KANSER TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE IPEK
PROTEIN NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF SILK
PROTEIN NANOPARTICLES TO BE USED IN CANCER
THERAPY

EDA YALGIN

Prof. Dr. EMIR BAKi DENKBAS

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansusti Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali i¢in 6ngdrdugu
DOKTORA TEZi olarak hazirlanmistir.

2018



EDA YALCIN’in hazirladi§i “Kanser Tedavisinde Kullaniimak Uzere ipek Protein
Nanopartikiillerin Hazirlanmasi Ve Karakterizasyonu” adli bu calisma asagidaki
juri tarafindan NANOTEKNOLOJI VE NANOTIP ANABILIM DALInda DOKTORA
TEZI olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ahmet CABUK
Baskan

Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS ;”_ Y Ved

BERISMANL . . 1 i R s e

Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ
Uye

Prof. Dr. Saadettin KILICKAP
Uye

Yrd. Dog. Dr. Feray BAKAN
Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti tarafindan DOKTORA TEZi
olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Fen Bilimleri Enstitist Mudart



YAYINLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya
herhangi bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida
verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi
bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin
gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklan
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan
telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye
teslim etmeyi taahhiit ederim.

[0 Tezimin/Raporumun tamami diinya capinda erisime agilabilir ve bir
kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu secenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra
tezinizin erisim statlistiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu
talebinizi yerine getirse bile, tezinin arama motorlarinin 6nbelleklerinde
kalmaya devam edebilecektir.)

B Tezimin/Raporumun 26/02/2019 tarihine kadar erisime agilmasini ve
fotokopi alinmasini (i¢ Kapak, Ozet, icindekiler ve Kaynakg¢a harig)
istemiyorum.

(Bu siirenin sonunda uzatma icin basvuruda bulunmadigim taktirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi ve ya tamaminin fotokopisi alinabilir)

0 Tezimin/Raporumun ............. tarihine kadar erisime agilmasini
istemiyorum, ancak kaynak gosterilmek sartiyla bir kismi veya
tamaminin fotokopisinin alinmasini onayliyorum.

[0 Serbest Se¢cenek/Yazarin Se¢imi

26/02 /2018

=3 flir)

Eda Yalgin



ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi, tez yazim kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez calismasinda,

e tez icindeki bitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde

ettigimi,

e gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina

uygun olarak sundugumu,

e bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel

normlara uygun olarak atifta bulundugumu,
e atifta bulundugum eserlerin timini kaynak olarak goésterdigimi,
e kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bélimiund bu universitede veya baska bir

Universitede bagka bir tez galismasi olarak sunmadigimi,
beyan ederim.

16/02/2018

Eda YALCIN



OZET

KANSER TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE iPEK PROTEIN
NANOPARTIKULLERIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

EDA YALCIN

Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS

Subat 2018, 150 Sayfa

Son yillarda kanser tedavisinde yeni nesil bir yontem olarak kanser hucrelerini
hedeflemeye yoOnelik metodlar gelistirimekte boylece saglikli hucrelerin zarar
gormesi engellenebilmektedir. Bu yontemlerden biri olan siRNA tedavisi, dogrudan
sorunlu gene mMRNA dizeyinde etkiginden potansiyel bir terapétik yaklasima
sahiptir. Ancak siRNA’nin sahip oldugu negatif yukin etkisiyle hicre
membranindan kolay gegememesi, plazma ve hucresel sitoplazmada nukleazlar
tarafindan hizli bir sekilde degredasyona ugrama ihtimali ve dolayisiyla yari
Omrandn kisa olmasi terapotik kullanimini kisitlayan engellerdendir. Dolayisiyla,
siRNA tasinimi igin etkili ve uygun bir tasiyici sisteminin kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir. DNA, RNA ya da ilag gibi ajanlarin hucre igcine alinmalarini
kolaylastirmak ve olasi toksisiteleri minimuma indirmek i¢in nanopartikuller uygun
boyutlariyla tasiyici olarak siklikla kullaniimaktadir. ipek protein nanopartikiiller
toksik olmamalari, biyobozunur olmalari, vicuttan kolay atilabilmeleri, kararlliklari
ve fonksiyonel gruplar igermeleri nedeniyle hucre kulturd ve doku muhendisligi
arastirmalarinda kullanilan FDA onayi almig bir malzemedir. Ayrica, genetik

materyal tasiyicisi olarak ylksek transfeksiyon etkisi ve DNaz enzimlerine karsi



Bu tez kapsaminda serisin ve fibroin ipek proteinleriyle albuminin farkli oranlardaki
etkilesimleriyle elde edilen dokuz farkhh nanopartikil yapisi sentezlenmis,
optimizasyon ve karakterizasyonlari yapilmigtir. Nanopartikuller PLL (poli-I-lizin) ile
etkilestirilerek siRNA baglanmasi arttirlmis ve ligand olarak hiyaluronik asit (HA)
ile modifiye edilerek larinks kanseri hucrelerine segimli nanopartikuller elde
edilmigtir. CK2, ASH2L ve Siklin D1 hedefleyen siRNA'lar ile donatilan
nanopartikullerin gen susturma etkinligi HEp-2 hicre hattinda in vitro ve fare

modellerinde in vivo olarak incelenmisgtir.

Elde edilen sonuglar, PLL ile dekore edilmis, HA bagh albumin:serisin (Alb:Ser)
2:1 w/w nanopartikullerinin, diger nanopartikl yapilarina gore siRNA tasinimi igin
daha iyi bir aday oldugu ve larinks kanseri tedavisinde umut vaat edici terapotik

potansiyelin oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ipek protein nanopartiklller, larinks kanseri, sSiRNA



ABSTRACT
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For the treatment of cancer in recent years, new generation methods are being
developed by directly targeting of cancer cells, thereby preventing damage to
healthy tissue. siRNA therapies are one of the new generation therapeutics; by
acting directly at the level of problematic gene’s mRNA. However, due to its
negative charge, siRNA cannot easily pass across the cell membrane so have
several limitations such as inability to penetrate efficiently into cells. Also, because
of the siRNA’s high possibility of enzymatic degradation by nucleases, their half-
life is very short. An effective and suitable carrier system is needed for
transportation of siRNA. Nanoparticles with appropriate sizes, are being frequently
used as carriers to minimize the toxicity and to facilitate the
RNA/DNA/therapeutics into the cells. FDA approved silk protein materials are
being investigated for tissue engineering and cell culture with their not toxic,
biodegradable, easy elimination from the body and stability properties. They are
commonly used as drug delivery systems, also as a genetic material carrier as a
non-viral system, due to their high transfection effects and resilience of the
enzyme DNase.



In this thesis, sericin and fibroin were interacted with albumin at various ratios and
nine different nanoparticles were synthesized, optimized and characterized. siRNA
binding was enhanced by decorating the nanoparticles with PLL (poly-I-lysine) and
targeted nanoparticles against to larynx cancer cells were obtained by modifing
them with hyaluronic acid (HA) as a ligand. Nanoparticles were loaded with CK2,
ASH2L and Cyclin D1 targeting siRNAs and gene silencing efficiencies were

investigated in HEp-2 cell line and mouse models.
Obtained results demonstrated that PLL modified HA attached albumin:serisin

(Alb:Ser) 2:1 w/w nanoparticles are better candidate for siRNA delivery among

others due to their promising therapeutic potential in larynx cancer therapy.

Key Words: silk protein nanoparticles, larynx cancer, siRNA
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1. GIRIS

Gunumuzde insanhgdin dnemli saglk sorunlarindan ¢ozumu bekleyen hastaliklarin
basinda kanser gelmektedir. Her yil binlerce insanin yakalandigi kanserle ilgili
oldukca yogun calismalar halen yuratuluyor olmakla birlikte tam olarak tedavisi de
yapilamamaktadir [1]. Bugune kadar uygulanmakta olan radyoterapi, kemoterapi,
ozon terapisi gibi yontemler sadece hastanin yasam surecinde rahat etmesine
yonelik olmakla birlikte, timor hlcrelerinin hareketliligi sebebiyle cerrahi islemler
dahi tam anlamiyla basariyla sonuglanamamaktadir. insanh@: etkileyen en énemli

kanserden biri de bas ve boyun kanserleridir.

Bas ve boyun kanserleri dinyada en sik gorulen 6. kanser turadur. Bu timorlere
yapilan cerrahi iglemler bulunduklari yer itibariyle komplikasyonlar icin yuksek risk
tasimaktadir. Ayrica operasyonlar gorunur estetik bozukluklar, yutkunma ve
konugma fonksiyonlarinda bozulmalar gibi yagsam kalitesinde ciddi kotulesmelere
neden olabilmektedir [2]. Bas ve boyun kanserlerinin %90’ini1 dilin arasinda
bogazda yer alan, larinks (ses tellerinin bulundugu girtlak) bdlgesinde olugan
tumorler olusturmaktadir. Larinks kanseri akciger kanserinden sonra en sik
gorulen solunum sistemi kanseridir [3]. Asiri sigara ve alkol tiketiminin en sik
etyolojik faktor oldugu larinks kanseri tedavisinde radyoterapi, kemoterapi,
larinjektomi ya da bunlarin kombinasyonlari uygulanmakta olup, o6zellikle ileri
evrelerde bir tedavinin digerine gore herhangi bir Ustinlagd hendz bildirilmemigtir.
Ayrica bu tedaviler sonucu hastalarin buyuk ¢ogunlugunda hastaligin tekrar ettigi
belirlenmistir [4].

Larinks kanserinin tam aciklanamayan olusumu-gelisimi, mevcut cerrahi
girisimlerin dezavantajlar ve diger tedavi yontemlerinin yetersizligi bilim adamlarini
terapotik modeller gelistirmeye itmistir. Bas ve boyun bdlgesi kanserleri tedavileri
icin kullanilan ve farkli terapdétik ajanlar tagsiyan nanopartiktl sistemleri laboratuvar
ortaminda olumlu sonuglar vermektedir [5]-[7]. Ayrica vucutta dizenleyici olarak
onemli rolU olan epigenetik mekanizmalarin birgok kanser turtinde oldugu gibi bas
ve boyun kanserleri konusunda da etkili olabilecegdi farkedilmis, bu konuda énemli
ilerlermeler kaydedilmistir [8],[9]. Benzer calismalar larinks kanserine spesifik

kosullarda da gercgeklestiriimig, in vitro kosullarda basarili sonuglar elde edilmistir



[10]-[12]. S6z konusu yeni nesil tedavi modeli olarak siRNA temelli hedefli
stratejiler bu baglamda kanser tedavisinde onem kazanmakta ve bu metodlarin

terapotik etkinligi gun gectikge artmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, vucudun belirli bir bolumindeki normal hucreler kontrol disi ¢cogalmaya
bagladiginda ortaya c¢ikmaktadir. Her turli kanser hicresi 6lmek yerine buyur,
bolinur ve tekrar bolinmeye devam eder boylelikle yeni anormal hucreler
olustururlar. Bazi kanser turlerinde hucreler genellikle kan dolagimi veya lenf
damarlari (metastaz) yoluyla vucudun diger bolgelerine taginir ve burada
bliyimeye devam ederler. Ornegin bir gogiis kanseri hiicresi kan dolasimi yoluyla
karacigere yayilirken kanser halen meme kanseri olarak adlandirilir, bu yapi
karaciger kanseri olarak adlandiriimaz [13]. Genellikle kanser hucreleri DNA
hasarina bagl olarak normal hicrelerden olusur. DNA'sinin hasar gordugu ¢ogu
hicre vucut tarafindan onarilmaktadir. Ancak kanser hucrelerinde hasar goren
DNA onarilamaz. insanlar kansere sebep olan DNA hasarini kalitsal olarak anne
ve babadan da alabilmektedir. Kalitsal durumun haricinde bir kisinin DNA'sI,
sigara igmek, radyasyona maruz kalmak gibi cevresel faktorlerden de hasar

gOrebilmektedir.

Kanser genel olarak kati dokulu bir tumor olusturmaktadir. Losemi (kan kanseri)
gibi bazi kanserler tarleri tamor olusturmazlar [14]. Bunun yerine, 16semi hicreleri
kan ve kan olugturan organlarda ve buyudukleri diger dokularda dolagirlar. Tim
tumorler kanserlidir ancak bazi tumarler iyi huylu olarak tanimlanmaktadir (kanserli
degildir). Iyi huylu timérler bllyimemekte ve hayati tehlike olusturmamaktadir
[15],[16]. Farkh kanser turlerinin farkli gelisimleri, farkli mekanizmalari ve farkh
etkileri olabilmektedir. Erken donemde kanser tespit edilirse tedavisi daha kolay ve

yillarca yasam sansi daha yuksek olabilmektedir [17],[18].

20. yUzyihn ortalarinda, bilim adamlari kimya ve biyolojinin karmasik sorunlarini
kanserin arkasinda ¢ézmeye basladilar. Watson ve Crick’in, DNA sarmal yapisinin
1962'de kesfinden sonra bilim adamlari, genlerin nasil ¢calistigini ve mutasyonlarla
nasil zarar gorebileceklerini 6grenmislerdir [19],[20]. Bilim insanlari tarafindan,
kanserlerin kimyasal maddeler (kanserojen maddeler), radyasyon, virusler ve
genetik faktorler sebebiyle meydana gelebilecegi tespit edilmistir. Cogu
kanserojen DNA'ya hasar vermekte, bu da hucrelerin anormal blyumesine yol

acgmaktadir. Hasar géren DNA'ya sahip kanser hicreleri normal hicrelerde oldugu



gibi 6lmez aksine bolinmeye devam ederek timor dokusunu olusturmaktadir [21]-
[23].

RNA ekspresyon profillemesi, bilim insanlarinin bir anda birgok RNA molekalintn
goreceli miktarlarini belirlemelerine izin vermistir. Kanser hucresinde hangi
proteinlerin veya RNA molekullerinin bulundugunu bilmek, bir hucrenin nasil
davrandigini ve ¢ogu zaman hangi ilaglarin belirli bir timor hucresinin yanit
verecegini tahmin etmesine yardimci olabilmigtir. Kansere karsi savagi kazanmak,
su anki tibbi arastirmanin odagi olmustur. Bircok yeni kanser tedavi yontemi ve
baskilama hedefi kesfedilmis olsa da, kanser igin kesin ¢dzlim olabilecek bir ilag
henlz gelistirlememistir. Daha fazla arastirma ve farkh Kklinik izler kanser
tedavisini bulmanin anahtari olacaktir. Kanser hastaliginin karmagikligi, tim

alanlarda kansere karsi savasmak icin bilimsel bir micadele gerektirir [24]-[29].

2.1.1 Larinks Kanseri

Her yil dinya g¢apinda yarim milyondan fazla hastaya bas ve boyun skuamoz
hicreli karsinom tanisi konmaktadir. Oncelikle orofarinks, agiz boslugu,
hipofarinks ve larenksi etkileyen bu hastalikta sigara ve alkol bagimhligi baslica
risk faktorleridir [30]. Belirtiler, timor yerine bagh olarak degisir ve bogaz agrisi,
disfaji, odinofaji ve ses kisikligi icerebilmektedir. Hastalar genellikle muayene
sirasinda tanimlanabilir birincil bdlge ve el ile hissedilebilir boyun kutlesi
bulmaktadirlar. Tedavinin karmasikligi ve kemoterapi, radyasyon terapisi ve
cerrahiden kaynaklanan akut ve wuzun vadeli komplikasyonlar g6z onune
alindiginda, bu hastalarin tedavisinde multidisipliner bir yaklagim énemlidir. Uygun

klinik ve radyografik evreleme, dogru tedavi planlamasi ¢ok énemlidir.

Bas-boyun skuamoz hucreli karsinomasi, Klinik, patolojik, fenotipik ve biyolojik
heterojenite ile karakterize kompleks bir hastaliktir [31]-[33]. Bu kanserin gelisimi
ve ilerlemesinin, skuamoz epiteldeki hucresel ve molekuler yolaklarinin kademeli

olarak degismesinden kaynaklandigi dusunulmektedir [34]-[37].

Bas ve boyun kanserlerinin %90’in1 dilin arasinda bogazda yer alan, larinks (ses
tellerinin bulundugu girtlak) boélgesinde olusan tumodrler olusturmaktadir. Larinks

kanseri, akciger kanserinden sonra en sik gorulen solunum sistemi kanseridir [3].



2.1.2 Nanoteknoloji ve larinks kanseri

Nano olgekteki partikuller “yuksek gegirgenlik” ve “kalig suresi” olarak adlandirilan
etkileri sayesinde tumor dokusu hucreleri tarafindan iclerine daha kolay
alinabilmektedir. Tumor dokularindaki duzensiz vaskulerizasyon ve hicresel
deformasyonlar nanopartikullerin bu avantajlarini arttirmaktadir. Amaca uygun
dizayn edilmis nanopartikiller herhangi bir aktif hedefleyici ajan kullanmadan
‘pasif hedefleme” olarak adlandirlan etki ile timor doku hucrelerinde
biriktirilebilmektedir.

In vivo uygulamalarda ila¢ tasiyici sistemlerin etkin bir profil gdsterebilmesi igin
Retikoendoteriyer (RES) sisteminden kagislarinin saglanmasi gerekmektedir. Bu
sistem vicuda yabanci giren molekullerin hizlica mononukleer fagosit sistemi ile
sistemik dolagimdan elimine edilmesine sebep olmaktadir. Bu eliminasyonu
engellemek igin klguk partikil boyutunun, dodal malzemeli bilesenlerin ve daha
da onemlisi yUzeylerin hidrofilik 6zelligin saglanmasi gerekmektedir. Bu sayede
plazmada opsonizasyonu engellemek ve mononukleer fagosit sistemden kagis
saglanabilmektedr. RES organlarina hedeflendirme etkin madde orada lokalize
oldugu igin avantajhdir, ancak vicuttan atildigindan diger organlara ulagsamadigi

icin dezavantajhdir.

Nanopartikul yuzeylerinin  modifikasyonu hedefli tedavinin saglanmasi ve
toksisitenin azaltimasi igin aktif hedeflendirme stratejileri daha da 6nem
kazanmaktadir. Aktif hedefleme stratejileri kanser hicreleri Uzerindeki antijenlerin
saglikli  hdcreler  Urezindeki  antijenlerden  farkh  olmasi  sayesinde
islevsellestirilebilmektedir. Onkoloji tedavisinde antikanser ilaglarinin karsilastigi
diger bir sinirlayici etken p-glikoprotein kaynakli hicresel akis sistemi ile
iliskilendirilen ¢oklu ilag direncidir. Bu glikoprotein hlicre membraninda bulunan ve
hicre i¢i gereksiz molekulleri hlcreden digsari atan bir pompa gibi goérev
ustlenmektedir. Battaglia ve Gallarate’in 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada kati lipid
nanopartikiller sentezlemis ve pompa gorevinin bu sinirlayici faktérina elimine

etmeyi basarmiglardir [38]. Graud ve arkadaslarinin 2012’de yaptiklari diger bir



calismada ise lipid yapidaki nanopartikullerin ylizey modifikasyonunu yaparak aktif

hedefleme stratejisi ile segici bir hedeflemeyi basarmislardir [39].

Nanoteknoloji, molekuler ve biyolojik goruntileme yetenegine sahip, tumorlerin
segici terapisi yapabilen ve nispeten dusuk toksiklik kapasitesine sahip hassas ve
spesifik anatomik sistemleri saglamak icin oldukga basaril sonuglari dogurmustur.
Nanoyapilarin fiziksel o6zellikleri, belli hedeflere ulasilabilirligli ve mevcut
standartlara kiyasla belirgin bir iyilesme saglayacabilecegi imkanlari son yillarda

yapilan ¢alismalarla etkin bir sekilde gosterilmektedir.

Bas-boyun kanserli hastalar i¢in 5 yil boyunca fiziki muayene ve rutin gértntileme
ile evreleme dedgerlendirmeleri, invaziv tedaviler ve tedavi sonrasi izleme
gerekmektedir. Bas ve boyun kanseri tanisi ve takibi igin goruntlileme
yontemlerinin baslica dayanadi MRI, BT, ultrasonografi ve pozitron emisyon
tomografisi (PET) 'dir. Bu teknikler sinirli ¢bzinurlige sahiptir ve mikroskobik veya
molekuler degisiklikleri tespit edememektedirler. Ayrica, bulgularin yorumlanmasi,
zor anatomi, 6dem veya enflamasyon, dnceki tedaviden yaralanma ve hasta
hareketi veya dis implantlari nedeniyle detay kaybiyla karmasik olabilmektedir.
Ustelik, kiclik yizey lezyonlarinin saptanmasi igin goriintiileme teknikleri oldukca

zayiftir. Kesin tani hala biyopsi veya igne aspirasyonu gerektirmektedir.

Cerrahi sinirlardaki timoérin ameliyattan 6nce teshisi zor olabilmektedir. Evreleme,
tarama ve intraoperatif tani i¢cin duyarl ve spesifik noninvaziv molekuler testlerin
geligtiriimesi hasta bakimini dnemli Olgide gelistirecebilecektir. Su anda bas ve
boyun kanseri igin mevcut terapiler onemli sinirlamalara maruz kalmaktadir. Bag
ve boyun bdlgesinde, cerrahi rezeksiyon, karotid arter, gz ve beyin gibi bitigik
onemli yapi bulunmaktadir. Temizlenemeyen artik tumor, hayati yapilarin
yakininda birakilabilme ihtimali veya cerrahi sinirin otesine yayllma ihtimali
hastaligin iyilestiriimesi igin adjuvan tedavilerini gerektirmektedir. Radyoterapi ileri
tumorler igin yuksek bir basarisizlik oranina sahiptir ve toksisite, tedavide
verilebilecek dozu sinirlamaktadir. Bag-boyun kanserinde kemoterapi, radyasyon
ile kombinasyon halinde destekleyici bir rol ile sinirlidir. Nanoteknoloji, molekuler
tani problari, fototermal ve manyeto-termal sondalar, ilag ve gen teslim vektorleri,
radyasyon arttiricilar gibi yeni tedavi edici cihazlarin potansiyelini sunarak
klinisyenler i¢in yeni bir gozum saglamaktadir [40].



2.2 Gen Susturma Stratejileri

RNAiI mekanizmasi Okaryot sistemlerin sitoplazmasinda gerceklesen bir olaydir.
Bu mekanizmay sistemsel hale getirmekte gorevli 2 farkli efektor molekul vardir.
Bu molekullerden ilki; ¢ift zincirli RNA (dsRNA) molekuld olan siRNA (small
interfering RNA) ikincisi ise yine cift zincirli RNA (dsRNA) molekilu olan miRNA
(mikro RNA)'dir. 20 ila 23 oligonukleikasit zincirine sahip bu kiglik RNA
molekullleri herhangi bir protein kodlama 06zelligi ihtiva etmezler [41]-[42]
dsRNA’nin stoplazma igerisinde Dicer enzimi ile pargalara ayriimasi ile siRNA
olusumu gergeklesir [43]. miRNA ise ¢ekirdekte primer olarak bulunan yapisinin
Drosha enzimi ile sa¢ tokasi modeli yapisina, yani onctl miRNA’ya donugturalir.
Oncil miRNA’nin sitoplazmaya iletiimesi ile stoplazmada bulunan Dicer enzimi
oncul miRNA'nin sa¢ tokasi yapisini ¢bzerek zincir halindeki miRNA’ya
donusturaltr [44]. Gen susturma mekanizmasi, siRNA ve miRNA'nin RISC (RNA-
induced silencing complex) kompleksine girerek tamamlayici 6zellikteki zincirin

hedef mMRNA ya yonlendirilmesi ile gerceklesmektedir [45],[46].

siRNA'lar hedef mRNA ile tamamen eslesme gosterirken miRNA'lar kismen
eslesme gosterirler [47]. Eslesmenin saglanmasindan sonra hedef mRNA
kesilerek parcalanir ve protein sentezi bloke edilmis olur. siRNA'lar dogrudan
mRNA'yl parcalayarak gen susturulmasi islevini yerine getirirken miRNA'lar
¢ogunlukla mRNA degradasyonuna sebep olmadan translasyonel baskilama

yaparlar [47].
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Sekil 2-1 miRNA ve siRNA yolaklari [48]

RNA girisimlerinin induklenebilme c¢alismalari, 1995 yilinda sense RNA'larin
antisens RNA’lar kadar etkili olmasinin kanitlanmisinin [49] ardindan Fire ve
Melo'nun 1998'de Caenorhabditis elegans’in ¢ift sarmalli RNAsini (dsRNA)
antisense mekanizmasi ile susturmalari ile farkl bir boyut kazanmaya baslamigtir
[50]. Daha ileri arastirmalar, benzer dsRNA tetiklemeli mekanizmalarin, bitkiler
[51], Drosophila [52] ve memeli hlcreleri [53],[54] gibi bircok bagka turde de
varoldugunu dogrulamistir. Gegtigimiz on yilda, farkh turlerdeki birgok kigik RNA
tipine ve RNA susturma yolaklarinin anahtar protein faktorlerinin iglevlerine iligkin
temel bir anlayis getiren kuguk interfere edici RNA'lar (siRNA) Uzerine aragtirmalar
hiz kazanmistir. RNAI teknolojisi, gen fonksiyonel ¢alismasi igin rutin bir laboratuar
arastirma araci haline gelerek kanserler ve farkl viral enfeksiyonlarin tedavisi igin

devrim niteliginde bir tedavi sinifi haline gelmistir.



2.2.1 siRNA’nin sistemik taginimindaki Zorluklar ve Engeller

Terapotik bir strateji olarak RNAI, kiguk molekullu ilaglara kiyasla pek ¢ok avantaj
sunar, zira hemen hemen tum genler siRNA molekillerinin hedef almasina
duyarhdir. Bununla birlikte, bu avantaj in vivo c¢alismalarda dokulara
oligonukleotitlerin guvenli ve etkin bir sekilde verilmesinin getirdigi gugluikleri de
beraberinde getirmektedir. Bu zorluklarin Gstinde, siRNA'nin hedef belirleme
Ozgullugu ve stabilitesi bulunmaktadir. Hedefsiz genlerin hedef digi gen
susturmasina, dolayisiyla calismada elde edilen verilerin yorumlanmasinda ve
potansiyel toksisitede sorunlara sebep olabilmektedir. Bu nedenle siRNA'larin
tasarimi ve secimi dikkatli yapiimaldir. Buna ek olarak, in vivo siRNA
uygulamalarini kisitlayan faktorlerin basinda stabilitenin saglanmasi problemi

gelmektedir.

Ciplak siRNA'lar, hucre disi ortamda hizli bozulma ile karsl karsiyadir ve etkili
bicimde hucrelerle etkilesememektedir. RNA omurgasi, hidrojen atomu yerine
pentoz halkasinin 2' konumunda bir hidroksil grubuna sahip riboz igerir, bu da
RNA’y1 , nukleik asitlerin fosfodiester omurgasi boyunca pargalanan serum
nukleazlari tarafindan hidrolize duyarl hale getirmektedir [55]. Bu sebepten 6tlru
dolagsima sunulan siRNA’yI serumda bulunan bozucu mekanizmalardan koruyucu
tasiyici sistemlerin gelistitimesi gerekmektedir. Ayrica sistemik olarak insan
vucuduna verilen siRNA anatomik ve fizyolojik savunma bariyerleri tarafindan
engellenmektedir ve dolayisiyla siRNA'nin hedef bdlgeye ulasmasi oldukga

zorlagsmaktadir.

Bu engellerden ilki; bobrek, karaciger, dalak, akciger ve kemik iliginde bulunan
retiklloendotelyal sistemdir (RES). Birgok tasiyici sistem i¢in hem renal hem de
RES sisteminden kagmak igin optimum oldugugu boyut 20 nm ile 100 nm arasidir.
Tumorlt dokudaki vaskuleritenin kilcal gdézenek boyutunun 100 nm ile 800 nm
arasinda olmasi sizdiran bir yapiyi olusturmakla birlikte lenfatik drenajin olmayisi
da bazi avantajlar da beraberinde getirmektedir. Bu avantaj optimum boyuttaki
tasiyicilarin  pasif hedefleme ile tumorli dokuya ulasmasinin saglanmasidir.
[56],[57]. ikinci engel ise, endotelyal astar ve hiicre disi matris bariyeridir. Bu

engeli asarak basarili bir sekilde tasinmasi igin, siRNA ve tasiyicilarinin



ekstravazasyona hazir olmasi beklenmekte ve hastalikli hicrelere ulasmak igin
kompleks hucre digi matris boyunca sorunsuz hareket edebilmesi gerekmektedir.
Yuzey modifikasyonlari ile taslyicinin dolagsimda uzun sire tasinim saglamasi
beklenmektedir [58],[59]. Dokularin ¢gogunu astarlayan normal endotel tabakasi
malzemelerin yaklasik 45 angstrom c¢apindaki bol gozeneklere ve yaklagik 250
angstromluk nispeten az gézeneklerine nifuz etmesini saglamaktadir. Bu kuiguk
gozenek sistemi, 4 veya 5 nanometre'den daha buyuk maddelerin gegirgenligini
sinirlamaktadir [60],[61]. Bununla birlikte, genis gozenekli endotele sahip bazi
belirli timor tiplerine siRNA'yl hedefleyebilmek igin nanotasiyicilar bir firsat

olusturmaktadir.

Uglincti engel, ise hiicre ici etkilerdir. Hiicreye basarili bir sekilde hedeflenen
siRNA’'nin endozomdan serbest birakilma suresi de 6nemlidir ¢linkii endozom
icerisinde kalan siRNA kaginilmaz bir sekilde bozunacaktir. Bu nedenle tasiyici
sistemlerin endozom yapisindan kisa sureli ve kolaylikla serbest kalabilecegi bir

yapi gostermesi gerekmektedir [62]-[64].

2.2.2 siRNA terapotikleri icin Nanopartikiiller

Nanopartikuler sistemler, tibbin ileri tani ve tedavi uygulamalari icin alternatif bir
materyal olarak son yillarda ortaya ¢ikmistir. Molekuler tip ile karsilastiniidiginda,
nanopartikiller bir onceki bolimde o6zetlenen cgesitli zorluklarin ve engellerin
Ustesinden gelinmesinde birgcok avantaj gdstermektedir. Ozellikle de terapotik
maddelerin  biyoyararlanimi  ve  biyolojik dagilimlarinda 6nemli  etkiler
saglamaktadir. Nanopartikillerin ilk dikkat c¢ekici 6zelligi, retikllo-endotel
sistemlerinin (RES) fagositleri tarafindan enzimatik bozunmayi ve sekestrasyonun
azaltimasiyla in vivo g¢alismalarda Ustunlik saglamasidir [65]. Bu UstunlUkleri
biyolojik c¢cevrede temas halinde immunokimyasal olarak inert olmasiyla
saglanabilmektedir.

Ayni zamanda nanopartikillerin boyut avantajina sahip olmasi, bozulmus
vaskulerizasyona sahip hastalikli dokulardaki yuksek gecirgenlik ve birikme etkisi
ile bolgelerde etkinlige katkida bulunmasini arttirmaktadir [64]. Uygulama
alanlarina gore nanopartikullerin boyut, sekil, yizey yiku, yogunluk, kompozisyon

ve ylzey kimyasi gibi gesitli diger Ozellikleri bir ¢ok arastirma konusu olmustur
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[66]. Arastirma verileri incelendiginde tium bu morfolojik, ve kimyasal 6zellikler
arasinda ilging korelasyonlar ortaya c¢ikarmistir. Arastirma, nanopartikullerin
tasarim ve sentezini optimum kosullarda kontrol edilebilir olusumlarina
odaklaniimigtir [67]. Kanser alaninda yapilan galismalar da siRNA’lerin amaca
uygun partikullerle paketlenerek hedef dokuya ulastiriimasi yéninde olusumliari
beraberinde getirmistir [68]-[73]. Bu c¢alismalardaki amag¢ siRNA molekullerinin
nanopartikullerle istikrarli bir sekilde birlesmesi ve bunlarin dolagimda tutulmasini
saglamak olmustur. siRNA'larin terapotik ajan olarak dizayn edilen c¢alismalar
arasinda kolesterol ve uzun zincirli yag asitleri gibi diger biyouyumlu molekullerle
etkilestiriimesi de gorulmektedir [74],[75]. Yapilan diger c¢alismalarda siRNA
nanopartikillere enkapsule edilmekte yada kovalent olmayan etkilesimler ile
baglanmasi saglanmigtir. siRNA tasima sistemlerinde bugune kadar yapilan
¢alismalarda halen bir cok agamadaki zorlu engellerin agilmasi galismalari halen
devam etmekte olup olusturulan komplekslerin in vivo toksisite ve stabilitesi
hakkinda da veriler alinmaya devam edilmektedir [76]-[78]. Farkl nanopartikuller
sistemler bilesimine, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine dayanan cesitli avantajlar ve
dezavantajlar sunmaktadir. Oligonukleotidler ve DNA iletimi icin nispeten basarili
bircok teknoloji, siRNA tasiniminda ayni etkiyi gostermemektedir. Bu, siRNA’larin
diger molekullere gore daha zorlu engellerin de asiimasi zorunlulugunu
dogurmaktadir. Bunun en glzel 6rnegi transfeksiyon igcin uyarlanmis ve literatlirde
yaygin sekilde kullanilan katyonik lipid-gen kompleksleridir fakat bu sistemle bile

hlcre igi yolaklar sirasinda siRNA salimi buyuk bir engel olugturmaktadir.

2.3 Protein Tabanh Nanopartikiiller

Protein tabanlh nanopartikuller biyobozunurluklari ve vucuttan kolay elimine
olabilmeleri nedeniyle ilag ve gen tasiyici sistemler icin etkin malzemelerdir. ilag
tasiyici sistemlerde, nontoksik oluslari, kararlliklari ve fonksiyonel gruplar ihtiva
etmeleri nedeniyle protein tabanli nanopartikuller simdiye kadar siklikla sigir

serum albumin, jelatin ve insan serum albuminden yapiimistir [79],[80]
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2.3.1 Albumin

Plazmada en fazla bulunan protein olan insan serum albumini (HSA), plazma
onkotik basincinin ana belirleyicisini ve vucut bélmeleri arasindaki sivi dagiliminin
ana modulatorinu temsil eden monomerik ¢ok alanli makromolekuldiur. HSA
olaganustu bir ligand baglama kapasitesi sergiler ve bircok endojen ve eksojen
bilesik i¢in bir depo ve tasiyici saglamaktadir. Nitekim HSA, yag asitleri icin ana
tasiyiclyr temsil eder, birgok ilacin farmakokinetigini etkiler, bazi ligandlarin
metabolik modifikasyonunu saglar, potansiyel toksinler zararsiz hale getirerek

insan plazmasinin antioksidan kapasitesinin gogunu olusturmaktadir [81].

HSA, kanser, romatoid artrit, iskemi, postmenopausal obezite, ciddi akut graft-
versus-host hastaligi ve glisemik kontrolun izlenmesi gereken hastaliklar gibi
bircok hastaligin degerli bir biyolojik isaretidir. Ayrica HSA, hipovolemi, sok,
yaniklar, cerrahi kan kaybi, travma, kanama, kardiyopulmoner baypas, akut
solunum sikintisi sendromu, hemodiyaliz, akut karaciger yetmezligi, kronik
karaciger hastaligi, beslenme destegi, resusitasyon gibi c¢esitli hastaliklarin

tedavisinde klinik olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir.

Son zamanlarda, implante edilebilir biyomalzemeler basta olmak Uzere cerrahi
yapistiricilar, dolgu macunlari, biyokromatografi ¢alismalari, ligand yakalama ve
fUzyon proteinleri dahil bir ¢ok biyoteknolojik uygulamalardaki basarilh sonuglar

HSA'yi etkin bir malzeme olarak karsimiza ¢ikarmaktadir.

Biyopolimer albumin, seyreltik tuz sollisyonlarinda ¢ézunurlik ve nispeten dusik
sicaklikta c¢okelme ile karakterizedir, 55-65 °C'de Isitma c¢odu proteini
denaturlemek icin yeterlidir [82]. Kristalize albiminin kimyasal formdlu ise
H1134N218S50248'dir. Albuminler ticari olarak, yumurta beyazi (ovalbimin), sigir
serumu (sigir serum aluminyum, BSA) ve insan serumundan (insan serum
albamini, HSA) elde edilir [83]. Soya fasulyesinde, sutte ve tahillarda da dnemli

miktarda mevcuttur.

Albumin (69 kDa), insan plazmasinin ana proteinlerinden biridir (3,4 - 4,7 g / dL)
ve toplam plazma proteinlerinin yaklasik% 60'ini1 olusturur [84]. Karaciger, glinde

yaklasik 12 g albumin dretir ki bu miktar toplam karaciger sentezinin yaklasik %
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25'ini temsil etmektedir ve bu miktarin % 40" plazmada,% 60" ise hucre disi
boslukta bulunur [85].

Sekil 2-2 Albuminin kimyasal yapisi ve domainleri

2.3.1.1 Albumin Tabanli Uygulamalar

insan kaninin bir bileseni olan albumin, birgok formilasyonda klinik bir eksipiyan
olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Abraxane orneginde oldugu gibi klinik
nanotip alanindaki basarili uygulamalari ile kanitlandigi Uzere albUmin, yeni
nanotip gelistiriimesi igin en c¢ekici malzemelerden biri olmustur [86]. Albumin
asagidaki siralanacak sebeplerden oOturd birgok medikal uygulamada basariyla

kullanilabilecek potansiyele sahiptir:

1) Albumin, insan kaninin bir bilesenidir. Endojen bir protein olarak immunojeniklik
gostermemekle birlikte albimin tabanli malzemeler igin biyouyumlulugu garanti
etmektedir [87].

2) insan kanindaki albiminin yarilanma émrii yaklagik 19 gundir. Serbest

ilaglardan farkli olarak albumin tasiyicilar uzun bir yarilanma omrlu sunarak

dolagsimda kalim suresini de olumlu etkilemektedir [88].
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3) Albumin, kati nanoprotein igin mikemmel bir liyoprotektandir ve kurutulmus
nanoparcgaciklarin enjekte edilebilir ¢cozeltilerde kolaylikla yeniden dispersiyonunu
saglamaktadir [89].

Bu avantajlar goz onunde bulunduruldugunda, klinik kullanimini kisitlayan ilag
salinimi ve c¢okelti olusumu problemlerinin Ustesinden gelinecegi icin  rafa

dayanikli tagiyici sistemlerin gelismesini destekleyecegi dugunulmektedir.

Genellikle nanopartikilerin olusturulmasinda kullanilan iki tir albumin vardir: insan
serum albumin (HSA) ve sigir serum albimin (BSA). Her iki albimin tipi de serum
albdmin proteini (sirasiyla insan serumu ve inek serumundan) olup suda yuksek
¢Ozunurlik, kanda uzun yarilanma 6émri, benzer molekiler agirlik (65-70 kDa),
benzer sayl amino asit dizilimlerine (HSA icin 585 amino asit ve BSA igin 583

amino asit) sahiplerdir [90].

Albumin tabanh biyomedikal uygulamalar preparat teknolojileri, hibrid albumin
malzemeleri, yarilanma omru uzatma, biyokonjugat kimyasi, terapotik uygulamalar
da dahil olmak Uzere bir ¢ok farkh yénlerden arastirma konusu olarak karsimiza

cikmaktadir.

AlbUimin, gen transfeksiyonu veya gen terapisi icin oligonUkleotitler sunmak igin
kullanilabilir [91]. Geleneksel polietilenimin-DNA polipekslerindeki albumin'lerin
basitce eklenmesi, transfeksiyon verimliligini énemli dlgide etkiler [92]. Kanser
hicresi hedefli arginineglycine-aspartat ve transdiksiyon sekansinin hlcreye
nufuz etmis HIV-1 transaktivatord ile ikili peptid modifikasyonu, gen transfeksiyon
verimliligini gelistirmistir [93]. Altin nanorodlarla yuklu albumin nanopartikuller ve
siRNA, sinerjik fototermal / gen terapilerinde etkin bir seklide kullanilabilecedi
literatirde yer almaktadir [94].

2.3.2 ipek Proteinleri

Biyomedikal muhendisligi ve saglik alanindaki temel ve uygulamali ¢alismalar,
basarili tedavilerin gelistiriimesine yonelik talepleri karsilamak igin ¢ok disiplinli

alanlari entegre etmektedir. Mihendislik, malzeme tasarimi, malzeme sentezi,
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biyokimyasal ve biyofiziksel karakterizasyon gibi ¢esitli alanlar, biyolojik fonksiyonu
korumak, iyilestirmek, onarmak veya degistirmek igin bir araya gelir. Bu disiplinler
arasi ilerlemenin anahtarlarindan biri, biyolojik sistemler ile etkilesime girebilecek
fonksiyonel materyallerin gelistiriimesidir. Bu tir malzemeler direk olarak dogadan
elde edilbilecegi gibi, sentetik polimerler, metaller, alasimlar ve seramikler seklinde
laboratuarda sentezlenebilmektedir [95]. Olaganustli potansiyele ve cesitlilige
sahip olmalarina ragmen sentetik polimerler, uygulamalari biyouyumluluk, biyolojik
bozunabilirlik ve biyolojik-absorpsiyon gibi zorluklar sebebiyle sinirli kalmigtir.
Bunun tersine dogal malzemeler, biyomedikal muhendisliginde bu gibi

uygulamalar i¢in uygun alternatifler olarak ortaya ¢ikmistir [96],[97].

Dogal olarak elde edilen materyaller arasinda benzersiz bir yapisal 06zellik
gOsteren ipek proteinleri biyomedikal uygulamalarda 6ne c¢ikmaktadir. Lifli bir
protein ailesinin Uyesi olan ipekler etkileyici mekanik kuvvete sahip olmasi
sebebiyle biyomalzemeler arasinda Ozellikle yara tedavilerindeki dikis olarak
kullanimi ile genisg kullanim alani bulmustur [98]. Yuksek mekanik kuvvet
ozelliginin yani sira mukemmel biyouyumlulugu, mevcut olmayan veya minimal
immunojenitesi [99],[100] sinirh bakteri yapismasi [101],[102] ve kontrol edilebilir
biyobozunabilirligi [103] sayesinde ¢ok cesitli biyomedikal uygulamalarda uygun

bir profil géstermektedir.

ipek, Arachnida sinifi (yelerinden ve Lepidoptera cinsinin pek c¢ok tiriniin
Ozellesmis epitel hlcrelerinin salgi Grinudir [104]. Yapisinda iki farkh proteini
ihtiva etmektedir. Bunlardan birincisi fibréz yapidaki fibroin proteini, digeri ise
serisin proteinidir. Serisin proteini yapiskan yapida olup fibroin proteinlerini
kaplayan bir formda bulunur. Serisin proteini fibroin proteinin mekanik 6zelligine

goOre daha kirilgan ve daha az elastikiyete sahiptir [105].
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ipek Kozasi

Sekil 2-3 ipek Proteinleri fiziksel yapisi

ipek fibroin proteini kimyasal olarak Alanin, Glisin, Serin aminoasitlerinin tekrar
eden sekanslarindan olusan bir birincil yapiya sahiptir. Kisa zincirindeki
aminoasitlerin  kuvvetli hidrofobik etkilesimleri ile beta tabakali yapida
bulunmaktadir. Beta tabakali yapisi zincirlerin antiparalel sekilde dizilmesine ve

bdylelikle gergin bir yigin olarak durmasini saglamaktadir [106].
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Sekil 2-4 ipek Fibroinin Kimyasal Formuilii

16




yari diizenli
N N tabakalar

Sl 22 g :
o \ yuksek dizenli
N f'.l.i”l tabakalar
i
ik amorf yapilar

Wk
tabakalanmis yapi /

Sekil 2-5 ipek Fibroin Yapisi

ipekbdcekleri, solucanlar icin gida kaynaklarina bagh olarak siniflandiriliriar.
Bombyx mori (B. mori), Bombycidae ailesinin en Unli Uyesi olup olusturdugu ipek
biyomedikal uygulamalarda sik kullanilan bir proteindir. B. Mori ipek fibroinlerinin
birincil yapisi 4 kisimda incelenebilir. Tekrar ede sekanslari iceren ilk U¢ bolim
kristal yapisini olusturmaktadir. Birinci bolum en yuksek kristaliniteye sahip duzenli
tabakalardan olusur ki bu yapi kristal yapilarin %94’Gnii olugturmaktadir. ikinci
boélim ise hidrofobik etkilesimlerin fazla oldugu yari kristal yapiyi olusturmaktadir.
Doérdinci bolim yapiya negatiflik, polarlik, hidrofobiklik ve aromatik 6zellik
kazandiran amorf boélgedir [107]. Hidroksil, karboksil ve amino gruplarina sahip
polar yan zincirleri olan bu yapi biyolojik olarak pargalanabilir bir malzeme
meydana getirmek Uzere kolay ¢capraz baglanma, kopolimerizasyonu saglama ve
diger polimerler ile karistirma 6zelliklerine sahiptir [108]-[110]. Serisin ise hidrofilik
Ozellige sahip suda c¢ozunebilen bir protein olup yapigkan Ozelliktedir. Yuksek
alkali ortamda ¢oztlerek fibroin yapisindan kolaylikla ayristirilabilmektedir.
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2.3.2.1 ipek Proteinlerinin Uygulama Alanlar

ipek proteinlerinin sahip olduklari dzelliklerinden dolayi biyomedikal uygulamalar
dahil bir ¢cok alanda kullanim olanagi bulmaktadir. Son yillarda immobilizasyon ve
ila¢c tasima/salim kabiliyetlerinden dolay! ipek fibroin tabanli nanopartikiler ile
uygulamalara literatlirde rastlanmaktadir. ipek proteinleri yillardir dikisler gibi
biyomedikal alanda basariyla kullaniimaktadir. Ayni zamanda igleme ve
biyouyumluluk gibi 6zelliklerinin yani sira mukemmel mekanik ozellikleri ile hucre
kalturd ve doku muhendisligi icin biyomalzeme olarak arastirilan FDA onayi almis

bir malzemedir [98].

Buglne kadar ilag tasiyici sistemler olarak calisilan ipek protein nanopartiklller
basarili sonuclar vemigtir. Subia ve Kundu'nun (2013) yaptiklari calismada
metotreksat yUklU albumin-fibroin karisim nanopartikulleri yaklasik 200 nm
boyutunda sentezlemis ve in vitro galismalarda basarili sonuglar elde etmiglerdir
[111]. Ipek proteinlerinin albimin ile benzer kimyasal yapilara sahip oluslari
karboksil gruplari arasinda olusacak sinerjik etkilesim sayesinde iyi bir karigim
olusturabilecekleri yapilan ¢alismada gosterilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada,
doksorubisin  yUklu ipek fibroin nanopartikillerinin nanotip uygulamalarinda
lisosomototropik antikanser etki gosterdigini ve ¢oklu ila¢ direncinin Ustesinden
gelmek icin bu nanopartikillerin etkili oldugunu belirlemislerdir [112]. Yapilan son
calismlarada ipek serisin proteininin immunojenik olarak inert olusu in vitro ve in
vivo deneylerle gosterilmistir [113]-[115]. Bir diger c¢alismada ise serisin
nanopartikul fabrikasyonu ve biyofiziksel karakterizasyonu sunulmus ve in vitro
hacre alimi, sitotoksitte deneyleri de gosterilmistir [110]. Vishal Gupta ve
arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada kurkumin yUkli ipek fibroin
nanopartikillerini yaklasik 100 nm boyutunda sentezlemis ve biyobozunur bir
sistem olarak gdgus kanseri hlcrelerine yuksek etkinlik gésterdigini sunmuslardir
[116].

Gen tasiyici sistemler olarak ipek tabanli nanopartikuller biyobozunur, biyouyumlu,
yuksek transfeksiyon etkisi ve DNAaz enzimlerine karsi direngliligi nedeniyle non
viral gen taslyici sistemlerde son yillarda tercih edilen cazip malzemeler haline

gelmeye baglamigtir [117]. Numata ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklari
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calismada rekombinant ipek proteinleri ile plasmid DNA komplekslerini 150-250
nm arasindaki boyutlarda sentezlemigler ve spesifik timoér hicrelerine
hedeflemiglerdir.  Calismanin  sonucunda, ipek tabanli  nanoyapilarin
transfeksiyonu arttirdigi ve non viral tasiyici olarak avantajli ve ¢ok amagli

kullanima uygun oldugu gosterilmigtir [118].

Gen taslyici sistem olarak rekombinan érimcek ipek fibroin protein tabanli ince
film yapilari ve ipek fibroin-DNA nano komplexleri ¢aligilan konular arasindadir
[117],[118]. Das ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklari ¢calismada ise 100-150
nm arasinda serisin nanopartiktlleri hazirlamislardir. Yizey modifiye yontemleri ile
anyonik yukten katyonik hale getirdikleri partikullerde optimum DNA baglanmasini
saglayarak partikullerinin teropatik DNA tasiyci sistem olarak kullaniminin basgarili

sonuglarini sunmuglardir [119].

Shahbazi ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada boyutlari 250-450
nm arasinda degisen siRNA yuklli ipek fibroin/oligokitosan nanopartikillerini
sentezlemislerdir. Calismalarinda, nanopartikillerdeki fibrion miktarinin artmasiyla
yukleme verimliligininin arttigi bildirilmistir. Ayni zamanda oligokitsan polimerleri ile
kiyaslandiginda sigir fetus serumu ve heparin varhdinda ylksek stabilite
gOsterdigini ve nanopartikullerin hicresel alim analizlerinde daha verimli oldugunu

sunmuslardir [120].

ipek fibroin partikiillerinin sahip oldugu vyiiksek kristalizasyonu nedeniyle
enkapsule edilcek maddenin yavas salimi s6z konusudur [121]. Bunu
Onleyebilmek icin ipek fibroin proteinin dogal yada sentetik polimerler ile karisim
halinde kullanilmasini daha onceki ¢alismalarda gosterilmis olup boylelikle daha
iyi bir degredasyon saglandigi vurgulanmistir [122].

2.4 Hyaluronik Asit (Hiyaliran-HA)

Hiyaltironik asit tekrar eden (1,3 N-acetyl glukozamin-B, 1,4 glukuronid
disakkaritlerinden olusan ve vylksek molekiler agirlikli (10%-107 Da) bir
glikosaminoglikan polimeridir.
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Sekil 2-6 Hyaltronik Asitin kimyasal yapisi

HA, hicre digi matrisin ana bileseni olmak Uzere her yerde bulunur ve uygun
hicre blUyumesi, organlarin yapisal kararliigi ve doku organizasyonu igin
gereklidir. Farmasotik agidan HA, umut verici bir bilesendir ¢inkd biyolojik olarak
parcalanabilir, biyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan, hidrofilik ve non-
immunojeniktir [123].

HA bagka bilesenler konjuge edilebilir gesitli kimyasal gruplar icerir. HA'nin yapisi
Seki 6'da gosterilmekte olup, burada olasi kimyasal modifikasyon alanlari da ok ile
gosterilmektedir. Glukuronik asit, N-asetilglukosamin hidroksil ve indirgeyici fosfat
uzerindeki  karboksilat, ilaclarla konjugasyon reaksiyonlarinda basariyla
kullaniimistir. Asetil grup N-asetilglukozaminden enzimatik olarak uzaklastirilabilir
ve bu nedenle de ilag konjugasyonunda potansiyel bir yapi olusturmaktadir [124].
Kimyasal modifikasyon yontemleri, HA turevlerini elde etmek icin sentetik yollar ve
bunlarin  karakterizasyonu hakkinda kapsamli bir incelemeler yapilmigtir
[125],[126].

HiyalUran vitr6z yapi, sinoviyal sivi ve dermis gibi erigkin dokularda hem
hidrodinamik o6zelliklerine hem de diger hicre digi matris bilesenleri ile olan
etkilesimlerinde yapisal bir rol oynar. Bununla birlikte, hiyalironan, hucre
boélinmesinin ve istilasinin yiksek oldugu bodlgelerde (embriyonik morfogenez,
enflamasyon, yara onarimi ve kanser sirasinda) yogunlagsmistir. HiyalUronik asit

de bu nedenle tumor olusumu ile ilgilidir.

iki farkli HA reseptorii (CD44 ve RHAMM) kanser baslangici ve ilerlemesi ile

iligkili hlcre sinyalleri basamaklarinda gugli bir reseptdor olarak rol oynar
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[127],[128]. Dahasi HA, ICAM-1 (hicre i¢i adezyon molekuli-1), TLR-4 (toll
benzeri reseptor-4), HARE (endositoz i¢cin HA reseptori) ve LYVE-1 (lenfatik

damar endositik reseptori) [129] ile etkilesmektedir .

Hucre adezyon molekillerine (CAM) ait olan CD44 reseptdorl, adezyon, gog, istila
ve sagkalim da dahil olmak UGzere habis hticre faaliyetlerinde kritik bir rol oynayan
yaygin olarak bulunan bir transmembran glikoproteindir. CD44, HA'nin
icsellestiriimesine ve metabolizmasina aracilik eder ve normal dokulardaki cesitli
hicre tiplerinde dusuk seviyelerde endojen olarak eksprese edilir [130]. Ancak
HA'va baglanmadan once aktivasyona ihtiya¢ duyar. Hucresel aktivasyon,
CD44'in HA'y1 baglama yetenegdine sahip yuksek afiniteli bir duruma gegcmesine
neden olabilir. Aktif olmayan, dusuk affiniteli durumdan aktif, ylksek afiniteli CD44
durumuna gegis, antijen reseptorlerinin ligasyonu [131] sllfasyon veya sitokinlerin
etkisiyle indUklenebilmektedir [132]. Normal primer hlcrelerin aksine, tumor turevi
hicreler CD44'G HA'y1 baglama ve igsellestirme yetenedine sahip ylksek afiniteli
bir durumda eksprese eder. Ayrica, CD44'in HA ile 6-8 sakkarit minimum uzunluk

birimi ile etkilesime gectigi bildirilmistir [133].

llaglari CD44'e hedefleyerek, ilaclari HA matrisine hedefleyerek veya HA matriks-
CD44 etkilesimine midahale ederek CD44-HA etkilesimine mudahale, kanser

tedavisi i¢cin son zamanlarin olasi stratejilerinden olmustur.

2.5 Kendiliginden diizenlenen sistemler

Doga, zarif bir sekilde, nanometre dl¢ceginde yapi taslarinin hiyerarsik olarak
dizenlenmesiyle, kompleks biyolojik yapilarin kendi kendine kurulumlarini
saglamaktadir. Buna basit 6rneklerden bazilari, peptid zincirlerinin proteinlere
katlanmasi, proteinlerin viris kabuklarina kendi kendine montaji, hucrelerin
dokulara spontan montaji ve nukleotidlerin karmasik bir DNA vyapisina
donusturulmesidir. Molekuler kendiliginden dizenlenme, molekullerin spontan
montajinda kuglk olgekli yapilarin tasarimi i¢in potansiyel verimliligi nedeniyle
akilli bir suregtir [134]-[139]. Esasen, kovalent olmayan etkilesimler, protein /

peptitleri kullanarak akilli materyalleri olusturmak icin kendi kendine kurulmus
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duzenlemelerde ince gegiglere yol agar. Kendiliginden birlestiriimis materyalin
seklini, konfiglirasyonunu ve o&zelliklerini belirlemek i¢in monomerik birimlerin
mekansal ozellikleri veya topolojisi 6zinde yer alir. Peptidin veya proteinin amino
asit sekansina veya yapisina bagli olarak, g¢esitli kendi kendine duzenlenme tipleri
uretilebilir. DUzenlenme tiplerinden bazilari, bunlarla sinirh olmamak uzere, boru
sekilli, halka seklinde, kafes benzeri, ¢cok yuzll, kombine veya kompleks yapilari
icermektedir [140].

Nano olgekli yapilarin sentezlenmesinde kullanilan iki temel yaklasim asagidan
yukari (bottom up) ve yukaridan asagi (top down) stratejileridir. Kendiliginden
duzenlenme mekanizmalari asagidan yukari dretim stratejilerine en guzel
orneklerden bir tanesidir. Bu dizenlenme sireci kovalent olmayan ve zayif
etkilesimli baglar tarafindan gerceklesmektedir. Nano olcekli yapilarin sentezinde
ve tasariminda uygulama kolayligi bakimindan kendiliginden duzenleme
mekanizmalari en pratik yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu mekanizmanin bize
sundugu en buyuk avantajlardan bir tanesi istenilen boyutta yapilarin
olusurulabilmesidir. Bunun icin molekullerin kimyasinin, sentez ortaminin (pH,
desolvasyon ajanlari, sicaklik vb.) ve diger kinetiklerin degistiriimesi ile
ayarlanabilmektedir. Literatlr calismalari incelendiginde birgok peptit yapilarinin
(siklik, amfifilik, amiloyid turevli) kendiliginden dliizenlenme maknizmasi sayesinde

nano olgekli yapilara donusturulebildigi rapor edilmigtir [141]-[146].

Tez kapsaminda kendiliginden dizenlenebilen en basarili 6rneklerden biri olan
insan Serum Albumini (HSA) ile ipek proteinlerinin karisimlari ile nanopartikiller

uretilmistir.

2.6 Kazein Kinaz Proteini (CK2)

Kazein kinaz proteini (CK2) serin ve treonin aminoasitlerinin fosforillenmesinde
gOrev alan bir kinazdir. Organizmalarin hepsinde bulunan bu protein, ck2a ve ck2b
olmak Uzere iki parcadan olusan tetramerik kompleksler halinde bulunmaktadir.
CK2 enzimi canhlik, programli hicre 6limua, hdcre doéngusu, transkripsiyonel
kontroller ve bir ¢ok biyolojik fonksiyonda onemli goéreve sahiptir [147]. Bu
proteinin meme ve kolorektal kanserlerde de arttigi ve baskilanmasinin hicrelerin

apoptozuna sebep oldugu gosterilmistir [148].
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Larinks kanserinde de arttigi bilinen CK2, 2014 yilinda Zhang ve arkadaslari
tarafindan yapilan galismada small hairpin RNA (shRNA) ile baskilanmisg, in vitro
kosullarda basarili sonuglar elde edilmigtir [3]. Literatirde plazmidlerle veya farkh
nanopartikullerle tasinan siRNA modelleri denenmis olmakla birlikte, ipek protein

nanopartikulleriyle siRNA taginimina rastlanamamigtir.

2.7 ASH2L

ASH2L Kromozom 8p11.23 ’te yer alir. Biyokimyasal verilere gére ASH2L,
binyesinde farkli domainler iceren metiltransferaz enziminin  ¢ekirdek
kompleksinde bulunur. Ayrica birgok ek faktor ile de iligkili oldugu farkli
calismalarda gosterilmistir [149]. Son calismalar ASH2L’'nin farkh proteinlerle
kombinasyonu H3K4 metiltransferaz aktivitesini olusturdugunu gdéstermektedir.
ASH2L nin siRNA kullanilarak baskilanmasi ile H3K4 trimetilasyonu dusus
gOstermektedir [150]. Histon 3 lizin 4 (H3K4) tri-metilasyonu 6karyotlarda promotoér
bdlgelerini belirlemektedir. ASH2L ve H3K4 metilasyonu birlikte onkojenesiste

onemli role sahiptir [151].

ASH2L birgok kanser hiicre hatlarinda fazlasiyla bulunmaktadir. Bir ¢ok kanser
hicre hatlarinda ve ayni zamanda tumoér o&rneklerinde ASH2L proteinin
expresyonu artis gostermektedir. Skamdz hucreli karsinomaya bagl larinks
kanserinde, serviks melanoma, pankreatik adenokarsinoma ve akinar ve duktal
breast kanseri dahil olmak Uzere timor hicre gekirdeklerinde ASH2L proteinlerin
artisi boyamada go6zlenen artis ile gosterilmistir. Hlcre proliferasyonunda énemli
rol oynayan ASH2L proteinin baskilanmasi ile timér hicresi proliferasyonunu ve
dolayisyla tumorigenezi onlenebilecegi dusunulmektedir [152]. Jarvinen ve
arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada ilk defa 8p11-p12 kromozumda
bulunan ASH2L geninin laringeal skamdz hlicre karsinoma ile iligkili oldugu
gOsterilmigtir [153].

2.8 Siklin D1

Kromozom 11q13’te yer alan ve CCND1 geni tarafindan kodlanan Siklin D1, hlcre
siklusunun ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Siklin D1, G1 fazi suresince

retinoblastoma proteini (Rb) fosforillemek igin, siklin-bagimh kinazlardan (CDKs)
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CDK2, CDK4, CDK5 ve CDKE6 ile iliskide bulunur [154]. Ayrica siklin D1’in bir
takim transkripsiyon faktorlerinin ve histon deasetilazin (HDAC3) akktivitelerini
regule ederek transkripsiyonel duzenleyici olarak da fonksiyon gosterdigi
bildirilmigtir [155]. Birgok kanser ¢esidinin, hucre siklusunun dizenlenmesinde ve
blylme faktéri bagimlh hicre i¢i yolaklarda meydana gelen hatalardan kaynakh
ortaya c¢ikmasi, hicre siklusunun kontroli ve buylme faktérl sinyallenmesinde
onemli olan Siklin D1’i olasI bir onkogen olarak hedef molekll haline getirmistir.
Normal hucrelerde Siklin D1 (CCND1)in ¢ok fazla uretiimesi, G1 fazi boyunca
maksimum dizeyde kalip tumor baskilayici genler (p16, p21 ve p27 gibi)
tarafindan inhibe edilmesi Siklin D1’in blyume faktérl sinyallesmesinde dnemli
oldugunun kanitidir. Ayni sekilde bu duzenlenmedeki bir aksaklik, kanser

hicrelerinde buyume duzenlemesinin eksik olmasindan sorumlu olabilir [156].

Gecgmis yillardaki calismalar Siklin D1’in normal dokularda ya hi¢ ya da ¢ok az
bulundugunu ancak bir ¢ok kanser tlrinde oldukg¢a fazla eksprese oldugunu
g6stermistir. Ozellikle bag-boyun (% 18-% 58) ve larinks kanserlerinde Siklin D1’in
asir ekpresyonunun goézlenmesi ve bu durumun nuks, nadal, metastaz ve 6lumle
iliskilendirilmesi ile bu kanser cesitlerine 6zgu olarak Siklin D1 prognostik belirteg
olarak tanimlanmistir [157]. Siklin D7in potansiyel hedef onkogen olarak
tanimlanmasindan beri, in vitro kosullarda ¢ok sayida terapétik ajanin Siklin D1
degradasyonunu indukledigi yapilan calismalarla gosterilmistir. Dolayisiyla kanser
hicrelerinde Siklin D1 degredasyonu ve seviyesinin azalmasi, terap6tik midahale
icin elverisli bir yol olacaktir. Spesifik genlerin inhibisyonundan sorumlu siRNA

mekanizmasi bu hedef igin vazgecilmezdir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu tez kapsaminda siRNA ile gen seviyesinde tedaviye yonelik bir yaklasim
sergilenmigtir. Bu amagla yuarutilen c¢alismalar hedef hiucreye siRNA
gonderebilmek icin ipek protein bazli biyouyumlu tasiyici nanopartikullerin
sentezlenmesi, elde edilen nanopartikullere ligand ve siRNA yuklenmesi ve siRNA
yukli nanopartikullerin kanser hucreleriyle etkilesiminin in vitro ve in vivo olarak

incelenmesi seklinde 6zetlenebilir.

3.1 Ipek protein nanopartikiillerinin iiretimi ve karakterizasyonu

Bu calisma kapsaminda, oncelikle ipek proteinlerinden olan fibroin dretilmis ve
daha sonra da serisin ve albumin ile farkli kompozisyona sahip ipek protein
nanopartikulleri sentezlenmisgtir.

3.1.1 ipek protein nanopartikiillerinin iiretimi

Fibroin Uretimi

ilk asamada Ipek fibroini elde edebilmek amaciyla ipek kozalari kiigiik parcalar
halinde kesilmis ve 0.02 M sodyum karbonat (Na2CO3) solisyonunda 110 °C’'de
20 dk otoklavlanmigtir. Otoklavdan g¢ikartilan ve bu sayede serisininden
uzaklastirllan fibroin distile su ile birka¢ kez yikandiktan sonra kurutulmustur.
Kurutulmus ipek fibroini 9.2 M LiBr ile ¢dézulmus ve diyaliz membraninda 48 saat
bekletilmistir. Tuzlarindan diyaliz sayesinde arinan fibroin ¢ozeltisi 9.000 rpm de

15 dk santriflij edilerek 3 giin +4°C’de bekletilmis ve fibroin ¢ozeltisi elde edilmistir.

Calismada 3 farkli protein yapisindan partikiller ve bu proteinlerin harmanlanmasi
ile olusturulan nanopartikiller sentezlenmistir. Nanopartikil sentezi igin
desolvasyon teknigi kullaniimistir. Partikul boyutu, yuzey yuku gibi optimizasyon
calismalari; farkli desolvasyon ajanlari, farkh pH’lar, farkli ¢apraz baglayici

yuzdeleri ve farkh ¢ézucu ozellikleri ile denenmistir.
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. Albumin Nanopartikul:

0,04 gr. insan serum albumini 2ml distile suda ¢ozllerek 1M NaOH ile pH
ayarlamasi yapilir. Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk
bulaniklasincaya kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml).
Capraz baglayici olarak %8’lik G.A (gluteraldehit) solisyonundan 25 pl

damlatilir ve Uzeri delinmis alimtinyum folya ile kapatilir.

. Fibroin Nanopartikul:

0,571 ml fibroin solisyonu 1,429 ml distile su ile seyreltilir ve 1M NaOH ile
pH ayarlamasi yapilir. Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi)
renk bulaniklagsincaya kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8
ml). Capraz baglayici olarak %8’lik G.A solisyonundan 25 pl damlatilir ve

Uzeri delinmis alimtnyum folya ile kapatilir.

. Albumin-Fibroin (1:1 w/w) Nanopartikil:

0,02 gr HSA 1ml distile suda ¢o6zulir. 0,285 ml fibroin solisyonu 0,715 ml
d.su ile seyreltilir. Bu iki solisyon karigtirilir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi
yapiir. Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk
bulaniklasincaya kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml).
Capraz baglayici olarak %8’lik G.A solisyonundan 25 ul damlatilir ve tzeri

delinmis alimtnyum folya ile kapatilir.

. Albumin-Fibroin (2:1 w/w) Nanopartikil:

0,027 gr HSA 1ml distile suda ¢6zultr. 0,186 ml fibroin solisyonu 0,814 ml
d.su ile seyreltilir. Bu iki solisyon karistiriir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi
yapilir. Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk
bulaniklagsincaya kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml).
Capraz baglayici olarak %8’lik G.A solisyonundan 25 pl damlatilir ve Utzeri
delinmig aliminyum folya ile kapatilir.

. Albumin-Fibroin (1:2 w/w) Nanopartikil:

0,013 gr HSA 1ml distile suda ¢oziltr. 0,386 ml fibroin sollisyonu 0,614 mi
d.su ile seyreltilir. Bu iki solisyon karistiriir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi
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yapiir. Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk
bulaniklasincaya kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml).
CGapraz baglayici olarak %8’lik G.A solusyonundan 25 ul damlatilir ve tzeri

delinmis alimtnyum folya ile kapatilir.

. Serisin Nanopartikul:

0,04 gr serisin 2 ml distile suda ¢ozultr. 1M NaOH ile pH ayarlamasi yapilir.
Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk bulaniklagincaya
kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml). Capraz baglayici
olarak %8’lik G.A solisyonundan 25 pl damlatiir ve Uzeri delinmis

aliminyum folya ile kapatilir.

. Albumin-Serisin (1:1 w/w) Nanopartikil:

0,02 gr HSA 1ml distile suda ¢oézulir. 0,02 gr Serisin 1ml distile suda
¢Ozullr. Bu iki solisyon karigtinilir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi yapilir.
Daha sonra desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk bulaniklasincaya
kadar damla damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml). Capraz baglayici
olarak %8’lik G.A solisyonundan 25 ul damlatiir ve Uzeri delinmis

aliminyum folya ile kapatilir.

. Albumin-Serisin (2:1 w/w) Nanopartikul:

0,027 gr HSA 1ml distile suda ¢ozular. 0,013 gr serisin 1 ml d.suda ¢6zulur.
Bu iki solisyon karigtirilir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi yapilir. Daha sonra
Desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk bulaniklasincaya kadar damla
damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml). Capraz baglayici olarak %8’lik
G.A solusyonundan 25 ul damlatilir ve Gzeri delinmis aliminyum folya ile
kapatilir.

. Albumin-Serisin (1:2 w/w) Nanopartikil:

0,013 gr HSA 1ml distile suda ¢ozultr. 0,027 gr serisin 1 ml d.suda ¢6zulur.
Bu iki solisyon karistinilir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi yapilir. Daha sonra
desolvasyon ajani (aseton, etanol gibi) renk bulaniklagincaya kadar damla
damla damlatilir. (Aseton 5 ml, etanol 8 ml). Capraz baglayici olarak %8’lik

27



G.A solisyonundan 25 pl damlatilir ve Uzeri delinmis aliminyum folya ile

kapatilir.
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Sekil 3-1 Protein Nanopartikillerin Sentez Semasi

Hazirlanan partiklllerin optimizasyon c¢aligmalari icin farkli desolvasyon ajani,
farkh pH degeri, farkli ¢capraz badglayici oranlari denenmigtir. Nanopartikullerin
boy-boy dagiimlari ve yiizey ylkleri Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) ile
belirlenmistir. Hazirlanan nanopartikuller deionize su ile seyreltilecek ve yaklasik 1
ml ornek ¢ozeltisi polistiren klvet igerisine konulmus, ¢ozelti igerisinden lazer
ISIginin gegcirilmesi ile partikil boyutu belirlenmistir. Her bir basamakta galigilan

boyut ve yuk analizleri 3’er tekrarli yapiimistir.

3.1.2 Uretilen ipek protein nanopartikiillerinin malzeme karakterizasyonu

Farkli yapidaki dokuz nanopartikilin yapisini belirlemek igin Fourier Transform
infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Nikleer Manyetik Rezonans (NMR) kullanilmig
olup, morfolojik ve yuzey o6zelliklerini belirlemek igin ise Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), Zeta Potansiyeli Olgimii ve Dinamik Isik Sagiimasi teknikleri
kullaniimistir. Ayrica partikullerin termal bozunma davraniginin incelenmesinde
Diferanyisel Scanning Kalorimetre/Termogravimetrik Analiz (DSC/TGA) teknigi

kullanilmistir.

Yapisal Ozellikler: Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR) atom

cekirdeginin  bazi  manyetik  6zelliklerini  kullanilarak  yapi1 igerisindeki
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atomlarin/molekdillerin  fiziksel ve kimyasal 0zelliklerini belilemek amaciyla
kullanilir. Hidrojen, Karbon, Azot, fosfat ve potasyum gibi atomlarin belli bir
manyetik alana maruz birakildiginda olusturduklari spin hareketlerinin tespiti ile
birlikte birgcok yapinin da kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin anlasiilmasinda énemili
bir yontemdir. Organik molekul yapilarinda genellikle hidrojen ve karbon atom
iceriginin fazla olmasi dolayisyla yapinin tayininde ¢ok kolaylik saglamaktadir. Son

yillarda yapisal analiz yontemleri arasinda en yaygin kullanilani NMR yontemidir.

Bag Ozellikleri: FTIR analizi molekiillerin IR 1sigini (0,78-1000 um dalga boylu

veya 12800-10 cm™ dalga sayili) absorpsiyonuyla titresim ve doénme enerji
seviyelerine uyariimalarinin élgimune dayanan titresimsel bir spektroskopi teknigi

olup bu yontem ile molekuller bag karakterizasyonu yapilabilmektedir.

Morfolojik Ozellikler: SEM, yiiksek voltaj ile hizlandirimis elektron demetinin

numune ylUzeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda
olusan gesitli girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda
toplanmasi ile gorintli elde edildigi sistemdir. Gerek ayirim gucu (resolution),
gerek odak derinligi (depth of focus) gerekse gorintl ve analizi birlestirebilme

Ozelligi, taramali elektron mikroskobunun kullanim alanini genigletmektedir.

Boyut, Boyut Dadgilimi, Polidispersivite indeksi (PDI), Zeta Potansiyeli:

Nanopartikullerin fiziksel olarak stabil olduklarini anlayabilmek igin partikil boyutu
ve partikullerin dagihimina bakilmasi gerekmektedir. Bu amagla, 6lgim tekniginin
dinamik 1sik sagiimasi oldugu bir sistem kullaniimistir. Dinamik 1s1k sacgiimasi,
mikro saniyenin onda biri ile mili saniye zaman araliginda, drnek ¢ozeltinin kliguk
bir kismindan sagilan 1s1§in zamanla degisiminin oOlgtlmesidir Dinamik Isik
Saciimasi (DLS) yontemiyle partikillerin boyut ve boyut dagilimlarinin yanisira
elde edilecek en onemli parametre PDI (Poly dispersity index) degeridir. PDI
degeri 0.1- 0.25 arasinda oldugunda istenilen dar dagihm elde edilebilir. Zeta
potansiyeli, taneler arasindaki itme veya c¢ekme degeri Olgumudir. Zeta
potansiyeli olcimu dagilma mekanizmalari ile ilgili ayrintili  bilgi verir ve
elektrostatik dagiima kontrolindn anahtaridir. Ayrica zeta potansiyelinin dlgulmesi,
kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda tahminde bulunmaya olanak

vermektedir. Tanelerin polar sivilar icerisindeki davraniglarini ylzeylerindeki
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elektrik yuku degil, zeta potansiyel degerleri belirler. Bu amagla yurutulen
calismalarda Hacettepe Universitesi Fen Fakultesi’'nde bulunan Malvern Nano ZS

Zetasizer cihazi kullaniimistir.

Termogravimetrik Ozellikler: DTG, bir malzemenin sicaklik artisi ile biinyesinde

meydana gelen termal ve gravimetrik degisimleri belirlemekte kullanilir. Malzeme
binyesinde meydana gelen agirhk degisimleri (su kaybi, organik madde
uzaklagsmasi gibi) termogravimetri (TG), ekzotermik ya da endotermik reaksiyonlar
sonucu meydana gelen sicaklik dedisimleri diferansiyel termal analiz (DTA) cihazi

ile tespit edilir.

3.1.3 Raf Omrii ve Bozunum Testleri

Tedavi amach kullanilacak partikiller icin en énemli kriterlerden biri olan raf émri
(stabilite) galismasi fosfat tamponu (pH 7.2) ile turbidimetrik ydntem ile yapiimistir.
Partiklller +4°C’de bekletilerek her hafta tlrbidimetrik absorbanslari 3’er tekrarli

olarak alinmis ve 4 haftalik stregte bozunum ytzdeleri ¢ikartiimistir.

Degredasyon caligmalari yine turbidimetrik yontem ile elde edilmistir. Partikuller
vucut sivisi taklidi icin pH 7.2, endozom ve lizozom mikrogevre taklidi igin pH 5.5
10ug/ml lizozim enzimi ihtiva eden fosfat tamponunda +37 °C’de bekletiimis ve
turbidimetrik absorbanslari alinmistir. Turbidimetrik absorbans dlgimler bir hafta

boyunca belirli periyotlarda 3’er tekrarli olarak alinmistir.

3.2 Ipek protein nanopartikiillerine siRNA yiiklenmesi ve Ligand
Baglanmasi

Tez kapsaminda ASH2L, CK2 ve Siklin D1 genlerinin susturulmasi igin ticari
olarak tasarlanmis siRNA’lar hazirlanan nanopartikillere yiklenmis ve hedefli bir
tasiyici 6zelligine sahip olabilmesi igin Hiyaluronik asit ile modifiye edilerek in vitro

ve in vivo ¢alismalar surdurulmagtur.
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3.2.1 ipek protein nanopartikiillerine siRNA yiiklenmesi

Bu tezde ASH2L, CK2 ve Siklin D1 genlerinin susturulmasi igin ticari olarak
tasarlanmis ve etkinligi kanitlanmis olan siRNA’lar (Qiagen, Almanya)
kullaniimistir. Literaturde siRNA tasiyicisi olarak ipek protein nanopartikillerine
cok fazla rastlanmamigtir. Dolayisiyla etkin siRNA konsantrasyonunu optimize
etmek adina hedef siRNA'larin degisen oranlarda kullanimi ve bunlarin

mukayeseli incelenmesi yapilmistir.

0,027 gr albumin ve 0,013 gr serisin 1’er ml nukleaz-free suda ¢6zulmus ve bu iki

solisyon 30 dk sureyle karistirlmistir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi (pH 9)
yapilmistir. Negatif ylUke sahip olan siRNA’larin, negatif yUkIli protein
nanopartikillere daha yuksek verimde baglanabilmesi igcin partikul yUzeylerinin
modifiye edilmesi gerekmistir. Bunu igin katyonik yukld bir polimer olan Poli-L-lisin
kullaniimistir  [158],[159]. Nanopartikillere yuklenecek olan siRNA farkh
konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10 ve 20yl = 0,7125ug, 1,425ug, 2,85ug, 5,7ug
siRNA) toplam hacim 500 pl olacak sekilde %0,1’lik Poli-L-lisin (PLL) sollisyonu ile
2 saat boyunca rotatérde sabit bir hizda, mini santriflij tiplerinde inkibe edilmigtir.
Diger yandan partikullere, daha once sunuldugu gibi desolvasyon yontemi baz
alinarak, desolvasyon ajani renk bulaniklasincaya kadar damla damla
damlatiimistir. Capraz baglayici olarak %8’lik gluteraldehit solisyonundan 25 pl
damlatilmistir. 2 saat sonra PLL ile inkUbe edilen siRNA solusyonlari manyetik
karistiricida 600 rpm’de karismakta olan partikul sispansiyonunun igerisine damla

damla olarak damlatilmistir ve Gzeri delinmis aliminyum folya ile kapatiimistir.

3.2.2 ipek protein nanopartikiillerine ligand baglanmasi

Cahismada siRNA yUkli ipek protein nanopartikillerin in vitro larinks kanseri
hicrelerinde daha etkin olmalari ve in vivo hayvan modelinde olusturulacak timor
dokusunu hedefleyebilmeleri i¢in partikiller siRNA’lar ile donatildiktan sonra
larinks kanseri hicre reseptorlerine spesifik, uygun ligandlardan biri olan anti-
CD44, hiyaluronik asit (HA) kullaniimistir. Farkli ligand baglama teknikleri denemis

ve en uygun yontemle ¢alismaya devam edilmigtir.
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1) HA-nanopartikil baglanmasi icin 2mg/ml konsantrasyonunda HA kolloidal
nanopartikiil sollisyonunda ¢ozilmustir [160]. 37°C’de 2 saat karigtirilan sollisyon
14.000 rpm de 15 dk santrifij edilmigtir.

2) 0,1 M Sodyum asetat (0,082gr Sa. +10 ml d.su) pH 4.5’e ayarlanmistir. 2ml
hazirlanan solliisyonda 0,008 gr HA ¢6ztUnmastir. Uclarin aktiflesmesi icin EDC
eklenmigstir. 37 °C’de 2 saat boyunca rotatérde karistiriimistir [161]. Hazirlanan

nanopartikillerin aktiflesmesi igin ise farkli tomponlar kullaniimigtir.

Farkh tamponlar;

Borate tamponu: 0,15gr Sodium per borate 10 ml dsuda ¢d6zinmus ve pH 9a

ayarlanmigtir.
Sodyum karbonat tamponu: 0,073 gr NaHCO3 + 0,03 gr Na2COs 10 ml d.suda

¢bzunerek pH 9’a ayarlanmistir.

1’er ml tamponlarda, hazirlanan nanopartikiller sispanse edilmistir. Sodium
acetatta ¢ozinmus 1 ml HA solisyonu, 1 ml tamponlarda suspanse edilen
nanopartikiller ile birlestiriimis ve 1 giin boyunca 37 °C’de rotatérde bekletilerek
santrifij edilmis ve ykanmistir. Liyafiize edilen HA-nanopartikullerin

karakterizasyonu igin FTIR kullaniimistir.

3.2.3 siRNA yuklenme veriminin incelenmesi

siRNA’larin nanopartikullere yuklenme verimini incelemek amaciyla hazirlanan
nanopartikil-siRNA formulasyonlari santrifijde c¢oktlrilmis ve sUpernatant
kismindaki partikullere tutunmayan siRNA’larin derisimi 260 nm’de Nanodrop
(Thermo Scientific) cihaziyla dlgulmuastir. siRNA icermeyen nanopartikillerden
elde edilen supernatant kor olarak kullaniimistir. Ancak protein yapidaki
nanopartikullerin supernatantinda bulunan yapilar siRNA absorbanslari ile girigsim
yaptidi icin net sonuglar elde edilememistir. Bundan dolayl ¢galisma Quant-iT™
RiboGreen® RNA ajan kiti ile devam ettiriliimigtir. Bahsi gegen kit polipeptid ve
nukleikasit yapilarinin ayri absorbanslar vermesi olanagi saglayacaktir.

32



Quant-iT™ RiboGreen® RNA ajan kiti Protokolu
Nanopartikillere siRNA baglanma verimini hesaplayabilmek i¢in Quant-iT™
RiboGreen® RNA ajan kiti (Thermo Scientific) kullaniimistir. Kitteki Ribogreen

florosan boyasi sadece RNA yapilarina baglanarak spektroflorometre ile 6lgim

alinabilmesi olanagi saglayacaktir.

Ribogreen protokolliindeki amag kit icerisinde sunulan E. Coli den izole edilen
standart ribozomal RNAlarin spektroflorometre’deki degerlerinden bir egim
olusturarak c¢alismada kullanilan partikullerin icerisine hapsolmayan siRNA

degerinden yukleme verimini elde etmektir.

Stok tampon igin 200 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA toplam hacim 25 ml olacak
sekilde pH 7.5de RNAz icermeyen suda (20XTE tamponu) hazirlanmistir. Daha
sonra 750 pl 20XTE tamponu 14.250 pl RNAz igermeyen suda toplam 15 ml

olacak sekilde seyreltilmistir.

Quant-iT RiboGreen RNA ajani 1ml DMSO’da ¢dzUlmustar. 30 pl bu boya
stogundan alinarak 5.970 ul stok Tamponda seyreltilmistir.
Standart egdimi olusturmak icin 5 farkli konsantrasyonda RNA solusyonlari

hazirlanmistir;

1. 5 ul E. coli siRNA+ 995 pul stok tamponda seyreltiimistir.

10 pl E. coli siRNA+ 990 ul stok tamponda seyreltilmigtir.
15 pl E. coli siRNA+ 985 ul stok tamponda seyreltilmigtir.
20 pl E. coli siRNA+ 980 ul stok tamponda seyreltilmistir.

o > oD

25 pul E. coli siRNA+ 975 pl stok tamponda seyreltilmigtir.

Farkl miktardaki (2.5, 5, 10 ve 20ul = 0,7125ug, 1,425ug, 2,85ug, 5,7ug siRNA)
siRNA ile etkilestirilen nanopartikul-siRNA formilasyonlarindan elde edilen 3
santriflij ve yilkama ile elde edilen supernatantlardan 1’er ml alinarak 1 ml boya
solusyonu ile karanhk ortamda etkilestiriimis ve yukarida gosterildigi gibi farkh
konsantrasyonlarda hazirlanan 1ml hacme sahip RNA standart solusyonlari 1ml
boya solusyonu etkilestimis ve bu c¢ozeltilerin  florometrik  siddetleri
spektroflorometre (AquaFluor, USA) ile 6lgtlmustir. Olgimde Ribogreen Kiti esas
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alinmistir ve buna goére Ribogreen ajaninin RNA’ya baglanmasinda maksimum
uyarmanin oldugu dalga boyu 500 nm (excitation) ve maksimum emisyonun
oldugu dalga boyu da 525 nm (emission) olarak girilmigtir. Standart RNA’larin
florometrik siddeti olgllmUs ve elde edilen verilerden yararlanilarak standartlarin
konsantrasyonlarina karsin florometrik siddet baz alinarak bir kalibrasyon grafigi
olusturuimustur. Bu kalibrasyon grafiginin  denkleminden vyararlanilarak,
nanopartikil-siRNA  (stUpernatant) orneklerinin  verdigi  florometrik siddet
denklemde yerine konularak, orneklerdeki siRNA miktari hesaplanmistir. Bulunan
sonu¢ nanopartikullere baglanmayan siRNA miktarnidir. Baslangic siRNA

miktarindan baglanmayan miktar ¢ikarilip % baglanma verimi elde edilmistir.

Aqgaroz Jel Elektroforezi

siRNA’larin nanopartikillere basarili bir sekilde baglandigini kit ile gosterdikten

sonra baska bir yontemle de teyit etmek amaciyla elektroforez kullaniimistir.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Yiiklenmesi

Elektroforez deneyi icin Oncelikle gereken tampon c¢ozeltisi (TBE:
Tris/Borate/EDTA) hazirlanmistir. Bu amac¢ dogrultusunda; 108 g Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethane) ve 55 g borik asit 800 mL DEPC
(Diethylpyrocarbonate) iceren distile su igerisinde manyetik karistiricida
cozUlmustir. Uzerine 40 mL EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) c¢ozeltisi
eklendikten sonra, toplam hacim DEPC iceren suyla 1lt'ye tamamlanmistir.
Hazirlanmis olan 10X TBE ¢odzeltisi, yine DEPC igeren su ile 1X'e seyreltilmistir.
%1 olarak planlanan agaroz jel igin, 0,3 g agarozun 30 mL 1X TBE buffer
icerisinde mikrodalgada isitilarak ¢oézunmesi saglanmistir. Agaroz ¢ozundukten
sonra ¢oOzeltiye son konsantrasyonu 0,5 pg/mL olacak sekilde EtBr (Ethidium
bromide) ¢ozeltisi eklenmistir. 15 tarakli 7cmx7cm tank icerisinde jelin donmasi
saglanmistir. 2:1 oraninda o6rnek/boya ¢ozeltisi (bromofenol blue boyasi)
hazirlanarak, jeldeki kuyucuklara ornekler ve kontrol grubu olarak siRNA
yuklenmigtir. Uzerine tampon ¢ozeltisi tamamlanarak 17V’da 3.30 saat ve 10V
gugcte 5 saat, sabit akim kullanilarak yuratalmastur ve goruntuleme yapilmistir.
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3.3 siRNA yiiklii ipek protein nanopartikiillerinin in vitro etkinlik testleri

Bu cgalismada insan larinks skuamoza hucre karsinomu olan HEp-2 hiicre hatti
kullaniimistir. siRNA-nanopartikil yapilarinin hticre etkilesimini belirlemek igin
asagidaki incelemeler yapilmistir. Ayrica tasiyici i¢in pozitif kontrol olarak ticari

siRNA transfeksiyon ajani HiperFect (Qiagen, Almanya) kullaniimistir.

3.3.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi ve siRNA yiikli partikillerin hiicrelere
transfeksiyonu

Hucrelerin Hazirlanmasi

Dondurulmus sekilde -80°C de derin dondurucuda bulunan kriyottiplerdeki HEp-2
hicreleri derin dondurucudan alinarak ¢oézilur. %10 FBS (Fetal Bovine Serum)
iceren EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) besiyeri ortami hazirlanir.
Gozulen HEp-2 hacreleri falkon tup igerisine konularak Uzerine 3 mL hazirlanan
besi yerinden koyulur ve 3500 rpm’de 5 dk santiflij edilir. Santrifij sonrasinda
slipernatant atilir ve pellet 4’er mL besi yeri ile slispanse edilip 25 cm? lik flasklara
aktanlir. Flasklarin kapagi hafif gevsetilir ve 37°C de %5 COz2 igeren inkubatore
koyulur. Mantar ve bakteri kontaminasyonlarina karsi her 24 saatte bir flask
yuzeyinde hucrelerin ¢ogalmalari mikroskobik olarak incelenir. Hucrelerin
¢ogalmalarina bagl olarak yuzey kaplamasi tamamlandiginda kulturler tripsin
enzimiyle muamele edilerek 1/4 pasaj yapilir ve hucreler yeni flasklara aktarilir.

o . o ]
Low Deraty Sa B+ 13008 g Dunaty Sewe B + 10

Sekil 3-2 HEp-2 hicrelerinin gortntusi
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Tablo 3-1. HEp-2 hucrelerinin hucre kaltur ortami

Hucre TUrG Larinks Kanseri Hlcre Hatti (HEp-2)

Kltir Kabi 25 cm?3lik polistren flask, yizeyi hiicre tutunmasina uygun
Kualtur Vasati %10 Fetal sigir serumu iceren EMEM

Rutin sub-klttr 1/4

Kultar Ozelligi Monolayer

Toplam Hacim 5mL

pH 7,2-7,5

Sicakhk 37+0,5°C

Inkibasyon Ortami | % 5'lik CO2 etiivi

siRNA viikli partikillerin hiicrelere transfeksiyonu

HEp-2 kanser hicreleri flasklarda ¢ogaltilip %70-80 oraninda yuzeyi kapladiktan
sonra hucre vasati atilir, 3 mL PBS ile hicreler yikanir. Daha sonra hicrelere 1,5
mL tripsin-EDTA eklenir ve flask 3-4 dakika inkiibatérde bekletilir. inkiibasyon
sonrasinda hucrelerin mikroskobik olarak flask ylzeyinden ayrilip ayrilmadiklari
kontrol edilir. Hucrelerin ylUzeyden ayrildiklari mikroskobik olarak incelendikten
sonra, flaska 3 mL taze besi yeri eklenip hicreler falkon tlipe aktarilarak 3500
rom’de 5 dakika santrifij edilir. Santriflij sonrasinda slpernatant kismi
uzaklastirilir ve tupun dibinde kalan hucre pelleti Uzerine 1 mL taze besi yeri
eklenir ve suspanse edilerek hicre sayimi yapilir. Hicre sayimi igin hucreler tripan
mawvisi ile boyanip thoma laminda sayilir. Bu sayimda mavi boyanmig hucreler 0Olu,

parlak ve boyanmamig hucreler canli hacreleri gostermektedir.

3.3.2 Sitotoksisite Testleri

Hazirlanan nanopartikillerin  hedef siRNA’lar ile etkilesiminden &nce
sitotoksisitelerinin tespiti icin XTT (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfopheny]-2H-
tetrazolium-5-carboxyanilide) testi kullanilimistir. Hucre canlihginin

degerlendiriimesi igin L929 fibroblast hiicreleri (4x103 konsantrasyonlu) kullanilimig
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ve hiicreler 96 kuyucuklu plaklarda kiiltire (30 °C’de, %5 CO2'li etlivde) edilmistir.
Vasati atilan hucreler farkli konsantrasyonda nanopartikil iceren hicre kalttr
vasatl ile inkibe (24 saat) edildikten sonra tim deney gruplan %20 XTT
sollisyonu (1mg/ml, steril PBS) ile 4 saat muamele edilerek formazan kristalleri
olusturmasi saglanmistir. Olusan formazan Grind uygun bir ¢ézlicu ile
¢ozuldukten sonra bu mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri, 450 nm araligindaki
bir dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak hesaplanmistir. XTT testi her

deney grubu ve kontrol grubu igin 6 tekrarli olarak ¢aligiimistir.

MTT Testi

MTT testi, hicre canlihdinin tesbiti i¢in kullanilan testlerden biridir. Antiproliferatif
ajanlarin sitotoksik olup olmadiklari veya sitotoksisite oranlari bu test ile
saptanabilir.

Genel olarak, mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin tetrazolyum boyasini
indUkleme kapasitelerini 6lgmeye dayali kolorometrik bir ydontemdir. Sadece canli
hucreler tarafindan sari renkli tetrazolyum mor renkli formazan kristallerine

donustaralur [162].

Z N @ mitokondriyal N

N_h{*‘ rediitktaz enzimi ’d H
) N r N=—N
r—N
S &
S &

MTT - tetrazolyum (sar) formazan (mor)

Sekil 3-3MTT yapisinda tetrazolyum tuzlarinin formazan kristallerine déndsmesinin
sematik gdsterimi.

Olusan formazan Uranunud ¢6zmek igin genellikle DMSO (Dimethyl sulfoxide),
asitlenmis etanol ¢ozeltisi ya da seyrelmis HCI (Hydocloride acid) igeren SDS

(Sodium dodecyl sulfate) veya izopropanol alkol ¢dzeltisi eklenir. Bu mor renkli
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¢Ozeltinin absorbans degeri, 500-600 nm araligindaki bir dalga boyunda
spektrofotometre  kullanilarak  hesaplanir.  MTT, hucrelerin  aktivitelerini,
proliferasyon ve canliliklarini 6lgmede etkin, hassas, gulvenilir, kantitatif bir

sitotoksisite yontemidir.

ipek protein NPs-siRNA’larin HEp-2 hiicreleri (izerindeki sitotoksik etkilerinin

arastiriimasi

Tez kapsaminda hazirlanan  Albumin-Serisin  (2:1) formulasyonundaki
nanopartikuller larinks kanserinde prognostik belirte¢ olarak tanimlanan kazein
kinaz 2 (CK2), Absent, Small, or Homeotic-Like (ASH2L) ve Siklin D1 genlerine
spesifik sSiRNA molekdllerinin farkli miktarlarinda yiklenmis ve bu sistemlerin HEp-
2 hicreleri Uzerindeki 24 saatlik sitotoksik etkileri aragtiriimigtir. Ayrica s6z konusu
siRNA’lar ticari tasiyici olan HiperFect ile etkilestirilip ve ayni zamanda higbir
tastyici sistem ile etkilestiriimeden direkt olarak hucrelerle muamele edilmigtir.

Asagidaki tabloda hticrelerle etkilestirilen farkli deney gruplari yer almaktadir.

Tablo 3-2. Hicre etkilesimlerine ait galisma plani

CK2 siRNA | ASH2L siRNA | SiklinD1 siRNA

Alb-Ser (2:1) + siRNAT (0,7125 ug) v v v
Alb-Ser (2:1) + siRNA2 (1,425 pg)

Alb-Ser (2:1) + siRNA3 (2,85 g)

Alb-Ser (2:1) + siRNA4 (5,7 ug)

HiperFect + siRNA1 (0,7125 ug)

HiperFect + siRNA2 (1,425 ug)

Hiperfect + siRNA3 (2,85 pg)

HiperFect + siRNA4 (5,7 ug)

siRNA1 (0,7125 pg)

SIRNA2 (1,425 pg)

siRNA3 (2,85 ug)

A RN N N N N NN RN RN
SN N N N N N SR NN
S RN N N N N N SR R NN

siRNA4 (5,7 pg)
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HEp-2 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 5x10* hicre/mL derisimde ekilmistir.
Hucreler 24 saat etlvde inkube edildikten sonra yukarida yer alan tum deney

gruplari ile etkilegtirilmistir.

» Sadece siRNA ile muamele edilecek hticre gruplari igin siRNA’lar son hacim
100 pL besi yerinin icinde 4 farkli derisimde olacak sekilde 20 pM stok
siRNA’dan sirasiyla 2,5, 5, 10 ve 15 ul siRNA (0,7125ug, 1,425ug, 2,85ug,
5,7ug siRNA) alinarak RNAz icermeyen su ve serumsuz besi yeri ile

seyreltilerek hazirlanmistir.

» siRNA-HiperFect ile muamele edilecek hucreler i¢in, serumsuz besiyerinde
farkh miktarlarda hazirlanan siRNA’lara (2.5, 5, 10 ve 20ul = 0,7125ug,
1,425ug, 2,85ug, 5,7ug siRNA) 5 uL tasiyici ilave edilip nazikge pipeta;j
yapiimigtir. siRNA ve tasityicinin komplekslesmesi icin yarim saat oda

sicakliginda bekletilmis ve ¢ozeltiler hicrelere pipetlenmistir.

Alb-Ser-siRNA formdulasyonlari icin Alb:Ser (2:1) nanopartikillerine rutin siRNA
yukleme proseduru uygulanmistir. Bunun igin, 0,027 gr albumin ve 0,013 gr serisin

T’er ml nukleaz-free suda c¢o6zilmis ve bu iki solisyon 30 dk sureyle

karistiriimistir. 1M NaOH ile pH ayarlamasi (pH 9) yapilmistir. Negatif ylke sahip
olan siRNA’larin, negatif yUkli protein nanopartikillere daha ylksek verimde
baglanabilmesi icin partikll ylzeylerinin modifiye edilmesi gerekmistir. Bunu igin
katyonik  yukli bir polimer olan Poli-L-lisin  kullaniimigtir  [158],[159].
Nanopartiktllere ylklenecek olan siRNA farkli konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10 ve
20ul = 0,7125ug, 1,425ug, 2,85ug, 5,7ug siRNA) toplam hacim 500 pl olacak
sekilde %0,1’lik Poli-L-lisin (PLL) solUsyonu ile 2 saat boyunca rotatdrde sabit bir
hizda, mini santrif(j tiplerinde inklbe edilmistir. Diger yandan partikullere, daha
once sunuldugu gibi desolvasyon yontemi baz alinarak, desolvasyon ajani renk
bulaniklagincaya kadar damla damla damlatiimistir. Capraz baglayici olarak %8’lik
gluteraldehit solusyonundan 25 ul damlatiimistir. 2 saat sonra PLL ile inkube
edilen siRNA solusyonlari manyetik karistiricida 600 rpm’de karismakta olan
partikll sUspansiyonunun igerisine damla damla olarak damlatiimigtir ve Uzeri
delinmig aliminyum folya ile kapatiimistir. 24 saat sonunda 14.000 rpm’de 10 dk 3
kez santrifuj edilmis ve her santrifiujde baglanmayan siRNA'lari gidermek amaciyla
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supernatant uzaklastiriimis ve pellet serumsuz besiyeri ile seyreltilerek hucrelere

pipetlenmistir.

» siRNA, Hiperfect-siRNA ve Alb-Ser-siRNA gruplariyla etkilestirilecek
hicrelere serumsuz besiyeri ile hazirlanan oOrneklerden 6nce 90 pL
pipetlenip, etivde 4 saat etkilesim yapilmistir. Bu surenin sonunda ayni
kuyucuklara 10’ar pL serum ilave edilmis ve plaka inklibasyona birakilmigtir.
96’lik plaklar bu andan itibaren 24 saat olmak tzere 37°C, %5 CO2'li etiivde

inkUibe edilmig ve surelerin sonunda MTT testi uygulanmigtir.

inkiibasyon siirelerinin sonunda plaktaki vasat atiimis ve kuyucuklara 100 uL taze
vasat ve 13 yL MTT c¢ozeltisi (5 mg/mL, PBS ile seyreltiimistir) pipetlenmistir.
Plaklar 4 saat karanlikta, etivde inktube edildikten sonra kuyucuklardaki vasat ve
MTT c¢ozeltisi dikkatlice alinmis ve kuyucuklara 100 uL HCI igeren izopropanol
¢Ozeltisi pipetlenmistir. 30 dakika oda sicakhginda, karanlikta bekletildikten sonra

plaklar 570 nm’de Mikro plate okuyucuda okutulmustur.

Yapilan MTT testinde, 96 kuyucuklu plaklarin ilk sUtunundaki sekiz kuyucuk
kontrol ¢calismasi olarak kullaniimigtir ve hucreler besi yerinin haricinde herhangi
bir aktif ajan ile muamele edilmemistir. Diger tim gruplar sekiz tekrarli olarak
calisilmigtir. Kontrol plagindan alinan absorbanslarin ortalamasi %100 kabul
edilmis olup, test kuyucuklarindan alinan absorbanslarin ortalamalar ile

kiyaslanmistir. Elde edilen sonuglar agagida verilmistir.

3.3.3 xCELLingence Gergek Zamanl Hiicre Proliferasyon Analizi

XxCELLingence® RTCA MP cihazi, elektriksel empedans teknolojisi ile her bir
kuyucuk icindeki iyonik konsantrasyon ve hucrelerin elektrodlara baglanip
baglanmadigina dayanarak 6lgum yapan, hicre bazli mikroelektronik biyosensor
sistemidir. Hlcre canlihgi, hiicre sayisi, hiicre morfolojisi ve yapisma derecesinin
tumu elektrod empedansini etkiler. Hicre proliferasyonunu ve morfoloji degisimini,
isaretci kullanmadan saptama, fizyolojik temas gerektirmeksizin gergcek zamanli
izleme ile otomatik Olgimler yapabilme, yuksek duyarlilik ve dogrulukta

gorunttleme igin kullanilan bir sistemdir. Geleneksel hicre tabanl testlerin zaman,
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¢ozuculu boyalarla etkilesimi ve is gucu yogunlugunu ortadan kaldirarak buyuk
Olclde verimlilik saglamaktadir. Sistemin merkezi, 6zel Uretilmis 96 kuyucuklu
plakalarin (E-plaka 96) alt kisminda entegre edilmis mikroelektronik hiicre sensori
dizisidir. Bu sensor; elektrodlarin elektronik empedansinin oOlgulmesi, elektrodlar
uzerindeki degisikliklerin saptanmasi ve izlenmesini saglar. Birimsiz olarak ifade
edilen hicre indeksi (cell index; CI); hicre durumunu gosteren elektrik
empedansindaki goreceli degisikligin olgulmesi icin kullanilir. Hucre indeksinin
artis1 ve azaligina bagl olarak sistemin elde ettigi veriler, cihazin kullanici dostu

yazilimi ile otomatik olarak grafiksel ve sayisal anlamda degerlendirilir.

Yontemin _Uygulanisi: Hucreler, acgiklamalar kismindaki gibi plakaya ekildikten

sonra literatirde “hlcre indeksi” olarak gecen birimsiz ifadenin uygun dizeye
gelmesi icin inklbasyona birakilmistir. Hicre indeksi uygun degere (~2.5)
ulastiginda hicrelere test numuneleri uygulanmistir. (Uygun hiicre indeks zamani
icin Eskisehir Anadolu Universitesi AUBIBAM merkezinde &nceden calisiimis
hlcrelerin ikiye katlanma sayilari baz alinmaktadir. Analizlerde test numunelerinin
uygulama baslangi¢ suresi i¢in bir hicre indeksi belirlenir ve bu degere ulagildigi
an test numunelerinin uygulanmasi icin baslangi¢ saati olarak belirlenir. Ancak
analiz isteginde bulunan kigilerin istegi ve sorumlulugunda sonuglarda gorinen
hiucre indeks degeri baglangi¢c saati icin kullaniimigtir. Baglangi¢ hucre indeks
degeri ~2.5'tir.)

Hucrelere analiz numune ve konsantrasyonlari asagidaki sekilde uygulanmistir:

- 200 pLl’lik besiyeri (serum ve antibiyotik iceren besiyeri) Uzerinden e-plaka
tabanina temas etmeden 150 uL besiyeri ¢ekilmistir (minimum miktar plaka
tabaninda birakiimistir). Onceden analizi isteyen kisilerce hesaplanarak
besiyeri icinde hazir halde elden uygun kosullarda getirilmis test numunelerinin
farkli konsantrasyonlari 150 uL besiyeri (serum ve antibiyotik icermeyen)
icerisinde olacak sekilde tarafimizdan plakadaki hiicrelere uygulanmigtir.

Hicrelere kontrol gruplari asagidaki sekilde uygulanmistir:

- Normal kontrol: Uygun besiyeri + Hicre
- Besiyeri kontrol (kor): Hicresiz uygun besiyeri
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Test numunelerinin uygulanmasi ve veri degerlendirilmesi:

- Sisteme hucre ekiminden 6nce besiyeri ile doldurulmus e-plaka yerlestirilerek

kor okuma yaptiriimistir. Plakada hata gézlemlenmedigi igin plaka gikartilarak

hacreler ekilmis ve bir stre hucrelerin e-plaka tabanina yerlesmeleri beklenmis

ve ardindan analiz baslatilmigtir.

- Sistem, her saat basi veri alacak sekilde otomatik programlanmigtir.

- Analiz n=4 tekrarli veriler hesaplanarak sonuglar elde edilmigtir. Analiz

degerlendirmesi gergeklestirilirken test numunelerinin verileri arasindan
herhangi bir kuyu verisi (sapma degeri) ¢ikartiimamistir.
- Test numunelerinin plakadaki son konsantrasyonlari ve kiyaslama igin de

kontrol gruplari asagida Tablo 3-3’de gosterildigi gibi plakalara uygulanmistir:

Tablo 3-3. HEp-2 hicreleri Gzerine uygulanan test maddeleri, konsantrasyonlari ve kontrol

gruplari
Sira | Test numunesi (uM SiRNA) | Sira | Test numunesi (uM SiRNA)
1 ASHL2 (NP*) 0,14 11 | ASHL2 (Naked**) 0,14
2 ASHL2 (NP) 0,28 12 | ASHL2 (Naked) 0,28
3 ASHL2 (NP) 0,56 13 | ASHL2 (Naked) 0,56
4 CSKN (NP) 0,14 14 | CSKN (Naked) 0,14
5 CSKN (NP) 0,28 15 | CSKN (Naked) 0,28
6 CSKN (NP) 0,56 16 | CSKN (Naked) 0,56
7 CD1 (NP) 0,14 17 | CD1 (Naked) 0,14
8 CD1 (NP) 0,28 18 | CD1 (Naked) 0,28
9 CD1 (NP) 0,56 19 | CD1 (Naked) 0,56
10 Hiicreli Normal 0 20 Hucresiz ) Besiyeri 0
Kontrol Kontrol (Kor)

*NP: Nanopartikllli test numunesi / **Naked: Nanopartikil igermeyen test numunesi

3.3.4 Real time PCR Analizi

Hedef genlerin hucrelere verilen siRNA ile inhibe edildigini gostermek amaciyla
Real Time RT-PCR analizi yapilmigtir. Bu amagla 6nce Hep-2 larinks kanseri

hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara 1.25 x 10° hiicre/mL olacak sekilde ekilmistir. 24
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saatlik inkiibasyonun ardindan hucreler gesitli deney gruplari ile 48 saat muamele
edilmistir. (ipek protein nanopartikil-siRNA formilasyonunun, HiperFect-siRNA
siteminin ve siRNA’larin hazirlama proseduru ve tim deney gruplarinin hicrelere
transfeksiyonu MTT analizinde detayli olarak anlatilmigtir). Ardindan tim
kuyucuklardaki hucrelerden total RNA izolasyonu yapilmistir.

RNA izolasyonu: Her bir deney grubuyla 48 saat inkibe edilen kanser

hucrelerinden RNA izolasyonu yapmak icin asagidaki RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Almanya) protokolu takip edilmistir.

» Kuyucuklardaki hiicre suspansiyonlart 15 mL’lik falkon tiplerine alinmig, 3500
rom’de 5 dakika santriflij edilmis ve siipernatantlar uzaklastiriimigtir. Uzerine
350 pl lizis ¢ozeltisi olan Buffer RLT ilave edilmig ve 30 saniye boyunca
vortekslenmistir. Ayni sekilde kuyucuklarin tabaninda yapismis halde olan
hicrelerin Uzerine de 600 pl (daha yodun hicre oldugu igin) lizis ¢ozeltisi

eklenmig ve plaka asagi yukari hareket ettirilmistir.

» Lizat ¢ozeltileri, gDNA ayirici kolonlara aktariimis ve 30 saniye 12000 rpm’de
santriflj edilmistir. Bir sonraki adim igin ayirici kolonlar atiimis ve kolondan

asaglya gelen sivi ile devam edilmigtir.

» S0z konusu sivinin Uzerine 600 pl % 70’lik etanol ilave edilip iyi bir sekilde

pipetaj yapilmistir.

» Elde edilen ¢ozeltiler, RNeasy kolonlarina aktarilmis ve 15 saniye 9800

rpm’de santrifuj edilmis ve asagiya gelen sivi atilmigtir.

» Kolona 700 pl Buffer RW1 eklenmis ve 15 saniye 9800 rpm’de santrifuj

edilmis ve asagiya gelen sivi tekrar atilmistir.

» Bu kez kolona 500 ul Buffer RPE eklenmis ve 15 saniye 9800 rpom’de santrifu;

edilmis ve asagiya gelen sivi atilmigtir.

» Kolona 500 ul Buffer RPE eklenmis ve bu kez 2 dakika 10200 rpm’de santrifu;

edilmis ve asagiya gelen sivi atilmigtir.
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» Kolon yeni bir tipe aktariimis ve bos halde 1 dakika boyunca 10200 rpm’de

santrifij edilmis ve asagiya gelen sivi atilmistir.
» Kolon yeni bir 1.5 mL’lik tipe aktariimis ve 40 ul RNase-free su direkt olarak
kolona aktarilip 1 dakika 10200 rpm’de santriflij edilmistir. Asagiya gelen sivi

total RNA ¢ozeltisidir.

cDNA Sentezi: Her bir gruptan izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlemek igin

asagidaki RT? HT First Strand Kit (Qiagen, Almanya) protokol( takip edilmistir.
Reaksiyonlar PCR kullanimina 6zgu tuplerde gerceklestiriimistir. Tim 6rneklerin
RNA konsantrasyonlarinin esit olmasi gerekmektedir. Bunun igin, tim tuplerdeki
RNA derisimi en kuguk degerdeki RNA konsantrasyonu olacak sekilde uygun
miktardaki RNAz icermeyen su ilave edilerek esitlenmistir. Isi donguleyici (Thermal
Cycler) kullanilarak geri transkripsiyon mekanizmasi kosullari uygulanmis ve
cDNA’lar elde edilmistir.

» RNA konsantrasyonlari esitlenen orneklerden 6 uyl PCR tlplerine alinip,
uzerine 2 ul RNase-free su ilave edilmistir. Ardindan tiplere 6 pl genomik
DNA’y1 uzaklastirma tamponu (Buffer GE2) eklenir.

» Tuplerdeki ¢cozeltiler pipetaj yapilarak karistirilir ve spin down edilerek tuplerin
ceperlerinde kalan sivilarin da toplanmasi saglanir.

» Daha sonra tupler 5 dakika 37 °C’de inkube edilir ve ardindan hizli bir sekilde
buzun Uzerine alinarak 1 dakika boyunca bekletilir.

» Tum tuplere 6 ul geri transkriptaz karisim tamponu (BC4) ilave edilir, pipetaj
yapilir, spin down edildikten sonra tupler c-DNA sentez icin gerekli kosullar
altinda (42 °C’de 60 dk ve 95 °C’de 5 dk) i1sI donguleyiciye birakilir. Ve c-
DNA’lar sentezlenir.

Gen Ekspresyon Analizi: Calisilan gruplarda siRNA ile baskilanan genlerinin

ifadelenmesinin inhibe edildigini géstermek amaciyla galismanin son kismi olan
gen ekspresyon analizi yapiimistir. Hedef genlerin ekspresyon analizleri i¢in bu
genlere spesifik primerler (Qiagen, Almanya) kullaniimistir. Referans gen olarak -
Actin geni secilerek ona 6zgu primerler (Qiagen, Almanya) kullaniimistir. RT-PCR
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cihazi olarak Applied Biosystems ViiA 7 (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilmis ve analiz cihaza 6zgli PCR tlplerinde gercgeklestiriimistir. Analiz
edilecek her bir gen icin Tablo 4’te gosterilen reaksiyon hazirlanmigtir ve Tablo

5'te verilen kosullar kullaniimistir.

Tablo 3-4. Analiz edilecek her bir gen icin hazirlanan reaksiyon ortami

Bilesen Hacim (pL)
SYBR Green Mastermix 12.5
RNAZz icermeyen su 8.3
ROX 0.2
Primer 1.0
cDNA sentez reaksiyonu 3.0
Toplam Hacim 25.0

Tablo 3-5. Kullanilan i1s1 donguleyici igin reaksiyon kosullari

Dongiiler Zaman Sicaklik
1 10 dk 95°C
45 15 sn 95°C
1 dk 60°C

3.3.5 Akis Sitometrisi ile Annexin V-PI analizi

Hedef genleri susturmak Uzere hazirlanan ipek protein nanopartikil-siRNA
formulasyonlarinin, sadece siRNA’larin ve HiperFect-siRNA sistemlerinin HEp-2
hicreleri Gzerindeki 6lim yolaklarinin apoptotik ve/veya nekrotik mi oldugunu
arastirmak igin Annexin-V-Pl analizi yapilmistir. Bunun igin Alexa Fluor® 488
Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (ThermoFisher Scientific, ABD) prosedur
takip edilerek sonuglar Akis Sitometri (BD FACSCanto) cihazinda incelenmisgtir.
> Hep-2 hiicreleri, 24 kuyucuklu plaklara 2,5x10° hiicre /kuyucuk olacak sekilde
ekilmistir. Ertesi gun nanopartikiller ile hedef siRNA’lar etkilestiriimis ve
hazirlanan tim deney gruplari ile hicreler transfekte edilmistir (ipek protein
nanopartikil-siRNA  formuilasyonunun, HiperFect-siRNA  siteminin  ve
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siRNA’larin  hazirlama prosediri ve tum deney gruplarinin htcrelere

transfeksiyonu MTT analizinde detayli olarak anlatiimigtir).

» Hucreler ve deney gruplari muamele edildikten sonra etuvde 48 saat boyunca
etkilesimleri icin inkUbasyona birakilmistir. 48 saat sonra, her bir kuyucukta
bulunan deney grubu tripsin aktivasyonu ile kaldirnlmig, 750 ul PBS
kuyucuklara eklenerek tum hucreleri alacak sekilde yilkama yapilarak her bur

deney grubundaki hucreler buzun tUzerindeki akig sitometri tuplerine alinmigtir.

» Tum tapler 300 g’de 5 dk santriflij edilmis ve stpernatantlari atiimistir.

» Dipte ¢oken hucrelere 100 pl 1X annexin-baglanma tamponu eklenmigtir.

» Buzun Uzerine tupler yerlestirimis ve her bir tipe 5 pl Alexa Fluor® annexin V

boyasindan ve 1 pl Pl (100 ug/mL) boyasindan ilave edilmistir,

» Tuplerdeki hucreler oda sicakliginda karanhkta 15 dakika boyunca inkibe
edilmistir ve ardindan hcreler 300 g’de 5 dk santrifj edilerek stipernatantlari

atilmistir.

» Son olarak tuplerdeki hucrelerin Gzerine 400 ul 1X annexin-baglanma

tamponu ilave edilerek, yavasca pipetaj yapilmistir.

» Buzun Uzerine tupler konarak, Akis sitometri cihazina gidilmis ve analize kadar
tupler buzda bekletilmistir.

3.3.6 istatiksel Analiz

Calismada elde edilen sonuglar ortalama +Standart Sapma (Standart
Deviation=SD) olarak verilmigtir. Deneylerin ka¢ tekrarli ¢alisildigi n degeri ile
goOsterilmisgtir.
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3.4 siRNA yukliu ipek protein nanopartikiillerinin in vivo etkinlik testleri

3.4.1 Fare Ksenogreft Larinks Kanseri Dokusunun Olusturulmasi

Tez kapsaminda 80 adet, yaklagik 6-8 haftalik ve 20 g agirhginda Nude BALB/c
tipi fareler KOBAY DHL A.S.'nin 03.08.2017 tarihli ve 135 protokol no’lu etik kurul
onay! alinarak kullaniimistir. KOBAY DHL A.$.nin standart kurallari geregince
deney suresince fareler aseptik kosullarda ve sabit nem ve sicaklikta
yetigtiriimigtir. In vivo kanser modeli olusturmak icin farelere larinks kanseri hicre
hatti HEp-2 hiicreleri (4x108/150 pl) deri altindan sirt bolgesine enjekte edilmistir.
Her bir hayvana 100mcl (50mcl PBS+50mcl matrigel) solisyonunda slUspanse
edilen 4 milyon hucre enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra farelerde olugmasi
beklenen timoér hacmi (boy x genislik? x 0.5236) kaliper ile haftada iki kez
OlcUlmastur [163]. Tumor hacmi ovallik hesaplamasi asagidaki formule goére

hesaplanmistir [164].

TUmor Hacmi = 41 [ (kisa kenar/2) (uzun kenar/2)?]/ 3

Olusturulan tGmor hacimleri belli bir buyuklige geldiginde hazirlanan o6rnekler
(tablo 6 da gosterilmistir.) PBS’de dilue (100 uL) edildikten sonra farelere
intravendz ve intraperitonal olarak haftada bir kez, 3 hafta boyunca enjekte
edilmigtir. 0., 5., 13., ve 27. gunlerde her bir gruptaki farelerin timor boyutlar
OlcUlmasgtur. Fareler tium gruplarla muamele edildikten sonra 27. gunde

oldurutlecek ve farelerin timorleri alinarak histolojik incelemeleri yapilmigtir [163].

Tablo 3-6. In vivo deney ve kontrol gruplari (NPs: Nanopartikuller)

Grup In vivo deney ve kontrol gruplari Hayvan
No adedi

Ligand ile modifiye edilmemis bos NPs

Ligand ile modifiye edilmis bos NPs

Ligand ile modifiye edilmis CK2 siRNA yukli NPs

Ligand ile modifiye edilmis ASH2L siRNA yUklu NPs

Ligand ile modifiye edilmis ASH2L ve CK2 siRNA yUkli NPs

CK2 siRNA yuKklu ticari tagiyici (HiperFect)

ASH2L siRNA yuKklu ticari tagiyici (HiperFect)

CK2 ve ASH2L siRNA yUklu ticari tasiyici (HiperFect)

PBS

0 Hicbir ajan ile muamele edilmeyen kontrol grubu

2 OO NOO| OB W N =
Q0| OO 00| CO0| 00| OO CO| CO| 00| OO
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3.4.2 Histolojik incelemeler

Uygulamadan sonra fareler servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edilmigtir.
Hayvanlarin timor dokusu, kalp, akciger, karaciger, dalak ve bobrekleri alinmig
ve sivi azot igerisinde dondurulduktan sonra 80 °C’de saklanmistir. Frozen
cihazinda kesit alindiktan sonra ¢ozuldurtlen dokular formalinde fikse edilmis ve
hematoksilen eosin ile dokular boyanarak mikroskop altinda inceleme yapilimistir
[163]. Organ Toksisite ¢alismalari ile TUmor dokusu incelemeleri histolojik olarak
yapilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Uretilen nanopartikiillerin optimizasyonu ve karakterizasyonu

4.1.1 Nanopartikillerin boyut ve ylizey yiiku incelemeleri

Hazirlanan tim partiktllerin optimizasyon ¢alismalari igin farkli desolvasyon ajani,
farkh pH degeri, farkli capraz baglayici oranlari denenmistir. Nanopartikillerin boy-
boy dagilimlari ve yiizey yiki Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) ile
belirlenmistir. Hazirlanan nanopartikuller deionize su ile seyreltilerek yaklagik 1 ml
ornek ¢ozeltisi polistiren kuvet igerisine konulmus, ¢ozelti icerisinden lazer i1s1ginin
gecirilmesi ile partikul boyutu belirlenmistir. Her bir parametre icin boyut ve yuzey

yukU analizleri 3’er tekrarl yapiimigtir.

Desolvasyon Ajaninin Etkisi

Protein  nanopartikillerin ~ kendiliginden olusma (self-asambly) o&zellikleri
desolvasyon ajanlarinin etkisiyle olusturulmaktadir. Desolvasyon ajanlari olarak
etanol ve aseton kullaniimis ve Zeta-Sizerdan elde edilen ortalama partikll
boyutlari ve yuk dagihmlar Tablo 4-1 ve 4-2’de sunulmustur. Bu dogrultuda
Fibroin, Alb-Fib(1:2 w/w), Serisin, Alb-Ser(1:1 w/w) ve Alb-Ser(1:2 w/w) partikulleri
aseton, diger partikuller ise etanol ile en optimum boyutlarina ulagsmistir. Yuzey
yukt dagihmlari incelendiginde ise tum partikuller icin -14mV ile -23mV arasinda

degisen bir yuk dagihmitespit edilmistir.

Tablo 4-1. Desolvasyon ajani olarak aseton kullanilarak olusturulan nanopartikullerin
boyut dagilimlari ve ylzey yuki sonuglari

Partikul Boyut(nm) Zeta(mV) pDI
Albumin 108,7| 106,7| 109,5| -18,9| -18,9| -19,3| 0,214| 0,205| 0,206
Fibroin 456,5| 395,6| 4384 | -14,2| -14,2| -12,8 0,7| 0,491 0,68

Alb-Fib(1:1) 2741 2894 | 227,7| -149]| -150| -144| 0,662| 0,619| 0,587
Alb-Fib(2:1) 161,6| 164,5| 1655| -14,5| -15,2| -16,6| 0,287| 0,307| 0,309
Alb-Fib(1:2) 373,2| 2543| 260,3| -15,6| -14,8| -14,7| 0,538| 0,513| 0,573
Serisin 448,9| 456,6| 460,8| -13,1]| -14,0| -13,1| 0,108| 0,184| 0,196
Alb-Ser(1:1) 123,3| 122,6| 122,1| -14,7| -15,3| -14,9| 0,046| 0,042| 0,052
Alb-Ser(2:1) 214,6| 217,6| 218,3| -179| -16,5| -17,3 0,15| 0,166| 0,155
Alb-Ser(1:2) 273,8| 271,6] 270,2| -22,7| -22,7| -23,4| 0,189] 0,201| 0,192
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Tablo 4-2. Desolvasyon ajani olarak etanol kullanilarak olusturulan nanopartikillerin boyut
dagilimlari ve ylzey yuki sonuglari

Partikul Boyut(nm) Zeta(mV) pDI
Albumin 102,7| 101,4| 99,3|-15,0|-16,0| -151]| 0,149| 0,156| 0,123
Fibroin 369,8 352| 325,1|-13,4|-12,2| -12,0] 0,624| 0,701| 0,715
Alb-Fib(1:1) 325,1| 4604 274|-141]-143| -15,2] 0,595| 0,569| 0,847
Alb-Fib(2:1) 275,9| 534,3| 521,5|-12,0| -11,4| -13,2| 0,758 1 1
Alb-Fib(1:2) 316,9| 527,2| 218,6|-12,3|-11,2| -11,5| 0,948]| 0,893| 0,93
Serisin 528,7| 564,4| 579,9|-15,2|-19.6| -16,6| 0,311 0,278 | 0,249
Alb-Ser(1:1) 218| 219,3| 216,5| -156| -184| -19,5| 0,008 0,002| 0,037
Alb-Ser(2:1) 196,7| 200,9| 196,4| -15,2| -15,0| -18,6| 0,082 0,085| 0,087
Alb-Ser(1:2) 286,4| 291,8| 287,4|-13,0|-12,2| -13,1] 0,054| 0,093| 0,076
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Sekil 4-1 Farkh desolvasyon ajanlari kullanilarak elde edilen protein nanopartikillerin
boyut dagilim grafigi

Bu sonugclar dogrultusunda her bir partikil sentezi icin farkli desolvasyon ajani ile

ilerlenmistir. Alb-Fib drneklerine etanol, Alb-Ser orneklerine ise aseton ile devam
edilmistir.
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pH Etkisi

Proteinlerin izoelektrik noktalari yapilarin kararlihgini etkilemekte ve farkli pH’larda
karakteristik Ozellikleri degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle partikil sentezi
sirasinda desolvasyon ajani eklenmeden once protein solusyonlarinin pH
parametresi 1M NaOH c¢oézeltisi kullanilarak 7 ve 10 arasinda degistirilmistir. pH
parametresinin 7’'den dusUk secilmemesinin sebebi ise 06rnegin alblimin
izoelektirik noktasinin 4.7 civarinda olmasi ve bu seviyeye yaklasildikga protein-
protein etkilesimlerinin artmasina sebep olmasidir. Protein-protein etkilesimleri ise
yapida agregat olusmasina ve daha buyuk partikil boyutlarina sebebiyet
vermektedir [165].

Ancak bu pHdan daha ylksek degerlerde protein molekilleri ile ¢ozicl
molekulleri etkilesimleri arasindaki elektrositatik itme kuvvetleri agregasyonu
azaltmaktadir. Farkh pH’lardaki boyut ve ylik dagilimlari Tablo 4-3'de sunulmustur.
Zeta Sizer sonugclari incelendiginde Albumin, Serisin ve Alb-Ser kombinasyonlu
partikuller pH 9-10 arasinda [165]. Fibroin ve Alb-Fib kombinasyonlu partikuller ise
pH 7’de en iyi boyut dagilimi gosterirmigtir [166].
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Tablo 4-3. Farkli pH’larda olusturulan nanopartikillerin boyut dagihmi ve yuzey yiku

sonuglari
Partikiil pH Boyut(nm) Zeta(mV) pDI
Albumin 7 127,3| 127,4| 126,2| -20,3| -21,2| -20,7| 0,07| 0,065| 0,107
8 115,1| 115,6 114| -16,2| -15,8| -15,4| 0,116| 0,116 | 0,157
9 102,8| 101,8 101| -19,2| -20,1| -20,1| 0,12| 0,116 0,133
10 | 108,6| 107,5 107| -16,8| -17,7| -16,0| 0,121| 0,147 | 0,122
Fibroin 7 456,5| 395,6| 4384 | -14,2| -14,2| -12,8 0,7 0,491| 0,68
8 564| 540| 555| -12,9| -13,3| -14,0| 0,653 | 0,567 | 0,59
9 670, 665| 683| -13,7| -13,7| -13,8| 0,419| 0,262 0,316
10 | 713,7| 996,4| 745,5| -13,9| -15,6| -15,0| 0,882 | 0,695| 0,724
Alb-Fib(1:1) |7 119,8 120| 128,9| -14,9| -14,8| -17,6| 0,162| 0,152| 0,144
8 172,6| 152,8| 220,4| -13,9| -15,3| -15,1| 0,533 | 0,513 | 0,506
9 525,9| 653,5| 441,9| -15,5| -15,6| -15,8| 0,667 | 0,826 | 0,586
10 551| 434,5| 256,2| -14,1| -13,1| 15,8| 0,559 0,463 | 0,399
Alb-Fib(2:1) |7 160,8| 241,3| 273,8| -19,0| -19,0| -17,5| 0,517 | 0,548 | 0,568
8 258,3| 280,1| 289,1| -16,7| -14,8| -19,6| 0,562 | 0,519 0,533
9 543,9| 485,5| 492,4| -13,8| -16,1| -16,3| 0,64| 0,714 | 0,605
10 | 590,2| 599,7| 567,8| -19,9| -15,4| -16,0| 0,559 | 0,523 | 0,394
Alb-Fib(1:2) |7 314,5| 271,1| 279,5| -18,8| -18,4| -18,5| 0,541 | 0,732| 0,691
8 431,3| 397,2| 369,8| -13,6| -15,0| -14,8| 0,563 | 0,531| 0,416
9 325,4| 237,7| 396,4| -11,4| -11,6| -10,6| 0,949 1 1
10 | 512,1| 612,7| 372,7| -14,5| -14,8| -13,9| 0,852| 0,75| 0,747
Serisin 7 540,5| 523| 547,3| -21,8| -21,5| -20,9| 0,379 0,351 | 0,348
8 546,4| 554,5| 524,6| -25,4| -25,1| -25,0| 0,202 | 0,188 0,241
9 448,9| 456,6 | 460,8| -13,1| -14,0| -13,1| 0,108| 0,184 | 0,196
10 | 573,5| 591,7| 644,3| -26,7| -27,9| -27,6| 0,232| 0,205| 0,238
Alb-Ser(1:1) | 7 155,6 | 153,6| 149,2| -16,2| -17,0| -16,1| 0,239| 0,179 0,144
8 140,7| 135,1| 134,5| -13,1| -13,9| -13,9| 0,205| 0,181 0,169
9 128,3| 127,6| 1254| -18,0| -17,6| -18,7| 0,113 | 0,121 0,117
10 | 190,2| 189,5| 186,3| -20,4| -21,3| -20,0| 0,045| 0,023 | 0,038
Alb-Ser(2:1) | 7 123,7| 121,2| 119,5| -16,7| -19,4| 18,5| 0,132| 0,109 0,107
8 120,6 | 120,4 120| -19,5| -19,2| -19,2| 0,141| 0,139| 0,169
9 1179 117, 7| 117,2| -171| -17,6| -15,6| 0,126| 0,131| 0,169
10 | 122,8| 121,6| 121,8| -17,8| -16,6| -17,6| 0,087 | 0,078 | 0,08
Alb-Ser(1:2) | 7 188,4| 187,1| 187,5| -19,9| -19,7| -20,3| 0,064 | 0,043 | 0,088
8 143,5| 144,1| 1476| -16,2| -16,9| -16,7| 0,061 | 0,031 | 0,056
9 141,1| 145,5| 140,3| -14,5| -15,5| -15,4| 0,11] 0,151 0,073
10 | 211,3| 216,9| 214,9| -25,3| -24,4| -24,6| 0,04| 0,018 | 0,054
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Capraz Badglayici Ajanin (%) Etkisi

Capraz baglayici olarak kullanilan Gluteraldehit (G.A) miktari ise %6, %8 ve %10
olarak degistiriimis ve yine boyut analizleri Zeta sizer ile dlgiimustir (n=3) (Tablo
4-4).

Capraz baglayici olarak kullanilan guluteraldehit miktari farkh formulasyonlarda
farkll boyutlar gostermistir (Tablo 4-4, Sekil 4-3). %6 hk G.A. hizh bozunum
sergilerken %10 G.A. ile gapraz baglanan ornelerde toksisite sorunu ile birlikte
salim sorunlari yasanacagi gorulmustur. Bu sebple %8 G.A carpraz baglayici
orani ile calisma devam edilmistir.
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Tablo 4-4. Farkli gapraz baglayici oranlarinda olusturulan nanopartikillerin boyut ve ylizey
yukU sonuglari

Partikul |G.A Boyut(nm) Zeta(mV pDI

Albumin %6 92,5| 92,36| 91,09| -16,6| -176| -17,3| 0,304| 0,295| 0,28
%8 | 108,7| 106,7| 109,5| -18,9| -189| -19,3| 0,214| 0,205| 0,206
%10| 107,3| 107,3| 1054| -23,1| -21,6| -21,7| 0,311| 0,313| 0,311

Fibroin %6 | 590,9| 538,6| 689,4| -141| -14,5| -145| 0,74| 0,688| 0,624
%8 | 456,5| 395,6| 438/4| -14,2| -142| -12,8 0,7/ 0,491 0,68
%10 | 636,8| 505,5| 643,9| -14,3| -13,9 | -13,8| 0,809| 0,681| 0,967

Alb-Fib

(1:1) %6 | 217,5| 1919| 2419| -15;7| -17,3| -17,3| 0,568 | 0,617| 0,601
%8 | 2741| 289,4| 227,7| -149| -150| -144]| 0,662| 0,619| 0,587
%10 | 141,5| 264,5| 170,6| -12,8| -13,4| -13,6| 0,452| 0,438| 0,265

Alb-Fib

(2:1) %6 | 162,4| 172,2| 166,2| -16,3| -16,3| -155| 0,476 0,564 | 0,483
%8 | 161,6| 164,5| 1655| -14,5| -152| -16,6| 0,287| 0,307 0,309
%10 | 129,6| 142,3 157| -16,9| -174| -17,0| 0,385| 0,416 0,379

Alb-Fib

(1:2) %6 | 289,8 219| 281,9| -16,5| -17,4| -16,9| 0,423| 0,553 | 0,564
%8 | 373,2| 254,3| 260,3| -15,6| -14,8| -14,7| 0,538| 0,513| 0,573
%10 | 857,2| 928,1| 907,8| -17,7| -179| -17,5| 0,695| 0,852| 0,807

Serisin %6 347 | 362,6| 407,5| -170| -17,7| -16,3| 0,325| 0,262| 0,228
%8 | 448,9| 456,6| 460,8| -13,1| -14,0| -13,1| 0,108 0,184| 0,196
%10 | 484,2| 516,3| 529,6| -20,6| -229| -22,1| 0,305| 0,283 | 0,321

Alb-Ser

(1:1) %6 | 188,3 195| 193,4| -204| -21,5| -17,7| 0,003| 0,002| 0,009
%8 | 123,3| 122,6| 122,1| -14,7| -153| -14,9| 0,046| 0,042| 0,052
%10 130| 130,4| 128,9| -14,0| -13,7| -13,7| 0,042| 0,062 | 0,064

Alb-Ser

(2:1) %6 | 149,1| 150,5| 1511| -16,1| -17,7| -16,8| 0,031| 0,002 | 0,044
%8 | 116,6| 1199 117,7| -148| -16,2| -16,4| 0,063| 0,086| 0,072
%10 | 2146| 217,6| 218,3| -179| -16,5| -17,3| 0,15] 0,166 0,155

Alb-Ser

(1:2) %6 | 227,9| 228,1| 230,4| -26,0| -254| -25,7| 0,004| 0,026| 0,04
%8 | 273,8| 271,6| 270,2| -22,7| -22,;7| -23,4| 0,189| 0,201| 0,192
%10 198| 198,9| 196,3| -27,0] -26,6| -26,2| 0,052| 0,035| 0,002
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Sekil 4-3 Farkli gapraz baglayici oranlarinda sentezlenen nanopartiktllerin boyut dagihmi
grafigi

4.1.2 Morfolojik Analizler

Olusturulan nanopartikullerin - morfolojik  6zelliklerinin  belirlenmesi amaciyla
taramali elektron mikroskobu (SEM) tekniginden yararlaniimistir. Elde edilen SEM
goruntuleri, partiktllerin ylzey yapisinin yani sira kesit yapisinin da incelemesine

imkan vermistir.

Hazirlanan nanopartikullerin SEM gorintileri incelendiginde, zeta sizer ile elde
edilen boyutlar ile kiyaslandijinda daha kuguk partikil boyutlari gozlenmigtir.
Bunun nedeni Zeta sizer dlgumlerinin sivi ortamda belirlendigi, SEM igin ise
kurutularak analizinden kaynaklanmaktadir. iki sonug arasindaki en biylk farkin
goruldugu fibroin nanopartikiller yapisi itibari ile sisme 06zelliginin baskin
olmasindandir. SEM incelemesinde en iyi partikil yapilarinin; albamin, serisin ve

albumin-serisin formulasyonlu nanopartikllleri olarak tespit edilmigstir (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4 Taramali elektron mikroskobu (SEM) goruntuleri a) albimin Np b) fibroin Np c)
albumin/fibroin (1:1) Np d) albimin/fibroin (2:1) Np e) albamin/fibroin (1:2) Np f) Serisin
Np g) albumin/serisin (1:1) Np h) albumin/serisin (2:1) Np 1) albumin/serisin (1:2) Np

4.1.3 Nanopartikullerin fizikokimyasal karakterizasyonlari

FTIR Analizi

Nanopartikullerin sahip olduklari kimyasal vyapilari belirlemek igin Fourier
Transform infrared Spektroskopisi (FTIR) (Nicolet iS10, ABD) ile molekiiler bag
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen FTIR spektrumlari degerlendirilmis, test
edilen o6rneklerin icerdikleri fonksiyonel gruplar ve yapidaki baglarin durumu
belirlenerek planlanan kimyasal yapiya ulasip ulagsmadigi incelenmisgtir.
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Sekil 4-5 Albumin nanopartikillerin FT-IR spektrumu

Sekil 4-5'deki albumin nanopartikillerinin FT-IR spektrumunda 3289 cm-'de
gorilen pik NH gerilme pikidir. Amin-amid gruplari 3300-3500 cm' arasinda orta
siddetli pikler vermektedir. 1640cm-"deki pik C=0 gerilemesine ait ve amid-|
bantlarinda gorilen pike karsilik gelmektedir. 1600-1400cm™' arasinda bulunan
pikler aromatik yapilara ya da NO2 ye ait piklerdir. Protein ve polipeptitlerin
karakteristik yapilarinda amid-l ve amid-Il bantlari mevcuttur ve bu iki bant 6rnekte

gOrulmektedir.
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Sekil 4-6 Fibroin nanopartikillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 4-6'da gorilen Fibroin nanopartikillerin FT-IR spectrumundaki 1620 cm?
deki pik amide-I'e, 1520 cm-"deki amid-Il ye ve 1235 cm-"deki pik ise amid-Ill e
aittir. 3280 cm""deki pik N-H bagindan gelen gerilme pikidir. Buna goére yapida

fibroinin karakteristik pikleri tespit edilmistir.

105.3 (24 haziran eda)
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Sekil 4-7 Alb-Fib (1:1) nanopartikillerin FT-IR spektrumu

Albumin ve fibroin nanopartikillerin FT-IR spektrumlarina (Sekil 4-7) bakilarak alb-
fib (1:1 w/w) nanopartikillerin spektrumlari karsilastirdigimda 1621 cm"deki
bandin 1626 cm""ye, 1235 cm-" teki pikin ise 1245 cm-"e ve 3282 cm-"deki pikin

3280 cm"e kaymasi albumin ve fibroinin etkilestigi sonucunu getirmistir.
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5.4 (24 haziran eda)
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Sekil 4-8 Alb-Fib (2:1) nanopartikullerin FT-IR spektrum

1600-400 cm-' araligindaki piklerin ortalama 10-13 cm' kaydi§i gézlemlenmistir.
Bunun nedeni albimine baglanmanin daha etkili olmasi olarak yorumlanmistir
(Sekil 4-8).
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Sekil 4-9 Alb-Fib (1:2) nanopartikillerin FT-IR spektrumu
Farkli kombinasyonlardaki albimin- fibroin (1:1, 1:2, 2:1 w/w) nanopartikillerde

gorulen bant kaymalari gogunlukla amid-1 bolgesinde gozlenlemistir. En siddetli
pik ise alb-fib (2:1 w/w) oranli nanopartiklllerde gézlenmisgtir.
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10516 (24 haziran eda)
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Sekil 4-10 Serisin nanopartikillerin FT-IR spektrumu

Proteinlere 6zgu karakteristik titresim bantlari 1630 cm™'-1650 cm™' arasinda
amid-l bantlaridir ve C-O gerilmesinden kaynakl olarak meydana gelmektedir.
Yapida da 1643 cm-deki pik amid-I'e aittir. 1540 cm'-1510 cm™' civari pikler
amid-ll gurubu olarak adlandirilir ve yine proteinlere 6zgu N-H gerilimlerinden
kaynakli karakteristik piklerdir. Gorllen pik C-N yada N-H fonksiyonel gruplarindan
amid-lll bantlarinda gézlenir (Sekil 4-10).

105:7 (24 haziran eda)
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Sekil 4-11 Alb-Ser (1:1) nanopartikullerin FT-IR spektrumu
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Serisin nanopartikullerin spectrumlarindan farkli olarak Alb-ser (1:1) partiktllerinde
pikler ortalama 10 cm-! kaymalar gértlmustir. Bu dogrultuda albumin ile serisin

proteinlerin etkileserek partikul olusturduklari gézlenmistir (Sekil 4-11).
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Sekil 4-12 Alb-Ser (2:1) nanopartikillerin FT-IR spektrum

1650 cm™' civarindaki pik amide-l bandina aittir. C=0 bag: gerilme titresimden
kaynakli peptid baglari bu bdlgede pik vermektedir. Benzer seklide 1520 cm-! deki
pik N-H bikulme ve C-N gerilme titresimine ve 1240 cm™' civarindaki bant ise C-
N gerilme ve N-H bukulme titresiminden kaynakh amide-l ve amide-Il bandidir.
3300 cm yakinlarindaki pik ise N-H gerilmesi ve 1450 cm™" deki pikler ise protein
zincirlerindeki COO- a ait piklerdir. 1662 cm' deki pik albumin—serisin
baglanmasi sebebi ile beta karbonlarinin donmesinden dolay! ortaya ¢ikmigtir
(Sekil 4-12).
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Sekil 4-13 Alb-Ser (1:2) nanopartikillerin FT-IR spektrumu

Albumin-Serisin nanopartikillerinin (1:1 w/w) ve (1:2 w/w) arasindaki fark 3 cmile
5 cm™ arasi bir kaymasi olarak gézlenmistir (Sekil 4-13). Bu veri dogrultusunda
nanopartikil sentezi sirasinda yapiya fazla eklenen serisin yapiya daha az

katildigi sonucunu gikartmaktadir.

Partikullere HA ligandinin baglanmasinin tayini ise yine FTIR ile yapiimigtir. Farkli
tamponlar ile yapilan baglama c¢alismalarinin FTIR sonuglari Sekil 4-14, 4-15, 4-

16, ve 4-17'de karsilastirmal olarak sunulmstur.
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Sekil 4-14 Hyaluronik asit (HA) FTIR spektrumu
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HA’ya ait FTIR spektrumu (Sekil 4-14) incelendiginde 3295’'deki yayvan ve genis
pik O-Ha , 1600’daki keskin pik Amit —I bandina, alfa helix yapi igindeki N-H
gerilmesi oldugu dusunulmektedir. 1500’deki pik ise karboksil grubuna ait olan
piktir. 1500-1400 gibi pikler ise aromatik zincire; 1020 cm"deki pik ise C-O

gerilmesine ait piktir.
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Sekil 4-15 Karbonat tamponunda hazirlanan HA-Alb-Ser(2:1) Np’lerin FTIR spektrumu

Sekil 4-15’e bakildiginda 3289’daki pik; alifatik primer aminden gelen N-H
gerilmesine ait orta siddette bir piktir. 2900’lerdeki pik yine amin tuzlarindan
kaynaklidir. Sekilde goruldugu tzere 1600’deki pik birincil aminden gelen C=0 piki
siddetli bir sekilde c¢ikarmaktadir. 1440’taki pik karboksilden gelen O-H
gerilmesinin oldugu dusunulmektedir. 1300’lerdeki pik aromatik gruplardan gelir ve
genelde C-O bagina karsihk gelmektedir. 820'deki pik 1,2,4 trisubstie C-O

gerilmesine aittir. Karbonatin (CO-3) dimeri 810-820 arasinda pik vermektedir.
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Sekil 4-16 Borat tamponunda hazirlanan HA-Alb-Ser(2:1) Np’lerin FTIR spektrumu
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Sekil 4-17 Hyaluronik asit, karbonate ve borat tamponunda hazirlanan nanopartikillerin
cakisik FTIR spektrumu (en soldan yukardan asagi sirasiyla; karbonat tamponunda
hazirlanan HA-AIb-Ser(2:1) Np, Hyaluronik asit, Borat tamponunda hazirlanan HA-Alb-
Ser(2:1) Np)

Borat tamponunda baglanan HA-Np ile karbonat tamponunda baglanan HA-Np
arasinda ¢ok 6nemli bir fark gézlenmezken karbonat tamponunda hazirlanan
érneklerde HA piki daha siddetli gériimastir. iki tamponda da HA baglanmasi
mevcuttur.1400’teki piklerin Ggla ayrimi (1500-1300 arasi) B-O asimetrik egilmesi

daha zayif bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Yani karbonat tamponlu ortamda ayriima
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daha net gorunmustir. Bu sebeple bundan sonraki HA ligandinin baglanmasi

karbonat tamponunda surduralmuagtar.

NMR Analizi

Hazirlanan karisim nanopartikulerinin yapisal Ozelliklerini belirlemek igcin NMR
yontemi kullaniimistir. Kullanilan malzemelerin organik yapilar olmasi sebebiyle
tercih edilen bu yontem ile karisim yapilarinin olugturuldugu ispatlanmigtir. Ancak
kullanilan her U¢ malzemenin de protein yapida olmasi ve kimyasal olarak benzer

yapilara sahip olmasi yorumlamalarda dikkate alinmigtir.

Orneklerimiz igin TH NMR spektrumlari JNM-ECZ500R/S1 cihazinda 500 MHz te
herhangi bir solvent olmadan 3,2 mm c¢apli tupler iginde 32 tarama ile 310-313
K’da, durulma zamani 5ms, 13C-NMR datalari yine ayni cihazda alb-fib (1:1 ve 2:1
w/w) igin sirasi ile 880 ve 904’de diger ornekler igin ise 1024°de tarama yapilimistir.

Taramalar ile herhangi bir solvent olmadan 3,2 mm ¢apl tlpler iginde alinmigtir.

Toplam kan serumunun yaklasik %601 albuminden olusur ve 66.5 kDa
agirhgidadir. NMR methodu ¢6zucl igindeki protein yapilarini tanimlamada
oldukga etkili bir yontemdir. Fakat agirligi 15 kDa tan buyuk protein molekullerinin
analizlerinde sorunlar c¢iktig1 icin kati NMR uygulmasina gidilmis ve Ornekler

herhangi bir ¢ézlcude ¢dzinmeden analiz edilmigtir.
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Sekil 4-18 Albumin nanopartikillerin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari

Albumin nanopartikillerin H-NMR’indaki yaklasik 7 ppm civarinda goérulen keskin pik
(Sekil 4-18a )alifatik bolgeye aittir. Ayni drnedin C-NMR sonuglarina baktigimizda,
22,27,32 ppm’de gorulen birlesik pik N-terminalleri amino gruplarindan kaynakli
60-220 ppm’dekiler ise karakteristik amide bandlari, 130’daki C-N terminaleri
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arasindaki ikili katlanmis bolgeye ait oldugu dusunulmekte olup 200-150 ppm
arasi C=0 bolgesini karakterize etmektedir (Sekil 4-18).
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Sekil 4-19 Fibroin nanopartikillerin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari

Fibroin nanopartikullerin H-NMR sonuglarinda 3.1 deki pik (Sekil 4-19a ), c-alfa ve
c-beta’nin etkilesiminden kaynakh olarak yapidaki CHz2 ye bagh F, Cl, OH yada
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aromatik yapilardan gelir. Bu da biyomolekullerde triosinden gelen piktir. 19
ppm’de omuzlu yapidaki pik ise R-COOH gruplarindan gelmektedir. Normalde 12
ppm civarinda iken kimyasal kaymaya ugradigindan 19a c¢ikmis olabilecegi
dusunulmektedir. Kimyasal kayma; molekul i¢i etkenler yada molekuller arasi
etkenler ( H bagi, asitlik, hibritlesme, sicaklik) sebebi ile proton etrafindaki
elektron yogunlugu degistiginde ortaya c¢ikmaktadir. Fibroinin yapisinda Gly, L-
Ala, L-Ser, L-T~, ve L-Val vardir. 23 ppm’e badli olarak 19 ppm de gdrilen
omuzlu yapi fibroin igcinde bulunan L- alanine ait olabilecegi diustnutlmektedir. 45
ppm’deki glisinin C alfasina , 170 ppm de gérdugumuz pik C=0 baglarina (tim
bilesenler igin) , 58 ppm de ki pik L-serisinin alfa karbonuna ait, 6rnegin 172 deki

pik ala-gly-ser sekansindaki glisinin C=0 c¢ift bagindan gelmektedir (Sekil 4-19).
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Sekil 4-20 Alb-fib (1:1 w/w) partikillerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari
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Sekil 4-21 Alb-fib (2:1 w/w) partikiillerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari
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Sekil 4-22 Alb-fib (1:2 w/w) partikdllerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari

Proton NMR sonuglarinda ise Alb-Fib nanopartikilleri (1:1, 2:1, 1:2 w/w) (Sekil 4-
20, 4-21, 4-22) ornekleri birlikte degerlendirildiginde 1:2 oranindaki drnegin daha

keskin ve yuksek ¢Ozunurlikte pik verdigini gorulmesine ragmen 2:1 oraninin

base line daha duzgun ve pik siddeti 1:1 oranina kiyasla oldukga ylksek
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gOrulmustir. 2:1 oranh 6rnek icin 7 ppm’deki pik albuminden kaynakli bir pik iken
3 ppm ve 20 ppm’deki pikler fibroinden gelmektedir. Farkli oranlarda etkilesime
sokulan albimin ve fibroin &rnekleri birlikte degerelendirildiklerinde C-NMR
sonucuna gore en keskin ve net pikler Alb-Fib (2:1 w/w) oraninda ki érnekte

gozlenmisgtir.
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Sekil 4-23 Serisin partikullerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari
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Serisin nanopartikillerin H-NMR spektrumunda (Sekil 4-23 a) aromatik yapiya ait
olan protonlar 3.292 ppm’de singlet olarak goézlenmigtir. 6.098 ppm alifatik
karbona ait pik olarak go6zlenmigti. C-NMR spektrumunda ise 0-45 ppm
arasindaki pikler CHs grubuna ait olmakla birlikte 20-45 arasi karbona bagli amin
gruplarina aittir. 220-223 ppm arasi C=0 bdlgesidir. 173 ve 174 ppm deki pik

protein yapilarinda bulunan gly’nin C=0 bagindan gelmektedir.
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Sekil 4-24 Alb-Ser(1:1 w/w) partikullerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari

Alb-ser (1:1) nanopartikillerinin H-NMR’indaki 6.9 ppm yine alifatik karbon olarak
yorumlanmistir. C-NMR’da 2ise 7,32ppm’de gorilen birlesik pik karbona bagl azot
gruplarindan kaynakli 64-54 ppm ve —224 ppm’dekiler ise protein yapilarinin
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karakteristik amitbandlari, 129 ppm’daki C-N terminaleri arasindaki ikili katlanmis

bdlgeye ait olarak yorumlanmistir.
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Sekil 4-25 Alb-Ser(2:1 w/w) partikillerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari
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Alb-Ser (2:1) nanopartikillerinin H-NMR’ina bakildiginda 4-12 ppm arasindaki
genig bir band veren pikin 6rnegin ¢ok yogun olmasindan kaynakli oldugu
dusinilmektedir. Ornegin  C-NMR’inda ise 55-70 arasi karakteristik amid
bandlarina ait, 115 ppm histidine ait N’a aittir. Oksijen bagl ligandlar bu bdlgede
pik vermektedirler. Alkaline fosfat gruplari da 114-130 ppm de pik verebilmektedir.
224 ve 227 ppm’deki pikler protein yapilarinin karakteristik amitbandlari olarak
g6zlenmektedir (Sekil 4-25).
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Sekil 4-26 Alb-Ser(1:2 w/w) partikullerinin a)1H-NMR ve b) 13C-NMR Spektrumlari

Alb-ser (1:2 w/w) nanopratikullerinin H-NMR’ina bakildiginda 2ppm’deki pikler
serisinin karakteristik yapisina ait olan piklerdir. C-NMR’larinda iki molekulun
baglanmasindan dolayr kimyasal kaymalar goértlmekle birlikte proteinlere ait
karakteristik amid ve C=0 baglari gdézlemlenmektedir (Sekil 4-26).

77



DSC-TGA Analizi

Termal yontemler, sicaklik ile bir yapinin kutle, reaksiyon hizi veya hacim gibi bazi
Ozellikleri arasindaki dinamik iligkinin incelenmesini saglamaktadir. Olusturulan
nanopartikillerin 2 farkli protein yapisini da ihtiva ettigini gésterebilmek igcin DSC-
TGA analizi yapilmigtir. Larinks kanserinde kullaniimak Uzere en etkili tedaviyi
sunacak nanopartikile ulasmak igin alblimin-serisin 6rnekleri farkh oranlarda
karistiriimis, hazirlanan partikillerin DSC-TGA analizleri TA marka SDTQ600

serisi termal analiz cihazinda yapilmistir.

Farkli oranlarda blend yapilarak hazirlanan nanopartikillerin DSC sonuglarina
bakildiginda sadece serisin iceren nanopartikullerin daha dusuk yaklagik 210
0C’de erime gozlenirken sadece albumin igeren nanopartikillerin ise yaklasik 230
0C’de bir erime gostermistir (Sekil 4-27). Entalpileri karsilastirildiginda serisinin
bozunma stabilitesinin albuminden fazla oldugu ve blend nanopartikillerde serisin
miktarina bagl olarak dogru oranti gosterdigi gorulmustur. Yapilan bu ¢aligmalar
neticesinde blend hazirlanan nanopartikullerde 2 proteinin de yapida bulundugu

gOsterilmigtir.
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Sekil 4-27 Farkl konsantrasyonlardaki protein nanopartikillerin mukayeseli DSC
sonuglari
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Sekil 4-28 Albumin Nanopartikullerin DSC-TGA Grafigi

Sekil 4-28’de sunulan grafik albumin 6rnegine ait DSC (mavi) ve TGA (yesil)
egrilerini gostermektedir. Azot atmosferinde alimina pan kullanilarak 30 °C
sicaklik ile analize baslanmis dakikada 10 °C artis ile 450 °C ye kadar analiz
devam etmigtir. Albumin Ornegi icin analizde kullanilan 6rnek miktari 1.344 mg
olarak tartiimistir. Grafikte gorildigu Gzere ilk kitle kaybi 54 °C civarinda ve
yaklasik %2 oranindadir. Albimin yapisi geredi 50 °C (izerine isitildiginda
hidrofobik kimelenmeler baslar. Termogramda da bu durum agik¢a gorulmektedir.
Endotermik etki 240 °C ye kadar devam etmis ve kitle bu aralikta sabit kalmistir.
AlbUmin 6rnegdinin toplam bozunmasi dért asamada olmustur. 240 °C den 330 °C
ye kadar bozunma endotermik olarak devam etmis 330 °C den sonra da bozunma
devam etmis fakat termal etki azalmistir. 450 °C de o6rnegin yaklasik %25'i

bozunmadan kalmistir. Isi kapasitesi asagidaki formul kullanilarak hesaplanmigtir.

_ EQ

RM

Burada M; 6rnegin kitlesi, E;DSC kalibrasyon faktorl, Q; Isi akisl, R; dakikadaki
Is1 artisidir [167]. Bu formule gore albumin igin yapilan 1si kapasitesi Cp degerleri
Sekil 4-29 ve Tablo 4-5’de sunulmustur.
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Sekil 4-29 Albumin Nanopartikillerin Cp Deger Grafigi
Tablo 4-5. Albumin Nanopartikillerin Cp Degerleri
. Bozunma Basamaklari
Ornek Karakteristik
degisiklikler 1 2 3 4
Albumin | ik sicaklik 54 °C 228 °C 290 °C 335°C
Son sicaklik 58 °C 241 °C 315°C 450 0C
Kutle degisikligi | %4 %50 %53 %75
Cp Degeri 0.04311 W/g°C | 0.0418 W/g°C | 0.02822 W/g°C
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Sekil 4-30 Serisin Nanopartikillerin DSC-TGA Grafig

Sekil 4-30 incelendiginde Serisin 6rnegi icin; 0.4170 mg numune tartiimis ve
albumin ile ayni sartlarda analiz edilmistir. Serisinin termogramina DSC (mavi) ve
TGA (yesil) grafiklerine baktigimizda 209 °C ve 319 °C de iki tane endotermik pik
gbrilmektedir. Ilk pik amorf yapinin bozunmasina ikinci pik ise kristalin yapinin
bozunmasina karsilik gelmektedir. ilk kiitle kaybi 60 °C civarinda ve yaklasik %7
oranindadir. 210 °C ye kadar endotermik etki strmustir. Alblimin 6rneginde
oldugu gibi 450 °C de 6rnegin yaklasik %35’i bozunmadan kalmistir (Sekil 4-31,
Tablo 4-6).
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Sekil 4-31 Serisin Nanopartikllerin Cp Deger Grafigi
Tablo 4-6. Serisin Nanopartiktllerin Cp Degerleri
. Bozunma Basamaklari
Ornek | Karakteristik
degisiklikler 1 2 3
Serisin | ik sicaklik 60 °C 210°C 265 °C 320°C
Son sicaklik 120°C 250°C 320 °C 450 °C
Katle degisikligi | %5 %7 %18 %65
Cp Degeri 0.2078 W/g°C | 0.0662 W/g°C | 0.0187W/g°C
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Albumin ve serisin orneklerinin 1:1 oranlarinda karistiriimasi ile elde edilen
numune i¢in TGA (yesil) ve DSC (mavi) grafikleri Sekil 4-32’de gosterilmisgtir.
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Sekil 4-32 Albumin-Serisin (1:1 w/w) Nanopartikillerin DSC-TGA Grafigi

Analiz i¢in 2.9820 mg drnek tartiimis ve diger orneklerde oldugu gibi ayni analiz
kosullari uygulanmistir. 100 °C sicakhga kadar ornek iginde bulunan su
buharlasmis ve 74 °C ile 230 °C arasinda endotermik etki devam etmistir. 1:1
oranindaki alblmin-serisin 6rneklerinin 450 °C de %30’u bozunmadan kalmistir.
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Sekil 4-33 Albumin-Serisin (1:1 w/w) Nanopartiklllerin Cp Deger Grafigi
Tablo 4-7. Albumin-Serisin (1:1 w/w) Nanopartikillerin Cp Degerleri
. o Bozunma Basamaklari
Ornek Karakteristik 1 2 3 4
degisiklikler
Albumin- | ilk sicaklik 45°C 229 °C 280 °C 360 °C
Serisin
(1:1) Son sicaklik 74 °C 244 °C 318°C 450 °C
Kitle degisikligi | %2 % 10 %50 %70
Cp Degeri 0.01049 W/g°C | 0.01879W/g°C | 0.02471W/g°C

Albumin-serisin ornekleri 1:2 oraninda karistirilarak numuneler hazirlanmis ve
analiz i¢in 4.2990 mg tartilan 6rnek ile termogramlar gekilmistir. TGA (yesil) ve
DSC (mavi) grafikleri Sekil 4-34’de gdsterilmistir. Diger drneklerde oldugu gibi ayni
analiz kosullari uygulanmistir. 84 °C sicakhda kadar 6rnek iginde bulunan su

buharlagsmis ve 84 °C ile 210 °C arasinda endotermik etki devam etmistir. 1:2

oranindaki alblimin-serisin érneklerinin 450 °C de %30’u bozunmadan kalmistir.
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Sekil 4-35 Albumin-Serisin (1:2 w/w) Nanopartikillerin Cp Deger Grafigi
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Tablo 4-8. Albumin-Serisin (1:2 w/w) Nanopartikullerin Cp Degerleri

Ornek Karakteristik Bozunma Basamaklari
degisiklikler
1 2 3
Albumin- | |
Serisin Ik sicaklik 83 °C 210°C 270 °C 330°C
(20 | son sicakiik 100 °C 245 °C 330°C 450 °C
Kitle degisikligi %8 %15 %50 %70

Son olarak albumin serisin

ornekleri 2:1 oraninda karigtirildiginda ise numune

1.8330 mg olarak tartiimis ve tum c¢alismada kullanilan sartlar altinda
termogramlar alinmistir. TGA (yesil) ve DSC (mavi) grafikleri Sekil 4-36'da

gOsterilmigtir.
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Sekil 4-36 Albumin-Serisin (2:1 w/w) Nanopartiklllerin DSC-TGA Grafigi

90 °C sicakliga kadar 6rnek iginde bulunan su buharlasmis ve 90 °C ile 225 °C

arasinda endotermik etki

devam

etmistir.  2:1 oranindaki

albimin-serisin

drneklerinin 450 °C de yaklasik %25’i bozunmadan kalmistir. Ornek, nem kaybina
bagli olarak 180 °C ve 230 °C civarlarinda iki tane endotermik pik verdigi
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goOrulmektedir. Bu da kristalin yapida konformasyon yapisinin bozunduguna isaret

etmistir.
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Sekil 4-37 Albumin-Serisin (2:1 w/w) Nanopartikullerin Cp Deger Grafigi
Tablo 4-9. Albumin-Serisin (2:1 w/w) Nanopartikullerin Cp Degerleri
Ornek Karakteristik Bozunma Basamaklari
degisiklikler 1 2 3
Albumin- | ilk sicaklik 90°C 215°C 246°C 307 °C
Serisin
(2:1) Son sicaklik 100 °C 245°C 275°C 450 °C
Kutle degisikligi %3 %8 %30 %70
Cp Degeri 0.04074W/g°C | 0.02957W/g°C | 0.03658W/g°C | -

Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde; serisin 6rnegdinin kitle kaybi 200 °C
civarlarinda; albimin 6rneginin kitle kaybi 230°C de basladigi gorilmektedir.
AlbUimin-serisin 6rneklerinden 1:1 oranindaki karistirlan numune igin bu deger
230 °C ye karsilik gelirken, 1:2 oranlarindaki karisimda 210 °C olarak ve 2:1
oraninda ise 245 °C olarak olgilmustir. Cp degerlerine baktigimizda da albimin
icin endotermik etkinin basladigi sicakh@! olan 230 °C sicaklikta kitle kaybi %4
Olgllirken Cp degeri_0.01443 W/g°C olgilmis, serisin igin bu degerler; %7 kitle
kaybi ile 200 °C ve Cp degeri 0.06620 W/g°Cdir.
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Karisim numunlerden ise; AlbUmin-serisin (1:1) de bu degerler; kitle kaybinin
%10 oldugu sicaklik 230 °C ve Cp 0.02204W/g°C; Alblimin-serisin (1:2) de ; 214
°C ile kitle kaybi %15 ve Cp 0.02204W/g°C; Alblmin-serisin (2:1) igin bu
degerler; kiitle kaybinin % 8 e yaklastigi 240 °C sicaklikta 0.02957W/g°Cdir.

Sonug¢ olarak 2:1 oranindaki 6rnegin 1sil kapasitesi ve bozunma sicakligi daha
yuksek olup kutle kaybi daha az oldugundan nanopartikil yapimi i¢cin optimum
degerleri saglamaktadir.

Partikiil segimi:

Boyut analizi, kimyasal ve fiziksel analizler sonucunda elde edilen verilere ve tim
degisken parametrelerderki sonuclara bakildiginda ¢calismanin amacina en uygun
partikulin Alb-Ser (2:1 w/w) oldugu sonucuna variimigtir. Calismanin ilerleyen
bolimleri bu partikil ve bu partikulin referanslari olarak kiyaslama yapilabilecek

albamin ve serisin nanopartikulleri ile devam ettirilmistir.

4.1.4 Nanopartikillerin Raf 6mrii ve Bozunum Testleri

Raf Omrii

Tedavi amach kullanilacak partikiller icin en énemli kriterlerden biri olan raf émri
(stabilite) gcalismasi fosfat tamponu (pH 7.2) ile turbidimetrik ydntem ile yapiimistir.
Partiklller +4 °C’de bekletilerek her hafta tlrbidimetrik absorbanslari 3’er tekrarli

olarak alinmis ve 4 haftalik suregte bozunum ytzdeleri ¢ikartiimistir.
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Sekil 4-38 Albumin, Alb-Ser(2:1 w/w) ve Serisin nanopartiklllerin 4 haftalik turbidimetrik
absorbans grafigi

Sonuglar incelendiginde (Sekil 4-38) Albumin nanopartikillerin stabilitesi serisin
nanopartikullere oranla daha yuksek olup alb-ser (2:1 w/w) partikulleri ise diger ikKi
partikll stabilitesinin arasinda (~%86) bir deger vermistir. Ancak Gguncu haftadan
sonra albumin nanopartikullerin bozunum oranindaki yukselis, partikullerin agregat

olusturmaya baglamasindan kaynaklanmistir.

Bozunum testi

Degredasyon calismalari yine turbidimetrik yontem ile devam ettiriimistir.
Partikuller vucut sivisi taklidi igin pH 7.2, endozom ve lizozom mikrogevre taklidi
icin pH 5.5 10 pg/ml lizozim enzimi ihtiva eden fosfat tamponunda +37 °C’de
bekletiimis ve turbidimetrik absorbanslari alinmigtir. Turbidimetrik absorbans
Olcimler bir hafta boyunca belirli periyotlarda 3’er tekrarli olarak alinmistir.
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Sekil 4-39 Albumin, alb-ser (2:1 w/w) ve serisin nanopartikullerin ylizde bozunum grafigi

Sonuglar incelendiginde (Sekil 4-39) pH 5.5'de tim partikillerin  bozunum
yuzdeleri pH 7.2'ye gbre daha ylksek seyretmistir. Ayni zamanda pH 5.5’deki
Olcimlerde sapmalar c¢ok fazla go6zlemis bunun nedeninin de izoelektrik
noktasinda yaklagsan partikullerin  kararsizligindan  kaynakhgr  oldugu
dusunulmektedir. pH 7.2’de bozunum yuzdelerine bakildiginda siralama; albimin>
alb-ser (2:1 w/w) serisin nanopartikilleridir. Serisin alblimin yapisinin bozunumunu

bu galismaya uygun olarak arttirmistir.
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4.2 Nanopartikiillere siRNA yiiklenmesi ve siRNA baglanma veriminin
incelenmesi

Agaroz Jel Elektroforezi

Sekil 4-40 Hazirlanan Partikillerin Elektroforez Testi

Sekil 4-40’da gorulen kontroldeki asiri parlama siRNA konsantrasyonunun
farkhligindan kaynaklanmaktadir. Bu 6lcim 17 V’'de 210 dakika yurGtllerek elde
edilmistir. Gorintlileme datasindan anlasildi§i Gzere bos albumin partiktlinde de,
albuminin bromophenol blue boyasi ile etkilesime girmesi sonucu ISIma
gorulmektedir. Bu sebeple hemen vyanindaki  Albumin-Serisin+siRNA
partikilindeki 1simanin albuminden kaynaklandidi disunulmektedir. Solisyon
icerisindeki siRNA’'ya bakildiginda ise, siRNA yogunlugunun yikama arttikca
azaldigi gériilmektedir. ik ylkamada uzaklastigi disiinilen baglanmamis albumin,
sonraki ylkamalarda goérilmemektedir. Sonraki ylkamalarda ise hala gorilen
siRNA 1simasinin, az miktarda baglanmayan ya da uzaklasan siRNA oldugu

sonucuna varilmigtir.
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Spektroflorometrik Analiz

Quant-iT™ RiboGreen® RNA ajan kiti (Thermo Scientific) kullanilarak siRNA
yuklenme verimi spektroflorometrik olarak hesaplanmistir. Farkli miktardaki (2.5,
5, 10 ve 20ul = 0,7125ug, 1,425ug, 2,85ug, 5,7ug siRNA) siRNA ile etkilestirilen
nanopartikil-siRNA formulasyonlarindan elde edilen 3 santriflij ve yikama ile elde

edilen supernatantlar kullaniimistir. Sonuglar asagida yer alan tabloda verilmigtir.

Tablo 4-10. Farkli miktarlardaki siRNA’larin Alb:Ser (2:1) nanopartikullerine baglanma
verimi sonuglari

Ornekler % Baglanma Verimi
Alb-Ser (2:1) + SiRNA (2,51 = 0,71250g) 61,25
Alb-Ser (2:1) + SiRNA (5 pl =1,425 pg) 48,54
Alb-Ser (2:1) + SiRNA (10 pl = 2,85 pg) 40
Alb-Ser (2:1) + SIRNA (20 pl = 5.7 ug) 36,84

Elde edilen sonuca gore nanopartikullerle etkilestirilen siRNA miktari arttikca %

baglanma veriminde azalma gorulmektedir.

4.3 siRNA yikli ipek protein nanopartikiillerinin in vitro etkinlik testleri

4.3.1 Sitotoksisite Testleri

Hazirlanan nanopartikillerin siRNA ile etkilesimlerinden dnce sitotoksisitelerinin
tespiti  icin  XTT  (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfopheny]-2H-tetrazolium-5-
carboxyanilide) testi kullanilimigtir. Hlcre canlihdinin degerlendiriimesi igin L929
fibroblast hiicreleri (4x10® konsantrasyonlu) kullaniimis ve hiicreler 96 kuyucuklu
plaklarda kultire (30 °C’de, %5 CO2lli etlivde) edilmistir. XTT testi her deney

grubu ve kontrol grubu icin 6 tekrarli olarak galigiimigtir.
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Sekil 4-41 Farkli konsantrasyondaki Albumin, Serisin ve Alb-Ser (2:1 w/w)
nanopartikillerin %canlilik (biyouyumluluk) grafigi (Degerler ortalama + SD olarak
verilmistir, n=8)

Sekil 4-41’deki biyouyumluluk sonuglarina bakildiginda partikillerin canh hicre
oranlarinda azaltma goOstermedigi ancak yuksek konsantrasyonda verilen
nanopartikillerin ¢ok hafif bir toksisite etki gosterdigi (yaklasik %90 hicre
canlihdini koruyarak) gorulmustur. Abumin ve Alb-Ser (2:1 w/w) nanopartikullerin

en uyumlu bulundugu konsantrasyonun ise 125 ug/ml oldugu goraimustur.

Nanopartikuller farkli genleri hedefleyen siRNA’lar ile etkilestirildikten sonra HEp-2
kanser hucreleriyle muamele edilmis ve hucreler Uzerindeki toksik etkiler MTT
analizi ile incelenmistir. Ayrica ticari tasiyici olarak HiperFect kullanilarak
HiPerFect-siRNA formulasyonlarinin da hucrelere etkisi ortaya konmustur.
Herhangi bir taslyici olmadan siRNA’larin hlcrelere veriimesi de gosterilmistir.

Elde edilen sonuglar asagida verilmigtir.
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Sekil 4-42 Farkli miktarlardaki ASH2L siRNA ile etkilestirilen nanopartikl ve ticari tasiyici
HiperFect'in ve sadece ASH2L siRNA’larin HEp-2 hlicreleri Gzerindeki 24 saatlik toksik
etkisi (siRNA1: 0,7125ug (2,5ul); siRNA2: 1,425ug (5ul); siRNA3: 2,85ug (10pl); siRNA4:
5,7ug (20ul). HF: HiperFect ticari tasiyici) (Degerler ortalama + SD olarak verilmigtir, n=8)
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Sekil 4-43 Farkh miktarlardaki Cyclin D1 siRNA ile etkilestirilen nanopartikdl ve ticari
tasiyici HiperFect'in ve sadece Cyclin D1 siRNA’larin HEp-2 hicreleri Uzerindeki 24
saatlik toksik etkisi (siRNA1: 0,7125ug (2,5ul); sSiRNA2: 1,425ug (5ul); siRNA3: 2,85ug
(10ul); siRNA4: 5,7ug (20pl). HF: HiperFect ticari tasiyici) (Degerler ortalama + SD olarak
verilmistir, n=8)
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Sekil 4-44 Farkli miktarlardaki CK2 siRNA ile etkilestirilen nanopartikiil ve ticari tasiyici
HiperFect'in ve sadece CK2 siRNA’larin HEp-2 hlcreleri Uzerindeki 24 saatlik toksik etkisi
(siRNA1: 0,7125ug (2,5ul); siRNA2: 1,425ug (5ul); siRNA3: 2,85ug (10ul); siRNA4: 5,7ug

(20uI). HF: HiperFect ticari tasiyici) (Degerler ortalama + SD olarak verilmistir, n=8)

Sekil 4-42,4-43 ve 4-44’de goruldugu gibi Alb:Ser (2:1) nanopartikulleri ile
etkilestirilen siRNA miktari arttikca larinks kanseri hucreleri Uzerindeki sitotoksik
etki de artmistir. sSiRNA’nin uygun sekilde hicrelere taginmasi igin optimize edilmis
ve etkinligi kanitlanmis lipozomal yapidaki tasiyici olan HiperFect ile
kiyaslandiginda nanopartikullerin siRNA’lari hdcre igine ulastirma basarisi ticari
urinle benzer sekilde veya yakin bir sonug¢ verdigi gorulmektedir. siRNA'lar
herhangi bir taslyici sistem olmadan HEp-2 hicreleriyle muamele edildiginde

hucreler Uzerindeki toksik etkinin daha az oldugu ortaya konmustur.

Alb:Ser-ASH2L siRNA4 ile etkilestirilen HEp-2 hicrelerinde goézlenen toksik
degerin % 59,56 oldugu olarak gorulurken, Alb:Ser-Cyclin D1 siRNA4 icin bu
deger % 42,56 ve Alb:Ser-CK2 siRNA4 icin bu degerin de % 71,22 oldugu
belirlenmistir. Bu sonuca gore Kazein Kinaz Proteini (CK2) geninin siRNA ile
baskilanmasi diger genlerin baskilanmasina goére HEp-2 hucrelerinin canlihdini

daha ¢ok inhibe etmistir.

95



4.3.2 xCELLingence Gergek Zamanli Huicre Proliferasyon Analizi

Hucre indeksi her kuyuda farkli sekilde ve surede artip azalabilir. Sonuglarin
hesaplanmasi sirasinda tum kuyularin ayni seviyede oldugunu varsayabilmek ve
dogru hesaplama yapabilmek icin “normalize hlicre indeks degeri” her hicre
seviyesi icin sifir noktasi olarak kullaniimaktadir. Normalize hicre indeksi zamani,
hlcrelere test numunelerinin uygulandigr zamandir. Bu analiz igin normalizasyon
zamani 23:18:20’dir. Yani bu sure, hicrelerin plakaya ekimini muteakip test

numunelerinin uygulandigi ana kadar gegen inkubasyon suresini gostermektedir.

Grafik verileri, sifirinci zamandan itibaren ve normalizasyon zamani Uzerine 24

saat eklenerek olusturulmus ve raporda sunulmustur.

Canlilik oranlarinda konsantrasyon artisina bagli, belirgin bir fark gézlenmedigi icin
hicrelere uygulanan test numuneleri igin hucrelerin canliigini %50 azaltan
konsantrasyon (Inhibition Concentration, 1Cs0) degerleri hesaplanamamig, sadece
es zamanh goruntileme Uzerinden elde edilen empedans degerleri grafiksel

veriler seklinde raporda sunulmustur.

Test numunelerinin ve kontrol gruplarinin plakadaki yerlesim dizeni asagida Sekil
4-45'de gosterilmistir. Sonug raporu icinde gegen tim renk skalalari bu yerlesime

gobre goz onune alinmalidir.

1 2 3 4 5 g 7 g 9 10 n 12

MEK.2 (5000) MEKZ(B000] | MEKZ(3000] MEKZ (5000] MEK.2 (5000] MEK.2 [B000) MEK2 [5000) MEK.2 (5000) MEKZ(B000] | MEKZ[3000] MEK2 (B000] MEK.2 (B000)
A CONTROL | ASHL2(D14uM| ASHLZ(0.28ub] | ASHLZ(D5GuM]| CSKNOf4M | CSEND26uM | CSENOSGM | COT(014M] | COO[0.2%M] | COT(D56M) CONTROL CONTROL

HEK2 (3000) MEK2 (5000 HEK2 (3000) MER2 (5000] MER [3000] MER (3000) MEKZ (3000) HEK2(3000) MER2(5000) | MEKZ(3000) MEK2 (5000] MER2 [5000]
B CONTROL | ASHL2(D14ub)| ASHLZ(0.26uM)| ASHLZ(D5GWM)| CSKNO14uM | CSKNO28M | CSKMOSBWM | COT[014M] | CD1(0.28uM) | CD1(056M) CONTROL CONTROL

MWEK2 (3000) MEK2 (3000 MWEK2 (3000) MEK2 (5000] MEK2 (3000] MER2 (3000) MEKZ (3000) MWEK2(3000) MEK2 (5000] MWEK2 (3000) MEK2 (3000] MEK2 (3000]
L CONTROL | ASHL2(D.14ub)| ASHLZ(0.26uM) | ASHLZ(05GuM)| CSKNOO4uM | CSKNO2BuM | CSKNOSSWM | CDT[014uM] | CD1(0.28uM) | CD1(@56uM) CONTROL CONTROL

MWEK2 (5000) MEK2 (5000 MWEK2 (5000) MEK2 (5000] MEK2 (5000] MEK2 (5000) MEKZ (3000) MWEK2 (5000) MEK2 (5000] MWEK2 (5000) MEK2 (5000] MEK2 (5000]
D CONTROL | ASHL2(D14ub)| ASHLZ(0.26uM) | ASHLZ(05BuM)| CSKNOO4uM | CSKNO28uM | CSKNOSSWM | CDT[@14uM] | CD1(0.28uM) | CD1(@56uM) CONTROL CONTROL

MEKZ(E000) | MEK2(EO0D) | MEKZ(DOD) | MEK2(S000) | MEK2(BOD0) | MEK2(00D) | MEK2(000) | MEK2(S000) | MEKZEODD) | MEK2(5000) | MEK2[EOD0) | MEKZ(S000)
E CONTROL | MASHL2{014ubd)| NASHL2 [0.26M)| NASHLZ (055u)| NCSKNOT4ub | NCSKN026M | NCSKNDSSWM | NCD1(D14M) | NCDT(026) | NCDT(S6M) | CONTROL | CONTROL

MEKZ(E000) | MEK2(O0D) | MEKZ(00D) | MEK2(SO0D) | MER2(BOD0) | MEK2(00D) | WEK2(000) | MEK2(S000) | MERZODD) | MEKZ(E000) | MEK2[EOD0) | MERZ(S000)
F o CONTROL | MASHL2(014ub)| MASHL2(0.280M)) NASHL? (056uM)| NCSKNDO14uM | NCSKNO28M | NCSKNOSGM | NCDT(014uk) | NCDI(028M) | WCDT (05 | CONTROL |  CONTROL

MEK2 (5000) MEK2 (5000] MER2 (5000) MEKZ (B000] MEK.2 (B000] MEK2 (B000] MEK2 (5000] MER2 (5000) MEK2(B000] | MEK2(5000] MEK2 (B000] MEK.2 (B000]
G CONTROL | MASHLZ [0.14uM)) MASHL2 [0L28uM)| MASHL2 [M5BuM)| WCSKM 014ub | NCSKW 0.28uM | NCSKN 0BBWM | WCDT(014uM] | MCDT[028uM) | NCDT[DSEWM) | CONTROL CONTROL

HEK2 (3000) MEK2 (3000 HEK2 (3000) MER2 (5000] MER (5000) MER (5000) HEKZ (3000) HEK2 (3000) MER2 (5000] MEK2 (3000) MEK2 (5000] KOR
H  CONTROL | MASHLZ [014uM)| MASHL2 [0L25uM]| MASHL2 [M5BuM)| NCSKN 04ub | MCSKM 0.28uM | NCSKN 05BWM | WCDT[014uM] | MCDT[028uM) | NCDT [D56M) CONTROL BLANK

Sekil 4-45 96 kuyulu e-plaka yerlesim duzeni

96



xCELLigence RTCA MP Sisteminden elde edilen, HEp-2 hicrelerinin
proliferasyonu Uzerine, test numunelerinin etkilerine ait 24 saatlik sonuglara dair
veriler grafiklerde sunulmustur. Test numunelerinin tamami hicre indeksi (Sekil
4-46) ve normalize zaman ¢izgisi isaretlenmis normalize hilcre indeksi verileri
(Sekil 4-47) olarak ayri iki grafikte sunulmustur. HEp-2 hicreleri igin logaritmik
egri durumuna gore numuneler hicreye hucre indeks degeri ~2.5 iken 23. saatte
(Normalizasyon zamani: 23:18:20, maddelerin hlcrelere verildigi andan itibaren
sifilanma noktasi) uygulanmistir. Sekil 4-46 ve Sekil 4-47 verilerinin plaka

dizenindeki kuyulara gére dagihmi (n=4) Sekil 4-48’de gosterilmistir.

Sonug verilerine goére, hicresiz besiyeri kontrol grubu (kér) géz dnline alindiginda
besiyerinden kaynaklanan herhangi bir kontaminasyon goézlenmemistir. Hucreli
normal kontrol grubu g6z o6nune alindiginda, herhangi bir test maddesi
uygulanmamis hucrelerdeki canliigin diger hucre gruplarindan nispeten daha
yuksek oldugu gozlemlenmistir. Nanopartikll-siRNA igceren test numunelerinin
uygulandigi hucre gruplarindaki canhligin ¢ok dusuk oldugu, nanopartikul
icermeyen test numunelerinin (naked haldeki siRNA’larin) uygulandigi hicre

gruplarindaki canhligin ise yuksek oldugu goézlemlenmisgtir.
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Sekil 4-46 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine tim test numunelerinin (ASHL2,
CSKN, CD1, NASHL2, NCSKN, NCD1 siRNA) ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin hicre indeksi ile gosteriimesi
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Sekil 4-47 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine tim test numunelerinin (ASHL2,
CSKN, CD1, NASHL2, NCSKN, NCD1 siRNA) ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin normalize hlcre indeksi ile gdsteriimesi (Normalizasyon zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-48 Plaka duzenine gore Sekil 4-46 ve Sekil 4-47 verileri igin renk skalasi

xCELLigence RTCA MP Sisteminden elde edilen, HEp-2 hicrelerinin
proliferasyonu Uzerine, 3 farkli nanopartikil grubunun etkilerine ait 24 saatlik
sonuglara dair veriler grafiklerde sunulmustur. Normalize zaman gizgisi

isaretlenmis, normalize hucre indeksi verileri sekil 4-49°da sunulmustur.

Sekil verilerinin daha net gorllebilmesi agisindan normalizasyon zamanina yakin
21. saatten itibaren yakinlastirilmig gorseldeki normalize hicre indeksi verileri
Sekil 4-50 (Sekil 4-49'un yakinlastirilmig hali) gosterilmigtir. Sekil 4-49 ve Sekil 4-

50 verilerine dair renk skalasi ise Sekil 4-51’de sunulmustur.
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Sekil 4-49 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu Uzerine tim nanopartikilli test
numunelerinin (ASHL2, CSKN, CD1 siRNA) ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin normalize hlcre indeksi ile gdsteriimesi (Normalizasyon zamani; 23:18:20)

Mormalized Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4-50 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu Uzerine tim nanopartikilli test
numunelerinin (ASHL2, CSKN, CD1 siRNA) ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin 21. saatten itibaren normalize hiicre indeksi ile gésterilmesi (Normalizasyon
zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-51 Plaka diizenine gore nanopartikilll test numunelerinin Sekil 4-49 ve Sekil 4-50
verileri igin renk skalasi

xCELLigence RTCA MP Sisteminden elde edilen, HEp-2 hicrelerinin
proliferasyonu uzerine, 3 farkli nanopartikul icermeyen (naked) grubun etkilerine
ait 24 saatlik sonuglara dair veriler grafiklerde sunulmustur. Normalize zaman
gizgisi isaretlenmis normalize hicre indeksi verileri sekil 4-52°de sunulmustur.

Sekil verilerinin daha net gorulebilmesi agisindan normalizasyon zamanina yakin
21. saatten itibaren yakinlastiriimig gorseldeki normalize hlcre indeksi verileri
sekil 4-53’de (sekil 4-52’nin yakinlastirilmis hali) gosterilmistir. Sekil 4-52 ve sekil

4-53 verilerine dair renk skalasi ise Sekil 4-54’te sunulmustur.
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Sekil 4-52 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu Uzerine tim nanopartikilsiz test
numunelerinin (NASHL2, NCSKN, NCD1 siRNA) ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin normalize hiicre indeksi ile gosteriimesi (Normalizasyon zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-53 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine tUm nanopartikilstiz test
numunelerinin (NASHL2, NCSKN, NCD1 siRNA) ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin 21. saatten itibaren normalize hlcre indeksi ile gdsteriimesi (Normalizasyon
zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-54 Plaka duzenine gbre nanopartikllstz test numunelerinin Sekil 4-52 ve Sekil 4-
53 verileri igin renk skalasi

xCELLigence RTCA MP Sisteminden elde edilen, HEp-2 hicrelerinin
proliferasyonu Uzerine, nanopartikulli (ASHL2) ve nanopartikilsiz (NASHL2)
gruplarin 3 farkli konsantrasyonunun etkilerine ait 24 saatlik sonuglara dair
normalize zaman gizgisi isaretlenmis, normalize hicre indeksi verileri Sekil 4-

55’de sunulmus buna dair renk skalasi ise Sekil 4-56’da sunulmustur.
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Sekil 4-55 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine nanopartikilli (ASHL2 siRNA) ve
nanopartikilsiz (NASHL2) test numunelerinin ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin 21. saatten itibaren normalize hiicre indeksi ile gdsteriimesi (Normalizasyon

zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-56. Plaka diizenine gore nanopartikilli (ASHL2 siRNA) ve nanopartikilsiz
(NASHL2) test numunelerinin Sekil 4-55 verileri igin renk skalasi

xCELLigence RTCA MP Sisteminden elde edilen, HEp-2 hicrelerinin
proliferasyonu Uzerine, nanopartikilli (CSKN) ve nanopartikilsiz (NCSKN)
gruplarin 3 farkli konsantrasyonunun etkilerine ait 24 saatlik sonuclara dair
normalize zaman cizgisi isaretlenmis, normalize hucre indeksi verileri sekil 4-

57’de sunulmus buna dair renk skalasi ise Sekil 4-58'de sunulmustur.
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Sekil 4-57. HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine nanopartikillli (CSKN siRNA) ve
nanopartikilsiz (NCSKN) test numunelerinin ve tiim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin 21. saatten itibaren normalize hlcre indeksi ile gdsteriimesi (Normalizasyon

zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-58. Plaka diizenine gére nanopartikilli (CSKN siRNA) ve nanopartikilsiiz
(NCSKN) test numunelerinin Sekil 4-57 verileri igin renk skalasi

xCELLigence RTCA MP Sisteminden elde edilen, HEp-2 hicrelerinin
proliferasyonu UGzerine, nanopartikilli (CD1) ve nanopartikilsiiz (NCD1) gruplarin
3 farkli konsantrasyonunun etkilerine ait 24 saatlik sonuglara dair normalize
zaman ¢izgisi igaretlenmis, normalize hucre indeksi verileri sekil 4-59'da
sunulmus buna dair renk skalasi ise Sekil 4-60°da sunulmustur.
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Sekil 4-59. HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine nanopartikilli (CD1 siRNA) ve
nanopartikilstiz (NCD1) test numunelerinin ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik
etkisinin 21. saatten itibaren normalize hlicre indeksi ile gosterilmesi (Normalizasyon
zamani; 23:18:20)
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Sekil 4-60. Plaka duzenine gore nanopartikilli (CD1 siRNA) ve nanopartikulsiz (NCD1)
test numunelerinin Sekil 4-59 verileri igin renk skalasi
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Sekil 4-61 HEp-2 hicrelerinin proliferasyonu tzerine nanopartikulll ve nanopartikilsiz
siRNA test numunelerinin ve tim konsantrasyonlarinin 24 saatlik etkisinin 21. saatten
itibaren normalize hicre indeksi ile gosteriimesi (Normalizasyon zamani; 23:18:20)

4.3.3 Real Time PCR Analizi

ASH2L, CK2 ve Siklin D1 genlerinin hucrelere verilen siRNA ile inhibe edildigini
gOstermek amaciyla Real Time RT-PCR analizi yapilmigtir. Bu amagla énce HEp-
2 larinks kanseri hlcreleri 6 kuyucuklu plaklara 1.25 x 10° hiicre/mL olacak sekilde
ekilmigtir. 24 saatlik inkibasyonun ardindan hucreler gesitli deney gruplari ile 48
saat muamele edilmistir. Ardindan tum kuyucuklardaki hicrelerden total RNA
izolasyonu yapilmigtir. Her bir gruptan izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlemek
icin asagidaki RT? HT First Strand Kit (Qiagen, Almanya) protokoll takip
edilmistir. Son olarak g¢alisilan gruplarda siRNA ile baskilanan CK2 ve ASH2L
genlerinin ifadelenmesinin inhibe edildigini gostermek amaciyla gen ekspresyon
analizi yapilmigtir. Elde edilen sonuglarla data analizi yapilarak hedeflenen
genlerin siRNA ile hangi oranda inhibe edildigine, referans genin ekspresyon
seviyesiyle kiyaslanarak ulasiimis olup, sonugclar Sekil 4-62, 4-63 ve Sekil 4-64’de

verilmigtir.
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Sekil 4-62. Farkli miktarlardaki ASH2L siRNA ile etkilestirilen nanopartikil ve ticari tasiyici

HiperFect'in ve sadece ASH2L siRNA’larin HEp-2 hicreleri ile etkilestiriimesi sonucu elde

edilen RT-PCR analizi (siRNA1: 2,85ug (10ul); siRNA2: 5,7ug (20ul). HF: HiperFect ticari
tasiyici) (Degerler ortalama x SD olarak verilmistir, n=3)
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Sekil 4-63. Farkli miktarlardaki Cyclin D1 siRNA ile etkilestirilen nanopartikul ve ticari
tasiyici HiperFect'in ve sadece Cyclin C1 siRNA’larin HEp-2 hiicreleri ile etkilestiriimesi
sonucu elde edilen RT-PCR analizi (siRNA1: 2,85ug (10ul); siRNA2: 5,7ug (20ul). HF:

HiperFect ticari tagiyici) (Degerler ortalama £ SD olarak verilmistir, n=3)
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Sekil 4-64. Farkl miktarlardaki CK2 siRNA ile etkilestirilen nanopartikll ve ticari tasiyici
HiperFect'in ve sadece CK2 siRNA’larin HEp-2 hucreleri ile etkilestiriimesi sonucu elde
edilen RT-PCR analizi (siRNA1: 2,85ug (10ul); siRNA2: 5,7ug (20ul). HF: HiperFect ticari
tasiyici) (Degerler ortalama x SD olarak verilmistir, n=3)

RT-PCR analizinde sekil 4-62, 4-63 ve 4-64’de yer aldigi gibi herhangi bir tagiyici
olmaksizin sadece siRNA'larla hucreler muamele edildiginde yaklagik % 25 bagil
gen susturulmasi gozlenmigtir. Ticari tasiyici olarak HiperFect kullanildijinda ise
bu oran oldukga artmistir. Sonuglara gore, her ¢ genin ekspresyonunun inhibe
edilmesinde tez kapsaminda sentezlenen Hylarunorik asit ile modifiye edilmis PLL
ile dekore edilmis ipek protein nanopartikillerinin tagiyici olarak Ustunlagu
gorulmektedir. Ug gen kendi iginde incelendiginde Cyclin D1 genine gére ASH2L
ve CK2 genleri nanopartikul araciligiyla daha ¢ok baskilandigi igin bundan sonraki

in vitro ve in vivo ¢alismalarina bu iki gen ile devam edilmistir.

4.3.4 Akis Sitometrisi ile Annexin V-PI analizi

ASH2L ve CK2 genlerini susturmak Uzere hazirlanan ipek protein NPs-siRNA
formulasyonlarinin, sadece siRNA'larin ve HiperFect-siRNA sistemlerinin HEp-2
hicreleri Uzerindeki olum yolaklarinin apoptotik ve/veya nekrotik mi oldugunu
arastirmak i¢cin Annexin-V-Pl analizi yapilmistir. Hlcre olim analizi Akis

Sitometrisi ile yapilmigtir.
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Akis sitometri sonuglari incelendiginde (Sekil 4-65, 4-66) ciplak (naked)
siRNA’larin sonuglarina bakildiginda apoptoz oranlari da iyi sonu¢ vermemis
olmasi hem kimyasal hem de enzimatik olarak hicre kulturd ortaminda
degredasyona ugramasidir. Bu ¢alismada degisik literaturlerde de sunuldugu gibi
siRNA’larin bir tasiyici sistem vasitasiyla hedeflenmesinin daha efektif oldugu
sonucunu gostermistir. Sekil 4-65’de goruldigu gibi siRNA yUkla ticari tasiyicilarin
Hep-2 hucrelerini daha ylUksek oranda apoptoza goturdugu gorulmektedir. Ticari
tastyicilar ile nanopartikiler sistemler kiyaslandiginda birbirine yakin sonuglar
gbzlenmistir. Ancak in vivo ¢aligmalarda nanopartikullerin avantaj saglayacagi
ongorulmektedir. Tum sonuglar incelendiginde oOrneklerdeki nekroze olma
oranlarinin dislk olmasi calismanin istenen bir bulgusu olmustur. siRNA’lar
arasinda kiyaslamalara bakildiginda ASH2L geninin CK2'ye gére daha efektif
oldugu ve birlikte kullanimlarda CK2'nin ASH2L geni aktifligini baskiladigi
gorulmektedir. Dozlar kiyaslandiginda in vitro galismalar i¢in 10ul konsantrasyonlu
ornekler ¢cogunlukla daha iyi baskilama gdstermistir. Sonug¢ olarak bu g¢alismada
ASH2L geninin CK2 genine oranla daha baskilayici 6zelliJe sahip oldugu

sonucuna variimigtir.
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Sekil 4-65. Akis sitometrisi ile elde edilen in-vitro érneklerle inkiibe edilmis HEp-2
hicrelerinin yuzdesel apoptoz, nekroz ve canli hucre grafigi (10 ve 20, kullanilan siRNA
miktarinin yl olarak ifadesidir).
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4.4 siRNA yukli ipek protein nanopartikillerinin in vivo etkinlik testleri

4.4.1 Tumor boyut analizi
Tedavi asamasinda nanopartikullerin enjeksiyon yolu intravendz ve intraperitonel

olarak uygulanarak en iyi hedeflemenin intraperitonal oldugu gdsterilmistir (sekil 4-
67 ve 4-68) 3' Fluorescein FITC (488-525 dalgaboyu arasi) 6' FAM(3FI) (495-
517dalgaboyu arasi) : isaretli siRNA vyuklenerek hazirlanmis hedefli
nanopartikuller intravendz ve intraperitonal olarak enjekte edilmigtir. Kuyruktan
intraven0z uygulamada hayvan kuyrugunun c¢ok ince olmasi sebebiyle sikintili
olmasi ve hedeflemenin sekil 75 ve 76’da goérildiagua Uzere intraperitonal
uygulamada daha efektif olmasi sebebiyle c¢alismanin tedavi asamasi
intraperitonal olarak surdurulmustar.

Sekil 4-66. intraperitonal uygulama sonrasinda timor dokudan alinan érnekler
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Sekil 4-67. intraperitonal uygulama sonrasinda timoér dokudan alinan érnekler

Asagida sunulan hayvan resimleri goruntu kalitesinin en iyi oldugu ornek hayvan

fotograflara aittir.
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Sekil 4-68. Ligand ile modifiye edilmemis bos NPs (A-B: tedavi dncesi élgimler, C-D:
tedavi sonrasi olgimler)
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Sekil 4-69. Ligand ile modifiye edilmis bos NPs (A-B: tedavi 6ncesi dlguimler, C-D: tedavi
sonrasi dlgiimler)
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Sekil 4-70. Ligand ile modifiye edilmis ASH2L siRNA yukli NPs (A-B: tedavi 6ncesi
Olgumler, C-D: tedavi sonrasi élgimler)
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Sekil 4-71. Ligand ile modifiye edilmis CK2 siRNA yukli NPs (A-B: tedavi 6ncesi dlgumler,
C-D: tedavi sonrasi dlgumler)
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Sekil 4-72. Ligand ile modifiye edilmis ASH2L ve CK2 siRNA yukli NPs (A-B: tedavi
oncesi dlgumler, C-D: tedavi sonrasi 6lgimler)
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Sekil 4-73. ASH2L siRNA yUkla ticari tasiyici (HiperFect) (A-B: tedavi dncesi dlguimler, C-
D: tedavi sonrasi 6lgiimler)

116



Sekil 4-74. CK2 siRNA yUklu ticari tagiyici (HiperFect) (A-B: tedavi 6ncesi dlgumler, C-D:
tedavi sonrasi dlgimler
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Sekil 4-75. ASH2L ve CK2 siRNA yUkla ticari tasiyici (HiperFect) (A-B: tedavi éncesi
Olgumler, C-D: tedavi sonrasi dlguimler)
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Sekil 4-76. PBS ile muamele edilmis (A-B: tedavi 6ncesi dlgimler, C-D: tedavi sonrasi
Olgumler)
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Sekil 4-77. Tumdr boyutlari yaklasik 8 x 8 mm olan hayvanlarin doz enjeksiyon sonrasi
tumor hacmi grafigi 1: Ligand ile modifiye edilmemis bos NPs, 2: Ligand ile modifiye
edilmis bos NPs, 3: Ligand ile modifiye edilmis CK2 siRNA yuklt NPs, 4: Ligand ile

modifiye edilmis ASH2L siRNA yukli NPs, 5: Ligand ile modifiye edilmis ASH2L ve CK2

siRNA yUkli NPs, 6: ASH2L siRNA yuklu ticari tagiyici (HiperFect), 7: CK2 siRNA yuklu
ticari tasiyici (HiperFect), 8: CK2 ve ASH2L siRNA yukli ticari tasiyici (HiperFect)

TUumor boyutlari ortalama 8 x 8 mm’ye ulasan hayvanlarda yapilan ¢alismalarda
boyutun buyumesi ile tedavi oranlarinin dusuk oldugu gozlenmigtir. 1.doz
tedaviden sonra az dugsus veya buyumenin durmasi gibi sonuglar gozlenirken
2.dozda timorin blydmesi s6z konusu olmustur. Dozlarin 1’er hafta arayla uzun

bir sure igerisinde yapilmasinin etkisi olabilecegi dusunulmektedir.
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Sekil 4-78. Tumor boyutlari yaklagik 4 x 4 mm olan hayvanlarin doz enjeksiyon sonrasi
timor hacmi grafigi 1: Ligand ile modifiye edilmemis bos NPs, 2: Ligand ile modifiye
edilmis bos NPs, 3: Ligand ile modifiye edilmis CK2 siRNA yUkli NPs, 4: Ligand ile

modifiye edilmis ASH2L siRNA yukli NPs, 5: Ligand ile modifiye edilmis ASH2L ve CK2

siRNA yUkla NPs, 6: ASH2L siRNA yuklu ticari tastyict (HiperFect), 7: CK2 siRNA yuklu
ticari tasiyici (HiperFect), 8: CK2 ve ASH2L siRNA yuklU ticari tasiyici (HiperFect)

Tumor boyutu ortalama 4 x 4 mm’ye ulasan hayvanlarla ¢alisiilmaya baslanmis ve
sonuglar tedavinin efekfifligi acisindan daha olumlu gérilmistir. Olgim
¢alismalari yukaridaki hacimsel hesaplama baz alinarak yapildigi i¢cin baylime ve
klgulme yuzdeleri de dogru orantili olmasi sebebiyle %800 lere varan kugulmeler
bundan kaynaklanmaktadir. Dozlarin 1’er hafta arayla uzun bir slre igerisinde

yapilmasinin etkisi olabilecedi dusunulmektedir.

Hayvan deneyleri sonuglar incelendiginde tedavinin ASH2L siRNA ile yuklenmis
olan partikil ve ticari tasiyicinin CK2 yUkli olanlara gbre daha iyi bir tedavi
sagladigr gorllmektedir. Ticari tasiyici ve nanopartikiller kiyaslandiginda ticari
tasiyicinin 2. dozundan sonra tumoér buyumesinin daha hizli oldugu ancak
partikillerin 2. ve 3. dozlarindan sonra tumor buylimesinin daha yavas oldugu
gorulmektedir. Buda partiklllere ylUklenmis siRNA'lerin daha yavas salinarak

1.dozdan sonra tumaor doku buaylmelerinin daha az oldugu sonucu ¢ikartiimigtir.
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4.4.2 Histolojik incelemeler

Organ Toksisite Calismalari

Tedavi sonrasi sakrifiye edilen farelerden alinan karaciger, dalak, bobrek, akciger

ve karaciger dokulari eosin boya ile boyanarak mikroskopta incelenmistir.

Sekil 4-79. ASH2L siRNA yUkli nanopartikilli bazi gruplarda organ toksisitesi icin H&E
ile boyanan doku dérneklerinin makroskopik kesitsel gérinima

Histoloji calismalarinda alinan kalp, dalak, karaciger, bobrek ve akciger dokulari
incelendiginde siRNA ile yuklenmemis ve siRNA ile yuklenmis nanopartikuller ile
ticari tagiyicilar, higbir grupta organ toksisitesi gozlenmemistir. Bu sonug
hazirlanan nanopartikillerin hedeflenerek timér dokusunda birikmesinin haricinde
ayni zamanda pasif hedefleme ile diger organlara gé¢ eden partiklllerin de higbir
toksik etki yaratmayarak tagiyici sistem olarak kullanilmasi i¢in olumlu sonuglar
vermistir. Asagida sunulmus olan doku 6rnekleri farkh tedavi gruplarindan alinan

hayvan dokularina 6rnek olarak sunulmustur.
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Sekil 4-80. CK2 siRNA yuklu nanopartiklller ile tedavi edilmis hayvan karaciger dokusu
(10X10 Buyltme)

Sekil 4-81. ASH2L siRNA yUkli nanopartikiller ile tedavi edilmis hayvan kalp dokusu
(10X10 Buyutme)

123



Sekil 4-82. ASH2L ve CK2 siRNA yukli nanopartikuller ile tedavi edilmis hayvan akciger
dokusu (10X10 Buyutme)

Sekil 4-83. CK2 siRNA yUkli nanopartikdller ile tedavi edilmis hayvan bdbrek dokusu
(10X10 Buyutme)
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Sekil 4-84. ASH2L ve CK2 siRNA yuKklu ticari tagiyici ile tedavi edilmis hayvan dalak
dokusu (10X10 Buyutme)

Timor Doku Nekroz Calismalari

3 doz tedavi asamasindan sonra 27. gun sakrifiye edilen farelerin timor dokulari
alinmis ve sivi azot igerisinde dondurulduktan sonra 80 °C’de saklanmistir. Frozen
cihazinda kesit alindiktan sonra ¢ozuldurilen dokular formalinde fikse edilmis ve
hematoksilen eosin ile dokular boyanarak mikroskop altinda inceleme yapilimistir.
Sekil 94’'te siRNA ile yuklenmis ve higbir yukleme yapilmamis bos nanopartiktl ve
ticari tastyici ile tedavi edilmis bazi farelerin timdr dokusunun H&E boyamada

makroskopik kesitsel gorunumleri 6rnek olarak sunulmustur.

Tedavi sonrasinda sakrifikasyon ile alinan tumoér dokulart H&E ile boyama
yontemiyle boyanmis ve mikroskobik incelemeleri yapiimistir. TUmor Alani/ Nekroz
alani orani hesaplama yoéntemi ile her gruptan 3 hayvanin timdr dokusunun en
genis kesidinden secilmis 5'er alanindan 10x10 buyutmede 100'er hicre
sayllarak elde edilmigtir. Elde edilen tUmor dokularindan elde edilen Tumaor Alani/
Nekroz alani orani hesaplamalari Tablo 4-12'de sunulmustur. Tabloda yer alan

hesaplamalar 1’e oranlanarak yazilmistir.
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Sekil 4-85. Bos ve siRNA ile yiklenmis nanopartikil/ticari tasiyici ile tedavi edilmis bazi
farelerin timoér dokusunun h&e boyamada makroskopik kesitsel goérinumu. Kirmizi okla
isaretlenen koyu mavi alanlar yogun timér dokusunu gdsterirken sari okla isaretlenen

acik mavi alanlar ise nekrotik alanlari ifade etmektedir.

Tablo 4-11. Tedavi sonrasi gruplarin Timoér Alani/ Nekroz alani orani hesaplamalari

Tedavi Grubu T;r:r:r N:II;rr(I)Iz
Ligand ile modifiye edilmemis bos NPs 25 1
Ligand ile modifiye edilmis bos NPs 2,5 1
Ligand ile modifiye edilmis CK2 siRNA yuklu NPs 1 6
Ligand ile modifiye edilmis ASH2L siRNA yUkIi NPs 1 8
Ligand ile modifiye edilmig ASH2L ve CK2 siRNA yukli NPs 1 6,5
CK2 siRNA yuKklu ticari taglyici (HiperFect) 1 2
ASH2L siRNA yUKIU ticari tasiyici (HiperFect) 1 2,5
CK2 ve ASH2L siRNA yuUKlU ticari tasiyici (HiperFect) 1 3

Tablo 4-11'deki oranlar incelendiginde bos nanopartikullerde timor alaninin genis

oldugu yuklu tagiyicilarda ise nekrotik alanin genis oldugu gorulmektedir. Ligand

ile modifiye edilmemis bos nanopartikiller ve ligand ile modifiye edilmis bos

nanopartikiller ile tedavi edilen farelerin timoér dokulari incelendiginde (Sekil 95)

higbir nekrotik alan gézlenmemigtir. TUmor dokusunun kugulme oranin en yuksek
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oldugu ornek ligand ile modifiye edilerek hedeflenmis ASH2L siRNA yUKkli
nanopartikiller ile tedavi edilmis fareler oldugu goértulmustir. ASH2L siRNA yukla

ticari tasiyici ile kiyaslandiginda nanopartikiler tasiyicinin daha etkin olmasi;

1. Nanopartikillerin ligand ile hedeflenerek (Hyaluronik asit) tedaviye
sunulmasi, ancak ticari tasiyisinin hedefli olmamasi,

2. Hiperfect ticari tasicinin daha c¢ogunlukla intraven6z uygulamalardaki
basarisinin  oldugu ancak intraperitonal uygulama i¢in  uygun

olmayabilecedi, olarak yorumlanmigtir.

Asagida Ornek bazi gruplardan alinan Tumoér dokularin mikroskobik goéruntileri
sunulmusg ve timor alanlari (T) ve Nekrotik alanlar (N) ile gosterilmistir.

Sekil 4-86. Bos nanopartikuller ile tedavi edilmis hayvan timér dokusu (10X10 Blylitme)
T:Tumor Dokusu N: Nekroz
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Sekil 4-87. CK2 siRNA yUkliu nanopartikiller ile tedavi edilmis hayvan tumor dokusu
(10X10 Buyutme) T:Tumoér Dokusu N: Nekroz

Sekil 4-88. CK2 siRNA yuklU ticari tasiyici ile tedavi edilmis hayvan timér dokusu (10X10
BlyUtme) T:Tumér Dokusu N: Nekroz
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Sekil 4-89. ASH2L siRNA yukli nanopartikuller ile tedavi edilmis hayvan timor dokusu
(10X10 Buyutme) T:Tumoér Dokusu N: Nekroz

Sekil 4-90. ASH2L ve CK2 siRNA yukli nanopartikiller ile tedavi edilmis hayvan timor
dokusu (10X10 Buyutme) T:Tumor Dokusu N: Nekroz
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5. SONUGLAR

Bu calismada ilk olarak farkl ipek proteinlerinin albumin ile farkh oranlarda
olugsan dokuz adet ipek protein nanopartikilu siRNA igin tagiyici olarak

desolvasyon teknigi ile Uretilmis ve karakterize edilmistir.

Sentez asamasinda farkli parametrelerin (desolvasyon ajani, pH etkisi,
capraz baglayici miktari) nanopartikillerin boy-boy dagilimina ve ylzey

yukune etkileri DLS analizi ile incelenmistir.

Uretilen malzemelerin morfolojik ve yapisal incelenmesinde SEM, FTIR,
NMR ve DSC/TGA teknikleri kullaniimistir. Elde edilen partiklllerin
beklenen vyapisal ve morfolojik karakteristik 6zelliklere sahip oldugu

gOsterilmigtir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda dokuz nanopartikilden boyut, ylzey
yuku ve termal davranis olarak sonraki ¢alismalar i¢in en uygun olaninin
Alb:Ser (2:1) oldugu tespit edilmis ve devamindaki deneyler bu nanopartikul
ile yapiimigtir.

Alb:Ser  (2:1) nanopartikillerinin  raf  émrinin ve degradasyon
davraniglarinin Alb ve Ser nanopartikillerine goére daha avantajli oldugu

gOsterilmisgtir.

Nanopartikuller (Alb:Ser (2:1)) hyaluronik asit (HA) ligandi ile modifiye
edilerek larinks kanseri hucrelerine secimli hale getiriimis ve katyonik
yapidaki PLL ile etkilestirilerek negatif yukli siRNA’larin baglanmasi igin
daha uygun hale getirilmigtir.

siRNA yukleme calismalarinda farkli miktarlarda siRNA’lar nanopartikullerle
etkilestirilerek baglanma verimi spektroflorometrik olarak analiz edilmigtir.

En yuksek baglanma verimi %61,25 olarak elde edilmisgtir.

Yapilan biyouyumluluk c¢alismalarinda farkli miktarlardaki Alb, Ser ve
Alb:Ser 2:1 nanopartikillerinin hlcreler Uzerinde ¢ok az miktarda toksik

etkiye neden oldugu XTT testi ile ortaya konmustur.
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Farkli miktarlardaki ASH2L, CK2 ve Siklin D1 siRNA ile yuUklenmis
nanopartikullerin HEp-2 hucreleri Uzerinde onemli derecede toksik etkiye
neden olmustur. siRNA’nin uygun sekilde hticrelere tagsinmasi igin optimize
edilmis lipozomal yapidaki ticari tagiyici olan HiperFect ile kiyaslandiginda
nanopartikillerin siRNA’lari hlcre icine ulastirma basarisi ticari Urlnle
benzer sekilde veya yakin bir sonug¢ verdigi goértlmektedir. siRNA’lar
herhangi bir tasiyici sistem olmadan HEp-2 hucreleriyle muamele
edildiginde hucreler Uzerindeki toksik etkinin daha az oldugu ortaya

konmustur.

Gergek zamanl hlcre proliferasyon analizi ile nanopartikiller olmadan
siRNA’larin hlcrelere verilmesinin nanopartikullere kiyasla 6nemli derecede

proliferasyonu etkilemedigi gosterilmistir.

RT-PCR analizinde herhangi bir tagiyici olmaksizin sadece siRNA'larla
hicreler muamele edildiginde yaklasik % 25 bagil gen susturulmasi
gOzlenmigtir. HiperFect kullanildiginda ise bu oran olduk¢a artmigtir.
Sonuglara gore, her U¢ genin ekspresyonunun inhibe edilmesinde tez
kapsaminda sentezlenen HA ile modifiye edilmis, PLL ile dekore edilmis
Alb-Ser 2:1 nanopartikillerinin tasiyici olarak UstinlGgi goriimektedir. Ug
gen kendi iginde incelendiginde Siklin D1 genine gore ASH2L ve CK2

genleri nanopartikll araciligiyla daha ¢ok baskilandigi gézlenmistir.

Akis Sitometrisi ile yapilan Annexin V-Pl analiz sonuglarina gére HEp-2
hucrelerinde 6nemli iglevi olan her iki genin (CK2 ve ASH2L) siRNA’lar ile
inhibe edildiginde apoptozun indUkledigi goértlmustur. Hucrelerle muamele
edilen gruplara bakildiginda HA modifiye edilmis PLL bagh Alb-Ser 2:1
nanopartikillerinin  siRNA tasiniminda ticari ve siRNA'nin tek basina

kullanimina olan Ustunlagu gorulmektedir.

Hayvan deneyleri sonuclari incelendiginde farelerde sirtta olusturulan
kanser modelinin buyuk boyuta gelmeden tedaviye baslandiginda tumor
kigulme ylzdesinin daha fazla oldugu goérulmustir. Sonuclarda, ASH2L
siRNA ile yuklenmis olan partikul ve ticari tastyicinin CK2 yukla olanlara
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gbre daha iyi bir tedavi sagladigi gorulmektedir. Ticari tasiyici ve
nanopartikuller kiyaslandiginda ticari tasiyicida 2. dozdan sonra tumor
buyumesinin daha hizli oldugu ancak partikullerin 2. ve 3. dozlarda tumor
blyumesinin daha yavas oldugu gorulmektedir. Bu da partikullere
yuklenmis siRNA’lerin daha yavas salinarak 1.dozdan sonra timér doku

buyumelerinin daha az oldugu sonucu ¢ikartiimistir.

e Histoloji calismalarinda alinan kalp, dalak, karaciger, bobrek ve akciger
dokular incelendiginde siRNA ile yuklenmemis ve siRNA ile yuklenmis
nanopartikiller ile ticari tasiyicilar, higbir grupta organ toksisitesi
g6zlenmemigtir. Bu sonug hazirlanan nanopartikullerin hedeflenerek timaor
dokusunda birikmesinin haricinde ayni zamanda pasif hedefleme ile diger
organlara go¢ eden partikullerin de higbir toksik etki yaratmayarak tasiyici

sistem olarak kullaniimasi i¢in olumlu sonuglar vermigtir.

e Tedavi sonrasinda sakrifikasyon ile alinan timor dokulari H&E ile boyama
yontemiyle boyanmis ve tumodr doku / nekroz alanlarinin mikroskobik
incelemeleri yapilmistir. Bos nanopartikillerde timar alaninin genis oldugu,
siRNA yuKlU tasiyicilarda ise nekrotik alanin genis oldugu goruimektedir.
Ligand ile modifiye edilmemis bos nanopartikiller ve ligand ile modifiye
edilmis bos nanopartikuller ile tedavi edilen farelerin tUmoér dokulari
incelendiginde higbir nekrotik alan gozlenmemigtir. TUmor dokusunun
kigulme oranin en yuksek oldugu ornek ligand ile modifiye edilerek
hedeflenmis ASH2L siRNA yukli nanopartikiller ile tedavi edilmis fareler

oldugu gorualmustar.

Elde edilen sonuglar, ligand; hyaluronik asit ile modifiye edilmis, PLL ile
etkilestirilmis Alb:Ser (2:1) nanopartikullerin siRNA tasiyici sistemi olarak Ustin
Ozelliklere sahip oldugunu, yapilan in vitro ve in vivo analizlerle larinks kanseri

tedavisinde umut vaat edici terapétik potansiyelin oldugunu géstermektedir.
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