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Kanser, hala insanoglunun élumudne yol agan en dnemli saglik problemlerinden
biridir. Saglik sektériindeki harcamalarin énemli bir kismi bu alana yapilmaktadir.
Kanserin erken tani ve tedavisine yonelik yapilan galisma butgelerinin buyuklugu
konunun 6nemini kavramada en onemli gostergelerdendir. Tedavide kullanilan
cerrahi yontem, kemoterapi, radyo terapi gibi geleneksel yontemlerin yaninda,
bugun artik nanoteknoloji tabanli yaklasimlarda da oldukg¢a yol katedilmigtir. Bu
yaklagimlar sayesinde bugun tani ve tedaviyi ayni anda gergeklestirebilecek
sistemler kullanilabilmektedir. Bu nanoteknolojik Urlnlerden bir tanesi de
nanopartikuller olup, goéruntileme sistemlerinden, kontrolli ilag salimina, gen
susturmadan, gen aktarimina kadar olduk¢a genis bir yelpazede kullanimlari
bulunmaktadir. Gen terapi ilag olarak genlerin kullanildigi gelecek vaat eden bir
tedavi yontemidir. Fakat gen terapide en buyuk problem ilgili genin aktarimini
saglayacak vektorlerdir. Genis bir kullanima sahip viral vektorler yuksek
transfeksiyon verimi saglamalarinin yaninda, ciddi yan etkileri barindirmaktadir. Bu
yuzden daha emniyetli ve ylksek transfeksiyon verimi saglayacak vektorlerin

gelistiriimesi en ¢ok caligilan konulardandir.



Sunulan tez kapsaminda, bu eksiklikler géz 6nunde bulundurularak non-viral bir
vektorun Uretimi ve bu vektor araciligiyla en fazla 6lume yol agan kanser turlerinden
olan kolon kanseri hiicre hattina (DLD-1) TP53 geninin aktarimi gerceklestirilmistir.
Bu genin secilme sebebi; kolon kanserlerinin %60’iInda mutasyona ugramig p53’ln
goOrev kaybinin tanimlanmig olmasindandir. Bu genin aktarimi kanser gen terapisi

agisindan kritik bir 5neme sahiptir.

Non-viral vektor olarak; altin takili silika kapli manyetik nanopartikullerin Gretimi
gerceklestiriimistir. Partikuller, negatif ylke sahip hlicre zarindan, negatif yuklu
pDNA'nin gecisini saglamak amaciyla pozitif hale getirilmistir. Bu amacla APTES ve
2-aminoetantiyol gibi “kendiliginden tek tabaka olusturan” molekillerden
yararlanilmigtir. PartikUllerin karakterizasyon ¢alismalari TEM (transmisyon elektron
mikroskobu), Zeta Sizer, XRD (X-isini Kirinimi) ve FTIR (Fourier Dénudsimla
Kizildtesi Spektroskopisi) ile yapiimistir. Daha sonra, yesil floresans protein ve p53
genlerini tasiyan plazmitler, E.coli bakterisi icerisinde c¢ogaltilip, bu plazmitlerin
Axygen, AxyPrep Midi Plazmit saflastirma kiti araciigiyla saflastiriimasi
gerceklestiriimistir. Saflastirilan plazmitler belirli konsantrasyonlarda partikillerle
etkistirilip, bu etkilesim agaroz jel elektroforezi araciligiyla izlenmis ve pDNA-partikl
konjugatlarinin yikleri Zeta Sizer ile saptanmistir. Uygun olduguna karar verilen
konsantrasyonlar ile in-vitro ¢alismalara devam edilmistir. Hlcreler Gzerindeki toksik
sinirin  belirlenebilmesi igin L929 (fare fibroblast hicreleri) hucrelerinden
yararlanilmigtir. Hucreler Uzerindeki sitotoksitite calismalarinda WST-1 (4-[3-4-
iyodofenil]-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazoliyum)-1,3-benzen  disllfonat) testinden
yararlaniimistir. Son olarak; p53 mutant insan kolorektal adenokarsinoma hicreleri
(DLD-1) kullanilarak pDNA-nanopartikil kompleksinin magnet aracili transfeksiyonu
gerceklestiriimistir. WST-1 testiyle DLD-1 hicreleri Uzerindeki sitotoksitite, pDNA
uzerindeki GFP geni sayesinde uretilen yesil floresans protein araciligiya floresans
mikroskobu yardimiyla gen ekspresyon durumu, ikili boyama aracihgiyla da

apoptoz-nekroz durumu belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, kanser gen terapisi, non-viral vektorler, pozitif hale
getiriimis altin takil silika kapli manyetik nanopartikuller, p53-GFP plazmit,

transfeksiyon.
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Cancer is still one of the most important problems of mankind’s health that cause to
death. There is a significant portion of spendings in the health sector. The early
diagnosis and treatment of cancer and the budgets spent on this filed are the most
important indicators to understanding of the size of the work. Nowadays in the
treatment of cancer, besides the traditional methods such as surgical techniques,
chemotherapy, radiation therapy, nanotechnology based approach has been
covered the way. Thanks to these new approach, diagnosis and treatment can be
perform simultaneously. Nanoparticles, one of the nanotechnological products,
have a wide range of applications such as imaging systems, controlled drug
delivery, gene silencing as well as gene delivery systems. Gene therapy is one of
the promising methods that used genes as a drug. But the biggest problem in the
gene therapy is the vectors that transfer the genes. Besides the high transfection
efficiency of viral vectors, this systems have significant side effects. Therefore, the
development of safer and high transfection efficiency systems provide the interest

of scientists and became one of the most studied topics.



The aim of this study is the considering of the above mentioned deficiencies and
production of non-viral transfection vector by transfer of TP53 gene through the
colon cancer cell line (DLD-1) that is one of the highest death of cancer type. The
selection of this gene type is because of the loss of p53 gene function in 60% of the
colon cancer during the mutation. This gene transfection has a critical role in cancer

gene therapy.

In this study, we carried out gold attached silica coated magnetite nanopatrticles as
a non-viral vectors. This particles have been positively charged by APTES and 2-
aminoethan thiol to transfer of negatively charged pDNA through the cell membrane.
The chemical and physical properties of the nanoparticles was carried out by FTIR,
TEM, XRD and C-sizer respectively. Then, the plasmids that carrying the green
fluorescence protein and p53 was replicated in E.coli bacteria. Purification process
of this plasmids were performed by Axygen, AxyPrep and Midi plasmid purification
kits. As prepared positively charged gold attached silica coated magnetite
nanoparticles were interacted with several concentration of plasmids and the
interaction between pDNA-nanoparticte conjugations was followed by agarose gel
electrophorese and the charge of this conjugates measured by (-sizer so, the
appropriate concentrations were selected to start the in-vitro studies. L929 cell lines
(mouse fibroblast cells) were used to measure the toxicity board of the nanoparticles
into the cells by applying the WST-1(4-[3-4-iodophenyl]-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolium)-1,3-benzen disolfonate) assay. Finally, pDNA-nanoparticle complexes
were transfected by using a magnetic field into the p53 mutated DLD-1 cells. The
cytotoxicity of the as prepared complex onto the DLD-1 cells was carried out by
WST-1 assay. The gene expression was followed fluorescence microscope by
pDNA that carrying GFP genes which produced green fluorescence protein.
Apoptosis and necrosis situation of the cancer cells were carried out by double

staining.

Keywords: Cancer, cancer gene therapy, non-viral vectors, positively charged

gold attached silica coated magnetite nanoparticles, p53-GFP plasmid, transfection.
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1. GIRIS

Kanser, yillik 10 milyondan fazla insana hasta tanisinin kondugu énemli bir 6lim
sebebidir. Karsinogenezis, hicre sinyal iletimi ve apoptoz gibi ¢ok sayida hiicresel
fizyolojik sistemin rol aldigi oldukga kompleks bir olaydir. Baslangigta lokalize bir
hastalik olarak baglar, fakat vucuttaki baska bolgelere hizla yayilma egilimi, hastalgi
tedavi edilemez hale getirir. Hastalikta yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri;
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi mudahaledir. Mevcut kanser tedavilerinde sikg¢a
kargilagilan problemler; anti-timor ajanlarinin nonspesifik sistemik dagilimi, timor
bolgesine ulagsan yetersiz ilag konsantrasyonlari, tolere edilemeyen sitotoksitite,
terapotik yanitlarn goruntilemedeki guglukler ve ¢oklu ilag direnci geligimidir. Tam
bu problemleri ortadan kaldiracak yenilikgi teknolojilerin geligimi acil ve énemli bir
ihtiyactir [1].

Son yillarda molekuler biyolojideki gelismelere paralel olarak, gen terapinin
onkolojide kullanimina yonelik olduk¢a fazla bir egilim bulunmaktadir. Teoride gen
terapisi; bir ya da daha fazla mutant alel tasiyan somatik hicreye normal aleli
sokmaktir. Normal alelin ifadesi normal fenotipi olusturan islevsel gen Grininin
meydana gelmesini saglamaktadir [2]. Basarili bir gen terapi, o geni tagsiyan gen
aktarim (vektor) sistemlerine baghdir. Uygun gen aktarim sisteminin secimi; hedef
geni cekirdege ve cekirdek igerisindeki spesifik DNA'ya ulastirmada ¢ok kritik bir
onem tasimaktadir. Ginimuzde gen terapide kullanilan vektorler viral ve non-viral
olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Viral vektorler yliksek transfeksiyon verimi
saglamalarinin yaninda pek c¢ok olumsuzlugu da barindirmaktadirlar. Ornegin;
bunlarin hazirlanmasi oldukga komplekstir, immun yanit olusturma riski kisileri
olume dahi goturebilmektedir, sinirli  bluyuklukte gen tasima kapasiteleri
bulunmaktadir. Viral vektorlerin aksine; non-viral vektorler sagladigi avantajlardan
dolay! (dusuk toksitite, dusuk immun yanit olusturma, mikemmel bicimde kimyasal
modifikasyona olanak verme 0&zelligi) yodun sekilde calisiimaktadir. Fakat
bunlarinda transfeksiyon verimleri oldukga dusik ve kisa sureli bir gen ekspresyonu

saglamaktadirlar [1].

Non-viral vektor olarak, manyetik nanopartikullerin kullanimi énemli bir yere sahiptir.
Manyetofeksiyon, vektor olarak MNP’lerin secildigi ve gen aktariminda bir manyetik
alandan yararlanilan transfeksiyon yéntemidir. Disardan uygulanan manyetik alan

araciligiyla partikillerin hicre yuzeyindeki sedimentasyonlari hizlandirilir [1].
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Sunulan tez kapsaminda da solvo termal yontemiyle Gretilmis MNP’ler kullaniimigtir.
Daha sonra partikuller, silika ile modifiye edilip, Uzerlerine altin nanopartikullerin
takilmasi gerceklestirilmistir. Bu partikiller p53-GFP genlerini iceren pDNA’lari
tasimada kullanilacaklari icin APTES ve sistamin araciligiyla pozitif hale getirilmistir.
Pozitif hale getirmedeki amag¢ hucre igerisine girisi de saglamaktir. Partikullerin
karakterizasyon c¢aligmalarinda; TEM, XRD, FTIR ve Zeta Olgimlerinden
yararlaniimigtir. pDNA’larin ¢ogaltiimasi igin E.coli bakterisinden yararlanilip, daha
sonra bu bakterilerden pDNA’larin saflastiriimasi gerceklestiriimistir. Saflastirilan
pDNA’lar farkli konsantrasyondaki partikullerle etkilestirilip; ortaya ¢ikan (+) yukun
Olcimu Zeta Sizer ile yapilmigtir. pPDNA-partiktl konjugat olusumu iginse; agaroz jel
elektroforezinden vyararlaniimistir. En uygun partikil konsantrasyonlarinin
secgiminden sonra bunlarin hucreler Uzerindeki toksik etkinin belirlenmesi igin L929
hicrelerine aktariimigtir. Daha sonra DLD-1 (insan kolon kanser hucre hatti)
hicreleriyle ¢alisiimaya gecilmistir. Calismada kolon kanserinin segilme sebebi; bu
kanserin %50’sinden fazlasinda mutasyona ugramis p53 geni bulunmasindandir.
Partikillerin DLD-1 Gzerindeki toksik etkisi WST-1 ile belirlenip, apoptoz/nekroz

olaylarinin gézlenmesi igin ikili boyamadan yararlaniimigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser Nedir? (Sebepleri-Turleri)

Kanser, teknolojinin hizla gelismekte oldugu dunyamizda hala insanoglunun en
onemli saglik problemi ve 6lim sebeplerinden biridir. Kanser, tim yastaki insanlari
etkiler ve her U¢ insandan biri, yasaminin herhangi bir doneminde bu hastalikla
kargilagsmaktadir. Dinya genelinde her yil yaklasik 7,6 milyon insan kanserden
hayatini kaybetmekte ve gelismekte olan Ulkelerdeki olumlerin %70’i kanser
sebebiyle gerceklesmektedir. Bu sayinin 2025 yilina gelindiginde 25 milyonu
asacagl ongorulmektedir. 2012 verilerine gore dunya genelinde 8,2 milyon kisi
kanserden hayatini kaybetmis, 32,6 milyon yasayan kanser hastasi bulunmakta
iken (5 yil igerisinde tani konmus) ve 14,1 milyon kisiye yeni kanser vakasi teshisi
konulmustur. Cizelge 2.1.de rakamlarla ifade edilen veriler hastalik tablosunun

ciddiyetini Ulkeler bazinda acik sekilde ortaya koymaktadir [3].

Cizelge 2.1. 2012 Yili rakamlarla dinya kanser istatistikleri [3]

Tahmini rakamlar (binlerdeki) Erkek Kadin

Vakalar  Oliim 5 Yilhk Vakalar Oliim 5 Yilhk

prevalans prevalans

Diinya 7427 4653 15362 6663 3548 17182
Gelismis Bolgeler 3244 1591 8616 2832 1287 8297
Az Geligsmis Bolgeler 4184 3062 6747 3831 2261 8885
WHO Afrika Bolgesi 265 205 468 381 250 895

WHO Amerika Bolgesi 1454 677 3843 1429 618 4115
WHO Dogu Akdeniz Bolgesi 263 191 461 293 176 733

WHO Avrupa Bolgesi 1987 1080 4857 1750 852 4933
WHO Giineydogu Asya Bolesi 816 616 1237 908 555 2041
WHO Bati Pasifik Bolgesi 2642 1882 4493 1902 1096 4464
IARC liyesi (24 iilke) 3706 1900 9259 3354 1570 9425
Amerika Birlesik Devletleri 825 324 2402 779 293 2373
Cin 1823 1429 2496 1243 776 2549
Hindistan 477 357 665 537 326 1126
Avrupa Birligi (EU-28) 1446 715 3759 1211 560 3487

Kanser gelismis Ulkelerde kalp hastaliklari ve felgten sonra uglncd o6lim
sebebiyken, Amerika’da kalp hastaliklarindan sonra ikinci o6lum sebebidir [4].
Ulkemizde de tablo diinyadakinden pek farkli olmayip her gegen giin kanserli hasta
sayisl ve Olumler hizla artmaktadir. Cizelge 2.2’de goruldugu gibi ulkemizde de

dolasim sistemi hastaliklarindan sonra en ¢ok rastlanan ikinci hastalik kanserdir [5].



Cizelge 2.2. Turkiye 6lum nedeni istatistikleri, 2013 [5]

Toplam Erkek Kadin

Toplam 100,0 100,0 100,0
Dolagim sistemi hastaliklari 39,8 35,8 44,6
lyi huylu ve k6t huylu timérler (malign ve benign neoplazmlar) 21,3 25,3 16,5
Solunum Sistemi Hastaliklari 9,8 10,7 8,8
Endokrin, beslenme ve metabolizmayla 5,6 4,3 7,2
ilgili hastaliklar

Digsal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler 5,5 7,3 3,3
Sinir sistemi ve duyu organlari hastaliklari 41 3,4 49
Diger (enfeksiyon ve parazit hastaliklari, mental ve davranigsal 13,9 13,2 14,8
bozukluklar, kas-iskelet sistemi ve bag dokusunun hastaliklari

vb.)

Not: Tablodaki rakamlar, yuvarlamadan dolayi toplami vermeyebilir.

GUnUmulzde bilinen 200’den fazla kanser tirG bulunmaktadir. Vicudumuzda
bulunan 60’dan fazla organi olusturan farkh tirdeki hicrelerin her birinde kanserli
hicreye donusme potansiyeli bulunmaktadir. Bu kanserden bazilari; Bas ve Boyun
Kanserleri, Mide kanseri, Rahim Agzi Kanseri, Safra Yolu ve Safra Kesesi Kanseri,
Prostat Kanseri, Pankreas Kanseri, Ozefagus Kanseri, Melanoma, Karaciger
Kanseri, Kan Kanseri, ince- Kalin Bagirsak Kanseri, Rahim Kanseri, Meme kanseri,
Bobrek Kanseri, Akciger Kanseri, Kolon Kanseri, vb.. Kanserler arasinda en
oldurtcl olani akciger kanseri olup; bunu sirayla meme, prostat ve kolon kanserleri
izlemektedir. Kadinlarda birinci sirada meme kanseri, ikinci sirada kolon, Ggtncu
sirada akciger kanseri gorulirken, erkeklerde de ilk sirayi akciger kanseri, ikinciyi

prostat, Gguncuyu kolon kanseri olusturmaktadir [3, 5].

A.B.D. Ulusal Kanser Enstitisu tarafindan yapilan tanimlamaya goére kanser;
kontrolsuz bolunme ve anormal hicre ¢ogalmasi ile meydana gelen hucrelerin
cevredeki dokuyu istilasi (metastaz) olarak tanimlanir. Yuze yakin sayidaki hastaligi
icine alan kompleks bir olgudur. Embriyonik kokenlerine goére farkh gruplara
ayrilirlar. Ornegin; epitel (ektodermal, endodermal) kdkenli olan karsinomalar, bag
dokudan tiremis (mezodermal) sarkomalar, kan yapici hiicrelerden meydana gelen
|I6semiler, pigment hicreleri melanositlerden tiremis melanomalar, germ hucreleri
ve gonadal dokulardan tureyen teratomalardir [6]. Kalitsal mutasyonlar veya
virisler, X-ray isinlari, UV, cgesitli kimyasallar, sigara, vb. gibi ¢evresel faktorler
tarafindan olusturulan mutasyonlar, anormal hiicre olusumunun en o&nemli

sebepleridir. Kansere sebep olan bu mutasyonlar DNA hasarinin tamirini, hicre



bolinmesini (dongusunu), apoptozisi, hucresel farklilagsma ve hicre-hicre temasi

gibi pek ¢ok hucresel islevi etkilemektedir [7].

Hucre buyumesi ve ¢ogalmasi igin gerekli genetik kontrolin ortadan kalkmasi ¢ok
hacreli bir kitlenin ortaya ¢ikigina sebep olur. Bu kitleler ameliyatla alinabilen, ciddi
bir hasara yol agmayan iyi huylu bir timor olabilecegi gibi, kan dolagsimina girebilme,
diger dokulari istila edebilme yetisine sahip kotu huylu timorlerde olabilir. Bunlarin

tedavileri zordur ve hastada hayati risk olustururlar [2].

Bir ¢cok kanser turunde hicre dongusunde meydana gelen mutasyonlar oldukca
etkin rol oynarlar. Devaml olarak bolunen kanser hucreleri hucre dongusunden
¢clkamazlar. Cok hucreli organizmalarda, hucre c¢ogalmasi, hicre bliyume ve
bdlinme slrecini kapsamaktadir. Bir hlicre bolinmesinden diger bolunmeye kadar
gecen surede meydana gelen olaylar hucre dongusuni olusturur. Hicre dongusu
interfaz (G1, S, G2 fazlarini kapsar) ve mitotik fazdan (M) olusur. Bu dénginin siki
sekilde diizenlenmesini saglayan kontrol noktalari (G1/S, G2/M ve M) ve siklin, siklin
badimli kinazlar olarak adlandirilan iki protein sinifi bulunmaktadir. Bu noktalarin
kontroll ise genler tarafindan dizenlenir. E§er DNA replikasyonu, DNA onarimi ya
da kromozom duzenlenmeleri sirasinda bir hata ya da sapma meydana gelirse;
hicreler, hiicre dongusundeki ilerlemelerini (kontrol noktalari ve iki protein sinifini
duzenlemeleriyle) kosullar dizelinceye dek durdururlar. Bu sayede hucreler ortaya
¢lkacak anomalilerden kurtulmaya c¢aligir. TUm bunlara ragmen hicredeki DNA ve
kromozom hasari duzeltiiemeyecek boyutlarda ise hucre apoptoz denen ikinci bir

savunma hattini devreye sokar [2, 7].

Programlanmis hiicre 6limu olarak adlandirilan apoptoz; hicre tarafindan genetik
olarak kontrol edilen (genetik materyal tarafindan ne zaman gerceklesecegine karar
verilen) ve sonunda hucrenin intihar ettigi bir surectir [2]. Bugln apoptoz disinda
bilinen en az yedi g¢esit programli hucre 6lumu bulunmaktadir [8]. Programlanmis
hucre olumleri; hasarl hucreleri ortadan kaldirarak, bir sonraki kugsaga kalitim
yoluyla aktarilacak ve kansere yol agacak olasi genetik mutasyon sayisini azalttigi
gibi yuksek organizasyonlu canlilarda yetigkin hale gelinceye kadar ki gecen
zamanda gelisime katkisi olmayan belli hucreleri elemek igin de kullanilir.
Apoptozis, nekrozisten konagin bagisiklik sistemini uyarma yetisi bulunmamasiyla
ayrilir. Nekrozis bir ya da daha fazla hicrenin, dokunun ya da organin rastlantisal
olarak geri donusumsuz ve programsiz bir bigcimde hasar gérmesi sonucu meydana
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gelen istenmeyen, 6lumcul sonuglar dogurabilen patolojik bir dlumdur [2, 8]. Otofaji
ise; hucre i¢ci makro molekullerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak
lizozomlara yonledirilip, lizozomlarla birleserek burada pargalanmasidir [8]. Hicre
dongusunun kontrol noktalarini duzenleyen genler apoptozla da yakindan baglantili
olup, pek ¢ok kanser tipinde mutasyona ugramistir [2].

Vucutta hicre gogalmasi ve programlanmis hdcre olumleri arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu denge saglikli hicrelerdeki proto-onkogenler ve tumor
baskilayici genler tarafindan saglanir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar ya
da yanlig ifadelenmeler sonucunda kanser hucreleri agiga ¢ikar. Proto-onkogenler
denen normal hucre genleri, normal hicre blyumesini ve boliunmesini uyaran
proteinleri sifreler. Bu genlerin mutasyona ugramis ve kanser gelisimine katkida
bulunan haline onkogen denir [9]. Tumdr baskilayici genler ise; Urlnleri hlcre
dongusu kontrol noktalarini dizenleyen ve apoptozis surecini baslatan genlerdir.
Normal bir hdicrenin timor hicresine dontusme ihtimalini azaltirlar. Kanserlerin gok

blylk kisminda bir timér baskilayici gen olan p53 geninin mutasyonu mevcuttur

[2].

2.1.1. Kanser ve p53 Tumor Baskilayici Geni

Vicutta kanser olusumunda pek ¢ok gen isin icinde bulunmasina ragmen; insan
TP53 geni ayri bir dneme sahiptir. Bu gen tarafindan kodlanan p53 transkripsiyon
faktord; tumor baskilayici olarak ve kanser olusumundaki gesitli sinyal yollarinin ana
dizenleyicisi olarak Kkilit bir rol Ustlenir [10, 11]. TP53 tim insan kanserlerinin
%50’sinden fazlasinda en sik mutasyona ugrayan gendir [2]. Genin hlcre
dongusunu durdurmayi dizenleme, DNA onarimi, senesens (yaglanma) ve apoptoz
uzerindeki etkileri, dnemli gorevleri arasindadir [12]. p53 proteini hicre icerisinde
surekli olarak sentezlenir, fakat hizla parcalandigindan hucrelerde ¢cok duslk bir
seviyede bulunur. Birgok olay, bu proteinin gekirdek icerisinde hizli bir sekilde
artisina yol agar. Bu olaylardan en dnemlisi genomda meydana gelen hatalardir.
p53 proteini DNA hasarlarina karsi iki farkli yaniti baglatir. Bunlar; 1-DNA onarimi
icin hicre dongusunun durdurulmasi, 2-DNA onarilamaz ise hicrenin apoptozise ve
hdcre 6lumune yonlendirilmesi. Her iki olayda da ilgili genlerin baskilanmasi ya da
uyariimasi p53 tarafindan gergeklestirilir. Dolayisiyla TP53 geninde meydana gelen
bir mutasyon p53’te islevsel bir kaybin olugsmasina ve hucrelerin hiicre dongusu
kontrol noktalarinda tutulamamalarina ya da DNA hasarina karsl apoptoza
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yonlendirilememelerine sebep olur [2, 13]. Kisacasi p53 kanser hastalarinda
mutasyonu en sik gorulen proteindir ve kanserlerin yaklasik % 50-55’'inde mutanttir.
Dolayisiyla gunumizde kanser gen terapilerinde kullanilan genlerin basini
cekmektedir [14].

2.1.2. Kolorektal Adenokarsinoma ve p53 iligkisi

Sindirim sistemi alinan besin maddelerinin islenerek sindirilmesini ve bu islenmeden
sonra atiklarin vicut disina atilmasina yardim eder. Sindirim sistemi agiz, dil, digler,
farinks, tukuruk bezleri, 6zefagus, mide, ince ve kalin bagirsak, rektum ve anusten
meydana gelir. Kolon vucudun sindirim sisteminin bir parcasidir. Kolon veya
rektumda (kalin bagirsagin kisimlari) gelisen kanser kolorektal kanser (ayni
zamanda kolon kanseri, rektal kanser, bagirsak kanseri olarakta bilinmektedir)
olarak adlandirilir. Kolon kanseri; kolonun igini doseyen hucrelerde bir mutasyon
olustugu zaman meydana gelir. Mutasyonlar, bazi hucrelerin kontrolstz bir sekilde
buyumesine yol acar. Bu hucreler daha sonra kalin bagirsak igindeki saglkli dokuyu
ve vucudun diger bolgerindeki hucreleri etkileyerek kanserin yayllmasina sebep
olurlar. Kolon kanserinin pek c¢ok tipi olmasina ragmen (6rn; leiomyosarkom,
lenfoma, melanoma, néroendokrin timarler) en yaygin olani adenokarsinomlardir.
Bu kanser tirG kolonun i¢ tabakasinda bulunan glandiler yapilarin hicrelerinde
baslar ve tedavi edilmezse potansiyel olarak ilk 6nce kolon duvarlarina daha sonra
lenf sistemi ve diger organlara yayilir [15]. TP53 geni 17. kromozomun kisa koluna
yerlesmis olan dnemli bir timor baskilayici gendir. Bu genin somatik mutasyonlari
solid tumorlerde oldukga yaygindir. Kolon kanserlerinin %60’inda mutasyona
ugramis p53’Un gorev kaybi tanimlanmistir [16]. GlinUmuizde kolon kanserinin
tedavisinde kullanilan klasik yontemler olmasina ragmen (kemoterapi, radyoterapi,
ameliyat gibi), yeni tedavi yontemlerinden olan hedeflendirilmis terapilerde
(monoklonal antibodiler, anjiyogenez inhibitorleri kullanilarak gergeklestirilir)
kullaniimaya baslanmistir [17]. Kolon kanserlerinde oldukga énemli olan p53 geni
uzerine de etkin bir sekilde gergeklestirilebilecek hedeflendirilmis terapi ve gen

terapi calismalari yogun sekilde surdurtlmektedir [18].



2.2. Kanser Tedavi Yontemleri

2.2.1 Cerrahi Yontem

Kanser tedavisinde tercih edilen yontemlerin basinda gelip solid tumorlerin
uzaklagtirimasi igin kullanilir. Ozellikle erken agamadaki iyi huylu timérler igin
uygulanir. Cerrahi midahale timor boyutu buyik oldugunda, timor hayati organlara
yakin oldugunda veya uzak metastaz (yuksek dereceli timérlerde) durumunda
tavsiye edilmez. Tumorun diger organlara yayildigi durumlarda etkili bir yontem
degildir [7].

2.2.2. Radyasyon Terapisi

Yuksek enerjili radyasyon ile direk timor dokusunun hedeflendigi bir tedavidir.
Radyasyon terapisinde kanser hucrelerini pargalamak igin iyonize radyasyon
kullanilir. fyonize radyasyon harici olarak kullanilan X ve gama isinlari ile dahili
olarak kullanilan radyoizotoplari icermektedir. Kemoterapi ile karsilastirildiginda
lokalize, noninvaziv ve tedaviden sonra sistemik toksitite Gretmeyen bir yontemidir
[19]. Direkt olarak DNA hasari veya hlcre bolinmesini engelleyen reaktif oksijen
turlerinin agiga cikariimasiyla kanser hucreleri olduralir. Bugin dinya ¢apindaki
tum kanser hastalarinin yarisindan fazlasina tek basina radyasyon tedavisi
uygulandidi gibi, tedaviden daha iyi sonuglar almak igcin kemoterapi ya da cerrahi
islemlerden  birisiyle  radyasyon tedavisinin  birlikte  uygulanmasi  da
gerceklestirilebilmektedir. Fakat radyasyon terapisinde, radyasyonun tumor
hlucresine ulasirken gectigi yerlerdeki saglam hucrelerin 6liumune yol agmasi ve
tedavi edici dozlardaki 1sina kargi gelisen direng tedavinin etkinliginin dntne
gecmektedir [19, 20].

2.2.3. Kemoterapi

Kanserde en c¢ok kullanilan tedavi yontemidir. Kanser hucrelerini dldirmek igin
gerekli kemoterapétik ajanlar enjeksiyon yoluyla damar igine veya agiz yoluyla
verilir. Uzun suredir uygulanan bir ydontem olmasina ragmen; kemoterapotik ajanlar
hala timoér dokusuna ulagsmada zayiftirlar. Ayrica toksitite sebebiyle verilen

dozlarda sinirli tutulmak zorundadir [21].

Geleneksel tedavilerdeki sinirlayici faktorler bilim adamlarini yeni ydntemler
bulmaya itmigtir. GUnimuizde en ¢ok arastirma yapilan ve umut vaat eden

alanlardan bazilari; nanoteknolojik uygulamalarla elde edilen hedeflenmis terapiler,



gen tedavisi ve c¢ok fonksiyonlu materyallerin Uretimidir. Nanoteknolojik
yaklagimlarla hazirlanan materyallerin geleneksel materyallere gore avantajlari
sunlardir; 1- Cok fonksiyonluluk, 2- Arttirllmis etki, 3- Hedefler igin arttirimig
secicilik, 4- Teranostik potansiyeli, 5- Degismis farmakokinetik, 6- Kontrollli sentez,
7- Kontrolli salinim, 8- Yeni ozellikler ve etkilesimler, 9- Gelismis fiziksel stabilite,

10- Immiinojenite yoksunlugu [22)].

Cok fonksiyonlu, igslevsel yeni nesil nanoyapilarla geleneksel tedavilerdeki

kisitlamalarin ortadan kaldirilmasi hedeflenmektedir [23, 24].

2.3. Nanoteknoloji Tabanli Yeni Tedaviler

2.3.1. Nanoteknoloji Nedir?

Goruntlleme sistemlerindeki icatlar ve gelismeler insanogluna atomlari, bunlarin
dizenleniglerini, olusan kimyasal baglarin goéruntllenebilmesini kisacasi goézle
gorulemeyecek kadar kuguk boyutlari goérebilme olanagdi vermistir (Scanning
tunneling microscope (STM) , Atomic force microscopy (AFM), Transmission
electron microscopy (TEM), Scanning electron microscope (SEM), vb. araciligiyla)
[25]. Bu gelismeler bilim adamlarina ¢ok kiglk boyutlarin kontrol edilebilecigini
dusundurtmuas ve Unlu fizikgi Richard Feynman’in Amerikan Fizik Cemiyeti’'ndeki
atomlarin direkt kontroluyle bir sentezin olasiligindan bahsettigi ‘There's Plenty of
Room at the Bottom’ adli konugmasi ile nanoteknoloji kavrami 1959 vyilinda
hayatimiza girmistir [22]. “Nanoteknoloji” terimi ise ilk kez 1974’te Norio Taniguchi
tarafindan yari-iletken iglemlerin nanoboyuttaki kontrol i¢in kullaniimistir. Daha
sonra Eric Drexler nesneleri atom-atom olusturan programlanmis c¢ok kuguk
makineleri gelistiren kisi olup, Feynman’in kavramlarindan etkilenerek
“nanoteknoloji” terimini bagimsiz olarak 1986’da kitabi Engines of Creation: The
Coming Era of Nanotechnology’de kullanmistir [22]. Glnumuizde nanoteknoloiji;
nano boyuttaki yapilarin (1-100 nm arasindaki boyutlar) kontroll aracihgiyla gesitli
materyal, sistem ve aletlerin olusturulmasi ve daha sonra bunlarin fizik, kimya,
biyoloji, muhendislik, malzeme bilimi, tip ve daha baska pek ¢ok alanda kullanimi
seklinde tanimlanmaktadir [26].



FEN BILIMLERI MUHENDISLIK
Fizik : R ELEKTRONIK
KiMYA e 3 ENDUSTRI
BivoLoJi NANOT -OJ l MEKANIK]
iLAC s — UZAY
CEVRE = BILGISAYAR
IERENOLOJ]

Sekil 2.1. Nanoteknoloji ve baglantili oldugu alanlar [26]

ABD Ulusal Nanoteknoloji Girisimine (NNI) gore, nanoteknoloji temelde Ug alt baghgi
kapsamaktadir. Bunlar; i) atomik, molekller veya makromolekiler dizeyde
arastirma ve teknoloji gelistirmek; ii) Uretilen nanomalzemelerin boyut dagilimina
gore (kuguk ve/ veya orta boyutta) fonksiyonel 6zellik tagiyan yeni yapilar, cihazlar
ve sistemler gelistirmek ve bunlarin uygulamalari; iii) atomik dlgekte malzemelerin

kontroll ve manipulasyonunu gergeklestirmektir [27].

Gunumuzde nanoteknoloji; dogal nanoteknoloji, elektronik nanoteknoloji, kimyasal
nanoteknoloji, nanobiyoteknoloji, biyomedikal nanoteknoloji, kanser nanoteknolojisi
gibi alanlara ayrilarak hayatimizin pek ¢ok alaninda bizlere yeni uygulamalar
sunmaktadir [27].

Tam bu uygulamalar igerisinde insan saghgini ve yasam standartlarini iyilestirmek
icin yapilan caligmalar ayri bir oneme sahiptir. Bugun ilerleyen teknolojik
uygulamalara ragmen insanoglu hala pek c¢ok hastalik sebebiyle hayatini
kaybetmektedir. Bu hastaliklardan bir tanesi de kanserdir. Ulkelerin bu konudaki
milyonlarca dolarlik yatirimlari; hastaligin 6ntine gecmeyi, tani-tedavi icin yapilan
harcamalarin azaltilmasini, saglikh toplumlar yaratmayr amaclamaktadir. Bu
amaglar icin en ¢ok calisan ve Umit vaat eden alanlardan biri de kanser

nanoteknolojisidir.

2.3.2. Kanser Nanoteknolojisi

Kanser gelismis Ulkelerde 6nde gelen 6lim nedenlerinden biridir. Cerrahi yontem,
radyasyon terapisi, kemoterapi gibi geleneksel tedaviler tumaorin erisilebilirligi ile
sinirhdir. Kanser tani ve tedavisinde erken teshis eksikligi, az olan ilag biyo-
yararlanim ve spesifik olmayan sistemik ilag dagitimi, tUmore ulagan yetersiz ilag

konsantrasyonlari, gergek zamanli olarak tedaviye verilen cevaplarin izlenememesi
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gibi eksikliklerin olmasi bugln ¢d6zum bekleyen 6nemli sorunlar arasindadir [28].
Aslinda biyomedikal nanoteknolojinin bir turl olan kanser nanobiyoteknolojisi bu
problemlerin ¢oziulmesi icin gerekli ¢esitli materyaller ve teknikler Uzerine
odaklanmaktadir. Kanser nanoteknolojisi arastirma faaliyetleri genellikle yedi
kategoriye ayrilir. ilki; en erken ve pre-semptomatik agsamadayken kanserlerin
tanisinda kullanilacak erken goruntileme ajanlart ve teshis tekniklerinin
gelistirimesidir.  ikincisi; tedavilerin etkilerinin yerinde degerlendirmelerini
saglayabilecek tekniklerin gelistirilmesidir. Uglincls; biyolojik bariyerleri gegerek
terapotik ajanlart dogru bir sekilde tiumor bolgesine aktaracak; hedeflenmis
cihazlari, materyalleri, tasiyicilari gelistirmektir. Dordlncusu; tahmini molekuler
degisiklikleri gozlemeyi saglayan ve kanser oncesi hucreleri kotu huylu olanlarindan
ayirt etmeyi saglayan ajanlarin gelistirimesidir. Besincisi; kanseri tetikleyen
mutasyonlarin ve ayni zamanda kansere yatkinlik gosteren genetik markerlarin
saptanmasi igin c¢esitli gbzetim sistemlerinin geligtiriimesidir. Altincisi; yasam
kalitesini kotu bir sekilde etkileyen kanser semptomlarinin kontrolt igin metodlarin
geligtiriimesidir. Sonuncusu ise; klinik tedavide arastirmacilara yardim etmek igin
yeni hedefleri hizlica tanimlayacak ve olasi yan etkiler ile ila¢ direncinin tahminini

gerceklestirecek tekniklerin gelistiriimesidir [27].

Kanser nanoteknolojisi arastirmalarinda iki énemli egilim vardir. Bunlardan bir
tanesi; tUmorin hem goéruntilenmesini hem de tumoére ilag vermeyi ayni anda
yapabilecek ¢ok fonksiyonlu nanomateryallerin gelistiriimesidir. Eger bu materyaller
kanser tedavisinde etkin bir bigcimde kullanilabilirse nanoteknoloji alanindaki en
radikal gelisme olacagi dusunulmektedir. Bir diger egilim ise; tumorlu bdlgeye
sadece bir degil ayni anda birgok ilaci verebilmektir. BOylece kanser tedavisinde en

sikici problemlerden olan ila¢ direngliligi sorununu ¢ozmek hedeflenmektedir [27].

Yeni nesil teknolojiler kullanilarak kanser tani ve tedavisinde pek ¢ok sorunu ortadan
kaldirmay1 amaglayan kanser nanoteknolojisinde; bu amag igin kullanilan yollardan

biri de gen terapidir.

2.4. Gen Terapi

insan genomunu dizileme ve molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler gen terapinin

ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamistir. Gen terapi; ilag olarak

genlerin kullanildigi gelecek vaat eden bir tedavi yontemidir [29, 30]. Gen terapi,

kanser [31], AIDS [32], kardiyovaskuler sistem hastaliklari [33], bulagici hastaliklar
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[34], kistik fibrozis [35], X'e baglh siddetli kombine immun yetmezlik [36] gibi pek ¢ok
hastalikta efektif bicimde kullanilabilir [37] .

Kanserin kompleks dogasindan dolayi; kanser gen terapisi pek ¢ok terapotik strateji
icerir. Bu stratejiler immunolojik ve molekuler hedefli terapiler olmak Gzere temelde

ikiye ayrilir [38, 39]. Sekil 2.2. daha ayrintili bir siniflandirmayi sunmaktadir:

Hanses Gen Terzgi

Imminlajik Hedefi Tedaviler /\mwimﬁ
/\ /N
L —

R Ayl T Bt mmm‘ Ewumm
O, pS3 geni apoptoz ve
hire dogisind
.ﬁmm Hise gl durdomay uyama )

Anti-gen Oligonikdeofitier Anti-sens Ofigoniideotiter

Sekil 2.2. En son ve en yaygin kanser gen terapi yaklagimlari [39]

Tumor baskilayici genler olagandisi hiicre gogalmasini sinirlayan genlerdir [40]. Bu
ailenin en 6nemli temsilcilerinden biri p53 genidir. Kanserli hlicrelerde apoptozu ve
hicre dongusunden c¢ikmayr uyarmak kanser gen terapisinin baslica
amaclarindandir [41]. Kanser turlerinin %50’sinden fazlasinda p53 geni mutasyonu
bulunmaktadir [42]. Bunlar g6z 6nune alinarak kanserli hucrelere yabanil tip p53
genin transfeksiyonu kanser gen terapisinin en c¢ok calisilan arastirma
konularindandir [43]. Bu gun hcre kultlra ¢galismalarinda p53’tn apoptozu uyardigi

ve hicre bolinmesini durdugu etkin galigsmalar gergeklestiriimigstir [43, 44].

2.4.1. Gen Terapi Cesitleri
Gen terapi hedeflenen hicre tipine gdre germline gen terapisi ve somatik gen

terapisi olmak Uzere ikiye ayrilir.

Germline gen terapisi; gametler (sperm ve yumurta) ve zigot Uzerinde yapilan ve
degisikligin bir sonraki kusaklara aktarildidi gen tedavisidir. Germline gen

terapisinin kullanimi etik sebeplerden dolay!r Avrupa'da yasaklanmig olmasina
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ragmen; Amerika'da FDA tarafindan bu alanda vyapilan c¢alismalara izin

verilmektedir.

Somatik gen terapisi ise; bir sonraki kusaga aktarimin olmadidi, vicut hicrelerine
yapilan gen terapi seklidir. Tum dunyada Uzerinde yogun sekilde galismalarin
yapildigi bir tedavidir [45].

2.4.2. Gen Terapide Kullanilan Vektorler

Gen terapide cift iplikli DNA (dsDNA), tek iplikli DNA (ssDNA), plazmid DNA ve
antisens oligonukleotitler (ASON) gibi farkl tipteki genetik materyallerin aktarimi
gerceklestirilir [46, 47]. Gen terapi teorik olarak bozuk geni saglikli olanla degistirme
ya da gerekli proteinin ifadesi i¢in eksik olan genin eksikligini tamamlama iglemi
olsa da pratikte hedeflenen bdlgeye (hicre ya da c¢ekirdek) ulasincaya kadar
asllmasi gereken engellerin bulundugu karmasik bir islemdir [48, 49]. Huicre
cekirdegine ulasincaya kadar genlerin hem hucre disinda hem de hucre iginde
degradasyonu bu 6énemli sorunlardandir [50]. Dolayisiyla tedavinin basarisi, esas
olarak terapdtik genin herhangi bir biyodegradasyon olmadan hedeflenen hicreye
girisine baghdir [51]. Bununla birlikte DNA 'nin biyolojik ortamdaki nikleaz
duyarhih@i, polianyonik hidrofil ve oldukga blytk makromolekll yapisi hicre
zarindan pasif bir sekilde gecisini sinirlandirir [52, 53]. Bu ylzden terapotik DNA'yi
nukleazlar araciligiyla herhangi bir degradasyon olmadan ve hucre iginde
transkripsiyonundan emin olunacak sekilde hedef hlcreye tasiyacak vektor adi

verilen tastyicilar kullanihr [37, 51].

Basarili bir gen transferi i¢in kullanilacak tasiyici sistem su Ozelliklere sahip

olmaldir:
1- Vaskuler endotelyal hicreler ve kan bilesenleri ile etkilesim icinde olmamali [54],

2- Retikuloendotelyal sistemden (RES) kagabilme yetenegine sahip olmali, gtglu bir

immun yanit olusturmamali [30],
3- Hucre zarindan gegip hedef bdlgeye ulasabilecek kadar kiiguk olmali [54],
4- Hazirlanmasi kolay ve buyuk miktarlarda ticari olarak Uretimleri ucuz olmalidir.

Bu ihtiyaglari karsilamay! hedefleyen gen transfer sistemleri (vektorler) iki grupta

siniflandirilir:
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2.4.2.1. Viral Vektorler

Terapotik genleri tagiyan non-patojenik hale getirilmis viruslere viral vektorler denir.
Vektor olarak kullanilan virGslerin genlerinin hastalik yapici kisimlari genetik
muhendisligi uygulamalarindan yararlanilarak uzaklastirilir ve bu genlerin yerini
terapotik genler alir [55]. Taslyici olarak en ¢ok kullanilan virGsler; adeno virusler,
retro virUsler, adeno-iligkili virsler, herpes virusudur [56]. Yuksek transfeksiyon
verimliligine sahip olmalarina ragmen akut immun yanit olusturarak 6lume yol
acabilirler [57, 58]. Buyuk miktarlardaki Uretimi zor ve pahalidir [52, 58]. Sinirli
bayuklUkteki genlerin tasinmasi gergeklestirilebilir [52]. Tum bu olumsuzluklar
arastirmacilari daha guvenli, ucuz ve etkin alternatif vektorler bulmaya itmistir.

Bdylece non-viral vektoérler ortaya ¢ikmistir [59].

2.4.2.2. Non-Viral Vektorler

Viral vektorlerin dezavantajlari bilim adamlarini daha etkin vektorler bulmaya itmigtir.
Boylece non-viral vektorler geligtiriimistir. Non-viral vektorlerler nispeten guvenli,
dusUk immun cevap olusturan, hazirlamasi kolay, dusuk maliyetli ve buyuk
miktarlarda uretimi mumkdn olan tasiyicilardir. Ayrica farkli ve buyuk genlerin
tasinmasini gergeklestirebilirken, stabilitelerinden dolayl uzun sire depolanabilirler
[57, 60, 61]. Fakat duslk transfeksiyon verimine sahip olmalari genis bir yelpazede
kullanimlarini  sinirlamaktadir [62]. Non-viral tasiyici sistemler iki grupta

siniflandirilir:

Herhangi bir tagiyici sisteme ihtiyagc duymadan hucre zarini daha gecgirgen hale
getirmek icin fiziksel kuvvetlerin kullanildigi ilk grupta hlcre zarini gegici olarak
zayiflatmak icin mekanik, ultrasonik, elektrikli, hidrodinamik ya da lazer tabanli
sistemlerden yararlanilir. Hiicre zarindaki bu gegici degisim tasinan DNA'nin hedef
hicreye girisini saglar [63].

Elektroporasyon yonteminde; hucre zarinin gegirgenligini kontrolll bir elektrik alan
uygulayarak arttirmanin sonucunda aktarilacak olan DNA'nin hicre igine gegisi
saglanir [64]. Basarili bir sekilde g¢esitli dokularda kullaniimigtir (Deri [65], kas [66],
karaciger [67] ve timor [68], vb.) [69]. Guvenli, verimli ve tekrarlanabilir bir ydntem
olmasina ragmen in-vivo uygulamalarda kisitlamalara sahiptir [70].

Gen tabancasi ydonteminde; hedef hicre veya doku igerisine gdnderilecek gen;
biyouyumlu, hizlandiriimig altin, tungsten, gumus gibi agir metal partikilleri

kullanilarak taginir. ideal partikiil tasiyici; biyouyumlu, inert ve kiigiik capli olmalidir
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(genellikle 1-1.5 pm) [71]. Tasiyicilar, plazmit DNA ile kaplanir ve gerekli
hizlandirma yuksek voltajli elektrik kivilcimi altinda su buharlastirma [72] veya
helyum desarji araciligiyla saglanir [73]. Gen tabancasi araciligiyla transfer
yonteminin pek c¢ok avantaji vardir. Hizli sekilde gerceklestirildiginde yuksek
seviyede ve uzun Omurli gen ekspresyonu basarilabilir [74, 75]. Fakat; tum dokuya
gen transferinde dusuk penetrasyondan dolayi verimlilik oldukga azdir [48].
Ultrason aracili gen transferi ya da sonoporasyon; ultrason dalgalari kullanilarak
hicre zarinin gegirgenligini, zarda meydana gelen porlar ya da akustik kavitasyonlar
araciligiyla arttiran yeni yontemler arasindadir. Guvenli olmasi, non-invaziv olmasi
ve ameliyat gerekmeden i¢ organlara ulasabilmesi gibi avantajlari bulunmaktadir
[70]. Yontemin verimliligi hicrelerin maruz kaldigi ultrason dalgalarinin yogunlugu
ve siddetinden, DNA konsantrasyonundan, kontrast faktérin kullanimindan
etkilenmektedir [70, 71].

Hidrodinamik enjeksiyon sistemi i¢ organlara 6zellikle de karacigere etkili bir bicimde
DNA'nin hedeflenmesinin gerceklestirildigi kolay bir yaklasim seklidir [76]. ik kez
1996 yilinda Budker ve ark. tarafindan farelerin femoral arterlerinden iskelet kaslari
icerisine hizli enjeksiyonla plazmid DNA eklenmigtir [77]. En yaygin kemirgenlerde
kullaniimis gen transfer yéntemidir. insan (zerindeki olumsuz yan etkilerinden

dolayi; bizde uygulanabilirligi bulunmamaktadir [78].

Non- viral tasiyici sistemlerin ikinci grubunda; DNA c¢ekirdede ve hucre icerisine
cesitli kimyasal reaksiyonlar araciligiyla sentezlenmis tasiyicilarla taginir [63].
Kimyasal vektorler viral vektorlerin tagidiklari sakincalari agmak igin ortaya ¢ikmig
umut verici, alternatif tasiyici sistemlerdir. Bu vektorler hiicre cekirdedine gen

transferini iyilestirmek i¢in GU¢ amag tasirlar:

1- DNA'nin (-) yakidna maskelemek,

2- DNA'yI daha kuguk yapmak icin sikistirmak,

3- DNA'yI hiicre ici nikleazlar tarafindan yikimdan korumak.

Bu amaglar anyonik DNA ile polikatyonlar arasindaki elektrostatik etkilegimler,
biyobozunur polimerler araciligiya enkapsulasyon veya DNA’ya adsorbsiyon ile
gerceklestirilir [48].
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DNA ve polikatyonlar arasindaki elektrostatik etkilesimlerden yararlanilarak
olusturulan gen salim sistemleri anyonik DNA ile katyonik lipitler veya polimerler
arasindaki elektrostatik ilgiyi kullanirlar [79-82]. Kendi kendine dizenlenen nano
boyuttaki katyonik lipit-DNA salim sistemleri olan lipoplexler genlerin tagsinmasi igin
kullanihirlar [83]. Lipoplexlerin diguk verimlilikleri yanisira (+) yukden dolayi sahip
olduklari toksitite in-vivo'’da kullanimlarini sinirlamaktadir [84]. Bir baska
kendiliginden duzenlenebilen nano boyutlu yapi polyplex denen katyonik
polimerlerdir (fizyolojik pH'da) [85]. Bu sistemde de toksitite, distuk verimlilik,
polimer polidispersitesi gibi sorunlarin ustesinden gelinmelidir [86]. Bugun bilim
adamlari bu problemleri gozmek icin; poli-I-lizin (PLL) [87], poli-etilenimin (PEI) [88],
poli-amido-amin (PAA) [89], vb. gibi monodispers, biyobozunur polimerlere

yonelmislerdir.

Cesitli yaklagimlar kullanilarak aktif molekullerin, biyomolekullerin ve inorganik
nanopartikullerin enkapsulasyonu oldukga dnemli bir arastirma konusu olup, birgok
grup tarafindan aktif olarak calisilmaktadir [90-94]. DNA enkapsulasyonu igin
kullanilan biyodegradable polimer sistemleri katyonik sistemlere gore Ustun
dzelliklere sahiptir. Ornegin; polimer bozunabiliriginden dolay! viicuttan
uzaklastirimasi kolaydir, kontrolli DNA salimina olanak verir ve DNA’ya iyi bir
koruma saglar. Fakat bu sistemde de hazirlama kosullarindaki olumsuzluklardan
(organik solventler, yuksek sicaklik, yuksek kayma kuvveti) dolayi transfer edilecek
DNA'nin pargalanmasi [95], dusuk enkapsulasyon verimliligi [96], dusuk DNA biyo-
yararlanimi sebebiyle tamamlanmamis DNA salimi gibi problemler mevcuttur [97,
98]. Bu sebeple DNA'yl enkapstile edip in-vivo'da kullanim icin blok-kopolimer
miseller [99], inversiyon emulsiyonu, lipozomlar [100, 101] ve ¢ok tabakali sistemler
gelistirilmigtir [102, 103]. Gen terapi uygulamalarinda en ¢ok kullanilan sistemlerden
bir tanesi de DNA adsorbsiyonu, enkapstlasyonu ya da tasinmasi i¢in kullanilan

cesitli organik ve inorganik partikullerdir [50, 82, 104-106].

2.5. Organik Partikuller

2.5.1. Karbon Nanoyapilar

Tek ve ¢ok duvardan meydana gelebilen karbon nanotipler (CNT) karbon grafit
nanomateryalleridir. Liu ve ark. tarafindan uygun bicimde islevsellestiriimis
CNT’lerin herhangi bir yan etkiye neden olmadan, intraventz sekilde safra
araciligiyla vicuttan atilabildigi gosterilmistir. Kovalent ve kovalent olmayan

16



etkilesimlerle karbon nanotuplerle terapotik ajanlar bir araya getirilebilir. CNT’lerin
radyo frekansi ve lazer tedavisi ile baglantili olarak termik ablasyon ile kanser
hicrelerini 6ldirmede de kullanildigi gosterilmistir [107]. Karbon nanotupler ve
amonyum ile fonksiyonel hale getirilmis karbon nanotipler ile (-) yukli plazmid DNA
arasindaki elektrostatik etkilesimlerden yararlanilarak DNA'nin hedef bodlgeye
tasinimi  gercgeklestiriimigtir.  Fonksiyonel hale getiriimis karbon nanotupler
araciligiyla yapilan gen terapide ¢iplak DNA'ya gore yuksek ekspresyon duzeyleri
elde edilmistir [108, 109].

2.5.2. Polimerler

Polimerler nanopartikill sentezi icin ¢ok uygun materyallerdir. ilag ve protein
yukleme-salinim igin oldukga basarili olup, sentezlenen partikilin raf Gmrini de
arttirirlar [110]. Polimerik nanopartiktllerin en 6nemli 6zellikleri biyouyumluluk,
biyobozunurluk, kimyasal transformasyonlar araciligiyla kolaylastiriimis ylzey
modifikasyonlari, mikemmel farmakokinetik kontrol ve kontrolll ilag salimidir [111].
Polimer nanopartikiller genellikle dogal ve sentetik polimerler olmak tzere iki sinifta
toplanirlar. Yaygin olarak kullanilan polimerik malzemeler; polilaktik asit, poliglikolik
asit, polilaktik glikolik asit, poli kaprolakton, poliglutamik asit, polymalik asit ve
bunlarin kopolimerleridir [112]. PEG hidrofilik yapisi nedeniyle nanopartikillerin
yuzeyini kaplamada kullanilan, bundan dolayi 6zellikle ila¢g salim sistemlerinde
tercih edilen bir polimerdir. PEG kaplama partiklllerin  kararlihdini  ve
biyouyumlulugunu arttirr [113]. Nanotiptaki bir diger efektif sistem polimerik
nanokonjugatlardir. Bunlar ylzeylerinde timor dokusu ile direk baglanti kurabilecek
pek cok fonksiyonel grup barindirirlar [24]. Sekil 2.3.’te fonksiyonel hale getirilmis

polimerik bir nanopartiktlin g¢esitli amaglar i¢in kullanimi gosterilmigtir [7].
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Sekil 2.3. ilag, kontrast ajani ve hedeflenmis ligand tasiyabilmek icin fonksiyonel

hale getirilmig polimerik bir nanopartikilin sematik goruntusu [7]

2.5.3. Lipozomlar

Lipozomlar, kendi kendine diizenlenme 6zelligi olan, globular sekle sahip kolloidal
nanoyapilar olup, merkezi sulu boslugu cevreleyen cift kath lipit tabakasinin
olusturdugu bir yapidir. Bugln piyasada FDA tarafindan metastasik meme kanseri
tedauvisi icin onayli (Doxil, DaunoXome, Myocet) lipozom tabanli antikanser ajanlari
bulunmaktadir [114, 115]. Cesitli antibodiler ile konjuge lipozomlarin gelismis
terapotik etki gosterdigi yapilan galismalarda gosterilmigtir. PEG’lenmis lipozomlar
ve lipozom aracili siRNA, DNA salimi araciligiyla da bugun farkli kanser tirlerinin

tedavisinin gergeklestiriimesi amaclanmaktadir [116, 117].

2.5.4. Dendrimerler

Yaygin olarak kullanilan nanotasiyicilardan olup duzgin sekilde duzenlenmis
kompleks molekillerden olusan dalli bir yapiya sahiptirler. Cekirdek, dallar ve ug
gruplarindan meydana gelir. Dendrimerlerin hidrofobik ¢ekirdek, hidrofilik ylzeyleri
hem hidrofobik hem de hidrofilik ilaglarin tasinabilmesine olanak saglar [118].
Dendrimerlerin bayuklugu, sekli ve farmakokinetik 6zellikleri onlarin jenerasyon
sayisina, cekirdegin ve dallarin kimyasal kompozisyonuna, ylzey fonksiyon
gruplarina baglidir. Dendrimerler ¢dzinuarlik arttirma, foto-dinamik terapi, ilag
salimi, biyolojik goérlntileme ve kanser tedavisi gibi c¢esitli amaclar igin
kullaniimaktadir [119, 120].
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2.5.5. Miseller

Miseller 1-100 nm (kendi kendine diuzenlenme 0zelligi olan amfifilik di-triblok
kopolimerleridir) arasinda kuglk kuresel, kolloidal partikillerdir [121]. Misel
blyUklugu; misel gekirdegine ve ilacin kimyasal dogasina baghdir. Miseller hidrofilik
bas ve sulu ortam icinde bulunan hidrofobik kuyruk kismindan olugan yapiya sahiptir
[122]. Sulu ortamda dusuk konsantrasyonlarda bilesenler monomer halinde
bulunurken,  konsantrasyon artisiyla tipik misel olusumu géraltr [123]. Genelde
hidrofobik ¢ekirdek olusumu icin yaygin kullanilan polimerler; poliesterler, polieterler
ve poliamino asitlerdir [122]. Diger ilag salim sistemleri ile kargilastirilinca polimerik
miseller gesitli avantajlara sahiptir [123]. a2 ligand konjuge misellerin spesifik olarak
aktif bir bicimde beyine hedeflendiriimesi [124], pek ¢ok calismada EGFR reseptor
hedeflemesinin monoklonal antibodiler araciliiyla yapildigi [125], kanser
hucrelerini hedeflemede bir bagka 6nemli molekul folatin ligand olarak kullanildigi

cesitli galismalarda rapor edilmigstir [126].

2.5.6. Virusler

Kanser tedavi uygulamalarinda dogal nanopartikuller olarak oldukga ¢alisiimaktadir.
Viral nanopartikuller sentetik nanopartikullere gore belirgin boyuta sahip olmalari,
immun sistemden Kkolaylikla kacgabilmeleri , biyouyumluluklari ve biyobozunur
olmalari gibi kendiliginden Ustlun 6zelliklere sahiptirler. Bu amacla kullanilan viral
nanopartikuller arasinda cowpea mosaik virusu (CPMV) ve QB, MS2 vb,,

bakteriyofajlar Gzerinde ¢esitli gruplar yogun sekilde ¢alismaktadir [127].

2.6. Iinorganik Materyaller
2.6.1. Altin Nanopartikiiller

Altin nanopartikuller gen terapi ve ila¢ salim uygulamalari i¢in en uygun ve verimli
inorganik yapilardir [128]. Toksik degildirler, biyouyumlu ve inerttirler [129]. Bu
partikiillerle pek cok calisma yurutilmektedir. Ornegin; Visaria ve ark. PEG kapli
altin nanopartikulleri kullanarak TNF-a salimini gerceklestirmiglerdir. Bu sistem
azaltilmis sistemik toksitite saglarken, tumor parcalanmasini da arttirmistir. CYT-
6091 gibi altin nanokonjugatlari ile ilgili calismalar Faz-1 asamasindadir [130].
Methotrexate (dihidrofolat rediktaz inhibitdrt), doxorubucin gibi ilaglarla da
calismalar yurutilmektedir [131, 132]. Fototermal terapilerde de altin nanopartikuller
kullaniimaktadir [133]. Altin nanopartikulun fiziksel boyutu hucre igine alimda énemli

bir role sahiptir [134]. Hedefleme amach cesitli ligandlarin kullanimiyla birlikte
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baylyen boyut nedeniyle in-vivo'da etkili bir ilag hedefleme bagsarilamamistir [4].
Son yapilan galismalarda pankreatik kanser hucrelerinde antibodiler araciligiyla
EGFR reseptorleri hedeflenmis [135], yumurtalik kanserinde siRNA araciligiyla gen
susturma yapilmis [136] , PEG modifiye lipit altin porfirin kullanilarak etkili hiicre ici

alimi ve tumor yikimi gergeklestiriimeye gahligiimistir [137].

2.6.2. Kalsiyum Fosfat

Yuksek biyouyumlulugu sebebiyle nukleik asit ve ilag saliminda tasiyici sistem
olarak kalsiyum nanopartikullerin kullanimi oldukga arastirilmaktadir. Nukleik
asitlerdeki (-) ylkli fosfat grubu ile kalsiyum fosfattaki pozitif yikli Ca?* arasindaki
etkilesim bu partikullerin avantajli olmasini saglamaktadir. Fakat partiktllerdeki
zayif kararlilik ve blaylk boyut hicre icine salim uygulamalarinda buyuk bir engel
olusturmustur. Partikullerin gesitli polimerle kaplanmasi ve sentez agsamasinda pH
gibi cesitli parametrelerin ayarlanmasiyla bu sorunlar gideriimeye caligiimaktadir
[138]. Partiklllerin goérintlileme ve tedavide de kullanilabilecegi Morgan ve ark.
tarafindan gosterilmistir. Bu partikullerin insan Gzerinde kullanimi i¢cin daha pek ¢ok

calisma yapilmalidir [139].

2.6.3. Silika Nanopartikiiller

Son gelismelerle partiktl buyudkliga, morfolojisi ve porozitesinin iyi bir sekilde
kontrolinun saglandigi  silika nanopartikullerin  ilag salim sistemlerinde
kullanilabilirligi yaygin sekilde c¢alisiimaktadir. Partikillerin blyuk yuzey alani ve
g6zenekli yapisi, etkin ilag enkapsulasyonu ve hedef boélgeye ulasincaya kadar
degrade olmayi engelledigi gibi ayarlanabilir partiktl sekli ve buyuklugu sayesinde;
hdcre igine partiktl alim oranlari da arttirilabilir. Gozenekli yapisi sayesinde pek ¢ok
avantajl beraberinde getiren bu partikullerle in-vivoda etkin tedavilerin yapilabilmesi

icin daha pek ¢ok ¢calisma yapiimalidir [140].

2.6.4. ZnO Nanopartikiiller

Cinko oksit yari iletken bir malzeme olusuyla farkli teknolojik uygulamalarda umut
vaat eden bir malzemedir. Antimikrobiyal etkisi ie ilgili pek gok ¢calisma yurutilmekte
olup, Ustun fizikokimyasal 6zellikleri kanser alanindaki ¢aligsmalarda da yer almasini
saglamistir [141, 142]. Shen ve ark. tarafindan kitle spektrometresi kullanilarak,
polimetil metakrilat kapli ZnO nanopartiktller araciligiyla distk duzeylerdeki kanser
biyomarkerlarinin tespiti gerceklestiriimigtir [143, 144]. Dorfman ve ark. ZnO
partikulleri kullanarak ¢ok dusuk seviyedeki telomeraz aktivitesinden yararlanarak
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kanser tani ve taramasi igin yuksek verimli tanima gerceklestirmistir [145, 146].
Bagka bir calismada yuzeyi silika ve amin gruplari ile modifiye edilmis ZnO
nanoaprtikillerin gen transfeksiyonu igin kullanilip, transfeksiyon verimini arttirdigi
tespit edilmistir [147, 148]. Bundan bagka hedeflenmis ilag tasiyici olarak, ylzey
modifikasyonuyla luminesens hale getirilerek es zamanl gen transferinin izlendigi
calismalar da yapimaktadir. llerleyen zamanlarda hedefli gen salimi, gen
susturulmasi ve segici olarak kanser hucrelerinin yikiminin gergeklestiriimesi
hedeflenmektedir [149].

2.6.5. TiO2 Nanopartikuller

TiO2 nanopartiklller kanser tedavisinde ilag tasiyici olarak c¢alisilan bir baska
tasiyici sistemdir. Etkin bir fotokatalitik aktiviteye sahip olmasi ilgiyi daha da
arttirmaktadir [7].

2.7. Manyetik Nanopartikiiller

Gunumuzde manyetik nanopartikiller 6nemli  biyolojik  uygulamalarda
kullaniimaktadir. Bunlardan bazilari; biyolojik varliklarin (hicre, protein, nukleik
asitler, enzim, bakteriler, virusler, vb.) manyetik biyo-ayirimi ve tespiti, klinik tani ve
tedavi (6rnegin; MRI (Manyetik Rezonans Goruntileme) ve MFH (Manyetik Sivi
Hipertermi), hedefli ilag tasinimi ve salimi, biyolojik etiketler, gen terapi, vb..
Manyetik nanopartikullerin kontrast ajani olarak MRI‘da [150, 151], hipertermide
[152], kontrollu ila¢ saliminda kullaniimasinin [153] yaninda etkin bir bicimde nukleik
asitler (plazmitler, siRNA’lar, vb.) igin transfeksiyon ajani olarak da kullanimi
bulunmaktadir [154, 155]. Hedefli ilag dagitimindan esinlenerek ortaya ¢ikmis,
manyetik nanopartikillerin  vektdr olarak kullanildigi gen transfeksiyonuna
manyetofeksiyon denilmektedir. Yontemin temelinde MNP-nUkleik asit kompleksi
olusturulduktan sonra, bu bilesimin hiucre kultirine eklenmesi ve manyetik bir gug
uygularak yapinin hiicre zarindan gegip sitoplazma igine ¢cekilmesi vardir [26]. Sekil

2.4 basit bir bicimde manyetofeksiyonu sematize etmektedir.
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Sekil 2.4. Manyetofeksiyonun sematik goértunttsu [26]

Demir oksit nanopartikuller yiksek manyetik momente sahip CoFe204, NiFe204 ve
MnFe204 gibi bilegiklerle karistirildiginda diger manyetik materyallere gore Ustun
performans gosterirler. Fakat bu nanopartikuller, hucreler igin olduk¢a toksik
oldugundan in-vivo ve in-vitro kullanimlari sinirhdir. Ama demir oksitler (manyetit
(FesOa4) ve maghemit (y-Fe20s3) gibi) goreceli olarak guvenli kullanim saglamaktadir.
Demir oksitlerin biyomedikal amach kullaniminda ylzey modifikasyonunun
gerceklestirimesi dnemli bir adimdir. Bu modifikasyonu gerceklestirmek igin
literatirde kaydedilmis c¢esitli bilesikler kullaniimistir. Bunlardan bazilari; dogal
polimerler (proteinler (serum alblimin, streptavidin) ve karbonhidratlar (kitosan,
heparan sulfat gibi)), sentetik organik polimerler (polietilen glikol, polivinil alkol, poli-
L-laktik asit), silika ve altindir. YUzey kaplamayla nanopartikillerdeki aglomerasyon,
sitotoksitite gibi problemlerin 6nune gecmenin yaninda fonksiyonellestirme

yapabilmekte hedeflenir [26].

2.7.1. Demir oksit Nanopartikuller

Demir oksit nanopartikiller genis kullanim alanlarina sahip olduklarindan dolayi
yogun bir sekilde ilgi c¢ekmektedirler. In-vitro tanida, kuglik demir oksit
nanopartikuller kullanilarak yapilan uygulamalar yaklasik 40 yildir ¢calisiimaktadir.
Gegen 20 yillik slUrede kanitlanmis biyouyumlulugundan dolayl biyolojik
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uygulamalarda umut verici bir aday olmasindan dolayi farkli ¢gesitteki demir oksitlerle
yapilan calismalarda farkedilecek oranda bir artis gézlenmistir (6zellikle maghemit
ve manyetit nanopartikuller).

Manyetit, FesOa, en yaygin olan demir oksitlerden biridir. Fe katyonlari interstisyel
tetrahedral ve oktahedral bdlgeleri isgal ederken, oksijen tarafindan
sekillendiriimeyle kapali paketlenmis (fcc closed packing) kubik ters spinel bir yapi

ortaya c¢ikar [156]. Sekil 2.5’te manyetitin ters spinel yapisi sunulmustur.

O Fe*
§ o
& Fe*

Sekil 2.5. Manyetik nanopartiktllerin ters spinal yapisi [156]

Manyetitin oktahedral yapisinda, elektronlar oda sicakliginda Fe?* ve Fe®*
iyonlarinin arasinda ¢ok kolay bir sekilde hareket etme yetenedine sahiptirler. Bu da
manyetitin yari metalik 6zelligi tasiyan malzemeler sinifinda oldugunun énemli
goOstergesidir [157]. Maghemitte manyetite benzer bir yapiya sahiptir. Fakat;
maghemitte Fe iyonlarinin gogu Fe®* pozisyonunda bulunmaktadir [156].

Manyetit nanopartikullerin ylzey o6zellikleri ve kimyasi hucresel terapiler, doku
onarimi, ilag tasinimi, manyetik rezonans goéruntileme (MRI), hipertermi, gen
tedavisi (6zellikle manyetofeksiyon aracili gen terapi) ve daha pek ¢ok alanda aktif
olarak kullanilmalarini  saglamaktadir. Tum bu uygulamalarda manyetik
nanopartikilerin 100 nm’den kuguk boyut, yuksek manyetik 6zellik, gok dar boyut
dagihmi, biyouyumluluk, ylizeyde interaktif fonksiyon 6zelliklerine sahip olmalari
gerekmektedir [158].

2.7.2. Manyetik Nanopartikiilleri Sentezleme Yontemleri
Literatirde manyetik nanopartikillerin (manyetit ve maghemit) sentezi igin ¢ok

sayida calisma bulunmaktadir. Simdiye kadar yayinlarda mikroemdlsiyon, sol-jel
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sentezi, sonokimyasal reaksiyon, prekursorlerin hidroliz ve termolizi, akis injeksiyon
sentezi, termal bozunma, solvotermal, elektrospray sentezi ve ikili goktirme olmak
Uzere birgcok yontem rapor edilmigstir [159].

Manyetik nanopartikuillerin sentezinde iki temel problem bulunmaktadir. Birincisi
sentezlenen partikullerin monodispers olarak; uygun boyutta olusumu, ikincisi ise,
partikil sentezinde hi¢ bir saflagtirma teknigi (ultrasantrifikasyon, ayirma
kromotografisi, vb.) kullanmadan kullanilan prosediirlerin tekrarlanabilirligidir. ikili
¢okturme teknigi, manyetik nanopartikul tretiminde kullanilan en yaygin, basit, etkin
ve verimin ylksek oldugu bir yontemdir. Demir oksit nanopartikiller, Fe3* ve Fe?*
tuzlarinin baz ¢ozeltisinin icine eklenmesi ile gokeltme yoluyla sentezlenir [158].
Son zamanlarda, polyol yontemi (solvotermal) ile manyetit sentezi oldukca dikkat
ceken yoOntemler arasina girmigtir. Bu yontemde nanopartikuller solvotermal
ortaminda (yuksek sicaklik, yaklasik 200°C) farkli organik solventler varliginda
(etilen glikol ve propilen glikol gibi) olusturulur. Uretilen nanopartikiillerin yiksek
miknatislanma gucu, hidrofilik yapida olmalari ve kontrol edilebilir ikincil yapilara
sahip olmalari bu yéntemin avantajlari arasindadir [160].

Literatlrde solvotermal yontemi ile farkh morfolojilerde (kompakt mikrosferler, gigek
benzeri nanosferler, nanosferler ve ikincil yapilar gibi) basarli bir sekilde
sentezlenmis manyetit partikiller bulunmaktadir. Fakli morfolojide olmalari, yeni
Ozellikler ve yenilikgi uygulamalarda kullaniimalarina olanak saglamaktadir (MRI

goruntulemesi, fotonik krisaller ve ila¢ salimi gibi) [160].

2.7.3. Manyetit Nanopartikiillerin Fonksiyonel Hale Getirilmesi

Manyetik demir oksit nanopartikillerde herhangi bir ylzey modifikasyonu
olmadidinda, partiklllerdeki hacme goére blyuk yltzey alani hidrofobikligin baslica
nedenidir. Partikiller arasindaki hidrofobik etkilesimler aglomerasyona sebep
olarak; blyuk kimelerin olusmasina bu da partikil buyukliginin artmasina yol
agar. Olusan kumeler arasindaki guglu dipol-dipol etkilesimleri partikullerin
ferromanyetik davranis gdstermesinin baslica sebebidir [161]. iki blyiik partikdil
kimesi yan yana geldiginde her biri bir digerinin manyetik alanini etkilemektedir. Bu
etkilesim agregasyonun artisina sebep olur [162]. Tum bunlara ek olarak vander
waals kuvvetlerinden ortaya ¢ikan ek topaklasma nedeniyle manyetik demir oksit
nanopartikillerde ylizey modifikasyonu vazgecilmez bir uygulamadir. Ylzey

modifikasyonu igin amino gruplari, silika, ¢esitli polimerler, surfaktantlar ve organik
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bilesiklerden yararlanilir [163].

2.7.3.1. Silika Kaplama

Manyetik demir oksit nanopartikillerin modifikasyonu icin son yillarda pek c¢ok
materyal kesfedildi. Bunlardan bazilari; soy metaller, metal oksitler ve inorganik
silikadir. Bu materyaller arasinda silika, Fe3Oa4 ¢ekirdedi ile asindirici sivi ortam
arasindaki kimyasal temasi onleyen yogun bir kabuk olusturdugundan oldukca
basarili bir malzemedir. Silika kabugun yuzey kimyasinin biyo-konjugasyon igin
cesitli kimyasallar ve molekdller igin biyouyumlu olusu bir diger avantajidir. Silika
yuzey uzerine c¢esitli birlestirme ajanlari eklenip, buraya spesifik ligandlarin
takilmasi gercgeklestiriimis, daha sonra bu hedefli ligandlarin hedef organlar Gzerine
antikor-antijen tanimasiyla salimi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Silika kapli
demir oksit nanopartikullerin sentezlenmesinde en c¢ok kullanilan iki yontem;
mikroemulsiyon ve tetraetil ortosilikatin alkalin hidrolizidir (Stober methodu olarak
da bilinir). Mikroemulsiyon metodu; silika kaplamayi sinirlandirmak ve kontrol etmek
icin miselleri kullanir. Bu yontemde; olusan silika kapli manyetik nanopartikillerin
yluzeyinde surfaktant tabakasinin  bulunmasi, sonu¢ nanopartiktllerle
biyokonjugasyon saglanmasini engellemektedir. Bu yontemde c¢ekirdek-kabuk
(core-shell) nanopartiklin olugsmasi icin surfaktant kullanilir. Bunun aksine; Stober
yonteminde surfaktant kullanimi yoktur. Fakat; partikuller hala kararhdir ve kolayca
dispers olurlar. Bu yontemle elde edilen ¢ekirdek-kabuk FesOs@SiO2 NP'ler birgok
biyo-aplikasyonda basarih bir kullanim igin idealdir. Fakat silika ylzeyin Uzerindeki
bu surfaktant tabakasi, silika yuzeyin sagladigi kolay biyo-konjugasyon avantajini
bloke eder [164].

2.7.3.2. Manyetik Nanopartikiillerin Silanizasyonu

Silanlar, Y(CH2)n-Si-R3 genel kimyasal formlline sahip bifonksiyonel molekduller
olarak tanimlanmaktadir. Ylzeyi fonksiyonel hale getirmek igin en ¢ok kullanilan
silanlardan  biri  NH2(CH2)3-Si(OC2Hs)s  kimyasal formiline  sahip  3-
aminopropiltrietoksisilandir (APTES). Silis gruplarinin yuzey kimyasinin iyice
tanimlanmis olmasi fonksiyonellestirme, kaplama ajani olarak kullanimi
saglamaktadir. Bu kaplama, partikillerin bircok uygulamada (6zellikle biyolojik
uygulamalar) kullanimina olanak verir. Reaksiyonun gerceklesmesi igin ¢ok az
miktarda suyun ortamda bulunmasi yeterlidir. Silanizasyon sirasinda iki reaksiyon
ayni anda gercgeklesir. n-silan hidroksil gruplarinin yiksek reaktif silanol turlerine
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hidroliz olmalari ve ortaya ¢ikan silanol gruplarinin kondensasyon reaksiyonu ile
silika kapli yuzeyde bulunan -OH gruplari ile tepkimesi sonucunda kararli Si-O-Si
kovalent baglarinin olusmasidir [165]. Sicaklik, solvent tipi, baslangi¢c katalizéra,
organosilan konsantrasyonu ve zaman; reaksiyonu etkileyen bazi parametrelerdir.
3-aminopropiltrietoksisilan (APTES), 3-aminopropiltrimetoksi silan (APS), ve N-(2-
aminoetil)- 3 aminopropilterimetoksisilan (AEAPS) silanizasyonda en ¢ok kullanilan
amin kaynaklaridir [166]. Sekil 2.6.’da trietoksisilan kullanilarak silika yuzeylerin

silanizasyonu gosterilmistir [167].

Et0 viﬂo
AN .
1 Eto/JSiMx o §HW5MX + 3 E1OH
EO y

X: Cl, CN, SH, NH2 vb.

Sekil 2.6. Silanizasyon ile silika ylzeylerin fonksiyonellestiriimesi [167]

2.7.3.3. Altin Kaplhi Manyetik Nanopartikiiller

Altin, biyolojik uygulamalar igin en ¢ok kullanilan materyallerden biridir. Altin kararli
bir yapiya sahip olmasinin yaninda, tiyol linker Gzerinden kolayca fonksiyonel hale
getirilebilir. Sekil 2.7.’de altin kaph manyetik nanopartikullerin tiyol linker ile

fonksiyonel hale getiriimesi gdsterilmektedir [167].
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Altin kapli MNP'lerin Tiyol gruplari ile modifikasyonu
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Sekil 2.7. Au kapli MNP’lerin —SH gruplari araciligiyla modifikasyonu [167]

Tiyoller ve birgcok bagka sulfur bilesikleri, altin yluzeylere karsi ylksek bir affiniteye
sahiptir. Bu 6zellik bilim adamlari tarafindan biyoteknolojide siklikla kullaniimaktadir
(6rnegin; immunoassay igin antijen baglamada).

Altin kaph manyetik nanopartikillerin (18-80 nm capinda) ilk kez 2001 yilinda Lin ve
ark. tarafindan ters misel mekanizmasi ile sentezlendigi rapor edilmistir. Demir oksit
nanopartikillerin sentezi miseller igcinde gergeklestiriimistir ve bu islemi takiben altin
kaplanmigtir. Altin  kapli manyetitin ylzeyine agregasyonu Onlemek igin 1-
dodekantiyol (C12H2sSH) kendiliginden duzenlenme mekanizmasiyla baglanmistir.
Tiyol gruplari tasiyan altin kaph partikillerin, biyomolekiller ile fonksiyonalize
edilmesi i¢in; hedef molekulun diger ucunda fonksiyonel uglar tagimasi
gerekmektedir [167].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez iki kisimdan olusmaktadir. ilk kisimda transfeksiyon amaciyla
kullanilacak nanopartikullerin sentezi, karakterizasyon ve amaca uygun sekilde
fonksiyonel hale getiriimesi, ikinci kisimda; E.coliden p53-EGFP genini tasiyan
plazmidin saflastiriimasi, partikil ve plazmidin etkilestiriimesi ve sonra, pDNA-
partiktl konjugatlarinin fare fibroblast hicreleri (L929) Uzerindeki toksik etkisinin
incelenip, toksik sinirin belirlenerek, bu konjugatlarin belirlenen oranlarinin kanser
(DLD-1)  hucrelerine  aktariminin  gergeklestirilip,  sitotoksitite  testleri;
apoptoz/nekrozun arastiriimasi gergeklestiriimistir. Yapilan calismadaki deneyler

ayrintili bir bicimde ilerleyen bolumlerde anlatiimigtir.

3.1. Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi

Deneysel olarak iki kisimdan olusan tez kapsaminda ilk dnce gen transfeksiyonunda
kullanilacak olan nanopartikillerin sentezi, sonra bunlarin modifikasyonu ve
fonksiyonel hale getiriimesi gerceklestiriimistir. Bu amacg¢ igcin gereken

karakterizasyon calismalari yapilmistir (TEM, Zeta Sizer, XRD, FTIR).

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Manyetik nanopartikillerin sentezi icin polyol (solvotermal) yonteminden
yararlaniimisgtir. Bu yéntemde kullanilan maddeler; demir tuzu (FeCls.6H20); Sigma
Aldrich (A.B.D.), Ure; Sigma Aldrich (A.B.D.), 1-2 propilen glikol (PG); Sigma Aldrich
(A.B.D.) ve siiksinik asit BDH’den (ingiltere) temin edilmigtir.

Silika kaplamada kullanilan; TEOS (tetraetil ortosilikat); Sigma Aldrich (A.B.D.),
etanol; Merck (Almanya), amonyak; Merck (Almanya)’den temin edilmistir.

APTES (3-aminopropiltrietoksisilan); Sigma Aldrich (A.B.D.), TEA (trietilen amin);
Merck (Almanya), sistamin (2-aminoetantiyol); Sigma Aldrich (A.B.D.), altin tuzu
(HAuCls); Sigma Aldrich (A.B.D.), CTAB; Merck (Almanya), tri-sodyum sitrat; BDH
(ingiltere), toluen; Sigma Aldrich (Almanya)‘dan temin edilmis olup tiim deneylerde

ultra saf su kullaniimigtir.

3.1.2. Polyol Yontemi ile Manyetik Nanopartikillerin Sentezi
Bu yontemde manyetik nanopartiklllerin sentezi icin Cheng ve ark. tarafindan
kullaniimig polyol yénteminden yararlaniimistir. Yontemde; FeCls.6H20 (3 mmol),

suksinik asit (1 mmol) ve tre (30 mmol), 1, 2 propilen glikol (30 ml) icerisine eklenip,
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manyetik karigtirict yardimiyla ¢ozunene kadar karigtinlmigtir. Sekil 3.1.°de
manyetik nanopartikillerin olusumu sirasindaki reaksiyonlar kimyasal olarak

gOsterilmistir [160].

(1)RCHOHCHZ0H — RCHzCHO + Hz0
(2) CO(NH2)2 + H20 — NHs* + QH-+ HNCO

(3)Fe** + 30H — Fe(OH):

(4)2RCH2CHO + 2Fe(0H)s — RCH2COCOCHAR +2Fe(OH), + 2H-0
(5)Fe(OH )2+ 2Fe(0H)s — Fe:0s + 4Hz0

Sekil 3.1. Solvotermal ile MNP dretiminin kimyasal formula [160]

Elde edilen ¢ozelti, 50 ml kapasiteye sahip Teflon reaktor icerisine aktarilip 200°C’ye
kadar isitiimis olan etlvde bir gece boyunca reaksiyona tabi tutulmustur. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra, reaktor oda sicakligina kadar sogutulmus ve igerisindeki
siyah renkli ¢dzelti magnet yardimiyla toplanarak, organik ve inorganik safsizliklari
uzaklastirmak amaciyla pes pese etanol ve saf su ile yikanmigtir. Son olarak
yikanan partiktller 60°C’de alti saat boyunca vakum ortaminda yapidan tamamen

suyun uzaklastiriimasi igin kurutulmaya birakilmistir [160].

3.1.3. Manyetik Nanopartikiillerin Silika ile Kaplanmasi

Manyetik nanopartikulleri biyouyumlu ve stabil hale getirip agregasyonu 6nlemek ve
negatif ylzey yukd saglamak; bdylece manyetik nanopartikillerin; in-vivo
uygulamalarda kullanimini gergeklestirmek amaciyla iyi tanimlanmigs bir yontem
olan silika kaplama sagladigi avantajlardan dolayi oldukga tercih edilmektedir [168].
Manyetik nanopartikullerin  silika kaplanmasi sol-jel methodu kullanilarak
gergeklestirilmistir. ilk olarak; 5 ml tetraetil ortosilikat (TEOS) Ui¢ boyunlu reaktér
icerisinde, 80 ml etanol ve 20 ml distile su ile oda sicakliginda karistiriimistir. Sonra
onceden sentezlenmis olan 20 mg manyetik nanopartikul reaktore eklenerek 20 dk
boyunca oda sicakliginda iyice dispers etmek icin soniklenmistir. Son olarak 5 ml
amonyak (%28 w/w) damla damla ortama eklenmis ve 6 saat boyunca mekanik
karigtirici yardimiyla oda sicakhginda karistirilmigtir. Reaksiyon tamamlandiktan

sonra silika kaplanmig olan manyetik nanopartikuller magnet yardimiyla toplanarak
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bir ka¢ kez distile su ile yikanmistir [169].

3.1.4. Silika Kapli Manyetik Nanopartikillerin APTES ile Kaplanmasi

Silika kapli manyetik nanopartikilleri (SI@MNPs) pozitif hale getirmek igin 3-
aminopropiltrietoksisilan (APTES) kullaniimistir. Burada izlenen yontem sdyledir;
0.4 gr silika kapli manyetik nanopartikuller bir gece boyunca 90°C’da bekletilerek
yapidaki suyun tamamen uzaklastiriimasi saglanmistir. Daha sonra partikuller g
boyunlu reaktére aktarilarak 20 ml toluen eklenmigtir. Sonikatér yardimiyla
partikuller iyice dispers edildikten sonra ortama 4 ml APTES ve 0.1 ml trietilen amin
(TEA) eklenmigtir. Silanizasyon reaksiyonu 8 saat boyunca 130°C’da reflux sistemi
ile gerceklestirilmigtir.

APTES kapli manyetik nanopartiktller 6nce toluenle sonra da etanol ile bes kere

yikanarak ¢oktlrme islemi gergeklestirilmistir [170].

3.1.5. Altin Nanopartikiillerin APTES@Si@MNPs Uzerine Takilmasi

Manyetik nanopartikuller, aglomerasyonun engellenmesi ve yuzey Uzerine farkh
molekullerin immobilize edilebilmesi icin silika tabakasi ile kaplanmistir. Daha sonra
negatif ylzeye sahip partikiller silanizasyon yontemi ile APTES yardimiyla pozitif
hale getirilmigtir. Burada amag; trietoksisilanlarin tasidigi -NH2’ler sayesinde yuzeyi
pozitif hale getirmektir. Bir sonraki asamada yuzeyde bulunan -NH2'ler Uzerinden
altin nanopartikillerin indirgenmesi hedeflenmistir. Burada takip edilen yontem
soyledir; 0.2 gr altin tuzu (HAuCls), 0.35 gr setiltrimetilamonyum bromit (CTAB)
iceren 35 ml su igerisinde ¢dzUnmusgtlr. Bu karisim yag banyosunda kaynama
noktasina kadar isitiimistir. Kaynamaya 5 dakika boyunca devam edilmistir. Daha
sonra 0.045 gr tri-sodyum sitrat 2 ml deiyonize su igerisinde ¢oézliinerek ortama
eklenmistir. Kaynama 30 dakika boyunca devam ettirilmistir. Elde edilen altin
nanopartikiller oda sicakligina kadar sogutularak 400 mg APTES@Si@MNPs
ortama eklenerek mekanik karistirici ile 12 saat boyunca oda sicakliginda
karistinlmistir.  Elde edilen ARn@APTES@Si@MNP’ler magnet araciligiyla
toplanip 3 kez deiyonize su ile yikanmigtir [170].

3.1.6. Altin Nanopartikil Takil APTES@Si@MNPs ‘lerin Katyonik Hale
Getirilmesi
(-) yuke sahip pDNA’larin (-) yuke sahip hicrelerin icerisine giriginin saglanabilmesi

icin; solvotermal ile Uretilen, Gzerine Au nanopartikil takil APTES@Si@MNP‘lerin
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(+) hale getirilmesi gerekmektedir. Bu amagla, tiyol gruplarinin altina olan ilgisi
bilindiginden (+)ligi saglama amaciyla sistaminden (2-aminoetantiyol, Sigma,
A.B.D.) yararlaniimigtir. Sistaminin tasidigi —SH gruplarinin Au nanopartikillere
takilmasi, acikta kalan -NH2 uglari sayesinde de pozitif yik saglamasi saglanmistir.
Bu amacla etanol igerisinde 1M’lik sistamin ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Sonikator
yardimiyla iyice dispers edilen, su icerisinde bekletilen nanopartikullerden (10
mg/ml) 1’er ml ependorfa alinip, magnet yardimiyla ¢ekilip, Gzerindeki su alinmis ve
etanol icerisinde tekrar iyi bir sekilde dispers edilmeleri saglanmistir. iyice dispers
edilen partikullerin tzerine 225 pl sistamin eklenmesi gergeklestirilmigtir [171]. 1
saat boyunca duguk hizda karistirilmigtir. Partikuller magnet yardimiyla tekrar
cekilmis, Uzerindeki etanol tamamen alinip; Gzerine ayni miktar ultra saf su ilavesi
gerceklestiriimis ve iyi bir sekilde dispers edilmistir. Partikilleri (+) hale getirme,
transfeksiyon c¢alismalari yapilirken her seferinde taze Uretimin saglanmasi igin
tekrarlanmigtir. Sekil 3.2. tez kapsaminda kullanilan partikillerin sematize edilmis

goruntasudar.

Au@Si@MNP’ler -3

MNP’lerin Si ile kaplanmasi

Si-kapli MNP’lerin
APTES ile silanizasyonu

Manyetit Nanopartikiiller
(MNP)

Sekil 3.2. Au Takill APTES@Si@MNP
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3.2. Hazirlanan Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Tez kapsaminda Uretilen nanopartiktllerin morfolojik 6zelliklerinin tespiti igin Bilkent
Universitesi UNAM’da bulunan transmisyon elektron mikroskobundan (FEI, Model;
Tecnai G2 F30, Amerika) yararlaniimistir. Gegirimli Elektron Mikroskobu veya TEM
(Transmission Electron Microscope) ¢ok ince bir 6rnek iginden gegirilen yuksek
enerjili elektronlarin goruntilenmesi prensibine dayanir. Elektronlarin 6rnek ile
etkilesimleri sonucu olusan goérunti buydltilir ve floresans ekran, fotografik film
katmani ya da CCD kamera gibi bir sensor tzerine odaklanir. Gegirimli Elektron
Mikroskobu, goruntuleme ve kirinim tekniklerini birlikte kullanarak malzemelerin
mikroyapisal incelemesini ve kristal yapilarinin belirlenmesini birlikte saglayabilen
cok 6zel bir malzeme karakterizayon cihazidir. Bir bagska deyisle, nanometre
mertebesinde ¢ok kuguk ve ince alanlardan, milyon kati buyutmelerde malzemenin
kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine ayni anda ulasilmasini olanakli kilan bir
tekniktir [172].

Bu sistemde ornek hazirlanirken partiktllerimiz sonikator araciligiyla iyi bir sekilde
dispers edilmistir ve daha sonra bakir TEM gridleri tGzerine 1 damla (~10 ul)
orneklerimizden ekleme yapilimigtir. Tamamen kuruduktan sonra, o6rneklerin
incelenmesine baslanmistir.

Bir bagka analiz yéntemi olan X-Isini Kirinim yéntemi (XRD), her bir kristalin fazin
kendine 6zgu atomik dizilimlerine bagh olarak, X-iginlarini karakteristik bir dizen
icerisinde kirmasi esasina dayanir. Her bir kristalin faz i¢in bu kirinim profilleri bir
nevi parmak izi gibi o kristali tanimlar. Su igerisinde bekletilen partikuller, etivde 1
gece bekletilerek tamamen kurutulmus ve bu kuru 6rnekleden analiz yapiimistir.
Partikillerin  Fourier Doénusumli Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR)) Hacettepe Kimya Muhendisligi'nde yapilimistir.
Kizilétesi (IR) absorbsiyon spektroskopisi bir tur titresim spektroskopisidir; IR isinlari
molekulin titresim hareketleri tarafindan sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier
doénlsuimuU spektroskopisinde isima siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir.
Her dalga boyunu ayri ayri tarama gerekmeksizin hizli ve ylksek ¢ozunurlikte
spektrumlar elde edilebilir. Bu yontem ile, molekuler bad karakterizasyonu
yapilarak; kati,sivi,gaz veya c¢ozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki
fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu,
baglanma yerleri ve yapinin aromatik ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilir. Bu

analizde de tamamen kurutulmus 6rnekler kullaniimistir [173].
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3.3. Gen Transferi

Tezin ikinci is paketini olusturan kisimda gen transferi gergeklestirilmistir. Bu amagla
ilk dnce aktarilacak olan geni tasiyan E.coli igcerisindeki p53-GFP plazmidleri uygun
kosullarda ¢ogaltiimis ve saflastiriimis, sonra bu plazmidler partiktllerle etkilestirilip
hiacre kultiri calismalarina gegilmis ve sitotoksitite testleri yapiimig, en son
hicrelerdeki  apoptoz/nekroz  belirlenerek  ¢alismanin  deneysel  kismi

sonlandiriimigtir.

3.3.1. E.coli igerisindeki p53-GFP Geni Tasiyan pDNA’nin Gogaltiimasi

p53-EGFP geni tasiyan, 5,91 kb boyutunda olup; kanamisin ve neomisin
antibiyotiklerine kargi direng geni tasiyan pDNA iceren E.coli bakterisi Hacettepe
Universitesi Biyokimya A.B.D.’dan temin edilmistir. GFP (yesil floresans protein), in-
Vivo ve in-vitro kosullarda spesifik hicre turlerinin optik olarak saptanmasina olanak

saglar. Sekil 3.3.'te p53-GFP genlerini tagsiyan pDNA‘nin omurga yapisi verilmistir.

he | O.59
al 11 o.&1
ho | 051
Apa Ll S .S, Kaclﬂ.éz
ind 11 062
coR | O&3
="

=t 1 0.64

? \;c 1 0.6
teh al lOsa

HSY THE poly dy

pSSFGFP

S.21 Kb

Ean r & Meo r
P
— o 1 1.7S
\\ EarmmH | 1 .54
Eozak site 1 .85

e svan pones B

—
! "'-\_ Mot | 2.58
Cra 11l S0 ¥ba | (dam-) 2.59

Sekil 3.3. p53-EGFP iceren pDNA’nin omurga yapisi

Gliserol stok igerisinde saklanmig bakteriler kullanimdan once otoklav araciligiyla
(121°C’ da, 15 dakika boyunca) sterilize edilmis LB Broth (Isolab, France) (25gr/ 1L)
ortaminda ¢ogaltilmigtir. Buradaki amag¢ stokta bekleyen bakterilerin uyandirilip,
tamamen uremelerini saglamaktir. Hazirlanan LB Broth igerisine, sadece kanamise

direng geni tagiyan plazmitlerin iginde bulundugu E.coli bakterisinin Gremesi igin
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kanamisin eklemesi yapiimistir. Kanamisin antibiyotiginin stok konsantrasyonu 10
mg/ml olacak sekilde dnceden otoklavlanmis ultra saf su igerisinde hazirlanmistir.
Stoktan alinip besiyerine eklenen kanamisinin konsantrasyonu (calisma
konsantrasyonu) 50 pug/ml olacak sekilde ayarlanmigtir. Antibiyotik eklemesinden
sonra hizli bir sekilde gliserol ¢ozeltisi icinde saklanan bakterilerin (-80 °C’ de ) LB
Broth icerisine aktarimi gercgeklestiriimigtir. 50 ml’lik besiyeri i¢ine aktarilan
bakterilerin agzi tamponla kapatilarak 8 saat boyunca 37°C‘de galkalamali etliivde
(Edmund Buhler, Alimanya) ¢ogalmasi gergeklestirilmistir. Bu arada toz haldeki LB
agar (lsolab, France) igerisinde 40 g/L olacak sekilde hazirlanmis ¢ozelti
otoklavlama yardimiyla sterilize edilip, gerekli konsantrasyondaki antibiyotik
eklemesinden sonra cam petrilere dokulmis ve sogumaya birakilmigtir.
Soguduktan sonra agar Uzerine LB Broth igerisindeki bakterilerden steril 6ze
yardimiyla alinip c¢izgi yontemiyle ekim gerceklestiriimigtir. Burada amac¢ agar
Uzerinde tek kolonileri elde etmek ve bu kolonileri tekrar LB Broth’da cogaltip,
ureyen bakterilerden pDNA izolasyonunu gergeklestirmektir. Ekim yapilan petriler
bir gece boyunca 37°C’de inklbe edildikten sonra, olusan tek kolonilerden LB Broth
icerisine ekim yapilmis ve 8 saat boyunca 37°C ‘de c¢alkalamali etiivde bakterilerin
blylmesi saglanmistir. 8 saat sonunda 50 ml’lik taze LB Broth ortami, ¢ogalan
bakterilerin Gzerlerine eklenerek, 16 saat 37°C‘de ¢alkalamali etiivde inktbe edilmis
ve en son g¢ogalan bakterilerden Axygen, AxyPrep Midi Plazmit saflastirma Kiti
yardimiyla p53-GFP tasiyan plazmitlerin saflastiriimasi gergeklestirilmistir.

3.3.2. Plazmit DNA izolasyonu

Tek koloni izolasyonu ile gogaltilan E.coli'den p53-GFP genini tasiyan plazmidlerin
saflastirimasi Axygen, AxyPrep Midi Plazmid saflastirma kiti araciligiyla yapilmigtir.
Daha sonra elde edilen plazmitler partikillerle etkilestirilerek transfeksiyon

calismalarina gecilmistir.
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3.3.2.1. Plazmit DNA izolasyonunda Kullanilan Gézeltiler ve izolasyon

Protokoli

Cizelge 3.1. Axygen Plazmit izolasyonu Tampon Cozeltileri

TAMPON ISLEVI SAKLAMA KOSULLARI

RNAaz A Buffer S1 icerisine eklenir Oda sicakligi
Buffer S1 Bakteriyal Stispansiyon Tamponu RNAaz ilavesinden

sonra 4°C’de
Buffer S2 Bakteriyal Lizis Tamponu Oda sicakligi
Buffer S3K Notralizasyon Tamponu Oda sicakligi
Buffer B DNA Baglama Tamponu Oda sicakligi
Buffer W1 Yikama Tamponu Oda sicakligi
Buffer W2 Tuz Giderme Tamponu Oda sicakligi
Eluent Ayirma Tamponu Oda sicakligi

Bir gece dnceden, tek kolonilerin Uretildigi agardan LB Broth igerisine ekimi yapiimis

E.coli bakterisi icerisinden plazmitler Axygen, AxyPrep Midi Plazmid saflastirma kiti

kullanilarak su protokole gore saflastiriimigtir:

1. 100 ml besiyeri igerisinde, bir gece ¢ogaltilmis olan E.coli bakterisinden yuksek

kopya plazmit eldesi igin 30 ml alinmistir. Bakteriyi ¢goktlirmek i¢cin 3000Xg’'de 8

dakika santriflij edilmistir. Stpernatant uzaklastirilip, santrifij ttpu kagit bir haviu

uzerine ters gevirilerek kalan atik medyumun uzaklagsmasi saglanmistir.

2. Bakteri pelleti, icerisinde RNaz A bulunan 4,5 ml Buffer S1 yardimiyla tekrar

suspanse hale getirilmigtir.

3. Daha sonra 4,5 ml Buffer S2 eklemesi yapilmis ve tip 6-8 kez hafif¢e ters-diz

edilmistir. 5 dakika igerisinde Buffer S3K eklenmisgtir.

4. Kullanmadan énce 4°C’ye kadar sogutulmus, 4,5 ml Buffer S3K tipe eklenmistir.
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Tlp yavascga 10 kez ters-duz edilmistir. 5 dk. Oda sicakhginda bekletilmigtir.

5. Kullanmadan 6nce 4°C’ye kadar sogutulmus Buffer B eklenmis ve tup yavasca
10 kez ters-duz edilmigtir. 6000Xg’de, 4°C’de 10 dk. santriflj yapiimigtir.

6. Olusan supernatant kismi Midiprep siringa filtre igerisine aktariimistir. Siringa
icindeki supernatant Midiprep plazmit kolonu igerisine filtrelenmigtir. Kolon -25-
30 in¢ Hg basinca ayarlanmig vakum pompasi yardimiyla; kolonda higbir lizat
artig1 kalmayacak sekilde vakumlanmistir.

7. Kolon igerisine bu sefer 7 ml Buffer W1 eklenmis ve vakum yapilmistir.

8. En son Buffer W2 eklenmis ve vakum yapilimigstir.

9. Kolonun ug¢ kismi plastik bir aparat kullanilarak agiimis ve 1,5 ml’'lik bir ependorf
icerisine oturtulmustur. Uzerine 300 pl Buffer W2 eklenerek 12,000gXg’de 2 dk.
santrifdj edilmigtir.

10. Kolonun ug¢ kismi yeni bir 1,5 ml'lik bir ependorf igerisine oturtulmus ve Uzerine
300 ul eluent eklenerek, oda sicakhginda 1 dk. beklendikten sonra
12,000gXg’de 1 dk. boyunca santriflj yapiimigtir.

11. Elde edilen plazmitler -20 °C’de saklanmistir.
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Sekil 3.4.’te E.coli'den pDNA izolasyon basamaklari sematik olarak gdosterilmistir.

Bakteri Kilturi

A\

Santrifij

Alkali Lizis
Bakteriyel RNA'nin uzaklastiriimasi

Lizatin notralizasyonu

Santrifij
(Kromozomal DNA ve Hicre

kahntilarini ¢oktiirme amach)
_Q Filtrasyon

pPDNA adsorpsiyonu

=

&

Elusyon

v
.
l Yikama
l

Yuksek saflikta pDNA

Sekil 3.4. E.coli'den pDNA izolasyon basamaklari

3.3.3. Plazmit DNA Derigim Tayini

Elde edilen DNA &rneklerinin safliginin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin
spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) kullanilarak olgim yapilmigtir. DNA’nin
safligi degerlendirilirken A260/A280 orani esas alinmaktadir. Bu oranin 1,8-2,0
arasinda olmasi DNA’nin saf oldugunu gostermektedir. Cihaz kullanilirken eluent ile
sifirlama yapilarak, dlgimu etkileyecek etkiler ortadan kaldiriimis ve cihaza 2 pl

ornek yuklenmistir. Sonug olarak A260/A280 orani 1,83 bulunmustur. Bu bize elde
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ettigimiz plazmitin oldukga saf bir sekilde izole edildigini kanitlamigtir.
Konsantrasyon ise 446,44 ng/ul olup, calismalar ic¢in kullanimi olduk¢a uygun

bulunmustur.

3.3.4 Plazmit DNA-Nanopartikiil Etkilegimi
pDNA-nanopartikul etkilesimini (pozitif hale getirilmis nanopartikillerin pDNA’ya
tutunup tutunmadiginin saptanmasi igin) saptamak igin agaroz jel elektroforez

goruntlleri ve Zeta potansiyel (Malvern, UK) degerleri alinmigtir.

3.3.4.1. Agaroz Jel Elektroforezi

200-50,000 bg boyutlari arasindaki DNA ve RNA gibi yukli molekullerin bir elektrik
alan icinde yurutulerek ayristirlmasi teknigine dayanan agaroz jel elektroforez
yontemi, plazmit DNA-nanopartikil etkilesimini gostermek igin kullaniimigtir. Tez
boyunca kullandigimiz plazmit DNA 5,91 kb buyukliginde olup, bu DNA’ya uygun
por ¢ap! saglamak igin %1’lik agaroz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun igin; agaroz
(Sigma A 5093-500G) 1 g/100 ml (%1) olacak sekilde hassas terazide tartiimigtir.
Uzerine 1x TBE (Trisma Base EDTA) ilave edilmistir. 1XTBE (1 litre igin; 54 g Tris-
base, 27,5 g borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA (pH:8) ) tamponu stok olarak 5xTBE
tamponundan ultra saf su ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlanmigtir. Hazirlanan
karisim mikrodalga firinda ¢6zinene kadar isitilarak ¢dézUnmesi saglanmistir.
Karisim biraz soguduktan sonra ¢eker ocak altinda tizerine 2 ul etidyum bromar (0,5
pg/ml) (nUkleik asitleri floresans isaretlemede kullanilan bir enterkalasyon ajanidir)
ilave edilmistir. iyice karistirildiktan sonra yuriitmenin yapilacagi, icine yiikleme
yapilacak olan kuyucuklarin olusmasini saglayan taraklarin oturtuldugu jel tablasina
dokulip, polimerlesmesi icin 20-30 dk. beklenmistir. Polimerlesmeden sonra
taraklar cekilerek ornek yltkleme kuyucuklari hazir hale gelmistir. Soguyan jel,
elektroforez tankina yerlestiriimis ve Uzerine 1XTBE tamponu eklenmistir. Her
kuyucuga onceden 30 dk. boyunca etkilestirilmis, 4 yul DNA (446,44 ng/ul), 4 pl
nanopartikal (10 mg/ml) konjugatindan, Uzerlerine 8 pl, 6X yukleme boyasi
eklenerek ylUklenmistir. Her kuyucuk igin farkli konsantrasyonlarda partikiller
hazirlanmistir (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3,0 mg/ml) )
ve dornekler 50 voltta, 25 dk. boyunca jelde yurutilmastir. En son UV 1sik altinda
goruntulenmigtir. Standart olarak kullanilan DNA ladder’t Promega 1kb DNA’dIr.
Burada amag; farkl konsantrasyonlarda hazirlanan nanopartikullerin saflastirilan
plazmitlerle konjugasyon yapip yapmadigini aragtirmaktir.
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3.3.4.2. Zeta Potansiyellerinin Olgiimii

pDNA-nanopartikul konjugatlarinin olugsup olusmadigi Zeta potansiyel sonuglari
alinarak tespit edilmeye calisiimistir. Zeta potansiyelleri; taneler arasindaki itme
veya ¢cekme degeri dlgumudur. Zeta potansiyel 6lgumu; dagilma mekanizmalari ile
ilgili ayrintili bilgi verir ve elektrostatik dagilma kontrolinin anahtaridir. Belli bir
yukteki tane, suspansiyon igerisindeki kargi yukteki iyonlari ¢geker, sonug olarak,
yukll tanenin yuzeyinde guglu bir bag yuzeyi olusur ve daha sonra da yuklu tanenin
yuzeyinden disa dogru yayilmig bir yuzey olusur. Yayillmig bu yuzey igcersinde
"kayma yuzeyi" diye adlandirilan bir sinir bulunur. YUklu tane ve onun etrafinda
bulunan iyonlarin, kayma yuzey sinirina kadar olan kismi, tek bir par¢a olarak
hareket eder. Bu kayma yuzeyindeki; potansiyel zeta potansiyeli olarak isimlendirilir
ve hem tanenin ylzey yapisindan hem de iginde bulundugu sivinin igeriginden
etkilenir. Tanelerin polar sivilar icerisindeki davraniglarini yuzeylerindeki elektrik
yuku degil, zeta potansiyel de@erleri belirler. Zeta potansiyelini belirlemek icin iyice
dispers edilmig orneklerimizden 1-1,5 ml kuvars kuvetlere alinarak oda sicakliginda
analiz yapilmistir [174].

3.3.5. In-Vitro Calismalar

Tez kapsaminda gergeklestirilen hucre kultiru galismalarinda; hicreler Uzerindeki
toksik sinirin belirlenebilmesi icin L929 fare fibroblast hiicrelerinden yararlaniimistir.
Sitotoksik sinir  belirlendikten sonra DLD-1 (insan epitelyum kolorektal
adenokarsinoma) hicre hatti ile galisiilmaya gegilmistir. Bu calismalarda hicrelerin,
pDNA-altin takili manyetik nanopartiktllerle etkilesimi, bu nanopartikullerin htcreler
uzerine olan toksik etkileri ve hucre canhligi Uzerine etkileri ile aktarilan genin

transfeksiyon verimi arastiriimigtir.

3.3.5.1. Hucrelerin Gogaltilimasi ve Transfeksiyon Galigmalan

insan adenokarsinoma hiicreleri (DLD-1 hiicre hatti); %1 penisilin-streptomisin,
%10 FBS igeren L glutaminli RPMI-1640 besiyerinde, 25’lik flasklar igerisinde, %5
CO: igeren inkubatorde (Binder) 37°C’de inkibe edilmistir. Her gun kontrol edilen
hdcrelerin; iki ginde bir besiyerleri taze besiyeri ile degistiriimis, 3.gun yeterli
konfluensiye ulasan hucreler (% 75-80) pasajlama yapmak igin tripsin-EDTA
yardimiyla yuzeyden kaldiriimigtir. Kaldirilan hicreler otomatik hiicre sayim cihazi
ile sayllarak (invitrogen Countess) 96 kuyucuklu iki plate icerisine; her kuyucukta

3X10* hiicre olacak sekilde ekim yapilip, 24 saat karbondioksit etliviinde
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inkibasyona birakilmigtir.

Bir glin sonra, transfeksiyona baslamadan once sentezlenmig, sistamin araciligiyla
pozitif hale getirilmis altin nanopartikil takili manyetik nanopartiktllerin plazmitlerle
yarim saatlik etkilesimi gerceklestiriimistir. Burada 4 ul DNA (446,44 ng/ ul) ve 4 pl
nanopartikal (10 mg/ml), her kuyucuk icin farkli konsantrasyonlarda partikuller
hazirlanip (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3,0 mg/ml)
plazmitlerle etkilestirildikten sonra kuyucuklara eklenmistir. Hucre kualturt
calismasinda pozitif kontroll saglamak igin ticari, katyonik bir polimer olan in-vitro
transfeksiyon ajani (TurboFect, Fermentas, EU) kullaniimistir. Bu ajandan da 4 pl
alinip, sadece 4 pl plazmit ile inkibasyonu saglanmistir. Plazmitler ve hazirlanan
nanopartikiller 1 ml’lik bir ependorfa alinip yarim saat oda sicakliginda, karanlk
ortamda inkUbasyona birakiimigtir.

24 saatlik inkibasyondan sonra, transfeksiyona hazirlik amaciyla hucrelerin
uzerindeki besiyeri ¢ekilip, Uzerlerine serumsuz besiyeri eklenmigtir. Solvotermal
yontemiyle sentezlenmis sistamin araciligiyla pozitif hale getiriimis altin takili
manyetik nanopartiklllerin plazmitlerle yarim saatlik etkilesiminden sonra, her
kuyucuga partikiille etkilestirilmis plazmitlerin eklenmesi gerceklestirilmistir. ilk
siradaki kuyucuklarin 6 tanesine herhangi birsey eklenmemistir (- kontrol). ikinci
siradaki; alti kuyucug@a ise pozitif kontrol amaciyla ticari, in-vitro transfeksiyon ajani
ile etkilestirilmis plazmitler eklenmistir. Ug, dort, bes ve altinci kuyucuklara magnet
uygulanmamig, (+) hale getirilmis solvotermal ile dGretilmis Au takih
APTES@Si@MNP-pDNA konjugatlari u¢ tekrarli olacak bigimde eklenmigtir,
boylece hucrelerin kendiliginden plazmit-nanopartikul kompleksini hicre igine aligl
incelenmistir, asagidaki dort siraya (sekiz, dokuz, on, on bir) ise magnet
uygulanarak, magnetin etkisi arastirimaya calisiimistir. Kuyucuklara eklemeler

asagidaki sekilde gosterildigi gibi yapilmistir ve her drnek icin ug tekrarh calisiimistir.
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Sekil 3.5. Farkh oranlardaki pDNA-NP konjugatlarin bulundugu 96’lik well plate

Uygun konsantrasyondaki eklemelerden sonra, hicreler 6 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. 6 saatin sonunda hicrelerin Gzerlerindeki besiyeri tamamen ¢ekilmis
ve kuyucuklarin Gzerine %1 penisilin-streptomisin, %10 FBS igeren, L glutaminli
RPMI-1640’dan 200 ul eklenerek, 48 saat sonra olusabilecek gen ekspresyonunu
g6zlemleyebilmek igin COz inkuibatoru igerisinde 37°C’de inkibasyona birakilmistir.
Kanserli hucrelerle calismalara gecilmeden 6nce; yukarida kullanilan konjugatlarin
(plazmit-nanopartiktl) kullanim oranlari, toksik sinirlar saptanarak belirlenmeye
cahsilmistir. Bu amagla ilk dnce fare fibroblast hiicreleri (L929 hiicre hatti) tGzerinde
calisihp, daha sonra kanserli hlcreler Uzerinde caligmalara gegilmigtir. Fare
fibroblast hucreleri (L929 hucre hatti); %1 penisilin-streptomisin, %10 FBS igeren, L
glutaminli DMEM F-12 besiyerinde, 25lik flasklar igerisinde, %5 CO: igeren
inkibatorde (Binder) 37°C’de inklibe edilmistir. Protokolln gerisi yukarida anlatildigi
gibi olup belirlenen oranlarin uygun oldugu gortulmus ve bdylece DLD-1 Uzerindeki

transfeksiyon ¢alismalarina gecilmistir.

3.3.5.2. WST Metodu ile Hiicre Canliik Analizinin Saptanmasi

Transfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilan, pozitif hale getirilmis altin takili manyetik
nanopartikuller ile plazmit konjugatlarinin, huicre igerisine girerken kullanilan
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manyetik alanin DLD-1 hucrelerinin canliigi Uzerindeki etkilerini saptamak igin
WST-1'den (water-soluble tetrazolium salt) yararlaniimigtir. WST-1 (4-[3-4-
iyodofenil]-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazoliyum)-1,3-benzen disulfonat) analizinde
sitotoksisite testlerinde sikga kullaniimakta olan MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid]'in aksine; herhangi bir ¢ézme basamagi olmadan
dogrudan okuma yapilabilmekte, daha etkili sinyal alinmakta ve hucrelere daha

az toksik etki yarattigi bilinmektedir.

Hucrelerin mitokondrilerinde bulunan slksinat dehidrogenaz enzimi WST-1'de
bulunan tetrazolyum halkasini pargalayarak formazan tuzlarini olustururlar. Agik
kirmizi bir renkte olan WST-1'den koyu kirmizi renkteki formazan tuzlari olugur
(Sekil 3.6.). Olusan formazan tuzu miktari ile canh hicre sayisi arasinda bir
korelasyon bulunmaktadir. Canli hiicre orani ile dogrudan badlantih olan
formazan tuzlarinin miktari ELISA okuyucuda 420-480 nm arasinda tayin
edilebilir. Formazan tuzu olugsumuyla iligkili olarak artan absorbans degeri

Olgulerek sonuglar elde edilmektedir.

NO, NO,
©© (*) e T =
i3 N—H
NN NAD >, NADH > \
il N Il

N EC-H EC N/

SO3Na \ j » SO4Na

SO;Na SO,Na
WST-1 Formazan
(Acik Kirmizi) (Koyu Kirmizi)

Sekil 3.6. Mitokondriyal suiksinat dehidrogenaz enzimi ile WST-1’den formazan
tuzu olusumu. (EC: Elektron baglayici reaktif, RS: Mitokondriyal suksinat-

tetrazolyum-reduktaz sistemi)

Hucre canhligini belirlemek amaciyla kullandigimiz kullandigimiz bu yontemde
transfeksiyon iglemini gergeklestirdigimiz 48 saat beklemis, 96 kuyucuklu
platelerimizi kullandik. Bunlarin igerisindeki besiyeri, partikil-plazmit igerikleri
tamamen uzaklastirilip, yerine her kuyucuga fenol red icermeyen 200 ul besiyeri

ve 10 yl WST-1 (Roche, Almanya) sollisyonu eklenmistir. 4 saat boyunca 37°C
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ve %5 CO2 ortaminda 1sik almayacak sekilde inkUbasyona birakiimigtir.
Inkiibasyon sonrasi 96 kuyucuklu platemiz, PowerWave XS2 mikroplaka okuyucu
(BioTek, ABD) ile 440 nm dalga boyunda okunarak canli hicre miktari tayin
edilmistir. Kontrol grubunun bulundugu kuyucugun optik yogunlugu %100 kabul
edilerek, her bir kuyucugun olgulen optik yogunlugu da kontrol ile karsilastirilarak
degerlendirilmigtir. Boylece polyol yontemiyle sentezlenmis partikullerin L929 ve

DLD-1 hucrelerinin canliliklarina etkisi saptanmaya c¢aligiimistir.

3.3.5.3. ikili Boyama Metodu ile Hiicrelerdeki Apoptoz/Nekrozun Saptanmasi

Tez kapsaminda kullanilan; pozitif hale getirilmig, altin nanopartikdl takili, manyetik
nanopartikuller arachgiyla tasinan p53-GFP geni tasiyan plazmitlerin; hicreleri
apoptoz ya da nekroza gotirip goétirmediginin arastiriimasinda ikili boyama teknigi

kullaniimistir.

Floresans boyalar DNA’'ya baglanabildiklerinden hicrenin kromatini dolayisiyla
nukleusu gorunur hale gelir. Hucre kulturt ¢alismalarinda kullanimlari canli ve 6lu
hiicre ayriminin yapilabilmesini saglar. ikili boyama tekniginde bu floresan
boyalardan ikisinin bir arada kullanimi s6z konusudur. Yapilan ¢aligmada canli veya
old, tum hucreleri boyayabilen bir boya olan Hoechst boyasi ile sadece 6lu hicreleri
boyayabilen bir bagka boya olan propidyum iyodid beraber kullaniimistir. Burada
Hoechst boyasi hem canli hem de cansiz hucreleri boyarken, hicre zar saglam
olan (canl) hucreler, propidyum iyodid boyasinin hicre igerisine girisine izin

vermezler [175].
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Cizelge 3.2. Floresan mikroskopide apoptotik hicrelerin nekrotik ve normal
hdcrelerden ayrimi [175]

Hoechst Boyasi | Propidyum iyodid | Apoptotik
morfoloji
Nekrotik hicreler + + -
Apoptotik + - +
hlcreler
Normal hdcreler + - -

Ayirnrm yapilirken kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olan
hicrelerin apoptotik hicreler olduklari dagunular [175].

icerisinde transfeksiyon calismasinin yapildigi 96 kuyucuklu platelerden bir tanesi
ikili boyama icin kullaniimistir. Boyama sollisyonu hazirlanirken; 1ml PBS’de 10 mg
Ribonukleaz A, 1 ml PBS’de 200 ug Hoechst 33342, 1 ml PBS’de 100 ug Propidyum
lyodid olacak sekilde ¢oziiliip stok ¢dzeltiler hazirlanmistir. Gen ekspresyonu igin
beklenen 48 saat sonunda, kuyucuklarin icerisindeki besiyerleri ¢ekilerek, PBS ile
yikanmistir. Daha sonra her kuyucuga 80 pl ikili boyama soliisyonu eklenmistir. ikili
boyama solisyonu stok ¢ozeltilerden; 10 ml PBS igerisine, 500 ul Hoechst
(Invitrogen, ABD), 100 ul PI (Invitrogen, ABD) ve 100 pl Ribonukleaz A (Sigma,
Almanya) ilave edilerek hazirlanmistir. Sollsyon igerisindeki Ribonukleaz A
sitoplazmik RNA’y1I yok etmek amaciyla kullaniimaktadir. 15 dakikalik inkiibasyon
(37°C ve %5 COz2) surecinden sonra 96 kuyucuklu well plate’in her bir kuyucugu,
Leica DM6000B inverted mikroskop (Leica Microsystems, Almanya) altinda apoptoz
icin DAPI filtresi, nekroz i¢in FITC (480-520 nm dalga boyunda) filtresi kullanilarak
goruntuler elde edilmistir. Alinan goruntulerdeki hucreler canli, apoptotik ve nekrotik
olma durumlarina goére sayiimis (10 farkli alanda yaklasik 1000 hicre sayilmistir)

ve apoptotik hicre sayisi yuzde (%) olarak hesaplanmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda onceki bolumlerde anlatiimig galismalara ait analizler ve sonuglar
bu bolimde anlatiimistir. Solvo termal ile Uretilmis manyetik nanopartikullerin,
bunlarin Gzerine silika kaplanmig hali ve altin nanopartikillerin Gzerlerine oturtulmus
hallerinin karakterizasyon calismalari taramali elektron mikroskobu (TEM), XRD ve
FTIR ile karakterize edilmistir. E.coli’den saflastirilan plazmit DNA'nin miktar ve
saflik tayini i¢cin nanodroptan yararlaniimistir. Plazmitle etkilestirilen partikillerin,
plazmit Uzerine tutunup tutunmadiklari agaroz jel elektroforezi ve Zeta Potansiyel
Olcimuyle saptanmaya galigiimigtir. En son in-vitro uygulamalara gegilip, WST-1 ve
ikili boyama tekniklerinden yararlanilarak; hucre canliligi ve sitotoksitite saptanarak,

aktarilan genin ekspresyon duzeyleri belirlenmeye c¢aligiimistir.

4.1. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1. FTIR analizi

SI@QMNP ve APTES@Si@MNP’lerin yuzey kimyasal yapilarini karakterize etmek
uzere FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Segilen partikillere ait FTIR spektrumlari
Sekil 4.1.’de sunulmustur. Sekil 4.1.B’de, 563 veya 580 cm‘de goriilen adsorbsiyon
piki APTES@Si@MNP’lere ait Fe-O pikidir. Bu pik MNP’lere ait 6zgu absorpsiyon
piki olarak tanimlanmistir [229]. Burada Fe-O piki; aminopropiltrietoksi-silan
gruplarinin polikondensasyon reaksiyonu ile Si@MNP Uzerinde bulunan -OH
gruplan ile olusturdugu kovalent bag sonucu ortaya c¢ikmaktadir. MNP’lerin
ylizeyinde silan polimerlerine ait adsorpsiyon pikleri 1111, 1018 cm'de Si-O-H ve
Si-O-Si gruplari ile teyit edilmistir. 895 ve 794 cm™'de gorilen pik Si-O-H
absorpsiyon bantlarinin titresim-germeye bagh pikidir. Ayrica, 3419 ve 1628 cm-
I'deki gorllen iki genis pik -NH2 (titresimi) ve N-H (germe) bantlarini ifade
etmektedir. Elde edilen sonugclari soyle degerlendirmek mumkundur; yuzeyinde -OH
gruplar tasiyan manyetik nanopartikiller Stober yontemi ile mikroemulsiyon
reaksiyonu sonucu Si ile kaplanmistir. Sentezlenen partikullerin ylizey kimyasal
analizinde bariz bir sekilde Fe-O-Si ve Si-O-H bantlarina ait pikler goralmustar.
Ayrica SIi@MNP’ler APTES ile silanizasyon reaksiyonuyla basarih bir sekilde pozitif
hale getirilmigtir. Literaturdeki FTIR analizlerinde de benzer sonuglar elde edilmistir
[176].
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Sekil 4.1. FTIR Analizleri A) SI@MNP, B) APTES@SIi@MNP

4.1.2. XRD sonuglari

MNP, SI@MNP ve Au@Si@MNP'lerin kristal yapisinin belirlenmesi icin X-isinlari
saclimas! (XRD) analizi gergeklestiriimistir. Orneklerin spektrumlari Sekil 4.2.'de
verilmistir. Burada 220, 311, 222, 400, 422, 511, 440, 620 ve 533 iki teta
degerlerindeki MNP’lerin kristal yapisina 06zgu (kubik ters spinel) piklerini
gostermektedir. Cikan pikler standart FesOas ‘Un (kUbik faz) XRD spektrumlari ile
uyumludur [229]. MNP’lere ait spektrumda baska fazlara ait piklerin gikmamasi
uretilen partikullerin ylUksek saflikta oldugunu ve sentez sonrasi elde edilen
partiktllerin siyah renkte olmasi manyetit fazda oldugunu ifade etmektedir.
SI@MNP ve Au@Si@MNP’lere ait piklerde de demir oksit nanopartikillerin
karakteristik pikleri gozikmektedir fakat kaplama isleminden sonra piklerin
siddetinde azalma ve piklerde genigleme gozlenmistir. Bu sonuglar; MNP’lerde
kaplama isleminden sonra kristal yapilarinin bozulmamasini ifade etmektedir.
Buradan; silika kaplama ve altin takma proseslerinin manyetik partikullerin fiziksel
Ozelliklerini degistirmedigi, hala manyetik 6zelligini korudugu gorulmektedir [176,
177].
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Sekil 4.2. XRD Spektrumlart A) MNP, B) SI@MNP, C) Au@Si@MNP

4.1.3.Nanopartikiillerin TEM goriintiileri

MNP’lerin, Si@MNP’lerin ve Au takii APTES’le modifiye edilmis Si@MNP’lerin
blayUklik ve morfolojilerine ait bilgi veren TEM gorintisu Sekil 4.3.’te sunulmustur.
Sekil 4.3. A-B'de gosterilen ¢iplak kiubik yapiya sahip manyetik nanopartikillerin
ortalama 20 nm oldugu gozlemlenmistir. Genis spesifik ylzey alani ve yiuksek ylzey
enerjisinden kaynaklanan aglomerasyonun onune silika kaplama ile gecilmeye
calisiimis ve silika kaplamayla 50 nm’lik SI@MNP’ler elde edilmistir. Burada elde
edilen sonuglar FTIR sonuglarini destekleyerek Si ile kaplama reaksiyonunun
basarili ile tamamladigini kanitlamaktadir. Aglomerasyonun tamamen olmasa da
kismen onune gecilmistir. Sekil 4.3. G ve Hde ise HAuCls ve trisodyum sitrat
kullanimiyla elde edilen altin nanopartikuller silika tabakasinin Uzerine takiimis bir
sekilde acgikga gorulmektedir. Burada, Au nanopartikilleri; ortamda bulunan sitrat
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gruplari ve APTES (-NHz gruplari) “Ligand Exchange” yaparak Si@MNP’lerin
uzerine takilmalarini saglamistir. Tam bir altin kaplamanin olmayigi kullanilan altin

nanopartikillerin miktarinin arttirabilecegini géstermektedir [170, 178].

Sekil 4.3. TEM Goéruntileri A-B) Solvo termal ile Uretilmis Manyetit
Nanopartikuller, C-D-E-F) Silika@MNP’ler, G-H) Au Takili Silika@MNP’ler
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4.2. pDNA- Nanopartikul Etkilesiminin Saptanmasi
4.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

E.col’den Axygen, AxyPrep Midi Plazmid saflastirma kiti yardimiyla saflastirilan
plazmitler, farkli konsantrasyonlardaki partikullerle etkilestirilerek agaroz jele
yuklenmistir. Her tekrarda ayni sonucun alinip alinmadigini gérmek igin iki tekrarh
cahsilimigtir. 8 kuyucuklu jellerin; ilk kuyucuguna 1kb’lik DNA ladder’1 yiklenmistir.
ikinci kuyucuga sadece plazmit, digerlerine ise artan oranlarda pDNA-nanopartikdil
konjugatlarindan eklenmistir. Bu yuklemelerden sadece pDNA’nin oldugu
kuyucukta bir ilerleme olmasi, (-) yukli pDNA’nin yukunden dolayi katotdan anoda
dogru hareket ettigini, pozitif hale getirilmis altin takili manyetik nanopartikullerle
etkilesmis olan pDNA’larin ise; olusan total pozitif yikden dolayi hareket edemedigi
gOsterilmigtir. pDNA Uzerine tutunan nanopartikiller bu harekete engel olmus,
dolayisiyla bu sonug bize partikullerle-plazmidlerin etkilestigini ve 30 dk.’lik slrenin

bu etkilesim igin yeterli oldugunu gostermistir.

Marker pDNA 05 1 15 2 25 3 Marker pDNA 05 1 15 2 25 3

Solvotermal 1 Solvotermal 2

Sekil 4.4. p53-GFP tasiyan pDNA-pozitif hale getirilmis altin takili manyetik

nanopartikil konjugatlarinin agaroz jel elektroforez géruntileri

4.2.2. Zeta Potansiyel Sonuglari
Partikllleri pozitif hale getirmek icin hem Aptes hem de sistaminden yararlaniimigtir.
Silika Uzerinden takilan aptes yiizeyi pozitif hale getirmektedir. ilk sekildeki 19,2

mV’luk potansiyel aptesle kaplama sonucu elde edilmistir. ikinci sekilde ise; altin
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uzerinden takilan sistaminler yikin daha da artisini saglamis; potansiyel 23,6 mV
olarak olgulmustir. Boylece partikullerin bagarih sekilde (+) hale getirildigi

gOsterilmigtir.

Rec. Mean. (mV) Width (mV) Rec. Mean. (mV) Width (mV)
1 19.2 34 2 238 252
Zeta Potential(rm) Zeta Potential{m')
-
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Sekil 4.5. Zeta Potansiyel sonuglari A) APTES takili Silika@MNP’ler, B) 2-
aminoetantiyol takili altin modifiye APTES@ Silika@MNP’ler

Calismanin transfeksiyon kisminda farkli konsantrasyonlarda tek bir ana stoktan
hazirlanan partiktllerin pDNA ile etkilesimi gerceklestirilmigtir. Bu amagla secilen
partikil konsantrasyonlarinin hicreler igin toksik olmamasina ve ekspresyon
duzeylerini olumsuz etkilememelerine dikkat edilmistir. 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5
mg/ml, 2 mg/ml, 2,5 mg/ml ve 3 mg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan partikuller
30 dk. boyunca pDNA’larla etkilestirilip, pDNA-partikul konjugatlarinin tek tek
potansiyel dlgimleri alinmistir. Total yUklerin degisimi asagida sunulmustur. pDNA
(-) yukli oldugundan dusuk konsantrasyonlarda sonu¢ (-) c¢ikarken, artan
konsantrasyonlarda partikuller plazmitlere takilarak total yukun artisini saglamigtir
ve goruldigu gibi daha ylksek potansiyel degerleri kaydedilmistir. 3 mg/ml’lik
konsantrasyonda +33,8 mV’luk potansiyel kaydedilip, bu degerlerin hicre kaltlri
¢alismalari i¢cin uygun olduguna karar verilmis ve partikillerin plazmitlere takildigi
gosterilmigtir.  Sekil 4.6.’da farkh partikil konsantrasyonlariyla etkilestirilen
pDNA’larin total yukleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. pDNA-nanopartikil konjugatlarinin Zeta Potansiyel degerleri

Bu degerler literatirdeki bilgilerle uyumludur. Yapilan c¢alismalarda 40 mV’lara
kadar ulasiimig ve bu dederlerin hicreler Gzerine bir olumsuz etkisi kaydedilmemistir
[179-181]. Artan +'lik hem hucreye toksik agidan zarar verecek hem de partikuller
tarafindan tutulan plazmitler hicre igerisinde birakilmayarak gen ekspresyon
seviyelerini dusurecektir. Tum bunlar goz onunde bulundurularak pDNA ile
etkilestirilecek partikll konsantrasyonlari; 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml,

2,5 mg/ml ve 3 mg/ml secilmigtir.

4.3. Sitotoksitite Sonuglari

Kanser hacreleri Uzerine uygulanacak pDNA-nanopartikil konjugatlarinin
konsantrasyonlari, ilk dnce L929 hucreleri ile yapilan denemelerle belirlenmistir.
Hucre canlilik testlerinden alinan sonuglara gore; belirlenen konsantrasyonlarin
kanser hucreleri iginde kullanabilecegi saptanmigtir. L929 hdcrelerinin canlilik
yuzdeleri agagidaki sekilde belirlendigi gibidir. Magnetin uygulanmadidi kisimda
hicre canlihgi; 0,5 mg/ml‘de %95, 1 mg/ml'de %92,70, 1,5 mg/ml'de %93,60, 2
mg/ml'de %87, 2,5 mg/ml'de 79,90, 3 mg/ml’ de ise %76 olarak belirlenmigtir.
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Sekil 4.7. Magnet uygulanmadan, artan nanopartikil konsantrasyonuna kargi sabit

kalan pDNA miktarlarindaki hicre canllik oranlari

Magnetin uygulandigi kisimda ise; 0,5 mg/ml'de %90, 1 mg/ml'de %83,2, 1,5
mg/ml’de %82,9, 2 mg/ml'de %75, 2,5 mg/ml'de %69,7, 3 mg/ml’de ise %60,1 olarak

tespit edilmigtir.

120%

100%

[+]
o
8

60%

40%

Cell Viability (%)

20%

0%

o,
100% (B)

90%
83.20% 82.90%
75.00% 69.70%
I I 60.10%
0

0.5 mgml 1.0 mgml 1.5 mgiml 2.0 mg/ml 2.5mg/ml 3.0 mgml

TT T T T T T T T T TP T T T T T T 1T ]

TT T T T T TT

NP Konsantrasyonu

Sekil 4.8. Magnet uygulanmig, artan nanopartikil konsantrasyonuna kargi sabit

kalan pDNA miktarlarindaki hiicre canlilik oranlari

Magnet uygulanan kisimdaki daha duguk olan hucre canhlik oranlari, partikullerle

tasinan plazmitlerin hicre igerisine tasinip burada ifade olarak, hiicreyi apoptoza
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surtklemig olabilecegini akla getirmektedir. Magnetsiz kisimda ise; kendiliginden
hicre icine giren partikul-plazmit miktarinin daha az oldugu ve buna bagl olarak
daha yuksek canlilik oranlarinin kaydedildigi dugunulmagtur. Bunun dogrulugu
kanser hacreleri ile yapilan ikili boyamadan sonra belirlenecektir. Cunkl bu
oranlarin kaydedilmesinde, magnetin gucl ya da artan partikil konsantrasyonlarinin
hacreler Gzerine olan toksikligi de etkili olmus olabilir. Bu galismayla secilen partikul
konsantrasyonlarinin kanser hucreleri Uzerinde de uygulanabilecedi gosterilmis ve
toksik sinirlar igerisinde hareket edilmeye caligiimistir.

Oranlar segilirken literaturdeki calismalar g6z oninde bulundurulmus ve %70’in
altinda canlilik orani verebilecek konsantrasyonlar segilmemeye galigiimigtir [155,
171, 180, 181]. Fakat artan konsantrasyonlarda %70’den daha az canlilik oranlari
elde edilmig olup, oranin gok dugsmemesi sebebiyle kanser hicreleri Uzerinde de bu
partiktl konsantrasyonlariyla galigiimaya devam edilmigtir.

DLD-1 kolon kanseri hucre hattiyla yapilan calismalarda Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da
goéruldugu gibi gene magnetin uygulandigi kisimda daha duguk hdcre canhlik
oranlari kaydedilmigtir. Bu veriler L929 hucreleriyle yapilan ¢alismayla uyumludur.
L929 ve DLD-1 hucre hatlarinin canliliklari oranlari arasinda bu kadar farklilik
olmasi; fibroblast hudcrelerinin kanser hucrelerine kiyasla; daha dayaniksiz ve
hassas olmasiyla acgiklanmaktadir. Dolayisiyla fibroblast hicrelerindeki canlilik
oranlari daha disuk kaydedilmistir. Fakat literatirde de yapilan calismalarda
partikiillerin toksik etkileri tizerine geligkili yayinlar bulunmaktadir. Ornegin; insan
akciger karsinoma hucreleri (A549) uUzerine uygulanan 40 and 80 mg/mL’lik
konsantrasyonlarda olduk¢ga dusuk sitotoksitite sonuglart alinmigken; ayni
konsantrasyonlar kullanilarak, insan fibroblast hlcreleri izerinde yapilan baska bir

calismada oldukca fazla sitotoksik etki gozlenmistir [178].
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Sekil 4.9. Magnet uygulanmadan, artan nanopartikul konsantrasyonuna karsi sabit

kalan pDNA miktarlarindaki hiicre canlilik oranlari
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Sekil 4.10. Magnet uygulanmig, artan nanopartikul konsantrasyonuna kargi sabit

kalan pDNA miktarlarindaki hicre canllik oranlari
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4.4. pDNA-Nanopartikil Konjugatlari ile Kanser Hucreleri Arasindaki
Etkilesimin Degerlendirilmesi

DLD-1 hcreleri igerisine aktarilan pDNA’larimiz GFP geni tagsimaktadir. GFP, 450-
490 nm’lik floresans isik altinda yesil renk veren bir proteindir. Bu geni tasiyan
pDNA’nin hicre igerisine girip, genin ifadesi sonucunda yesil floresans renkte 151k
uretmesi, ekpresyonun takibine olanak saglamaktadir. GFP’nin ifadesinin
g6zlenmesi ayni plazmit Uzerinde tasinan p53 geninin de ifade oldugunu
gOstermektedir. p53 geninin ifadesiyle de hicrelerin apoptoza gitmesi
beklenmektedir. Sekil 4.11."de hucrelerin floresans mikroskobu goruntileri, magnet
uygulanmamig kisimdaki GFP gen ekspresyonlari ve magnet uygulandiktan sonraki
GFP ekspresyonlari gosterilmistir. En iyi oranlar 1,5 mg/ml ve 2 mg/ml’lik partikil-
pDNA konjugatlarindan elde edilmistir. Bu sebeple sadece bu konsantrasyonlara ait
goruntuler konulmustur. Dusuk konsantrasyonlarda ve toksik etkiden dolayi yliksek
konsantrasyonlarda herhangi bir isimaya rastlaniimamigtir. Ekspresyon seviyeleri
0’a ¢ok yakin oldugundan bu konsantrayonlardaki gen ifadeleri asagidaki sekilde
gOsterilmemistir. Magnetin kullanilmasi sekillerde de goruldtgu gibi hiucre igerisine
girisi etkilemis, dolayisiyla ekspresyonlarda bir artig goérulmastir. Magnet

uygulanmayan kisimda da ¢ok dusuk olsa da bir ekspresyon gozlenmigtir.
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Sekil 4.11. Gen aktarimi sonucu DLD-1 hcrelerinin floresans mikroskop

goruntuleri
A) Kuilture edilmig DLD-1 hucrelerinin 1sik mikroskop goruntusu, B) Pozitif kontrol
olarak kullaniimisg ticari transfeksiyon ajani ile gerceklestirilmis transfeksiyon
goruntaleri, C-D ) 1,5 mg/ml partikil kullanildiginda, magnetsiz (C) ve magnetli (D)
transfeksiyon goruntuleri, E-F ) 2 mg/ml partikal kullanildiginda, magnetsiz (E) ve

magnetli (F) transfeksiyon goruntuleri

Artan partiktl konsantrasyonlari hicreler Uzerinde toksik etki yaratmis ve hicreleri
nekroza goturmagstir. Artan konsantrasyonlarda (2,5 mg/ml ve 3 mg/ml)
partikillerde aglemerasyonun arttigi; dolayisiyla bir araya gelmis partiktllerin
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magnet ile hicre igerisine gekilirken hucre zarina zarar verdigi; bu sebeple hlcreler

uzerinde nekrotik bir etti yarattigi sOylenebilir.

Sekil 4.12. 3 mg/ml partikil konsatrasyonunda hucreler Gzerinde meydana gelen

aglomerasyon

Sekil 4.13.’te pDNA ile etkilestirimis 1,5 ve 2,0 mg/ml konsantrasyondaki
partikillerin magnet uygulanmadiginda ve magnet uygulandiginda, hucreler
uzerinde meydana getirdigi apoptoz-nekrozu gostermektedir. Magnet uygulamasi
hicre igerisine alinan partikil miktarini arttirmig ve aktarilan p53 geni hcre
icerisinde ifade olarak hicreyi apoptoza suruklemistir. Magnet uygulanmadiginda
da gene hucre igerisine dusuk de olsa partikullerin girisi gozlenmistir. Ayrica
transfeksiyon verimine paralel olarak 1,5 ve 2 mg/ml’lik konsatrasyonlarda;
magnetsiz bdlgede % 0,5-5, magnetli bdlgede; %2-8'lik apoptoz oranlari

kaydedilmigtir.
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Sekil 4.13. Apoptoz-Nekroz floresans mikroskop goérintileri A-B) Magnetsiz, 1,5
mg/ml partikdl kullanildiginda hicrelerdeki apoptoz/nekroz, C-D) Magnetsiz, 2
mg/ml partikdl kullanildiginda hucrelerdeki apoptoz/nekroz transfeksiyon
goruntuleri, E-F) Magnetli, 1,5 mg/ml partikdl kullanildiginda hucrelerdeki
apoptoz/nekroz, G-H) Magnetli, 2 mg/ml partikul kullanildiginda hucrelerdeki

apoptoz/nekroz

On farkli alanda yaklasik 1000 hlcrenin sayillamasiyla hesaplanan transfeksiyon

verimleri asa@ida sunulmustur. ilk cizelge magnet uygulanmadan elde edilen
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transfeksiyon verimleri olup, ikincisi; magnet uygulandiginda elde edilmig verilerdir.
Magnet uygulamasi bariz sekilde hicre igine partikal alimini arttirmig, bu da daha
fazla pDNA’'nin hicre igerisine girip; cekirdege aktarilan genin ifadesinin

gerceklesmesi sonucu transfeksiyon verimlerinin artmasini saglamistir.

Cizelge 4.1. Degisen Partikll Konsantrasyonlarina Bagli Transfeksiyon Verimi

Partikiil 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 Pozitif
Konsantrasyonu mg/mi mg/mi mg/mi mg/ml mg/ml mg/ml Kontrol
Transfeksiyon % 0,1 %0,3 % 1 % 6,8 % 0,7 % 0,5 % 72

Verimi

Not: (Magnetsiz Alan) pDNA (446,44 ng/ pl) ve partikilden (10 mg/ml) esit miktarlarda
alinmigtir. (4er pl)

Partikiil 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 Pozitif
Konsantrasyonu mg/ml mg/ml mg/ml mg/mi mg/ml mg/ml Kontrol
Transfeksiyon % 0,32 | % 0,71 % 3 % 10 % 1,1 | %0,26 % 72

Verimi

Not: (Magnetli Alan) pDNA (446,44 ng/ul) ve partikilden (10 mg/ml) esit miktarlarda
alinmistir. (4‘er ul)
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5. GENEL SONUCLAR

Tez calismasi boyunca elde edilen sonuglar bu bdélimde maddeler halinde

sunulmustur.

Tez calismasi kapsaminda, verimli bir gsekilde gen transfeksiyonunu
gerceklestirmek amaciyla manyetit nanopartiklllerin Gretimi, son zamanlarda

oldukga dikkat ¢ceken ydntemlerden biri olan; polyol ydntemiyle gergeklestirimistir.

Polyol yonteminde, manyetit nano partiklllerin Gretimi i¢in; FeCls.6H20, suksinik

asit, ure ve 1,2 propilen glikolden yararlaniimistir.

Uretilen nanopartikullerin yiiksek miknatislanma guici, hidrofilik yapida olmalari ve

kontrol edilebilir ikincil yapilara sahip olmalari bu yontemin avantajlari arasindadir.

XRD sonuglarinda; 220, 311, 222, 400, 422, 511, 440, 620 ve 533 iki teta
degerlerindeki MNP’lerin kristal yapisina 06zgu (kubik ters spinel) piklerini
gostermektedir. MNP’lere ait spektrumda bagka fazlara ait piklerin ¢gikmamasi
uretilen partikillerin yliksek saflikta oldugunu ve sentez sonrasi elde edilen

partikillerin siyah renkte olmasi manyetit fazda oldugunu ifade gdstermektedir.

Sentezlenen nanopartikullerin sekil ve morfolojileri TEM analizleriyle ortaya

konmustur. Yapilan analizde ~ 20 nm ¢apa sahip nanopartiklller elde edilmistir.

Manyetik nanopartikullerdeki aglomerasyonun dnuine gegme, biyolojik sistemlerdeki
biyouyumlulugu saglamak ve daha pek cok avantajdan dolayi; partikiller sol-jel

metoduyla silika ile kaplanmistir.

Yuzeyi fonksiyonel ve pozitif hale getirmek icin bifonksiyonel molekullerden silan

grubundan APTES’den yararlaniimistir.

APTES’in tasidigi -NHZ'ler sayesinde pozitif hale getirilen ylzeye, -NH2ler

Uzerinden altin nanopartikillerin indirgenmesi gergeklestirilmistir.

Altin  nanopartikillerin eldesi ic¢in; HAuCls, CTAB ve tri-sodyum sitrattan

yararlaniimigtir.
Tdm basamaklardan sonra Au takill APTES@Si@MNP’ler elde edilmigtir.
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Partikullerin karakterizasyon c¢alismalarinda; TEM, XRD, FTIR ve Zeta Sizer

Olcumlerinden yararlaniimistir.

SI@MNP ve Au@Si@MNP’lere ait XRD piklerinde de demir oksit nanopartikllerin
karakteristik pikleri gézikmektedir. Fakat; kaplama isleminden sonra piklerin
siddetinde azalma ve piklerde genisleme go6zlenmigtir. Bu sonug; MNP’lerde

kaplama isleminden sonra kristal yapinin bozulmadigini ifade etmektedir.

SI@MNP ve APTES@SiI@MNP’lerin ylzey kimyasal yapilarini karakterize etmek
Uzere FTIR analizleri gergeklestirilmistir. 563 veya 580 cm1‘de goriilen adsorbsiyon
piki APTES@Si@MNP’lere ait Fe-O pikidir. MNP’lerin yuzeyinde silan polimerlerine
ait 1111, 1018 cmt'deki pikler adsorpsiyon pikleridir ve Si-O-H ve Si-O-Si gruplari
ile teyit edilmistir. 895 ve 794 cm‘de gorilen pik Si-O-H absorpsiyon bantlarinin
titresim-germeye bagl pikidir. Ayrica, 3419 ve 1628 cm™'deki gorilen iki genis pik

NH: (titresimi) ve N-H (germe) bantlarini gostermektedir.

Yapilan analizler sonucu partikillerin basarili bir sekilde silika ile kaplandigi ve
altinlarin yuzeye takildigi gozlenmistir. Fakat yuzeyin tamamen altinla kaplanmasi
sO0z konusu olmayip, bu yapinin olusturulabilmesi igin Au oraninin arttiriimasi

gerektigi sonucuna varilmistir.

Elde edilen partikuller ~50-100 nm ¢apa sahip olup, hucre transfeksiyonunda

ilerleyen asamalarda kullaniimistir.

Partikulleri pozitif hale getirmede hem APTES hem de 1M’lik sistamin ¢ozeltisinden
yararlaniimigtir. Zeta potansiyel olgimleriyle elde dilen pozitiflik belirlenmigtir.
Aptesle kaplama sonucunda 19,2 mV’luk, altin Gzerinden takilan sistaminler (2-
aminoetantiyol) aracihgiyla 23,6 mV’luk potansiyel elde edilmistir. Sonugclar

partikillerin basarili sekilde (+) hale getirildigini gdstermektedir.

Pozitif hale getirilen partikiller, p53-EGFP genini tagiyan plazmitlerin DLD-1 kolon

kanseri hicre hattini transfeksiyonunda kullaniimistir.

p53-EGFP geni tasiyan pDNA ‘y1 barindiran E.coli bakterisinin sivi besiyerinde

cogaltiimasindan sonra, tek koloni izolasyonu igin kati besiyerine ekim yapilmistir.
Tek koloni tekrar sivi besiyerine alinip, bakteriler gogaltiimis ve daha sonra Axygen,
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AxyPrep Midi Plazmid saflagstirma kiti aracihdiyla bakterilerin icerisindeki
plazmitlerin saflastirilmasi gergeklestiriimistir. Elde edilen pDNA’larin miktari ve

saflik tayini Nanodrop dlglimleriyle elde edilmigtir.

Sabit orandaki pDNA’lar artan konsantrasyonlarda partiklllerle etkilestirilerek;
pozitif hale getirilmis partiktllerle pDNA arasindaki etkilesim, partikillerin pDNA’lari
yeterince tutup tutamadigi, agaroz jel elektroforeziyle saptanmaya calisiimistir. Bu
amagcla 8 kuyucuklu jeller hazirlanmis ve 6 kuyucuga 4 ul DNA (446,44 ng/ul), 4 ul
nanopartikil (10 mg/ml) (her kuyucuk igin farkli konsantrasyonlarda partikuller
hazirlanmistir (0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3,0 mg/ml) )
ve 8 ul, 6X yukleme boyasi yuklenmistir. Geri kalan kuyucuklara DNA ladder’i ve
sadece pDNA eklenmistir. Sonug olarak sadece pDNA‘nin oldugu kuyucukta bir
ilerlemenin olmasi, diger kuyucuklardaki partikillerin pDNA’lara tutundugunu

gOstermigtir. Boylece beklenen sonug elde edilmigtir.

In-vitro c¢alismalarda ilk dnce hucreler Uzerinde partikullerin olusturdugu toksik
sinirin belirlenebilmesi icin L929 fare fibroblast hulcrelerinden yararlaniimigtir.
Sitotoksititenin belirlenmesi icin MTT testi kullaniimistir. Magnetin uygulanmadigi
kisimda hudcre canhihdr 0,5 mg/ml‘de %95, 1 mg/mlde %92,70, 1,5 mg/ml'de
%93,60, 2 mg/ml'de %87, 2,5 mg/mlde 79,90, 3 mg/ml'de ise %76 olarak
belirlenmistir. Magnetin uygulandigi kisimda ise; 0,5 mg/ml'de %90, 1 mg/ml'de
%83,2, 1,5 mg/ml'de %82,9, 2 mg/ml'de %75, 2,5 mg/ml'de %69,7, 3 mg/ml'de ise
%60,1 olarak tespit edilmistir. Bu oranlarin kanser hicrelerinde ¢alismaya uygun

olduguna karar verilmistir.

DLD-1 hucreleriyle yapilan MTT testinde, partikullerin hucre igerisine girisinde
herhangi manyetik alan kullanilmadiginda; 0,5 mg/ml'de %99, 1 mg/ml’de %98,5,
1,5 mg/ml'de %94,8, 2 mg/ml’de %90, 2,5 mg/ml'de 86,7, 3 mg/ml'de ise %80 hlicre
canhlik oranlari kaydedilmistir. Magnetin uygulandigi kisimda ise; 0,5 mg/ml'de
%98,3 1 mg/mlde %97, 1,5 mg/ml'de %90,2, 2 mg/ml'de %85,6, 2,5 mg/ml'de
%79,3, 3 mg/ml'de ise %70,2 olarak tespit edilmigtir.

Magnetin uygulandigi kisimda her iki hucre tipinde de hlcre canliik yuzdeleri
azalmistir. Cunku magnetin etkisiyle partikiller daha ¢ok bir araya gelme egiliminde

olup, hiicre Uzerinde toksik etki yaratmigtir. Ayrica artan partikil konsantrasyonlari
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da hucreler Gzerinde toksik etki yaratmis olup, en ideal partikul konsantrasyonunun

1,5 ve 2,0 mg/ml oldugu sonucuna variimigtir.

p53-GFP genini tasiyan pDNA ile yapilan transfeksiyon ¢calismasinda ise; en ideal
partikll konsantrasyonunun 1,5 mg/ml ve 2,0 mg/ml’de oldugu goérialmustar. Clnku
magnetsiz kisimda 1,5 mg/ml'de %1’lik, 2,0 mg/ml’de 6,8’ lik; magnetli kisimda ise;
1,5 mg/ml’de % 3’luk, 2,0 mg/ml'de %10’luk bir transfeksiyon verimi elde edilmistir.
Magnet kullaniminin transfeksiyon verimini arttirdidi bariz sekilde ortaya konmustur.
Transfeksiyon verimi GFP proteinin ifadesi sonucu yesil 1sima yapan hucrelerin
sayimi ve apoptoza giden hucrelerin sayimi yoluyla gercgeklestirilmis olup; her iki

hicre sayisi hemen hemen birbirinin aynisi olarak kaydedilmistir.

Gerek toksitite gerekse nekroz sonuglariyla, sistamin ve APTES araciligiyla (+) hale
getirilmis Au takih Si@MNP’lerin hicreler Uzerinde ¢ok fazla toksik etkiye sahip
olmadigdi gosterilmigtir. Fakat yapilan analizler belirli bolgelerdeki hiicre sayimlari
sonucuna dayall nitel analizler olup, gen ekspresyonunu kanitlamak icin ekstra

Western Blot, PCR gibi tekniklerden yararlaniimahdir.

Sonug olarak tez kapsaminda non-viral bir transfeksiyon ajani olarak kullanilan 2-
aminoetantiyol ve APTES araciligiyla (+) hale getiriimis Au takili Si@MNP’lerin
uretimi, karakterizasyonu ve DLD-1 hlcre hattini transfekte edip, hicreleri basarih

bir sekilde apoptoza goturmesi gerceklestirilmigtir.
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