ye tamamlanmis ve 25 °C’de yapilmis olan 100 &lgiimiin
ortalamas1 almarak 3 kez tekrarlanmistir. Olgiimler Zetasizer cihazi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

4.2.2. On cahsmalarla ait zeta potansiyel dl¢iimleri

Zeta potansiyel 6lgmek i¢in partikiil boyutu 6lgmek amaciyla hazirlanan 6rnekler ile
Zetasizer cihazi kullanilmustir. Elektrostatik hareketlilik Helmholtz-Smulochowski
esitligi kullanilarak zeta potansiyeline doniistiiriilmiistiir. 20 Ol¢limiin  ortalamasi

alinmak {izere Ol¢timler 3 kez tekrarlanmistir.

4.3. Albimin Nanopartikiil Hazirlama Cahsmalari

Formiilasyon gelistirme sirasinda yapilan On ¢alismalar sonucunda elde edilen
formiillerin partikiil boyutu, dagilimi ve yiizey yiikii 6zelliklerinin belirlenmesi sonra,
A4 formiilasyonunun en uygun formiil oldugu belirlenmistir. A4 formiilii baz alarak,

ana formiil olarak arastirilacak A7 formiiliine gegis yapilmstir.

4.3.1. A4 formilasyonu

Desolvasyon yontemiyle formiilasyon hazirlamak ic¢in sigir serum albiimini se¢ilmistir.
Sigir serum alblimini; 69.323 Da molekiil agirhiginda ve 25 °C su igerisinde 4.7°lik

izoelektrik noktasma (PI) sahiptir. Diigiik maliyeti ve bol bulunabilmesi 6zelliklerinin
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yant sira saflastirma kolayligi ve siradist ligant baglama 6zelligi sayesinde ilag tastyici

sistem amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Elzoghby vd., 2012).

A4 formiilasyonunun hazirlanmast i¢in, 20 mg alblimin, 2 mL suda, manyetik
karigtiricida 300 rpm doniis hizinda 5 dakika karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Albiimin
¢ozeltisi lizerine albliiminin desolvasyonuna yardimei olamasi i¢in 2 mL %99.8 saflikta
etil alkol damla damla ilave edilmistir. Diger yandan, 8 mg kitosan oligosakkarit 500
puL su kullanilarak 2 mL’lik mikrotiip i¢inde pipetaj yapilarak ¢ézdiriilmiis ve 500 pL
alkol ilave edilerek karistirtilmistir. 1 mL hacme ulasan kitosan/su/alkol karigimu,
alblimin ¢oOzeltisi lizerine damla damla ilave edilerek c¢ozeltinin raki beyazi
goriinlimiinde bulaniklagmas1 (albliminin denatiire olmasi nedeniyle) saglanmistir.
Agregasyonun giderilmesi i¢in 1 mL %4 Tween® 80 ilave edilmis ve formiilasyon, 300
rom’de ki manyetik karistiricida alkoliin u¢gmasi i¢in oda 1sisinda birakilmistir. Elde

edilen dispers sistem K4 ¢ekirdek formiilasyonu olarak adlandirilmistir.

Hazirlanan bu K4 c¢ekirdek formiilasyonun kararliligmin saglanmasi amaciyla yapilan
kaplama islemi icin, bir balona 2 mg DOTAP® ve 2 mg DSPE-PEG2000 tartilmus,
iizerine 1 mL alkol ilave edilmis ve vorteks yardimiyla karigtirilmistir. Hazirlanan bu
karistm 100 mBar basingta ve 100 rpm doniis hizinda alkoliin ugmasi ve balonun i¢
yizeyinde film tabakanmn olusmasi igin evapore edilmistir. K4 cekirdek
formiilasyondan alman 500 pL balonun i¢ine aktarilmis ve 300 rpm doniis hizinda
manyetik karistiric1 tizerinde 1-2 dakika boyunca balonun tim yizeyinde gezdirilecek
sekilde kanstrilmistir. Bu kaplanmis K4 cekirdek formilasyonu K4k olarak

adlandirilmastir.

Bu kisimda, ¢ekirdek formiilasyonda bulunan albiiminin DOTAP® ve DSPE-PEG2000
ile kaplanmasi nedeniyle Gp60 yolaginda etkin bir sekilde fonksiyon gosterememe
olasihig1 diistiniildiigiinden, nanopartikiillerin dis yilizeyine albiminin adsorbe edilmesi,
bu yolagin kullanilmasina yardimci olmasi i¢in, gerekli goriilmiistiir. Bu amag i¢in, 10
mg/mL konsantrasyondaki alblimin ¢dzeltisi hazirlanmis, bu ¢ozeltiden 500 pL alarak
2 mL’lik mikrotiip icerisine aktarilmustir. Uzerine 500 puL K4k ilave edilmis ve 100
rpm’de oda 1sinda 30 dakika yatay calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen

Formiil A4 olarak isimlendirilmistir.
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4.3.2. A7 formulasyonu

A4 formiilasyonu baz alinarak hazilanan A7 formiilasyonunda, kullanilan g¢ekirdek

formiildeki kitosan miktar1 4’e diistiriilmiistiir ve ylizey etken madde kullanilmamustir.

Bigin, 20 mg albiimin, 2 mL suda, manyetik karistiricida 300 rpm doniis hizinda 5
dakika karistirilarak ¢oziindiriilmiistiir.  Alblimin  ¢Ozeltisi ilizerine albiiminin
desolvasyonuna yardimci olmasi i¢in 2 mL %99.8 saflikta etil alkol damla damla ilave
edilmistir. Diger yandan, 2 mg kitosan oligosakkarit 500 pL su kullanilarak 2 mL’lik
mikrotlip i¢inde pipetaj yapilarak c¢ozdiriilmis ve 500 pL alkol ilave edilerek
karstirtilmigtir.  Bu karisim, albiimin ¢ozeltisi iizerine damla damla ilave edilerek
¢Ozeltinin bulaniklagmasi saglanmistir ve formiilasyon, 300 rpm’de ki manyetik
karistiricida alkoliin ugmasi i¢in oda 1sisinda birakilmistir. Elde edilen dispers sistem

G2 (gekirdek 2) olarak adlandirilmistir.

Hazirlanan bu C2 formiilasyonun kaplama islemi i¢in, 10 mg DSPE-PEG2000 tartilmas,
iizerine 1 mL alkol ilave edilmis ve vorteks yardimiyla karistirilmistir. Hazirlanan bu
karisim yukarida anlatildigir gibi, balonun i¢ yilizeyinde film tabakanin olugmasi i¢in
evapore edilmistir. C2 formiilasyondan alman 1 mL, balonun i¢ine aktarilmis ve 300
rpm doniis hizinda manyetik karistirict {izerinde 1-2 dakika boyunca balonun tim
yiizeyinde gezdirilecek sekilde karistirilmistir. Bu kaplanmis C2 formulasyonu C2k

olarak adlandirilmistir.

DSPE-PEG2000 ile kaplanmis ¢ekirdek formiilasyon yiizey yiikiiniin negatif oldugu
tespit edildiginden dis yiizeye yliklenecek albiiminin pozitif karakterde olmasi igin,
kaplanmis nanopartikiillere pozitif yiikteki C2 nanopartikiilleri adsorbe edilmistir. Bu
amagla, 2 mL’lik mikrotiip igine 500 pL’lik C2k formiilasyonu konulmus, iizerine 250
ML C2 formiilasyonu eklenmis ve yatay calkalayicida 100 rpm’de 30 dk boyunca oda
isinda elektrostatik etkislesim igin inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen formulasyon

ana formilasyondur ve A7 formiilasyonu olarak adlandirilmistir.

4.3.3. A4 formiilasyonlarina genetik materyal yiikleme ¢cahsmalar

A4 formiilasyonunun genetik materyal baglama yetisinin belirlenmesi i¢in, STAT3
siRNA’y1 harcamamak amaciyla laboratuvarimizda bulunan GFP (Green Floresan

Protein) plazmit DNA (Aldevron Biotechnology) kullanilmistir.
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Farkli oranlarda DNA kullanilarak yapilan c¢alismalarda genetik materyal iki farkli

metot kullanilarak albiimin nanopartikiillerine yerlestirilmeye ¢alisilmistir.

4.3.3.1. Cekirdege Enkapsulasyon

Enkapsiilasyon islemi A4 formiilasyonunda gergeklestirilmistir. Genetik materyalin
enkapsilasyonu icin, formiilasyonun 50 uL’sinde 0,5 pg pDNA olacak sekilde A4
formiilasyonunda kullanilan K4 c¢ekirdeginin hazirlanma asamasinda, kitosan/su/alkol
karisimma pDNA ilave edilmistir. pPDNA’nin enkapsiile edilmis K4 c¢ekirdegi 4.3.1°de
anlatildig1 gibi ylizey etki madde eklemis ve alkolii ugtuktan sonra DOTAP® ve DSPE-
PEG2000 ile kaplanmis ve ylizeyine albiimin c¢ozeltisi adsorbe edilmistir. Bu
formilasyon A4D1 olarak adlandirilmistir.

4.3.4.2. Cekirdege Adsorbsiyon

Genetik materyalin adsorbsiyon islemi hem A4 hem A7 formiilasyonlar1 ig¢in
uygulanmistir. Kullanilan genetik materyal, A4 i¢cin pDNA, A7 i¢in siRNA’dir. Genetik
materyal miktari, pDNA i¢in; formiilasyonun 50 pL’sinde 0,5 pg olacak, siRNA icin
ise; formiilasyonun 50 pL’sinde 0,2 pg olacak sekilde ayarlanmistir. Adsorbsiyon
islemi, her iki formiilasyonun c¢ekirdek kismi hazirlandiktan sonra K4 ve C2’ye
uygulanmistir. Genetik materyal, pozitif yiizey yikiine sahip ¢ekirdekten gerekli
miktarlarda alindiktan sonra bir mikrotiip igerisinde 37 °C’de 30 dakika inkiibasyona
tabi tutulmasiyla partikiillere adsorbe edilmistir. Daha sonrasinda c¢ekirdeklerin
DOTAP® / DSPE-PEG2000 ve DSPE-PEG2000 ile kaplanmas: gerceklestirilmistir.
Daha sonrasinda, dis yiizeyin bolim 4.3.1. de anlatildig1 gibi albiimin ile ve bolim
43.2.°de anlatildigni gibi albiimin  nanopartikiillerinin  (C2)  adsorbsiyonu
gerceklestirilmistir. Genetik materyalin ¢ekirdege adsorbe edilmis hali ile olusturulan

A4 formulasyonuna A4D2, A7 formiilasyonuna ise A7sIR isimlendirilmesi yapilmistir.
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4.4. A4 ve A7 Formiilasyonlarimin Karakterizasyon Cahsmalar

Bu kisimda A4 ve A7 ve bunlardan tiiretilmig formiilasyonlarin yiizey morfolojisi, pH
degeri ve genetik materyal baglama yetisi gibi fizikokimyasal Ozellikler ile stotoksisite

ve transfeksiyon ¢aligmalar1 yiirtitiilmiistiir.

4.4.1. Morfolojik inceleme

A4 ve A7 Formiilasyonlarin morfolojik incelemesi taramali elektron mikroskobu (SEM:
Scattering electron microscope, SUPRA 50VP model, Oberkochen, Germany) cihazi
kullanilarak ~ yapilmustir. Ornekler c¢ift tarafli yapiskan karbon bantlar Gzerine
damlatilmis ve oda 1sinda kurutulmustur. Daha sonra 100 A kalinlikta olacak sekilde
altin kaplama yapilmistir. Goriintiiler SkV-yiiksek biiylitme gézlem kosulu, sarjlanma

azaltic1 gozlem modu ve vakum altinda SE goriintii sinyalinde alimustir.

4.4.2. pH degeri

Hazirlanan formiilasyonlarm pH degerleri pH-metre ile belirlenmistir. Hazirlanan
formiilasyonlar bir behere aktarilmis ve pH metrenin probu bu dispersiyonlara

batirilarak cihazin gosterdigi degerler kaydedilmistir.

4.4.3. Jel Retardasyon Cahismalar

Bu calisma, formiilasyonlarin DNA ve siRNA baglama oranlarinin belirlenmesi i¢in ve
ayrica yliklenen siRNA’nm serum varliginda olasi degisiminin belirlenmesinde
kullanilmistir. TAE ve TBE ile hazirlanmis % 2.5 ve % 1.5’luk agaroz jel kullanilmistir.
Ornekler, 50 mV uygulanarak ~1-2 saat jelde yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme cihazi ile
gorilintiilenmistir.

Agaroz Jel Elektroforez Islemi

siRNA elektroforez islemi i¢in % 2.5 agaroz igeren jel hazirlanmistir. Yiirlitme tamponu
ve jel hazirlamak icin stok 10 X TBE’den hazirlanan 1 X TBE kullanilmistir. DNA
elektroforez islemi i¢in %1.5 agaroz jel hazirlanmistir ve 50 X TAE’den hazirlanan 1 X
TAE kullanilmistir.

Tris free base

Glacial Acetic Acid 57.1 ml
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10 X TBE (1 L pH 8.0) 50 X TAE (1L pH8.0)

TrizmaBaz 108¢g Trizma Baz 242 g
Borik asit 559 Disodyum EDTA  18.61¢g
0.5MEDTA 40 mL Glasiyal Asetik Asit 57.1 ml

- 100 mL 1 X tampona 1.5 g (DNA i¢in) ya da 2.5 g (siRNA i¢in) agaroz eklenmis ve
manyetik karistirici tizerinde 1sitilarak ¢éziinmesi saglanmastir.

- Jel ¢ozeltisi yaklasik 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine % 5 oraninda
etidyum bromiir (10 mg/mL) eklenerek jel tepsisine dokiilmiistiir.

- Uzerine uygun taraklar konularak jelin polimerlesmesi beklenmistir. Jel
polimerlestikten sonra iizerine uygun 1 X tampon konularak taraklar dikkatlice
cikarilmastir.

-Yikleme tamponu ile karistirilan Ornekler mikropipet yardimiyla kuyucuklara
yiiklenmistir.

-Orneklerin, 50 mV uygulanarak ~1-2 saat jelde yiritilmesi ve jel goriintiileme cihazi

ile goriintiilenmesi saglanmistir.

4.4.4. Serum icindeki kararhhk

Hiicrelerde maksimum etkinlik gézlemlenmesi i¢in formiilasyonlarin genetik materyali
serum bilesenlerine karst korumasi gerekir. Bu sebepten genetik materyal iceren
formllasyonun serum bilesenleri iceren besiyerindeki davraniglarmi incelemek
gerekmektedir (Biiylikkoroglu vd., 2016). Bu inceleme; transfeksiyon isleminde
kullanilan oranlarda siRNA yiiklenmis formiilasyonun %10 fotal sigir serumu (fotal
bovine serum, FBS) iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ile 37
°C’de 1 saat, 4 saat, 10 saat, 24 saat ve 48 saat inkiibasyona birakilarak yapilmustir.

45. Hiucre Kilturd

Hiicre olarak A549 insan akciger kanser ve 3T3 saglkli fare fibroblast hiicreleri
kullanilmigstir. Hiicrelerin iiretiminde ve formiilasyonlarin uygulanmas: islemlerinde

hiicre kiiltiirii tekniginden faydalanilmistir. Teknigin uygulanmasinda;

- Hiucreler %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %21 glutamin iceren DMEM

icerisinde kiiltiire edilmistir.
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- Hicre kalttrinin yapildigi ortam 37°C, %5 CO. ve %95 hava iceren atmosfer
kosullarindadir.

- Hiicrelerin hizli biiyiime evresine ulagmasi durumunda, 2X Tripsin/EDTA
cozeltisi ile muamele edilerek alt kiiltiirlere ayrilmasi saglanmstur.

- Kullanilmayan alt kiiltiirler kademeli olarak sogutularak hiicre stogu haline

getirilip, -80 °C’de belirli siire saklanmuistir.

4.5.1. Sitotoksisite calismasi

Hiicre tabanli sitotoksisite c¢aligsmalari, formiilasyonun ve etkin maddenin hiicre
proliferasyonu iizerinde etkisi olup olmadigini veya hiicrelerin 6lumiine sebep olacak
toksik dozu belirlemek i¢in yaygimn bir sekilde kullanilmaktadir. Tetrazolyum indirgeme
yontemi hiicre canliligin1 belirlemede kullanilan yOntemlerden bir tanesidir. Bu
yontemde bir plaka okuyucu tarafindan saptanabilen renkli veya fliioresan bir triin elde
edilecek sekilde test edilecek numunenin hiicre popiilasyonuna maruz birakilmasi islemi

esastir (Riss vd., 2016).

MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolyum bromiir), suda c¢tzlnebilen bir
tetrazolyum tuzudur ve hiuicre mitokondrisinde suda ¢6ziinmeyen formazan denen bir
maddeye indirgenir. Formazan, hiicre zarindan gecemez ve bu sebepten saglikli
hiicrelerde birikme gosterir (Fotakis ve Timbrell, 2006). Bu durum canhi ve
mitokondriyal aktivitesi saglam hiicrelerin mor renge boyanmasini saglarken, 6lii veya
mitokondriyal aktivitesi bozulmus hiicrelerin boyanmamasima sebep olur. Hiicrelerin
MTT indirgeme fonksiyonu hiicre canliligini gosteren bir parametredir ve MTT

calismalar1 sonrasinda gozlemlenen boya yogunlugu hiicre canlilig1 ile dogru orantilidir

(Van Meerloo vd., 2011; Riss vd., 2016).

Bu tez caligmasinda formiilasyonlarin hiicre iizerindeki sitotoksisitesinin tespit edilmesi

amaciyla MTT testi uygulanmustir.

- Hucreler kultire edildikten sonra % 10 FBS iceren DMEM besiyerinde
stispansiyon seklinde hazirlandiktan sonra Thoma lamu {izerinde hiicre sayimi
yapilmustir.

- Her bir kuyuda 12.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya gore hiicre
slispansiyonunun konsantrasyonu ayarlanmis ve plakalara hiicre ekimi

yapilmustir.
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-1 gunlik treme siresinin ardindan sitotoksik etkinin gézlenmesi i¢in hazirlanan
formiilasyonlar 2. giin hiicrelerin {izerine eklenmistir. Uzerine formiilasyon ilave
edilmeyen kontrol hucreleri ile birlikte 37°C, %5 CO; ve %95 hava igeren
atmosfer kosullarinda 24-48 saat inkiibasyon islemine birakilmistir.

- 24-48 saatlik inkiibasyon iglemi sonrasinda kuyucuklarda bulunan besiyerileri
uzaklagtirilmig ve her kuyucuga 5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmig MTT
boyasindan 20 pL ilave edilmistir.

- MTT boyasinin canl hiicreler tarafindan formazan tuzuna doniistiiriilmesi i¢in
37°C’de 4 saatlik inkiibasyona birakilmustir.

- 4 saatlik inkiibasyon islemi sonrasinda MTT boyas1 kuyucuklardan uzaklastirilip
her bir kuyucuga 200 pul. DMSO cklenerek tekrar 37°C’de 30 dakikalik
inkiibasyona birakilmistir.

- 30 dk’lik inkiibasyon islemi sonrasinda gerceklesen renk degisimini belirlemek
icin 570 nm’lik dalga boyunda 6l¢iim yapmak tizere plakalar Cytation 5 plaka
okuyucuya alinmustir.

- Deney her bir derisim i¢in 8 kuyuda yapilmis ve 3 kez tekrar edilmistir.

4.5.2. Transfeksiyon ¢alismasi

Transfeksiyon ¢alismas1 formiilasyonlarin genetik materyali hiicre igine
aktarabilme kapasitesini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismadir. FITC-etiketli
siRNA kullanilmigtir. FITC-etiketli siRNA hiicresel alim sagladiktan sonra hiicre
icerisinde gostermis oldugu floresan 1s1ma O6zelliginden faydalanarak konfokal
mikroskop ile goriintiilenebilirler (Ye vd., 2018). Hiicre olarak A549 akciger kanser ve
3T3 saglikli fare fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Belirli miktarlarda formiilasyon ile
enkapsiile edilmis FITC-etiketli siRNA yiiklii formiilasyonlar asagidaki protokole
uygun bir sekilde calisilmistir. FITC-etiketli siRNA’nin  etkinliginin = ve
formiilasyonlarin tasima kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla Lipofectamine® 2000
kontrol tastyic1 sistem olarak kullanilmustir (Lipofectamine® 2000 firmanm belirttigi

protokol dahilinde hazirlanmaistir).

- Ik giin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarma antibiyotik icermeyen %10 FBS
iceren besiyeri ile hiicre ekimi ger¢eklestirilmis ve kuyudaki yogunluk %60-70
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oraninda olacak gekilde 37°C, %5 CO: ve %95 hava iceren atmosfer
kosullarinda 24 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.

- 1 giinliik iireme siiresinin ardindan kuyucuklarda bulunan besiyeri uzaklastirilip
kuyucuklar 1X PBS tamponu ile bir kez yikanmuistir.

- Cesitli miktarlarda hazirlanan formiilasyonlar antibiyotik ve FBS igcermeyen
besiyeril ile hazirlanip hiicrelere damlatilarak ilave edilmistir.

- Plakalar tekrardan 37°C’de inkiibasyon islemine birakilmistir. Plakalar
inkiibasyona birakildiktan 6 saat sonra formiilasyon iceren besiyerilerinin
iizerine antibiyotik icermeyen ve %20 FBS igeren besiyeri ilavesi yapilmustir.

- 24 ve 48 saat inkiibasyon siire¢lerinin ardindan plakalar floresan mikroskopu
altinda incelenmeye alinmistir.

Transfeksiyon islemi sonrasinda hiicrede gerceklesen etkinlik mikroskobik olarak
degerlendirilmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon periyotlarinin ardindan Lipofectamine®
2000 ve wuygulanan formiilasyonlar i¢in transfeksiyonun gerceklestigi ve

gerceklesmedigi hiicreler ayni1 bélgede mikroskobik olarak incelenmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bircok hastalikta sistemik veya lokal olarak uygulanabilecek nitelikte siRNA
tastyict vektorlerin gelistirilmesi son yillarda oldukca 6n plandadir. siRNA tasinmasinda
kullanilan vektdrlerin  tasarlanmasinda; vektoriin partikiil boyutu ve dagilimi, zeta
potansiyel degeri, siRNA vyiklii partikiillerin serum i¢indeki kararliligi, genetik
materyalin hiicre i¢ine taginmasi ve endojen RISC molekiilii ile siRNA’nin etkilesim
gOstermesi icin sitoplazma iginde salim gibi baslklar g6z oniinde bulundurulmasi
gerekmektedir (Senel, 2012).

5.1. On Calismalara Ait Bulgular

Bu tez calismasinda hiicre igerisine siRNA tasmmasini saglayabilmek amaciyla
albimin  nanopartikiil  sistemi tasarlanmaya ¢alisilmistir.  Nanopartikillerin
hazirlanmasinda uygun zeta potansiyel degerlerine ulasmak icin ii¢ ¢esit katyonik ajan
(DOTAP®, oktadesilamin, kitosan oligosakkarit laktat), kararlilig1 arttirmak igin DSPE-
PEG2000 polimer-lipit kompleksi ve/veya Tween® 80 vyiizey etkin maddesi

kullanilmustir.

Hazirlanan 6n formiilasyonlarmm homojen yapida olmamasi veya agregasyon
olusturmasi, bu sorunlarin olmadigr durumlarda ise istenen partikiil boyut ve dagilimi
ile zeta potansiyel degerlerine sahip olmamasindan dolay1 bir¢ok formiilasyon denemesi

yapilmistir.

Ayrica ilerleyen asamalarda formiilasyonun genetik materyali tutma kapasitesi,
dis yiizeyinde bulunan albiiminleri tutma kapasitesi, sitotoksik etki gostermesi,
transfeksiyon verimliligi gibi sebeplerden dolay1 formiilasyonlarda tekrar degisikliklere
gidilmistir.

Elde edilen tiim sonucglar degerlendirilmesi i¢in ve optimum formiilasyonlarin
secilmesi i¢in hazirlanan formiilasyonlarin 6ncelikle partikiil boyutlari, dagilimlar1 ve

yiizey ylikleri aragtirilmstir.

5.2. Partikiil Boyutu ve Dagilimi

Nanopartikiil tastyict sistemlerin partikiil boyutu ve dagilimmin belirlenmesi,

kullanilan maddelerin ve metodun secilmesinde, tasarlananan sistemin uygulama
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yolunun belirlenmesinde ve tasityict sistemin kararlilifinin  gézlemlenmesi igin
onemlidir. Partikil boyutunun kiigiik olmasi kararliligi arttrmakta, toksik etkinin
azalmasina sebep olmaktadir. Nanopartikiillerin de dahil oldugu kolloidal sistemler i¢in
partikiil boyutu 1 pum’nin altindadir ve tasarlanan tastyici sistemin partikiil boyutunun

mikronalti, dagiliminin ise dar aralikta olmasi istenir (Biiyiikkdroglu, 2005).

Genetik materyal taginmasi amaciyla tasarlanan sistemlerde ise partikiill boyutu
ozellikle de transfeksiyon isleminin degerlendirilmesi amaciyla oldukca Onemlidir.
Transfeksiyonun etkin bir sekilde ger¢eklesmesi igin belirgin bir partikiil boyutu yoktur.
Daha onceki ¢aligmalara gore yaklagik 200 nm ¢ap uzunluguna sahip nanopartikiillerin
transfeksiyon verimliliginin 1yi sonuglar gosterdigi belirtilmistir. Biiyiik partikiil
boyutuna sahip nanopartikullerin hiicre yiizeyine daha kolay yerlestigi ama kiiglik
partikiil boyutundaki nanopartikiillerin hiicre icine aliminin daha kolay oldugu
belirtilmistir (Rao, 2010). Tablo 5.1°de Ongalismalarda hazirlanan formiilasyonlarin

partikiil boyutlar1 ve dagilimlarina ait veriler sunulmustur.

Tablo 5.1. Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve polidispersite indisi
(SH:Standart Hata, PDI:Polidispersite Indisi, n=3)

Ortalama Partikiil

Formiilasyon Boyutu (nm) £ SH PDI + SH
F1 159.22+ 11.78 0.32+0.13
F2 297.41+ 4.96 0.38 £ 0.06
F3 104.50 + 31.32 0.81+0.05
F4 694.36 + 28.17 0.71+0.01
F5 34.42 +8.42 0.40+0.03
F6 127.64 + 5.66 0.44 + 0.06
K2 178.44 + 21.01 0.18+ 0.09
K3 66.22 + 17.15 0.65 +0.02
Ka 275.53 +16.21 0.51+0.03
K5 689.21 + 12.09 0.67 +0.04

Kak 751.9 +54.16 0.632 +0.11
A2 157.0+£ 28.2 0.651 + 0.05
A3 135.0 + 33.62 0.741 £ 0.09
A4 203.2+43.36 0.662 + 0.03
A5 140.8 + 4.05 1.00 £ 0.00
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A6 262.2+11.17 0.291 £ 0.06
A7 227.5+13.04 0.359 £ 0.025

[laglarin inhalasyon yolu ile tasmmasi, epitelyuma direk ulasabilme, sistemik
sitotoksisiteden kagabilme ilk ge¢is metabolizmasindan korunma gibi yararlarinin
yaninda, ilaglarin etkili ve hizli absorbsiyonunda akcigerlerin genis bir yiizey alani, ince
alveolar epitelyum ve zengin bir damar agina sahip olmasi biiyiik avantaj saglamaktadir
(Sou vd.,2013). Inhaler uygulanan partikiillerin, akcigerde ulastiklar1 alana gore ultra
ince partikiiller (ultrafine particles; < 0.1 pm), ince partikiller (fine particles;0.1-2 um)
ve kaba partikiiller (coarse particles; >2 pm) olarak tanimlanabilir. Boyutlar1 0.5 pm
'den kiigiik olan pargaciklar alveolde difiizyon mekanizmasiyla birikmektedir (EI-
Sherbiny vd., 2015) Akciger, yaklasik 300-500 milyon alveolden olusmaktadir ve 100
m? yiizey alanma sahiptir (Nahar vd., 2013). Ayrica alveoler makrofajlarin 1.5-3 pm
arasinda degisen biyiikliikteki partikiilleri yakaladigi bildirilmistir (El-Sherbiny vd.,
2015). Elde edilen sonuglarda hazirlanan tiim formiilasyonlarin partikiil boyutlarinin 1.5
um’den kiigiik olusu, formiilasyonlarin makrofajlar tarafindan yakalanmayacagma ve
ortamdan makrofajlar aracilig1 ile uzaklastirilamayacagina isaret etmektedir. F2, F4,
K4 ve K5 formiilasyonlar1 haricinde diger formiilasyonlarin 200 nm’nin altinda
kaldigin1 belirlenmistir. Ortalama biiylikligi 200 nm'den kiiglik partikiillerin hiicresel
alimlarmin daha yiiksek oldugu (Marsh vd., 2003). ve gelismis gegirgenlik ve alikonma
etkisi (EPR; enhanced permeability and retention) yoluyla pasif timoér hedefleme
kabiliyeti gosterdigi ve bunun da akciger kanseri tedavisinde etkinligi sagladigi
belirtilmistir (Nimmano vd., 2018). F1, F2, K2, K4 formiilasyonlarmin istenen 6zellikte
partikiil boyutuna yakin degerlere sahip oldugu goriilmektedir.

PDI, belirli bir sistemdeki partikiil biiyiikliigi dagilimmin homojenligi hakkinda
bilgi veren bir oran olan dagilimin kalitesini 0-1 araliginda yansitir. PDI’nin 0.01 ile 0.7
degerleri arasinda oldugunda tastyici sistemin monodispers, 0.7 nin iizerinde bir deger
gozlemlendiginde ise genis partikiill boyutu dagilimina sahip oldugu belirtilmistir
(Nidhin vd., 2008). Bu da, F4 ve K1 disinda ki tiim formiilasyonlarin monodispers

sistemler olarak kabul edilebilecegini gostermektedir.

A serisi formiilasyonlari i¢in yapilan analizlerde K4k formiiliiniin 1:1 oraninda

alblimin ile kaplanmis hali olan A4 formiilasyonu ve 1:1.5 oraninda albiimin ile
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kaplanmig hali olan A6 formiilasyonu partikiil boyutu 200 nm degerine yakindir. Sadece
DSPE-PEG2000 ile kaplanmis son formiil A7 ise 200 nm partikiil boyutuna yakin bir
deger gosterermektedir. Bu formiiller partikiil boyutu agisindan kullanima en uygun

formiilasyonlar olarak kabul edilmistir.

5.3. Zeta Potansiyel Degeri

Zeta potansiyel, partikiiliin etrafinda bulunan elektriksel cifte tabakanm sabit
kismi ile nétr bolge arasindaki potansiyel farktir. Zeta potansiyel dlgiimleri partikiillerin
bir elektriksel alan icerisindeki elektroforetik hareketlerinden yararlanilip zetametre
ismi verilen cihazlar araciligi ile yapilir. Cihaz Olgiimleri elektroforetik hareketin
mikroskop altinda izlenebilen bir mikroelektroforez hiicresi kullanarak gerceklestirir.
Elektroforetik hareket Olgiildiikten sonra ortamin viskozlugu ve dielektrik sabiti
bilindigi taktirde Helmholtz-Smoluchowski esitliginden faydalanilarak zeta potansiyel

hesaplanir (Oner, 2012).

Zeta potansiyelinin 30 mV tan daha yiiksek pozitif veya -30 mV’tan daha yiiksek
negatif olmas1 sistemin monodispers olmasini saglamaktadir. Diger yandan 5 mV’tan
diisiik, -5 mV’tan yiiksek olacak sekilde notr degere yakin olmasi da agregasyona sebep

olabilmektedir (Gumustas vd., 2017).

Zeta potansiyeli ayrica hiicresel alim ve transfeksiyon etkniligi i¢in de oldukca
kritik bir parametredir. Pozitif yiiklii partikiillerin hiicre membraninda bulunan negatif
yukli komponentler ile etkilesimi sayesinde hiicresel alimi1 kolaylagsmaktadir (Layek ve
Singh, 2017).

[k etapta etkin bir transfeksiyon ve hiicresel alim saglamak i¢in pozitif degerler
elde edilmeye calisilarak hazirlanan formiilasyonlardan F1, F2, F3 ve F4
formiilasyonlarinin zeta potansiyeller negatif ¢ikmistir. Bu nedenle katyonik ajanin
formiilasyona dahil edilis seklinde degisiklige gidilmis olup, c¢ekirdegi olusturan
alblimin nanopartikiilleri lizerine pozitif yiik tasiyacak bir kaplama islemine gecis
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda 2 mg DOTAP® ve 4 mg DSPE-PEG2000
kaplama islemine gec¢is yapilan F5 ve 4 mg DOTAP® ve 4 mg DSPE-PEG2000 ile
kaplama yapilan F6 formiilasyonlar1 pozitif zeta potansiyel degeri vermis olmasina
ragmen, diisiik degerler elde edildigi icin ¢ekirdek kisim hazirlanirken DOTAP yerine
kitosan oligosakkarit formiilasyona dahil edilmistir (Tablo 5.2).
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Tablo 5.2. Hazirlanan formiilasyonlarin zeta potansiyelleri (SH:Standart Hata, n=3)

Formiilasyon Zeta Potansiyel (mV) = SH
F1 -13.62+1.38
F2 -28.31+1.93
F3 -25.8014.82
F4 -21.06%2.01
F5 +2.62 £0.04
F6 +13.53+2.24
K2 +9.72 £1.40
K3 +20.48+2.71
K4 +38.20+2.43
K5 +39.09+1.04

KaK +51.50£4.31
A2 +32.52 £4.02
A3 +28.14 £2.10
A4 +35.87 £3.06
A5 +26.59 £ 6.15
A6 +20.01 £3.77
A7 -18.30 £ 0.43

Kitosanl formiillerin tiimii pozitif zeta potansiyel gdstermistir. 8 mg Kitosan ile
hazirlanan formiilasyon K4 ve 16 mg kitosan ile hazirlanan K5 formiilasyonlar1 +30
mV degerinden daha yiiksek bir pozitif sonu¢ gosterdigi icin monodispers sistemler
olarak kabul edilebilir. K4 ve K5 formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri arasinda
pek fazla bir fark olmadigi i¢in 8 mg kitosan kullanilan K4 formilasyonu ile devam
edilmistir.

K4 ve K5 formiilasyonlar1 arasindaki zeta potansiyel farkinin az olmasi, albiimin
partikiillerinin kitosana baglanma acisindan belli bir doygunluga ulagsmis oldugu

diistiniilmektedir.

Yapilan analizler dogrultusunda K4k formulasyonu oldukga yiksek zeta
potansiyel degeri gostermektedir fakat dig kismma albiimin adsorbsiyon islemi

gerceklestirilmemis bir formiildiir. Ara formiil olarak kabul edilen K4k’den yola ¢ikarak
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hazirlanan formiiller (A2, A3, A4, A5, A6) igerisinden A2 ve A4, +30 mV degerinden
daha yiiksek zeta potansiyel gosterdigi i¢in monodispers sistemler olarak kabul

gormuistur.

siRNA’nm yiiklenmesine ¢alisildigi A7 formiilasyonu kaplama islemi sonrasinda
-19.4 £ 0.98 mV zeta potansiyel degerine ulastiktan sonra, pozitif yiik kazandirilmis
albimin (C2) ile tekrar inkiibe edildikten sonra zeta potansiyel degerinde notrlesme

gerceklesmemistir.

5.4. A4 ve A7 Formiilasyonlarin Morfolojisi

Nanopartikiillerin morfolojik olarak analiz edilmesi i¢in taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile gergeklestirilebilir
(Ekambaram vd., 2012). Albiimin nanopartikiillerinin SEM analizi yapildig1 ¢alismada
nanopartikiillerin diizgiin bir dagilima sahip oldugu ve piiriizsiiz bir yiizeye sahip
kiiresel sekil sergiledikleri goriilmiistiir (Santos-Rebelo vd., 2018). Hazirlanmis olan A4
ve A7 formilasyonumuzun SEM gorintist Sekil 5.1 ve 5.2°de verilmistir. Bu
goriintiiler partikiillerin kiiresel yapiya sahip oldugunu ve 200 nm’nin altinda oldugunu

isaret etmektedir.

Sekil 5.1. A4 formulasyonunun SEM goriintisi (33000 X biyutme)
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Sekil 5.2. A7 formilasyonunun SEM goérntisi (74000 X biyiitme)

Calismanin bu asamasinda hazirlanan A4 ve A7 formullerinin SEM ile elde edilen
goriintiiler dogrultusunda nanopartikiillerin sekilleri literatiirde belirtilen gorintdler ile
uyumluluk goéstermektedir.

5.5. Formiilasyonlarin pH Degeri

Bir diger 6nemli parametre formiilasyonlarin pH degerleridir. Formiilasyonlarin
pH degerlerinin belirlenmesi hiicre kiiltiirii calismalarinda besiyerinin pH’s1 iizerinde
olabilecek degisimi tespit etmek igindir. A549 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada,
transfeksiyon verimliligi pH 6.9 — 7.6 araliginda degerlendirilmis ve pH 6.9°daki
transfeksiyonun pH 7.6’dakinden daha iyi oldugu tespit edilmistir. Elde edilen verilere
gore ortamda bulunan bilesiklerin pH 6.9°da daha pozitif bir yiikk gosterdigi ve
hiicrelerin negatif yiizeyi ile daha iyi elektrostatik etkilesim yaptig1 anlagilmigtir (Sato
vd., 2001). Bu sebepten dolay1 formiilasyonlarn pH’lar1 transfeksiyon etkinliginde

onemli bir rol oynamaktadir.

A4 formiilasyonu icin 3 farkli asamada pH kontrolii yapilmistir. Bunlar, 1) A4’{in
cekirdegini olusturan K4, 2) K4’mn DOTAP® ve DSPE-PEG2000 ile kaplamasi
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sonrasinda elde edilen K4k ve 3) K4k’ya albiimin adsorbsiyonu ile olusturulan A4

formiilasyonudur. Bu sonuglara ait degerler Sekil 5.3’de sunulmustur.
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Sekil 5.3. K4, K4k ve A4 formiilasyonlarinin pH degerleri

Formiilasyonlarda gozlemlenen pH degerlerine gore K4’iin pH’s1 4.8 olarak
tespit edilmistir. K4k ve ve A4 i¢in saptanan pH degerleri 5.2°ye yakin oldugundan her
ii¢c formiil i¢in de pH seviyesinin transfeksiyon ¢alismalar i¢in uygun bulunmamustir.

PH degerleriin diistik bulunmasi bu formiilasyonun icerdigi kitosan oranmin fazlaligina
baglanmistir.

2 mg kitosan ile hazirlanan ve DOTAP® Katyonik lipitinin kullanilmadigi A7
formiilasyonu icin de aynmi sekilde 3 farkli pH o6lglimii yapilmistir. Bunlar, 1) A7’in
¢ekirdegini olusturan C2, 2) C2’nin DSPE-PEG2000 ile kaplamasi sonrasinda elde
edilen C2k ve 3) C2k’ya C2’nin adsorbsiyonu ile olusturulan A7 formilasyonudur. Bu

sonuclara ait degerler Sekil 5.4’de sunulmustur.
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Sekil 5.4. C2, C2k ve A7 formiilasyonlarinin pH degerleri

A7 formiilasyonun farkli asamalarindan alinan veriler dogrultusunda gézlemlenen
pH degerleri A4 formiilasyonuna gore yiiksek bulunmustur ve pH 7’ye yakin sonuglari
icermektedir. C2’nin pH degeri 5.9 olarak tespit edilmisken, kaplama islemi ve
albiimin adsorbsiyonu sonrasinda pH’nin 7.2’ye yiikseldigi goézlenmistir. Bu pH
degerlerinin  hiicre kiltlirii calismalarinda besiyeri pH’sinda biiylik degisiklikler
yapmayacag diisiiniildiigiinden, bu formiilasyonlarin transfeksiyon caligmalarinda

kullanilmasia karar verilmistir.

5.6. Formiilasyonlara Albiimin Baglanmasi

Formiilasyonlarin genetik materyale baglanma yetisinin arastirilmasi1 6ncelikli
olarak laboratuvarimizda bulunana plazmit DNA ile yapilmistir. pPDNA molekiiliiniin
siRNA’dan biiyiik olmasi, pDNA’y1 baglayabilen bir formiilasyonun siRNA’y1 daha
etkin baglayacagi1 goriisiiyle, elimizdeki miktar1 ¢ok az olan siRNA’nin 6n ¢alismalarda
harcanmamasi igin pDNA ile ¢alismalar yiiriitilmiistiir. K4 c¢ekirdek formilasyonunun
hazirlamasi sirasinda pDNA eklemis ve DOTAP® ve DSPE-PEG2000 ile kaplanmustir.
Cekirdek formiilasyona pDNA enkapsiile edilmis ilk formiile AD1 kodu verilmistir.
K4k ¢ekirdek formiilasyonuna pDNA’nin adsorbsiyou ile elde edilen formiilasyonlar
ise AD2 olarak adlandirilmigtir. Daha sonra bu formiilasyonlara Gp60 patway’ini
kullanabilmek i¢in alblimin adsorbsiyonu gergeklestirilmistir. Albiimin in jelde 151ma
verdiginin farkedilmesinden sonra, AD1 ve AD2 formiilasyonlarmin en fazla adsorbe

edebildigi alblimin oranm1 jel goriintiileri ile belirlenmistir. Bunun i¢in, 500 uL. AD1 ve
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AD2’den 2 mL’lik mikrotiipe ornekler alinmis iizerine sirasiyla formiilasyonlarin
miktarmin 1/3, 1/2, 1, 1.5 ve 2 kati oraninda albiimin ¢ozeltisi (10 mg/mL
konsantrasyonunda) eklenmis ve yatay calkalayict da 100 rpm, 30 dk boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ornekler jele yiiklenerek goriintiiler alinmistir (Sekil 5.5).

4 N
A2D1 A3D1 A4D1 ASD1 A6D1 AD1 DNA

A2D2 A3D2 A4D2 ASD2 A6D2 AD2 DNA

\, p

Sekil 5.5. AD1 ve AD2 Formiilasyonlarina adsorbe edilen albiimin miktari.
Kuyularda 0.5 ug DNA, 50°ser uL formiil bulunmaktadir. %1.5 'luk agaroz jel, 2 saat 50 volt.

Tablo 5.3. Jele yiiklenen AD1 ve AD2 Formiilasyonlar ile albiimin ¢ozeltisi oranlari.

A2D1 A3D1 | AdD1 | A5D1 | A6D1 DNA
ADL1 : Alblmin ¢ozeltisi 1:1/3 1:1/2 1:1 1:15 1:2 0.5 ug
A2D2 A3D2 | AdD2 | A5D2 | A6D2 DNA
AD2: AlbUimin cozeltisi 1:1/3 1:1/2 1:1 1:15 1:2 0.5 ug

Yapilan ¢alismalar sonucu, hazirlanan formiilasyonlarm pDNA’y1 tutma
kapasitesi gozlemlenirken, elde edilen veriler dogrultusunda albiiminin bir kismmin

formiilasyon tarafindan tutulmadigi gézlenmistir.

Jel goriintiilerinden alinan bilgilere gore c¢ekirdekte bulunan alblimin miktarinin
1.5 kat1 albiimin adsorbsiyonu gerceklestirildiginde (A5D1) kuyunun altinda, albiminin
bant seklinde bir parlamasi gozlemlenmistir. Bu sonug, adsorbsiyon i¢in kullanilan bu
oranin formiilasyon i¢in fazla oldugunu géstermektedir, bu sebepten ¢ekirdekte bulunan
alblimin miktarma esit konsantrasyonda alblimin ¢dzeltisi ile adsrobsiyon islemi
gerceklestirilmesi gerektigi ve A4D1 ve A4D2’deki oranlarin albiimin adsorbsiyonu

icin uygun miktar oldugu belirlenmistir.

pDNA enkapsiile ve adsorbe edilmis K4 formulasyonunun albimin tutma
kapasitesi de ayr1 bir ¢aligma olarak degerlendirilmistir. Buradaki amag, tasarlanan

formilasyonlar icin DOTAP® ve DSPE-PEG2000 ile kaplama islemi yapilmadan
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adsorbe edilen alblimin miktarmin belirlenmesidir. Yapilan ¢aliymada, yukarida
belirtildigi oranlarda alblimin ¢o6zeltisi pDNA enkapsiile ve adsorbe edilmis K4

formiilasyonu ile muamele edilmis ve jel de yiiriitiilmustiir (Sekil 5.6).

N w

Sekil 5.6. K4-Adsorbe DNA (K4-Ad) ve K4-Enkapsiile DNA (K4-En) formiilasyonuna adsorbe edilen

albiimin miktari. Kuyularda 0,5 ug DNA, 50’ser uL formiil ~ bulunmaktadwr. %1,5 luk agaroz jel, 2 saat
50 volt.

Tablo 5.4. Jele yiiklenen K4-Adsorbe DNA (K4-Ad) ve K4-Enkapstile DNA (K4-En) formilasyonuna
adsorbe edilen albiimin ¢ozeltisi oranlart.

1 2 3 4 5 K4-Ad | DNA

K4-Adsorbe DNA: 1:1/3 1:1/2 1:1 1:15 1:2 1 0.5 ug
AlbUmin ¢ozeltisi

6 7 8 9 10 K4-En | DNA

K4-EnkapsitleDNA: 1:1/3 1:1/2 11 1:15 1:2 1 0.5 ug
Albumin ¢ozeltisi

Burda yapilan jel ¢alismasinda K4-Ad ve K4-En formiilasyonlarina kaplama
yapilmadan alblimin adsorbe edilmek istendiginde, c¢ekirdek formiilasyonda bulunan
alblimin miktarinin 1/3’ kadar albiimin adsorbsiyonu gerceklestirilememistir. En az
orana sahip olan bu formiilasyonun albliminlerin hepsini tutamadigi gézlenmis olup,
DOTAP® ve DSPE-PEG2000 ile kaplama isleminin formiilasyonun albiimini tutma

kapasitesinde artis sagladigini gostermektedir.

5.7. A4 formiiliiniin pDNA baglama oraninin belirlenmesi

Bu asamaya kadar tasarlanmak istenen formiilasyon igin partikiil boyutu, zeta
potansiyel degerlerinin yaninda, formiilasyonun dis kisminda gergeklestirilmek istenen

alblimin adsorbsiyonu icin de ideal oranin belirlenmesi islemi i¢cin jel ¢aligmalari
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yapilmistir. Sonuglar dogrultusunda K4k formilasyonuna, ¢ekirdekte bulunan alblimine

esit miktarda alblimin adsorbsiyonu gerceklestirip A4 formiilasyonuna ulasilmistir.

A4 formilasyonu igin; K4 cekirdegi hazirlandiktan sonra pDNA’nin enkapsiile
ve adsorbe edilmesinin daha verimli oldugu jel goriintiileriyle belirlenmistir. Sonradan
inkiibasyon islemi yapilarak dahil edilen pDNA genetik materyali iizerine DOTAP® ve
DSPE-PEG2000 ile kaplama yapilmasi ile elde edilen K4k formulasyonunda pDNA
tekrardan enkapstile hale gelmektedir. 50 pL K4k formulasyonda 0.5 pg pDNA
bulunmaktadir. Bu formiilasyonun zeta potansiyeli +35.28 bulundugundan, iizerine
farkli oranlarda pDNA adsorbe edilerek daha fazla pDNA yiikleme caligmalari
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, her bir kuyucuk i¢in 50 pL. K4k formiilasyonu ayr1 ayri
mikrotiiplere alinmus, tizerine sirasiyla 0.5/3, 0.5/2, 0.5, 1, 1.5 ve 2 ug pDNA ilave
edilmis ve 37 °C’de 30 dak inkibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi sonunda, 50
pL albiimin ¢6zeltisi eklenerek yatay calkalayicida 30 dakika oda 1sisinda adsorbisyona

birakilmistir. Ornekler daha sonrasinda jele yiiklenerek goriintii alinmistir (Sekil 5.5).

A4D1 DNA 7 8 9 10 11 12

A4D2

., w

Sekil 5.7. A4D1 ve A4D2 formilasyonun K4k gekirdegine farkli miktarlarda DNA yiiklenmesi jel
gorintileri. Kuyularda 50 ser uL formiil bulunmaktadir. %I1,5 'luk agaroz jel, 2 saat 50 volt.

Tablo 5.5. Jele yiikienen A4D1 ve A4D2 formiilasyonlarina adsorbe edilen DNA oranlar

1 2 3 4 5 6 A4D1 DNA
A4D1 pL: pDNA pg | 50:0.5/3 | 50: 0.5/2 50:0.5 50:1 50:1.5 50:2 50 1 g
7 8 9 10 11 12 A4D2 DNA
A4D2 uL: pDNA pg | 50:0.5/3 | 50: 0.5/2 50:0.5 50:1 50:1.5 50:2 50 1 g

K4-En ve K4-Ad ¢ekirdeginde bulunan DNA miktarinin 4 katina kadar K4k

kismimda pDNA inkiibasyonunu gergeklestirebilmistir. En yliksek miktarda genetik
materyal iceren A4D1 ve A4D2 formiilasyonlarmm 50 pL’sinde ¢ekirdek kisimda 0.5
pg, dis kisimda 2 pg olacak sekilde toplam 2.5 pg DNA miktari igermektedir.
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Bu formiilasyonun yiiksek oranda pDNA tutmasi ancak diisiik oranlarda toksik
Ozellik gostermesi nedeniyle formiilasyondaki DOTAP’1 uzaklastirilmasi ile A7
formiilasyonun  gelistirilmesine gerek duyulmustur. Bu formiilasyonda, kitosan

miktarinda azalmaya gidilmis ve kaplama islemi sadece DSPE-PEG2000 yapilmustir.

5.8. A7 formiilsyonuna siRNA Baglama ve Jelde Goriintilleme Calismalan

pDNA, siRNA molekiliinden daha blyik bir molekuldir ve hazirlanan A4
formiilasyonunun DNA’ya baglanma oraninin yeterli oldugu yapilan jel elekroforez
calismalar1 sonucunda gozlendiginden siRNA’y1 da baglayacak kapasitede oldugu
kanati olusmustur. Bu asamadan sonra, ¢alismanin asil amaci genetik material olarak
siRNA’nin kullanilmasi kismina ge¢ilmistir. Ancak, A4 formiilasyonunun toksik 6zellik

gostermesi nedeniyle A7 formiilasyonu ile ¢calismalara devam edilmistir.

A7 formiilasyonu boliim 4.3.2.°de anlatildig1 gibi 3 farkli asamada elde
edildiginden (C2 » C2k » C2 =A7) , formiiliin her samasi i¢in arastirmalar yapilmistir.

Tablo 5.6. C2, C2k ve A7 formiilasyonlarinin partikiil boyutu, polidispersite indisi ve zeta
potansiyel degerleri (SH:Standart Hata, n=3)

Ort. Partikl Boyutu (hm) + SH PDI + SH Zeta Potansiyel (mV) + SH
G2 148.90+ 8.98 0.288 + 0.01 +24.9 +£0.45
C2k 236.7 £18.25 0.381+0.08 -19.4 £ 0.98
A7 227.5+13.04 0.359 +0.02 -18.3+£0.43

A7 formiilasyonunun 1 mL’si i¢in 40 pg siRNA kullanilmistir. C2 formiilasyonu
hazirlandiktan sonra yeteri kadar siRNA eklenmis ve genetik materyal ile
formiilasyonun elektrostatik olarak etkilesmesi i¢in 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonrasinda bu formiilasyon DSPE-PEG2000 ile kaplanmis ve

iizerine yeniden 2 formiilasyonu eklenerek inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir.

A7 formiilalasyonunun ¢ekidek kismini olusturan C2’nin partikiil boyutu 148.90+
8.98 olarak tespit edilmistir. Beklenildigi gibi partikiil boyutu en diisiiktiir. Partikiillerin
dagimi da 0.288 olarak bulunmus ve oldukg¢a diizglin dagilimli monodispers bir yap1

olarak karsimiza ¢ikmaktadir. C2’nin DSPE-PEG2000 ile kaplanmis hali olan C2k’nin
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partikiil boyutu ve daglimi 236.7 £ 18.25 ve 0.381 + 0.08 olarak bulunmustur. Kaplama
islemi sonrasinda C2’ye gore partikiil boyutu ve dagiliminda artma goézlemlenmistir.
Bunun nedeninin, misel yapiy1 olusturan DSPE-PEG2000’nin vezikiil olusturma
sirasinda C2 partikiillerinin bir kagint bir araya getirerek ylizenini kaplamis oldugu
diisiiniilmektedir. Zeta potansiyelinin -19.4 £ 0.98 bulunmasi, +24.9 + 0.45’den
dramatik bir diislis gostermesi ve Ol¢iim sirasinda tek pik elde edilmesi DSPE-
PEG2000°nin C2 partikiillerinin tamamen kaplayabildigini isaret etmektedir. SEM
goriintiileri de, homojen dagilan partikiillerin varligini gostermis oldugundan DSPE-
PEG2000’nin formiilasyon i¢inde ayr1 bir partikiiler yapiya biriinmedigini isaret

etmektedir.

C2k’nin yiizeyine C2’nin 1:1 oraninda adsorbsiyonu ile elde edilen A7
formiilasyonunun partikiil boyutu ve dagilimi sirasiyla 227.5 + 13.04 ve 0.359 + 0.02
bulunmustur. Bu degerler C2’ye gore yiiksek ancak C2k’ya oranla diisiik bulunmustur.
Bu sonug da, pozitif yiikli C2 ile negatif ylkli C2k’nin elektrostatik olarak sikica
baglandigini isaret etmektedir. Bu baglana Sekil 5.8.’deki jel goriintiisiinde de, C2’nin
serbest halde jelde yiirliyerek 1s1ma vermemesi ile de kanitlanmistir. A7
formiilasyonunun negatif zeta potansiyele sahip olmasi, pozitif yiikli C2’nin C2k
yuzeyinde bulunan PEG uzantilar1 arasina gémiildiigiinii isaret etmektedir. Elde edilen
partikiiler yapmnin katmanlarinin birbirleri igerisine sikica sarildigi, C2’ye yiiklenmis
siRNA’nm jel elektroforezi sirasinda akima kapilarak jel igerisinde harcket etmesi ile

kanitlanmustir.

\, ’

Sekil 5.8. A7 formiilasyonlarina siRNA 'min baglanma kapasitesi. Kuyularda 0,2 ug siRNA olacak sekilde
5 uL formiilasyon konmustur. %2,5 agaroz jel, 1 saat 50 volt. A7 formiilasyonunun 1 mL’sinde 40 ug
SiRNA vardir.
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Tablo 5.7. C2, C2k ve A7 formiilasyonlart ile C2 ye siRNA ytiklendikten sonraki formiilasyonlarin Jele

yiklemesi.
1 2 3 4 5 6 7
G2 C2k A7 siRNA (0.2 pug) C2-siRNA C2k-siRNA | A7-siRNA

Hazirlanan tiim formiilasyonlar 5 pL’sinde 0.2 pg siRNA icerecek sekilde
hazirlanmis ve jele yliklenmistir. Genetik materyal bulundurmayan formiillerin de
kismen 151ma gosterdigi ama siRNA bulunduran formiilasyonlarmn 1gimalarmin ¢ok daha

parlak oldugu goriilmektedir.

Ayrica genetik materyal tasiyan formiilasyonlarin, siRNA’y1 1 saatlik elektrik
akimma kars1 birakmadigi goriilmektedir. Bu, formiilasyonun siRNA’y1 etkin bir

sekilde tutabildiginin ve kararl bir yap1 olusturdugunun gostergesidir.

5.8.1. Serum i¢inde Kararhlik Cahsmasi

Transfeksiyon ¢aligmalar1 esnasinda hiicre yogunlugu ve serumsuz/antibiyotiksiz
besiyeri kullanimi dikkat edilmesi gereken durumlardir. Formiilasyonlarm genetik
materyal ile inkiibasyonunun serumsuz/antibiyotiksiz besiyerinde yapilmasinin sebebi
serumun genetik materyal ile nanopartikiil arasindaki elektrostatik etkilesimi inhibe
edebilme ihtimalidir (Senel, 2012). Bu calismada transfeksiyon ¢alismasinda ana formiil
olarak secilen A7 fomiilasyonu kullanilacagindan serum kararligi ¢alismasi siRNA

yiiklenmis A7 formiilasyonu iierinde gergeklestirilmistir.

A7 formiilasyonunun ii¢ asamasida bulunan partikiiler yapilar i¢in jel goriintiileri
alinmustir. Bunun igin siRNA yiiklenmis ve C2-SIRNA  C2k-siRNA ve A7-siRNA
olarak adlandirilmis formiilasyonlarinin serum varliginda siRNA’y1 ne kadar korudugu

belirlenmistir.

Formiilasyonlar, 5 pL’sinde 0.2 ug siRNA icerecek sekilde hazirlanmis ve %10
FBS iceren DMEM besiyerinde 37 °C’de 1, 4, 10, 24 ve 48 saat inkiibasyona

birakilmustir. Siire sonunda 6rnekler jele yiikklenmis ve goriintillenmistir (Sekil 5.9).
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48 24 10 + 1 siRNA 48 24 10 4 1 siRNA

2-siRNA 2k-siRNA A7-siRNA
3 ¢ ¢ v

Sekil 5.9. C2-siRNA, C2k-siRNA ve A7-siRNA formiilasyonlarimin serumla inkiibasyonu. %1,5 agaroz
jel 1 saat 50 volt.

Tum formilasyonlar; genetik materyali belirtilen sureler igerisinde serum
varligindan etkilenmeyecegi sekilde koruyabildigini kuyucuklarda vermis oldugu
belirgin 1s1malar sonucunda belirlenmistir. C2’ye siRNA’nin adsorbsiyonu s6z konusu
olmasmma ragmen (enetik materyalin serum degredasyonundan korndugu

gbzlemlenmistir.

5.9. Hiicre Kiiltiirii Cahismalar

Calismanin bu kisminda hazirlanan formiilasyonlarin sitotoksisitesi MTT (Meti-
tiyazol-tetrazolum) yontemiyle analiz edilmistir. Bu yontem hiicre biiylimesi veya
Olimiinii degerlendirerek ilag duyarliligni test etmek ic¢in kullanilan hiicre kiiltiirti

calismasidir (Van Meerloo vd., 2011).

Tasarlanan formiilasyonlarin hiicreler lizerinde toksik etki gdstermemesi dnemli
bir parametredir. Sitotoksisite c¢aligmasinda hedeflenen hiicre 6lumunin, hicresel
apoptozu azaltict yonde etki eden STAT3 geninin baskilanmasi ile gerceklesmesi
istenmektedir. Hiicre dliimlerinde beklenen bu etkinin kesin oldugunu séyleyebilmek
icin tastyici sistemimizin toksik etki gostermemesi belirleyici parametre olarak kabul
edilmektedir. Formdilasyonlar icin belirlenen toksik &zellikler, transfeksiyon

caligmalarinin yapilmasi igin de belirleyici parametre olmaktadir.

Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu, zeta potansiyel, pH degerleri ve jel
goruntilerinden elde edilen veriler dogrultusunda A4 formilasyonu ve A7 formalinin
farkli asamalarmi olusturan K4, K4k ve C2, C2k formilleri Uzerinde sitotoksisite

caligmalar1 yapilmistir. Uygulanan formiilasyonlarin miktarlar1 ¢izelgelerde belirtilmis
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olup, 3T3 saglikli fare fibroblast ve A549 insan akciger kanser hiicreleri iizerinde 48

saatlik caligmalar seklinde uygulanmuistir.

5.9.1. A4 formiilasyonunun sitotoksisite degerleri

A4 formiilasyonu i¢in yapilan sitotoksisite ¢aligmasinda ¢ekirdek formiil olan K4
ve kaplama iglemi yapildiktan sonra albiimin adsorbsiyonu yapilan A4 formiilasyonlari
calisiimistir. K4 ve A4 formiilasyonlariyla 48 saatlik muamele edilen 3T3 ve A549
hiicrelerin MTT test sonuglar1 Sekil 5.10- Sekil 5.15°da verilmistir.

Tablo 5.8. FormUlasyonlarimn sitotoksisite calismasinda kullanilan miktarlar

Form{isyon 1 5 10 15 25 35 45
(L)

Be(::{;m ym100  ym100  ym100  ym100  ym100  ym100  ym 100

100
90

2 K
60

> \\k

40 WH —t=—3T3
30

20
10

% Canhhk

Il 5pl 20pl  15pl 25ul  35ul  45ul
Konsantrasyon

Sekil 5.10. K4 formilasyonunun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 4,80uL/kuyu) (h=3)
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Sekil 5.11. K4 formulasyonunun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 4,55uL/kuyu) (n=3)

K4 formulasyonu ic¢in 1Cso degeri 3T3 hiicrelerinde 4.80 uL/kuyu ve A549 igin
4.55 pL/kuyu olacak sekilde tespit edilmistir. K4 formiilasyonunun I1pL/kuyu
konsantrasyonu i¢in 3T3 hiicrelerinde %79 ve A549 hiicrelerinde %94 hiicre canlilig

gostermistir. Yaklasik 4.5ul den itibaren %50 hiicre canliliginin altina diigmektedir.

60 Tk
\

\*\*—‘i\i—!\

‘i— =3T3

o

% Canhlik
w S (8]
o

o

N
o

[ERN
o

o

1l S5ul - 10ul  15ul  25u1  35ul 45l
Konsantrasyon

Sekil 5.12. A4 formiilasyonu 'nun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 4,12uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.13. Ad formiilasyonu’'nun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 4,64pL/kuyu) (n=3)

A4 formulasyonu icin I1Cso degeri 3T3 hiicrelerinde 4.12 uL/kuyu ve A549 igin
4.64 pL/kuyu olacak sekilde tespit edilmistir. A4 formiilasyonunun 1pL/kuyu
konsantrasyonu i¢in 3T3 hiicrelerinde %95 ve A549 hiicrelerinde %116 hiicre canlilig

gostermistir. Yaklasik 4ul’den itibaren %50 hiicre canliliginin altina diismektedir.

100

90 3T3

80 -
70 -

60 1 \
50 1\ ]

10 ——K4
30 —— A4

20
10

% Canlihk

Il 5pl 10l 15pl  25pl  35ul 45l
Konsantrasyon

Sekil 5.14. K4 ve A4 formiilasyonlarimin 3T3 hiicrelerindeki hiicre canliligi
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Sekil 5.15. K4 ve A4 formiilasyonlarinin A549 hiicrelerindeki hiicre canlilig

K4 ve A4 formiilasyonlar1 baz alinarak hem 3T3 hem A549 hiicrelerinde yapilan
sitotoksisite ¢aligmalarinda, formiilasyonlar i¢in 5 pL. degerine yaklasildiginda hiicre
canliligt %50°nin altina diismektedir. Toksik etkinin gdzlemlenmesinin sebebinin

formiilasyon pH’s1 oldugu diisiiniilmektedir. Konsantrasyon arttik¢a besiyeri pH’sinda

diisme gerceklesecektir.

Partikiil boyutu, dagilimi ve zeta potansiyel degerleri bakimindan uygun goriilen
A4 formilasyonu, sitotoksisite sonuglar1 dogrultusunda transfeksiyon g¢alismalar1 i¢in

uygun goriilmemistir.

5.9.2. A7 formiilasyonunun sitotoksisite degerleri

A7 formiilasyonu i¢in yapilan sitotoksisite ¢aligmasinda ¢ekirdek formiil olan C2,
DSPE-PEG2000 ile kaplanmis formul G2k ve C2k’ya C2’nin adsorbsiyonu ile elde
edilen A7 formiilasyonlar1 ¢alisilmustir.

Tablo 5.9. C2, C2k ve A7 formiilasyonlarinin sitotoksisite ¢alismasinda kullanilan miktarlart

Formiilasyon

1 3 5
(L)
Besiyeri
m 100 m 100 m 100
(L) Y Y Y
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A4 formiilasyonunda gozlemlenen yiiksek toksik degerler sonucunda A7
formiilasyonu i¢in ilk etapta diisiik konsantrasyonlar i¢in ¢aligsma yapilmistir. Yapilan
sistotoksisite sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda A7 formiilasyonu icin daha
iyi sonuglar alinmasina karsin konsantrasyonlarda yiikselmeye gidilmemistir. G2, C2k
ve A7 Formiilasyonlar1 ile 48 saat muamele edilmis 3T3 ve A549 hiicrelerinin MTT
test sonuglar1 Sekil 5.16-Sekil 5.21°de verilmistir.
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Sekil 5.16. C2 formiilasyonu 'nun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 5+pL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.17. C2 formiilasyonu’'nun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 5+pL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.18. C2k formiilasyonu 'nun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 5+uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.19. C2k formiilasyonu’'nun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 5+pL/Kuyu) (n=3)
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Sekil 5.20. A7 formiilasyonu 'nun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICsp: 5+pL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.21. A7 formiilasyonu nun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 5+uL/kuyu) (n=3)

G2, C2k ve A7 formiillerinin sitotoksisite sonuglarindan elde edilen verilere gore
tiim formiiller hem 3T3 hem A549 hiicrelerinde 5 pL’de bile A4 formiilasyonlarina gére
daha az toksik etki gostermektedir. Hiicre canliliklar1 3  formiilasyonun 3

konsantrasyonu i¢in de %50’ nin {izerinde sonug vermistir.

A7 formiilasyonlarmin analizi yapilan konsantrasyonlarda ytliksek bir toksik etki
gostermemesi nedeniyle siRNA yiiklemesi yapilip genetik materyalin hiicre canliligi

Uzerindeki etkisi analiz edilmek icin etkin maddeli formiillerin sitotoksisite ¢aligmalar1

yapilmaistir.

5.9.3. A7 formiilasyonunun siRNA’l sitotoksisite degerleri

G2, G2k ve A7 formiilasyonlarinin toksik etkilerinin az olmasi nedeniyle bu
formiillere siRNA yiiklemesi yapilip elde edilen C2-SiRNA, C2k-siRNA ve A7-siRNA
formiillerinin sitotoksisitesileri incelenmistir. Burada amac, tasman siRNA’nin hiicre

canliligma etkisinin belirlenmesidir.

Tablo 5.10. C2-siRNA, C2k-siRNA ve A7-siRNA formiilasyonlarinin ve kuyu basina uygulanan
SIRNA 'min sitotoksisite calismasinda kullanilan miktarlari.

Formiilasyon (pL) 1 3 5
siRNA (ug) 0.04 0.12 0.2
Besiyeri (uL) ym 100 ym 100 ym 100
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A7 formiilasyonu i¢in yapilan sitotoksisite calismasinin ardindan toksik etkinin az
gbzlemlenmesi sonucu genetik materyal yiiklenmesi 5 pl.’de 200 nanogram (40 pg/mL)
olacak sekilde ayarlanmigtir. Bu oran jel c¢alismalarinda formiilasyonun genetik
materyali tutabildigi bir oran olarak gosterilmistir. A7 formiilasyonuna genetik materyal
yiiklenmis sekilde sitotoksisite ¢aligmasi yapilirken diger yandan formiilasyona ilave
edilmemis ¢iplak siRNA i¢in de sitotoksisite uygulamasi yapilmistir. 3T3 ve AS549
hiicrelerinin ¢iplak siRNA ile 48 saatlik muamelelerinin MTT test sonuglar1 Sekil 5.22
ve Sekil 5.23’de verilmistir. C2-SiIRNA, C2k-siRNA ve A7-siRNA formillerinin 48
saatlik MTT test sonuglar1 ise Sekil 5.25-Sekil 5.29’da verilmistir.
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Sekil 5.22. Ciplak siRNA’nin 3T3 hilcrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 200+ng/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.23. Ciplak siRNA’nin A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 200+ng/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.24. C2-siRNA formulasyonunun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 3.87uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.25. C2-siRNA formulasyonunun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 5uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.26. C2k-siRNA formilasyonunun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 1.79uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.27. C2k-siRNA formilasyonunun A549 hicrelerindeki sitotoksisitesi (1Cso: 3.22uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.28. A7-siRNA formilasyonunun 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 2.90uL/kuyu) (n=3)
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Sekil 5.29. A7-siRNA formilasyonunun A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi (ICso: 2.96pL/kuyu) (n=3)
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Ciplak siRNA ic¢in yapilan sitotoksisite calismasinda genetik materyalin tek
basma etkin bir toksisite olusturmadigi gézlemlenmistir. Bunun nedeninin hiicrelere
giris yapamamasi olarak disiiniilmektedir. Bu kisimla ilgili veriler transfeksiyon

calismalar1 kisminda gosterilmistir.

SIRNA yikli A7-siRNA formillerinin, formullerine A7 gore toksik etkiyi daha
fazla gosterdigi ve 5 pL’nin altinda farkli konsantrasyonlarda ICso degerine ulasildigi
tespit edilmistir. Bu miktarlar 3T3 hiicrelerinde C2-siRNA igin; 3.87 pL/kuyu, C2k-
SiRNA igin; 1.79 plL/kuyu, A7-siRNA igin; 2.90 pL/kuyu; A549 hicrelerinde C2-
SIRNA igin 5pL/kuyu, C2k-siRNA igin 3.22uL/kuyu ve A7-siRNA i¢in 2.96 pL/kuyu

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 5.30. Ciplak siRNA ve AT formiilasyonlarimin 3T3 hiicrelerindeki sitotoksisite degerleri(n=3)
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Sekil 5.31. Ciplak siRNA ve A7 formiilasyonlarimn A549 hiicrelerindeki sitotoksisite degerleri (n=3)

Yapilan MTT testi sonuglarina gore A7 formiilasyonunun genetik materyal
yliklenmesi sonrasinda gosterdigi toksik etkinin arttigi gozlemlenmistir. Sadece
siRNA’nin toksik etkisinin, siRNA yiikli formiilasyonlara gore daha az olmasiyla
birlikte formiilasyonlarin genetik materyalin hiicrelere ulagsmasinda katkis1 oldugu
tahmin edilmektedir. Sonuclarin  dogrulugunu saglamak icin formiilasyonlara

transfeksiyon calismasi yapilarak devam edilmistir.

5.9.4. A7 formiilasyonlarinin hiicrelere transfeksiyonu

Lipit bazli transfeksiyon ajanlarinin transfeksiyon verimliligi; hiicresel alim,
endozomal kagis gibi bir¢cok biyolojik engel tarafindan smirlandigi kabul edilmektedir.
Bu sebepten 1993 yilinda piyasaya ¢ikmis olan Lipofectamine ajanlari, bu giline kadar
50.000’den fazla referans ile birlikte en ¢ok kullanilan transfeksiyon ajani olmustur.
Transfeksiyon yapilmasi zor hiicreler de dahil olmak tizere bircok hucre tipinde hem
DNA hem siRNA/miRNA i¢in yiiksek transfeksiyon etkinligi gostererek transfeksiyon

ajanlar1 icerisinde “altin standart” olarak kabul edilir ve kullanilirlar (Cardelli vd.,
2016).

Bu calismada Lipofectamine® 2000 kontrol olarak kullamilmis ve hazirlanan

formiilasyonlar ile karsilastirilip, formiilasyonlarin verimliligi degerlendirilmistir.
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Transfeksiyon i¢in hiicrenin kuyudaki yogunlugu olduk¢a onemlidir. Diisiik
yogunluktaki ortamda transfeksiyon verimliligi daha yiiksel oldugu i¢in ¢aligmalarda
%50-70 yogunlukta hiicre miktart olacak sekilde ekim yapilmistir (Yang ve Huang,
1997).

Transfeksiyon ¢aligmalar1 48 saatlik olacak sekilde 3T3 ve AS549 hiicrelerinde
10X biiylitmeyle incelenmistir. Transfeksiyonun goriintiilenebilmesi i¢in bu ¢aligmada
formiilasyonlara STAT3 siRNA’s1 yerine FITC konjiigeli siRNA yiiklenmistir.
Formiilasyonlar uygulandiktan 48 saat sonrasinda hiicrelerin goriintiileri normal 151k
altinda ve yesil floresan 11k altinda alinmistir. Yapilan ¢calismalarda elde edilen veriler
Lipofectamine® 2000 icin Sekil 5.32 ve Sekil 5.33°da, C2-siRNA icin Sekil 5.34 ve
Sekil 5.35’da, C2k-siRNA icin Sekil 5.36 ve Sekil 5.37°te, A7-siRNA i¢gin Sekil 5.38
ve Sekil 5.39°de gosterilmistir.

Lipofectamine® 2000 ve A7 formiilasyonlarmm hiicrelere uygulanmis halinin
yaninda ayrica ¢iplak FITC konjugeli siRNA’nin besiyeri igerisinde 3T3 ve A549
hiicreleri lizerine uygulamasi gerceklestirilmistir. Ciplak siRNA ile yapilan ¢aligmalar

Sekil 5.40, Sekil 5.41°de gosterilmistir.

Sekil 5.32. 3T3 hiicrelerinde Lipofectamine® 2000’in transfeksiyon gériintiisii
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Sekil 5.33. A549 hiicrelerinde Lipofectamine® 2000 in transfeksiyon gériintiisii
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Sekil 5.34. 3T3 hiicrelerinde C2-siRNA i transfeksiyon goruntiisi

Sekil 5.35. A549 hiicrelerinde C2-siRNA ’min transfeksiyon goruntisi
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Sekil 5.37. A549 hiicrelerinde C2k-siRNA’nin transfeksiyon gorintisi

Sekil 5.38. 3T3 hucrelerinde A7-siRNA nn transfeksiyon gortintiisti
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Sekil 5.40. 3T3 hiicrelerinde ¢iplak FITC-SiRNA mintransfeksiyon goriintiisii

Sekil 5.41. A549 hiicrelerinde ¢iplak FITC-SIRNA ‘mintransfeksiyon goriintiisii
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Yapilan transfeksiyon calismalarma bakildiginda; Lipofectamine® 2000 ile
yapilan transfeksiyon iglemleri hiicrelerin anatomik yapisin1 gosterecek sekilde daha iyi
goriintiiler elde edilirken, formiilasyonlarin hiicrelerin seklini gostermedigini ama
hiicrelerin bulundugu bdlgelerde yogunlastigi gorilmektedir. Bu durumun hicre
yiizeyinde ve g¢evresinde hiicreler tarafindan salgilanan SPARC proteininin alblimine
baglanmas1 sonucu formiilasyonlarin hiicre ylizeyine toplanmasi olarak tanimlanmaistir.

Bu sonu¢ formillerin hiicrelere yaklasabildigine isaret etmektedir ve

transfeksiyon i¢in 48 saat’den fazla ¢alisma yapilmasi gerektigine isaret etmektedir.

Ciplak uygulanan FITC-siRNA’n hiicreler tarafindan alinmasinin oldukca diisiik
oldugu gozlenmistir (Sekil 5.40-5.41).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez caligmasinda DNA ve siRNA yiikli albiimin nanopartikiil tastyici
sistemleri tasarlanmis ve adsorbsiyon/enkapsiilasyon, sitotoksisite ve transfeksiyon
etkinligi degerlendirilmistir. Albiimin nanopartikiillerinin genetik materyal tagtyabilecek
Ozellikte hazirlanabilmesi igin farkli katyonik ajanlar kullanilarak formiilasyonlar
denenmistir. Formiilasyon hazirlama swrainda ki her bir asamada oncelikle, partikiil
boyutu ve yiizey yiikii degerlendirilmesi yapilmis ve en uygun formiilasyonlar olarak

A4 ve AT formilasyonlar: se¢ilmistir.

Desolvasyon ve film kaplama yoOntemlerinden faydalanarak hazirlanan
formiilasyonlarda ortalama partikiil boyutu 200 ile 400 nm arahginda olup tim
formiilasyonlar i¢in partikiil boyutlar1 mikronalt: boyutta elde edilmistir. Sitotoksisite
asamasina gecebilmis olan A4 formulasyonunun partikil boyutu 200 nm iken A7
formiilasyonunun partikiil boyutu 230 nm olarak olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar
formiilasyonlarm inhaler uygulama i¢in uygun partikiil boyutlara sahip oldugunu

gostermektedir.

Ylzey yiiklerinde degerlendirildiginde, genetik materyalin baglanmasi i¢in pozitif
ozellik kazandirilmis formiilasyonlar ve bunlarin DSPE-PEG2000 ile kaplanmasiyla
negatif yiizey ylike sahip formiilasyonlar elde edilmistir. A4 formilasyonu igin +35 mV
zeta potansiyel degeri bulunmasina ragmen A7 formilasyonu -18 mV zeta potansiyele
sahip Ozellik gOstermistir. Katyonik 06zellikteki partikiillerin hiicre yiizeyine
tutunmalar1 nedeniyle tasidigi genetik materyalin hiicreye aktariminin daha yiiksek
olanlarda oldugu bilinmektedir. Ancak, tekrarlanan lokal pulmoner uygulama igin
katyonik nanopartikiillerin c¢ogunlukla beyaz kan hiicreleri iizerindeki gegici bir
sistemik toksisite ile yan etkilere neden oldugu bilindiginden, (Beck-Broichsitter vd.,
2011), A7 formilasyonunun yiuzey yikiinin negatif olmasi nedeniyle inhaler

uygulamasinin akciger kanserinin tedavisi i¢in uygun olabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

Her iki formiilasyona da genetik materyal formiilasyon ¢ekirdek asamasindayken
adsorbe edilmis ve kaplama islemi yapilarak enkapsiile forma gecmistir. A4
formiilasyonunda kaplama islemi sonrasinda tekrar genetik materyal adsorbe edilebilme

imkan1 olmustur, A7 formiilasyonu i¢in sadece enkapsiile etme imkan1 saglanmistir.
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Formiilasyonlarda transfeksiyon c¢alismasina geg¢meden Once sitotoksisite
caligmast yapilmis olup uygun konsantrasyonlar belirlenmeye calisilmis olup, A4

formiilasyonu i¢in 5 pL ve istii toksisite gostermistir.

A7 formiilasyonu i¢in 3 farkli agsamada yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda hiicre
canliliginin yeterli seviyede olmasi ve genetik materyal yliklenmis halinin ise ICso
degerinin altina dlismesi ve transfeksiyon c¢alismalarinda gozlemlenen veriler
dogrultusunda, A7 formiilasyonu siRNA tasmmasinda kullanilabilecek potansiyel bir
tastyic1 sistem olarak gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Transfeksiyon c¢alismalari
sonucunda, partikillerin genetik materyali hiicre ylzeyine toplanmak suretiyle

ulastirdig1 gézlenmistir.

Sonu¢ olarak, STAT3 siRNA’nm albiimin tasiyict sistemle tasmabilirligi,
hiicrelere ulastirila bilirligi ve hiicreler {izerinde etkinligi bu ¢alisma ile gdsterilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin in vivo kosullarda gosterecegi etkinligin belirlenmesi i¢in

gelecekte bu sistemlerin hayvan deneylerinde kullanilmasi uygun niteliktedir.
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